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RESUMO 

 

RODRÍGUEZ REY, Ghennie Tatiana. Filogeografia e evolução molecular de lagostas 
sapateiras (Scyllarides spp.) da América do Sul. 2014. 232 f. Tese (Doutorado em 
Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

Nos últimos anos, duas espécies de lagostas sapateiras, Scyllarides 
brasiliensis e S. deceptor, vêm se destacando nos desembarques pesqueiros de 
lagostas do Atlântico Sul Ocidental. Para espécies comercialmente importantes, o 
desenvolvimento de estudos que permitam conhecer a variabilidade e entender a 
dinâmica populacional é fundamental. Assim, o objetivo do primeiro capítulo desta 
tese foi avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional dessas duas 
lagostas ao longo de aprox. 2.800 km da costa da América do Sul. Para as análises, 
foram empregados marcadores mitocondriais (citocromo oxidase I: COI; e a região 
controle: RC) e marcadores nucleares (13 loci de microssatélites desenvolvidos 
nesta tese). As duas espécies apresentaram altos níveis de variabilidade (S. 

deceptor: N = 200, mtDNA:   > 0,841,  > 0,005; microssatélites: He = 0,685; S. 
brasiliensis: N = 211, He = 0,554), distribuídos homogeneamente entre as 
localidades (S. deceptor: ΦST < -0,004, ΦCT < 0,016, FST global = 0,001, Dest global = 
0,003, FCT < 0,002, P > 0,05, K = 1; S. brasiliensis: FST global = 0,004, Dest global = 
0,001, FCT < 0,004, P > 0,05, K = 1). A ausência de estruturação nas duas espécies 
pode estar relacionada a características biológicas que promovem a conectividade 
entre localidades geograficamente distantes, como alta fecundidade e alto potencial 
de dispersão das larvas planctônicas. Além disso, os dados mitocondriais sugerem 
que a história demográfica de S. deceptor foi marcada por eventos de expansão 
populacionais e geográficos possivelmente relacionados às condições ambientais 
favoráveis dos episódios interglaciais do Pleistoceno Médio-Tardio. Diversos estudos 
têm mostrado que os fenômenos de inserção de regiões mitocondriais no DNA 
nuclear (NuMts) e heteroplasmia limitam a correta amplificação e identificação dos 
marcadores mitocondriais. Em estudos filogenéticos e de genética de populações, a 
presença inadvertida de sequências de diversas origens viola o principio de 
ortologia, o que pode resultar em inferências evolutivas erradas. Assim, o objetivo do 
segundo capítulo desta tese foi identificar e caracterizar os possíveis NuMts e 
sequências heteroplásmicas de três regiões mitocondriais (COI, RC e o gene da 
subunidade maior do RNA ribossomal: 16S) em quatro espécies do gênero 
Scyllarides (S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. delfosi). A clonagem e 
sequenciamento de extratos de DNA genômico e DNA enriquecido com mtDNA 
revelaram que os genomas destas espécies podem exibir NuMts (que divergem 
entre 0,6 e 17,6% do mtDNA) e heteroplasmia (que divergem < 0,2% do mtDNA 
prevalente). Os NuMts surgiram possivelmente de vários eventos independentes de 
integração ao núcleo ao longo da história evolutiva do gênero Scyllarides. 
Dependendo do seu grau de similaridade com o mtDNA, a presença de NuMts nas 
análises filogenéticas no nível de gênero pode causar superestimativa do número de 
espécies e alterações nos comprimentos dos ramos e nas relações filogenéticas 
entre espécies. 
 
Palavras-chave: Estrutura genética. DNA mitocondrial. Microssatélites. NuMts. 

Heteroplasmia. Scyllaridae.  



 
 

ABSTRACT 

 

RODRÍGUEZ REY, Ghennie Tatiana. Phylogeography and molecular evolution of 
South American slipper lobsters (Scyllarides spp.). 2014. 232 f. Tese (Doutorado em 
Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

In the last years, two slipper lobsters, Scyllarides brasiliensis e S. deceptor, 
have become important contributors to in the lobster fisheries landings in the south-
west Atlantic. Management strategies for fisheries species require understanding 
their connectivity and population dynamics. Thus, the aim of the first chapter of this 
thesis was to estimate the genetic diversity and population structure of those two 
lobster species along over 2800 km of the South American coast. For that, we used 
mitochondrial (cytochrome c oxidase I: COI; and the control region: RC) and nuclear 
markers (13 microsatellites loci developed in this thesis). Both species presented 

high levels of genetic variability (S. deceptor: N = 200, mtDNA:   > 0,841,  > 0,005; 
microsatellites: He = 0,685; S. brasiliensis: N = 211, He = 0,554) homogeneously 
distributed across localities (S. deceptor: ΦST < -0,004, ΦCT < 0,016, overall FST = 
0,001, overall Dest = 0,003, FCT < 0,002, P > 0,05, K = 1; S. brasiliensis: overall FST = 
0,004, overall Dest = 0,001, FCT < 0,004, P > 0,05, K = 1). The lack of population 
genetic structure in both species could be explained on the basis of biological traits, 
such as high fecundity and high dispersal potential of planktonic larvae, which 
promote high levels of connectivity between geographically distant populations. 
Moreover, the mitochondrial data indicate that the demographic history of S. deceptor 
was marked by population and geographical expansions, likely related to the suitable 
environmental conditions of interglacial periods during the late and middle 
Pleistocene. Several studies have shown that the presence of nuclear mitochondrial 
sequences (NuMts) and heteroplasmy limit the correct identification and amplification 
of mitochondrial markers. In phylogenetic and population studies, the inadverted 
presence of sequences from diverse origins violates the principle of orthology and 
can result in wrong evolutionary inferences. Thus, the aim of the second chapter of 
this thesis was to identify and characterize the NuMts and heteroplasmic sequences 
of three mitochondrial regions (COI, CR and the gene of the large ribosomal subunit: 
16S) in four species of the genus Scyllarides (S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. 
deceptor e S. delfosi). Cloning and sequencing of genomic DNA and of enriched 
mtDNA extracts revealed that the genomes of these species may exhibit both NuMts 
(diverging by 0.6 and 17.6 % from mtDNA) and heteroplasmy (diverging by less than 
0.2% from mtDNA prevalent). The NuMts possibly emerged from multiple 
independent integration events to the nucleus along the evolutionary history of the 
genus Scyllarides. Depending on their degree of similarity with the mtDNA, the 
presence of NuMts in phylogenetic analyses at genus level can cause overestimation 
of the number of species and affect the branch lengths and phylogenetic inferences 
among species 
 
Keywords: Genetic structure. Mitochondrial DNA. Microsatellites. NuMts. 

Heteroplasmy. Scyllaridae.  



 
 

RESUMEN 
 
RODRÍGUEZ REY, Ghennie Tatiana. Filogeografia y evolución molecular de 
langostas zapateras (Scyllarides spp.) de América del Sur. 2014. 232 f. Tese 
(Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

En los últimos años, dos especies de langostas zapateras, Scyllarides 
brasiliensis y S. deceptor, vienen destacándose en los desembarques pesqueros de 
langostas del Atlántico Sur Occidental. Para especies comercialmente importantes, 
es fundamental el desenvolvimiento de estudios que permitan conocer la variabilidad 
y entender la dinámica poblacional. Así, el objetivo del primer capítulo de esta tesis, 
fue evaluar la diversidad genética y la estructura poblacional de esas dos langostas, 
a lo largo de aprox. 2.800 km de la costa de América del Sur. Para los análisis, se 
utilizaron marcadores mitocondriales (citocromo oxidasa I: COI; y la región control: 
RC) y marcadores nucleares hipervariables (13 loci de microsatélites desarrollados 
en esta tesis). Las dos especies exhibieron altos niveles de variabilidad (S. deceptor: 

N = 200, ADNmt:   > 0,841,  > 0,005; microsatélites: He = 0,685; S. brasiliensis: N = 
211, He = 0,554), distribuidos homogéneamente entre las localidades (S. deceptor: 
ΦST < -0,004, ΦCT < 0,016, FST global = 0,001, Dest global = 0,003, FCT < 0,002, P > 
0,05, K = 1; S. brasiliensis: FST global = 0,004, Dest global = 0,001, FCT < 0,004, P > 
0,05, K = 1). La ausencia de estructuración puede estar relacionada a características 
biológicas, como alta fecundidad y alto potencial de dispersión de las larvas 
planctónicas, que promueven la conectividad entre localidades geográficamente 
distantes. Adicionalmente, los datos mitocondriales sugieren que la historia 
demográfica de S. deceptor fue marcada por eventos de expansión poblacionales y 
geográficos relacionados, posiblemente, a las condiciones ambientales favorables 
de los episodios interglaciares del Pleistoceno Medio-Tardío. Diversos estudios han 
mostrado que los fenómenos de integración de regiones mitocondriales en el ADN 
nuclear (NuMts) y heteroplasmia limitan la correcta amplificación e identificación de 
los marcadores mitocondriales. En estudios filogenéticos y de genética de 
poblaciones, la presencia inadvertida de secuencias de diversos orígenes viola el 
presupuesto de ortología, lo que puede resultar en inferencias evolutivas erradas. 
Así, el objetivo del segundo capítulo de esta tese, fue identificar y caracterizar los 
posibles NuMts e secuencias heteroplásmicas de tres regiones mitocondriales (COI, 
RC y el gen de la subunidad mayor del ARN ribosomal: 16S) en cuatro especies del 
género Scyllarides (S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. delfosi). La 
clonación y secuenciación de extractos de ADN genómico y ADN enriquecido con 
ADNmt revelaron que los genomas de estas especies pueden exhibir NuMts (que 
divergen entre 0.6 e 17.6% del ADNmt) y heteroplasmia (que divergen < 0.2% del 
ADNmt predominante). Los NuMts surgieron, posiblemente, de varios eventos 
independientes de integración al núcleo a lo largo de la historia evolutiva del género 
Scyllarides. Dependiendo del grado de semejanza con el ADNmt, la presencia de 
NuMts en análisis filogenéticos, a nivel de género, pude causar sobrestimación del 
número de especies, y alteraciones en las longitudes de las ramas y en las 
relaciones filogenéticas entre especies. 
 
Palabras clave: Estructura genética. DNA mitocondrial. Microsatélites. NuMts. 

Heteroplasmia. Scyllaridae.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

Os avanços tecnológicos e analíticos das últimas décadas permitiram que os 

métodos moleculares se tornassem ferramentas eficientes para o estudo da variação 

genética, sendo assim amplamente empregados em diversas áreas como genética 

de populações, ecologia, evolução, sistemática e conservação entre outras. 

Na área de conservação, é fundamental o desenvolvimento de estudos que 

permitam conhecer a variabilidade e a estrutura populacional genética das espécies. 

No caso de espécies comercialmente importantes, estes estudos têm a finalidade de 

fornecer uma base genética para implementação de programas de manejo 

sustentável, que contribuam com a diminuição do impacto extrativo, proteção da 

variabilidade e recuperação futura das espécies. Um dos fatores fundamentais para 

esse manejo é a delimitação das populações. Nesse sentido, o primeiro capítulo 

desta tese tem como objetivo principal a análise da estrutura populacional genética 

de duas lagostas sapateiras, Scyllarides brasiliensis Rathbun, 1906 e S. deceptor 

Holthuis, 1963, que vêm se destacando nos desembarques pesqueiros do Atlântico 

Sul Ocidental, empregando marcadores mitocondriais com diferentes taxas de 

evolução molecular (sequências do gene citocromo oxidase I: COI; e da região 

controle: RC) e marcadores nucleares variáveis (microssatélites). 

Diversos estudos têm mostrado que a correta amplificação e identificação dos 

marcadores mitocondriais podem ser prejudicadas por fenômenos de heteroplasmia 

(presença de mais de um genoma mitocondrial em um mesmo indivíduo) e inserções 

de regiões mitocondriais no DNA nuclear (NuMts  Nuclear Mitochondrial DNA 

sequence). A avaliação destes fenômenos é um problema de grande abrangência 

nos estudos filogenéticos e de genética de populações, já que, a presença 

inadvertida de sequências de diversas origens pode levar a que sejam comparadas 

sequencias não ortólogas e, portanto, sejam feitas inferências evolutivas erradas. 

Assim, o segundo capítulo desta tese tem como propósito a identificação e 

caracterização de possíveis NuMts e sequências heteroplásmicas de três regiões 

mitocondriais (COI, RC e o gene da subunidade maior do RNA ribossomal: 16S) nas 

lagostas sapateiras do gênero Scyllarides, a fim de avaliar o efeito desses 

fenômenos quando são feitas inferências sobre as relações entre as diferentes 

espécies.   
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1 ESTRUTURA POPULACIONAL DE SCYLLARIDES BRASILIENSIS E 

SCYLLARIDES DECEPTOR 

 

 

1.1 Considerações iniciais 

 

 

Atualmente, sabe-se que a deterioração dos ecossistemas marinhos está 

fortemente ligada às atividades humanas, que produzem uma reação em cadeia de 

impactos negativos que perturba o equilíbrio desses ecossistemas. A deterioração 

do sistema é resultado da sobre-exploração pesqueira, destruição do habitat, 

poluição e outros fatores ambientais que conduzem a uma depleção das 

populações, gerando importantes distúrbios nos níveis tróficos e, ao mesmo tempo, 

degradando o sistema1, 2. Como a principal ameaça desses ecossistemas vem da 

ação antropogênica, é responsabilidade dos seres humanos criar planos de gestão 

eficientes para reduzir os efeitos prejudiciais das suas próprias atividades e, 

simultaneamente, garantir a preservação dos processos evolutivos e a variabilidade 

genética das espécies. Nesse sentido, a implementação de medidas que permitam a 

restauração dos ecossistemas marinhos, e do mesmo modo, a preservação e 

recuperação das populações de espécies marinhas vulneráveis é fundamental. 

As estratégias de manejo efetivo das espécies comerciais devem permitir o 

desenvolvimento de uma pesca sustentável visando procurar uma otimização não 

predatória da exploração. Entre os aspectos que devem ser considerados para a 

elaboração dessas estratégias, a compreensão da dinâmica das populações, 

incluindo os processos que deram lugar à distribuição espacial e à estrutura 

populacional das espécies é de extrema importância3-6. Nas últimas décadas, os 

marcadores moleculares se tornaram uma ferramenta eficiente para a avaliação do 

fluxo gênico dentro e entre populações e, por conseguinte, hoje em dia são 

amplamente empregados, em conjunto com dados obtidos a partir da biologia 

pesqueira, na identificação e delimitação geográfica dos estoques (ou populações) 

pesqueiros7, 8. Em termos gerais, estoque pesqueiro é definido como um grupo de 

indivíduos de uma mesma espécie que se cruza ao acaso e mantém uma 

homogeneidade ecológica9. Esses grupos podem ser identificados através da 

análise de marcadores moleculares adequados, principalmente aqueles que 
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apresentam altos níveis de variabilidade, como os microssatélites e algumas regiões 

mitocondriais, como o gene da citocromo oxidase I e a região controle. 

As lagostas são um dos recursos marinhos mais valorados comercialmente 

no mundo, e possuem um importante papel ecológico, já que, como consumidores 

de níveis tróficos médios, elas têm um papel fundamental no processo de 

transferência de energia e materiais nos ecossistemas marinhos, sendo predadoras 

de produtores e consumidores primários e, presas de predadores de topo da cadeia 

alimentar10. A América do Sul é uma grande região exportadora de lagostas, razão 

pela qual a elaboração de estratégias de manejo efetivo desse recurso nesta região 

é de especial importância. 

Este capítulo tem como objetivo analisar a estrutura populacional genética de 

duas lagostas sapateiras que vêm se destacando nos desembarques pesqueiros de 

lagostas: Scyllarides brasiliensis e S. deceptor, a fim de entender a sua dinâmica 

populacional e a história evolutiva. Para isto, serão empregados marcadores 

mitocondriais com diferentes taxas de evolução molecular (COI e RC) e marcadores 

nucleares variáveis (microssatélites). 

 

 

1.2 Revisão da literatura 

 

 

1.2.1 As lagostas sapateiras do gênero Scyllarides 

 

 

As lagostas são espécies altamente vulneráveis a pressões ambientais, já que, 

apesar de terem alta longevidade e fecundidade, apresentam baixa taxa de 

crescimento e alta taxa de mortalidade de larvas em águas oceânicas11, 12. 

Atualmente, a maior parte da pesca de lagostas é caracterizada pela ausência ou 

inadequada fiscalização, o que faz com que as populações de algumas espécies se 

encontrem sobre-exploradas12-14. 

As lagostas sapateiras (slipper lobsters) da família Scyllaridae têm recebido 

pouca atenção no manejo pesqueiro devido à sua menor importância econômica em 

relação às lagostas espinhosas (família Palinuridae) e aos lavagantes e lagostins 

(família Nephropidae)15. No entanto, as capturas de lagostas sapateiras têm-se 
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incrementado nos últimos dez anos como consequência da sobre-exploracão das 

populações de lagostas espinhosas15-17. Por exemplo, a depleção das populações 

locais de Panulirus penicillatus e P. gracilis nas ilhas Galápagos levou a um 

incremento na pressão pesqueira de Scyllarides astori18. Da mesma forma, uma 

queda de 50% na produção pesqueira de Panulirus marginatus no Havaí resultou 

em uma sobre-exploração das lagostas sapateiras Havaianas (Scyllarides 

squammosus, S. haanii e Parribacus antarcticus)18. O incremento nas capturas das 

lagostas sapateiras permitiu que elas começassem a se destacar como importante 

recurso pesqueiro nas economias regionais onde são foco de pesca direta 

(Galápagos, Brasil, Havaí, Índia, Austrália, e Mediterrâneo)12, 14, 19, porém, o manejo 

pesqueiro deficiente resultou, subsequentemente, em um decréscimo da sua 

abundancia relativa e no tamanho dos exemplares comercializados de algumas das 

espécies15, 18, 20-23. Dos 20 gêneros de lagostas sapateiras que constituem a família 

Scyllaridae, apenas quatro (Thenus, Scyllarides, Ibacus e Parribacus) possuem 

importância pesqueira significativa por terem espécies que tendem a ter um tamanho 

corporal maior, sendo que as espécies do gênero Scyllarides são as que 

apresentam maior tamanho em relação aos outros três gêneros18, 21. 

O gênero Scyllarides Gil, 1898 (Decapoda; Achelata; Scyllaridae; Arctidinae) 

agrega 14 espécies de lagostas sapateiras de ampla distribuição, encontrando-se 

especialmente em mares pouco profundos das regiões tropicais e temperadas24-27. 

Esse gênero parece ter radiado no Atlântico Ocidental27, sendo que, das oito 

espécies que ocorrem no Atlântico, quatro encontram-se no litoral sul ocidental e 

apresentam distribuições parcialmente sobrepostas: S. aequinoctialis (Lund, 1793), 

S. brasiliensis Rathbun, 1906, S. deceptor Holthuis, 1963, e S. delfosi Holthuis 

196022, 24, 28, 29. Na América do Sul, duas destas espécies são amplamente 

capturadas: Scyllarides deceptor nas regiões Sudeste e Sul do Brasil, especialmente 

nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul30, e S. brasiliensis na região 

Nordeste do Brasil, em especial nos Estados de Pernambuco e Alagoas19. 

No Brasil, a nítida caracterização do estágio de sobre-exploração da pesca das 

principais espécies de lagostas espinhosas comercializadas (Panulirus argus e P. 

laevicauda) levou o IBAMA a implementar, desde 2006, um plano de gestão para o 

uso sustentável de lagostas. Dentre as principais medidas de ordenamento em vigor, 

previstas pelo plano de gestão, destacam-se: controle do esforço de pesca de 

acordo com a capacidade de renovação dos estoques de lagostas; ampliação, de 
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dezembro a maio, do período de defeso (paralisação da pesca); e determinação dos 

tamanhos mínimos de captura e comercialização (P. argus: 13 cm de cauda, e P. 

laevicauda: 11 cm de cauda)31-33. Apesar de no Brasil as lagostas sapateiras já 

serem reconhecidas como um recurso com importância crescente nos 

desembarques34, as medidas de controle atualmente em rigor não incluem para elas 

tamanhos mínimos de captura e comercialização. Indivíduos jovens e fêmeas 

ovígeras, de tamanhos menores que os recomendados pelos estudos de biologia 

pesqueira (S. brasiliensis: 10 cm de comprimento do abdômen19; S. deceptor: 9 cm 

de comprimento da carapaça22), são comumente comercializados (Figura 1.1), 

comprometendo a dinâmica das populações destas espécies com implicações 

futuras da exploração não sustentável do recurso. 

 

Figura 1.1 – Indivíduos de Scyllarides deceptor capturados para comercialização 

 

Legenda: (a) desembarque em Santa Catarina; (b) individuo comercializado no Rio de Janeiro (CC: 
comprimento da carapaça). 

Fonte: (a) Oliveira
35

, 2008; (b) a autora, 2014. 

 

 

1.2.1.1 Aspectos biológicos 

 

 

As lagostas sapateiras exibem dimorfismo sexual bem caracterizado, sendo 

que o sexo pode ser identificado, principalmente, pela presença de pleópodos 

duplos nas fêmeas, e simples nos machos19, 24. As fêmeas produzem, em geral, 
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milhares de ovos de aproximadamente um milímetro de diâmetro e os transportam 

aderidos aos pleópodos ou apêndices abdominais, formando uma massa evidente 

debaixo do abdômen24. 

O ciclo de vida das lagostas do gênero Scyllarides compreende diversas fases 

de desenvolvimento que variam de duração dependendo da espécie. Em geral, o 

desenvolvimento abrange: (i) uma fase pré-larval, denominada naupliosoma, de vida 

curta (de alguns minutos a poucas horas) presente em algumas das espécies (por 

exemplo: S. aequinoctialis, S. herklotsii e S. latus27); (ii) uma fase larval planctônica, 

chamada filosoma (do grego phylos = folha e soma = corpo), com um grande 

potencial de dispersão devido ao longo período de vida (entre 6 até 10 meses18); (iii) 

uma fase pós-larval, denominada nisto, de vida curta que provê a conexão entre a 

fase planctônica e bentônica; (iv) uma fase juvenil bentônica de crescimento e 

maturação; e (v) uma fase adulta bentônica adaptada a reptação com 

deslocamentos limitados11, 12, 19, 36, 37. 

Os nichos e hábitos alimentares das Scyllarides variam com sua fase de 

desenvolvimento. As larvas filosomas são planctotróficas e localizam-se na coluna 

d’água, apresentado migração vertical. Os indivíduos jovens e adultos apresentam 

atividade basicamente noturna, alimentam-se preferencialmente de pequenos 

invertebrados mortos, como bivalves, poliquetas, gastrópodes e ouriços-do-mar, e 

encontram-se principalmente em habitats que possam oferecer-lhes refúgio, tais 

como rochas submersas, buracos ou fendas dos recifes de corais, e fundos 

arenosos ou lamosos onde possam se enterrar. Os indivíduos adultos podem ser 

encontrados em profundidades de até 380 metros, mas habitam geralmente 

profundidades menores de 100 metros. Ao contrario das larvas, os adultos realizam 

deslocamentos limitados, o que faz com que sejam altamente vulneráveis à pesca24, 

27, 38, 39. 

 

 

1.2.1.2 As espécies Scyllarides brasiliensis Rathbun, 1906 e Scyllarides deceptor 

Holthuis, 1963 

 

 

No Brasil, a espécie S. brasiliensis é conhecida comumente como lagosta 

japonesa ou lagosta sapateira (Figura 1.2). Os indivíduos habitam profundidades 
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entre 20 a 40 metros e são dotados de pouca capacidade visual, sendo, em linhas 

gerais, animais vagarosos19, 38. A espécie está distribuída na região ocidental do 

Atlântico: ao longo da costa do Brasil, desde o Maranhão até Santa Catarina24, 28, 29, 

38. Esta espécie também tem sido citada para Dominicana nas Índias Ocidentais24 e 

nas Antilhas38 (Figura 1.3). 

Scyllarides deceptor é conhecida vulgarmente no Brasil como cavaca ou 

cavaquinha (Figura 1.4). Os indivíduos habitam profundidades entre 30 e 300 

metros, e parecem ter preferência pelo substrato arenoso22. A espécie se encontra 

distribuída na região ocidental do Atlântico, desde o sul do Brasil (Estado de Rio de 

Janeiro) até o norte da Argentina (Província de Buenos Aires) 22, 24, 29, 38, 40-42. No 

Brasil, esta espécie também foi citada para o Estado de Pernambuco22, porém, 

alguns autores reconhecem que o registro pode ser um erro43 (Figura 1.5). 

Morfologicamente, as duas espécies apresentam duas manchas laterais 

semelhantes no primeiro somito abdominal, mas elas podem ser distinguidas por: (i) 

o contorno da margem posterior da pleura do segundo somito abdominal, que é reto 

ou ligeiramente convexo em S. brasiliensis e côncavo no meio pela presença de um 

forte dente em S. deceptor (Figuras 1.2 e 1.4); (ii) o carpo do primeiro pereópodo, 

que possui um sulco longitudinal bem superficial e desprovido de cristas adjacentes 

em S. deceptor, e é bem profundo, flanqueado por duas cristas em S. brasiliensis; 

(iii) a incisão cervical, que é bem superficial em S. brasiliensis e profunda em S. 

deceptor; (iv) os tubérculos da superfície dorsal da carapaça e do abdome, que 

estão mais espaçados em S. brasiliensis que em S. deceptor; (v) os dentes 

pregástrico e gástrico, que são mais fortes em S. deceptor; (vi) a presença, apenas 

em S. brasiliensis, do corpo e apêndices aveludados; e (vii) a coloração, que é mais 

avermelhada em S. deceptor, e mais marrom com tonalidades roxas nas 

extremidades dos pereópodos e nas antenas em S. brasiliensis24, 38, 43 (Figura 1.6).   
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Figura 1.2 – Ilustração de Scyllarides brasiliensis com indicação das principais 

características diagnósticas da espécie 

 

Legenda: (a) vista dorsal do corpo inteiro; (b) pleura do segundo somito abdominal. 
Fonte: adaptada de Holthuis

24
, 1991. 
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Figura 1.3 – Mapa de distribuição de Scyllarides brasiliensis 

 

Legenda: a área realçada em vermelho mostra a distribuição da espécie nas Antilhas e no Brasil: 
desde o Maranhão até Santa Catarina. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 1.4 – Ilustração de Scyllarides deceptor com indicação das principais 

características diagnósticas da espécie 

 

Legenda: (a) vista dorsal do corpo inteiro; (b) pleura do segundo somito abdominal. 
Fonte: adaptada de Holthuis

24
, 1991. 
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Figura 1.5 – Mapa de distribuição de Scyllarides deceptor 

 

Legenda: a área realçada em vermelho mostra a distribuição da espécie, desde o sul do Brasil 
(Estado de Rio de Janeiro) até o norte da Argentina (Província de Buenos Aires). Da mesma 
forma, se indica o reporte pontual da espécie no Estado de Pernambuco no Brasil. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 1.6 – Padrão de coloração de (a) Scyllarides brasiliensis e (b) S. deceptor 

 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

1.2.2 Genética de populações e filogeografia 

 

 

Atualmente, reconhece-se que os ecossistemas se encontram em constante 

mudança, não só devido a causas naturais, mas também antropogênicas, que têm 

levado ou ameaçado várias espécies de extinção. A variabilidade genética é um dos 

atributos mais importantes das populações de uma espécie, pois permite que elas 

evoluam continuamente, adaptando-se às mudanças44. Reduções populacionais 

produzem diminuições na variabilidade gênica e incrementos dos níveis de 

endogamia, reduzindo a capacidade das populações a se adaptarem às mudanças. 

Assim, a avaliação da variabilidade genética têm importantes implicações para a 

conservação das espécies. 
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Nos últimos anos, inúmeros estudos de genética de populações têm sido 

desenvolvidos a fim de elucidar os padrões de distribuição da variabilidade genética 

dentro e entre populações, e entender qual é o impacto dos diversos fatores naturais 

e antropogênicos sobre a variabilidade genética das espécies. Dentre os 

marcadores moleculares mais amplamente empregados nos estudos populacionais 

se encontram varias regiões do DNA mitocondrial (mtDNA) e os microssatélites.  

Existem diversas características dos marcadores mitocondriais que os tornam 

vantajosos para a avaliação da estruturação genética populacional, entre as quais se 

destacam: (i) baixos níveis de recombinação; (ii) numerosas cópias por célula; (iii) 

prevalente herança materna e natureza haploide; (iv) taxa de evolução relativamente 

elevada que resulta em elevados níveis de polimorfismo e divergência; e (iv) menor 

tamanho efetivo populacional (4 vezes menor que o do DNA nuclear)45, 46. Dadas 

essas características, o mtDNA é reconhecido por permitir a inferência de padrões 

genéticos históricos recentes47. A taxa de evolução entre os diferentes genes 

mitocondriais não é homogênea, e portanto, as regiões mais utilizadas nos estudos 

populacionais são o gene da citocromo oxidase I e a região controle, que estão entre 

as regiões mitocondriais que apresentam maior acúmulo de mutações (sendo que a 

taxa de evolução é ainda maior na região controle que no gene citocromo oxidase 

I)46, 48.  

Os microssatélites, conhecidos também como sequências simples repetitivas 

(SSRs  Simple Sequence Repeats) ou repetições curtas em tandem (STRs  Short 

Tandem Repeats), são regiões do DNA compostas por variações no número de 

pequenas sequências, de um até seis nucleotídeos. Os microssatélites se 

encontram amplamente distribuídos ao longo do genoma, seja em regiões 

codificantes ou não-codificantes. Entre as características que tornam esses 

marcadores robustos para estudos de genética de populações sobressaem: (i) o alto 

nível de polimorfismo com elevadas taxas de mutação; (ii) a segregação mendeliana 

e a natureza codominante; e (iii) sua fácil interpretação44, 49. Dadas essas 

características, os microssatélites são reconhecidos como os mais adequados para 

a inferência de padrões genéticos contemporâneos47. 

O padrão de distribuição da variabilidade genética dentro e entre populações 

está determinado principalmente pela sua história recente e pela migração efetiva ou 

fluxo gênico, o qual determina por sua vez, o grau de conectividade entre as 

populações. Na ausência de fluxo gênico, os efeitos combinados dos processos de 
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mutação e deriva gênica permitem que as populações se diferenciem 

geneticamente, enquanto a presença de fluxo gênico permite que as populações 

estejam interconectadas contribuindo coletivamente à evolução da espécie44. Duas 

abordagens, complementares, podem ser usadas para determinar o grau de 

conectividade entre as populações e, por conseguinte, avaliar a estrutura geográfica 

de uma espécie ao longo da sua distribuição. A primeira abordagem, denominada 

“frequencista”, está baseada na teoria clássica da genética de populações, enquanto 

a segunda, a abordagem “filogeográfica”, está baseada em modelos recentes de 

genética de populações, como a teoria da coalescência50, 51. 

A abordagem frequencista, a partir de populações definidas a priori, usa o 

índice de endocruzamento (FST) e seus análogos (ΦST da análise de variância 

molecular), para avaliar o nível de estruturação populacional. Sabe-se que os 

padrões atuais de estruturação populacional podem ser resultado de processos 

ecológicos passados e, dado que os métodos tradicionais não permitem discriminar 

entre os níveis de conectividade genética histórica e recente, já que apenas usam 

informação sobre as frequências, fez-se necessário a incorporação de novos 

modelos que permitissem avaliar a estrutura e o fluxo gênico em um marco 

conceitual mais histórico e geográfico. Assim, a abordagem filogeográfica abarca 

aspectos tanto temporais (relações evolutivas) como espaciais (distribuição 

geográfica), permitindo entender e interpretar os eventos históricos que moldaram a 

estrutura populacional atual das espécies e que deixaram marcas evolutivas na 

distribuição geográfica recente dos genes46, 52. 

Sob neutralidade, em uma população surgem novos alelos por mutação e se 

perdem outros por deriva gênica, de modo que todos os alelos de um gene em uma 

determinada geração derivam de, ou coalescem em direção a, um único alelo 

ancestral, denominado o ancestral comum mais recente (MRCA  Most Recent 

Common Ancestor). O tempo de coalescência entre os haplótipos de mtDNA ou 

entre os alelos seletivamente neutros de qualquer gene nuclear depende tanto da 

taxa de mutação como das variações no fluxo gênico e as flutuações no tamanho 

populacional44, 51. Desta forma, a teoria da coalescência permite estimar as relações 

genealógicas entre alelos (ou haplótipos) em função dos eventos e processos 

demográficos.  

Na abordagem filogeográfica, são rotineiramente empregadas sequências de 

marcadores mitocondriais, uma vez que a reconstrução da história genealógica de 
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uma espécie a partir desses marcadores é facilitada pelas características do mtDNA 

(particularmente a prevalente herança materna e a raridade dos eventos de 

recombinação). De um modo geral, nos estudos filogeográficos, os haplótipos 

podem ser arranjados filogeneticamente fornecendo filogenias intraespecíficas 

(genealogias ou árvores de genes), ou podem ser utilizados para a construção de 

redes de haplótipos53, 54. Depois de se obterem as árvores ou as redes de 

haplótipos, interpretações dos eventos e processos associados à distribuição dos 

organismos podem ser realizadas e assim, posteriormente, diversas hipóteses 

biogeográficas ou demográficas podem ser testadas, utilizando métodos baseados 

em verossimilhança ou inferência bayesiana53. 

As análises filogeográficas, assim, são amplamente utilizadas para esclarecer 

os padrões históricos e evolutivos das espécies; inferir processos demográficos 

históricos tais como tamanho efetivo populacional, sequência de colonização e 

gargalos populacionais; determinar fronteiras entre espécies e identificar unidades 

de conservação; e estimar o fluxo gênico histórico ou contemporâneo entre 

populações55, 56. 

 

 

1.2.2.1 Dispersão larval: conectividade entre populações em espécies marinhas 

 

 

O ambiente no qual os organismos marinhos vivem oferece uma variedade de 

mecanismos para a dispersão de indivíduos dentro e entre populações57. Para a 

maioria dos invertebrados sésseis ou bentônicos com mobilidade limitada, a larva é 

a principal fase dispersora do ciclo de vida58. Assim, o padrão de dispersão e o grau 

de conectividade genética entre as populações destes invertebrados são 

influenciados pelo potencial de dispersão das espécies e pelas características 

biológicas das larvas, bem como por processos e fatores ecológicos e físicos59, 60. 

Em algumas espécies, as larvas podem durar minutos na coluna d’água, 

enquanto que em outras podem durar meses como organismos pelágicos, 

possibilitando o seu transporte para locais bastante distantes do seu local de 

desova61. A dispersão tende a homogeneizar as frequências gênicas e eliminar as 

diferenças entre locais. Assim, em termos gerais, as espécies com uma habilidade 

de dispersão restrita tendem a apresentar uma estruturação populacional marcada, 
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enquanto que as espécies com uma longa fase planctônica podem apresentar fluxo 

gênico extenso. Não obstante, mesmo quando a larva tem um grande potencial de 

dispersão para grandes distâncias, diferenciação genética pode ser encontrada, já 

que a dispersão pode ser interrompida por processos e fatores ecológicos e físicos, 

barreiras ao fluxo gênico, que podem resultar em altos graus de retenção larval ou 

em alta seleção contra os recrutas dentro dos novos habitats60, 62-64. 

Características biológicas da larva (como comportamento e tipo de hábito), 

processos e fatores ecológicos (como interação predador/presa, associações 

biológicas, disponibilidade de um habitat adequado para o assentamento, e 

probabilidade de sobreviver depois do assentamento), e processos e fatores físicos 

(como mudanças climáticas, salinidade, topografia marinha, velocidade e direção 

das correntes atuais e passadas, frentes oceânicas, giros e redemoinhos, entre 

outros), podem interferir direta ou indiretamente na dispersão dos indivíduos e, 

portanto, na conectividade das populações57, 60, 62, 65, 66. 

 

 

1.2.2.2 Conectividade em lagostas 

 

 

Entre as estratégias reprodutivas das lagostas das famílias Scyllaridae e 

Palinuridae (Infraordem Achelata) destaca-se a produção de uma grande quantidade 

(milhares a dezenas de milhares) de ovos pequenos (cerca de 1 mm de diâmetro) 

que, após incubação e uma fase pré-larval de curta duração, desenvolvem-se em 

uma larva planctônica, filosoma, de grande potencial de dispersão (longo período de 

vida no plâncton) e capacidade de migração vertical11, 61, 67. Assim, a maioria das 

espécies de lagostas das famílias Scyllaridae e Palinuridae, são caracterizadas por 

uma homogeneidade genética, mesmo entre populações distribuídas ao longo de 

grandes distâncias oceânicas (Tabela 1.1). Por exemplo, não foi detectada 

diferenciação genética, através da análise do COI, entre populações de Panulirus 

japonicus separadas por aproximadamente 2.200 km68 ao longo da costa oriental do 

Japão. Similarmente, ausência de diferenciação genética foi observada, por meio de 

análises da RC, entre populações de Panulirus inflatus ao longo de cerca 2.000 km 

da costa Pacífica do México69 ou entre populações de Palinurus gilchristi ao longo de 

aproximadamente 800 km da costa sul da África do Sul70. Embora diversos 
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exemplos de homogeneidade genética em lagostas possam ser observados, existem 

exceções e, em algumas espécies, barreiras à dispersão têm permitido que alguma 

heterogeneidade genética seja observada (Tabela 1.1). Em Jasus verreauxi, por 

exemplo, análises de polimorfismos de restrição do genoma mitocondrial, 

evidenciaram uma diferenciação genética entre Austrália e Nova Zelândia, 

provavelmente devido uma queda na sobrevivência das larvas durante o transporte 

através do Mar de Tasmania71. Retenção larval mediada por processos oceânicos 

como redemoinhos também tem sido observada e pode ter causado a diferenciação 

na região controle do mtDNA de Palinurus delagoae ao longo da costa oriental da 

África do Sul72. Similarmente, baixa diferenciação foi encontrada, com marcadores 

mitocondriais e nucleares, entre regiões ao longo da distribuição de Palinurus 

elephas, possivelmente causada por uma combinação de processos oceanográficos 

e formações geográficas62, 73, 74. 

Padrões similares de estrutura populacional também têm sido encontrados 

em espécies de lagostas da família Nephropidae (Infraordem Astacidea). 

Homogeneidade e baixos níveis de estrutura populacional foram relatados para as 

lagostas dos gêneros Homarus e Nephrops. Pouca estruturação genética, por 

exemplo, foi observada em Homarus americanus75-77 e em H. gammaurus78-80 ao 

longo da distribuição de cada uma das espécies. Similarmente, baixos níveis de 

diferenciação foram encontrados em N. norvegicus ao longo do Atlântico Norte 

Oriental e o Mar Mediterrâneo81, 82, e homogeneidade genética foi observada ao Sul 

da Islândia83. 

Alguns casos de alta diferenciação também foram observados em lagostas, 

mas essa elevada diversidade foi atribuída à presença de espécies ou subespécies 

crípticas. A diferenciação observada, por exemplo, entre populações do Pacífico 

Oriental e do Pacífico Central a Ocidental permitiu considerar a existência de 

subespécies crípticas em Panulirus penicillatus 84. Do mesmo modo, a diferenciação 

revelada em estudos iniciais, entre populações do Mar Caribe e do Atlântico Sul 

Ocidental de Panulirus argus85, foi posteriormente atribuída à presença de espécies 

crípticas86. Já, dentro da área de distribuição de cada uma dessas espécies, 

Panulirus cf. argus do Caribe e Panulirus cf. argus do Brasil, uma homogeneidade 

genética foi observada ao longo de milhares de kilometros87-89. 

Para Scyllarides brasiliensis, foi desenvolvido recentemente um estudo para 

avaliar o fluxo gênico ao longo da costa oriental da América do Sul90. O estudo, no 
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qual foram empregados dois marcadores mitocondriais (a região controle e o gene 

COI), sugeriu que há uma homogeneidade genética entre as localidades e, portanto, 

possivelmente um único estoque pesqueiro. Faz-se necessário, no entanto, 

desenvolver estudos com marcadores nucleares variáveis (microssatélites) para 

verificar a existência de fluxo gênico recente entre as localidades, que é um dos 

objetivos desta tese. Para S. deceptor, até o momento, não foram feitos estudos que 

avaliassem a estrutura genética populacional ao longo da sua distribuição. Para que 

seja possível identificar e delimitar os possíveis estoques dessa espécie, a fim de 

auxiliar os programas de exploração responsável, é importante avaliar a 

conectividade genética ao longo da sua distribuição através da análise de 

marcadores moleculares variáveis (mitocondriais e microssatélites). Esses estudos 

contribuirão para a diminuição do impacto da pesca, proteção da variabilidade e 

recuperação futura destas espécies. 
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Tabela 1.1 – Estudos de estruturação genética de lagostas da família Scyllaridae e Palinuridae 

Espécie Região km
A
 Marcador Estrutura Referência 

Jasus edwardsii Sul da Austrália e Nova Zelândia 4600 mtDNA RFLP Não Ovenden et al.
91

, 1992 

 Sul da Austrália e Nova Zelândia 3500 STRs Baixa
B
 Thomas e Bell

92
, 2013 

Jasus lalandii Costa sul e ocidental da África do Sul 2300 16S Baixa
B
 Matthee et al.

93
, 2007 

Jasus tristani Atlântico Sul Oriental 2000 COII Baixa
B
 von der Heyden et al.

94
, 2007 

Jasus verreauxi Costa oriental da Austrália e Nova Zelândia 3000 mtDNA RFLP Sim Brasher et al.
71

, 1992 

Palinurus delagoae Costa oriental da África do Sul 1000 RC Baixa
B
 Gopal et al.

72
, 2006 

Palinurus elephas Atlântico Norte Oriental e Mar Mediterrâneo 4800 COI Baixa
B
 Palero et al.

62
, 2008 

 Atlântico Norte Oriental e Mar Mediterrâneo 5000 RC/STRs Baixa
B
 Babbucci et al.

73
, 2010 

 Atlântico Norte Oriental e Mar Mediterrâneo 9000 STRs Baixa
B
 Palero et al.

74
 2011 

Palinurus gilchristi Costa sul da África do Sul 800 RC Não Tolley et al.
70

, 2005 

Panulirus cf. argus do Mar Caribe 7000 Alozimas Não Silberman et al.
88

, 1994 

  Caribe Norte do Mar Caribe 1500 COI/RC Não Naro-Maciel et al.
89

, 2011 

 Mar Caribe 7000 COI/RC/STRs Não Tourinho
87

, 2013 

P. cf. argus do Brasil Atlântico Sul Ocidental 4000 COI/RC/STRs Não Tourinho
87

, 2013 

Panulirus cygnus Costa ocidental da Austrália 700 Alozimas Não Thompson et al.
95

, 1996 

 Costa ocidental da Austrália 960 12S/STRs Não Kennington et al.
96

, 2013 

Panulirus inflatus Costa Pacífica do México 2300 RC/12S/16S Não García-Rodríguez e Perez-Enriquez
69

, 2008 

Panulirus interruptus Costa ocidental da Península de Baixa Califórnia 1300 Alozimas Sim Perez-Enriquez et al.
97

, 2001 

 Costa ocidental da Península de Baixa Califórnia 1300 mtDNA RFLP Não García-Rodríguez e Perez-Enriquez
98

, 2006 

Panulirus japonicus Costa oriental de Japão 2200 COI Não Inoue et al.
68

, 2007 

Scyllarides brasiliensis Atlântico Sul Ocidental 2700 COI/RC Não Rodríguez-Rey et al.
90

, 2013 

Scyllarides latus Atlântico Norte Oriental e Mar Mediterrâneo 3300 STRs Não Faria et al.
99

, 2013 

Legenda: 
A 

distância entre populações. Em algum dos estudos, as distâncias não foram indicadas e, por conseguinte, estas foram estimadas com a ajuda do 
Google Earth. 

B
 a baixa estrutura encontrada nessas espécies foi indicada pelos baixos, porém significativos, valores de ɸST ou FST. Jasus edwarsii, 

FST = 0,018 (P < 0,05); Jasus lalandii, ɸST: 0,056  0,084 (P < 0,05); J. tristani, ɸST: 0,09  0,13 (P < 0,05); Palinurus delagoae, ɸST: 0,023  0,033 (P 
< 0,05); P. elephas ɸST = 0,014 (P < 0,05) para RC, FST = 0,0089

73
 ou 0,0079

74
 (P < 0,05) para STRS. 
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1.3 Objetivos 

 

 

O primeiro capítulo desta tese tem como objetivo central a avaliação do grau 

de estrutura genética populacional de duas espécies de sapateiras presentes na 

costa do Atlântico Sul Ocidental, Scyllarides brasiliensis e Scyllarides deceptor, a fim 

de entender a dinâmica populacional e a história evolutiva de suas populações, e 

conjuntamente, contribuir com informações para seu manejo adequado como 

recurso pesqueiro. 

 

 

1.3.1 Objetivos específicos 

 

 

a) Desenvolvimento de loci de microssatélites para as espécies Scyllarides 

deceptor e S. brasiliensis; 

b) Avaliação da variabilidade genética e a estrutura genética populacional de 

Scyllarides deceptor ao longo da costa do Atlântico Sul Ocidental, 

empregando marcadores mitocondriais com diferentes taxas de evolução 

molecular (sequências do gene citocromo oxidase I e da região controle) e 

marcadores nucleares variáveis (microssatélites); 

c) Avaliação da variabilidade genética e a estrutura genética populacional de 

Scyllarides brasiliensis ao longo da costa do Atlântico Sul Ocidental, 

empregando marcadores nucleares variáveis (microssatélites), e comparação 

desses resultados com os obtidos com marcadores mitocondriais de estudos 

prévios; e 

d) Formulação de hipóteses sobre os processos históricos que moldaram a 

história demográfica das populações de Scyllarides deceptor. 
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1.4 Material e métodos 

 

 

1.4.1 Amostragem e extração de DNA genômico 

 

 

Foram obtidos 221 e 200 indivíduos das espécies S. brasiliensis e S. deceptor 

respectivamente, a partir da pesca artesanal ou comprados frescos em mercados 

regionais, em diferentes localidades do litoral brasileiro (Tabela 1.2, Figura 1.7). As 

amostras coletadas foram identificadas morfologicamente seguindo as chaves de 

identificação de Holthuis24 e um fragmento de um pereópodo ou tecido muscular do 

abdômen foi retirado e armazenado em etanol absoluto. Amostras de tecido, 

armazenadas em etanol 70%, pertencentes à coleção de crustáceos do Museu de 

Zoologia da Universidade de São Paulo (MZUSP) também foram utilizadas (Tabela 

1.3). 

O DNA genômico (gDNA, que no caso inclue o DNA nuclear  nDNA e o DNA 

mitocondrial  mtDNA) foi obtido através do protocolo de extração com cloreto de 

sódio (modificado de Miller e colaboradores100, 1988). Um fragmento de tecido de 

aproximadamente 20 mg foi homogeneizado em 500 μL de tampão de lise (Tris HCl 

50 mM, EDTA 50 mM, SDS 1%, NaCl 50 mM, pH 8,0) com 60 μg de proteinase K e 

incubado a 55 C durante, no mínimo, três horas até a completa digestão do tecido. 

Posteriormente, os restos celulares foram separados do extrato por centrifugação a 

14.000 rpm (12.000 g) durante 15 minutos. Para a precipitação das proteínas, já que 

estas são menos solúveis em altas concentrações de sal, foi adicionado ao 

sobrenadante 300 μL de NaCl 5M seguido de centrifugação a 14.000 rpm durante 15 

minutos. Para a precipitação do DNA, 500 μL do sobrenadante foram transferidos a 

um novo tubo, adicionando-se um volume igual de isopropanol absoluto gelado, e 

sendo armazenado durante, no mínimo, duas horas a -20 C para a otimização do 

processo. Após esse período, o homogeneizado foi centrifugado a 14.000 rpm por 

15 minutos visando a completa precipitação do DNA. Em seguida, a fim de retirar o 

excesso de sal, o pellet de DNA formado foi lavado duas vezes com 750 μL de 

etanol 70% (v/v) gelado e centrifugado a 14.000 rpm por 5 minutos. 

Subsequentemente, o pellet foi seco a 15 C por 15 minutos no concentrador a 
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vácuo (Concentrator plus, Eppendorf) e ressuspenso em 50 μL de água ultrapura. O 

DNA foi quantificado em nanofotômetro (Implen) e todas as amostras foram 

normalizadas para uma concentração aproximada de 30 ng/µL. Os DNAs genômicos 

foram armazenados a -20 °C. 

 

Tabela 1.2 – Número total de amostras de Scyllarides spp. coletadas e suas 

respectivas regiões de coleta 

Localidade ID N 

Scyllarides brasiliensis   

Brasil Ceará Itarema CE 34 

Rio Grande do Norte  Natal RN 22 

Pernambuco Recife PE 4 

Bahia Alcobaça BA 78 

Espírito Santo Marataízes ES 83 

   Total 221 

Scyllarides deceptor 

Brasil Espírito Santo Marataízes ES 1 

Rio de Janeiro Rio de Janeiro RJ 65 

São Paulo UbatubaSantos SP 59 

 Santa Catarina Laguna SC 63 

 Rio Grande do Sul   RS 11 

Uruguai Montevidéu  UR 1 

   Total 200 

   Total 421 

Legenda: ID, identificação ou sigla da localidade. 
Fonte: a autora, 2014. 

 

Tabela 1.3 – Amostras de Scyllarides spp. pertencentes à coleção de crustáceos do 

MZUSP 

Espécie Localidade Número do MZUSP 

S. brasiliensis Espírito Santo 15548, 20809 

S. deceptor Rio de Janeiro 15549, 20811(1)  

São Paulo 16233, 19637  

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 1.7 – Localidades de coleta das espécies de Scyllarides spp.: em vermelho S. 

brasiliensis; em azul S. deceptor 

 

Legenda: CE, Ceará; RN, Rio Grande do Norte; PE, Pernambuco; BA, Bahia; ES, Espírito Santo; RJ, 
Rio de Janeiro; SP, São Paulo; SC, Santa Catarina; RS, Rio Grande do Sul; UR, Uruguai. 

Fonte: a autora, 2014. 
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1.4.2 DNA mitocondrial – Scyllarides deceptor 

 

 

1.4.2.1 Amplificação e sequenciamento 

 

 

Para as análises foram empregadas sequências de dois marcadores 

mitocondriais: o extremo 5ˈ do gene da citocromo oxidase I (COI) e a região controle 

(RC). Avaliações preliminares para o gene COI indicaram a co-amplificação de 

diferentes sequências, quando eram usados os iniciadores universais para o gene 

(LCO1490 e HCO2198)101 (Tabela 1.4). A amplificação de mais de uma sequência 

com esses iniciadores foi sugerida pela presença de picos duplos nos 

eletroferogramas do fragmento amplificado e foi avaliada com o emprego de 

diferentes técnicas moleculares descritas na seção 3 do capítulo II. Para evitar a co-

amplificação de sequências e amplificar com maior eficiência o gene de interesse, 

foram desenhados iniciadores específicos para a sequência mitocondrial do gene 

(para mais detalhe ver seção 5.1 do capítulo II), tendo em conta as considerações 

gerais para o desenvolvimento de iniciadores descritas por Palumbi102 (Tabela 1.4). 

As propriedades dos iniciadores desenvolvidos, como temperatura de anelamento, 

formação de estruturas secundárias (alças hairpin) e formação de dímeros, foram 

avaliadas utilizando o programa PCR Primer Stats103. 

Para a região controle, a fim de garantir a qualidade dos sequenciamentos e 

uma amplificação eficiente, foram desenvolvidos iniciadores específicos a partir do 

fragmento amplificado com os iniciadores heterólogos CRLF e CRLR85 (Tabela 1.4) 

de dois indivíduos de Scyllarides deceptor. Os iniciadores CRLF e CRLR foram 

desenvolvidos para as espécies de lagosta do gênero Panulirus, e se encontram 

ancorados a genes conservados que flanqueiam a região controle (subunidade 

menor ribossomal, 12S, e RNA de transferência de Isoleucina, tRNA-Ile). 

Os iniciadores específicos desenvolvidos foram otimizados através de PCR 

em gradiente de temperatura. Para o protocolo de otimização foi utilizado como DNA 

molde, em reações separadas, 1 μL de gDNA de dois indivíduos. Nas reações de 

amplificação foram utilizados ~ 30 ng de gDNA, 1 U de enzima GoTaq Flexi DNA 

polimerase (Promega), 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X) (Promega), 0,2 mM 

de cada dinucleotídeo (dNTP), 2,5 mM de MgCl2, 0,25 μg/μL de albumina de soro 
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bovino (BSA), e 0,3 μM de cada iniciador em um volume final de 15 μL. Para 

detectar possíveis contaminações foram incluídos controles negativos. Os 

parâmetros de termociclagem para a amplificação foram os seguintes: um ciclo 

inicial de desnaturação a 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 1 minuto de 

desnaturação a 95 °C, anelamento de 40 segudos a X °C (X = gradiente de 

temperatura variando de 44 a 68 °C) e extensão durante 50 segudos a 72 °C, 

seguidos de uma extensão final de 5 minutos a 72 °C.  

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose a 2,0% (v/v) em tampão TBE 0,5X (10X: Tris 1 M, Ácido Bórico 1 M, EDTA 2 

mM, pH 8,0), corados com brometo de etídio (10 mg/mL) e visualizados sob luz 

ultravioleta. O padrão de peso molecular 100 pb Plus DNA ladder (Fermentas) foi 

utilizado para confirmar o tamanho dos fragmentos amplificados e determinar a 

quantidade de DNA amplificado. 

 

Tabela 1.4 – Iniciadores usados para a amplificação e sequenciamento do gene COI 

e a região controle de Scyllarides deceptor 

Iniciador Sequência (5ˈ3ˈ) Ta pb Referência 

Gene COI 

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 46 650 Folmer et al.
101

, 1994 

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 

COISD_F TATCTTTGGTGCTTGAGCAGGT 62 570 Esta tese 

COISD_R AAAAGTATGGTGATTGCCCCA 

Região Controle 

CRLF GCAAAGAATATAGCAAGAATCAA 40 750 Diniz et al.
85

, 2005 

CRLR GCAAACCTTTTTATCAGGCAT C    

RCSD_F ATTCAGAACGTGTTACTAGA 46 700 Esta tese 

RCSD_R TCAGGCATCATATCTACTAC    

Legenda: Ta, temperatura de anelamento usada em C; pb, tamanho do fragmento amplificado em 
pares de bases. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

Após da otimização dos iniciadores, todos os indivíduos coletados foram 

amplificados com os iniciadores específicos desenvolvidos (COISD_F/COISD_R e 

RCSD_F/RCSD_R) empregando a temperatura de anelamento ótima determinada 

para eles (Tabela 1.4). As reações de amplificação e visualização por eletroforese 

dos produtos foram feitas da mesma maneira como descrito anteriormente. Os 

produtos de PCR que continham mais de 40 ng/μL de DNA foram purificados através 
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do uso de esferas magnéticas com o kit de purificação de produtos de PCR 

Agencourt® AMPure® na plataforma epMotion® 5075 (Eppendorf). Em seguida, 

reações de sequenciamento para as duas fitas de DNA foram feitas 

independentemente através do método de terminação de cadeia amplificada por 

dideoxinucleotídeos104, utilizando os mesmos iniciadores homólogos descritos 

anteriormente e o produto de PCR purificado. Os sequenciamentos foram realizados 

no sequenciador automático ABI3500 (Applied Biosystems), do Laboratório de 

Biodiversidade Molecular (LBDM  UFRJ). 

 

 

1.4.2.2 Análise da variabilidade intraespecífica e diferenciação genética 

populacional 

 

 

Os eletroferogramas obtidos foram editados com o programa SeqMan II 4.0 

(DNASTAR Inc.). Após a edição, as sequências foram alinhadas utilizando o 

algoritmo Clustal W105 presente no programa Mega 5.04106 e os alinhamentos 

obtidos foram inspecionados visualmente e editados, quando necessário. No 

alinhamento das sequências do COI não foram observados eventos de 

inserção/deleção ou indels. Para as análises da RC, os indels observados foram 

substituídos, sem violar o pressuposto de independência dos caracteres, por uma 

única transição, independentemente do tamanho do indel. Adicionalmente, as 

sequências da região controle do DNA mitocondrial foram avaliadas quanto à 

presença de repetições com o programa Tandem Repeat Finder 4.0107, sendo que 

nenhuma das sequências apresentou repetições.  

Devido às diferenças nas taxas de mutação entre o gene COI e a região 

controle, as análises foram realizadas para cada marcador separadamente. Para 

estimar a variabilidade intraespecífica, os índices de diversidade haplotípica (h) e 

nucleotídica (), com sua variância e desvio padrão, foram obtidos usando o 

programa DnaSP 5.1108. O número de haplótipos, sítios polimórficos, transições e 

transversões foram obtidos usando o programa Arlequin 3.11109. 

Para determinar o nível de diferenciação entre as populações, foi estimado o 

índice de endocruzamento FST par a par110, e a estrutura populacional foi examinada 
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através de uma análise de variância molecular (AMOVA  Analysis of Molecular 

Variance)111 empregando o programa Arlequin109. A AMOVA usa o número de 

mutações entre haplótipos e as frequências haplotípicas para estimar a variância, e 

subsequentemente, os índices de fixação Φ, análogos às estatísticas F, dos 

diferentes níveis hierárquicos (dentro das populações, ΦST, entre populações dentro 

dos grupos, ΦSC, e entre grupos, ΦCT) de agrupamentos definidos a priori. A análise 

permite testar diferentes hipóteses de estruturação geográfica visando encontrar o 

agrupamento populacional que melhor explica a variação amostrada, maximizando 

as porcentagens de variância entre grupos (ΦCT) e minimizando a variância dentro 

dos grupos (ΦSC)111. Para as análises de diferenciação populacional e estruturação, 

foram comparadas as quatro localidades que apresentavam tamanhos amostrais 

adequados (Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catariana e Rio Grande do Sul). A 

significância estatística das estimativas foi avaliada por 10.000 permutações e a 

correção sequencial de Bonferroni112 foi usada para ajustar o nível de significância 

nos testes de comparações múltiplas. 

Para avaliar as relações genealógicas entre haplótipos, foram construídas 

redes de parcimônia através do algoritmo median-joining, implementado no 

programa Network 4.5.1.0 (www.fluxus-engineering.com). Devido à alta diversidade 

observada para a região controle (ver resultados, seção 4.1), a rede haplotípica para 

este marcador foi construída considerando unicamente as transversões. Esta 

abordagem permite gerar uma rede mais parcimoniosa e já foi empregada com 

sucesso em estudos prévios90, 113, 114. A rede para o gene COI foi construída 

considerando os dois tipos de substituições nucleotídicas. 

 

 

1.4.2.3 Inferências demográficas 

 

 

A maior parte da variação no nível molecular de sequências neutras ou quase 

neutras é resultado de um equilíbrio entre deriva gênica e mutação. Desvios em 

relação à neutralidade podem ser produzidos pela atuação da seleção ou por 

eventos demográficos (expansão ou redução populacional). Por exemplo, varreduras 

seletivas (selective sweeps) devidas a uma forte seleção natural positiva ou 

crescimento populacional podem produzir ramos externos longos em uma 
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genealogia, que resultam em um excesso de mutações recentes em relação ao 

esperado sob neutralidade115. Simulações de coalescência, realizadas por Ramírez-

Soriano e colaboradores115, para avaliar o poder dos testes estatísticos de 

neutralidade na detecção de expansões, contrações e gargalos (bottlenecks) 

populacionais, indicaram que, entre aqueles que levam em consideração a 

distribuição dos haplótipos, o mais poderoso é o teste Fs de Fu116, e entre aqueles 

que usam informação da frequência das mutações (sítios segregantes), os mais 

poderosos são o teste D de Tajima117 e o R2
118. Portanto, para avaliar se houve 

desvios significativos em relação ao equilíbrio mutação-deriva nos marcadores, as 

estatísticas D de Tajima e Fs de Fu foram estimadas para o total das amostras por 

meio do programa Arlequin109, e a estatística R2 e seu intervalo de confiança foram 

obtidos por simulações de coalescência no programa DnaSP108. 

Posteriormente, para discernir entre as hipóteses de seleção e mudanças 

demográficas, quando ocorre à rejeição da hipótese nula de neutralidade, mudanças 

temporais no tamanho da população para o total das amostras foram investigadas 

através de uma análise de distribuição das diferenças (Mismatch Distribution 

Analysis)119 e uma analise Bayesian Skyline Plot (BSP)120. 

Os parâmetros e os intervalos de confiança para a análise de distribuição das 

diferenças foram estimados usando o programa Arlequin109, sob os modelos de 

expansão espacial e demográfica com 10.000 réplicas. A análise baseia-se no fato 

de que a distribuição do número de diferenças par a par entre os haplótipos 

apresenta formas distintas para populações com diferentes históricos demográficos. 

Em termos gerais, populações estáveis ou que experimentaram uma redução no 

tamanho populacional apresentam distribuições multimodais, enquanto a distribuição 

das diferenças tende a ser unimodal (similar à distribuição de Poisson) em 

populações que passaram por uma expansão demográfica recente (por crescimento 

súbito ou exponencial), ou por uma expansão da distribuição geográfica com altos 

níveis de fluxo gênico entre populações próximas119, 121. A validade dos modelos de 

expansão foi ponderada usando como testes estatísticos a soma dos quadrados dos 

desvios (SSD  Sum of Square Deviations) entre a distribuição das diferenças 

observada e esperada e o índice raggedness (r) da distribuição observada122. Assim, 

se a distribuição esperada não é estatisticamente diferente da distribuição 

observada, a hipótese de expansão súbita (hipótese nula) não pode ser rejeitada123. 
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Adicionalmente, os dois índices tomam valores maiores em populações com 

distribuições multimodais do que em populações com distribuições unimodais. 

Reduções súbitas (gargalos) recentes do tamanho populacional podem 

influenciar a análise da distribuição das diferenças. Populações que sofreram 

gargalos populacionais recentes podem alcançar rapidamente um novo equilíbrio e 

apresentar uma distribuição das diferenças similar àquela apresentada por uma 

população que experimentou uma expansão súbita124. A análise Bayesian Skyline 

Plot permite que as mudanças no tamanho efetivo da população ao longo do tempo 

sejam deduzidas sem a necessidade de assumir um modelo específico de história 

demográfica120. Isso permite que assinaturas genéticas de declínio e expansão 

demográfica sejam detectadas sem ambiguidade tornando-a uma abordagem efetiva 

para inferir padrões de história demográfica125. A análise BSP foi feita no programa 

Beast 1.7.5126, que implementa o modelo de amostragem MCMC (Markov Chain 

Monte Carlo) para estimar a distribuição posterior do tamanho efetivo populacional 

através do tempo, dado um modelo de substituição de nucleotídeos específico. 

Intervalos de credibilidade (HPD  Highest Posterior Densities) dos valores do 

tamanho efetivo ao longo do tempo são calculados e representam a incerteza 

filogenética e de coalescência120. O modelo de substituição para cada marcador foi 

identificado através do critério de informação Bayesiano (BIC  Bayesian Information 

Criterion) implementado no Mega. Para o gene COI, foi empregado o modelo HKY 

(Hasegawa-Kishino-Yano) com estimativa da distribuição gamma (G), enquanto que 

para a RC o modelo foi TN93 (Tamura-Nei) com estimativas de sítios invariantes (I) 

e distribuição gamma (G). As análises assumiram um relógio molecular estrito, 10 

grupos de intervalos e um modelo de tamanho constante por intervalos. Foram 

realizadas duas corridas MCMC independentes de 100 milhões de gerações, com o 

10% de cada corrida descartado como burn-in. As análises de cada gene foram 

combinadas usando Logcombiner 1.6.2 (distribuído com o Beast) a fim de obter 

tamanhos de amostras efetivos adequados (ESS > 200). Os resultados foram 

sumarizados em Bayesian Skyline Plots usando o programa Tracer 1.5127. 

O tempo decorrido desde o inicio do evento de expansão populacional pode 

ser estimado a partir do valor do parâmetro tau ( – idade da mudança demográfica) 

obtido na análise da distribuição das diferenças, ou através da incorporação de 

calibrações, como taxas de mutação, no BSP. O modelo de expansão populacional 
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de Harpending indica que o tempo decorrido desde o inicio do evento de expansão 

( ) é igual a:      ⁄ , onde  é a idade do evento de expansão em unidades 

mutacionais, e   é a taxa global de evolução do haplótipo122. O valor de   pode ser 

estimado como:     , onde   é a taxa de mutação por sitio, e   a longitude da 

sequência119. O calculo foi feito utilizando a ferramenta Mismatch Calculator128. 

Taxas de mutação para os dois marcadores mitocondriais empregados nas 

análises ainda não foram estimadas para as espécies de lagostas da família 

Scyllaridae ou famílias proximamente relacionadas. Assim, a estimativa da taxa de 

mutação para o gene COI, expressada em % de substituições por sítio, foi feita 

através de duas abordagens. A primeira abordagem, usada em diversos estudos129, 

130, indica que a taxa de divergência é o dobro da taxa de substituição, e que a taxa 

de substituição interespecífica e igual à taxa de mutação intraespecífica quando as 

mutações são completamente neutras131, 132. Kimura indicou que o número total de 

substituições por sítio que diferenciam duas espécies evoluindo independentemente 

sob especiação ( ) é igual a:      , onde  , é o tempo desde a divergência do 

ancestral comum; e   é a taxa de substituição interespecífica por sítio133. Assim,   ⁄  

(que seria a taxa de divergência) é igual a    ou   . Levando em consideração uma 

taxa de divergência de 3% por milhão de anos (estimada para o COI em espécies 

irmãs de camarões do gênero Penaeus separadas pelo Istmo de Panamá134), a taxa 

de mutação intraespecífica, que é a metade da taxa de divergência, seria 1,5% por 

milhão de anos ou 1,5 x 10-8 substituições por sítio por ano. 

A outra abordagem, empregada também em diversos estudos62, 89, 135, indica 

que a taxa de substituição interespecífica representa o limite inferior da taxa de 

mutação dentro de espécies136, e que assim, a taxa de mutação intraespecífica é 

conservadoramente três vezes mais rápida que a taxa de substituição 

interespecífica135. Levando em consideração uma taxa de substituição 

interespecífica de 0,9 – 1,1% por milhão de anos (estimada para o gene COI de 

espécies irmãs de decápodes separadas pelo Istmo de Panamá137), a taxa de 

mutação intraespecífica estaria entre 2,7  3,3% por milhão de anos ou 2,7 x 10-8 – 

3,3 x 10-8 substituições por sítio por ano. Portanto, as estimativas do tempo 

decorrido desde o inicio do evento de expansão populacional para o gene COI foram 

feitas empregando três taxas de mutação: 1,5 x 10-8, 2,7 x 10-8 e 3,3 x 10-8 

substituições por sítio por ano. 
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A estimativa da taxa de mutação para a região controle foi feita através da 

abordagem descrita por McMillen-Jackson e Bert129. Inicialmente, foi calculada a 

média da divergência entre haplótipos (média da distância p par a par) para os 

mesmos indivíduos dos dois marcadores (o gene COI e a região controle). 

Subsequentemente, foi obtida a razão entre as duas médias (média da distância p 

para RC / média da distância p para o COI), que foi multiplicada pela taxa de 

mutação empregada para o COI. A média da distância p obtida para a RC foi de 

2,05% e para o COI foi de 0,53%. A razão entre as duas médias indica que a taxa de 

mutação da região controle de S. deceptor é 3,9% mais rápida que a taxa de 

mutação do COI e, portanto, as taxas de mutação empregadas para a região 

controle foram: 5,8 x 10-8, 10,4 x 10-8 e 12,8 x 10-8 substituições por sítio por ano. 

 

 

1.4.3 DNA nuclear – Scyllarides brasiliensis e S. deceptor 

 

 

1.4.3.1 Desenvolvimento de microssatélites 

 

 

O desenvolvimento de microssatélites específicos para as duas espécies foi 

baseado no método de construção de biblioteca genômica enriquecida descrito por 

Bloor e colaboradores138. O método foi iniciado com a digestão de cerca de 10 µg 

totais de uma mistura de DNA genômico de sete indivíduos de três localidades (BA, 

PE e ES) para S. brasiliensis e cinco indivíduos de três localidades (ES, RJ e SC) 

para S. deceptor, compondo um volume final de 25 µL para cada espécie. A 

digestão foi feita com 40 U da enzima Sau3A (Promega), uma endonuclease de 

restrição de corte frequente (GATC), a 37 C por cerca de 18 horas.  

Paralelamente, foi preparado o adaptador coesivo, que consiste na união de 

dois oligonucleotídeos complementares (oligonucleotídeo A e B, Tabela 1.5) e que 

contém pontas coesivas específicas para a enzima de restrição Sau3A. Inicialmente, 

os dois oligonucleotídeos foram desnaturados a 80 C por 5 minutos, e 

posteriormente anelados a temperatura ambiente durante uma hora, para a 

formação do adaptador de fita dupla. O produto digerido foi ligado a 25 pMol do 
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adaptador de pontas coesivas com 6 U da enzima T4 DNA ligase (Promega) a 22 C 

por 3 horas. Para avaliar o sucesso da ligação dos adaptadores ao DNA digerido foi 

realizada uma reação de amplificação com o iniciador específico para a sequência 

do adaptador (oligonucleotídeo A). Essa reação foi feita com 2 μL do produto da 

ligação, 1,5 U de enzima GoTaq Flexi DNA polimerase, tampão Green GoTaq Flexi 

1X, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 1 μg/μL de BSA, e 1,5 μM do 

oligonucleotídeo A em um volume final de 60 μL. As condições da reação foram 95 

C por 5 minutos; 30 ciclos de 95 C por 50 segudos, 56 C por 1 minuto e 72 C 

durante 2 minutos; seguido de um ciclo a 72 C por 10 minutos. Os produtos de PCR 

foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 0,5X, e 

um rastro indicou o sucesso da ligação dos adaptadores ao DNA digerido. 

Após a confirmação do sucesso da ligação, foi feita a seleção dos fragmentos 

por tamanho (4001.000 pb). Para a seleção dos fragmentos alvo, o volume total da 

ligação foi visualizado em gel de agarose a 1%, e a região de interesse foi extraída e 

purificada com o kit IllustraTM GFXTM. Os fragmentos purificados foram hibridizados 

com sondas biotiniladas de sequências repetitivas ((CA)12 e (CAA)8) e, 

posteriormente, foram capturados por meio de purificação com microesferas 

magnéticas cobertas de streptavidina (M-280 Dynabeads®, Invitrogen). Após 

sucessivas lavagens com o tampão SSC (NaCl 3 M, Citrato de sódio 0,3 M) e o 

tampão de lavagem/captura (W/B) (NaCl 1 M, Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM), 

em diferentes condições de adstringência, as sondas biotiniladas se desprenderam 

das microesferas e os fragmentos de DNA capturados, contendo as sequências 

repetitivas, foram ressuspensos em água ultrapura. Posteriormente, a fim de 

aumentar a concentração do DNA enriquecido com microssatélites, foi feita uma 

amplificação usando o iniciador específico para a sequência do adaptador 

(oligonucleotídeo A). Essa reação foi feita usando 8 μL da suspensão com as 

microesferas, 1,5 U de enzima GoTaq Flexi DNA polimerase, tampão Green GoTaq 

Flexi 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 1 μg/μL de BSA, e 0,5 μM do 

oligonucleotídeo A em 50 μL de volume total. A reação foi mantida por 3 minutos a 

95 C; seguidos de 5 ciclos com 30 segudos a 95 C, 30 segudos a 56 C e 45 

segundos a 72 C; e de mais 30 ciclos com 30 segudos a 92 C, 30 segudos a 56 C 

e 55 segudos a 72 C; e concluindo com 30 minutos a 72 C. A amplificação foi 

confirmada por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 0,5X. 
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Posteriormente, o produto de PCR foi ligado ao vetor pGEM®-T (Promega), 

que, subsequentemente, foi usado para transformar células competentes de 

Escherichia coli (linhagem TOP10). A mistura de células e DNA foi mantida por 30 

minutos no gelo, e em seguida, submetida a um choque térmico de 30 segundos a 

42 oC sem agitação, transferindo-se imediatamente para o gelo. Após cinco minutos 

no gelo, as células transformadas foram recuperadas mediante crescimento em 

meio LB liquido e incubação a 37 °C por 1 hora. Para o crescimento das colônias 

bacterianas, as células transformadas foram plaqueadas em placas de Petri, 

contendo meio S-GAL®/ÁGAR LB sólido (Sigma-Aldrich) acrescido de 50 μg/mL de 

ampicilina, que em seguida foram incubadas a 37 °C por cerca de 18 horas.  

Para avaliação da presença do inserto contendo as sequências repetitivas, as 

colônias brancas foram selecionadas, separadas e crescidas em uma placa de 96 

poços contendo meio LB liquido e ampicilina. A presença do inserto com o 

microssatélite foi avaliada através de PCR, empregando o iniciador específico para a 

sequência do adaptador (oligonucleotídeo A) e o oligonucleotídeo da respectiva 

sonda ((CA)12 e (CAA)8) (Tabela 1.5). A reação de amplificação foi feita usando 

algumas células bacterianas de cada colônia, 1 U de enzima GoTaq Flexi DNA 

polimerase, tampão Green GoTaq Flexi 1X, 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de 

MgCl2, 1 μg/μL de BSA, 2,5 μM do oligonucleotídeo A, e 1,25 μM da respectiva 

sonda, em 15 μL de volume total. As condições de termociclagem foram às mesmas 

que as descritas anteriormente para a PCR do DNA enriquecido com microssatélites. 

As colônias que apresentaram mais de uma banda, portanto, positivas para o inserto 

com o microssatélite, foram submetidas a uma nova reação para à amplificação do 

fragmento de interesse com os iniciadores M13 (Tabela 1.5) e, subsequentemente, 

foram sequenciadas no sequenciador automático ABI3500 do LBDM (UFRJ). 

As sequências obtidas foram editadas com o programa SeqMan II, e os 

fragmentos de sequências pertencentes ao vetor e ao adaptador foram removidos. 

Posteriormente, a região de repetição foi localizada e foram desenhados os 

iniciadores na região flanqueadora da repetição com ajuda do programa WebSat139. 

As propriedades de cada iniciador, como temperatura de anelamento, formação de 

estruturas secundárias (alças hairpin) e formação de dímeros, foram avaliadas 

utilizando o programa PCR Primer Stats103. 
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Tabela 1.5 – Oligonucleotídeos usados para o desenvolvimento de microssatélites 

Iniciador Sequência (5ˈ3ˈ) Ta pb 

Oligonucleotídeo A GGCCAGAGACCCCAAGCTTCG 56 5001000 

Oligonucleotídeo B PO4  GATCCGAAGCTTGGGGTCTCTGGCC 

(CA)12 CACACACACACACACACACACACA 56 

(CAA)8 CAACAACAACAACAACAACAACAA 

M13F GTAAAACGACGGCCAGT 60 

M13R AACAGCTATGACCATG 

Legenda: Ta, temperatura de anelamento usada em C; pb: tamanho do fragmento amplificado em 
pares de bases. Nucleotídeos em negrito representam a ponta coesiva específica para à 
enzima Sau3A. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

Dos 76 clones sequenciados para cada espécie, foram identificados 23 e 26 

loci de microssatélites distintos para S. brasiliensis e S. deceptor respectivamente. 

Destes, foram desenhados, no total, 14 pares de iniciadores para S. brasiliensis 

(Sbra) e 23 pares de iniciadores para S. deceptor (Sdec). Para permitir a 

genotipagem dos indivíduos através do método do iniciador com cauda desenvolvido 

por Schuelke140, à sequência do iniciador forward de cada par foi adicionada uma 

cauda M13 (de 18 pb) na extremidade 5ˈ. 

A otimização dos iniciadores foi feita através de PCR em gradiente de 

temperatura e todos os iniciadores desenvolvidos foram testados para as duas 

espécies. Para o protocolo de otimização foi utilizado como DNA molde, em reações 

separadas, 1 μL do DNA genômico de um indivíduo de cada espécie. Para as 

reações de amplificação foram utilizados ~ 30 ng de gDNA, 1 U de enzima GoTaq 

Flexi DNA polimerase, 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de cada 

dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 0,5 μg/μL de BSA, e 0,3 μM de cada iniciador em um 

volume final de 15 μL. Os parâmetros de termociclagem para a amplificação foram: 

um ciclo inicial de desnaturação a 94 C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 1 

minuto de desnaturação a 93 C, anelamento de 45 segundos a X C (X = gradiente 

de temperatura variando de 54 a 64 °C) e extensão durante 45 segundos a 72 C, 

seguido por 8 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 92 C, anelamento de 45 

segundos a 53 C e extensão durante 45 segundos a 72 C, seguidos de uma 

extensão final de 5 minutos a 72 C. A melhor temperatura de anelamento para cada 

par de iniciadores foi escolhida a partir da visualização dos produtos de PCR em gel 

de agarose a 2,5%. Para os pares de iniciadores que apresentaram amplificações 
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inespecíficas, ineficientes ou mal sucedidas, foram feitos testes sob diferentes 

concentrações de cloreto de magnésio (2,0, 2,5 e 3,0 mM) e outras temperaturas de 

anelamento (48 a 66 C) (Tabelas 1.6 e 1.7). 

Posteriormente, como o uso da cauda M13 pode reduzir a eficiência da 

amplificação141, alguns indivíduos foram escolhidos para avaliar o método de 

genotipagem de “iniciador com cauda”140. Nesse método, a reação de amplificação 

contém uma mistura de três iniciadores: o iniciador forward com a cauda M13 no 

extremo 5ˈ, o iniciador reverse, e o iniciador M13 marcado com um fluorocromo (VIC, 

NED, PET ou 6-FAM). As PCRs continham ~ 30 ng de gDNA, 1 U de enzima GoTaq 

Flexi DNA polimerase, 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de cada 

dNTP, 2,5 mM ou 3,0 mM de MgCl2 dependendo dos iniciadores, 0,5 μg/μL de BSA, 

0,13 μM do iniciador F com a cauda M13, 0,26 μM do iniciador M13 marcado (VIC, 

NED, PET ou 6-FAM, dependendo dos iniciadores), e 0,5 μM do iniciador R, em um 

volume final de 15 μL. Os parâmetros de termociclagem foram os mesmos que os da 

etapa de otimização, porém, a temperatura de anelamento dos primeiros 30 ciclos 

foi aquela determinada na otimização de cada par de iniciadores e a extensão final 

foi de 30 minutos a 72 °C (Tabela 1.7). Após a análise dos produtos por eletroforese 

em gel de agarose a 2,5%, verificou-se que o locus Sdec23 teve sua amplificação 

comprometida e, por conseguinte, teve que ser implementada a estratégia descrita 

por de Arruda e colaboradores141 para a sua amplificação. A estratégia consiste, 

basicamente, em interromper a ciclagem após finalizar os primeiros 30 ciclos, para à 

adição da cauda M13 marcada, e assim minimizar a competição entre iniciadores. 

No total, 16 pares de iniciadores foram otimizados, dos quais 13 foram 

amplificados exitosamente para Scyllarides brasiliensis e 15 para S. deceptor 

(Tabelas 1.6 e 1.7). Para avaliar o nível de polimorfismo dos loci desenvolvidos, 

foram avaliados 40 indivíduos de S. brasiliensis (BA: 20; ES: 20) e 30 indivíduos de 

S. deceptor (RJ: 20; SC: 10). As amostras foram analisadas e interpretadas 

conforme descrito nas seções seguintes. 

Adicionalmente, os loci desenvolvidos foram testados em outras espécies de 

lagostas da família Scyllaridae para verificar a possibilidade de utilização desses 

marcadores nessas espécies (cross-amplification). As espécies analisadas foram: 

Scyllarides aequinoctialis, S. delfosi, Scyllarus depressus e Parribacus antarcticus. 

Dois indivíduos de cada espécie foram analisados usando o sistema de eletroforese 

de alta resolução Qiaxcel System (Qiagen) e as amplificações foram realizadas sob 
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as mesmas condições descritas para S. brasiliensis e S. deceptor. O manuscrito que 

descreve os iniciadores de microssatélites específicos desenvolvidos para as 

espécies Scyllarides brasiliensis e S. deceptor foi publicado na revista Conservation 

Genetics Resources e está disponível no Apêndice A desta tese. 

 
Tabela 1.6 – Iniciadores dos loci de microssatélites otimizados para as espécies S. 

brasiliensis e S. deceptor 

Locus / GenBank Repetição Sequência (5ˈ3ˈ) 

Sbra05 (AC)10 F: TGAATGGGTATCTGGCGTAA 

KC893319  R: CTTGGGTGGTAGGTATGGCT 

Sbra06 (AC)13 F: CATTGATAAAGGGCACACAT 

KC893320  R: ATTGGGCAGGTGTGTATATG 

Sbra10 (AC)5 F: CTCCACTCAACACACAACCAA 

KC893321  R: GTGATTCCGAGGACTTGCAT 

Sbra11 (TG)7(AG)11(TG)10 F: CCAGAACTAACGGCCTTCT 

KC893322  R: ATGTAACGGTGGGAGGTAA 

Sbra13 (TG)5C(GT)6 F: ACTAGATTGGTGGGTCGCA 

KC893323  R: TGATTGCAGAGCATGTAGGC 

Sdec02 (CA)9 F: ATGTAACTCCGGGCAAGA 

KC893324  R: CATCTTGGCTTAATTGACG 

Sdec03 (GT)11 F: TAGACACGACTGGAGGATCTTG 

KC893325  R: GTGTAAAACTCTCGCCCTGTAA 

Sdec06 (CA)10CG(CA)8 F: TGTCCAAACACTACACGCAT 

KC893326  R: CTTCACATCCTTTCCGACAC 

Sdec07 (AC)11 F: TGACATTCACACTTTCACCCA 

KC893327  R: GCATGTTTGTTGCAGCTTGT 

Sdec08 (CA)13 F: AGACACGCACACACCTACA 

KC893328  R: GAAAGTACCTCTGACATGCG 

Sdec10 (TG)8 F: GTGAGTGATTGTGTGAGTGTG 

KC893329  R: CGATAGAGCTTCACGAATATG 

Sdec14 (TG)20 F: TCACAGATAACACCATCTTGCC 

KC893330  R: TGTATGACAGAAGCGTGAGGTT 

Sdec17 (CAA)4 F: CACAACATCACCGAGACACTTA 

KC893331  R: GCTACACTCTTGTTCCTTGTCG 

Sdec20 (TG)11 F: CGCTCACCGTACATCTGGTA 

KC893332  R: AATCCAAACACACACAGGCA 

Sdec21 (TG)10 F: CAGCCTAAGGCAGGGTTAAA 

KC893333  R: CGTTTATCTCGGGGTTCTTG 

Sdec23 (GT)10 F: CACTATGCCAACCTTTCGGT 

KC893334  R: AACGCTGGTAGGTAGGCTGA 

Legenda: F, iniciador forward; R, iniciador reverse. 
Fonte: a autora, 2014..  
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Tabela 1.7 – Condições ótimas de amplificação dos loci de microssatélites 

otimizados para S. brasiliensis e S. deceptor 

locus pb 
S. brasiliensis  S. deceptor 

T MgCl2 Fluor  T MgCl2 Fluor 

Sbra05 209 60 2,5 PET  60 2,5 VIC 

Sbra06 127 59 3,0 NED  54 2,5 NED 

Sbra10 206 60 2,5 VIC     

Sbra11 137 60 2,5 PET  60 2,5 PET 

Sbra13 180 60 2,5 VIC  60 2,5 FAM 

Sdec02 120 60 3,0 NED  60 3,0 NED 

Sdec03 135     60 2,5 VIC 

Sdec06 198     60 2,5 VIC 

Sdec07 169 60 2,5 FAM  60 2,5 FAM 

Sdec08 151     60 3,0 VIC 

Sdec10 136 60 2,5 PET  60 2,5 PET 

Sdec14 250 56 3,0 NED  60 2,5 NED 

Sdec17 326 60 2,5 NED  60 2,5 NED 

Sdec20 272 56 2,5 FAM  60 3,0 PET 

Sdec21 211 60 2,5 PET  60 2,5 PET 

Sdec23 156 60* 3,0 NED  58 3,0 NED 

Legenda: pb, tamanho esperado do fragmento amplificado em pares de bases; T, temperatura de 

anelamento em C; MgCl2, concentração de MgCl2 em mM; Fluor: fluorocromo usado para a 
genotipagem; * adição da cauda M13 marcada durante os ciclos finais. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

1.4.3.2 Amplificação e genotipagem 

 

 

Como dito anteriormente, o método escolhido para a genotipagem dos 

microssatélites foi o de “iniciador com cauda”, desenvolvido por Schuelke140, no qual 

se empregam três iniciadores para a amplificação dos loci: o iniciador forward com 

uma cauda M13 no extremo 5ˈ (5ˈ TGTAAAACGACGGCCAGT 3ˈ), o iniciador 

reverse, e o iniciador M13 marcado com um fluorocromo (VIC, NED, PET ou 6-FAM). 

De acordo com a estratégia, durante os primeiros ciclos, usando a temperatura de 

anelamento específica para o par de iniciadores desenvolvidos, o iniciador forward 

com a cauda M13 é incorporado ao fragmento sintetizado. Posteriormente, nos 

últimos ciclos da reação, quando o iniciador forward se esgota, a temperatura de 
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anelamento é reduzida para facilitar a incorporação do iniciador M13 marcado com o 

fluorocromo ao fragmento (Figura 1.8). Uma vez que a incorporação dos três 

iniciadores na reação ocorre de forma coordenada, a relação de concentração entre 

iniciadores reverse:M13 marcado:forward com cauda M13 seguia a proporção 4:2:1, 

respectivamente. As maiores vantagens dessa técnica são o baixo custo para 

marcar as fitas e a possibilidade de alternar o uso de diferentes fluorescências em 

um mesmo sistema. 

 

Figura 1.8  Método de genotipagem “iniciador com cauda” 

 

Legenda: (a) iniciadores usados para a amplificação; (b) incorporação do iniciador forward com cauda 
M13 ao fragmento sintetizado durante os ciclos iniciais; (c) incorporação do iniciador M13 
marcado com fluorocromo durante os ciclos finais; (d) produto final da reação, os fragmento 
contem as repetições de microssatélites e estão marcados com o respectivo fluorocromo. 

Fonte: adaptada de Schuelke
140

, 2000. 

 

A avaliação preliminar do nível de polimorfismo dos iniciadores de 

microssatélites desenvolvidos permitiu identificar os loci polimórficos para cada 

espécie (ver resultados, seção 4.2.1 e 4.2.2). A amplificação de cada um destes loci 

de microssatélites foi realizada em reações separadas. As reações de PCR para a 

genotipagem continham ~ 30 ng de gDNA, 1 U de enzima GoTaq Flexi DNA 

polimerase, 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 

mM ou 3,0 mM de MgCl2 dependendo dos iniciadores, 0,5 μg/μL de BSA, 0,13 μM 
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do iniciador F com a cauda M13, 0,26 μM do iniciador M13 marcado (VIC, NED, PET 

ou 6-FAM, dependendo dos iniciadores), e 0,5 μM do iniciador R, em um volume 

final de 15 μL (Tabela 1.7). Os parâmetros de termociclagem para a amplificação 

foram: um ciclo inicial de desnaturação a 94 C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos 

de 1 minuto de desnaturação a 93 C, anelamento de 45 segundos a X C (X = 

temperatura específica de anelamento do par de iniciadores, Tabela 1.7) e extensão 

durante 45 segundos a 72 C, seguido por 8 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 

92 C, anelamento de 45 segundos a 53 C (temperatura de anelamento do iniciador 

M13 marcado) e extensão durante 45 segundos a 72 C, seguidos de uma extensão 

final de 30 minutos a 72 C. 

A fim de otimizar o tempo e maximizar o número de loci analisados em cada 

eletroforese no sequenciador, pools de produtos de PCR foram formados de acordo 

com os tamanhos dos fragmentos e suas fluorescências, sem que houvesse 

sobreposição na leitura dos alelos para cada fluorocromo. Dependendo da 

concentração do produto amplificado, os pools consistiam de entre 24 μL de cada 

reação de PCR. Após a formação dos pools, 0,5 μL dos mesmos foram diluídos em 

9,25 μL de formamida misturada com 0,25 μL do marcador de tamanho GS500LIZ 

(Applied Biosystems). A detecção dos fragmentos marcados foi feita no 

sequenciador ABI3500, para o qual as amostras foram aquecidas previamente a 95 

°C por 5 minutos para desnaturação das fitas de DNA, e transferidas imediatamente 

ao gelo. 

Como a mobilidade dos fragmentos de DNA pode mudar em diferentes 

corridas de eletroforeses, alterando a estimativa do tamanho dos alelos, uma escada 

alélica específica para cada locus foi incluída em cada corrida de eletroforese, a fim 

de padronizar a genotipagem através das diferentes corridas. A construção da 

escada alélica foi feita seguindo o protocolo descrito por LaHood e colaboradores142, 

que consiste, basicamente, na formação de pools de produtos amplificados de 

indivíduos com genótipos conhecidos, que serviram posteriormente como DNA 

molde para a amplificação das escadas. Do grupo de indivíduos usados para a 

avaliação preliminar do nível de polimorfismo, foram escolhidos os indivíduos 

necessários para incluir o maior número de alelos possíveis de cada locus. 

Indivíduos heterozigotos, com alelos de intensidade similar, foram usados 

preferencialmente. Para cada locus, 2 μL do produto amplificado de cada indivíduo 
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foram usados para a formação do pool, o qual foi, posteriormente, diluído 10 vezes 

com água ultrapura. Em seguida, para obter a escada alélica, 2 μL do pool diluído 

foram usados como DNA molde de uma reação de amplificação. O produto de PCR 

que continha a escada alélica foi diluído duas vezes, e por fim, 0,5 μL do mesmo 

foram usados para cada corrida de eletroforese. 

Para a determinação dos genótipos, os eletroferogramas dos fragmentos 

foram inicialmente analisados no programa GeneMaker® 2.2.0 (SoftGenetics  free 

trial version). Os picos correspondentes aos alelos de cada indivíduo para cada 

locus foram identificados e o tamanho do fragmento correspondente foi estabelecido. 

Logo, com ajuda da macro de Excel Autobin 0.9143, os valores dos tamanhos dos 

fragmentos de cada alelo foram classificados em unidades discretas e foram-lhe 

atribuídos valores inteiros para a sua identificação, e subsequente análise. 

 

 

1.4.3.3 Análise da variabilidade genética 

 

 

Inicialmente, com a finalidade de reduzir o impacto dos dados faltantes 

(missing data) nas análises de variabilidade genética e diferenciação populacional, 

os indivíduos que não tiveram sucesso na amplificação de mais de 25% dos loci ( 4 

loci) foram excluídos dos conjuntos de dados de cada uma das espécies. Para 

reduzir o erro associado à amostragem (ruído) devido ao baixo número de indivíduos 

coletados em algumas das localidades, e, para maximizar o valor da informação 

genética (sinal), os indivíduos de S. brasiliensis da localidade de Pernambuco (N = 

4) foram agrupados aos indivíduos da localidade mais próxima, Rio Grande do 

Norte. Para S. deceptor, o indivíduo da localidade de Espírito Santo foi agrupado 

com os do Rio de Janeiro, e o indivíduo do Uruguai com os de Rio Grande do Sul. 

Considerando o alto potencial de dispersão destas espécies de lagostas, a 

proximidade das localidades agrupadas e os resultados prévios de mtDNA90, 

considerou-se esses agrupamentos uma estratégia justificável.  

Para as análises de variabilidade genética, o número de alelos, as 

frequências alélicas, o coeficiente de endocruzamento (FIS) e os desvios em relação 

ao desequilíbrio de ligação foram avaliados usando o programa Fstat 2.9.3144. As 

heterozigosidades observadas (Ho) e esperadas (He), e os desvios em relação ao 
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Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) ou deficiência de heterozigotos (D-He) foram 

avaliados empregando o programa Genepop 4.0145. A correção sequencial de 

Bonferroni112 foi usada para ajustar o nível de significância nos testes de 

comparações múltiplas.  

Diversos erros de genotipagem são plausíveis de ocorrer, e podem acontecer 

por: (i) amplificação preferencial dos alelos de menor tamanho em indivíduos 

heterozigotos (large allele dropout ou short allele dominance146); (ii) deslizes da 

polimerase durante a amplificação devido à presença de repetições, causando 

bandas stutter que diferem do alelo original por uma ou poucas repetições147; ou (iii) 

existência de mutações nas regiões de anelamento dos iniciadores que podem 

impedir a amplificação de certos alelos (alelos nulos), resultando numa alta 

frequência de falsos homozigotos148. Tais erros de genotipagem provocam desvios 

nas proporções esperadas em relação ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, e 

particularmente, causam uma deficiência de heterozigotos. Esses desvios podem 

ser semelhantes aos causados por endocruzamento, cruzamentos que não sejam ao 

acaso ou pelo efeito Wahlund (redução da heterozigosidade devido à estruturação 

subpopulacional). Não obstante, os alelos nulos, as bandas stutter e a dominância 

de alelos menores, têm uma “assinatura alélica” especifica (por exemplo, deficiência 

e excesso de determinados genótipos) que permite discriminar entre os desvios 

devido à não-panmixia ou aqueles causados por erros de genotipagem148. A 

avaliação dos erros de genotipagem foi feita através do programa Micro-Checker 

2.2.3148 e a frequência dos alelos nulos foi estimada usando o algoritmo de 

Brookfields. 

Os alelos nulos podem afetar as estimativas de diferenciação populacional, 

pois a sua presença pode reduzir a diversidade gênica dentro das populações e, por 

conseguinte, podem se obter superestimativas do índice FST
149. Para avaliar o 

impacto dos alelos nulos nas estimativas FST, inicialmente, foi calculado o índice FST 

global (por locus e multilocus) usando o método de correção ENA (Excluding Null 

Alleles) (FST
ENA) e 10.000 replicas através do programa FreeNA149. O método de 

correção ENA ajusta as frequências genotípicas de cada locus por estimativa das 

frequências dos alelos visíveis e nulos, assumindo um tamanho alélico novo e único 

para os alelos nulos. O calculo do índice FST é restrito aos tamanhos dos alelos 

visíveis, ignorando ou excluindo o tamanho do estado alélico nulo (ENA). 

Posteriormente, a estimativa do índice FST global (por locus e multilocus) a partir das 



54 
 

frequências genotípicas não-corrigidas (dados originais) foi realizada, considerando 

10.000 permutações, com o programa Arlequin109. O impacto dos alelos nulos foi 

avaliado, por fim, pela comparação das estimativas FST sem correção (FST) e com 

correção ENA (FST
ENA), usando o teste estatístico não paramétrico de Wilcoxon 

signed-rank calculado através do programa estatístico R. 

 

 

1.4.3.4 Análise de diferenciação genética populacional 

 

 

Entre os diversos índices que auxiliam na avaliação do grau de conectividade 

ou diferenciação genética entre populações, os índices de fixação FST
110 e RST

150
 são 

os mais empregados. O índice FST leva em consideração apenas o estado do alelo, 

devido a que assume um modelo de alelos infinitos (IAM  Infinite Allele Model), no 

qual cada mutação cria um alelo novo (nunca observado previamente)151. Por outro 

lado, o índice RST leva em consideração o tamanho dos alelos, já que assume um 

modelo de evolução dos alelos “passo a passo” (SMM  Stepwise Mutation Model), 

no qual cada mutação adiciona ou subtrai uma única unidade repetitiva do alelo 

ancestral e, por conseguinte, os alelos de tamanho similar seriam mais próximos em 

termos de passos mutacionais152. Para avaliar se o tamanho dos alelos fornece 

informação relevante acerca da estrutura genética e, por conseguinte, determinar 

qual das estatísticas é a mais adequada para medir a diferenciação genética, foi 

realizado um teste que pondera a equivalência RST = FST implementado no programa 

SPAGeDi153. Para o teste, inicialmente o valor do RST é calculado a partir dos dados, 

e em seguida, um valor de RST é recalculado após um processo de permutação 

(pRST), onde os genótipos para cada locus são definidos em términos de estados 

alélicos, e o tamanho dos alelos é permutado randomicamente entre os estados 

alélicos. Se o tamanho dos alelos contribui na diferenciação populacional, o valor do 

RST após a permutação do tamanho dos alelos (pRST) deve ser significativamente 

diferente do valor do RST antes da permutação. Porém, se a diferença não é 

significativa (RST = pRST), conclui-se que RST = FST, e opta-se pela medida FST para 

estimar a diferenciação populacional uma vez que, em comparação com RST, ele 

apresenta uma menor variância153, 154. A estimativa dos índices de fixação, global e 
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par a par, foi calculada usando o programa Arlequin109, e a significância estatística 

foi avaliada com 10.000 permutações. 

Marcadores altamente polimórficos, como os microssatélites, apresentam 

altas taxas de mutação, que podem influenciar os valores do índice de diferenciação 

FST
154, 155. Altas taxas de mutação podem levar a um incremento da 

heterozigosidade dentro das populações, e assim, com o aumento da diversidade, o 

FST tenderia a subestimar a diferenciação entre as populações154, 155. Em 1998, 

Jost156 propôs um novo índice, Dest, que permite medir a diferenciação real entre as 

populações considerando a proporção da diversidade alélica entre as populações e, 

usa estimadores nãoenviesados para o calculo de HS (heterozigosidade dentro das 

populações) e HT (heterozigosidade total). O estimador de diferenciação real Dest, 

global e par a par, foi calculado com o programa Smogd 1.2.5157, e a significância 

estatística das estimativas foi avaliada usando 1.000 de bootstrap como 

implementado no pacote Demetics 0.8.4158 do programa R. Alguns autores 

argumentam que o índice Dest apresenta um desempenho mais eficiente na 

avaliação da diferenciação real entre as populações, em quanto que o índice FST é 

melhor para descrever a influencia dos eventos demográficos sobre a distribuição da 

variação genética159. Outros autores argumentam que o índice Dest, que depende 

fortemente da taxa de mutação, é insensível a qualquer processo genético 

populacional quando a taxa de mutação é elevada em relação à taxa de migração, 

enquanto que o índice RST, análogo ao FST, seria o índice mais adequado para 

marcadores com altas taxas de mutação quando o processo mutacional considerado 

é realmente o SMM155. Contudo, existe o consenso de que o índice FST deve 

continuar sendo usado (se possível, em combinação com outros) como estatística 

de sumário dos efeitos da estrutura populacional155, 159. 

A estrutura populacional também foi examinada através de uma análise de 

variância molecular  AMOVA, similarmente àquela já descrita para os marcadores 

mitocondriais na seção 3.2.2. A análise foi realizada no programa Arlequin109, e a 

significância estatística das estimativas foi avaliada por 10.000 permutações. 

Para avaliar como se encontra distribuída a variabilidade genética, as 

relações entre os indivíduos foram visualizadas através de uma análise fatorial de 

correspondência (AFC) como implementada no programa Genetix 4.05160. A AFC 

tem como objetivo descrever as correlações entre as variáveis observadas (os alelos 

dos diferentes loci) em termos de um número menor de variáveis hipotéticas 
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(fatores). Na análise, os objetos analisados (indivíduos) são vistos como uma nuvem 

de pontos em um hiperespaço que terá tantas dimensões quantas as modalidades 

(alelos) de todas as variáveis observadas (os alelos dos diferentes loci). Cada 

indivíduo está representado pela pontuação para cada modalidade de cada variável 

observada, e para isto, os genótipos de cada indivíduo são codificados como 0 para 

ausência do alelo, 1 para a presença do alelo no estado heterozigótico e 2 para o 

estado homozigótico. Logo, uma série de eixos fatoriais são determinados por meio 

de uma combinação linear das variáveis observadas, de forma a maximizar a inércia 

(que pode ser entendida como a dispersão dos pontos). Por definição, o primeiro 

eixo fatorial será aquele com maior contribuição para inércia total. Enfim, as 

coordenadas dos pontos dos indivíduos nos diferentes eixos podem ser usadas para 

desenhar o gráfico de dispersão em duas ou três dimensões160. 

Finalmente, a estrutura populacional também foi avaliada através de uma 

análise Bayesiana de agrupamentos como implementada no programa Structure 

2.3.4161. A análise busca determinar o número mais provável de agrupamentos 

(clusters  K) geneticamente distintos em uma amostra. Para isso, os indivíduos são 

atribuídos (probabilisticamente) a um determinado cluster com ou sem uso de 

qualquer informação prévia da sua origem. A análise foi realizada sem informação a 

priori sobre a origem dos indivíduos, e assumindo um modelo de ancestralidade 

mista (admixture) e frequências alélicas não correlacionadas entre populações. Dez 

corridas independentes foram realizadas para K = 14, sendo que cada corrida 

consistiu de um burn-in de 100 mil iterações, seguido de 1 milhão de iterações de 

MCMC. Os resultados obtidos foram processados com o programa Structure 

Harvester162, que gera o gráfico dos valores da média da probabilidade posterior, 

incluindo o desvio padrão, para cada K. O agrupamento mais provável (K) é aquele 

com maior valor médio de probabilidade posterior, maior Ln P(XK)161. A fim de 

visualizar a estrutura populacional, o programa Distruct163 foi empregado para gerar 

e editar os gráficos de barras do coeficiente Q (proporção do genótipo de cada 

indivíduo que pertence a cada população).   
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1.5 Resultados 

 

 

Esta seção foi dividida em duas partes, sendo que a primeira refere-se aos 

resultados das análises dos marcadores mitocondriais para a espécie Scyllarides 

deceptor. A segunda parte, refere-se aos resultados das análises dos microssatélites 

para as espécies S. brasiliensis e S. deceptor. 

 

 

1.5.1 DNA mitocondrial – Scyllarides deceptor 

 

 

1.5.1.1 Análise da variabilidade intraespecífica e diferenciação genética 

populacional 

 

 

Para o gene COI, um alinhamento de 551 pares de bases (pb) foi obtido para 

200 indivíduos de S. deceptor. No alinhamento, 71 sítios foram polimórficos (77 

substituições, das quais 65 foram transições), sendo que duas mudanças foram não-

sinônimas. A porcentagem de AT encontrada (58,7%) foi similar ao reportado para 

a espécie S. brasiliensis (57,8%)90 e para outras lagostas dos gêneros Jasus 

(59,5%)164 e Panulirus (55–57%)86. No total, foram identificados 78 haplótipos, dos 

quais 15 foram compartilhados por indivíduos de duas ou mais localidades. O 

haplótipo mais frequente foi observado em 78 (39%) indivíduos de todas as 

localidades. O segundo haplótipo mais frequente foi encontrado em 15 (7,5%) 

indivíduos das localidades de Rio de Janeiro, São Paulo, Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul. A maioria dos outros haplótipos diferenciaram-se por poucas 

mutações (< 4 mutações) dos haplótipos comuns, resultando em uma baixa 

diversidade nucleotídica (geral  = 0,0053; variando de 0,0041 até 0,0064) e alta 

diversidade haplotípica (geral   = 0,841; variando de 0,825 até 0,927) (Tabela 1.8).  

Para a região controle, um total de 690 pb foram analisados de 195 indivíduos 

de S. deceptor. O alinhamento revelou 243 (35,2%) sítios polimórficos com 279 

substituições (227 foram transições). O conteúdo de AT encontrado (65,8%) foi 
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similar ao reportado para S. brasiliensis (70,5%)90 e para lagostas dos gêneros 

Panulirus (73,2%)85 e Palinurus (75,4%)73. Foram observados 182 haplótipos, 

resultando em altos níveis de variabilidade nucleotídica (geral  = 0,0204; variando 

de 0,0192 até 0,0214) e haplotípica (geral   = 0,999; variando de 0,982 até 0,999) 

(Tabela 1.8).  

 

Tabela 1.8 – Variabilidade genética em Scyllarides deceptor 

Localidade 

Gene COI Região Controle 

N NH 
h 

(d.p.) 

 

(d.p.) 
N NH 

h 

(d.p.) 

 

(d.p.) 

Espírito Santo (ES) 

 

1 1   1 1   

Rio de Janeiro (RJ) 65 33 0,862 
(0,042) 

0,0064 
(0,0009) 

62 58 0,998 
(0,003) 

0,0214 
(0,0019) 

São Paulo (SP) 59 32 0,836 
(0,050) 

0,0053 
(0,0008) 

57 56 0,999 
(0,003) 

0,0192 
(0,0016) 

Santa Catarina (SC) 63 27 0,825 
(0,044) 

0,0046 
(0,0007) 

63 60 0,998 
(0,003) 

0,0208 
(0,0015) 

Rio Grande do Sul (RS) 11 8 0,927 
(0,066) 

0,0041 
(0,0006) 

11 10 0,982 
(0,002) 

0,0209 
(0,0019) 

Uruguai (UR) 
 

1 1   1 1   

Todas as localidades 200 78 0,841 
(0,026) 

0,0053 
(0,0004) 

195 182 0,999 
(0,0006) 

0,0204 
(0,0009) 

Legenda: N, número de indivíduos; NH, número de haplótipos observados; h, diversidade haplotípica; 

, diversidade nucleotídica; d.p., desvio padrão. 
Fonte: a autora, 2014. 
 

 O grau de diferenciação populacional foi avaliado a partir do índice FST par a 

par e da análise de variância molecular (AMOVA). As localidades de Espírito Santo e 

Uruguai foram excluídas destas análises por estarem representadas por um único 

indivíduo. Os valores do ΦST global (COI: -0,015; RC: -0,004) e do FST par a par 

(COI: 0–0,0001; RC: 0–0,025) foram baixos e não significativos após a correção 

sequencial de Bonferroni (P > 0,05) (Tabela 1.9). Similarmente, a AMOVA mostrou 

que cerca de 100% da variação se encontra dentro das localidades (populações) em 

todos os cenários de estruturação simulados (COI: ΦCT = 0–0,015, P > 0,05; RC: ΦCT 

= 0–0,016, P > 0,05) (Tabela 1.10). Assim, as análises para os dois marcadores 

sugerem que não existe uma diferenciação populacional ao longo da distribuição 

analisada para S. deceptor. 
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Tabela 1.9 – FST par a par do gene COI (acima da diagonal) e da região controle 

(abaixo da diagonal) de Scyllarides deceptor 

 RJ SP SC RS 

RJ  -0,002 (0,488) 0,0001 (0,354) -0,006 (0,466) 

SP -0,001 (0,508)  -0,005 (0,704) -0,005 (0,461) 

SC -0,001 (0,497) -0,001 (0,450)  -0,010 (0,510) 

RS 0,017 (0,148) 0,025 (0,112) 0,005 (0,293)  

Legenda: o P-valor se encontra entre parêntese. Siglas das localidades como na tabela 1.2. Nenhum 
valor foi significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. Os valores 
negativos são obtidos por um artefato da análise e devem ser interpretados como zero. 

Fonte: a autora, 2014. 
 

Tabela 1.10 – Análise molecular de variância (AMOVA) para Scyllarides deceptor 

    Dentro das 

populações 

Entre populações, 

dentro dos grupos 
Entre grupos 

    % ΦST P % ΦSC P % ΦCT P 

Gene COI          

RJ SP SC RS 100,2 -0,002 0,610 -0,5 -0,005 0,571 0,3 0,002 0,660 

RJ SP SC RS 100,8 -0,008 0,609 -0,2 -0,002 0,564 -0,6 -0,006 1,000 

RJ SP SC RS 100,0 -0,0001 0,607 -0,8 -0,008 0,676 0,8 0,008 0,251 

RJ SP SC RS 100,4 -0,004 0,600 -0,1 -0,001 0,491 -0,3 -0,003 0,664 

RJ SP SC RS 100,2 -0,002 0,608 -0,6 -0,006 0,711 0,4 0,004 0,337 

RJ SP SC RS 100,2 -0,002 0,607 -1,7 -0,017 0,507 1,5 0,015 0,164 

Região Controle          

RJ SP SC RS 99,8 0,002 0,318 0 0,0003 0,395 0,2 0,002 0,327 

RJ SP SC RS 98,5 0,015 0,325 -0,1 -0,001 0,553 1,6 0,016 0,248 

RJ SP SC RS 99,9 0,001 0,317 0,3 0,002 0,264 -0,2 -0,002 0,500 

RJ SP SC RS 99,8 0,002 0,316 -0,2 -0,001 0,505 0,4 0,004 0,161 

RJ SP SC RS 99,8 0,002 0,320 -0,1 -0,001 0,448 0,4 0,004 0,333 

RJ SP SC RS 99,9 0,001 0,324 0,6 0,006 0,286 -0,5 -0,005 0,670 

Legenda: as populações com a mesma cor pertencem ao mesmo agrupamento. %, porcentagem da 
variação; P, P-valor. Siglas das localidades como na tabela 1.2. Nenhum valor foi 
significativo (P > 0,05). 

Fonte: a autora, 2014. 
 

As redes haplotípicas para os dois marcadores mostram que não existem 

agrupamentos entre as localidades analisadas, sendo este resultado consistente 

com o cenário de homogeneidade genética sugerido pelas análises de diferenciação 
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populacional (Figura 1.9). As redes mostram, em termos gerais, uma topologia em 

forma de estrela, na qual a maioria dos haplótipos únicos estão proximamente 

relacionados ao haplótipo central comum. No caso da rede do COI, pode-se 

observar uma segunda topologia em forma de estrela ao redor do segundo haplótipo 

mais frequente. 

 

Figura 1.9 – Redes haplotípicas para (a) o gene COI e (b) a região controle de 

Scyllarides deceptor 

 

Legenda: a rede para a região controle foi construída apenas com as transversões. Tamanhos dos 
círculos proporcionais à frequência de cada haplótipo. Comprimento das linhas relativo ao 
número de mutações entre haplótipos (linha menor = 1 mutação) 

Fonte: a autora, 2014..  
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1.5.1.2 Inferências demográficas 

 

 

As análises de diferenciação populacional sugerem que existe uma 

homogeneidade genética entre as localidades analisadas para Scyllarides deceptor. 

Assim, os testes de neutralidade e as análises de inferência demográfica foram 

realizados considerando todas as localidades como uma única população. Os 

valores obtidos para os testes Fs de Fu (COI: -26,255, P < 0,001; RC: -23,901, P < 

0,001), D de Tajima (COI: -2,307, P < 0,001; RC: -2,101, P < 0,001) e R2 (COI: 

0,162, P < 0,001; RC: 0,161, P < 0,001) foram significativos, indicando que ambos 

os marcadores apresentam um desvio da hipótese de neutralidade. O desvio pode 

estar relacionado ao número elevado de haplótipos únicos observados para os dois 

marcadores, e pode ser explicado pela atuação da seleção natural ou por mudanças 

demográficas (eventos de expansão ou redução populacional). Valores negativos 

para o teste D de Tajima são observados quando a população passou por uma 

expansão demográfica ou sob seleção purificadora165, 166. Da mesma forma, valores 

negativos para o teste Fs de Fu podem ser esperados quando a população sofreu 

uma expansão demográfica ou pelo efeito da carona genética (genetic 

hitchhiking)116. Considerando que é provável que a variação observada na RC 

(região não codificante) e no gene COI (só duas substituições de aminoácidos foram 

observadas) seja seletivamente neutra ou quase neutra, os valores 

significativamente negativos observados das estatísticas D de Tajima e Fs de Fu 

podem ser mais provavelmente explicados como resultado de eventos de expansão 

demográfica166. 

 Para discernir claramente se a história demográfica de S. deceptor foi 

marcada por mudanças temporais no tamanho da população, foram realizadas 

análises de distribuição das diferenças (Mismatch Distribution Analysis) e Bayesian 

Skyline Plot (BSP). Para os dois marcadores, a distribuição das diferenças 

observada não foi estatisticamente diferente da distribuição das diferenças esperada 

sob os cenários de expansão demográfica e espacial (PSSD e Pr > 0,05 para o gene 

COI e a RC sob ambos modelos, Tabela 1.11). Portanto, a hipótese nula de 

expansão (demográfica e espacial) não pode ser rejeitada. Sob cenários 

compatíveis com os modelos de expansão, distribuições unimodais podem ser 

observadas (Figura 1.10). Para a região controle, embora a distribuição observada 
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não seja predominantemente unimodal (visualmente), ela não foi estatisticamente 

diferente da distribuição esperada sob expansão demográfica ou espacial (PSSD e Pr 

> 0,05). Adicionalmente, os Bayesian Skyline Plots detectaram claramente 

incrementos no tamanho efetivo da população para ambos os marcadores (Figura 

1.11). 

 A idade da expansão ( ) em unidades mutacionais estimada na análise da 

distribuição das diferenças foi similar para os dois cenários de expansão simulados 

(demográfica e espacial) e foi concordante nos dois marcadores (Tabela 1.11). Para 

o gene COI, foi obtido um   de 1,082 para o cenário de expansão demográfica e um 

  de 0,898 para o de expansão espacial. Para a região controle, o   foi de 5,279 para 

o modelo de expansão demográfica e de 5,281 para o de expansão espacial. 

Considerando os valores obtidos do   e as diferentes taxas de mutação, os eventos 

de expansão demográfica e espacial possivelmente começaram entre ~ 65.000, 

37.000 ou 30.000 anos atrás. 

 Os gráficos do BSP indicam que a população de S. deceptor experimentou 

dois grandes eventos de expansão demográfica ao longo da sua história evolutiva 

(Figura 1.11). Dependendo da taxa de mutação, o evento de expansão mais recente 

iniciou entre ~ 120.000, 75.000 ou 50.000 anos atrás, enquanto que o evento mais 

antigo começou entre ~ 410.000, 230.000 ou 180.000 anos atrás. As estimativas 

obtidas para o tempo de inicio do evento de expansão demográfica mais recente não 

parecem concordantes entre as análises de distribuição das diferenças e o BSP, 

porém o tempo estimado a partir do BSP situa-se dentro do intervalo de confiança 

obtido com a análise de distribuição das diferenças. 
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Tabela 1.11 – Parâmetros demográficos estimados para a análise de distribuição 

das diferenças para Scyllarides deceptor 

 
SSD 

(PSSD) 
r        

(Pr) 
             

(I.C.) 
t (anos) 

Gene COI    μ=1,5% μ=2,7% μ=3,3% 

Expansão demográfica 0,003 
(0,722) 

0,014 
(0,930) 

1,082 

(08,639) 

65.457 
 

36.365 29.753 

Expansão espacial 0,003 
(0,681) 

0,014 
(0,935) 

0,898 

(0,3458,685) 

54.325 

 

30.181 24.693 

Região Controle    μ=5,8% μ=10,4% μ=12,8% 

Expansão demográfica 0,006 
(0,509) 

0,003 
(0,321) 

5,279 

(3,02119,678) 

65.958 36.784 29.887 

Expansão espacial 0,006 
(0,496) 

0,003 
(0,316) 

5,281 

(3,20628,618) 

65.980 36.796 29.897 

Legenda: SSD, soma dos quadrados dos desvios e PSSD, P-valor associado; r, índice “Raggedness” e 

Pr, P-valor associado; , tau; I.C., intervalo de 95% de confiança do parâmetro; t, tempo, em 
anos, do início da última expansão; μ, taxa de mutação em % por milhão de anos. 

Fonte: a autora, 2014. 
 

Figura 1.10 – Análise da distribuição das diferenças para (a) o gene COI e (b) a 

região controle de Scyllarides deceptor sob os modelos de expansão 

demográfica e espacial 

 

Legenda: as barras mostram a distribuição observada e as linhas sólidas mostram a distribuição 
esperada sob cada modelo de expansão (azul para o cenário de expansão demográfica e 
laranja para o de expansão espacial). Eixo X, número de diferenças (i) par a par entre os 
haplótipos; Eixo Y, frequência do par de haplótipos com i diferenças. 

Fonte: a autora, 2014.  
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Figura 1.11 – Gráficos de Bayesian Skyline Plot (BSP) para (a) o gene COI e (b) a 

região controle de Scyllarides deceptor 

 

Legenda: o tempo máximo é o HPD 95% superior da raiz. A linha sólida preta indica a média da 
estimativa e as linhas sólidas cinzas indicam os limites HPD 95%. As linhas pretas 
pontilhadas correspondem aproximadamente ao inicio do evento de expansão. As linhas 
vermelhas pontilhas correspondem aproximadamente ao inicio do evento de expansão 
sugerido pelas análises de distribuição das diferenças. As principais glaciações nos últimos 

500.000 anos estão demarcadas em cinza: MIS12 ( 470420.000 anos atrás), MIS10 ( 

360330.000 anos atrás), MIS8 ( 300240.000 anos atrás), MIS6 ( 190130.000 anos 

atrás), MIS4 ( 7060.000 anos atrás), MIS2 ( 2414.000 anos atrás)
167

 
Fonte: a autora, 2014. 
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1.5.2 DNA nuclear – Scyllarides brasiliensis e S. deceptor 

 

 

1.5.2.1 Sobre o desenvolvimento dos microssatélites 

 

 

O método de construção de biblioteca genômica enriquecida empregado 

nesta tese para o desenvolvimento de microssatélites, permitiu desenhar 14 pares 

de iniciadores para a espécie S. brasiliensis e 23 pares de iniciadores para S. 

deceptor. Após uma fase de otimização dos 37 loci, em ambas as espécies, logrou-

se identificar 13 loci que amplificaram com eficiência para S. brasiliensis e 15 loci 

para S. deceptor. A avaliação preliminar do nível de polimorfismo dos loci otimizados 

revelou que todos os loci foram polimórficos para S. brasiliensis, enquanto que para 

S. deceptor só 12 (80%) foram polimórficos (Tabela 1.12). Para essa análise 

preliminar foram usados 40 indivíduos de S. brasiliensis (Bahia: 20; Espírito Santo: 

20) e 30 indivíduos de S. deceptor (Rio de Janeiro: 20; Santa Catarina: 10).  

Os 16 loci otimizados também foram testados em quatro espécies de lagostas 

da família Scyllaridae: Scyllarides aequinoctialis, S. delfosi, Scyllarus depressus e 

Parribacus antarcticus. Para o teste foram usados dois indivíduos de cada espécie. 

O sucesso na amplificação cruzada em espécies de diferentes gêneros foi baixa, 

sendo que unicamente 5 loci amplificaram exitosamente para S. depressus e P. 

antarcticus. No entanto, a amplificação em espécies congenéricas foi muito eficiente, 

sendo que 13 loci amplificaram para S. aequinoctialis e 14 loci para S. delfosi 

(Tabela 1.13). 

O manuscrito que descreve os iniciadores de microssatélites desenvolvidos 

para as espécies Scyllarides brasiliensis e S. deceptor, assim como a avaliação da 

amplificação cruzada em outras espécies de lagostas da família Scyllaridae foi 

publicado na revista Conservation Genetics Resources e está disponível no 

Apêndice A desta tese. 
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Tabela 1.12 – Análise preliminar do nível de polimorfismo dos loci desenvolvidos 

para Scyllarides brasiliensis e S. deceptor 

Locus 

S. brasiliensis  S. deceptor 

N Na 
Tamanho 

(pb) 

Ho 

He 
PEHW 

Freq  
Nulo 

 
N Na 

Tamanho 

(pb) 

Ho 

He 
PEHW 

Freq  
Nulo 

Sbra05 40 6 222236 0,725 
0,739 

0,320 0,017  20 1 212    

Sbra06 38 13 127157 0,553 
0,878 

0,001* 0,168  30 1 137    

Sbra10 40 6 212224 0,525 
0,726 

0,110 0,112        

Sbra11 40 31 139211 0,975 
0,958 

1,000 0  30 22 149203 0,833 
0,940 

0,047 0,047 

Sbra13 39 3 196200 0,179 
0,229 

0,042 0,038  30 6 184202 0,900 
0,737 

0,319 0 

Sdec02 40 2 126128 0,275 
0,453 

0,029 0,119  30 6 131143 0,400 
0,791 

0,001* 0,213 

Sdec03        30 7 150164 0,733 
0,765 

0,115 0,011 

Sdec06        30 10 191221 0,833 
0,868 

0,629 0,011 

Sdec07 40 19 162206 0,625 
0,917 

0,001** 0,147  30 11 163195 0,733 
0,757 

0,463 0,006 

Sdec08        30 10 162196 0,833 
0,818 

0,976 0 

Sdec10 36 2 159161 0,056 
0,155 

0,009 0,084  30 1 159    

Sdec14 40 3 236248 0,300 
0,265 

1,000 0  30 13 258290 0,833 
0,823 

0,541 0 

Sdec17 39 2 335338 0,179 
0,166 

1,000 0  30 3 335341 0,333 
0,337 

1,000 0 

Sdec20 40 13 281307 0,800 
0,843 

0,115 0,018  30 5 289299 0,567 
0,629 

0,316 0,032 

Sdec21 40 5 217233 0,650 
0,569 

0,689 0  30 7 219235 0,567 
0,649 

0,169 0,043 

Sdec23 35 3 168172 0,057 
0,255 

0,001** 0,155  30 5 158174 0,833 
0,692 

0,186 0 

Legenda: N, número de indivíduos genotipados; Na, número de alelos observados; tamanho (pb), 
faixa de tamanho em pares de bases dos alelos; Ho, heterozigosidade observada; He, 
heterozigosidade esperada; PEHW, P-valor do teste EHW; freq nulo, frequência dos alelos 
nulos; * locus com desvio em relação ao EHW (P > 0,05). ** locus com deficiência de 
heterozigotos provavelmente devido ao efeito Wahlund. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.13 – Análise de amplificação cruzada dos loci desenvolvidos 

Locus 

S. aequinoctialis  S. delfosi  S. depressus  P. antarcticus 

Ta Na 
Tamanho 

(pb) 
 Ta Na 

Tamanho 

(pb) 
 Ta Na 

Tamanho 

(pb) 
 Ta Na 

Tamanho 

(pb) 

Sbra05 58 2 224226  58 3 212228         

Sbra06     54 1 157         

Sbra10 60 2 228258  60 2 224258  56 1 298     

Sbra11 60 2 143151  60 1 149         

Sbra13 60 2 190192  60 2 202210      56 3 192212 

Sdec02 60 1 139  60 4 139145         

Sdec03 60 4 150172  60 3 122152  54 1 130     

Sdec06 58 3 173195  58 2 199205         

Sdec07 60 1 175  60 1 175  56 4 169-207  56 2 173187 

Sdec08                

Sdec10 60 2 157173  60 2 161163         

Sdec14 60 4 244282  60 3 248282         

Sdec17 60 3 343357  60 1 343  50 1 337  50 1 349 

Sdec20                

Sdec21 54 2 207225  60 1 235      50 2 271353 

Sdec23 60 2 162164  60 2 174176  50 1 194  50 1 128 

Legenda: Ta, temperatura de anelamento em C; Na, número de alelos observados; tamanho (pb), 
faixa de tamanho em pares de bases dos alelos. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

1.5.2.2 Análise da variabilidade genética 

 

 

No total, foram genotipados 211 e 190 indivíduos das espécies S. brasiliensis 

e S. deceptor, respectivamente, para 13 loci de microssatélites (Tabelas 1.141.18). 

Na avaliação inicial do nível de polimorfismo, o locus Sbra06 para S. deceptor 

mostrou-se monomórfico, porém, após a amplificação de todas as amostras, foram 

identificados outros alelos permitindo que o locus fosse incluído nas análises (Tabela 

1.17). Para as análises, como dito anteriormente, a fim de reduzir o erro associado à 

amostragem devido ao baixo número de indivíduos coletados em algumas das 

localidades, as localidades com N pequeno foram agrupadas a outras localidades 

levando em consideração a proximidade geográfica. Para S. brasiliensis, 

Pernambuco (N = 4) foi agrupado com Rio Grande do Norte. Para S. deceptor, 
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Espírito Santo (N = 1) foi agrupado com Rio de Janeiro, e Uruguai (N = 1) com Rio 

Grande do Sul. Considerando o alto potencial de dispersão destas espécies de 

lagostas, a proximidade das localidades agrupadas e os resultados prévios de 

mtDNA90, considerou-se uma estratégia justificável. 

 

Tabela 1.14 – Número total de amostras de Scyllarides spp. analisadas 

Scyllarides brasiliensis  Scyllarides deceptor 

Localidade ID N  Localidade ID N 

Ceará CE 31  Espírito Santo ES 1 

Rio Grande do Norte RN 22  Rio de Janeiro RJ 61 

Pernambuco PE 4  São Paulo SP 56 

Bahia BA 72  Santa Catarina SC 60 

Espírito Santo ES 82  Rio Grande do Sul RS 11 

    Uruguai UR 1 

Total  211  Total  190 

Legenda: ID, identificação ou sigla da localidade. 
Fonte: a autora, 2014. 

 

As estatísticas de sumário para a população geral, assim como para cada 

localidade, são apresentadas nas tabelas 1.15 e 1.16 para S. brasiliensis, e nas 

tabelas 1.17 e 1.18 para S. deceptor. A proporção de indivíduos com dados faltantes 

variou entre 05,7% para S. brasiliensis e entre 06,3% para S. deceptor (Tabelas 

1.15 e 1.17). Os testes par a par de desequilíbrio de ligação entre os loci de cada 

espécie não evidenciaram qualquer associação estatisticamente significativa após a 

correção sequencial de Bonferroni (P > 0,05). O número total de alelos variou entre 

dois (Sdec17) e 38 (Sbra11) para S. brasiliensis, enquanto em S. deceptor variou 

entre três (Sbra06 e Sdec17) e 34 (Sbra11) (Tabelas 1.15 e 1.17). A 

heterozigosidade observada por locus para o total das amostras de S. brasiliensis 

variou entre 0,140 (Sdec10) e 0,952 (Sbra11) (Tabela 1.15). Entre as localidades, a 

heterozigosidade observada mais baixa foi de 0,042 (Sdec10) para a localidade de 

Ceará e a mais alta foi de 1,000 (Sbra11) para Rio Grande do NortePernambuco 

(Tabela 1.16). Para S. deceptor, a heterozigosidade observada por locus para o total 

das amostras variou entre 0,032 (Sbra06) e 0,878 (Sbra11) (Tabela 1.17). Entre as 

localidades, o locus Sbra06 para a localidade do Rio de JaneiroEspírito Santo foi o 

que apresentou uma heterozigosidade observada menor (0,016), enquanto que o 
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locus Sbra11 para Rio Grande do SulSanta Catarina foi o que teve uma 

heterozigosidade observada maior (1,000) (Tabela 1.18). 

Desvios significativos (P < 0,05 após correção sequencial de Bonferroni) em 

relação ao Equilíbrio de Hardy-Weinberg no total das amostras foram detectados em 

seis loci (Sbra06, Sbra10, Sdec07, Sdec10, Sdec21 e Sdec23) para S. brasiliensis, e 

em três loci (Sbra11, Sdec02, Sdec07) para S. deceptor. A maioria dos desvios 

estiveram relacionados com um déficit de heterozigotos, evidenciado pelos valores 

significativamente positivos do índice FIS e os valores significativos do teste de déficit 

de heterozigotos, D-He (Tabelas 1.15 e 1.17). Para S. deceptor, o desvio ao EHW do 

locus Sdec07 não esteve relacionado ao déficit de heterozigotos, sendo que os 

valores do FIS e do teste D-He não foram significativos. Por outro lado, o locus 

Sdec21, para o qual inicialmente não foi detectado um desvio significativo ao EHW, 

apresentou valores significativos para os testes de déficit de heterozigotos (FIS e D-

He) (Tabela 1.17). 

A deficiência de heterozigotos pode estar relacionada a diversos fatores não 

excludentes tais como presença de alelos nulos, endocruzamento e efeito Wahlund. 

Para testar se os desvios podem estar relacionados ao efeito Wahlund, desvios em 

relação ao EHW foram testados para cada localidade por separado. Para S. 

brasiliensis, o locus Sbra06 manteve o déficit de heterozigotos em todas as 

localidades, os loci Sbra10, Sdec07 e Sdec23 em duas localidades, e o locus 

Sdec10 em uma localidade (Tabela 1.16). Para S. deceptor, o locus Sdec02 

continuou com o déficit de heterozigotos em três das localidades, o locus Sbra11 em 

duas localidades, e os demais loci em apenas uma localidade (Tabela 1.18). O 

desaparecimento do déficit de heterozigotos observado em algumas das localidades, 

quando analisadas por separado, não necessariamente significa que o desvio 

advertido inicialmente fosse devido à estrutura populacional, este pode ser resultado 

apenas da diminuição do tamanho amostral e, portanto, do poder do teste para 

rejeitar a hipótese nula. É pouco provável também que o déficit de heterozigotos, 

nos casos em que a deficiência foi mantida, fosse causado por uma estruturação 

populacional dentro das localidades. No entanto, para a maioria dos loci que 

apresentaram deficiência de heterozigotos nas duas espécies, foi evidenciada uma 

presença significativa de alelos nulos. A frequência dos alelos nulos variou entre 

1,219,4% para S. brasiliensis, e entre 0,119,0% para S. deceptor (Tabela 1.15 e 

1.17). 
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Para avaliar o impacto dos alelos nulos no índice FST, a estimativa do índice 

FST global (por locus e multilocus) obtido a partir das frequências genotípicas não-

corrigidas (FST), foi comparada com aquela obtida através do método de correção 

ENA (FST
ENA). Para S. brasiliensis, o FST global multilocus foi de 0,004 e o FST

ENA 

global multilocus foi de 0,005 (Tabela 1.19). Para S. deceptor, as estimativas globais 

e multilocus do FST e FST
ENA foram iguais, com um valor de 0,001 (Tabela 1.20). As 

estimativas FST globais por locus também foram similares para ambas às 

abordagens nas duas espécies. O teste Wilcoxon signed-rank indicou que não há 

um efeito significativo dos alelos nulos nas estimativas FST para as duas espécies (S. 

brasiliensis: W = 34, Z = -1,161, P = 0,268; S. deceptor: W = 58, Z = 0,345, P = 

0,761), pelo que, todas as análises subsequentes foram conduzidas com os dados 

sem correção para os alelos nulos e nenhum dos loci foi excluído. Erros de 

genotipagem devido a bandas stutter e a dominância de alelos menores não foram 

observados. 
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Tabela 1.15 – Caracterização e variabilidade genética dos 13 loci para a população 

geral de Scyllarides brasiliensis 

locus N Na 
Tamanho 

(pb) 

Ho PEHW FIS Freq  
Nulo 

% 
faltantes He PD-He PFIS 

Sbra05 206 7 220236 0,718 0,848 0,0466 0,019 2,37 

    0,753  0,1462   

Sbra06 210 19 123159 0,514 0,000 0,4160 0,194 0,47 

    0,880 0,000 0,0038   

Sbra10 210 8 212228 0,490 0,000 0,2730 0,109 0,47 

    0,674 0,000 0,0038   

Sbra11 209 38 137213 0,952 0,392 0,0010 0,000 0,95 

    0,954  0,5346   

Sbra13 209 4 196202 0,239 0,006 0,1170 0,024 0,95 

    0,271  0,0538   

Sdec02 211 4 126134 0,474 0,644 0,0510 0,016 0,00 

    0,499  0,2269   

Sdec07 210 23 162206 0,700 0,000 0,2180 0,102 0,47 

    0,895 0,000 0,0038   

Sdec10 200 6 159169 0,140 0,000 0,2820 0,046 5,21 

    0,195 0,002 0,0038   

Sdec14 211 4 244250 0,232 0,467 0,0650 0,012 0,00 

    0,248  0,2346   

Sdec17 206 2 335338 0,141 0,605 -0,073 0,000 2,37 

    0,131  1,0000   

Sdec20 199 18 281317 0,809 0,168 0,0650 0,029 5,69 

    0,865  0,0231   

Sdec21 211 8 217235 0,474 0,000 0,1510 0,053 0,00 

    0,558 0,000 0,0038   

Sdec23 206 3 168172 0,170 0,000 0,3890 0,084 2,37 

    0,278 0,000 0,0038   

Legenda: N, número de indivíduos genotipados; Na, número de alelos observados; tamanho (pb), 
faixa de tamanho em pares de bases dos alelos; Ho, heterozigosidade observada; He, 
heterozigosidade esperada; PEHW, P-valor do teste EHW; PD-He, P-valor do teste de déficit de 
Heterozigotos; FIS; coeficiente de endocruzamento; PFIS, P-valor do coeficiente de 
endocruzamento; freq nulo, frequência dos alelos nulos; % faltantes, porcentagem de 
indivíduos com dados faltantes. Valores significativos (P > 0,05) após correção sequencial 
de Bonferroni para o teste de EHW, déficit de heterozigotos e coeficiente de 
endocruzamento em cinza. Valores significativos (P > 0,05) para a presença de alelos nulos 
em negrito. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.16 – Caracterização e variabilidade genética dos 13 loci para cada população de Scyllarides brasiliensis 

locus 

CE (31) RNPE (26) BA (72) ES (82) 

N Na 
Ho PEHW FIS Freq 

Nulo 
N Na 

Ho PEHW FIS Freq 
Nulo 

N Na 
Ho PEHW FIS Freq 

Nulo 
N Na 

Ho PEHW FIS Freq 
Nulo 

He PD-He PFIS He PD-He PFIS He PD-He PFIS He PD-He PFIS 

Sbra05 30 6 0,633 0,147 0,154 0,058 26 5 0,846 0,849 -0,133 0,000 68 6 0,618 0,117 0,183 0,075 82 7 0,793 0,978 -0,036 0,058 
   0,746  0,091    0,749  0,927    0,755  0,006    0,765  0,762  

Sbra06 30 12 0,433 0,000 0,516 0,235 26 9 0,462 0,000 0,459 0,201 72 15 0,556 0,000 0,364 0,166 82 17 0,524 0,000 0,416 0,235 

   0,888 0,000 0,001    0,846 0,000 0,001    0,871 0,000 0,001    0,896 0,000 0,001  

Sbra10 30 4 0,633 0,104 0,000 0,000 26 5 0,577 0,294 0,169 0,061 72 8 0,375 0,000 0,402 0,152 82 7 0,512 0,002 0,277 0,000 

   0,633  0,577    0,692  0,107    0,625 0,000 0,001    0,707 0,001 0,001  

Sbra11 31 21 0,871 0,120 0,066 0,024 26 24 1,000 0,271 -0,040 0,000 70 30 0,957 0,323 -0,001 0,000 82 36 0,963 0,687 -0,006 0,024 

   0,931  0,148    0,962  1,000    0,956  0,607    0,958  0,696  

Sbra13 31 3 0,161 0,316 0,223 0,035 26 3 0,192 1,000 -0,059 0,000 70 3 0,257 0,150 0,078 0,015 82 4 0,268 0,015 0,145 0,035 

   0,207  0,221    0,182  1,000    0,279  0,254    0,314  0,077  

Sdec02 31 2 0,290 0,028 0,423 0,135 26 3 0,654 0,609 -0,216 0,000 72 3 0,458 0,404 0,099 0,031 82 2 0,500 0,818 -0,039 0,135 

   0,500  0,025    0,540  0,906    0,508  0,231    0,481 0,018 0,729  

Sdec07 30 17 0,800 0,135 0,084 0,031 26 14 0,577 0,000 0,368 0,165 72 20 0,806 0,019 0,104 0,046 82 18 0,610 0,000 0,316 0,031 

   0,872  0,139    0,906 0,000 0,001    0,899  0,010    0,889 0,000 0,001  

Sdec10 24 4 0,042 0,000 0,884 0,225 26 2 0,115 1,000 -0,042 0,000 69 3 0,145 1,000 -0,063 0,000 81 4 0,173 0,101 0,218 0,225 

   0,352 0,000 0,001    0,111  1,000    0,136  1,000    0,221  0,060  

Sdec14 31 2 0,194 0,403 0,155 0,026 26 3 0,308 0,218 0,117 0,025 72 4 0,208 0,657 0,027 0,003 82 3 0,244 0,728 0,043 0,026 

   0,228  0,412    0,348  0,287    0,214  0,528    0,255  0,427  

Sdec17 29 1 - - - - 26 2 0,115 1,000 -0,042 0,000 69 2 0,116 1,000 -0,054 0,000 82 2 0,220 0,587 -0,117 0,000 

   -      0,111  1,000    0,110  1,000    0,197  1,000  

Sdec20 28 11 0,750 0,394 0,145 0,059 26 12 0,846 0,715 0,018 0,000 65 15 0,708 0,000 0,151 0,065 80 14 0,900 0,952 -0,031 0,059 

   0,875  0,042    0,861  0,509    0,833 0,016 0,005    0,873  0,801  

Sdec21 31 5 0,290 0,005 0,304 0,084 26 6 0,423 0,028 0,314 0,111 72 7 0,500 0,051 0,128 0,044 82 8 0,537 0,009 0,067 0,084 

   0,415  0,013    0,613  0,015    0,573  0,055    0,575  0,203  

Sdec23 31 3 0,194 0,146 0,312 0,064 26 3 0,192 1,000 -0,059 0,000 68 3 0,147 0,000 0,455 0,095 81 3 0,173 0,000 0,455 0,064 

   0,280  0,092    0,182  1,000    0,269 0,000 0,002    0,316 0,000 0,001  

Legenda: N, número de indivíduos genotipados; Na, número de alelos observados; Ho, heterozigosidade observada; He, heterozigosidade esperada; PEHW, P-
valor do teste EHW; PD-He, P-valor do teste de déficit de Heterozigotos; FIS; coeficiente de endocruzamento; PFIS, P-valor do coeficiente de 
endocruzamento; freq nulo, frequência dos alelos nulos. Valores significativos (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni para o teste de 
EHW, déficit de heterozigotos e coeficiente de endocruzamento em cinza. Valores significativos (P > 0,05) para a presença de alelos nulos em 
negrito. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.17 – Caracterização e variabilidade genética dos 13 loci para a população 

geral de Scyllarides deceptor 

locus N Na 
Tamanho 

(pb) 

Ho PEHW FIS Freq  
Nulo 

% 
faltantes He PD-He PFIS 

Sbra06 188 3 129139 0,032 1,000 -0,010 0,000 1,05 

    0,032  1,0000   

Sbra11 189 34 141211 0,878 0,000 0,0770 0,036 0,53 

    0,952 0,000 0,0038   

Sbra13 190 8 184204 0,753 0,455 -0,038 0,000 0,00 

    0,725  0,8423   

Sdec02 190 7 131145 0,447 0,000 0,4330 0,190 0,00 

    0,788 0,000 0,0038   

Sdec03 188 11 148168 0,697 0,009 0,0620 0,025 1,05 

    0,742  0,0846   

Sdec06 190 14 191223 0,811 0,009 0,0680 0,030 0,00 

    0,869  0,0308   

Sdec07 189 18 159195 0,772 0,000 0,0480 0,020 0,53 

    0,811 0,023 0,0500   

Sdec08 190 18 158198 0,779 0,262 0,0400 0,017 0,00 

    0,811  0,1423   

Sdec14 183 25 252306 0,863 0,064 0,0190 0,008 3,68 

    0,880  0,2423   

Sdec17 178 3 335341 0,500 0,004 -0,164 0,000 6,32 

    0,430  1,0000   

Sdec20 181 9 285303 0,591 0,065 0,0060 0,001 4,74 

    0,595  0,4538   

Sdec21 189 9 219237 0,513 0,008 0,1310 0,048 0,53 

    0,590  0,0038   

Sdec23 179 6 158176 0,704 0,874 -0,034 0,000 5,79 

       0,681  0,7577     

Legenda: N, número de indivíduos genotipados; Na, número de alelos observados; tamanho (pb), 
faixa de tamanho em pares de bases dos alelos; Ho, heterozigosidade observada; He, 
heterozigosidade esperada; PEHW, P-valor do teste EHW; PD-He, P-valor do teste de déficit de 
Heterozigotos; FIS; coeficiente de endocruzamento; PFIS, P-valor do coeficiente de 
endocruzamento; freq nulo, frequência dos alelos nulos; % faltantes, porcentagem de 
indivíduos com dados faltantes. Valores significativos (P > 0,05) após correção sequencial 
de Bonferroni para o teste de EHW, déficit de heterozigotos e coeficiente de 
endocruzamento em cinza. Valores significativos (P > 0,05) para a presença de alelos nulos 
em negrito. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.18 – Caracterização e variabilidade genética dos 13 loci para cada população de Scyllarides deceptor 

locus 

RJ-ES (62) SP (56) SC (60) RSUR (12) 

N Na 
Ho PEHW FIS Freq 

Nulo 
N Na 

Ho PEHW FIS Freq 
Nulo 

N Na 
Ho PEHW FIS Freq 

Nulo 
N Na 

Ho PEHW FIS Freq 
Nulo 

He PD-He PFIS He PD-He PFIS He PD-He PFIS He PD-He PFIS 

Sbra06 62 2 0,016 1,000 0,000 0,000 55 3 0,073 1,000 -0,019 0,000 59 1 - - - - 12 2 0,083 1,000 0,000 0,000 

   0,016  1,000    0,071  1,000    -      0,083  1,000  

Sbra11 62 27 0,855 0,000 0,093 0,041 55 31 0,909 0,056 0,051 0,020 60 26 0,850 0,002 0,107 0,048 12 14 1,000 0,816 -0,078 0,000 

   0,941 0,000 0,011    0,957  0,070    0,951 0,011 0,002    0,931  1,000  

Sbra13 62 8 0,790 0,185 -0,054 0,000 56 6 0,679 0,491 0,052 0,018 60 6 0,767 0,903 -0,091 0,000 12 4 0,833 0,570 -0,122 0,000 

   0,750  0,805    0,715  0,297    0,703  0,898    0,746  0,859  

Sdec02 62 6 0,452 0,000 0,422 0,181 56 7 0,446 0,000 0,415 0,175 60 7 0,400 0,000 0,498 0,216 12 6 0,667 0,030 0,228 0,084 

   0,779 0,000 0,001    0,760 0,000 0,001    0,793 0,000 0,001    0,855  0,084  

Sdec03 62 9 0,742 0,385 -0,015 0,000 56 8 0,518 0,001 0,299 0,123 58 10 0,776 0,713 -0,022 0,000 12 6 0,917 0,428 -0,222 0,000 

   0,731  0,686    0,737 0,000 0,001    0,759  0,688    0,757  0,983  

Sdec06 62 13 0,839 0,099 0,015 0,003 56 12 0,804 0,649 0,081 0,033 60 13 0,783 0,283 0,109 0,047 12 8 0,833 0,792 0,035 0,000 

   0,852  0,409    0,874  0,080    0,878  0,023    0,862  0,495  

Sdec07 62 14 0,806 0,467 -0,021 0,000 56 12 0,857 0,978 -0,042 0,000 59 16 0,644 0,000 0,208 0,089 12 9 0,833 0,693 0,048 0,002 

   0,790  0,713    0,823  0,844    0,811 0,000 0,001    0,873  0,472  

Sdec08 62 12 0,758 0,253 0,067 0,026 56 15 0,804 0,331 0,022 0,006 60 13 0,800 0,915 0,005 0,000 12 6 0,667 0,215 0,178 0,059 

   0,812  0,173    0,822  0,417    0,804  0,538    0,804  0,199  

Sdec14 62 22 0,806 0,002 0,083 0,035 54 18 0,907 0,255 -0,030 0,000 55 19 0,909 0,759 -0,031 0,000 12 9 0,750 0,308 0,154 0,051 

   0,879 0,010 0,050    0,881  0,815    0,882  0,801    0,880  0,179  

Sdec17 57 3 0,456 0,485 -0,137 0,000 54 3 0,463 0,274 -0,131 0,000 56 3 0,571 0,310 -0,203 0,000 11 3 0,545 1,000 -0,212 0,000 

   0,402  0,956    0,410  0,947    0,476  0,984    0,455  1,000  

Sdec20 60 7 0,600 0,580 -0,054 0,000 56 8 0,607 0,765 -0,003 0,000 53 7 0,585 0,030 0,041 0,012 12 4 0,500 0,230 0,214 0,065 

   0,570  0,780    0,605  0,576    0,610  0,396    0,630  0,230  

Sdec21 62 8 0,484 0,000 0,223 0,082 56 8 0,590 0,047 0,154 0,054 60 7 0,600 0,595 -0,087 0,000 11 3 0,273 0,061 0,524 0,170 

   0,621 0,000 0,006    0,500  0,031    0,553  0,864    0,558  0,046  

Sdec23 60 6 0,750 0,412 -0,077 0,000 52 5 0,615 0,288 0,075 0,026 56 5 0,732 0,686 -0,065 0,000 11 3 0,727 0,529 -0,074 0,000 

     0,697  0,848       0,665  0,234       0,688  0,789       0,680  0,743   

Legenda: N, número de indivíduos genotipados; Na, número de alelos observados; Ho, heterozigosidade observada; He, heterozigosidade esperada; PEHW, P-
valor do teste EHW; PD-He, P-valor do teste de déficit de Heterozigotos; FIS; coeficiente de endocruzamento; PFIS, P-valor do coeficiente de 
endocruzamento; freq nulo, frequência dos alelos nulos. Valores significativos (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni para o teste de 
EHW, déficit de heterozigotos e coeficiente de endocruzamento em cinza. Valores significativos (P > 0,05) para a presença de alelos nulos em 
negrito. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.19 – Estimativas globais de FST e FST
ENA por locus e multilocus para 

Scyllarides brasiliensis 

locus FST PFST FST
ENA

 

Sbra05 -0,007 0,977 -0,007 

Sbra06 0,000 0,829 -0,001 

Sbra10 0,016 0,052 0,013 

Sbra11 -0,001 0,586 -0,001 

Sbra13 0,005 0,263 0,008 

Sdec02 -0,004 0,632 -0,001 

Sdec07 0,004 0,231 0,002 

Sdec10 0,014 0,131 0,058 

Sdec14 0,000 0,444 -0,001 

Sdec17 0,020 0,023 0,021 

Sdec20 0,010 0,014 0,009 

Sdec21 0,007 0,158 0,004 

Sdec23 -0,002 0,687 0,008 

Multilocus 0,004 0,105 0,005 

Legenda: PFST, P-valor do índice FST; FST
ENA

, índice FST estimado usando a correção de ENA. Nenhum 
valor foi significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

Tabela 1.20 – Estimativas globais FST e FST
ENA por locus e multilocus para 

Scyllarides deceptor 

locus FST PFST FST
ENA

 

Sbra06 0,009 0,111 0,008 

Sbra11 0,005 0,038 0,005 

Sbra13 0,001 0,357 0,001 

Sdec02 0,011 0,171 0,003 

Sdec03 -0,001 0,614 -0,001 

Sdec06 0,003 0,222 0,003 

Sdec07 0,000 0,512 -0,001 

Sdec08 -0,001 0,565 -0,002 

Sdec14 -0,001 0,571 -0,001 

Sdec17 -0,003 0,507 -0,001 

Sdec20 -0,003 0,671 -0,003 

Sdec21 0,009 0,139 0,010 

Sdec23 -0,005 0,785 -0,005 

Multilocus 0,001 0,302 0,001 

Legenda: PFST, P-valor do índice FST; FST
ENA

, índice FST estimado usando a correção de ENA. Nenhum 
valor foi significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 
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1.5.2.3 Análise de diferenciação genética populacional 

 

 

O teste que pondera a equivalência RST = FST indicou que o tamanho dos 

alelos não fornece informação relevante acerca da estrutura populacional para 

ambas as espécies, já que não foram observadas diferenças significativas entre os 

valores do RST antes da permutação e após a permutação do tamanho dos alelos 

(pRST) (RST = pRST; P > 0,05 após correção sequencial de Bonferroni) (Tabelas 1.21 

e 1.22). Portanto, o FST é o estimador mais adequado para diferenciação 

populacional, já que apresenta uma variância menor. 

O grau de estrutura populacional foi avaliado a partir dos índices FST e Dest par 

a par e da análise de variância molecular (AMOVA). Os resultados das análises 

sugerem que não existe uma diferenciação populacional ao logo da distribuição 

analisada para as duas espécies. Os valores globais do FST (S. brasiliensis: 0,004, P 

= 0,105; S. deceptor: 0,001, P = 0,302) e de FST par a par (S. brasiliensis: 0,001–

0,011; S. deceptor: 0–0,003) foram baixos e não significativos após a correção 

sequencial de Bonferroni (P > 0,05) (Tabelas 1.23 e 1.24). Uma tendência similar foi 

observada para o Dest global (S. brasiliensis: 0,001, P = 0,198; S. deceptor: 0,003, P 

= 0,118) e o Dest par a par (S. brasiliensis: 0–0,004; S. deceptor: 0–0,003) com 

valores próximos a zero e não significativos após a correção sequencial de 

Bonferroni (P > 0,05) (Tabelas 1.23 e 1.24). Similarmente, a AMOVA mostrou que 

cerca de 100% da variação se encontra dentro das localidades (populações) em 

todos os cenários de estruturação simulados (S. brasiliensis: FCT = 0,003–0,004, P > 

0,05; S. deceptor: FCT = 0–0,002, P > 0,05) (Tabelas 1.25 e 1.26). 
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Tabela 1.21 – Estimativas globais RST e pRST por locus e multilocus para Scyllarides 

brasiliensis 

locus RST pRST PpRST 

Sbra05 -0,008 -0,008 0,929 

Sbra06 -0,011 -0,011 0,321 

Sbra10 0,019 0,019 0,582 

Sbra11 0,021 0,021 0,050 

Sbra13 0,015 0,015 0,249 

Sdec02 0,000 0,000 0,125 

Sdec07 -0,004 -0,003 0,739 

Sdec10 0,010 0,010 0,989 

Sdec14 0,001 0,001 0,419 

Sdec17 0,021 0,021 1,000 

Sdec20 0,037 0,037 0,121 

Sdec21 -0,005 -0,005 0,548 

Sdec23 -0,005 -0,005 0,334 

Multilocus 0,012 0,012 0,064 

Legenda: pRST, valor do índice RST estimado após a permutação do tamanho dos alelos; PpRST, P-
valor do teste de permutação do tamanho dos alelos sobe o índice RST. Nenhum valor foi 
significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

Tabela 1.22 – Estimativas globais RST e pRST por locus e multilocus para Scyllarides 

deceptor 

locus RST pRST PpRST 

Sbra06 0,002 0,002 0,166 

Sbra11 0,003 0,003 0,890 

Sbra13 0,017 0,017 0,035 

Sdec02 -0,011 -0,011 0,134 

Sdec03 -0,003 -0,003 0,938 

Sdec06 0,001 0,001 0,947 

Sdec07 -0,011 -0,011 0,067 

Sdec08 -0,003 -0,003 0,996 

Sdec14 -0,009 -0,009 0,253 

Sdec17 0,002 0,002 0,339 

Sdec20 -0,002 -0,002 0,825 

Sdec21 -0,005 -0,005 0,288 

Sdec23 -0,005 -0,005 0,761 

Multilocus -0,002 -0,002 0,549 

Legenda: pRST, valor do índice RST estimado após a permutação do tamanho dos alelos; PpRST, P-
valor do teste de permutação do tamanho dos alelos sobe o índice RST. Nenhum valor foi 
significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.23 – FST (acima da diagonal) e Dest (abaixo da diagonal) nas comparações 

multilocus par a par para Scyllarides brasiliensis 

 CE RN-PE BA ES 

CE  0,011 (0,054) 0,004 (0,214) 0,001 (0,514) 

RN-PE 0,004 (0,106)  0,007 (0,096) 0,003 (0,309) 

BA 0,000 (0,442) 0,001 (0,247)  0,002 (0,328) 

ES 0,001 (0,440) 0,000 (0,593) 0,001 (0,078)  

Legenda: o P-valor se encontra entre parêntese. Siglas das localidades como na tabela 1.2. Nenhum 
valor foi significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 
 

 

Tabela 1.24 – FST (acima da diagonal) e Dest (abaixo da diagonal) nas comparações 

multilocus par a par para Scyllarides deceptor 

 RJ-ES SP SC RS-UR 

RJ-ES  0,001 (0,359) 0,002 (0,206) -0,004 (0,809) 

SP 0,000 (0,109)  0,002 (0,247) 0,003 (0,385) 

SC 0,002 (0,053) 0,001 (0,119)  0,000 (0,506) 

RS-UR 0,000 (0,550) 0,003 (0,083) 0,001 (0,237)  

Legenda: o P-valor se encontra entre parêntese. Siglas das localidades como na tabela 1.2. Nenhum 
valor foi significativo (P > 0,05) após correção sequencial de Bonferroni. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

Tabela 1.25 – Análise molecular de variância (AMOVA) para Scyllarides brasiliensis 

    Dentro das 

populações 

Entre populações, 

dentro dos grupos 
Entre grupos 

    % FST P % FSC P % FCT P 

CE RN BA ES 99,7 0,003 0,109 0,5 0,005 0,045 -0,2 -0,002 0,739 

CE RN BA ES 99,7 0,003 0,103 0,5 0,005 0,119 -0,2 -0,002 0,738 

CE RN BA ES 99,1 0,003 0,108 0,4 0,004 0,084 0,0 0,000 0,529 

CE RN BA ES 99,7 0,003 0,103 0,9 0,009 0,088 -0,6 -0,006 0,907 

CE RN BA ES 99,7 0,003 0,106 0,6 0,006 0,095 -0,3 -0,003 0,727 

CE RN BA ES 99,6 0,004 0,101 0,3 0,003 0,112 0,1 0,001 0,350 

Legenda: as populações com a mesma cor pertencem ao mesmo agrupamento. %, porcentagem da 
variação; P, P-valor. Siglas das localidades como na tabela 1.2. A localidade de RN inclui as 
amostras de PE. Valores significativos (P < 0,05) em negrito. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 1.26 – Análise molecular de variância (AMOVA) para Scyllarides deceptor 

    Dentro das 

populações 

Entre populações, 

dentro dos grupos 
Entre grupos 

    % FST P % FSC P % FCT P 

RJ SP SC RS 99,8 0,002 0,296 0,1 0,001 0,434 0,1 0,001 0,382 

RJ SP SC RS 100,0 0,000 0,302 0,2 0,002 0,183 -0,2 -0,002 0,799 

RJ SP SC RS 99,9 0,001 0,292 0,2 0,002 0,323 -0,1 -0,001 0,618 

RJ SP SC RS 99,9 0,001 0,298 0,1 0,001 0,340 0,0 0,000 0,529 

RJ SP SC RS 99,9 0,001 0,300 0,2 0,002 0,238 -0,1 -0,001 0,682 

RJ SP SC RS 99,8 0,001 0,290 0,1 0,001 0,541 0,1 0,001 0,453 

Legenda: as populações com a mesma cor pertencem ao mesmo agrupamento. %, porcentagem da 
variação; P, P-valor. Siglas das localidades como na tabela 1.2. A localidade de RJ inclui a 
amostra do ES e a localidade do RS a amostra do UR. Nenhum valor foi significativo (P > 
0,05). 

Fonte: a autora, 2014. 
 

 

Similarmente, a análise fatorial de correspondência (AFC) reforçou a ausência 

de diferenciação em ambas as espécies. A análise mostra que há uma alta 

similaridade entre os indivíduos pertencentes às diferentes localidades, já que uma 

única nuvem de pontos foi visualizada, com sobreposição da maioria dos indivíduos 

das diferentes localidades (Figura 1.12). 

Finalmente, a análise Bayesiana de agrupamentos implementada no 

programa Structure também mostrou uma homogeneidade genética para as duas 

espécies. De todas as corridas, o agrupamento K = 1 foi o que teve maior valor 

médio de Ln P(X|K). Todos os subsequentes valores K mostraram uma diminuição 

no Ln P(X|K) e uma variância maior entre as corridas independentes (Figura 1.13). 

Os gráficos de barras do coeficiente Q indicaram que a proporção do genótipo de 

cada indivíduo que pertence a cada população foi quase simétrico 

(aproximadamente   ⁄  em cada população), indicando que os indivíduos são 

amplamente misturados e pertencem a uma única população panmítica (Figura 

1.14). Já que nos gráficos de barras do coeficiente Q para os diferentes K pode se 

observar o mesmo padrão, para fins ilustrativos unicamente é mostrado o gráfico 

considerando um cenário de duas populações, K = 2. 
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Figura 1.12 – Gráficos bidimensionais da análise fatorial de correspondência para os 

indivíduos de (a) Scyllarides brasiliensis e (b) S. deceptor 

 

Legenda: (a) S. brasiliensis: amarelo para Ceará, azul para Rio Grande do Norte incluindo 
Pernambuco, branco para Bahia, cinza para Espírito Santo. Os principais eixos 1 e 2 
explicam o 2,56% e 2,29% da variação respectivamente. (b) S. deceptor: amarelo para Rio 
de Janeiro incluindo Espírito Santo, azul para São Paulo, branco para Santa Catarina, cinza 
para Rio Grande do Sul incluindo Uruguai. Os principais eixos 1 e 2 explicam o 2,74% e 
2,55% da variação respectivamente. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 1.13 – Atribuição Bayesiana dos indivíduos de (a) Scyllarides brasiliensis e 

(b) S. deceptor 

 

Legenda: os gráficos indicam a media da probabilidade posterior (Ln P(X|K)) e o desvio padrão 

(barras de erro) de 10 corridas de cada K (K = 14). Para S. brasiliensis o valor máximo do 
Ln P(X|K) = -7333,24 para K = 1. Para S. deceptor o valor máximo do Ln P(X|K) = -8063,09 
para K = 1. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 1.14 – Gráficos de barras do coeficiente Q para cada indivíduo de (a) 

Scyllarides brasiliensis e (b) S. deceptor considerando o cenário de 

estruturação de duas populações (K = 2) 

 

Legenda: siglas das localidades como na tabela 1.2. 
Fonte: a autora, 2014. 
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1.6 Discussão 

 

 

Este é o primeiro estudo desenvolvido para avaliar a diversidade, estrutura 

populacional e história demográfica da lagosta sapateira Scyllarides deceptor ao 

longo do litoral do Atlântico Sul Ocidental e, do mesmo modo, é o primeiro estudo 

que emprega marcadores microssatélites para avaliar a estrutura genética da 

espécie Scyllarides brasiliensis no litoral brasileiro. Nas duas espécies se observou 

uma alta homogeneidade genética, tanto nos marcadores mitocondriais como nos 

nucleares, ao longo da costa da América do Sul. 

 

 

1.6.1 Diversidade e diferenciação genética populacional de lagostas sapateiras no 

Atlântico Sul Ocidental 

 

 

A alta diversidade genética observada em S. brasiliensis com os marcadores 

mitocondriais (COI:   = 0,840,  = 0,004; RC:   = 0,999,  = 0,026)90 é semelhante 

àquela observada em S. deceptor (COI:   = 0,841,  = 0,005; RC:   = 0,999,  = 

0,020), e parece ser típica dos decápodes, já que resultados similares têm sido 

reportados para outras espécies de lagostas, camarões e caranguejos usando os 

mesmos marcadores mitocondriais (por exemplo: Panulirus cf. argus do caribe, COI: 

  = 0,967,  = 0,017; RC:   = 0,999,  = 0,05189; Farfantepenaeus duorarum, RC:   

= 1,000,  = 0,018168; Maja brachydactyla, COI:   = 0,5000,926,  = 

0,00240,0052169; Uca uruguayensis, COI:   = 0,984,  = 0,005170). Da mesma 

forma, as médias das diversidades genéticas em S. deceptor e S. brasiliensis para 

os 13 loci de microssatélites (S. deceptor: Ho = 0,642; He = 0,685; S. brasiliensis: Ho 

= 0,486; He = 0,554) são altas e semelhantes às reportadas para a espécie S. latus 

(Ho = 0,539; He = 0,552)99 e outras espécies de lagostas dos gêneros Panulirus e 

Palinurus (por exemplo: Panulirus cygnus: He = 0,67096; Palinurus elephas: Ho = 

0,687; He = 0,74073 e Ho = 0,620; He = 0,76974). Os altos níveis de variabilidade 

observados nas duas espécies de lagostas sapateiras poderiam ser resultado de 

tamanhos populacionais elevados171. Grandes tamanhos populacionais efetivos em 
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concomitância com altos níveis de variabilidade genética já foram observados em 

Panulirus cygnus96, Palinurus elephas74 e Homarus americanus77. 

Adicionalmente, esses altos níveis de diversidade genética sugerem que a 

exploração recente e forte destas espécies de lagostas sapateiras não teve tempo 

de produzir qualquer efeito detectável sobre a sua composição genética. Este 

padrão já foi observado em outras espécies de lagostas exploradas comercialmente 

(por exemplo, em Panulirus cygnus96), no entanto, como não existem dados sobre a 

variabilidade genética destas espécies antes do início da exploração comercial, não 

pode se descartar a possibilidade de que alguma variação genética já tenha sido 

perdida pela pesca. Os dados de variabilidade aqui apresentados, portanto, servirão 

como linha de base para acompanhar a evolução da variabilidade das populações 

ao longo do impacto pesqueiro sobre estas duas lagostas sapateiras. 

No ambiente marinho, variações ambientais e oceanográficas podem afetar a 

distribuição temporal e espacial da diversidade genética, atuando como barreiras à 

dispersão em algumas espécies57, 172. Desta forma, é fundamental que a avaliação 

das barreiras ao fluxo gênico em organismos explorados seja feita antes de definir 

estratégias de conservação74. Atualmente é reconhecido que o potencial de 

dispersão das espécies, que está ligado à duração da fase de dispersão, pode ser 

influenciado por barreiras intermitentes definidas por processos físicos como 

velocidade e direção das correntes, frentes oceânicas, giros e redemoinhos57, 60, 173. 

O impacto dessas barreiras sobre a estrutura e conectividade genética das 

populações é variável173. Dois locais adjacentes, por exemplo, raramente podem 

trocar migrantes se encontram-se localizados em lados opostos de uma frente 

oceânica ou sob a influência de correntes com sentidos opostos172, 174, e dois locais 

distantes podem estar bem conectados se entre eles existe uma forte corrente 

marinha172, 175. 

No Atlântico Sul Ocidental existem duas províncias biogeográficas com 

características físicas e biológicas próprias: (i) a província tropical do Brasil (Brazilian 

Province), que se estende desde a desembocadura do Rio Amazonas até o sul do 

estado de Santa Catarina (28  29 S); e (ii) a província temperada-quente da 

Argentina (Argentinian Province), que se estende desde Santa Catarina (28  29 S) 

até a península de Valdés na Argentina176-179 (Figura 1.15). O padrão de circulação 

superficial (acima de 100m) nessa área é complexo e mostra uma dependência dos 

ventos predominantes e da profundidade marinha180. A Corrente Sul Equatorial 
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(CSE) flui no sentido oriente-ocidente através do Atlântico até atingir a costa do 

Brasil, ponto no qual (9  15 S) se divide na Corrente Norte do Brasil (CNB), que flui 

para o norte em direção ao Equador, e na Corrente do Brasil (CB), que flui para o sul 

ao longo da costa brasileira180-182. A Corrente Sul Equatorial tem quatro principais 

ramos, o sul (CSEs), o central (CSEc), o norte (CSEn) e o equatorial (CSEe). A 

Corrente do Brasil se origina da bifurcação do ramo sul da Corrente Sul Equatorial 

(CSEs), tem diversos redemoinhos associados, e flui, contornando o continente sul-

americano até a região de Convergência Subtropical, localizada entre 3338 S, 

onde forma a confluência com a Corrente das Malvinas e se afasta da costa dividida 

em dois ramos: o primeiro voltado mais para o norte formando o frente de 

recirculação da Corrente do Brasil (FCB), e o segundo continua ao sul até cerca dos 

45 S onde se afasta da costa tornando-se a Corrente do Atlântico Sul, a qual está 

associada ao Giro Subtropical do Atlântico Sul180-182 (Figura 1.15).  

A Convergência Subtropical é uma região com fortes gradientes térmicos e 

oscilações sazonais na latitude da confluência181, 183. A região da plataforma 

continental sudeste do Brasil, delimitada ao norte por Cabo Frio (23 S), no Rio de 

Janeiro, e ao sul pelo Cabo de Santa Marta (2829 S), em Santa Catarina, esta 

dominada por três massas de água: (i) Água Costeira (AC) que decorre da mistura 

entre águas costeiras de origem continental e as águas de plataforma; (ii) Água 

Tropical (AT) que é formada devido à intensa radiação e ao excesso de evaporação 

em relação à precipitação, flui para o sul na camada superficial (acima de 200 m) da 

Corrente do Brasil; e (iii) Água Central do Atlântico Sul (ACAS) que é formada na 

zona de confluência da Corrente do Brasil com a Corrente das Malvinas, e é 

transportada para o sul pela Corrente do Brasil entre 200 e 500 m de 

profundidade180, 182, 184. A interação e mistura incompleta entre as diferentes massas 

de água produzem redemoinhos e frentes de ressurgência oceanográficas, que são 

regiões que apresentam uma grande abundância biológica devido à alta 

produtividade local. Dois fenômenos sazonais de ressurgência costeira podem ser 

observados na costa Brasileira: o primeiro na região de Cabo Frio (CF) e o segundo 

no Cabo de Santa Marta (SC). A ressurgência do Cabo de Santa Marta ocorre na 

época de primavera e verão, quando os ventos do nordeste facilitam que a ACAS 

alcance a plataforma continental184, e marca o limite entre as duas províncias 

biogeográficas do Atlântico Sul Ocidental (Figura 1.15).  
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Figura 1.15 – Representação esquemática do padrão de circulação superficial e 

províncias biogeográficas no Atlântico Sul Ocidental 

 

Legenda: são indicadas as principais correntes superficiais: a Corrente Norte do Brasil (CNB); a 
Subcorrente Equatorial (SE); a Corrente Sul Equatorial (CSE) com o ramo norte (CSEn), 
equatorial (CSEe), central (CSEc) e sul (CSEs); a Corrente do Brasil (CB); a Frente da 
Corrente do Brasil (FCB); a Corrente das Malvinas (CM); a Corrente do Atlântico Sul (CAS) 
e o Giro Subtropical do Atlântico Sul

180, 181
. As áreas realçadas mostram as duas províncias 

biogeográficas do Atlântico Sul Ocidental, a província tropical do Brasil (azul claro) e a 
província temperada-quente da Argentina (azul escuro)

178, 179
. Os pontos indicam as 

localidades amostradas para Scyllarides brasiliensis (vermelho) e S. deceptor (azul). 
Fonte: a autora, 2014. 

 

A estrutura populacional das espécies marinhas que habitam na província 

tropical do Brasil, como a lagosta sapateira Scyllarides brasiliensis, poderia ser 

afetada pela intensidade e bifurcação da Corrente Sul Equatorial, que atuaria como 

barreira ao fluxo gênico entre populações localizadas em lados opostos da 

bifurcação. Heterogeneidade genética entre populações ao norte e sul da bifurcação 

dessa corrente já foi observada em várias espécies de peixes e invertebrados (por 

exemplo, em Micropogonias furnieri185, Holacanthus ciliaris186, Macrodon 

ancylodon187 e Farfantepenaeus sp188). Os resultados das análises dos 
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microssatélites para S. brasiliensis não revelaram qualquer estrutura genética 

significativa ao longo de  2.700 km da costa da América do Sul. Assim, estes 

resultados indicam que a bifurcação da Corrente Sul Equatorial pode ter efeitos 

diversos sobre a estrutura populacional das espécies, não representando uma 

barreira para o fluxo gênico entre as localidades para S. brasiliensis. Ausência de 

diferenciação entre localidades para essa espécie também foi observada em 

estudos prévios com marcadores mitocondriais90. Em diversas espécies de peixes e 

invertebrados com fases larvais planctônicas, altos níveis de homogeneidade entre 

populações localizadas em lados opostos da bifurcação da Corrente Sul Equatorial 

também têm sido reportados. Por exemplo: nos peixes Lutjanus purpureus189, 

Scomberomorus cavalla190 e Ocyurus chrysurus191; e nos crustáceos 

Farfantepenaeus brasiliensis188, Litopenaeus schmitti188, 192, Ucides cordatus193, 

Cardisoma guanhumi194 e Uca rapax195. 

A estrutura populacional das espécies que habitam entre o sul da província 

tropical do Brasil e o norte da província temperada-quente da Argentina, como a 

lagosta Scyllarides deceptor, poderia estar sob a influência dos fenômenos sazonais 

de ressurgência costeira, que atuariam como barreira à dispersão entre locais em 

lados opostos das frentes. Para algumas espécies, por exemplo, diferenciação 

genética tem sido observada entre populações ao norte e sul de Cabo Frio (por 

exemplo, em Litopenaeus schmitti192), entre populações do Sudeste e Sul do Brasil 

(por exemplo, em Farfantepenaeus paulensis188) e inclusive entre populações ao 

norte e sul do Cabo de Santa Marta (por exemplo, em Macrodon ancylodon187, 196). 

Diferenciação populacional, baseada em dados sobre biologia reprodutiva, também 

tem sido observada ao norte e sul do Cabo de Santa Marta (por exemplo, em 

Merluccius hubbsi197 e Engraulis anchoita198). Os resultados obtidos das análises 

dos marcadores mitocondriais e microssatélites para S. deceptor não revelaram 

nenhuma estrutura genética significativa ao longo de  2.800 km da costa da 

América do Sul. Similarmente, homogeneidade genética já foi observada em outras 

espécies na mesma área (por exemplo, em Cynoscion guatucupa199 e Uca 

urugayensis170) indicando que as frentes de ressurgência que existem nessa área 

não parecem representar uma barreira ao fluxo gênico para algumas espécies. 

Em espécies marinhas com grandes tamanhos populacionais e altos níveis de 

fluxo gênico, os sinais de estruturação genética são relativamente fracos, pelo que a 

detecção de unidades de manejo (estoques pesqueiros) é difícil200. É importante 
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considerar a hipótese de que a homogeneidade genética observada nas duas 

espécies de lagostas sapateiras possa ter sido resultado de erro de amostragem. O 

erro de amostragem é uma função do número de indivíduos amostrados (erro 

intralocus) e do número de loci analisados (erro interlocus)200. Nesta tese, para 

aumentar a confiabilidade e precisão dos resultados, minimizando as possíveis 

fontes de erro amostral, um número grande de indivíduos foi analisado por 

localidade (baixo erro intralocus), e 13 loci microssatélites independentes e dois 

marcadores mitocondriais foram empregados (baixo erro interlocus). Adicionalmente, 

os resultados foram concordantes em todos os marcadores, em todas as 

abordagens analíticas efetuadas, de modo que é pouco provável que a 

homogeneidade genética observada seja resultado de erro amostral. 

A ausência de diferenciação populacional observada ao longo do Atlântico Sul 

Ocidental nas duas espécies de lagostas sapateiras pode ser então explicada pelas 

características biológicas que determinam o potencial de dispersão destas espécies. 

Homogeneidade genética é geralmente esperada em espécies marinhas com alta 

fecundidade e fases larvais planctônicas de vida longa57, 60, pois essas 

características biológicas produzem maiores oportunidades para a dispersão37. As 

fêmeas adultas de Scyllarides deceptor podem desovar até  190.000 ovos22, e em 

algumas espécies de Scyllarides a larva filosoma pode viver no plâncton até 10 

meses18. Adicionalmente, a habilidade de migração vertical na coluna d’água das 

larvas das espécies de Scyllarides, pode facilitar a dispersão mediante o 

aproveitamento de correntes oceanográficas favoráveis99, 201, 202. Ausência de 

diferenciação foi reportada recentemente na lagosta sapateira Scyllarides latus ao 

longo de cerca 3.300 km da costa norte do Atlântico Oriental e da costa ocidental do 

Mar Mediterrâneo99. Do mesmo modo, homogeneidade genética também tem sido 

observada em outras lagostas do Atlântico Sul Ocidental (por exemplo, em Panulirus 

cf. argus do Caribe e Panulirus cf. argus do Brasil87), assim como em lagostas 

distribuídas em outras áreas (por exemplo, em Panulirus japonicus no Pacífico Norte 

Ocidental68, Panulirus inflatus no Pacífico Norte Oriental69, Palinurus gilchristi no 

Oceano Indico Sul Ocidental70, Panulirus cygnus no Oceano Indico Sul Oriental95, 96). 

Outros exemplos podem ser observados na literatura (Tabela 1.1 pág. 38). Na 

maioria dos casos, a longa duração da fase larval destas espécies foi considerada 

como o principal fator para explicar a similaridade entre localidades e, a 

homogeneização populacional pode ser parcialmente explicada pela mistura larval 
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que pode acontecer durante esta longa fase produzida pelos fenômenos climáticos e 

processos oceanográficos que variam sazonalmente e anualmente69, 70, 98, 99. A 

intensificação de processos de mesoescala associados com o fenômeno El Niño, 

por exemplo, parecem promover o transporte larval e, por conseguinte, a 

conectividade entre populações de lagostas do Atlântico Tropical66. Assim, embora o 

desenvolvimento biológico e o padrão de dispersão larval para muitas espécies de 

lagostas, incluindo S. brasiliensis e S. deceptor, permaneçam pouco compreendidos, 

os processos oceanográficos acoplados ao longo período larval, parecem ser 

importantes para garantir a dispersão e mistura larval na maioria das espécies de 

lagostas. 

A homogeneidade observada em Scyllarides brasiliensis e S. deceptor, 

sugere que as populações ao longo da costa do Atlântico Sul Ocidental, para cada 

uma das espécies, poderiam ser tratadas como uma única unidade de conservação 

(um único estoque). Não obstante, a possibilidade de que estas espécies 

apresentem tamanhos populacionais elevados, dado os altos níveis de variabilidade 

observados, torna o processo de diferenciação populacional extremamente lento e, 

portanto, restrições recentes ao fluxo gênico não podem ser descartadas200. Como 

alguns migrantes por geração são suficientes para garantir uma homogeneidade 

genética, porém nem sempre são suficientes para garantir a recuperação de 

populações quase dizimadas200, é importante que regulamentos locais específicos 

sejam implementados em locais onde seja detectada uma diminuição na abundancia 

relativa para assim garantir a recuperação das populações através do recrutamento 

larval99. Os resultados da presente tese fornecem uma base genética para futuras 

estratégias de manejo e conservação com fins de garantir a sustentabilidade em 

longo prazo de Scyllarides brasiliensis e S. deceptor. 

 

 

1.6.2 História demográfica de Scyllarides deceptor 

 

 

Atualmente reconhece-se que as flutuações climáticas dos ciclos glaciais-

interglaciais do Pleistoceno ( 2,6 milhões até 10000 anos atrás203) tiveram grandes 

impactos sobre a história demográfica e distribuição atual de diversas espécies 

marinhas90, 199, 204-206. O avanço e recuo das camadas de gelo durante esses ciclos 
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produziram mudanças não só no nível do mar, senão também causaram alterações 

na temperatura, na salinidade, no padrão de correntes oceanográficas, nos 

fenômenos de ressurgência e até produziram modificações nos ambientes marinhos, 

em especial nas regiões costeiras207-209. Na América do Sul, por exemplo, durante as 

glaciações houve um descenso no nível do mar de até 100140 m209, e as águas 

frias da corrente da Malvinas movimentaram-se em direção ao norte, mudando a 

Convergência Subtropical dos 38 S para os 20 S210. Durante os últimos 500 mil 

anos (Pleistoceno Médio-Tardio), as principais glaciações que marcaram a história 

biogeográfica marinha foram: Marine Isotope Stage 12 ou MIS12 ( 470420.000 

anos atrás), MIS10 ( 360330.000 anos atrás), MIS8 ( 300240.000 anos atrás), 

MIS6 ( 190130.000 anos atrás), MIS4 ( 7060.000 anos atrás), e MIS2 ( 

2414.000 anos atrás), sendo que esta última glaciação se refere ao episódio 

conhecido como o último máximo glacial (LGM  Last Glacial Maximum) 167, 211 

(Figura 1.16). 

As redes haplotípicas em formato de estrela obtidas para Scyllarides deceptor 

(Figura 1.9) sugerem que durante a história recente desta lagosta sapateira ocorreu 

uma expansão populacional, onde o haplótipo comum, e mais disperso, é o 

ancestral do qual possivelmente derivaram recentemente, por mutações pontuais, os 

demais haplótipos212. As análises de inferência demográfica corroboram este 

resultado, e a análise Bayesiana (BSP), a partir dos dados da região controle, 

sugere que S. deceptor tem experimentado não um senão dois eventos de expansão 

populacional ao longo da sua história demográfica (Figura 1.11). Dependendo da 

taxa de mutação usada para a datação, o inicio do evento de expansão mais antigo 

pode ter ocorrido aproximadamente há 410.000, 230.000 ou 180.000 anos atrás, 

sendo estas datações relacionadas aos episódios interglaciais MIS11 e MIS5 do 

Pleistoceno Médio167, 211. Após esse evento antigo de expansão demográfica, a 

população experimentou um longo período de tamanho populacional relativamente 

constante até experimentar o evento de expansão mais recente que, segundo os 

BSPs, inicio há ~ 120.000, 75.000 ou 50.000 anos atrás, datações relacionadas aos 

episódios interglaciais MIS3 e MIS1 do Pleistoceno Tardio167, 211. As datações 

obtidas deste evento de expansão mais recente, a partir das análises de distribuição 

das diferenças, sugerem que o evento começou entre ~ 65.000, 37.000 ou 30.000 

anos atrás, durante o episodio interglacial MIS3 do Pleistoceno Tardio167, 211. Cabe 
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ressaltar que, embora estas datações a principio pareçam discordar das obtidas 

através dos BSPs, pode-se observar que elas encontrassem enquadradas dentro do 

período de tempo no qual a população experimentou a expansão populacional 

(Figura 1.11).  

 

Figura 1.16 – Marine Isotope Stages nos últimos 700 milhões de anos 

 

Legenda: Estratigrafía climática nos últimos 700 milhões de anos definida apartir do estudo dos 

isótopos de oxigênio dos sedimentos dos fundos dos oceanos. O 
18

O (relação entre o 
isótopo 

18
O e 

16
O) é o indicador do volume de gelo global. Valores baixos indicam volumes 

de gelo pequenos, e portanto, condições ambientais quentes. Valores altos indicam grandes 
camadas de gelo, e portanto, baixas temperaturas. 

Fonte: adaptada de Cohen e Gibbard
167

, 2011. 

 

As mais recentes glaciações (MIS2, 4, 6, 8 e 10) parecem ter tido pouco 

impacto sobre o tamanho populacional, já que a população mostrou um crescimento 

quase constante ou um crescimento exponencial contínuo durante estes episódios 

(Figura 1.11). Adicionalmente, dada a longa história populacional, o tempo de 

coalescência pré-LGM indica que a população de S. deceptor não foi afetada pelo 

LGM, período no qual as camadas de gelo alcançaram sua máxima extensão208. 
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Esta tendência também tem sido observada em algumas espécies de Molusca, 

Arthropoda, Echinodermata e Chordata90, 213-215. 

A reconstrução Bayesiana da história demográfica baseada na região controle 

ainda sugere que entre os dois eventos de expansão, o evento de expansão mais 

recente teve um efeito maior no tamanho da população, produzindo um crescimento 

populacional mais acentuado (Figura 1.11). Assinaturas de dois eventos de 

expansão populacional já foram observadas em outra lagosta sapateira congenérica 

do Atlântico Sul Ocidental com o mesmo marcador, Scyllarides brasiliensis90, assim 

como também já foram detectados eventos de expansão pós-glaciações, com 

diferentes marcadores, em outras espécies de lagostas das famílias Palinuridae (por 

exemplo, Palinurus delagoae72, P. gilchristi70, P. elephas62, 73, Panulirus cf. argus do 

Caribe87, 89, P. cf. argus do Brasil87, P. inflatus69), e Nephropidae (por exemplo, 

Nephrops norvegicus81).  

A homogeneidade genética observada, e a similaridade entre o tempo 

estimado para os eventos de expansão demográfica e espacial (Figura 1.10 e 

Tabela 1.11) sugerem que a expansão demográfica pode ter acontecido 

simultaneamente ao longo da distribuição, e assim esteve associada com a 

expansão geográfica (espacial). Padrões demográficos de expansões populacionais 

associadas a expansões espaciais já foram observados, por exemplo, na lagosta 

Scyllarides brasiliensis90, no gastrópode Concholepas concholepas213, e no peixe 

Larimichthys polyactis216. Adicionalmente, ausência de estrutura populacional 

acoplada com expansões recentes também tem sido observada em diversos 

crustáceos marinhos69, 90, 129, 168. A relação entre os eventos de expansão e os 

episódios interglaciais do Pleistoceno Médio-Tardio permite levantar a hipótese que 

S. deceptor, assim como as outras espécies de lagostas nas quais foram 

observados eventos de expansão pós-glaciações90, 217, são capazes de aumentar 

sua distribuição e tamanho populacional durante períodos de clima adequados 

(hipótese conhecida como habitat tracking206). Durante os episódios interglaciais, o 

derretimento das geleiras e subsequentes inundações das regiões costeiras permitiu 

que novos habitats fossem disponibilizados217 e, é possível que o alto potencial de 

dispersão das larvas destas espécies auxilie na colonização e preservação dos altos 

níveis de diversidade durante os eventos de expansão218. Devido à incerteza nas 

taxas de mutação e a erros prévios na implementação da formula de Rogers e 

Harpending (     ⁄ ) em alguns estudos219, fica difícil a comparação das datas dos 
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eventos demográficos mais recentes entre as diferentes espécies de lagostas. Não 

obstante, ao comparar o parâmetro tau (  idade do evento de expansão em 

unidades mutacionais), para cada marcador separadamente, é possível observar 

que, em termos gerais, os valores de   reportados para as espécies distribuídas nas 

regiões temperadas-quentes (por exemplo: Scyllarides deceptor, Palinurus elephas, 

P. delagoae e P. gilchristi) são menores em relação aos valores de   reportados para 

as espécies distribuídas nas regiões tropicais (por exemplo: Scyllarides brasiliensis, 

Panulirus cf. argus do Caribe, Panulirus cf. argus do Brasil e P. inflatus) (Tabela 1.27 

e Figura 1.17). Portanto, poder-se-ia inferir que a história demográfica das espécies 

que habitam em águas temperadas-quentes pode ter sido marcada por eventos de 

expansão demográfica pós-glaciações mais recentes do que a história demográfica 

das espécies que habitam em águas tropicais. Não obstante, devido a que os 

fenômenos que moldam a história demográfica e, portanto, a estrutura genética e 

das espécies são complexos, estudos de filogeografia e demografia comparada mais 

aprofundados são necessários para esclarecer como os ciclos glaciais-interglaciais 

do Pleistoceno influenciaram a história demográfica das espécies. 
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Tabela 1.27 – Valores de   (tau) para as espécies de lagostas das famílias 

Scyllaridae e Palinuridae 

Espécie Distribuição M   Ref. 

Regiões temperadas-quentes    

Scyllarides deceptor Atlântico Sul Ocidental, COI 1,082 1 

 Rio de Janeiro-Norte Argentina    

Palinurus elephas Atlântico Norte Oriental, Mar 

Mediterrâneo 

COI 0,807 2 

     

Scyllarides deceptor Atlântico Sul Ocidental, RC 5,279 1 

 Rio de Janeiro-Norte Argentina    

Palinurus delagoae África do Sul, costa oriental RC 2,994,20 3 

Palinurus elephas Atlântico Norte Oriental RC 4,880 4 

 Mar Mediterrâneo RC 6,015  

Palinurus gilchristi África do Sul, costa sul RC 1,700 5 

     

Regiões tropicais     

Scyllarides brasiliensis Atlântico Sul Ocidental, COI 2,178 6 

 Maranhão-Santa Catarina    

Panulirus cf. argus do Caribe Mar Caribe, Linhagem 1 COI 3,047 7 

 Mar Caribe, Linhagem 2 COI 4,400  

 Mar Caribe, Linhagem A COI 3,310 8 

 Mar Caribe, Linhagem B COI 2,020  

Panulirus cf. argus do Brasil Atlântico Sul Ocidental COI 2,580 8 

     

Scyllarides brasiliensis Atlântico Sul Ocidental, RC 20,084 6 

 Maranhão-Santa Catarina    

Panulirus cf. argus do Caribe Mar Caribe, Linhagem A RC 9,68 8 

 Mar Caribe, Linhagem B RC 7,60  

Panulirus cf. argus do Brasil Atlântico Sul Ocidental, 

Linhagem A 

RC 7,24 8 

 Atlântico Sul Ocidental, 

Linhagem A 

RC 10,59  

Panulirus inflatus Costa Pacífica do México RC 8,36711,166 9 

Legenda: M, marcador; Ref. Referências: (1) Esta tese; (2) Palero et al.
62

, 2008; (3) Gopal et al.
72

, 
2006; (4) Babbucci et al.

73
, 2010; (5) Tolley et al.

70
, 2005; (6) Rodríguez-Rey et al.

90
, 2013; 

(7) Naro-Maciel et al.
89

, 2011; (8) Tourinho
87

, 2013; (9) García-Rodríguez e Perez-
Enriquez

69
, 2008. 

 



95 
 

Figura 1.17 – Regiões oceânicas 

 

Legenda: espécies de lagostas distribuídas nas regiões tropicais: P. i, Panulirus inflatus; P. a c, Panulirus cf. argus do Caribe; P. a. b, Panulirus cf. argus do 
Brasil; S. b, Scyllarides brasiliensis. Espécies de lagostas distribuídas principalmente nas regiões temperadas-quentes: P. e, Palinurus elephas; P. 
d, Palinurus delagoae; P. g, Palinurus gilchristi; S. d, Scyllarides deceptor. Para uma distribuição detalhada das espécies ver a Tabela 1.27.  

Fonte: imagem tomada de Briggs e Bowen
178

, 2012. 
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1.7 Conclusões 

 

Os resultados obtidos com os diferentes marcadores (mitocondriais e 

microssatélites) permitem concluir que Scyllarides brasiliensis e S. deceptor 

apresentam altos níveis de variação genética distribuídos homogeneamente ao 

longo da costa do Atlântico Sul Ocidental. A ausência de estruturação nestas duas 

espécies de lagostas sapateiras pode ser resultado da alta fecundidade e do alto 

potencial de dispersão das suas larvas planctônicas, características biológicas que 

promovem a conectividade entre localidades geograficamente distantes. 

Adicionalmente, os dados sugerem que a história demográfica de Scyllarides 

deceptor tem sido marcada por eventos de expansão populacionais e geográficos 

relacionados às condições ambientais favoráveis dos episódios interglaciais do 

Pleistoceno Médio-Tardio. 

A homogeneidade observada tem importantes implicações para conservação 

destas lagostas, pois as populações ao longo da costa da América, para cada uma 

das espécies, poderiam ser tratadas como uma única unidade de conservação (um 

único estoque) para fins de manejo pesqueiro. Não obstante, regulamentos locais 

específicos devem ser implementados em locais onde seja detectada uma 

diminuição na abundancia relativa para garantir a recuperação das populações 

através do recrutamento larval. Finalmente, os marcadores microssatélites 

desenvolvidos nesta tese podem ser úteis para estudos genéticos em outras 

lagostas sapateiras congenéricas, uma vez que apresentam altos níveis de variação, 

favoráveis para análises populacionais. 
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2 NUMTS E HETEROPLASMIA EM LAGOSTAS SAPATEIRAS DO GÊNERO 

SCYLLARIDES 

 

 

2.1 Considerações iniciais 

 

 

 O DNA mitocondrial (mtDNA) tem sido usado com sucesso para estudos de 

modelagem molecular, genética de populações, filogeografia e filogenia45. Apesar 

das inúmeras características apresentadas na seção 1.2 do capítulo I, que tornam o 

mtDNA vantajoso quando comparado com genes nucleares, o mtDNA também tem 

suas desvantagens, e diversos estudos mostram que a correta amplificação e 

identificação das sequências dos marcadores mitocondriais podem ser prejudicadas 

por fenômenos de heteroplasmia, inserções de regiões mitocondriais no DNA 

nuclear (NuMts  Nuclear Mitochondrial DNA sequence), duplicação gênica dentro 

do genoma mitocondrial ou infecções bacterianas que influenciam a variação do 

mtDNA220-224. Em estudos moleculares relacionados à evolução de espécies e 

populações, a ortologia dos caracteres (estados derivados de um ancestral comum 

pela divergência evolutiva) é fundamental225. Se o pressuposto de ortologia é 

violado, isto é, se sequências parálogas (estados derivados de um ancestral comum 

pela duplicação) são tratadas inconscientemente como ortólogas, é provável que 

sejam feitas inferências incorretas226. A presença de cópias heteroplásmicas e 

NuMts tem profundos efeitos nas análises, já que podem, por exemplo: (i) 

superestimar ou subestimar o número de espécies, incluindo identificações 

taxonômicas erradas226; (ii) levar a inferências filogenéticas erradas220; e (iii) 

inflacionar a riqueza haplotípica e o nível de diferenciação inferido, subestimando o 

fluxo gênico entre populações227, 228. 

Apesar das graves implicações que podem causar em estudos filogenéticos 

ou de genética de populações, problemas de heteroplasmia e NuMts são 

inadequadamente tratados e geralmente ignorados 221, 226. Isto é devido à dificuldade 

e grande quantidade de tempo despendido na verificação da verdadeira natureza da 

variação do DNA mitocondrial221. Heteroplasmia e NuMts são fenômenos 

amplamente dispersos e têm sido reportados em muitos clados de eucariotas222, 224, 
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229, 230. Não obstante, estes fenômenos ainda foram pouco explorados na maioria 

das espécies marinhas de importância comercial. 

Adicionalmente, devido ao limitado conhecimento que se tem sobre a 

arquitetura, conteúdo e arranjo do genoma mitocondrial na maioria das espécies 

não-modelo, inferências erradas sobre processos evolutivos podem ser feitas 

quando sítios aparentemente heteroplásmicos são observados, que na realidade são 

devidos à presença de duplicações gênicas dentro do genoma mitocondrial231. 

Duplicações gênicas têm sido reportadas em inúmeros clados de eucariotas231-235, 

porém, até hoje, só 125 espécies de crustáceos têm seu genoma mitocondrial 

caracterizado. 

A fim de estudar o efeito desses fenômenos quando são feitas inferências 

sobre as relações filogenéticas no nível de gênero, este capítulo tem como objetivo 

principal identificar e caracterizar os possíveis NuMts e sequências heteroplásmicas 

de três regiões mitocondriais amplamente empregadas em estudos filogenéticos, 

filogeográficos e de genética de populações (os genes da subunidade maior 

ribossomal  16S, da citocromo oxidase I  COI, e da região controle  RC), em 

quatro espécies de lagostas sapateiras do gênero Scyllarides (S. aequinoctialis, S. 

brasiliensis, S. deceptor e S. delfosi). 

 

 

2.2 Revisão da literatura 

 

 

2.2.1 Heteroplasmia 

 

 

Em animais, o DNA mitocondrial é herdado, a maioria das vezes, 

uniparentalmente através da linha germinativa materna pelo que, geralmente 

assume-se que os indivíduos possuem um único haplótipo de mtDNA, condição 

denominada homoplasmia223. O fenômeno de heteroplasmia é então caracterizado 

pela presença, em um mesmo indivíduo, de mais de um genoma de DNA 

mitocondrial223, 236. Acreditava-se que a heteroplasmia estava relacionada a doenças 

mitocondriais237 e ao envelhecimento238, porém, estudos recentes têm demonstrado 

que estados heteroplásmicos também podem estar presentes em indivíduos 
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saudáveis239, 240, sendo a regra, por exemplo, em mexilhões241. A heteroplasmia 

pode decorrer devido a: (i) mutações pontuais, deleções/inserções ou duplicações 

em uma ou várias mitocôndrias223, 236; (ii) incorporação do DNA mitocondrial paterno 

no citoplasma dos óvulos durante a fertilização (vazamento paterno)223, 241 e (iii) 

recombinação intra e/ou intermolecular223, 239. 

Mutações podem ser produzidas por erros na replicação, reparação defeituosa 

e ineficiente, ou reação do mtDNA com espécies reativas do metabolismo do 

oxigênio236. Dependendo do tipo de mutação, pode ser gerada heteroplasmia de 

sítio (mutações pontuais) ou heteroplasmia de comprimento (deleções/inserções ou 

duplicações, especialmente de regiões repetitivas em tandem)242 (Figura 2.1). 

Eventos de heteroplasmia por mutações têm sido amplamente reportados em 

inúmeros organismos como moscas das frutas243, abelhas230, gafanhotos244, 

pássaros242, cetáceos245, sapos246, lagartos247, peixes248, 249, e em lagostas do 

gênero Homarus222. 

Um estado de heteroplasmia também pode ser alcançado se há incorporação 

do DNA mitocondrial paterno no citoplasma dos óvulos durante a fertilização. Neste 

caso, o estado heteroplásmico é alcançado não via mutação, mas pela coexistência 

de mitocôndrias de duas linhagens ancestrais223. O denominado “vazamento 

paterno” também pode produzir rearranjos, pois os mtDNAs transmitidos pelas 

fêmeas e machos podem sofrer recombinação pela fusão das mitocôndrias250, 251. 

Embora o vazamento de DNA paterno seja um evento de baixa frequência e 

passageiro, nos últimos anos o vazamento paterno interespecífico tem sido revelado 

em mexilhões241, 252, moscas das frutas253 e salmões254; assim como o vazamento 

paterno intraespecífico em mexilhões241, moscas das frutas253 e abelhas255. 
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Figura 2.1  Exemplos de heteroplasmia 

 
Legenda: (a) heteroplasmia de sítio na posição denotada por um R (A/G) ressaltado; (b) 

heteroplasmia de comprimento, o asterisco marca o inicio da heteroplasmia de 
comprimento, com picos menores sob os picos maiores. Uma das sequências tem uma 
inserção/deleção (indel) tornando-a pelo menos 1 pb mais ou menos comprida do que a 
outra sequência, resultando em picos duplos no eletroferograma ao longo do comprimento 
da sequência após o evento de indel.  

Fonte: adaptada de Vollmer e colaboradores
245

, 2011. 

 

A geração de heteroplasmia via recombinação tem sido amplamente 

documentada em plantas (para exemplos ver: Kmiec e colaboradores236, 2006), nas 

quais, geralmente, os eventos de recombinação acontecem através de sequências 

curtas repetitivas que podem produzir deleções de regiões mitocondriais236. Em 

contraste, heteroplasmia devido à recombinação em animais tem sido pouco 

reportada. Até o final da década de 90, geralmente assumia-se que o mtDNA em 

animais não sofria recombinação251. Porém, estudos recentes têm sugerido que 

alguns rearranjos mitocondriais encontrados em algumas espécies podem ser 

resultado de recombinação intra e/ou intermolecular223, 239, 251, 256.  

Atualmente, é claro que a heteroplasmia do mtDNA é um fenômeno 

amplamente disperso em animais223. O tipo de heteroplasmia que se encontra mais 

amplamente espalhado é aquele causado por mutações pontuais ou 

deleções/inserções. Dependendo de onde as mutações no genoma mitocondrial 
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surgem, a heteroplasmia pode tanto persistir, tornando-se fixa, ou pode ser perdida 

devido à deriva gênica e/ou seleção. Se a heteroplasmia é persistente, a 

recombinação entre moléculas heterólogas de mtDNA pode ocorrer223.  

A heteroplasmia pode criar ambiguidades nas árvores filogenéticas e redes 

haplotípicas e, quando inferências evolutivas são feitas ignorando a possibilidade de 

que recombinação e vazamento paterno existem, uma imagem errada dos eventos 

de coalescência pode ser gerada e, consequentemente, as estimativas derivadas da 

coalescência podem ser inexatas ou artificiais223, 257. Assim, inferências do tempo de 

divergência podem ser subestimadas, especialmente quando este é recente, e 

também pode acontecer uma superestimativa do número de mutações e, portanto, 

sinais de expansões populacionais podem ser artificiais257-259. Por outro lado, se a 

heteroplasmia é estável, ela pode prover informação adicional útil para a definição 

de haplótipos e resolução de relações entre indivíduos no nível populacional223. 

A forte segregação em tecidos dos diferentes tipos de genomas mitocondriais 

presentes em indivíduos heteroplásmicos pode ter sérias implicações nos estudos 

de identificação de espécies e valoração da biodiversidade, gerando vieses 

importantes nas análises baseadas em apenas uma região mitocondrial (como as 

realizadas nos estudos de DNA barcoding)230, 260. A proporção de tipos diferentes de 

mtDNA em um tecido pode ser variável, mas usualmente um mitotipo é prevalente, 

enquanto que os outros tipos alternativos encontrassem em proporções menores236. 

No entanto, a distribuição dos mitotipos geralmente não é uniforme, variando entre 

os diferentes tecidos261. Assim, embora o mecanismo que causa a distribuição dos 

diferentes tipos de mtDNA seja complexo e incerto262, parece que existe uma 

segregação consistente, que indica que alguns mitotipos podem ter vantagens 

seletivas em alguns tecidos e desvantagens em outros263. Consequentemente, a 

proporção de tipos mitocondriais em determinado tecido pode variar amplamente 

através do ciclo de vida do indivíduo262, 263. Esta segregação em tecidos pode ser um 

problema particular em relação ao descobrimento de espécies crípticas por estudos 

moleculares230. Por exemplo, em abelhas do gênero Hylaeus, o nível de 

polimorfismo heteroplásmico se sobrepõe com o nível de divergência interespecífica 

e, sem uma análise taxonômica integrativa, isto pode levar a uma incorreta 

“identificação” de espécies crípticas230, 260. 
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2.2.2 Inserções de regiões mitocondriais no DNA nuclear – NuMts 

 

 

Cópias de regiões mitocondriais dentro do genoma nuclear (NuMts  Nuclear 

Mitochondrial DNA sequence) são encontradas em todos os organismos e, 

usualmente, são integradas em regiões intergênicas e íntrons264. A translocação de 

uma cópia funcional de um gene mitocondrial ao genoma nuclear geralmente resulta 

em uma cópia não funcional, devido principalmente às diferenças nos códigos 

genéticos da mitocôndria e do núcleo em animais, e podem ser denominadas de 

pseudogenes mitocondriais nucleares (ou pseudogenes mitocondriais)264.  

Em 2001, ao redor de 82 eucariotos diferentes apresentavam relatos de NuMts 

(ver Bensasson e colaboradores224, 2001). E desde então, NuMts têm sido 

reportados em inúmeros táxons, por exemplo: poríferos265, cnidários266, 

crustáceos229, 267, insetos227, 268, mamíferos269, aves270; e peixes271 entre outros. 

Recentemente, foi demonstrado que a transferência do material genético da 

mitocôndria ao núcleo e sua integração ao genoma nuclear (nDNA) é um processo 

continuo e dinâmico, mas os mecanismos ainda são pouco compreendidos264. A 

fuga de material genético da mitocôndria em direção ao núcleo ocorre, portanto, bem 

mais frequentemente do que se acreditava272, e existem quatro possíveis vias de 

transmissão: (i) autofagia das mitocôndrias (anormais ou normais) pelos vacúolos 

celulares (mitofagia), levando à liberação do mtDNA no citoplasma273; (ii) lise dos 

compartimentos mitocondriais depois da exposição a agentes nocivos exógenos ou 

endógenos274; (iii) encapsulação do DNA da mitocôndria dentro do núcleo275; e (iv) 

fusão ou associação física direta entre as membranas da mitocôndria e do núcleo 

(Figura 2.2) (para uma revisão detalhada ver: Hazkani-Covo e colaboradores276, 

2010; Thorsness e colaboradores274, 1996). 
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Figura 2.2 – Mecanismos de transmissão e integração de mtDNA ao núcleo 

 
Legenda: vias de transmissão: (a) autofagia das mitocôndrias pelos vacúolos celulares (mitofagia). 

Em leveduras, por exemplo, mitocôndrias mutantes yme1, que têm a proteína YMe1p 
inativa, são degradadas com maior frequência que as mitocôndrias selvagens; (b) lise dos 
compartimentos mitocondriais depois da exposição a agentes nocivos exógenos ou 
endógenos; (c) encapsulação do DNA da mitocôndria dentro do núcleo; e (d) fusão ou 
associação física direta entre as membranas da mitocôndria e do núcleo

274, 276
. (e) 

integração do mtDNA no cromossomos nucleares. Os fragmentos de mtDNA são 
incorporados nos cromossomos através do mecanismo de reparação da quebra da fita 
dupla (DSB) via união terminal não homologa (NHEJ) ou via união terminal mediada por 
microhomologia (MMEJ)

277
. 

Fonte: adaptada de Hazkani-Covo e colaboradores
276

, 2010. 
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Existem diversos fatores que podem incrementar a transferência do mtDNA ao 

núcleo264. No genoma mitocondrial, os mecanismos de eliminação de lesões 

complexas são pouco eficientes278, e a replicação pode não ser bloqueada depois da 

exposição a agentes nocivos279. Assim, o mtDNA é mais vulnerável ao dano que o 

nDNA e, por conseguinte, a exposição a agentes nocivos exógenos (radiação 

ionizante e agentes genotóxicos químicos) ou endógenos (espécies reativas do 

metabolismo do oxigênio ou ROS) faz com que se incremente a taxa de escape do 

mtDNA ao citoplasma280. Vários estudos indicam também que fragmentos de mtDNA 

podem persistir no citoplasma281, sugerindo que não só os fragmentos podem 

escapar da mitocôndria mas que até podem ser protegidos de nucleases dentro do 

citoplasma264. A proteção contra as nucleases pode ser devida à vacuolização dos 

fragmentos de mtDNA274, ou à possível associação dos fragmentos com complexos 

de proteínas que os protegem da degradação282. 

Como existem fragmentos de mtDNA longos no genoma nuclear, é mais 

provável que o material genético mitocondrial seja transferido ao núcleo em forma de 

DNA do que em forma de RNA264. Os fragmentos de mtDNA podem ser 

incorporados nos cromossomos durante a reparação da quebra da fita dupla (DSB – 

Double Strand Break) (Figura 2.2). A quebra da fita dupla é a lesão mais crítica do 

DNA e pode ser causada por exposição a fatores nocivos endógenos ou 

exógenos264. A incorporação dos NuMts provavelmente é feita através do 

mecanismo de reparação da DSB via união terminal não homologa (NHEJ  

Nonhomologous End Joining)277 (Figura 2.2). Nesta via de reparação, os extremos 

do fragmento de mtDNA podem interatuar com um heterodímero de proteínas 

(Ku70/Ku80), responsável pelo reconhecimento da quebra e que auxilia na interação 

com outras proteínas de reparo. Posteriormente, os extremos do fragmento de 

mtDNA podem ser processados e unidos com os extremos do nDNA pelo complexo 

de enzimas DNA polimerase e DNA ligase264, 283. Além de reparo da DSB via NHEJ, 

a quebra da fita dupla também pode ser reparada via um submecanismo que 

envolve sequências que possuem poucos nucleotídeos homólogos nos extremos (1 

 7 pb). Este submecanismo é conhecido como união terminal mediada por 

microhomologia (MMEJ – Microhomology Mediated End Joining), e pode usar 

sequências extranucleares para o enchimento284 (Figura 2.2). Assim, fragmentos de 

mtDNA incorporados ao núcleo também podem ser capturados para o reparo da 

quebra via MMEJ quando existe microhomologia nos extremos de ambos DNAs285. 
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A integração de fragmentos de mtDNA afeta substancialmente a organização 

do nDNA e pode exercer efeitos essenciais na expressão da informação genética, 

tendo um papel importante na evolução dos genomas eucariotos286. A diversidade 

de NuMts encontrada em alguns organismos sugere que eles podem vir de 

diferentes eventos de integração ao núcleo ou de duplicações dentro do nDNA de 

uma inserção prévia287. Duplicações podem ocorrer em tandem ou envolver 

duplicações de segmentos maiores de nDNA com taxas representativas de 

duplicação. Em mamíferos e crustáceos, por exemplo, eventos de inserção 

diferentes e duplicações pós-inserção de NuMts já foram relatados221, 287-289. 

Adicionalmente, acredita-se que elementos móveis como transposons, encontrados 

em elevadas proporções dentro do nDNA, podem favorecer a integração e 

subsequente propagação de NuMts dentro do genoma nuclear290. Associações entre 

NuMts e elementos móveis já foram observadas em cnidários, insetos, aves e 

mamíferos244, 266, 270, 290.  

Os fragmentos mitocondriais transferidos ao núcleo apresentam uma 

diminuição na taxa de mutação devido ao reparo mais eficiente do DNA nuclear, 

tornando-se “fósseis moleculares”291. O padrão de substituição nucleotídica e o 

tamanho das inserções/deleções também são mudados quando o fragmento de 

mtDNA é incorporado ao nDNA. Por exemplo, a razão transições/transversões e a 

proporção de A+T usualmente é maior na mitocôndria que no núcleo292. 

Adicionalmente, uma perda de função no caso de genes mitocondriais é provável, 

devido às diferenças no código genético entre o núcleo e a mitocôndria, e 

subsequentemente, a evolução dos NuMts pode acontecer sem restrições 

seletivas291. 

Os NuMts podem ser de qualquer região mitocondrial, e podem variar em 

tamanho e abundancia entre espécies, inclusive entre espécies proximamente 

relacionadas e entre populações220, 224. Em humanos, por exemplo, os NuMts podem 

variar desde 39 até 14.654 pb (88% da mitocôndria), e possivelmente derivam de 

612 eventos de integração independentes ao núcleo288, 293. A análise de 87 genomas 

realizada por Hazkani-Covo e colaboradores276, revelou que existe uma forte 

correlação entre o tamanho do genoma nuclear e o conteúdo total de NuMts. Os 

NuMts também variam no grau de similaridade em relação a suas contrapartes 

mitocondriais, que por sua vez depende principalmente da região envolvida (e sua 

taxa de substituição nucleotídica) e do tempo transcorrido desde a integração. Em 
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termos gerais, integrações recentes apresentam uma maior similaridade do que 

integrações antigas220, 224. Por exemplo, os NuMts do COI encontrados nos 

camarões do gênero Alpheus divergem entre 0,2 – 18,8% das suas contrapartes 

mitocondriais, provenientes de diversos eventos de integração recentes e antigos221.  

O estudo por PCR do mtDNA tem permitido a amplificação acidental de 

NuMts, que podem ser co-amplificados com a cópia mitocondrial de interesse 

quando são usados iniciadores conservados ou universais220, 294. Adicionalmente, 

devido à evolução frequentemente mais lenta dos NuMts em relação a suas 

contrapartes mitocondriais, eles podem ser mais conservados, resultando em uma 

amplificação preferencial por iniciadores universais220. A co-amplificação ou 

amplificação preferencial de NuMts não é só influenciada pelos iniciadores usados 

nas amplificações, mas também pela abundância de NuMts na espécie ou nos 

indivíduos usados224 e pelo protocolo de extração e fonte de tecido usado244, 294. 

Como as regiões mitocondriais e os NuMts apresentam padrões diferentes de 

evolução, a presença de NuMts em análises evolutivas, além de violar o pressuposto 

de comparação de homólogos, introduz substanciais erros nos estudos filogenéticos 

e de genética de populações220, 226. Adicionalmente, devido às diferenças no tipo de 

herança (NuMts  herança biparentalmente e mtDNA  herança uniparental 

preferentemente), inferências baseadas em análises de coalescência de dados 

mistos em estudos populacionais certamente são enganosas220. 

A presença de NuMts em análises filogenéticas pode causar, por exemplo, 

uma superestimativa do comprimento dos ramos, inflacionando inferências do tempo 

de divergência224. NuMts com baixos e intermediários níveis de similaridade são 

mais difíceis de identificar e, portanto, podem ser mais problemáticos em estudos de 

populações ou de espécies proximamente relacionadas244. Em estudos de genética 

de populações, a presença inadvertida de NuMts pode levar a inferências errôneas 

da estrutura e história das populações227. Por exemplo, os NuMts podem 

superestimar os índices de diversidade genética (número de haplótipos, diversidade 

haplotípica e nucleotídica)228, e podem também incrementar artificialmente o nível de 

diferenciação inferido e, portanto, produzir subestimativas do fluxo gênico entre 

populações quando são amplificados diferencialmente entre as populações227.  

Os NuMts altamente divergentes são um problema sério na iniciativa de 

código de barras, já que a identificação de espécies é baseada na similaridade das 

sequências, levando a erros de identificação226. Adicionalmente, a alta divergência 
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pode ser usada para indicar uma possível nova espécie, inflacionando o número de 

espécies dentro dos táxons225, 226, 294. Nos estudos de barcodes, o limite sugerido 

para detectar uma nova espécie costuma ser de 10 vezes a diferença média 

intraespecífica (distância K2P) dentro de um grupo. Assim, por exemplo, se em um 

grupo de aves a diferença intraespecífica é de 0,27%, subsequentemente uma 

diferença mínima de 2,7% seria significativa para indicar que existe uma nova 

espécie295. Comparações entre cópias autênticas mitocondriais e NuMts certamente 

podem exceder esse suposto nível de diferença intraespecífica226. 

Apesar dos graves problemas que pode causar a presença inadvertida de 

NuMts, estes, quando bem caracterizados, são de grande utilidade em estudos 

filogenéticos, podendo prover informação importante sobre a história evolutiva das 

espécies e das populações264, 296. Integrações antigas de NuMts podem representar 

polimorfismo ancestral e, portanto, podem ser valiosos no estudo da evolução 

mitocondrial ao permitir a reconstrução de estados ancestrais224. Os NuMts, por 

exemplo, podem ser potencialmente úteis como grupos externos em reconstruções 

filogenéticas224, 297, e podem ajudar a preencher buracos na evolução mitocondrial296 

Adicionalmente, os NuMts também podem ser benéficos no estudo da evolução do 

genoma nuclear296. Um exemplo recente é o estudo comparativo em gafanhotos de 

NuMts e suas contrapartes mitocondriais, que permitiu identificar que o desvio de 

transições:transversões reportado para a maioria dos metazoários não é universal, 

sendo que os gafanhotos apresentam um padrão pouco usual, onde não há 

diferenças significativas entre os dos tipos de mutação298 (para uma revisão 

detalhada ver: Hazkani-Covo296, 2010). 

 

 

2.2.3 Duplicações gênicas dentro do mtDNA 

 

 

O genoma mitocondrial (mitogenoma) típico dos Metazoários consiste de uma 

molécula circular de DNA (de tamanho médio entre 1418 kp299) que carrega treze 

genes codificadores de proteínas (sem íntrons), duas subunidades de RNA 

ribossomal (maior, 16S, e menor, 12S do rRNA) e vinte e dois RNAs de transferência 

(tRNAs), um para cada aminoácido, excetuando o de leucina e serina, que têm duas 

cópias cada um. As treze proteínas que são codificadas pelo mtDNA pertencem a 



108 
 

quatro complexos de enzimas da cadeia respiratória: o citocromo b (CITB), duas 

subunidades de ATP sintase (ATP6 e 8), três subunidades do citocromo oxidase 

(COIIII), e sete subunidades de NADH desidrogenasse (ND16, 4L). 

Adicionalmente, o mitogenoma apresenta uma região não codificadora rica em AT, a 

região controle (RC), que contém elementos que controlam a replicação do genoma 

e a transcrição dos genes do mtDNA, assim como também pode conter pontos de 

inicio da replicação48, 300, 301. Na figura 2.3 é apresentado o mitogenoma da lagosta 

sapateira Scyllarides latus, com as regiões típicas dos mitogenomas dos 

metazoários. A análise dos genomas mitocondriais em relação ao tamanho, 

arquitetura do genoma, conteúdo/arranjo gênico, código gênico e estrutura 

secundária dos genes de rRNAs e tRNAs tem se tornado uma ferramenta poderosa 

para inferir relações filogenéticas em diferentes níveis taxonômicos301. 

O arranjo de genes no genoma mitocondrial mostra um alto grau de variação 

nos Metazoários. Existem vários tipos de eventos que levam aos rearranjos gênicos, 

entre os que se encontram: inversões, transposições, transposições inversas e 

duplicações em tandem seguidas de perda aleatória de uma das cópias dos 

genes301. Adicionalmente, mudanças no conteúdo do genoma, como deleções ou 

duplicações, também têm sido reportadas em diversos metazoários301. Vários 

mecanismos causam duplicações do conteúdo do mtDNA, sendo que alguns destes 

estão relacionados ao processo de replicação do genoma mitocondrial, por exemplo: 

(i) incorreto pareamento das fitas durante a replicação (cabeça-cauda ou cabeça-

cabeça) podem gerar duplicações em tandem; (ii) terminação imprecisa, sendo que 

pode provocar uma deleção (se o processo termina muito antes) ou uma duplicação 

em tandem (se o processo termina muito depois); e (iii) erros enzimáticos que 

causam, por exemplo, identificação errada do ponto de origem de replicação301, 302 

(Figura 2.4). Outro mecanismo que pode causar duplicação é o processo de 

formação de dímeros de mitogenomas monoméricos linearizados, o qual resulta, 

essencialmente, na duplicação do genoma mitocondrial como um todo. 

Alternativamente, recombinação também pode produzir mudanças no conteúdo, pois 

pode introduzir um fragmento de DNA em uma nova posição dentro do genoma301, 

302 (Figura 2.4). 
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Figura 2.3 – Representação do mitogenoma de Scyllarides latus 

 
Legenda: genes que codificam as diferentes proteínas em verde, subunidades do rRNA em vermelho, 

tRNAs em roxo e a região controle em cinza. Abreviações das regiões mitocondriais como 
no texto. Para os tRNAs um código de três letras do corresponde aminoácido é 
apresentado. GenBank: NC_020022. 

Fonte: adaptada de Shen e colaboradores
303

, 2013. 

 

Figura 2.4 – Mecanismos de duplicação gênica do conteúdo de mtDNA 

 
Legenda: (a) incorreto pareamento das fitas; (b) terminação imprecisa; (c) formação de dímeros de 

mitogenomas monoméricos linearizados; e (d) recombinação ilegítima. 
Fonte: adaptada de Boore

302
, 2000. 
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Geralmente, quando ocorrem duplicações dentro do genoma mitocondrial, 

uma das cópias degenera e eventualmente desaparece como é esperado, 

considerando a seleção aparente para o tamanho pequeno do genoma 

mitocondrial48, 304. Inúmeros estudos têm documentado este fenômeno, sendo que 

duplicações da RC e tRNAs seguidas de degeneração de uma das cópias têm sido 

observadas (para exemplos ver: Eberhard e colaboradores234, 2001). Entretanto, 

exceções têm sido reportadas, onde as cópias duplicadas podem persistir através de 

múltiplos eventos de especiação sem uma perda aparente de funcionalidade231-234. 

Nesses casos, as cópias exibem um alto grau de similaridade, podendo acumular 

mudanças aproximadamente à mesma taxa232-234. Assim, portanto, a duplicação 

gênica dentro do mtDNA pode resultar na co-amplificação de dois ou mais 

fragmentos pouco dissimilares, gerando eletroferogramas com picos duplos em 

alguns sítios, que podem ser erroneamente atribuídos à presença de NuMts ou 

considerados como heteroplasmia, especialmente nos casos em que não se tem 

conhecimento prévio do conteúdo gênico do mitogenoma, produzindo inferências 

erradas223, 231. Por outro lado, quando as duplicações gênicas são caracterizadas, 

podem ser empregadas como marcadores moleculares para inferir as mudanças 

evolutivas em níveis taxonômicos inferiores, tais como espécies, gêneros e 

famílias233, 235. 

 

 

2.2.4 Detecção e identificação de NuMts e heteroplasmia 

 

 

Diversos métodos têm sido propostos para evitar a co-amplificação de NuMts 

durante a PCR ou para identificar e eliminá-los antes das análises filogenéticas e 

filogeográficas224-226, 294, 305-308. 

Técnicas para evitar a co-amplificação são focadas principalmente no uso de: 

(i) tecidos que contenham altos conteúdos de mtDNA, como músculo e ovos; (ii) 

protocolos de isolamento ou enriquecimento de mtDNA; (iii) protocolos de extração 

de RNA e posterior transcrição reversa acoplada a PCR (RT-PCR); (iv) técnicas de 

amplificação de fragmentos longos, PCR-longa; (v) uso de iniciadores mais 

específicos; e (vi) diluições seriais do DNA. No entanto, algumas destas abordagens 

não garantem a remoção completa dos NuMts, e outras são de difícil 
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implementação. Por exemplo, os métodos de enriquecimento de mtDNA disponíveis 

na literatura309, 310 requerem tecido fresco e mesmo assim não eliminam totalmente a 

contaminação com nDNA244. A instabilidade do RNA pode também limitar o tipo de 

amostras para as quais a técnica de RT-PCR pode ser aplicada294. Para uma 

preservação adequada do RNA se requer material fresco, ou conservado em 

soluções especiais ou baixas temperaturas (-80 C) e, portanto, essa técnica é difícil 

de aplicar a espécimes preservados a temperaturas maiores (por exemplo, -20 C) 

ou em etanol229. As diluições seriais de DNA genômico não necessariamente 

eliminam os NuMts, especialmente quando múltiplas cópias de NuMts existem, ou 

quando os iniciadores usados preferencialmente os amplificam306. A amplificação de 

fragmentos longos por PCR também não é uma técnica necessariamente eficiente, 

já que integrações de fragmentos compridos do mtDNA ao nDNA já foram 

documentadas306, 311. 

Identificação de NuMts após o sequenciamento pode ser conseguida através 

de: (i) buscas por similaridade em bases de dados, BLAST; (ii) comparação com 

genomas mitocondriais completos da espécie ou espécies proximamente 

relacionadas; e (iii) inspeção da sequência, como avaliação da composição 

nucleotídica (proporção transições:transversões), presença de códons de parada 

(stop codons) e inserções/deleções (indels) que mudem a cadeia de leitura para 

genes que codificam proteínas, ou avaliação da estrutura secundária em genes de 

rRNAs ou tRNAs. No entanto, estas abordagens de identificação têm também suas 

limitações e não garantem a detecção e remoção completa dos NuMts. Por exemplo, 

devido à lenta taxa de evolução, alguns NuMts de genes codificantes não exibem 

códons de parada ou indels e, portanto, não são facilmente distinguíveis das suas 

contrapartes mitocondriais226. Adicionalmente, a abordagem de discriminação de 

NuMts de rRNAs pela estrutura secundária parece não ser eficiente, já que NuMts 

recentes, e inclusive antigos, podem apresentar concordância com os modelos de 

estrutura secundária312. Para espécies não-modelo, dados sobre genomas 

mitocondriais completos são escassos. Para crustáceos, por exemplo, no momento 

só existem 125 genomas mitocondriais completos publicados e, por conseguinte, 

essa abordagem é pouco efetiva. 

Muitas das técnicas empregadas para evitar a contaminação de NuMts podem 

ser usadas também para detectar heteroplasmia. A detecção efetiva de 

heteroplasmia depende do tipo de mudança no genoma mitocondrial, da proporção 
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das variantes heteroplásmicas e da sensibilidade do método aplicado236. Para uma 

adequada detecção de heteroplasmia, por exemplo, tem-se proposto o uso de 

tecidos ricos em mtDNA ou o emprego de protocolos de isolamento do genoma 

mitocondrial ou enriquecimento de mtDNA224. No entanto, nenhuma dessas 

abordagens evita erros de identificação de cópias heteroplásmicas com duplicações 

gênicas ou NuMts, especialmente aqueles com alta similaridade. 

Apesar de ser mais trabalhosa e cara, a clonagem de fragmentos amplificados 

por PCR é muitas vezes a maneira mais confiável de avaliar o nível de variação 

intraindividual genômica244. Em muitos casos, o haplótipo mais frequente obtido do 

DNA genômico representa a verdadeira cópia de mtDNA225. Se a abordagem 

clonagem-sequenciamento é acoplada a técnicas como enriquecimento de mtDNA, 

podem-se distinguir NuMts de heteroplasmia de uma forma muito eficiente306. A 

abordagem de clonagem-sequenciamento, no entanto, pode ser difícil de 

implementar em estudos filogenéticos ou filogeográficos com grandes tamanhos de 

amostras. Porém, a sua implementação permite uma pesquisa empírica dos padrões 

de variação, dentre e entre espécies, de NuMts e sequências heteroplásmicas, que 

são raramente examinados apesar de seu incremento na literatura e das claras 

consequências da sua presença226, 313. 

Os avanços nas técnicas de sequenciamento (como o sequenciamento de 

nova geração  NGS) podem ajudar não só na montagem mais eficiente de 

genomas completos relativamente pequenos como o mitocondrial, senão também na 

detecção-identificação de NuMts e heteroplasmia e, assim, converter-se em uma 

forma adequada de avaliar e quantificar a variação dentro dos indivíduos244, 314. 

Fica claro que a detecçãoidentificação de NuMts e heteroplasmia não é uma 

tarefa trivial, e é um processo que requer o acoplamento de diversas técnicas para 

garantir a confiabilidade dos dados. Adicionalmente, como a distribuição dos NuMts 

varia entre espécies e entre populações, é importante que diversas técnicas sejam 

avaliadas para determinar qual é a forma mais eficiente de detecção e identificação 

nos diferentes organismos. 
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2.2.5 Heteroplasmia, NuMts e duplicações gênicas em Crustáceos – O caso das 

lagostas sapateiras 

 

 

O primeiro estudo a relatar o fenômeno de heteroplasmia em crustáceos foi o 

desenvolvido por Katsares e colaboradores222, 2003, em lagostas do gênero 

Homarus. Nesse estudo, evidência de heteroplasmia foi sugerida pela presença de 

bandas extras no padrão de digestão com enzimas de restrição de um fragmento de 

3.000 pb do mtDNA (RFLP). Posteriormente, Doublet e colaboradores315 reportaram 

um evento de heteroplasmia trans-específico herdado estavelmente em isópodes 

terrestres por pelo menos 30 milhões de anos. Nesse caso, um sítio heteroplásmico 

(11973G/A) foi encontrado em 16 espécies de 10 famílias divergentes de crustáceos 

da subordem Oniscidea, sendo que é 100% transmitido em machos e fêmeas 

através de três gerações de Armadillidium vulgare. 

NuMts já foram encontrados em pelo menos 75 espécies de crustáceos, sendo 

que o primeiro relato foi feito por Schneider-Broussard e Neigel316 em duas espécies 

de caranguejos do gênero Menippe. Posteriormente, NuMts foram encontrados em 

lagostins317, camarões221, 267, 318, 319, caranguejos229, 320, 321, krill225, anfípodos225, 

copépodes225, cracas225 e isópodes225. O gene COI é a região mitocondrial que 

apresenta mais relatos de inserções nucleares, mas existem também alguns relatos 

para o gene 16S em caranguejos229, 316, para o gene 12S em camarões319, para o 

gene CITB em lagostins e caranguejos317, 320, e para a região controle em 

camarões267. O grau de similaridade entre NuMts e suas contrapartes mitocondriais 

varia amplamente entre crustáceos. No gene COI em camarões do gênero Alpheus, 

por exemplo, foram encontradas diferenças que oscilam entre 0,2 e 18,8%221, 

enquanto que em caranguejos do gênero Austinograe as diferenças estão entre 13,5 

e 14,1%320. Para a região controle, as diferenças podem variar entre 5 e 12,5% em 

camarões do gênero Penaeus267.  

Duplicações do conteúdo do mtDNA também têm sido reportadas em 

crustáceos. Em isópodes terrestres (Subordem Oniscidae), por exemplo, o genoma 

mitocondrial consiste, em algumas espécies, de duas moléculas que co-ocorrem na 

mitocôndria: um dímero circular ( 28 kb) formado por dois monômeros fusionados 

em polaridades opostas (cabeça-cabeça), e um monômero linear ( 14 kb)299, 322, 323. 

Outro exemplo é o mitogenoma do ostracode bioluminescente, Vargula hilgendorfii, 
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que contém uma duplicação da região controle que tem evoluído em concerto dentro 

de cada genoma (RC1 de 778 pb e RC2 de 855 pb) e uma triplicação de uma 

sequência repetitiva curta (fragmento de 49 pb)232, 233. As duas regiões controles têm 

uma similaridade acima de 99,7%, sendo que a RC2 contem uma sequência 

adicional de 77 pb, com 98,7% de similaridade com o extremo 3ˈ do COIII, sugerindo 

que esta região controle originou-se de uma duplicação do fragmento da RC1 e uma 

parte do COIII232, 233. Adicionalmente, duplicações de fragmentos de diversos 

tamanhos têm sido reportados em copépodes e caranguejos324, 325. 

A co-amplificação de cópias heteroplásmicas, NuMts ou genes duplicados no 

mtDNA, resulta em eletroferogramas confusos, muitas vezes com picos duplos221, 225, 

294. Na lagosta sapateira Scyllarides brasiliensis, estudos prévios evidenciaram a 

presença de diversos picos duplos no gene COI quando são usados os iniciadores 

universais90, 326 (Figura 2.5). Mediante a técnica de eletroforese em gel com 

gradiente de desnaturação (DGGE) três bandas claras foram obtidas, mas só duas 

sequências diferentes, relativamente limpas, puderam ser recuperadas, sugerindo a 

presença de heteroplasmia, duplicação gênica ou NuMts nestas lagostas326. Outras 

possíveis sequências diferentes não puderam ser detectadas, devido principalmente 

as limitações próprias da técnica. O DGGE apresenta uma sensibilidade limitada na 

detecção de sequências raras (só sequências predominantes são reveladas), uma 

separação pouco eficiente de fragmentos grandes (fragmentos até 500 pb são os 

mais adequados para uma separação eficaz), e a co-migração de fragmentos de 

DNA e formação de moléculas heteroduplex pode levar a uma baixa recuperação de 

sequências limpas de bandas individuais327, 328. Dado que os experimentos foram 

limitados a amplificações a partir de extrações do DNA genômico, as análises não 

permitiram discernir qual das hipóteses sobre a origem das cópias é a mais provável. 

Assim, uma análise detalhada e a realização de experimentos com técnicas mais 

adequadas, como clonagem-sequenciamento a partir de amplificações de DNA 

genômico e DNA enriquecido com mtDNA, são necessárias para avaliar a presença 

e origem das diferentes sequências deste marcador mitocondrial nesta espécie de 

lagosta sapateira, e é um dos objetivos desta tese. Devido ao fato dos NuMts 

apresentarem um padrão de distribuição espécie-específico, e inclusive população-

específico226, é importante desenvolver estudos detalhados para as diferentes 

espécies. Assim, portanto, a avaliação da presença de cópias heteroplásmicas e 

NuMts em outras espécies do gênero Scyllarides para o gene COI e outros 
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marcadores mitocondriais, como o gene 16S e a região controle, é pertinente para o 

estudo do efeito desses fenômenos quando são feitas inferências sobre as relações 

filogenéticas no nível de gênero. 

 

Figura 2.5 – Fragmento do eletroferograma para o gene COI de S. brasiliensis 

 
Legenda: os enquadramentos ressaltam os sítios onde foram observados picos duplos no 

eletroferograma obtido para o gene COI de um individuo de S. brasiliensis com os 
iniciadores universais (HCO2198/LCO1490). 

Fonte: a autora, 2014. 
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2.3 Objetivos 

 

 

O segundo capítulo desta tese tem como objetivo central a identificação e 

caracterização de possíveis NuMts e sequências heteroplásmicas de três regiões 

mitocondriais (os genes COI e 16S, e a região controle) em quatro espécies de 

lagostas sapateiras do gênero Scyllarides (S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. 

deceptor e S. delfosi), a fim de avaliar o efeito desses fenômenos quando são 

inferidas relações filogenéticas no nível de gênero. 

 

 

2.3.1 Objetivos específicos 

 

 

a) Desenvolvimento de um protocolo simples de extração de DNA enriquecido 

com mtDNA; 

b) Identificação e caracterização de possíveis NuMts e cópias heteroplásmicas 

de três regiões mitocondriais (COI, 16S e RC) nas espécies Scyllarides 

aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. delfosi, por meio dos dados 

obtidos de clonagem-sequenciamento de amplificações a partir de DNA 

genômico e DNA enriquecido com mtDNA; 

c) Identificação da sequência mitocondrial dos três marcadores para as quatro 

espécies de Scyllarides; 

d) Determinação dos potenciais efeitos dos NuMts quando são feitas inferências 

evolutivas no nível de gênero; e 

e) Determinação dos eventos de integração nuclear das regiões mitocondriais. 
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2.4 Material e métodos 

 

 

A estratégia para avaliar a presença de NuMts e cópias heteroplásmicas dos 

três marcadores mitocondriais (o gene citocromo oxidase I, COI, o gene da 

subunidade maior do RNA ribossomal, 16S, e a região controle, RC), envolveu a 

técnica de clonagem-sequenciamento dos produtos amplificados a partir de extratos 

de DNA genômico e de DNA enriquecido com mtDNA (Figura 2.6). 

Em termos gerais, inicialmente foram obtidos extratos de gDNA e foi 

desenvolvido um protocolo de extração de DNA enriquecido com mtDNA que 

reduzisse eficientemente a contaminação com DNA nuclear (detalhes seção 3.1.1). 

Em seguida, foram realizadas amplificações com iniciadores universais (genes COI e 

16S) e específicos (RC) a partir dos dois tipos extratos de DNA, a fim de avaliar, 

posteriormente, a co-amplificação de diversas sequências no mesmo indivíduo pela 

técnica de clonagem. Comumente, a presença de sequências diferentes pode 

indicar a existência de NuMts, heteroplasmia e/ou de duplicações gênicas dentro do 

genoma mitocondrial. No entanto, estas poderiam também resultar de erros 

associados à replicação da DNA polimerase durante a amplificação. Assim, para 

controlar esse fator, amplificações com duas enzimas diferentes, uma tradicional 

(GoTaq Flexi DNA polimerase) e umade alta fidelidade (Platinum Pfx DNA 

polimerase), foram realizadas. Posteriormente, foram sequenciadas diversas 

colônias para cada clonagem realizada (detalhes seções 3.1.2 e 3.1.3) (Figura 2.6). 

Para identificar e caracterizar as diversas sequências obtidas, inicialmente, 

em cada clonagem, foram identificados os haplótipos únicos e suas frequências. Em 

seguida, foram realizadas análises comparativas entre cada haplótipo e o haplótipo 

de maior frequência em relação à sua variabilidade (por exemplo: 

nucleotídeos/indels diferentes, transições e transversões) e diferenciação (distância 

p). A fim de simplificar a avaliação comparativa, os haplótipos foram classificados em 

categorias de agrupamento considerando os critérios acima citados. Nas clonagens 

a partir dos dois métodos de extração e as duas enzimas, a percentagem de 

haplótipos que pertencem às diferentes categorias de agrupamentos foi avaliada 

através de gráficos exploratórios do tipo Box Plot. Espera-se que as sequências de 

origem mitocondrial tenham frequências maiores nos produtos clonados a partir dos 

extratos de DNA enriquecido com mtDNA que naqueles obtidos a partir de extratos 
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de gDNA. Entretanto, espera-se que as sequências de origem nuclear se encontrem 

em maiores proporções nos produtos clonados a partir de extratos de gDNA. 

Adicionalmente, para avaliar as relações entre os diferentes haplótipos, foram 

realizadas análises de inferência filogenética. Análises, incluindo sequências dos 

genes COI e 16S previamente publicadas também foram realizadas (detalhes seção 

3.2.1) (Figura 2.6). 

Uma vez estabelecida a origem das diferentes sequências, foi investigado o 

efeito que os NuMts podem ter nas análises filogenéticas no nível de gênero, 

demonstrando a importância do uso de técnicas de extração de DNA com 

enriquecimento de mtDNA em estudos desse tipo (detalhes seção 3.2.2). Por fim, 

foram realizadas análises para determinar o número de eventos de integração 

nuclear que explicassem o número de NuMts observados (detalhes seção 3.2.3) 

(Figura 2.6). 

 

Figura 2.6 – Esquema da estratégia empregada para avaliação da presença de 

NuMts e cópias heteroplásmicas dos três marcadores mitocondriais 

 

Legenda: (a) extração de DNA genômico e DNA enriquecido com mtDNA, detalhes seção 3.1.1; (b) 
amplificação das regiões mitocondriais empregando iniciadores universais (COI e 16S) e 
específicos (RC) a partir dos dois tipos de extratos; alguns experimentos foram feitos 
empregando duas enzimas, uma tradicional (Taq) e uma de alta fidelidade (Pfx), detalhes 
seção 3.1.2; (c) clonagem dos produtos amplificados, detalhes seção 3.1.3; (d) 
sequenciamento de várias colônias para cada clonagem; e (e) etapas da análise de dados: 
(i) identificação e caracterização das diferentes sequências, detalhes seção 3.2.1; (ii), 
avaliação dos efeitos dos NuMts nas análises filogenéticas no nível de gênero, detalhes 
seção 3.2.2; e (iii), determinação dos eventos de integração nuclear, detalhes seção 3.2.3. 

Fonte: a autora, 2014. 
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2.4.1 Identificação e caracterização de NuMts e sequências heteroplásmicas 

 

 

Para as análises experimentais foram obtidos, a partir da pesca artesanal, 

indivíduos de quatro espécies de lagostas sapateiras do gênero Scyllarides: S. 

aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. delfosi. As amostras foram 

identificadas morfologicamente e armazenadas como descrito na seção 3.1 do 

capítulo I. Após uma análise preliminar dos eletroferogramas obtidos com os 

iniciadores universais para o gene COI a partir do gDNA, foram escolhidos entre um 

e cinco indivíduos, por espécie, que apresentavam sinais diferenciais em relação à 

presença de picos duplos para este gene (Tabela 2.1). 

 

Tabela 2.1 – Indivíduos de Scyllarides spp. empregados nas análises 

Espécie / Localidade ID Picos Duplos  COI 

Scyllarides aequinoctialis    

Colômbia Santa Marta  SM5 Presente 

Scyllarides brasiliensis    

Brasil Espírito Santo Marataízes ESSB6 Presente 

 Rio de Janeiro Rio de Janeiro RJSB2
A
 Ausente 

Scyllarides deceptor    

Brasil Rio de Janeiro Rio de Janeiro RJSD7 Presente 

   RJSD26 Presente 

   RJSD59 Presente 

   RJSD60
A
 Presente 

Uruguai Montevidéu  S1 Ausente 

Scyllarides delfosi    

Brasil Ceará Itarema CESDF1 Presente 

Legenda: 
A
 exemplar armazenado a -20 °C; ID, identificação do indivíduo. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

2.4.1.1 Extração de DNA genômico e enriquecimento com mtDNA 

 

 

O DNA genômico (gDNA, que no caso inclue o nDNA e o mtDNA) foi obtido 

através do protocolo de extração com cloreto de sódio (modificado de Miller e 

colaboradores100) descrito anteriormente na seção 3.1 do capítulo I. Posteriormente, 
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o gDNA foi quantificado em nanofotômetro, normalizado para uma concentração 

aproximada de 30 ng/µL, e armazenado a -20 °C até o uso. 

Os protocolos de extração de DNA enriquecido com mtDNA descritos na 

literatura são diversos, não obstante, a maioria destes protocolos precisam de 

amostras frescas ou armazenadas em nitrogênio liquido ou a -80 °C. Em estudos de 

genética de populações, que envolvem grandes amostragens de diversas 

localidades, é difícil preservar o material sob essas condições. Assim, um dos 

objetivos desta tese foi desenvolver um protocolo para amostras armazenadas em 

condições mais comuns nos laboratórios de genética de populações. Como a 

maioria das amostras coletadas para as espécies de Scyllarides foram armazenas 

em etanol absoluto, a extração de DNA enriquecido com mtDNA só foi testada em 

dois indivíduos, um da espécie S. brasiliensis e outro da espécie S. deceptor, para 

os quais possuíamos o exemplar completo estocado a -20 °C (Tabela 2.1). 

Inicialmente, foi testado o protocolo descrito por Tamura e Aotsuka309, com as 

modificações realizadas por Saito e colaboradores310. Um fragmento de músculo de 

um pereópodo de aproximadamente 50 mg foi homogeneizado, com o auxílio de um 

bastão estéril, em 1.500 µL de tampão de isolamento mitocondrial gelado (0,25 M 

sucrose, 10 mM EDTA, 30 mM Tris-HCL, pH 7,5). O homogeneizado foi, então, 

centrifugado a 3.700 rpm (1.000g) por 5 minutos a 4 °C para separar o núcleo e os 

restos celulares da mitocôndria, e o sobrenadante foi retido e transferido para um 

novo tubo. O processo de centrifugação foi repetido três vezes para a remoção do 

material nuclear remanescente. O sobrenadante resultante foi centrifugado a 13.000 

rpm (12.000g) por 10 minutos a 4 °C. Em seguida, o pellet mitocondrial foi 

ressuspenso em 200 µL de tampão de lise mitocondrial gelado (150 mM NaCl, 10 

mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0). Posteriormente, 10 µL de SDS 10% foram 

adicionados e o homogeneizado foi incubado a temperatura ambiente por 30 

minutos para garantir a lise da membrana mitocondrial. O DNA foi extraído com fenol 

duas vezes e com fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (24:24:1) uma vez para em 

seguida ser precipitado com etanol. O pellet foi seco por 10 minutos no vácuo e 

ressuspenso em 25 µL de água ultrapura. Finalmente, o DNA foi tratado com RNAse 

A (4 mg/mL) a 37 °C por 30 minutos e armazenado a -20 °C. O protocolo de 

extração de DNA com enriquecimento de mtDNA foi testado com duas réplicas de 

cada indivíduo. 
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Para avaliar a eficiência do protocolo de Saito e colaboradores310, foi feito um 

teste de controle, que incluía a amplificação de dois genes mitocondriais, 16S e COI, 

com os iniciadores universais, e um locus de microssatélite (Sdec17), com os 

iniciadores desenvolvidos nesta tese (seção 3.3 capítulo I). As amplificações dos 

marcadores foram feitas a partir das duas réplicas de DNA enriquecido com mtDNA 

e a partir do gDNA de cada indivíduo. As reações de amplificação e visualização por 

eletroforese dos produtos foram feitas da maneira descrita na seção a seguir (3.1.2). 

O resultado evidenciou que o protocolo de Saito e colaboradores não se mostrou 

adequado para eliminar a contaminação de DNA nuclear do extrato de DNA 

enriquecido com mtDNA, desde que o produto amplificado para o marcador nuclear 

(Sdec17), nesses extratos, teve uma concentração similar ao obtido a partir do DNA 

genômico (Figura 2.7). 

 

Figura 2.7 – Avaliação, quanto à qualidade do mtDNA e presença de nDNA, da 

extração de DNA enriquecido com mtDNA pelo protocolo de Saito e 

colaboradores 

 

Legenda: amplificações para os genes 16S e COI, e o locus de microssatélite Sdec17 conforme 
descrito na seção 3.1.2 deste capítulo. Produtos amplificados a partir do extrato de DNA 
enriquecido com mtDNA (mtDNA) pelo protocolo de Saito e colaboradores

310
 e do DNA 

genômico (gDNA). SD, indivíduo RJSD60 de S. deceptor; SB, indivíduo RJSB2 de S. 
brasiliensis. Controle negativo (N) e peso molecular 100 pb Plus DNA ladder (Fermentas) 
(M) 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

Em seguida, a fim de reduzir a probabilidade de co-amplificação de 

sequências nucleares durante a PCR, foram feitas diluições seriais do extrato de 

DNA enriquecido com mtDNA de uma das réplicas. As diluições testadas foram 10X, 

50X, 100X, 250X, 500X e 1000X e os resultados indicaram que, embora as diluições 
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diminuam a contaminação de DNA nuclear, a amplificação do gene 16S é 

insatisfatória (Figura 2.8). 

 

Figura 2.8 – Avaliação, quanto à qualidade do mtDNA e presença de nDNA, das 

diluições seriais da extração de DNA enriquecido com mtDNA pelo 

protocolo de Saito e colaboradores 

 

Legenda: amplificações para o gene (a) 16S, (b) o COI e (c) o locus de microssatélite Sdec17 
conforme descrito na seção 3.1.2 deste capítulo. Produtos amplificados a partir de diluições 

seriais do extrato de DNA enriquecido com mtDNA (10X, 50X, 100X, 250X, 500X e 1000X  
colunas 1 até 6 respectivamente). S. deceptor, indivíduo RJSD60; S. brasiliensis, indivíduo 
RJSB2. Controle positivo, extrato de DNA enriquecido com mtDNA sem diluir (P). Controle 
negativo (N) e peso molecular 100 pb Plus DNA ladder (Fermentas) (M). 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

Também foram feitos experimentos seguindo o protocolo de Saito e 

colaboradores310, mas com diferentes velocidades de centrifugação para a remoção 

do material nuclear remanescente ( 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000 g), e foram feitos 

experimentos adicionando DNAse I RNase free para garantir à remoção da 

contaminação de DNA nuclear antes da lise da membrana mitocondrial. Os 

resultados destes experimentos indicaram que os extratos de DNA enriquecido com 

mtDNA continuavam tendo contaminações residuais de DNA nuclear (Figura 2.9). 
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Figura 2.9 – Avaliação, quanto à qualidade do mtDNA e presença de nDNA, dos 

experimentos seguindo o protocolo de extração de DNA enriquecido 

com mtDNA de Saito e colaboradores, mas com diferentes velocidades 

de centrifugação e tratamento com DNAse 

 

Legenda: amplificações para o gene (a) 16S, (b) o COI e (c) o locus de microssatélite Sdec17 
conforme descrito na seção 3.1.2 deste capítulo. Produtos amplificados a partir do extrato 
de DNA enriquecido com mtDNA obtido com diferentes velocidades de centrifugação (1.000, 

2.000, 3.000, e 4.000 g  colunas 1 até 4 respectivamente) e sem ou com tratamento de 
DNAse. SB, indivíduo RJSB2 de S. brasiliensis; SD, indivíduo RJSD60 de S. deceptor. 

Controles positivos para S. brasiliensis (gDNA de RJSB2  P1) e S. deceptor (gDNA de 

RJSD60  P2). Controle negativo (N) e peso molecular 100 pb Plus DNA ladder (Fermentas) 
(M). 

Fonte: a autora, 2014. 

 

 

Finalmente, como os protocolos convencionais de enriquecimento não 

funcionaram satisfatoriamente, foi feito um experimento fatorial testando várias 

abordagens (Figura 2.10). Para isso, as amostras foram inicialmente 

homogeneizadas com o tampão de isolamento mitocondrial (0,25 M sucrose, 10 mM 

EDTA, 30 mM Tris-HCL, pH 7,5). Em seguida, para avaliar qual era a melhor 

velocidade de centrifugação para a remoção do material nuclear, duas réplicas do 

homogeneizado foram centrifugadas com velocidades diferentes: réplica 1 a 3.700 
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rpm (1.000 g), e réplica 2 a 6.600 rpm (3.000 g). Depois, diversas alíquotas do 

homogeneizado, das duas réplicas, foram testadas sob diferentes condições para 

remover a contaminação remanescente de DNA nuclear (Figura 2.10). A alíquota 1 

foi incubada a 95 °C por 5 minutos e a 4 °C por 5 minutos para lise da membrana 

mitocondrial e, posteriormente, foi purificada com o sistema de esferas magnéticas 

Agencourt® AMPure®, tratamento denominado CTEM (purificação por choque 

térmico e esferas magnéticas). A alíquota 2 foi inicialmente tratada com DNAse I 

RNase free, para remover a contaminação de nDNA antes da lise da membrana 

mitocondrial e, em seguida, foi purificada pelo tratamento CTEM. A alíquota 3 foi 

inicialmente tratada com o sistema de esferas magnéticas da Agencourt® AMPure®. 

As esferas permitem a separação do DNA da mistura de componentes celulares, de 

modo que é esperado que, se este sistema é empregado inicialmente sobre o 

homogeneizado do pellet mitocondrial, antes da lise da membrana mitocondrial, as 

esferas capturem o DNA que se encontra em solução (alíquota 3.3) e o separem dos 

outros componentes do homogeneizado, como as mitocôndrias (alíquotas 3.1 e 3.2). 

Após a separação das mitocôndrias, a alíquota 3.1 foi purificada com o tratamento 

CTEM, enquanto que a alíquota 3.2 foi inicialmente tratada com DNAse e em 

seguida tratada por CTEM. O DNA aderido às esferas magnéticas (alíquota 3.3) foi 

lavado com etanol e posteriormente ressuspenso em água ultrapura (Figura 2.10). 

A avaliação da eficiência desse experimento foi feita empregando os genes 

mitocondriais 16S e COI e o locus nuclear Sdec17 com as duas réplicas do extrato 

de DNA obtido de cada alíquota. Como controle positivo, foi empregado o gDNA e, 

adicionalmente, para fins de comparação, também foram incluídas amplificações 

com as réplicas a 3.700 e 6.600 rpm (1.000 e 3.000 g) do protocolo de Saito e 

colaboradores310. O resultado da avaliação evidenciou que as melhores condições 

para obter um extrato de DNA enriquecido com mtDNA, a partir de uma amostra 

congelada a -20 °C, é uma centrifugação de 6.600 rpm (3.000 g) para a remoção 

inicial de material nuclear, e um tratamento do homogeneizado do pellet mitocondrial 

com o sistema de esferas magnéticas, para remover a contaminação remanescente 

de nDNA, sem ou com tratamento final de DNAse (réplica 2 das alíquotas 3.1 e 3.2) 

(Figura 2.8). As condições sob as quais foram tratadas essas alíquotas permitiram, 

nas duas espécies, uma redução considerável do nDNA contaminante e, por sua 

vez, permitiram uma amplificação satisfatória dos dois genes mitocondriais (Figura 

2.11). 
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Para confirmar esse resultado, os produtos de PCR para o locus Sdec17, a 

partir do DNA obtido com o protocolo Saito e colaboradores310 e do DNA das 

alíquotas 3.1 e 3.2 do experimento de enriquecimento, foram analisados usando o 

sistema de eletroforese de alta resolução Qiaxcel System (Qiagen). Este sistema 

permite visualizar e quantificar de uma forma mais precisa o produto amplificado. A 

análise permitiu confirmar que os tratamentos que diminuíram eficientemente as 

contaminações com nDNA, nas duas espécies, foram aqueles empregados nas 

segundas réplicas (3.000 g) das alíquotas 3.1 e 3.2 (Figura 2.12). Adicionalmente, 

testes desses tratamentos em amostras preservadas em etanol absoluto de 

espécies de ostras (Crassostrea spp.), mostraram que o protocolo desenvolvido foi 

eficiente na obtenção de um extrato de DNA enriquecido com mtDNA com baixa 

contaminação de nDNA (dados do LBDM não publicados). 
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Figura 2.10 – Esquema do experimento realizado de extração de DNA enriquecido com mtDNA 

 
Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.11  Avaliação, quanto à qualidade do mtDNA e presença de nDNA, do 

experimento de extração de DNA enriquecido com mtDNA 

empregando o sistema Agencourt® AMPure®. 

 

Legenda: amplificações para o gene (a) 16S, (b) o COI e (c) o locus de microssatélite Sdec17 
conforme descrito na seção 3.1.2 deste capítulo. Produtos amplificados a partir do DNA 
obtido com o protocolo de Saito e colaboradores

310
 (0), do extrato de DNA das diversas 

alíquotas (1, 2, 3.1, 3.2 e 3.3) e do DNA genômico (P). Para as amplificações foram usadas 
às duas réplicas correspondentes à centrifugação diferencial (3.700 e 6.600 rpm) de cada 
alíquota. Controle negativo (N) e peso molecular 100 pb Plus DNA ladder (Fermentas) (M). 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.12  Avaliação do experimento de extração de DNA enriquecido com 

mtDNA para o locus de microssatélite Sdec17 

 

Legenda: amplificações para (a) S. brasiliensis RJSB2 e (b) S. deceptor RJSD60. Produtos 
amplificados a partir do DNA obtido com o protocolo de Saito e colaboradores

310
, do DNA 

das alíquotas 3.1 e 3.2 do experimento de enriquecimento, e do DNA genômico (gDNA). 
Para as amplificações foram usadas às duas réplicas correspondentes à centrifugação 
diferencial (3.700 e 6.600 rpm). A quantidade de produto amplificado, em ng/µL, encontra-se 
indicada entre colchetes. 

Fonte: a autora, 2014. 
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2.4.1.2 Amplificação de marcadores nucleares e mitocondriais 

 

 

Para a avaliação dos protocolos de extração de DNA enriquecido com mtDNA 

foi feita a amplificação de um locus de microssatélite (Sdec17, Tabela 2.2) 

empregando os iniciadores desenvolvidos nesta tese (seção 3.3 capítulo I). As 

reações de amplificação continham ~ 30 ng de gDNA, 1 U de enzima GoTaq Flexi 

DNA polimerase, 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de cada dNTP, 

2,5 mM de MgCl2, 0,25 μg/μL de BSA, e 0,3 μM de cada iniciador em um volume 

final de 15 μL. Os parâmetros de termociclagem para as amplificações foram: um 

ciclo inicial de desnaturação a 94 C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 1 

minuto de desnaturação a 93 C, anelamento de 45 segundos a 60 C e extensão 

durante 45 segundos a 72 C, seguido por 8 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 

92 C, anelamento de 45 segundos a 53 C e extensão durante 45 segundos a 72 

C, seguidos de uma extensão final de 5 minutos a 72 C. 

Três regiões mitocondriais foram empregadas para as análises de 

identificação e caracterização de possíveis NuMts e cópias heteroplásmicas: os 

genes COI e 16S; e a região controle, RC. As amplificações para os genes 16S e 

COI foram feitas com iniciadores universais, enquanto que as amplificações para a 

região controle foram feitas com iniciadores homólogos (Tabela 2.2). As reações de 

amplificação continham ~ 30 ng de gDNA ou DNA enriquecido com mtDNA das 

alíquotas 3.1 e 3.2 (doravante denominados mtDNAE1 e mtDNAE2, 

respectivamente), 1 U de enzima GoTaq Flexi DNA polimerase, 3 μL de tampão 

Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2, e 0,3 μM de cada 

iniciador em um volume final de 15 μL. Os parâmetros de termociclagem para a 

amplificação foram: um ciclo inicial de desnaturação a 95 °C por 2 minutos, seguido 

por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 95 °C, anelamento de 40 segundos a 

46 °C e extensão durante 50 segundos a 72 °C, seguidos de uma extensão final de 

5 minuntos a 72 °C.  
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Tabela 2.2 – Iniciadores usados nas análises 

Iniciador Sequência (5ˈ3ˈ) Ta pb Referência 

Locus microssatélite 

Sdec17_F CACAACATCACCGAGACACTTA 60 330 Esta tese 

Sdec17_R GCTACACTCTTGTTCCTTGTCG    

Gene COI 

LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 46 650 Folmer et al.
101

, 1994 

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA    

Gene 16S 

16Sar CGCCTGTTTATCAAAAACAT 46 450 Palumbi et al.
329

,1991 

16Sbr CCGGTCTGAACTCAGATCACG T    

Região Controle 

RCSBE_F
A 

ATAGCAAGAATCAAACTTAT 46 750 Rodríguez et al.
90

, 2013 

RCSBE_R
A 

TCAGGCATCATATTTATC    

RCSD_F
B 

ATTCAGAACGTGTTACTAGA 46 700 Esta tese 

RCSD_R
B 

TCAGGCATCATATCTACTAC    

M13 

M13F GTAAAACGACGGCCAGT 60 500  

M13R AACAGCTATGACCATG  1000  

Legenda: 
A
 iniciadores homólogos para Scyllarides brasiliensis; 

B 
iniciadores homólogos para S. 

deceptor; Ta, temperatura de anelamento usada em C; pb, tamanho do fragmento 
amplificado em pares de bases. 

Fonte: a autora, 2014. 

 

Adicionalmente, foram feitas amplificações com uma DNA polimerase de alta 

fidelidade (Platinum Pfx DNA polimerase, doravente Pfx) a fim de reduzir o erro 

associado à polimerase durante a replicação e avaliar as amplificações feitas com a 

enzima tradicional (GoTaq Flexi DNA polimerase, doravente Taq). A Pfx, ao possuir 

uma atividade de revisão no sentido 3ˈ 5ˈ, tem uma taxa de erro de 1,58 x 10-6 por 

pb por duplicação, entre 26X  45X menor que a Taq (2 x 10-5
7,30 x 10-5)330-332. As 

reações de amplificação a partir do gDNA continham ~ 30 ng de gDNA, 1 U de 

enzima Platinum Pfx DNA polimerase, tampão Pfx Amplification 1X, 0,3 mM de cada 

dNTP, 1,0 mM de MgSO4, e 0,3 μM de cada iniciador em um volume final de 50 μL. 

As reações de amplificação a partir do mtDNAE2 continham ~ 90 ng de mtDNAE2, 

1,25 U de enzima Platinum Pfx DNA polimerase, tampão Pfx Amplification 2X, PCRx 

Enhancer Solution 2X, 0,3 mM de cada dNTP, 1,0 mM de MgSO4, e 0,3 μM de cada 

iniciador em um volume final de 50 μL. Os parâmetros de termociclagem para as 

amplificações foram: um ciclo inicial de desnaturação a 94 °C por 5 minutos, seguido 



131 
 

por 35 ciclos de 15 segundos de desnaturação a 94 °C, anelamento de 30 segundos 

a 46 °C e extensão durante 50 segundos a 68 °C. 

Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose a 2,0% (v/v) em tampão TBE 0,5X, corados com brometo de etídio e 

visualizados sob luz ultravioleta. O padrão de peso molecular 100 pb Plus DNA 

ladder (Fermentas) foi utilizado para confirmar o tamanho dos fragmentos 

amplificados.  

As amplificações realizadas para cada indivíduo, por marcador mitocondrial 

(COI, 16S e RC), por método de extração de DNA (gDNA, mtDNAE1 e mtDNAE2), 

e por DNA polimerase (Taq e Pfx), que foram submetidas a análises de clonagem-

sequenciamento, podem ser observadas na Tabela 2.3. Adicionalmente, 

sequenciamentos diretos, sem clonagem, foram obtidos paras os produtos 

amplificados dos três marcadores a partir dos três métodos de extração. 

 

Tabela 2.3 – Amplificações realizadas para os três marcadores mitocondriais: os 

genes COI e 16S, e a região controle, RC 

Indivíduo 

gDNA 
DNA enriquecido com mtDNA 

mtDNAE1 mtDNAE2 

COI 16S RC COI 16S RC COI 16S RC 

T P T P T P T P T P T P T P T P T P 

S. aequinoctialis 

SM5                   

S. brasiliensis 

RJSB2
A 

                  

ESSB6                   

S. deceptor 

RJSD7                   

RJSD26                   

RJSD59                   

RJSD60
A
                   

S1                   

S. delfosi 

CESDF1                   

Legenda: 
A
 indivíduos com o exemplar completo armazenado a -20 °C. Amplificações realizadas 

(células em cinza) com a enzima tradicional Taq (T) e a de alta fidelidade Pfx (P). 
Fonte: a autora, 2014.   
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2.4.1.3 Clonagem-sequenciamento de marcadores mitocondriais 

 

 

Os produtos amplificados para os distintos marcadores mitocondriais foram, 

inicialmente, purificados com o kit IllustraTM GFXTM, a fim de eliminar os dímeros de 

iniciadores e melhorar a eficiência da ligação ao vetor pGEM®-T para sua posterior 

clonagem. 

A amplificação com a enzima de alta fidelidade (Platinum Pfx DNA 

polimerase) produz fragmentos com extremos blunt, devido à atividade de revisão da 

polimerase no sentido 3ˈ 5ˈ. Essa atividade de revisão elimina as adeninas do 

extremo 3ˈ dos fragmentos, necessárias para a clonagem com o sistema pGEM®-T 

(Promega) e que são, geralmente, adicionadas aos fragmentos quando amplificados 

com uma Taq tradicional (no caso, a GoTaq Flexi DNA polimerase). Assim, por 

conseguinte, os produtos amplificados com a enzima de alta fidelidade foram 

submetidos a uma reação para adicionar a cauda de adeninas necessárias no 

extremo 3ˈ. A reação de adição da caudaA foi incubada a 70 C por 30 minutos e 

continha: 4 µL do produto purificado dos fragmentos blunt amplificados, 1 U de 

enzima GoTaq Flexi DNA polimerase, 2 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 

mM de dATP, e 1,5 mM de MgCl2 em um volume final de 10 μL. 

Em seguida, os produtos purificados (e com caudaA no caso da Pfx) foram 

ligados ao vetor pGEM®-T em uma reação que continha: 3 µL do produto purificado, 

3 U da enzima T4 DNA ligase, 1 μL do vetor pGEM®-T e 5 μL de tampão Rapid 

Ligation (2X). A reação de ligação foi incubada a 4 °C durante 18 horas e, 

subsequentemente, foi usada para transformar 100 µL de células competentes de 

Escherichia coli (linhagem TOP10). A mistura de células e DNA foi mantida por 30 

minutos no gelo e, em seguida, submetida a um choque térmico de 30 segundos a 

42 C sem agitação, transferindo-se imediatamente para o gelo. Após cinco minutos 

no gelo, as células transformadas foram recuperadas mediante crescimento em 

meio LB liquido (600 µL) e incubação a 37 °C por 1 hora. Em seguida, a solução foi 

centrifugada por 30 segundos e o pellet foi ressuspenso em 100 µL do meio LB 

líquido. Para o crescimento das colônias bacterianas, os 100 µL das células 

transformadas foram plaqueados em placas de Petri, contendo meio S-GAL®/ÁGAR 



133 
 

LB sólido (Sigma-Aldrich) acrescido de 50 μg/mL de ampicilina, que logo foram 

incubadas a 37 °C por cerca de 18 horas. 

Após o crescimento das colônias bacterianas, foram selecionadas entre 20 e 

50 colônias brancas para análise por amplificação, com os iniciadores para a região 

M13 do plasmídeo, quanto à presença do inserto do fragmento (Tabela 2.3). Para a 

avaliação, as colônias foram ressuspensas individualmente em 30 µL de água 

ultrapura, incubadas a 95 °C por 5 minutos e, em seguida, submetidas a choque 

térmico por 5 minutos a 4 °C. As reações de amplificação foram feitas com 1 µL das 

colônias ressuspensas como DNA molde, 1 U de enzima GoTaq Flexi DNA 

polimerase, 3 μL de tampão Green GoTaq Flexi (5X), 0,2 mM de dNTP, 3,0 mM de 

MgCl2, e 0,3 μM de cada iniciador em um volume final de 15 μL. Os parâmetros de 

termociclagem foram: um ciclo inicial de desnaturação a 95 °C por 3 minutos, logo 5 

ciclos de 30 segundos de desnaturação a 95 °C, anelamento de 30 segundos a 50 

°C e extensão durante 45 segundos a 72 °C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos 

de desnaturação a 92 °C, anelamento de 30 segundos a 50 °C e extensão durante 

55 segundos a 72 °C, e por último uma extensão final de 10 minutos a 72 °C.  

Após a confirmação do inserto, foram escolhidas entre 10 e 20 colônias 

positivas de cada clonagem, e submetidas a uma nova reação de amplificação do 

fragmento de interesse, com os iniciadores específicos para cada marcador, para 

seu posterior sequenciamento (Tabela 2.3). Os produtos de PCR foram purificados 

com o sistema de esferas magnéticas Agencourt® AMPure® XP na plataforma 

epMotion® 5075 (Eppendorf), e sequenciados através do método de terminação de 

cadeia amplificada, no sequenciador automático ABI3500 (Applied Biosystems) do 

LBDM (UFRJ). As reações de sequenciamento foram feitas nos dois sentidos 

(cadeia leve e cadeia pesada do DNA) para assegurar uma maior qualidade e 

confiabilidade das sequências. 
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2.4.2 Análise de dados 

 

 

2.4.2.1 Identificação e caracterização de NuMts e sequências heteroplásmicas 

 

 

Os eletroferogramas obtidos através do sequenciamento tradicional foram 

editados com o programa SeqMan II 4.0 (DNASTAR Inc.). Para as análises de cada 

marcador, foram gerados alinhamentos, utilizando o algoritmo Clustal W105 presente 

no programa Mega 5.04106, das sequências dos clones de cada indivíduo analisado. 

Inicialmente, para cada alinhamento foram identificados os haplótipos únicos, 

e a suas frequências, com o programa DnaSP 5.1108. Para a identificação dos 

haplótipos os indels foram considerados. Em seguida, para os três marcadores, a 

fim de comparar cada haplótipo com o haplótipo mais frequente encontrado, foram 

geradas matrizes par a par do número de nucleotídeos diferentes, do número de 

indels, transições e transversões, e da razão transições/transversões com os 

programas Mega106 e Arlequin 3.11109. Adicionalmente, para o gene COI, matrizes 

par a par do número de substituições nucleotídicas em cada posição do códon, de 

aminoácidos diferentes, de substituições sinônimas (Ka) e não-sinônimas (Ks) e de 

códons de parada, foram calculados com o programa Mega106. As análises de 

substituições sinônimas e não sinônimas foram feitas empregando o método Nei-

Gojobori com a correção de Jukes-Cantor, que calcula as substituições sinônimas ou 

não sinônimas por sítio sinônimo ou não sinônimo, respectivamente, e corrige para 

múltiplas substituições333. Ademais, valores de distância p entre haplótipos foram 

computados no programa Mega106, sendo que todas as posições ambíguas (sítios 

com indels) foram removidas para cada par de sequências (pairwise deletion). Por 

fim, a partir dos resultados obtidos das análises de comparação entre os diversos 

haplótipos e o haplótipo de maior frequência, foram criadas categorias de 

agrupamento dos haplótipos a fim de simplificar a avaliação comparativa. 

Para o conjunto de dados dos haplótipos dos indivíduos RJSB2 (Scyllarides 

brasiliensis) e RJSD60 (S. deceptor), a fim de comparar as distribuições de 

haplótipos, em percentagens, que pertencem às diferentes categorias de 

agrupamento, foram elaborados gráficos exploratórios do tipo Box Plot comparando 

os dois métodos de extração (gDNA e enriquecimento com mtDNA) e as duas 
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enzimas empregadas (Taq e Pfx). Os Box Plots ou diagramas de caixa são úteis 

para analisar e comparar a variação de uma variável entre diferentes grupos de 

dados, já que permitem visualizar as estatíticas básicas (quartis 25, 50 ou mediana, 

e 75%), os valores máximo e mínimo adjacentes, e os valores atípicos da 

distribuição dos dados. Para a elaboração dos Box Plots foi empregada a 

abordagem de Tukey no programa estatístico R. 

Para avaliar as relações entre os diferentes haplótipos obtidos da clonagem 

de cada marcador, foram realizadas análises de inferência filogenética através do 

método de Neighbor-Joining (NJ) com o programa Mega106. O NJ é um algoritmo de 

agrupamento baseado no critério de evolução mínima proposto por Saitou e Nei334, e 

utiliza uma matriz de distância genética para a construção de uma árvore 

filogenética335. Para as análises, os valores de distância foram computados usando 

o modelo de distância p, as posições ambíguas (indels) foram removidas para cada 

par de sequências (pairwise deletion) e foi empregado um teste de confiança ou 

bootstrap de 1.000 réplicas no programa Mega106. Para cada marcador, três 

conjuntos de dados foram analisados. O primeiro conjunto foi formado pelas 

sequências dos haplótipos obtidas de todas as clonagens. Os haplótipos obtidos 

para os indivíduos das espécies Scyllarides brasiliensis e S. deceptor avaliados 

pelos dois métodos de extração formaram os outros dois conjuntos, sendo que um 

dos conjuntos foi formado pelos haplótipos obtidos a partir do gDNA e o outro pelos 

haplótipos obtidos a partir do mtDNAE1 e mtDNAE2 (enriquecimento com mtDNA 

empregando o sistema de esferas magnéticas, sem ou com tratamento de DNAse 

antes da lise da membrana mitocondrial, respectivamente). 

Adicionalmente, para os genes COI e 16S, um conjunto de dados incluindo 

sequências das espécies S. brasiliensis, S. haanii, S. herklotsii, S. latus e S. nodifer 

previamente publicadas foi analisado. Os números de acesso do GenBank e as 

referências dessas sequências se encontram na Tabela 2.4. Sequências da espécie 

Artides regalis foram incluídas como grupo externo para enraizar as árvores 

filogenéticas. Essa espécie foi escolhida com base em hipóteses previas das 

relações entre as lagostas da família Scyllaridae336. 
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Tabela 2.4 – Sequências de Scyllarides e Artides disponíveis no GenBank 

Espécie Localidade 16S COI Referência 

S. brasiliensis Mercado em Taiwan, 
origem desconhecida. 

JN701689 JN701654 Yang et al.
336

, 2012 

S. haanii Hawaii, USA JN701690 JN701656 Yang et al. 
336

, 2012 

JN701691  

Taiwan  JN701655 

S. herklotsii Atlântico Leste FJ174906 FJ174946 Palero et al.
337

, 2009 

S. latus Atlântico Leste FJ174907 FJ174947 Palero et al.
337

, 2009 

Desconhecida DQ377974  Cannas et al. dados não 
publicados 

Azores  JQ306104 Matzen da Silva et al.
338

, 
2011 

 JQ306105 

 JQ306106 

 JQ306107 

 JQ306108 

Atlântico NE  JF928188 Froufe et al. dados não 
publicados 

 JF928190 

 JF928192 

 JF928194 

S. nodifer Golfo de México, USA SNU96088  Tam e Kornfield
339

, 1998 

 JN701692 JN701657 Yang et al
336

. 2012 

A. regalis Reunión, Índico JN701685 JN701651 Yang et al
336

. 2012 

 Hawaii, USA JN701686 JN701652 

 

 

2.4.2.2 Potenciais efeitos dos NuMts sob as relações filogenéticas no nível de 

gênero 

 

 

As sequências mitocondriais, assim como as sequências mtDNA-like ou 

NuMts, foram identificadas a partir da análise de identificação e caracterização das 

múltiplas cópias dos marcadores mitocondriais. De acordo com as comparações 

entre os diversos haplótipos e o haplótipo de maior frequência, em relação à sua 

variabilidade e diferenciação, as sequencias foram classificadas em categorias de 

agrupamento, sendo que os grupos III, IV e V podem ser considerados como 

sequências mtDNA-like (ver seção 4.1 e 5.1 deste capítulo). 
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Para avaliar o padrão de distribuição dos NuMts, e seus potenciais efeitos 

sobre as reconstruções filogenéticas no nível de gênero, foram construídas, 

inicialmente, árvores filogenéticas com as sequências mitocondriais das diferentes 

espécies do gênero Scyllarides para os genes COI e 16S. Posteriormente, para 

evidenciar o impacto máximo possível dos NuMts nas análises filogenéticas, foram 

realizadas análises substituindo a sequência mitocondrial de determinadas espécies 

pela sequência mais divergente de cada grupo de haplótipos mtDNA-like (grupos III, 

IV e V). Sequências da espécie Artides regalis foram incluídas como grupo externo 

para enraizar as árvores filogenéticas das diferentes análises. 

Para o gene COI, dois conjuntos de dados mtDNA-like foram analisados. O 

primeiro incluiu o haplótipo do NuMt mais divergente do grupo IV de cada indivíduo 

das espécies S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. haanii. Os haplótipos 

deste grupo apresentaram mais de 64 substituições diferentes em comparação à 

sequência mitocondrial e não exibiram indels ou códons de parada, sendo 

considerados, portanto, haplótipos mtDNA-like distantes. O segundo conjunto de 

dados incluiu o haplótipo do NuMt mais divergente do grupo III de cada indivíduo das 

espécies S. brasiliensis e S. deceptor. Os haplótipos do grupo III apresentaram entre 

4  30 substituições diferentes em comparação com a sequência de mtDNA, não 

exibiram indels ou códons de parada, e foram considerados como haplótipos 

mtDNA-like próximos. Os haplótipos do grupo V, para o gene COI, além de se 

diferenciarem por mais de 64 substituições exibiram indels. A presença de indels 

muda a cadeia de leitura do gene e, portanto, estes haplótipos podem ser facilmente 

identificados como NuMts e excluídos das análises. Como a finalidade destas 

análises era avaliar o efeito que a presença inadvertida de sequências de NuMts que 

são difíceis de identificar teriam na reconstrução filogenética, os haplótipos do grupo 

V não foram incluídos. 

Para o gene 16S, três conjuntos de dados mtDNA-like foram analisados. Por 

se tratar de um gene que não codifica para uma proteína, os indels não causam 

mudanças na cadeia de leitura e, portanto, os haplótipos dos três grupos foram 

incluídos nas análises, pois não são facilmente identificáveis como NuMts. O 

primeiro conjunto de dados para este gene continha os haplótipos do grupo V das 

espécies S. aequinoctialis e S. deceptor. Estes haplótipos se diferenciaram por mais 

de 86 substituições e/ou indels e foram considerados como haplótipos mtDNA-like 

distantes extremos. O segundo conjunto de dados incluiu o haplótipo do NuMt mais 
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divergente do grupo IV de cada indivíduo das espécies S. aequinoctialis, S. 

brasiliensis, S. deceptor, S. delfosi e S. haanii. Estes haplótipos divergiram entre 37 

 83 substituições e/ou indels em comparação com a sequência mtDNA, sendo 

considerados assim, haplótipos mtDNA-like distantes. Finalmente, o terceiro 

conjunto de dados continha o haplótipo do NuMt mais divergente do grupo III de 

cada indivíduo das espécies S. aequinoctialis, S. deceptor e S. delfosi. Os haplótipos 

deste grupo apresentaram entre 430 substituições e/ou indels e foram 

considerados como mtDNA-like próximos. 

Para as análises, o melhor modelo evolutivo para cada conjunto de dados foi 

determinado através do critério de informação Bayesiana (BIC  Bayesian 

Information Criterion) implementado no programa Mega106. O modelo com a menor 

pontuação BIC pode ser considerado como aquele que descreve melhor o padrão de 

substituição. Nos casos em que o melhor modelo evolutivo não pôde ser aplicado, o 

modelo com a segunda menor pontuação do critério BIC foi empregado. Assim, o 

modelo HKY (Hasegawa-Kishino-Yano) com estimativas de sítios invariantes (I) e 

distribuição gamma (G) foi empregado para o conjunto de dados que continha as 

sequências mitocondriais do gene COI de todas as espécies. O modelo HKY + I foi 

empregado para o conjunto de dados que continha as sequências mitocondriais do 

gene 16S de todas as espécies, e para o conjunto de dados do gene 16S que incluía 

as sequências de mtDNA-like distantes. E em fim, o modelo HKY + G foi empregado 

para os outros conjuntos de dados dos genes COI e 16S. 

As árvores filogenéticas foram obtidas através do método de Inferência 

Bayesiana implementado no programa MrBayes 3.2.2340. Para cada conjunto de 

dados, duas análises independentes de quatro cadeias MCMC foram executadas 

com cinco milhões de gerações e uma frequência de amostragem de 500 gerações. 

Para cada análise, os primeiros 25% dos parâmetros e árvores foram descartados 

como burn-in e uma árvore de consenso de maioria de 50% foi obtida. As diferentes 

sequências incluídas nestas análises não são homólogas e apresentam padrões de 

evolução diferentes, portanto, muitos dos pressupostos ao determinar as relações 

filogenéticas são violados. Assim, as árvores que contêm sequências mtDNA-like, 

não representam uma verdadeira filogenia. 
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2.4.2.3 Determinação dos eventos de integração nuclear 

 

 

Os NuMts podem ser produto de integrações independentes de fragmentos 

mitocondriais ou podem ser resultado de duplicação de um NuMt já estabelecido 

dentro do genoma nuclear220, 224, 287. Assim, para determinar o número de possíveis 

eventos de integração nuclear, foram feitas, inicialmente, análises filogenéticas com 

as sequências mitocondriais e os NuMts do grupos III, IV e V para os genes COI (35 

NuMts) e 16S (48 NuMts). As árvores filogenéticas foram construídas através do 

método de Inferência Bayesiana como descrito anteriormente, e o modelo evolutivo 

empregado para ambos os conjuntos de dados (COI e 16S) foi o HKY + G. 

Posteriormente, para determinar e confirmar o número de integrações 

independentes dos NuMts do gene COI, foi empregada a abordagem desenvolvida 

por Bensansson e colaboradores313. Esta abordagem esta baseada no fato de que 

os genes mitocondriais mostram um viés no número absoluto de diferenças 

observadas em cada posição do códon (mais na terceira e na primeira posição do 

que na segunda). Uma vez que as sequências destes genes são integradas ao 

genoma nuclear deixam de ser funcionais e, consequentemente, podem evoluir com 

poucas restrições seletivas. Assim, se entre dois NuMts é observado um viés 

significativo na quantidade de variação em cada posição do códon, significa que eles 

são, provavelmente, descentes de diferentes imigrantes mitocondriais (restritos 

seletivamente) e, consequentemente, originaram-se de eventos de integração 

independentes. Não obstante, este método apenas pode fornecer uma estimativa 

mínima, uma vez que integrações independentes que surgiram a partir de haplótipos 

de mtDNA semelhantes não podem ser distinguidas313. 

Para determinar o número de eventos de integração, o número absoluto de 

diferenças nucleotídicas entre os 35 NuMts do gene COI (grupos III, IV e V) foi 

calculado para cada posição do códon a partir de matrizes par a par no programa 

Mega106. Nucleotídeos de alguns haplótipos do grupo V que representam inserções 

em relação à sequência mitocondrial foram removidos, a fim de manter a cadeia de 

leitura observada no mtDNA para estes haplótipos221. Sítios com dados faltantes 

foram ignorados nas análises através do algoritmo pairwise deletion. Para cada 

comparação par a par, foi realizado um teste 2 para avaliar se o par de NuMts 

apresentava um desvio significativo do número igual de diferenças (Ho: proporções 
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1:1:1) para cada posição de códon (gl = 2, P < 0,05). NuMts que não apresentaram 

um desvio significativo do número de diferenças foram agrupados como um único 

evento de integração nuclear221, 313. 

Finalmente, valores médios da razão transições/transversões (R) e da 

distância p dentro dos grupos observados nas filogenias foram obtidos com ajuda do 

programa Mega106. Para o gene COI, os valores médios do número de diferenças 

por sítios do códon dentro de cada grupo também foram calculados. 
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2.5 Resultados 

 

 

2.5.1 Identificação e caracterização de NuMts e sequências heteroplásmicas 

 

 

Os indivíduos empregados nas análises foram caracterizados, inicialmente, 

para a presença/ausência de picos duplos nos eletroferogramas do sequenciamento 

direto obtidos a partir do gDNA e iniciadores universais para os genes COI e 16S e 

homólogos para a RC (Tabela 2.5). Para o gene COI, foi evidente a presença de 

picos duplos em alguns indivíduos das quatro espécies do gênero Scyllarides 

(Figura 2.13). Para o gene 16S, só alguns indivíduos de três das espécies de 

Scyllarides apresentaram picos duplos (Figura 2.14). Por outro lado, para a RC não 

foram observados picos duplos em qualquer sequência de S. brasiliensis e S. 

deceptor. Os picos duplos podem ser observados pela clara sobreposição dos sinais 

de fluorescência de dois nucleotídeos, ou podem se observar diferenças no sinal de 

fluorescência dos nucleotídeos reconhecidos, sendo neste caso observados picos 

de diferentes sinais de fluorescência na mesma posição (Figuras 2.13 e 2.14). 

 

Tabela 2.5 – Caracterização da presença/ausência de picos duplos nos 

eletroferogramas do sequenciamento direto obtidos a partir do 

gDNA e iniciadores universais (COI e 16S) e homólogos (RC) 

Espécie ID 
Picos duplos 

COI 16S RC 

S. aequinoctialis SM5 Presente Presente  

S. brasiliensis ESSB6 Presente Presente Ausente 

 RJSB2
A
 Ausente Ausente Ausente 

S. deceptor RJSD7 Presente Presente Ausente 

 RJSD26 Presente Presente Ausente 

 RJSD59 Presente Presente Ausente 

 RJSD60
A
 Presente Presente Ausente 

 S1 Ausente Ausente Ausente 

S. delfosi CESDF1 Presente Ausente  

Legenda: 
A
 exemplar armazenado a -20 °C; ID, identificação do indivíduo. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.13  Fragmento dos eletroferogramas para o gene COI a partir do gDNA 

 
Legenda: fragmento dos eletroferogramas obtidos com os iniciadores LCO1490/HCO2198, a partir do 

gDNA, para os indivíduos das quatro espécies analisadas: Scyllarides aequinoctialis (SM5); 
S. brasiliensis (RJSB2, ESSB6); S. delfosi (CESDF1); e S. deceptor (RJSD7, RJSD26, 
RJSD59, RJSD60, S1). Os enquadramentos ressaltam os sítios com picos duplos. Os 
indivíduos RJSB2 e S1 não apresentaram sinais de picos duplos com esses iniciadores. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.14  Fragmento dos eletroferogramas para o gene 16S a partir do gDNA 

 
Legenda: fragmento dos eletroferogramas obtidos com os iniciadores 16Sar/16Sbr, a partir do gDNA, 

para os indivíduos das quatro espécies analisadas: (a) Scyllarides aequinoctialis (SM5); (b) 
S. brasiliensis (RJSB2, ESSB6); e (c) S. deceptor (RJSD7, RJSD26, RJSD59, RJSD60, S1). 
Os enquadramentos ressaltam os sítios com picos duplos. Os indivíduos RJSB2 e S1 não 
apresentaram sinais de picos duplos com esses iniciadores. 

Fonte: a autora, 2014. 
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A presença de picos duplos sugere a co-amplificação de diferentes 

sequências quando são usados os iniciadores universais a partir do gDNA. Assim, 

um protocolo de extração de DNA com enriquecimento de mtDNA foi desenvolvido 

para amostras congeladas a -20 °C, empregando o sistema de esferas magnéticas 

Agencourt® AMPure® sem ou com tratamento de DNAse antes da lise da membrana 

mitocondrial (mtDNAE1 e mtDNAE2 respectivamente). Os tratamentos 

empregados permitiram uma redução considerável do nDNA contaminante (ver 

seção 3.1.1 para maiores detalhes), e o sequenciamento direto dos fragmentos 

amplificados a partir destes métodos de enriquecimento, com iniciadores universais 

para os gene COI e 16S, mostrou eletroferogramas de alta qualidade. Os 

eletroferogramas exibiram picos bem definidos com pouco ruído (background) e não 

apresentaram sinais de picos duplos (Figuras 2.15 e 2.16). 

 

Figura 2.15  Fragmento dos eletroferogramas para o gene COI a partir do gDNA e 

os métodos de enriquecimento com mtDNA (mtDNAE1 e mtDNAE2). 

 
Legenda: fragmento dos eletroferogramas obtidos com os iniciadores LCO1490/HCO2198 para S. 

brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60), a partir dos três métodos de extração (gDNA, 
mtDNA E1 e mtDNA E2). Os enquadramentos ressaltam os sítios com picos duplos na 
sequência obtida a partir do gDNA em RJSD60. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.16  Fragmento dos eletroferogramas para o gene 16S a partir do gDNA e 

os métodos de enriquecimento com mtDNA (mtDNAE1 e mtDNAE2). 

 
Legenda: fragmento dos eletroferogramas obtidos com os iniciadores 16Sar/16Sbr para (a) S. 

brasiliensis (RJSB2) e (b) S. deceptor (RJSD60), a partir dos três métodos de extração 
(gDNA, mtDNA E1 e mtDNA E2). Os enquadramentos ressaltam os sítios com picos duplos 
na sequência obtida a partir do gDNA em ESSB6 e RJSD60. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Para avaliar a presença e origem das diferentes sequências, empregou-se a 

técnica de clonagem-sequenciamento de produtos amplificados para os três 

marcadores mitocondriais (COI, 16S e RC) a partir dos diferentes métodos de 

extração (gDNA, mtDNAE1 e mtDNAE2) e duas DNA polimerases (Taq e Pfx). Os 

resultados detalhados da clonagem dos três marcadores encontram-se nos 

Apêndices BD e um resumo conciso pode ser observado nas Tabelas 2.62.11. 

O número de sequências obtidas dos clones por indivíduo, por marcador e por 

método de extração variaram entre 8 e 20 (Tabelas 2.62.11). Em cada clonagem, 

por indivíduo, podem ser observadas diferentes sequências ou haplótipos. 

Dependendo do marcador, método de extração e enzima usada, podem ser 

encontrados entre 1 a 16 haplótipos únicos. Um desses haplótipos geralmente é 

encontrado em maior proporção que os outros (HF  Haplótipo de maior frequência), 

e, no caso do gene COI, esse haplótipo não apresentou indels que mudassem a 

cadeia de leitura ou substituições que codificassem para códons de parada (Tabelas 

2.62.11). No caso dos indivíduos RJSB2 (S. brasiliensis) e RJSD60 (S. deceptor), o 

mesmo haplótipo prevalente foi recuperado com os três métodos de extração 

(gDNA, mtDNAE1 e mtDNAE2) e as duas enzimas (Taq e Pfx) para cada um dos 

marcadores mitocondriais. Cabe ressaltar que esse haplótipo mais frequente foi 

similar ao recuperado pelo sequenciamento direto a partir dos métodos de 

enriquecimento (Apêndices BD). 

A partir da análise comparativa entre os diversos haplótipos e o haplótipo de 

maior frequência, em relação ao número de nucleotídeos diferentes (substituições), 

indels, aminoácidos diferentes (para o gene COI), e valores da distância p, foram 

criadas diferentes categorias de agrupamento no conjunto de dados para cada 

marcador. 

Para o gene COI, cinco principais categorias ou grupos foram criadas 

(Tabelas 2.6 e 2.7): 

 Grupo I. Haplótipos que divergem, para clonagens com Taq, em até 4 

substituições e/ou indels, e para clonagens com Pfx, em até 2 

substituições e/ou indels. As substituições causaram entre um ou dois 

aminoácidos diferentes e os haplótipos apresentaram valores de distância 

p menores de 0,006; 
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 Grupo II. Haplótipos com dois ou mais clones mostrando a mesma 

substituição. A substituição foi uma transição, pudendo ser sinônima 

(terceira posição do códon) ou não-sinônima (primeira posição). As taxas 

de substituições sinônimas e não-sinônimas foram menores de 0,006, e os 

haplótipos apresentaram valores de distância p menores de 0,001; 

 Grupo III. Haplótipos que divergem entre 430 substituições e não exibem 

indels. As substituições causaram dois ou mais aminoácidos diferentes e 

nenhuma substituição codificou para códons de parada. A razão 

transições/transversões variou entre 3,04,0. A taxa de substituições 

sinônimas variou entre 0,0060,086 e a de não-sinônimas entre 

0,0040,006. Os haplótipos apresentam valores de distância p entre 

0,0060,023 

 Grupo IV. Haplótipos que se diferenciam por mais de 64 substituições e 

não exibem indels. As substituições causaram entre 311 aminoácidos 

diferentes e nenhuma codificou para códons de parada. A razão 

transições/transversões variou entre 1,7204,417. A taxa de substituições 

sinônimas variou entre 0,4621,055 e a de não-sinônimas entre 

0,0060,026. Os haplótipos apresentaram valores de distância p entre 

0,0930,159; e 

 Grupo V. Haplótipos que se diferenciaram por mais de 64 substituições e 

exibem indels. O comprimento do evento de inserção/deleção variou entre 

15 pb. A razão transições/transversões variou entre 1,8334,143. Os 

haplótipos apresentaram valores de distância p entre 0,1160,161. 
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Tabela 2.6  Resumo dos resultados da clonagem do gene COI a partir do gDNA 

 
S. brasiliensis S. deceptor S. del S. aeq Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq Taq Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 ESSB6 RJSD60 RJSD60 RJSD7 RJSD26 RJSD59 S1 CESDF1 SM5 
 

Picos Duplos A A P P P P P P A P P ----- 

Clones sequenciados 11 10 14 12 13 11 16 11 11 13 16 ----- 

Haplótipos únicos 6 9 7 6 12 6 12 9 4 5 11 ----- 

Clones HF 3 2 8 6 2 6 5 3 8 9 6 ----- 

Grupo I 0 4 4 2 7 5 5 4 3 3 6 < 0,006 

Grupo II 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 < 0,001 

Grupo III 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0,0070,023 

Grupo IV 3 0 1 2 1 0 4 1 0 0 2 0,0930,159 

Grupo V 1 4 1 0 2 0 2 2 0 1 2 0,1160,161 

% HF + Grupo I 27,3 60,0 85,7 66,7 69,2 100,0 62,5 63,6 100,0 92,3 75,0 
 

% Grupo II 27,3 0,0 0,0 16,7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
 

% Grupos III+IV+V 45,5 40,0 14,3 16,7 30,8 0,0 37,5 36,4 0,0 7,7 25,0 
 

Legenda: S. del, Scyllarides delfosi; S. aeq, Scyllarides aequinoctialis. 

 

Tabela 2.7  Resumo dos resultados da clonagem do gene COI a partir do mtDNAE1 e mtDNAE2 

 
S. brasiliensis S. deceptor Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 RJSB2 RJSD60 RJSD60 RJSD60 
 

Método mtDNA E2 E1 E2 E2 E1 E2 ----- 

Picos Duplos A A A A A A ----- 

Clones sequenciados 12 14 14 12 13 13 ----- 

Haplótipos únicos 5 11 10 2 8 8 ----- 

Clones HF 8 4 3 11 5 5 ----- 

Grupo I 3 10 8 1 6 5 < 0,004 

Grupo II 0 0 1 0 1 1 < 0,001 

Grupo III 0 0 1 0 0 0 0,006 

Grupo IV 0 0 0 0 0 1 0,099 

Grupo V 1 0 0 0 0 0 0,157 

% HF + Grupo I 91,7 100,0 78,6 100,0 84,6 76,9 
 

% Grupo II 0,0 0,0 14,3 0,0 15,4 15,4 
 

% Grupos III+IV+V 8,3 0,0 7,1 0,0 0,0 7,7 
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Para o gene 16S, os cinco principais grupos foram (Tabelas 2.8 e 2.9): 

 Grupo I. Haplótipos que divergem, para clonagens com Taq, em até 4 

substituições e/ou indels, e para clonagens com Pfx, em até 2 

substituições e/ou indels. Os haplótipos apresentaram valores de distância 

p menores de 0,005; 

 Grupo II. Haplótipos com dois ou mais clones mostrando a mesma 

substituição e/ou indel. A substituição foi uma transição e os haplótipos 

apresentaram valores de distância p menores de 0,002; 

 Grupo III. Haplótipos que divergem entre 430 substituições e/ou indels. O 

comprimento do evento de inserção/deleção foi menor de 2 pb. A razão 

transições/transversões variou entre 1,510,0. Os haplótipos apresentam 

valores de distância p entre 0,0140,036 

 Grupo IV. Haplótipos que divergem entre 3783 substituições e/ou indels. 

O comprimento do evento de inserção/deleção variou entre 130 pb. A 

razão transições/transversões variou entre 1,8243,0. Os haplótipos 

apresentaram valores de distância p entre 0,0570,108; e 

 Grupo V. Haplótipos que se diferenciam por mais de 86 substituições e/ou 

indels. O comprimento do evento de inserção/deleção variou entre 13 pb 

A razão transições/transversões variou entre 1,8282,0. Os haplótipos 

apresentaram valores de distância p entre 0,1450,176. 
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Tabela 2.8  Resumo dos resultados da clonagem do gene 16S a partir do gDNA 

 
S. brasiliensis S. deceptor S. del S. aeq Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq Taq Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 ESSB6 RJSD60 RJSD60 RJSD7 RJSB2 RJSB2 ESSB6 RJSD60 RJSD60 
 

Picos Duplos A A P P P P P P A A P 
 

Clones sequenciados 12 9 18 11 11 9 11 12 14 11 20 ----- 

Haplótipos únicos 6 4 11 6 9 6 8 9 8 9 16 ----- 

Clones HF 7 6 8 6 3 3 4 4 6 3 5 ----- 

Grupo I 0 3 3 1 3 2 1 3 6 4 7 < 0,005 

Grupo II 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 < 0,002 

Grupo III 0 0 0 0 0 1 3 1 0 1 1 0,0140,036 

Grupo IV 5 0 7 4 4 1 3 3 0 3 5 0,0570,108 

Grupo V 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 0,1450,176 

% HF + Grupo I 58,3 100,0 61,1 63,6 54,5 55,6 45,5 58,3 85,7 63,6 60,0 
 % Grupo II 0,0 0,0 0,0 0,0 9,1 22,2 0,0 0,0 14,3 0,0 0,0 
 % Grupos III+IV+V 41,7 0,0 38,9 36,4 36,4 33,3 54,5 41,7 0,0 36,4 40,0 
 Legenda: S. del, Scyllarides delfosi; S. aeq, Scyllarides aequinoctialis. 

 

Tabela 2.9  Resumo dos resultados da clonagem do gene 16S a partir do mtDNAE1 e mtDNAE2 

 
S. brasiliensis S. deceptor Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 RJSB2 RJSD60 RJSD60 RJSD60 
 

Método mtDNA E2 E1 E2 E2 E1 E2 
 

Picos Duplos A A A A A A 
 

Clones sequenciados 12 8 12 12 9 13 ----- 

Haplótipos únicos 1 5 3 4 8 7 ----- 

Clones HF 12 4 9 8 1 6 ----- 

Grupo I 0 4 1 2 5 3 < 0,005 

Grupo II 0 0 1 1 2 3 < 0,002 

Grupo III 0 0 0 0 0 0 ----- 

Grupo IV 0 0 0 0 0 0 ----- 

Grupo V 0 0 0 0 0 0 ----- 

% HF + Grupo I 100,0 100,0 83,3 83,3 66,7 69,2 
 % Grupo II 0,0 0,0 16,7 16,7 33,3 30,8 
 % Grupos III+IV+V 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
 



151 
 

Para a região controle, embora a ausência de picos duplos fosse evidente, 

três principais grupos foram criados (Tabelas 2.10 e 2.11): 

 Grupo I. Haplótipos que divergem, para clonagens com Taq, em até 4 

substituições e/ou indels, e para clonagens com Pfx, em até 2 

substituições e/ou indels. Os haplótipos apresentaram valores de distância 

p menores de 0,006; 

 Grupo II. Haplótipos com dois ou mais clones mostrando a mesma 

substituição e/ou indel. Os haplótipos apresentaram um indel e valores de 

distância p de 0; e 

 Grupo III. Haplótipos que divergem entre 430 substituições e/ou indels. O 

comprimento do evento de inserção/deleção foi menor de 2 pb. A razão 

transições/transversões foi de 4,200 e o valor de distância p foi de 0,036. 

 

 

Tabela 2.10  Resumo dos resultados da clonagem da região controle a partir do 

gDNA 

 
S. brasiliensis S. deceptor Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 RJSB2 RJSD60 RJSD60 RJSD60 
 

Picos Duplos A A A A A A 
 

Clones sequenciados 11 11 12 11 12 11 ----- 

Haplótipos únicos 6 10 3 4 4 8 ----- 

Clones HF 6 2 10 8 9 4 ----- 

Grupo I 5 8 2 3 3 7 < 0,004 

Grupo II 0 0 0 0 0 0 ----- 

Grupo III 0 1 0 0 0 0 0,036 

% HF + Grupo I 100,0 90,9 100,0 100,0 100,0 100,0 ----- 

% Grupo II 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ----- 

% Grupo III 0,0 9,1 0,0 0,0 0,0 0,0 ----- 

Fonte: a autora, 2014. 
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Tabela 2.11  Resumo dos resultados da clonagem da região controle a partir do 

mtDNAE1 e mtDNAE2 

 
S. brasiliensis S. deceptor Distância p 

Taq Pfx Taq Pfx Taq 
 

Indivíduo RJSB2 RJSB2 RJSB2 RJSD60 RJSD60 RJSD60 
 

Método mtDNA E2 E1 E2 E2 E1 E2 
 

Picos Duplos A A A A A A 
 

Clones sequenciados 12 12 12 12 12 12 ----- 

Haplótipos únicos 4 9 7 3 6 6 ----- 

Clones HF 9 4 5 10 7 7 ----- 

Grupo I 2 7 5 2 5 5 < 0,006 

Grupo II 1 1 1 0 0 0 0,000 

Grupo III 0 0 0 0 0 0 ----- 

% HF + Grupo I 91,7 91,7 83,3 100 100 100 
 % Grupo II 8,3 8,3 16,7 0,0 0,0 0,0 
 % Grupo III 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
 Fonte: a autora, 2014. 

 

Da análise filogenética, quanto à relação entre os diversos haplótipos 

encontrados para o gene COI, pode-se ressaltar que (Figura 2.17): 

(i) os haplótipos dos grupos I e II de cada indivíduo agruparam com os 

haplótipos de maior frequência desse mesmo indivíduo formando grupos 

monofiléticos para cada um, e estes, por sua vez, agruparam-se com 

valores acima de 96% de bootstrap em grupos monofiléticos para cada 

espécie; 

(ii) a maioria dos haplótipos do grupo III se localizam dentro do grupo 

monofilético formado pelo haplótipo prevalente e os haplótipos da 

categoria I e II de cada espécie; 

(iii) a maioria dos haplótipos dos grupos IV e V, de todas as espécies, 

formaram um grande grupo monofilético, irmão das sequências de S. 

deceptor; e 

(iv) um haplótipo do grupo III da espécie S. deceptor, dois haplótipos do grupo 

IV da espécie S. brasiliensis e um da espécie S. aequinoctialis encontram-

se mais proximamente relacionados com o grupo monofilético de cada 

espécie. 
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Para o gene 16S, a análise filogenética, em relação aos diversos haplótipos 

encontrados, permite destacar que (Figura 2.18): 

(i) os haplótipos dos grupos I e II, de cada espécie, agruparam com valores 

acima de 97% de bootstrap com os haplótipos de maior frequência 

formando grupos monofiléticos para cada uma das espécies; 

(ii) a maioria dos haplótipos do grupo III se encontram proximamente 

relacionados ao grupo monofilético de cada espécie formado pelo 

haplótipo prevalente e os haplótipos dos grupos I e II; 

(iii) a maioria dos haplótipos do grupo IV, de todas as espécies, formaram um 

grande grupo monofilético, irmão das sequências de S. deceptor; e 

(iv) os haplótipos do grupo V, um da espécie S. deceptor e dois de S. 

aequinoctialis, formaram um grupo monofilético na parte basal da 

topologia. 

 

Da análise filogenética, em relação aos diversos haplótipos encontrados para 

a região controle, pode-se evidenciar que (Figura 2.19): 

(i) os haplótipos dos grupos I e II de cada indivíduo agruparam com os 

haplótipos de maior frequência desse mesmo indivíduo formando grupos 

monofiléticos para cada um, e estes por sua vez, agruparam-se com 

valores acima de 99% de bootstrap em grupos monofiléticos para cada 

espécie; e 

(ii) o haplótipo da categoria III da espécie S. brasiliensis se encontra 

proximamente relacionado ao grupo monofilético da espécie. 
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Figura 2.17  Árvore de Neighbor-Joining para as clonagens do gene COI 

 
Legenda: os pontos cinza sobre os nós dos ramos indicam valores de bootstrap acima de 70% com 

1.000 réplicas. Em azul claro, os indivíduos da espécie Artides regalis usados para enraizar 
a árvore. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.18  Árvore de Neighbor-Joining para as clonagens do gene 16S 

 
Legenda: os pontos cinza sobre os nós dos ramos indicam valores de bootstrap acima de 70% com 

1.000 réplicas. Em azul claro, os indivíduos da espécie Artides regalis usados para enraizar 
a árvore. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.19  Árvore de Neighbor-Joining para as clonagens da região controle 

 
Legenda: os pontos cinza sobre os nós dos ramos indicam valores de bootstrap acima de 70% com 

1.000 réplicas. Árvore sem enraizar. 
Fonte: a autora, 2014. 
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As análises filogenéticas e os Box Plots dos dados das clonagens dos 

indivíduos RJSB2 (S. brasiliensis) e RJSD60 (S. deceptor) permitem identificar 

algumas particularidades dos métodos de extração de DNA e enzimas empregadas 

nas amplificações (Figuras 2.202.25). 

No caso dos genes COI e 16S, para os quais foram usados iniciadores 

universais, as comparações em relação aos grupos de haplótipos entre os métodos 

de extração de DNA permitem ressaltar que (Figuras 2.20, 2.21 e 2.23): 

(i) a percentagem de clones que mostraram o haplótipo de maior frequência 

ou haplótipos do grupo I foi maior para as clonagens a partir de DNA 

enriquecido com mtDNA que para as clonagens a partir de gDNA. A 

mediana dessa percentagem foi de 84,0% (quartis 2575: 78,2100%) 

para os métodos enriquecidos, contra 61,8% (quartis 2575: 57,467,3%) 

para o gDNA; 

(ii) embora os intervalos interquadris sejam semelhantes, a mediana da 

percentagem de haplótipos do grupo II foi maior para as clonagens a 

partir dos métodos enriquecidos (mediana de 14,9%, quartis 2575: 

016,7%) do que para as clonagens a partir do gDNA (mediana de 0%, 

quartis 2575: 0 11%); e 

(iii) a presença de haplótipos pertencentes aos grupos III, IV e V, foi maior 

nas clonagens a partir do gDNA (mediana de 36,4%, quartis 2575: 

27,340,4%) do que nas clonagens a partir do DNA enriquecido com 

mtDNA (mediana de 0%, quartis 2575: 01,8%). 

 

Para a RC, para a qual foram usados iniciadores específicos, pode-se 

ressaltar que (Figura 2.22 e 2.23): 

(i) a percentagem de clones que mostraram o haplótipo prevalente mais os 

do grupo I foi semelhante para os diferentes métodos de extração. A 

mediana dessa percentagem para o gDNA foi de 100% (quartis 2575: 

97,7100%) e para o DNA enriquecido com mtDNA foi de 95,9% (quartis 

2575: 91,7100%); e 

(ii) contrastantemente, um haplótipo do grupo III só foi recuperado na 

clonagem a partir do gDNA, enquanto que haplótipos do grupo II 

unicamente foram obtidos nas clonagens a partir dos métodos 

enriquecidos. 
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Figura 2.20  Árvores de Neighbor-Joining para as clonagens do gene COI a partir do (a) gDNA e (b) DNA enriquecido com mtDNA 

(mtDNAE1+mtDNAE2) 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Os pontos cinza sobre os nós dos ramos 

indicam valores de bootstrap acima de 70% com 1.000 réplicas. Em azul claro, os indivíduos da espécie Artides regalis usados para enraizar as 
árvores. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.21  Árvores de Neighbor-Joining para as clonagens do gene 16S a partir do (a) gDNA e (b) DNA enriquecido com mtDNA 

(mtDNAE1+mtDNAE2) 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Os pontos cinza sobre os nós dos ramos 

indicam valores de bootstrap acima de 70% com 1.000 réplicas. Em azul claro, os indivíduos da espécie Artides regalis usados para enraizar as 
árvores. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.22  Árvores de Neighbor-Joining para as clonagens da região controle a partir do (a) gDNA e (b) DNA enriquecido com 

mtDNA (mtDNAE1+mtDNAE2) 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Os pontos cinza sobre os nós dos ramos 

indicam valores de bootstrap acima de 70% com 1.000 réplicas. Árvores sem enraizar. 
Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.23  Distribuição de haplótipos, em percentagens, que pertencem às diferentes categorias para os dados das clonagens a 

partir de DNA enriquecido com mtDNA (mtDNAE1+mtDNAE2) versus gDNA 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Para a análise foram combinados os dados 

dos genes COI e 16S das duas espécies. Extrações a partir do DNA enriquecido com mtDNA em amarelo, e a partir do gDNA em azul. Categorias 

dos haplótipos de acordo com as Tabelas 2.62.11 e Figuras 2.202.24. Nos Box Plots são mostrados os valores da mediana, quartis 25 e 75, 
máximo e mínimo adjacente e pontos atípicos. 

Fonte: a autora, 2014. 
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As comparações em relação aos grupos de haplótipos entre os dois métodos 

de extração de DNA com enriquecimento de mtDNA permitem assinalar que (Figura 

2.24): 

(i) nos dois métodos, o haplótipo de maior frequência junto com os 

haplótipos do grupo I encontram-se em maior percentagem (mtDNAE1: 

mediana de 95,9%, quartis 2575: 86,4100%; mtDNAE2: mediana de 

87,5%, quartis 2575: 82,1100%);  

(ii) a percentagem de clones com haplótipos do grupo II foi semelhante nos 

dois métodos de enriquecimento (mtDNAE1: mediana de 4,2%, quartis 

2575: 013,6%; mtDNAE2: mediana de 11,3%, quartis 2575: 

016,7%); e 

(iii) no método que leva um tratamento final com DNAse (mtDNAE2) 

recuperaram-se haplótipos dos grupos III, IV e V para as clonagens do 

gene COI nas duas espécies, S. brasiliensis e S. deceptor. 

 

As comparações em relação à enzima empregada para as amplificações 

permitem apontar que (Figura 2.25): 

(i) a percentagem de clones que apresentaram a sequência do haplótipo de 

maior frequência foi maior com a enzima de alta fidelidade (Pfx). A 

mediana para a Pfx foi de 66,7% (quartis 2575: 54,577,1%), enquanto 

que para a Taq, foi de 40,1% (quartis 2575: 21,160,4%); 

(ii) a percentagem de clones recuperados que representam haplótipos do 

grupo I, foi menor com a enzima de alta fidelidade. Para a Pfx, a mediana 

foi de 16,7% (quartis 2575: 6,218,8%), e para a Taq, foi de 39,3% 

(quartis 2575: 26,744,7%); e 

(iii) as percentagens de haplótipos recuperados para os outros grupos de 

haplótipos (IIV) foram similares para as duas enzimas. Para o grupo II, a 

mediana foi de 0% (quartis 2575: 010,4%) para a Pfx, e de 4,6% 

(quartis 2575: 015,7%) para a Taq. Para o grupo III+IV+V, a mediana foi 

de 0% (quartis 2575: 021,6%) para a Pfx, e de 3,6% (quartis 2575: 

014,5%) para a Taq. 
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Figura 2.24  Distribuição de haplótipos, em percentagens, que pertencem às diferentes categorias para os dados das clonagens a 

partir de DNA enriquecido com mtDNA, mtDNAE1 versus mtDNAE2 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Para a análise foram combinados os dados 

dos três marcadores mitocondriais analisados das duas espécies. E1, mtDNAE1 (amarelo); E2, mtDNAE2 (azul). Categorias dos haplótipos de 

acordo com as Tabelas 2.62.11 e Figuras 2.202.24. Nos Box Plots são mostrados os valores da mediana, quartis 25 e 75, máximo e mínimo 
adjacente e pontos atípicos. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.25  Distribuição de haplótipos, em percentagens, que pertencem as diferentes categorias para os dados das clonagens 

com Taq versus Pfx 

 
Legenda: dados das clonagens de dois indivíduos das espécies S. brasiliensis (RJSB2) e S. deceptor (RJSD60). Para a análise foram combinados os dados 

dos três marcadores mitocondriais analisados das duas espécies. Amplificações com Taq em amarelo e com Pfx em azul. Categorias dos 

haplótipos de acordo com as Tabelas 2.62.11 e Figuras 2.202.24. Nos Box Plots são mostrados os valores da mediana, quartis 25 e 75, máximo 
e mínimo adjacente e pontos atípicos. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Ao analisar os dados dos indivíduos que não apresentaram sinais de picos 

duplos nos sequenciamentos diretos dos produtos de PCR a partir do gDNA, foi 

possível evidenciar que a maioria dos clones, para as clonagens a partir do gDNA, 

foram do haplótipo de maior frequência ou pertenciam ao grupo I (mediana de 

100,0%, quartis 2575: 63,6100%) (Tabelas 2.62.11). Contudo, em alguns desses 

indivíduos, sem presença evidente de picos duplos, foram observados haplótipos 

dos outros grupos. Para o indivíduo CESDF1 da espécie S. delfosi, por exemplo, 

foram recuperados haplótipos dos grupos III e IV a partir das clonagens com gDNA 

para os genes COI e 16S (Tabelas 2.6 e 2.8). Isto indica que a ausência de picos 

duplos nos eletroferogramas de alguns indivíduos não garante a ausência de outros 

haplótipos ou sequências dessas regiões quando são avaliados por clonagem. No 

entanto, cabe destacar que a sequência recuperada por sequenciamento direto é a 

mesma que a do haplótipo de maior frequência para esses indivíduos. 

Das análises filogenéticas dos conjuntos de dados que incluem as sequências 

disponíveis no GenBank das espécies de Scyllarides para os genes COI e 16S 

(Figuras 2.26 e 2.27), pode-se destacar que:  

(i) o grupo monofilético dos haplótipos da espécie S. delfosi, formado pelo 

haplótipo de maior frequência e os haplótipos do grupo I, faz parte de um 

grupo monofilético maior formado pelas espécies S. herklotsii, S. latus e 

S. nodifer, com valores de suporte de 98% para COI e de 97% para 16S; 

(ii) a sequência de S. brasiliensis para o gene 16S (JN701689) agrupa com o 

grupo monofilético formado pelos haplótipos da categoria IV, enquanto 

que a sequência para o gene COI (JN701654), desse mesmo indivíduo, 

encontra-se mais proximamente relacionada com o grupo monofilético da 

espécie; 

(iii) as duas sequências da espécie S. haanii para o gene 16S (JN701690 e 

JN701691) encontram-se proximamente relacionas a um haplótipo da 

categoria IV da espécie S. deceptor com um suporte de 74%; e  

(iv) uma das sequências de S. haanii para o gene COI (JN701656) agrupa 

com o grupo monofilético dos haplótipos dos grupos IV e V, enquanto que 

a outra (JN701655) encontra-se mais proximamente relacionada com o 

grupo monofilético de S. brasiliensis. 
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Figura 2.26  Árvore de Neighbor-Joining para as clonagens do gene COI incluindo 

sequências previamente publicadas das espécies do gênero 

Scyllarides 

 
Legenda: nos ramos são mostrados os valores de bootstrap (acima de 70%) com 1.000 réplicas. 
Fonte: a autora, 2014. 
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Figura 2.27  Árvore de Neighbor-Joining para as clonagens do gene 16S incluindo 

sequências previamente publicadas das espécies do gênero 

Scyllarides 

 
Legenda: nos ramos são mostrados os valores de bootstrap (acima de 70%) com 1.000 réplicas. 
Fonte: a autora, 2014. 
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2.5.2 Potenciais efeitos dos NuMts sob as relações filogenéticas no nível de gênero 

 

 

As filogenias do gênero de lagostas sapateiras Scyllarides, baseadas nas 

sequências mitocondriais dos genes COI e 16S, independentemente, podem ser 

observadas nas Figuras 2.25a e 2.26a. 

Para o gene COI, a árvore Bayesiana de consenso permite distinguir dois 

grandes grupos monofiléticos bem suportados (Figura 2.28a). O primeiro inclui as 

espécies S. latus e S. herklotsii, e o segundo as espécies S. aequinoctialis, S. 

brasiliensis, S. deceptor e S. haanii. Quando as sequências mitocondriais das 

espécies S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. haanii foram substituídas 

pelos haplótipos mtDNA-like distantes (grupo IV), os dois grupos se mantiveram, 

porém, as sequências de S. brasiliensis não formaram um grupo monofilético e a 

divergência observada entre estas foi de 11,3% (Figura 2.28b). Mudanças no 

comprimento dos ramos também puderam ser observadas e, por exemplo, a 

divergência média entre S. deceptor e S. aequinoctialis mudou de 14,5%, com as 

sequências mtDNA, para 9% com os haplótipos mtDNA-like distantes. A divergência 

entre S. brasiliensis e S. haanii também mudou, passando de 15,2% para 9,7%. 

Finalmente, a posição filogenética da espécie S. nodifer foi alterada, encontrando-se 

mais proximamente relacionada ao grupo monofilético formado pelas espécies S. 

aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor e S. haanii quando as sequências mtDNA-

like distantes são incluídas. Quando as sequências mitocondriais das espécies S. 

brasiliensis e S. deceptor foram substituídas pelos haplótipos mtDNA-like próximos 

(grupo III) não houve mudanças nas relações filogenéticas das espécies e, inclusive, 

os comprimentos dos ramos foram semelhantes (Figura 2.28c). A divergência 

observada entre as espécies S. brasiliensis e S. haanii foi de 16% e entre S. 

deceptor e S. aequinoctialis se manteve em 14,5%. 
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Figura 2.28  Efeitos dos NuMts do gene COI na formulação de hipótese 

filogenéticas do gênero Scyllarides 

 
Legenda: árvores consenso de maioria de 50% para os conjuntos de dados compostos de (a) 

sequências mitocondriais do gene COI de Scyllarides; (b) mtDNA mais mtDNA-like 
distantes, grupo IV; e (c) mtDNA e mtDNA-like próximos, grupo III. Valores de probabilidade 
posterior acima de 70% são mostrados como pontos cinza sobre os nós dos ramos. 

Fonte: a autora, 2014. 
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Para o gene 16S, a árvore Bayesiana de consenso das sequências 

mitocondriais permite distinguir um grupo monofilético bem suportado formado pelas 

espécies S. latus, S. herklotsii e S. delfosi. Esse grupo, por sua vez, faz parte de um 

grupo monofilético maior que inclui as espécies S. aequinoctialis e S. nodifer (Figura 

2.29a). Quando as sequências mitocondriais das espécies S. aequinoctialis e S. 

deceptor foram substituídas pelos haplótipos mtDNA-like distantes extremos (grupo 

V) as relações entre algumas espécies mudaram (Figura 2.29b). Nessa árvore, as 

espécies S. aequinoctialis e S. deceptor formaram um grupo monofilético basal bem 

suportado com uma divergência de 15,4% entre elas. Quando as sequências 

mitocondriais das espécies S. aequinoctialis, S. brasiliensis, S. deceptor, S. delfosi e 

S. haanii foram trocadas pelos haplótipos mtDNA-like distantes (grupo IV) a maioria 

das relações entre as espécies se modificaram (Figura 2.29c). Os grupos 

monofiléticos identificados com as sequências mitocondriais não foram recuperados 

e as espécies S. aequinoctialis, S. deceptor e S. delfosi formaram um grupo 

monofilético. Nesse grupo, a espécie S. deceptor se mostrou parafilética e um dos 

grupos se encontrou mais proximamente relacionado à espécie S. delfosi. A 

divergência média observada entre os dois grupos de S. deceptor foi de 2,8%, entre 

S. delfosi e os grupos de S. deceptor foi de 3,3 e 3,2%, e entre S. deceptor e S. 

aequinoctialis foi de 5,8%. Quando as sequências mitocondriais das espécies S. 

aequinoctialis, S. deceptor e S. delfosi foram substituídas pelos haplótipos mtDNA-

like próximos (grupo III) não houve mudanças significativas nas relações 

filogenéticas das espécies, porém, mudanças no comprimento dos ramos puderam 

ser observadas (Figura 2.29d). A divergência média entre as espécies S. nodifer e S. 

aequinoctialis passou de 9,7%, com as sequências mtDNA, para 11,2% com os 

haplótipos mtDNA-like próximos. A divergência média entre as sequências de S. 

deceptor mudou de 0,2% a 5,6% quando são usados os haplótipos do grupo III para 

inferir as relações evolutivas. 
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Figura 2.29  Efeitos dos NuMts do gene 16S na formulação de hipótese 

filogenéticas do gênero Scyllarides 

 
Legenda: árvores consenso de maioria de 50% para os conjuntos de dados compostos de (a) 

sequências mitocondriais do gene 16S de Scyllarides; (b) mtDNA mais mtDNA-like distantes 
extremos, grupo V; (c) mtDNA mais mtDNA-like distantes, grupo IV; e (d) mtDNA e mtDNA-
like próximos, grupo III. Valores de probabilidade posterior acima de 70% são mostrados 
como pontos cinza sobre os nós dos ramos.  

Fonte: a autora, 2014. 
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2.5.3 Determinação dos eventos de integração nuclear 

 

 

Das análises filogenéticas (Figuras 2.30 e 2.31) pode se deduzir que os 

NuMts identificados para os genes COI e 16S nas quatro espécies de lagostas do 

gênero Scyllarides não se originaram de um único evento de integração destes 

genes mitocondriais no genoma nuclear. Para ambos os genes, é evidente que 

diversos eventos de transferência aconteceram ao longo da história evolutiva destas 

lagostas sapateiras, sendo que algumas integrações podem ter ocorrido na história 

recente de cada uma das espécies (NuMts proximamente relacionados ao mtDNA 

de cada espécie), enquanto que outros podem ser produto de transferências mais 

antigas (NuMts mais distantes do mtDNA de cada espécie) e inclusive podem ter 

surgido de transferências antes da separação das espécies (grupos monofiléticos de 

NuMts de diversas espécies ou famílias de NuMts de diversas espécies). 

Para o gene COI (Figura 2.30), muitos dos NuMts mostraram um viés 

significativo nas substituições por posição do códon nas comparações par a par. 

Este resultado indica que esses NuMts são descendentes de sequências 

mitocondriais diferentes e, consequentemente, originaram-se de eventos de 

integração ao núcleo independentes. Para S. brasiliensis pelo menos seis eventos 

de integração independentes são necessários para explicar o viés por posição do 

códon observado nas comparações par a par, cinco para S. deceptor, três para S. 

aequinoctialis, e um para o NuMt de S. delfosi e S. haanii. Destes eventos de 

integração, quatro grupos ou famílias de NuMts proximamente relacionados podem 

ser observados. Uma família de NuMts para a espécie S. brasiliensis (A), uma para 

S. aequinoctialis (B), e duas grandes famílias de NuMts (C e D) que incluem 

sequências de mais de uma espécie (Figura 2.30). Os NuMts de cada família, com 

valores médios de distância p entre 0,93,3%, não apresentaram um viés 

significativo nas diferenças por posição do códon. O número médio de diferenças 

nucleotídicas para cada posição do códon foi de: (i) 2, 2 e 1 respectivamente para a 

família A; (ii) 7, 7 e 3 para a família B; (iii) 5,4, 4,4 e 7,0 para a família C; e (iv) 4,9, 

3,2 e 8,2 para a família D. As diferenças nucleotídicas observadas em cada família 

não diferem significativamente da relação 1:1:1 (2 família A: gl = 2, P = 0,779; 2 

família B: gl = 2, P = 0,319; 2 família C: gl = 2, P = 0,905; 2 família D: gl = 2, P = 
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0,112) e, portanto, os NuMts dentro de cada família possivelmente descendem de 

um único imigrante mitocondrial, para cada família, que foi duplicado após o evento 

de inserção no núcleo. Adicionalmente, é importante destacar que os NuMts das 

famílias C e D são compartilhados por mais de uma espécie, o que sugere que estes 

surgiram possivelmente de eventos de integração no ancestral comum das espécies. 

As relações entre NuMts também podem ajudar à identificar os eventos de 

integração. Assim, se dois NuMts aparecem como táxons irmãos em uma análise 

filogenética pode-se inferir que eles provém de um único evento de integração e são 

resultado de uma duplicação pós-inserção 287, 341. Assim, para o gene 16S (Figura 

2.31), poder-se-ia deduzir que pelo menos nove eventos de integração 

independentes são necessários para explicar a distribuição de NuMts para a espécie 

S. deceptor, oito para a espécie S. brasiliensis, quatro para os NuMts de S. 

aequinoctialis e S. delfosi, e um para S. haanii. Dentro destes eventos de integração, 

sete famílias de NuMts podem ser observadas, indicando que os NuMts dentro de 

cada família são produto de eventos de duplicação após a inserção de um NuMt 

ancestral. Duas famílias podem ser observadas para a espécie S. brasiliensis (A e 

B), uma para S. deceptor (C), e quatro famílias (DG) que incluem NuMts de mais 

uma espécie (Figura 2.31). A média da razão transições/transversões entre os 

NuMts de cada família variou entre 1,8712,750, e a média distância p entre 

1,710,7%. Ademais, os NuMts das famílias DG ao serem compartilhados por 

várias espécies, possivelmente surgiram de eventos de integração antes da 

separação destas. 
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Figura 2.30  Relações evolutivas entre as sequências mitocondriais do gene COI e 

seus NuMts 

 
Legenda: árvore consenso de maioria de 50%. Valores de probabilidade posterior acima de 70% são 

mostrados como pontos cinza. As sequências mitocondriais inferidas em esta tese são 
rotuladas como mtDNA. Os NuMts são rotulados com o nome da espécie seguido do nome 
do indivíduo e o número do clone do qual foram recuperados. Integrações nucleares 
independentes são identificadas com números coloridos para cada espécie, e famílias 
nucleares (NuMts decorrentes de um mesmo evento de integração) são agrupados com 
colchetes e indicados com letras. Valores médios de distância p, razão 
transições/transversões (R) e número de diferenças para cada sítio do códon são mostrados 
para cada grupo. 

Fonte: a autora, 2014.  
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Figura 2.31  Relações evolutivas entre as sequências mitocondriais do gene 16S e 

seus NuMts 

 
Legenda: árvore consenso de maioria de 50%. Valores de probabilidade posterior acima de 70% são 

mostrados como pontos cinza. As sequências mitocondriais inferidas em esta tese são 
rotuladas como mtDNA. Os NuMts são rotulados com o nome da espécie seguido do nome 
do indivíduo e o número do clone do qual foram recuperados. Integrações nucleares 
independentes são identificadas com números coloridos para cada espécie, e famílias 
nucleares (NuMts decorrentes de um mesmo evento de integração) são agrupados com 
colchetes e indicados com letras. Valores médios de distância p e razão 
transições/transversões (R) são mostrados para cada grupo. 

Fonte: a autora, 2014.  
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2.6 Discussão 

 

 

Este é o primeiro relato de heteroplasmia e NuMts, de três regiões 

mitocondriais, para as lagostas sapateiras do gênero Scyllarides. Os NuMts surgiram 

possivelmente de vários eventos independentes de transferência das regiões 

mitocondriais ao núcleo, e a divergência observada entre estes e suas contrapartes 

mitocondriais variou entre 0,6 e 17,6%. Já a divergência das sequências 

heteroplásmicas foi menor que 0,2%. Os efeitos da presença inadvertida de NuMts 

nos estudos filogenéticos no nível de gênero dependem do grau de similaridade 

destes e suas contrapartes mitocondriais, causando, por exemplo, superestimativa 

do número de espécies e alterações nos comprimentos dos ramos e nas relações 

filogenéticas entre espécies. 

 

 

2.6.1 Identificação e caracterização de NuMts e sequências heteroplásmicas 

 

 

As análises dos experimentos de clonagem-sequenciamento revelaram a 

existência de múltiplas sequências nos produtos amplificados para as três regiões 

mitocondriais analisadas, onde a sequência ou haplótipo de maior frequência 

representa a sequência verdadeira mitocondrial de cada região para cada 

indivíduo224, 225. As sequências restantes recuperadas poderiam, portanto, ser 

resultado de: (i) contaminação com DNA de outros organismos (por exemplo, 

parasitas, organismos comuns da dieta ou DNA de outras espécies estudadas no 

laboratório); (ii) erro associado à replicação pela DNA polimerase e à clonagem; (iii) 

duplicação das regiões dentro do genoma mitocondrial; (iv) heteroplasmia; ou (v) 

integração das regiões mitocondriais no genoma nuclear. 

É pouco provável que a presença de diferentes sequências no produto 

amplificado seja resultado de contaminação com DNA de outros organismos ou 

contaminação cruzada, já que medidas de precaução foram tomadas no laboratório 

e, principalmente, as análises filogenéticas mostraram que todas as sequências 

recuperadas são de Scyllarides (Figuras 2.172.19, 2.26 e 2.27). A hipótese de que 

as diversas sequências recuperadas sejam resultado de eventos de duplicação 
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dentro do genoma mitocondrial é também pouco plausível, já que o genoma 

mitocondrial de S. deceptor (dados do LBDM não publicados) e Scyllarides latus 

(Figura 2.3), e possivelmente o das outras espécies do gênero, não apresentam 

duplicações. 

Em experimentos de clonagem de produtos de PCR, algumas mudanças 

nucleotídicas observadas nas sequências dos clones podem ser resultado de: (i) 

erros de incorporação de nucleotídeos durante a PCR (erro associado à DNA 

polimerase); e (ii) clonagem de heteroduplex e quimeras342, 343. A estimativa destes 

erros é complexa, mas, geralmente, a frequência de sequências com mutações 

produto do erro associado à replicação pela DNA polimerase é maior que as 

frequências dos erros associados à clonagem de heteroduplex e quimeras342, 343. 

Para amplificações com enzimas tradicionais, que podem apresentar uma taxa de 

erro entre 2 x 10-5
7,30 x 10-5 por pb por duplicação330-332, é esperado que não mais 

de quatro mutações sejam resultado do erro associado à Taq nos clones 

sequenciados de uma PCR independente221, 244. Por outro, para amplificações com 

enzimas de alta fidelidade, como a Platinum Pfx que tem uma taxa de erro de 1,58 x 

10-6 por pb por duplicação, é esperado que não mais de duas mutações sejam 

resultado do erro associado à Pfx308. Assim, apenas os haplótipos do grupo I 

poderiam ser considerados como resultado do erro associado à DNA polimerase. 

Dadas as diferenças nas taxas de erro entre estes dois tipos de enzimas, é 

esperado que o número de clones que são produto de erros de incorporação de 

nucleotídeos durante a duplicação seja menor nas amplificações realizadas com a 

enzima de alta fidelidade342. Os resultados obtidos nesta tese concordam com este 

fato e, adicionalmente, pode-se concluir que o número de clones que representam a 

sequência verdadeira mitocondrial (haplótipo de maior frequência) é maior nas 

amplificações realizadas com a enzima de alta fidelidade (Tabelas 2.62.11, Figura 

2.25). 

Normalmente, heteroplasmia é suspeitada quando a sequência do clone é 

muito semelhante à sequência mitocondrial e se, no caso de genes codificantes de 

proteínas, indels e códons de parada não estão presentes226. Adicionalmente, 

heteroplasmia também pode ser suspeitada, se o mesmo haplótipo, aparentemente 

funcional e diferente ao haplótipo de maior frequência, é repetidamente encontrado 

em um único indivíduo226, 344. De acordo com essas características, os haplótipos do 

grupo II poderiam, portanto, representar sequências heteroplásmicas. Os haplótipos 
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desse grupo, para as três regiões mitocondriais, apresentaram valores de 

divergência inferiores a 0,2% e no caso do gene COI, apenas foi observada a 

mudança de um aminoácido em três dos haplótipos, indicando que possivelmente 

são cópias funcionais (Tabelas 2.62.11, Figuras 2.172.19). A alta similaridade dos 

haplótipos deste grupo poderia indicar que estes são resultado do erro associado à 

DNA polimerase. Não obstante, o fato de que a sequência de cada um dos 

haplótipos do grupo fosse recuperada em dois ou mais clones sustenta a ideia de 

heteroplasmia, já que é pouco provável que a mesma substituição seja observada 

em dois clones como resultado do erro da DNA polimerase221. Adicionalmente, a 

origem mitocondrial é apoiada pelo fato de que os haplótipos do grupo II foram mais 

frequentes nas clonagens feitas a partir de extratos de DNA enriquecidos com DNA 

mitocondrial (Figuras 2.202.23). 

Sequências heteroplásmicas já foram documentadas em diversas espécies. 

Por exemplo, em estudos realizados para duas espécies de gafanhotos, Locusta 

migratoria e Chortoicetes terminifera, as sequências heteroplásmicas apresentaram 

uma divergência menor do 1% em relação à sequência mitocondrial do gene COI e 

foram mais frequentes nas clonagens a partir de produtos amplificados de extrações 

de DNA enriquecido com mtDNA244. No inseto Anabrus simplex, as sequências 

heteroplásmicas do gene COI exibiram mais de 3% de divergência e apresentaram 

uma sequência de aminoácidos idêntica ao haplótipo de maior frequência308. Em 

espécies altamente heteroplásmicas, como as abelhas do gênero Hylaeus, as 

sequências heteroplásmicas do mesmo gene apresentaram até seis aminoácidos 

diferentes com níveis de divergência inferiores aos 7%, e foram mais frequentes nas 

amplificações de amostras com enriquecimento de mtDNA260. A presença em um 

único indivíduo, repetidamente, de um haplótipo muito semelhante à sequência 

mitocondrial fez inferir que sequências heteroplásmicas estão presentes nos insetos 

Thrips tabaco e Schistocerca americana226, 344. 

Diversas evidências sugerem que os haplótipos dos grupos III, IV e V são 

provavelmente resultado de eventos de integração das regiões mitocondriais no 

genoma nuclear ou NuMts. Inicialmente, o fato de que os haplótipos desses grupos 

foram mais frequentes nas clonagens a partir do DNA genômico do que nas 

clonagens a partir do DNA enriquecido com mtDNA sustenta sua origem nuclear 

(Figuras 2.202.23). Recuperação de NuMts com maior frequência em experimentos 
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de clonagem a partir de amplificações de gDNA já foi observada em estudos de 

crustáceos221 e insetos244. A integração de uma cópia funcional de um gene 

mitocondrial ao genoma nuclear permite que ela possa evoluir sem restrições 

seletivas264. Assim, a presença de indels, como observado nos haplótipos do grupo 

V para o gene COI, sugere uma perda de função e, portanto, uma origem nuclear. 

Não obstante, devido à lenta taxa de evolução, nem sempre os NuMts de genes 

codificantes exibem códons de parada ou indels226, e este tipo de NuMts já foram 

observados em diversas espécies de camarões221, insetos244, 308, 345 e aves346. Os 

haplótipos dos grupos III e IV do gene COI não apresentaram mutações que 

mudassem a cadeia de leitura (indels ou códons de parada), mas as substituições 

causaram mudanças na sequência de aminoácidos (211 aminoácidos diferentes) 

(Tabelas 2.6 e 2.7). Sequências com substituições que causaram dois ou mais 

aminoácidos diferentes em comparação com as suas contrapartes mitocondriais já 

foram identificadas como NuMts em várias espécies de insetos244, 308. 

O grau de similaridade entre NuMts e suas contrapartes mitocondriais variou 

amplamente. Os NuMts apresentaram valores de divergência entre 0,616,1% para 

o gene COI, entre 1,417,6% para o gene 16S e de 3,6% para a região controle 

(Tabelas 2.62.11). Divergências similares já têm sido observadas em crustáceos. 

No gene COI em camarões do gênero Alpheus, por exemplo, tem-se encontrado 

diferenças que oscilam entre 0,218,8%221, enquanto que em caranguejos do 

gênero Austinograe as diferenças estão entre 13,514,1%320. Para o gene 16S, os 

NuMts podem apresentar divergências maiores de 3% em caranguejos do gênero 

Menippe316. Para a região controle, as diferenças podem variar entre 512,5% em 

camarões do gênero Penaeus267. 

O número de sequências de origem nuclear variou significativamente entre as 

diferentes regiões analisadas. Foram identificados 45 NuMts para o gene 16S, 34 

para o gene COI e apenas 1 para a região controle (Tabelas 2.62.11). Estas 

diferenças possivelmente são resultado do efeito da especificidade do iniciador 

usado nas amplificações. Para os genes COI e 16S foram usados iniciadores 

universais enquanto para a região controle foram empregados iniciadores 

específicos. Os NuMts geralmente são co-amplificados com a cópia mitocondrial ou 

amplificados preferencialmente quando são usados iniciadores conservados ou 

universais220, 294. O uso de iniciadores mais específicos, por outro lado, geralmente 
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reduz a co-amplificação de NuMts, mas só eliminam efetivamente a co-amplificação 

destes em espécies com baixos níveis de NuMts308. Assim, é esperado que os 

NuMts fossem mais abundantes nas amplificações com iniciadores universais, que 

nas amplificações com iniciadores específicos. Igualmente, as diferenças também 

poderiam ser resultado de um viés na detecção de NuMts para a região controle, 

decorrente da alta taxa de mutação desta região e, portanto, rápida perda de 

identidade com as sequências integradas no genoma nuclear, que evoluem mais 

lentamente293, 347. Análises do genoma humano, por exemplo, mostraram um déficit 

evidente no número de NuMts da região controle em comparação com outras 

regiões mitocondriais293, 347. 

As análises filogenéticas que incluíam as sequências previamente publicadas 

para as diferentes espécies de lagostas sapateiras do gênero Scyllarides e referidas 

como mitocondriais, sugerem que as sequências JN701656 do COI de S. haanii, 

JN701690 e JN701691 do 16S de S. haanii, e JN701689 do 16S de S. brasiliensis 

são possivelmente NuMts (Figuras 2.26 e 2.27). Estas sequências estiveram mais 

proximamente relacionadas aos haplótipos dos grupos IV e V, identificados como 

NuMts. Além disso, a presença de sítios ambíguos na maioria destas sequências, 

representados com a nomenclatura IUPAC, sugere a presença de picos duplos nos 

eletroferogramas e, portanto, uma possível co-amplificação de diversas sequências 

com origens diferentes. A possível origem nuclear destas sequências indica que as 

análises filogenéticas para as lagostas sapateiras da família Scyllaridae podem estar 

poluídas com NuMts, comprometendo as inferências evolutivas feitas paras estas 

espécies. 

Os resultados obtidos nesta tese fornecem apenas uma estimativa do grau em 

que os NuMts e as cópias heteroplásmicas das três regiões mitocondriais podem 

estar presentes nos genomas das espécies de lagostas sapateiras do gênero 

Scyllarides. Estimativas do número de NuMts e sequências heteroplásmicas podem 

possivelmente incrementar dentro dos indivíduos com o sequenciamento de mais 

clones. Para algumas espécies, por exemplo, um único indivíduo foi analisado 

enquanto que para uma das espécies, S. deceptor, foram analisados cinco 

indivíduos. Assim, com a análise de um número maior de indivíduos as estimativas 

podem aumentar também dentro das espécies. 

Finalmente, o protocolo de extração de DNA com enriquecimento de mtDNA 

desenvolvido nesta tese mostrou-se eficiente na redução da co-amplificação de 
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sequências de origem nuclear. Em comparação com as clonagens realizadas a partir 

de gDNA, as clonagens a partir de DNA enriquecido com mtDNA apresentaram uma 

percentagem maior de clones que exibiam a sequência mitocondrial verdadeira 

(haplótipo de maior frequência) ou substituições que podem ser atribuídas ao erro da 

DNA polimerase (grupo I), e uma percentagem menor de sequências de origem 

nuclear (grupos III, IV e V) (Tabelas 2.62.9, Figuras 2.202.23). Ademais, as 

sequências recuperadas por sequenciamento direto, para ambos os métodos de 

enriquecimento de mtDNA (com ou sem tratamento de DNAse), foram as sequências 

mitocondriais e os eletroferogramas exibiram picos bem definidos com pouco ruído 

(background) e não apresentaram sinais de picos duplos (Figuras 2.15 e 2.16). O 

protocolo de extração com enriquecimento de mtDNA desenvolvido nesta tese pode, 

portanto, ser empregado para obtenção das sequências mitocondriais das diferentes 

regiões em estudos do mtDNA de outras espécies. 

 

 

2.6.2 Potenciais efeitos dos NuMts sobre as relações filogenéticas no nível de 

gênero 

 

 

Embora alguns estudos sugiram que as implicações taxonômicas da 

amplificação inadvertida de NuMts sejam pequenas348, nos últimos anos têm-se 

acumulado um número crescente de evidências que sugerem que os NuMts não só 

representam uma limitação para os estudos de código de barras senão que também 

podem causar grandes problemas nos estudos filogenéticos e de genética de 

populações. Os NuMts geralmente evoluem mais lentamente do que suas 

contrapartes mitocondriais, porém, podem apresentar uma taxa de substituições 

silenciosas e uma proporção de transições:transversões maior que as regiões 

mitocondriais. O grau de similaridade dos NuMts em relação a seus homólogos 

mitocondriais também varia e depende, comumente, do tempo transcorrido desde o 

evento de integração. Em termos gerais, integrações recentes apresentam uma 

maior similaridade que integrações antigas220, 224. Assim, para avaliar o efeito dos 

NuMts dos genes COI e 16S, com diversos graus de similaridade, sobre as relações 

entre as lagostas sapateiras do gênero Scyllarides foram realizadas diversas 

análises filogenéticas.  
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Pelo grau de similaridade, os NuMts podem ser categorizados em 3 grupos: 

sequências mtDNA-like próximas (grupo III); sequências mtDNA-like distantes (grupo 

IV); e sequências mtDNA-like distantes extremas (grupo V do 16S). Os efeitos sobre 

as análises filogenéticas quando são incluídos inadvertidamente NuMts com um alto 

grau de similaridade ou sequências mtDNA-like próximas do grupo III (distância p < 

2,3% para o gene COI; distância p < 3,6% para o gene 16S) são menores que 

quando são incluídos NuMts com um menor grau similaridade ou sequências 

mtDNA-like distantes dos grupos IV e V (distância p > 9,3% para o COI, distância p > 

5,7% para o gene 16S). 

A presença inadvertida de NuMts com alta similaridade não causa mudanças 

nas topologias das árvores filogenéticas, mas os comprimentos dos ramos podem 

sofrer alterações (Figuras 2.28c e 2.29d). As mudanças nos comprimentos dos 

ramos foram maiores para o gene 16S, sendo que, por exemplo, a divergência 

média entre as espécies S. nodifer e S. aequinoctialis passou de 9,7%, com as 

sequências mitocondriais, para 11,2% com os haplótipos mtDNA-like próximos. 

Assim, as superestimativas dos comprimentos dos ramos podem inflacionar as 

inferências do tempo de divergência entre as espécies224. 

A presença inadvertida de NuMts com um menor grau de similaridade causa, 

além de mudanças nos comprimentos dos ramos, modificações nas relações 

filogenéticas aparentes entre as espécies, permitindo que sejam feitas inferências 

incorretas sobre a sua história evolutiva (Figuras 2.28b, 2.29b e c). As mudanças no 

comprimento dos ramos observadas nestes casos podem causar subestimativas do 

tempo de diferenciação entre as espécies. No caso do gene COI, por exemplo, a 

divergência média entre as espécies S. deceptor e S. aequinoctialis mudou de 

14,5%, com as sequências mtDNA, para 9% com os haplótipos mtDNA-like 

distantes. Subestimativas do tempo de divergência entre espécies pela incorporação 

de NuMts já foram observadas em camarões do gênero Alpheus221. Nesse caso, o 

NuMt da espécie A. bouvieri esteve mais proximamente relacionado à sequência 

mitocondrial da espécie irmã do Pacífico que da sequência mitocondrial do indivíduo 

do Caribe do qual foi isolado221. 

Quando são incluídas sequências mtDNA-like distantes extremas do grupo V 

do gene 16S (distância p > 14,5%) fica evidente também que os NuMts podem 

ocasionar problemas de atração de ramos longos (long branch attraction, LBA). Este 

fenômeno ocorre quando um ou mais ramos longos são agrupados erroneamente 
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como grupos irmãos devido a artefatos metodológicos349, como observado com os 

NuMts altamente divergentes das espécies S. aequinoctialis e S. deceptor na Figura 

2.26b. Problemas de LBA quando são incluídos NuMts já têm sido observados em 

camarões319 e lagostins225. Alguns NuMts altamente divergentes do gene COI em 

camarões da espécie Lysmata seticaudata, por exemplo, foram segregados por um 

ramo longo de outras espécies319. 

A alta divergência de alguns NuMts também pode indicar, caso sejam 

comparados com sequencias de mtDNA, a existência de possívelmente novas 

espécies, inflacionando o número de espécies dentro dos táxons225, 226, 294. Nos 

estudos de código de barras ou barcodes, o limite sugerido para detectar uma nova 

espécie costuma ser de 10 vezes a diferença média intraespecífica dentro de um 

grupo295. A diferença intraespecífica dentro das espécies de lagostas sapateiras do 

gênero Scyllarides variou entre 0,521,0% para o gene COI e entre 0,160,94% para 

o gene 16S. Assim, subsequentemente, uma diferença mínima entre 5,210% para o 

gene COI ou entre 1,69,4% para o gene 16S, poderia ser significativa para indicar 

que existe uma espécie críptica. A inclusão de algumas das sequências mtDNA-like 

distantes do grupo IV, para ambos os genes, portanto, poderiam ser identificadas 

erroneamente como espécies crípticas. Para o gene COI, por exemplo, a 

divergência observada entre as duas sequências de mtDNA-like distantes da 

espécie S. brasiliensis foi de 11,3%, indicando que um destes indivíduos poderia ser 

representante de uma espécie críptica (Figura 2.28b). Para o gene 16S, a 

divergência entre os grupos de sequências mtDNA-like distantes de S. deceptor foi 

de 2,8%, divergência semelhante à observada entre as espécies S. latus e S. 

herklotsii com as sequências mitocondriais (distância p = 2,6%, Figura 2.29c). NuMts 

que podem causar problemas de superestimativa de espécies nas iniciativas de 

código de barras já foram identificados em diversas espécies de crustáceos. Nos 

caranguejos da família Bythograeidae, por exemplo, os NuMts do gene COI 

identificados para a espécie Austinograea alayseae poderiam ser classificados como 

pelo menos três espécies crípticas de um novo gênero “fantasma” desta família de 

caranguejos320. Já em lagostins do gênero Orconectes, 21 espécies crípticas 

adicionais poderiam ser identificadas se todos os NuMts do gene COI recuperados 

fossem incluídos nas análises, e duas espécies crípticas se apenas NuMts sem 

indels e códons de parada fossem incluídos nas análises226. 
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2.6.3 Eventos de integração nuclear 

 

 

As diferentes análises permitem deduzir que os NuMts dos genes COI e 16S, 

observados nas lagostas sapateiras do gênero Scyllarides, surgiram possivelmente 

de vários eventos independentes de transferência das regiões mitocondriais ao 

núcleo ao longo da história evolutiva destas espécies. Múltiplos eventos de 

integração nuclear têm sido reportados em diversas espécies de crustáceos221, 226, 

319, mamíferos287, 350, insetos313 e esponjas265 entre outros. Para o COI, em 

crustáceos, por exemplo, 21 eventos de integração independentes foram 

observados para vários NuMts de 10 espécies de camarões do gênero Alpheus221. 

Mais de um evento de integração independente também foi observado em NuMts do 

COI para o camarão Lysmata seticaudata319, para o caranguejo Cancer irroratus321 e 

para lagostins do gênero Orconectes226. Já para o 16S, embora tenham sido 

descritos NuMts para várias espécies de caranguejos dos gêneros Menippe316, 

Cardiosoma e Geryon229, este é o primeiro estudo a reportar vários eventos de 

integração independentes de NuMts deste gene em crustáceos. 

A presença de mais de uma sequência em alguns eventos de integração, as 

denominadas “famílias nucleares”, sugere que houve episódios de duplicação após 

a integração no genoma nuclear. Embora algumas destas sequências possam 

representar diferentes alelos de um único locus, isto não explica a presença de mais 

de dois sequências de NuMts do mesmo indivíduo dentro de algumas famílias 

nucleares. Dentro da família D do gene COI, por exemplo, quatro NuMts 

proximamente relacionados de um mesmo indivíduo da espécie S. deceptor podem 

ser observados (Figura 2.30). Já para o gene 16S, dentro da família F, podem ser 

observados até seis NuMts proximamente relacionados recuperados de um mesmo 

indivíduo de S. deceptor (Figura 2.31). NuMts que podem ter surgido a partir de 

duplicações dentro do núcleo após um único evento de transferência da mitocôndria 

têm sido observados em espécies de crustáceos221, 226, insetos226, 313 e mamíferos287, 

350. Em crustáceos, por exemplo, seis eventos de duplicação independentes foram 

observados para NuMts do gene COI em camarões do gênero Alpheus221. 

Embora as análises sugiram que pelo menos 16 e 26 eventos de transferência 

tenham ocorrido, respectivamente, para os diferentes NuMts dos genes COI e 16S, 

é possível que esses números de integrações independentes possam ser ainda 
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maiores. Integrações diferentes de haplótipos de mtDNA semelhantes para o gene 

COI não podem ser detectadas através da abordagem empregada, dado que entre 

esses NuMts as diferenças não seriam suficientes para que qualquer viés na 

posição do códon fosse significativo313. Adicionalmente, NuMts que aparecem como 

táxons irmãos nas análises filogenéticas, poderiam também representar NuMts 

independentes que surgiram no mesmo período evolutivo e, por conseguinte, são 

semelhantes, ou, poderiam ser resultado de reconstruções filogenéticas imperfeitas 

devido a que alguns dos pressupostos para determinar as relações filogenéticas são 

violados ao incluir sequências mitocondriais e NuMts com taxas e padrões de 

substituição nucleotídica diferentes224, 292. Eventos de duplicação de NuMts podem 

ser mais bem rastreados a partir da análise das regiões flanqueadoras287. Os NuMts 

não apresentam um mecanismo de auto-replicação e, portanto, cada NuMt 

duplicado faz parte de uma região maior de nDNA duplicado. Pares de NuMts que 

surgiram por duplicação pós-inserção apresentaram, por conseguinte, certo grau de 

homologia nas regiões flanqueadoras dos mesmos. Os dados obtidos nesta tese 

não provêm este tipo de informação, já que os NuMts identificados são apenas um 

fragmento do gene e, portanto, este tipo de análise não pôde ser realizado. 

As análises permitem deduzir que alguns dos eventos de integração ao núcleo 

ocorreram na história evolutiva recente de cada uma das espécies, enquanto que 

outros parecem ter ocorrido antes da separação das espécies. Os NuMts que 

refletem eventos de transferência muito recentes se diferenciam da sequência 

mitocondrial por apenas algumas substituições e nas análises filogenéticas se 

observam proximamente relacionados as sequências mitocondriais221, 225, 292. Por 

exemplo, um NuMt do COI observado para a espécie Scyllarides brasiliensis 

(RJSB2_28) diferenciou-se da sequência mtDNA por quatro substituições que 

levaram à mudança de três aminoácidos (distância p = 0,6%; Figura 2.30). Em S. 

deceptor, dois NuMts do COI encontraram-se proximamente relacionados as 

sequências mitocondriais (RJSD60_9 e RJSD59_6), com diferenças de 5 e 16 

substituições que produziram a mudança de três e dois aminoácidos 

respectivamente (distância p = 0,72,3%; Figura 2.30). Para o gene 16S, NuMts 

proximamente relacionados às sequências mitocondriais foram observados para S. 

aequinoctialis (SM5_9), S. deceptor (RJSD7_5, RJSD26_3 até RJSD26_5 e 

RJSD59_5) e S. delfosi (CESDF1_6), diferenciando-se por entre 820 substituições 
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das suas contrapartes mitocondriais (distância p = 1,43,6%; Figura 2.31). Baixos 

níveis de divergência entre a sequências mitocondriais e diversos NuMts já foram 

observados em crustáceos. Por exemplo, alguns NuMts do COI se diferenciaram 

entre 0,21,3% do mtDNA em duas espécies de camarões Alpheus221 e em até 2% 

para o caranguejo Cancer irroratus321. Para NuMts do 16S, diferenças de até 3% 

foram observadas para duas espécies de caranguejos do gênero Menippe316. 

Em algumas famílias nucleares é possível observar NuMts de diferentes 

espécies. Por exemplo, observam-se NuMts de duas espécies na família nuclear C 

do gene COI e nas famílias D, E e G do gene 16S. NuMts de três espécies podem 

ser observados na família nuclear D do gene COI e na família F do o gene 16S 

(Figuras 2.30 e 2.31). A divergência observada nesses NuMts, em relação a suas 

contrapartes mitocondriais, variou entre 9,915,7% para o gene COI e entre 

7,710,8% para o gene 16S. Os valores altos de divergência e a presença de NuMts 

de mais de uma espécie nestas famílias sugere que o evento de transferência que 

os originou aconteceu no início da história evolutiva destas lagostas sapateiras e, 

possivelmente, antes de que as espécies em questão divergissem225, 292. A presença 

de NuMts de apenas algumas das espécies reflete só a amostragem do estudo, 

sendo que é possível que ao aumentar, por exemplo, o número de indivíduos e as 

espécies analisadas, novos NuMts destas famílias sejam observados. NuMts que 

refletem eventos de transferência antigos, antes da divergência das espécies, têm 

sido observados em várias espécies de crustáceos. Nos camarões do gênero 

Alpheus, por exemplo, alguns NuMts observados para o gene COI podem ter 

surgido antes do surgimento do Ismo de Panamá e, portanto, antes da divergência 

de espécies irmãs221. No caranguejo Austinograea alayseae, um grupo de NuMts do 

gene COI, que diferenciaram-se por 13,614,4% da sequência mitocondrial, 

possivelmente foram incorporados ao núcleo no ancestral das espécies do 

gênero320. Nos lagostins do gênero Orconectes, um grupo de NuMts de indivíduos 

de populações diferentes e de espécies diferentes formaram um grupo monofilético 

indicando que o evento de transferência antecede os eventos de especiação226. 

Para o gene 16S, NuMts identificados em duas espécies de caranguejos do gênero 

Cardisoma possivelmente evoluíram antes das separações mais recentes dentro do 

gênero, e o NuMt observado no caranguejo Geryon longipes foi transferido ao 

núcleo possivelmente antes da separação dos gêneros Geryon e Chaceon229.  
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2.7 Conclusões 

 

 

O protocolo de extração de DNA com enriquecimento de mtDNA desenvolvido 

nesta tese mostrou-se eficiente na redução da co-amplificação de sequências de 

origem nuclear, permitindo que as sequências mitocondriais das diferentes regiões 

possam ser obtidas através de sequenciamento direto. Este resultado é importante, 

já que se exclui a necessidade de clonagem, pois a taxa de erro devido à co-

amplificação de sequências de origem nuclear é bastante reduzida. Adicionalmente, 

o protocolo desenvolvido permite o emprego de amostras preservadas em condições 

mais comuns (por exemplo, -20 C), sem necessidade de amostras frescas ou 

conservadas a -80 C. 

Os resultados indicam que sequências heteroplásmicas e NuMts podem estar 

presentes nos genomas das espécies de lagostas sapateiras do gênero Scyllarides. 

A divergência observada entre os NuMts e suas contrapartes mitocondriais variou 

entre 0,6 e 17,6%, enquanto que a divergência das sequências heteroplásmicas foi 

menor que 0,2%. O processo de transferência de material genético da mitocôndria 

em direção ao núcleo parece ser um processo frequente nestas espécies de 

lagostas sapateiras, indicando que os NuMts surgiram possivelmente de vários 

eventos independentes de integração ao núcleo ao longo da história evolutiva do 

gênero Scyllarides. Eventos de duplicação dos NuMts, uma vez integrados no 

genoma nuclear, também podem ter acontecido. 

Os efeitos da presença inadvertida de NuMts nos estudos filogenéticos no 

nível de gênero dependem do grau de similaridade destes e suas contrapartes 

mitocondriais e, podem causar, por exemplo, superestimativa do número de 

espécies e alterações nos comprimentos dos ramos e nas relações filogenéticas 

entre espécies. NuMts do gene COI, sem substituições que mudem a cadeia de 

leitura (indels ou códons de parada) são frequentes e, portanto, podem ser 

facilmente confundidos com as sequências mitocondriais. Ademais, é possível que 

as análises filogenéticas para as lagostas sapateiras da família Scyllaridae 

previamente publicadas estejam poluídas com NuMts, comprometendo as 

inferências evolutivas feitas paras estas espécies. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 

Os resultados obtidos nesta tese permitem concluir que: 

 as lagostas sapateiras, Scyllarides brasiliensis e S. deceptor, apresentam 

altos níveis de variação genética distribuídos homogeneamente ao longo 

da costa do Atlântico Sul Ocidental. Esta ausência de estruturação 

possivelmente é consequência da alta fecundidade e do alto potencial de 

dispersão das larvas planctônicas destas espécies; 

 a homogeneidade observada sugere que as populações ao longo da costa 

da América, para cada uma das espécies, poderiam ser tratadas como 

uma única unidade de conservação (um único estoque para cada espécie) 

para fins de manejo pesqueiro. Entretanto, em locais onde seja detectada 

uma diminuição na abundancia relativa, regulamentos locais devem ser 

implementados a fim de garantir a recuperação das populações através do 

recrutamento larval; 

 eventos de expansão populacionais e geográficos têm marcado a história 

demográfica de Scyllarides deceptor. Estes eventos possivelmente estão 

relacionados às condições ambientais favoráveis dos episódios 

interglaciais do Pleistoceno Médio-Tardio; 

 os genomas das lagostas sapateiras do gênero Scyllarides exibem 

inserções de regiões mitocondriais no genoma nuclear (NuMts que 

divergem entre 0,617,6% do mtDNA) e cópias heteroplásmicas (que 

divergem < 0,2% do mtDNA prevalente); 

 os NuMts surgiram possivelmente de vários eventos independentes de 

integração ao núcleo ao longo da história evolutiva do gênero Scyllarides. 

Eventos de duplicação dentro do genoma nuclear de NuMts também 

podem ter acontecido; e 

 dependendo do grau de similaridade com seus homólogos mitocondriais, 

os NuMts podem causar, por exemplo, superestimativa do número de 

espécies e alterações nos comprimentos dos ramos e nas relações 

filogenéticas entre espécies nas análises filogenéticas no nível de gênero.  
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APÊNDICE B  Resultados clonagem gene COI 

 

 

Em seguida é apresentado o resultado da clonagem do gene COI para cada 

indivíduo analisado. São indicados os haplótipos encontrados para cada tipo de DNA 

usado na amplificação com cada enzima (gDNA, E1: mtDNAE1, E2: mtDNAE2, 

Taq, Pfx), o haplótipo da sequência obtida por sequenciamento direto para o produto 

obtido por mtDNAE1 e mtDNAE2, assim como o número de clones de cada 

haplótipo (C). O número de nucleotídeos diferentes (total e em cada posição do 

códon), indels (I), transições (S), transversões (V), aminoácidos diferentes (aa), 

substituições sinônimas (Ka) e não-sinônimas (Ks), e distância p foram estimados 

por comparação com o haplótipo mais frequente de cada indivíduo (HF). O grupo no 

qual foi classificado cada haplótipo também é indicado. 

 

Enz DNA Haplótipo # C Grupo 
# Nucleotídeos Diferentes 

# I # S # V R 
# 
aa 

Ka Ks 
dist 

p T 1
ra

 2
da

 3
ra

 

Scyllarides brasiliensis  RJSB2 

Taq gDNA 

RJSB2_1 2 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_2 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_3 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSB2_4 1 I 1 0 1 0 0 0 1 0,00 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_5 1 I 3 1 1 1 0 3 0 ----- 1 0,012 0,002 0,004 

RJSB2_6 1 V 90 ----- ----- ----- 5 69 21 3,286 ----- ----- ----- 0,131 

RJSB2_7 1 V 106 ----- ----- ----- 1 81 25 3,240 ----- ----- ----- 0,154 

RJSB2_8 1 V 108 ----- ----- ----- 4 79 29 2,724 ----- ----- ----- 0,158 

RJSB2_9 1 V 108 ----- ----- ----- 2 87 21 4,143 ----- ----- ----- 0,157 

Taq E1 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSB2_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_10 1 I 0 ----- ----- ----- 1 0 0 ----- ----- ----- ----- 0,000 

RJSB2_11 1 I 1 1 0 0 0 0 1 0,000 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_12 1 I 1 0 1 0 0 0 1 0,000 0 0,000 0,000 0,001 

RJSB2_13 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_14 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_15 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_16 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_17 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_18 1 I 3 1 2 0 0 1 2 0,500 2 0,000 0,004 0,004 

RJSB2_19 1 I 3 1 1 1 0 3 0 ----- 1 0,006 0,002 0,004 

Taq E2 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 
RJSB2_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_20 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo 
# Nucleotídeos Diferentes 

# I # S # V R 
# 
aa 

Ka Ks 
dist 

p T 1
ra

 2
da

 3
ra

 

RJSB2_21 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_22 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSB2_23 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSB2_24 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSB2_25 1 I 1 0 1 0 0 0 1 0,000 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_26 2 II 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_27 2 I 1 ----- ----- ----- 1 1 0 ----- ----- ----- ----- 0,001 

RJSB2_28 1 III 4 1 2 1 0 4 0 ----- 3 0,006 0,006 0,006 

Pfx gDNA 

RJSB2_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_29 3 II 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_30 1 IV 87 7 3 77 0 68 19 3,579 7 0,718 0,018 0,127 

RJSB2_31 1 IV 105 10 4 91 0 80 25 3,200 6 1,055 0,017 0,153 

RJSB2_32 2 IV 109 14 5 90 0 83 26 3,192 11 1,032 0,026 0,159 

RJSB2_33 1 V 107 ----- ----- ----- 1 82 25 3,280 ----- ----- ----- 0,157 

Pfx E2 

RJSB2_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_34 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSB2_35 1 I 2 0 1 1 0 1 1 1,000 1 0,006 0,002 0,003 

RJSB2_36 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSB2_37 1 V 108 ----- ----- ----- 1 81 27 3,000 ----- ----- ----- 0,157 

Scyllarides brasiliensis  ESSB6 

Taq gDNA 

ESSB6_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

ESSB6_2 1 I 0 ----- ----- ----- 1 0 0 ----- ----- ----- ----- 0,000 

ESSB6_3 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

ESSB6_4 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

ESSB6_5 1 I 2 1 1 0 0 2 0 ----- 2 0,000 0,004 0,003 

ESSB6_6 1 IV 91 10 4 77 0 72 19 3,789 9 0,732 0,024 0,132 

ESSB6_7 1 V 105 ----- ----- ----- 3 79 26 3,038 ----- ----- ----- 0,154 

Scyllarides deceptor  RJSD60 

Taq gDNA 

RJSD60_1 2 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_2 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 0 0,00 0,000 0,001 

RJSD60_3 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,00 0,002 0,001 

RJSD60_4 1 I 1 0 0 1 0 0 1 0,000 1 0,00 0,002 0,001 

RJSD60_5 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_6 1 I 2 1 1 0 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD60_7 1 I 2 1 0 1 0 1 1 1,000 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD60_8 1 I 3 1 1 1 0 2 1 2,000 2 0,006 0,004 0,004 

RJSD60_9 1 III 5 0 3 2 0 4 1 4,000 3 0,012 0,006 0,007 

RJSD60_10 1 IV 80 10 1 69 0 55 25 2,200 7 0,595 0,016 0,116 

RJSD60_11 1 V 93 ----- ----- ----- 4 67 26 2,577 ----- ----- ----- 0,142 

RJSD60_12 1 V 94 ----- ----- ----- 3 68 26 2,615 ----- ----- ----- 0,137 

Taq E1 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSD60_1 5 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_13 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_14 1 I 1 0 0 1 0 0 1 0,000 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_15 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo 
# Nucleotídeos Diferentes 

# I # S # V R 
# 
aa 

Ka Ks 
dist 

p T 1
ra

 2
da

 3
ra

 

RJSD60_16 1 I 2 ----- ----- ----- 1 2 0 ----- ----- ----- ----- 0,003 

RJSD60_17 1 I 2 ----- ----- ----- 1 2 0 ----- ----- ----- ----- 0,003 

RJSD60_18 1 I 2 1 0 1 0 1 1 1,000 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD60_19 2 II 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

Taq E2 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 

RJSD60_1 5 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_20 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSD60_21 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_22 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSD60_23 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

RJSD60_24 2 II 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_25 1 I 3 0 1 2 0 3 0 ----- 1 0,012 0,002 0,004 

RJSD60_26 1 IV 68 6 1 61 0 43 25 1,720 5 0,486 0,010 0,099 

Pfx gDNA 

RJSD60_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_27 2 II 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD60_28 1 I 2 0 0 2 0 2 0 ----- 0 0,012 0,000 0,003 

RJSD60_29 1 I 3 ----- ----- ----- 1 3 0 ----- ----- ----- ----- 0,004 

RJSD60_30 1 IV 88 8 3 77 0 60 28 2,143 5 0,718 0,012 0,128 

RJSD60_31 1 IV 92 9 2 81 0 65 27 2,407 5 0,795 0,010 0,134 

Pfx E2 
RJSD60_1 11 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_32 1 I 1 0 1 0 0 0 1 0,000 0 0,000 0,000 0,001 

Scyllarides deceptor  RJSD7 

Taq gDNA 

RJSD7_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD7_2 1 I 2 0 1 1 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD7_3 1 I 2 1 0 1 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD7_4 1 I 2 0 0 2 0 2 0 ----- 0 0,012 0,000 0,003 

RJSD7_5 1 I 3 0 0 3 0 3 0 ----- 0 0,018 0,000 0,004 

RJSD7_6 1 I 4 1 1 2 0 4 0 ----- 1 0,012 0,002 0,006 

Scyllarides deceptor  RJSD26 

Taq gDNA 

RJSD26_1 5 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD26_2 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0 0,002 0,001 

RJSD26_3 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD26_4 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0 0,002 0,001 

RJSD26_5 1 I 0 ----- ----- ----- 1 0 0 ----- ----- ----- ----- 0,000 

RJSD26_6 1 I 3 0 1 2 0 2 1 2,00 1 0,012 0,002 0,004 

RJSD26_7 1 IV 64 7 1 56 0 46 18 2,556 3 0,462 0,006 0,093 

RJSD26_8 1 IV 69 8 1 60 0 47 22 2,136 5 0,482 0,010 0,100 

RJSD26_9 1 IV 79 6 1 72 0 51 28 1,821 3 0,634 0,008 0,115 

RJSD26_10 1 V 80 ----- ----- ----- 3 52 28 1,857 ----- ----- ----- 0,116 

RJSD26_11 1 V 85 ----- ----- ----- 2 55 30 1,833 ----- ----- ----- 0,124 

RJSD26_12 1 IV 95 10 4 81 0 67 28 2,393 8 0,794 0,016 0,138 

Scyllarides deceptor  RJSD59 

Taq gDNA 

RJSD59_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD59_2 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

RJSD59_3 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo 
# Nucleotídeos Diferentes 

# I # S # V R 
# 
aa 

Ka Ks 
dist 

p T 1
ra

 2
da

 3
ra

 

RJSD59_4 1 I 2 1 0 1 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD59_5 1 I 2 1 0 1 0 1 1 1,00 1 0,006 0,002 0,003 

RJSD59_6 1 III 16 2 1 13 0 12 4 3,000 2 0,086 0,004 0,023 

RJSD59_7 1 V 82 ----- ----- ----- 4 55 27 2,037 ----- ----- ----- 0,120 

RJSD59_8 1 IV 92 10 2 80 0 66 26 2,538 6 0,773 0,013 0,134 

RJSD59_9 1 V 90 ----- ----- ----- 3 64 26 2,462 ----- ----- ----- 0,132 

Scyllarides deceptor  S1 

Taq gDNA 

S1_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

S1_2 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

S1_3 1 I 1 0 1 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

S1_4 1 I 2 0 2 0 0 1 1 1,000 2 0,000 0,004 0,003 

Scyllarides delfosi  CESDF1 

Taq gDNA 

CESDF1_1 9 HF Haplótipo de maior frequência 

CESDF1_2 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

CESDF1_3 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

CESDF1_4 1 I 2 2 0 0 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

CESDF1_5 1 V 91 ----- ----- ----- 1 66 25 2,640 ----- ----- ----- 0,133 

Scyllarides aequinoctialis  SM5 

Taq gDNA 

SM5_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

SM5_2 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

SM5_3 1 I 1 1 0 0 0 1 0 ----- 1 0,000 0,002 0,001 

SM5_4 1 I 1 0 0 1 0 1 0 ----- 0 0,006 0,000 0,001 

SM5_5 1 I 2 0 1 1 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

SM5_6 1 I 2 1 0 1 0 2 0 ----- 1 0,006 0,002 0,003 

SM5_7 1 I 2 0 2 0 0 1 1 1,000 2 0,000 0,004 0,003 

SM5_8 1 IV 65 7 1 57 0 53 12 4,417 5 0,472 0,010 0,095 

SM5_9 1 IV 105 13 4 88 0 74 31 2,387 10 0,981 0,023 0,154 

SM5_10 1 V 110 ----- ----- ----- 1 80 30 2,667 ----- ----- ----- 0,161 

SM5_11 1 V 110 ----- ----- ----- 1 78 32 2,438 ----- ----- ----- 0,161 
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APÊNDICE C  Resultados clonagem gene 16S 

 

 

Apresenta-se o resultado obtido da clonagem do gene 16S para cada 

indivíduo analisado. São indicados os haplótipos encontrados para cada tipo de DNA 

usado na amplificação com cada enzima (gDNA, E1: mtDNAE1, E2: mtDNAE2, 

Taq, Pfx), o haplótipo da sequência obtida por sequenciamento direto para o produto 

obtido por mtDNAE1 e mtDNAE2, assim como o número de clones de cada 

haplótipo (C). O grupo no qual foi classificado cada haplótipo também é indicado. O 

número de nucleotídeos diferentes (N), indels (I), transições (S), transversões (V) e 

distância p foram estimados por comparação com o haplótipo mais frequente de 

cada indivíduo (HF). 

 

Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

Scyllarides brasiliensis  RJSB2 

Taq gDNA 

RJSB2_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSB2_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSB2_4 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

Taq E1 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSB2_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_5 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSB2_6 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSB2_7 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

RJSB2_8 1 I 3 0 3 0 ----- 0,005 

Taq E2 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 

RJSB2_1 9 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_9 2 II 1 1 1 0 ----- 0,002 

RJSB2_10 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

Pfx gDNA 

RJSB2_1 7 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_11 1 IV 43 2 29 14 2,071 0,077 

RJSB2_12 1 IV 43 10 29 14 2,071 0,078 

RJSB2_13 1 IV 43 4 28 15 1,867 0,077 

RJSB2_14 1 IV 50 1 33 17 1,941 0,090 

RJSB2_15 1 IV 50 33 32 18 1,778 0,095 

Pfx E2 RJSB2_1 12 HF Haplótipo de maior frequência 

Scyllarides brasiliensis  ESSB6 

Taq gDNA 

ESSB6_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

ESSB6_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

ESSB6_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

ESSB6_4 1 I 0 1 0 0 ----- 0,000 

ESSB6_5 1 IV 38 0 23 15 1,533 0,068 

ESSB6_6 1 IV 41 2 27 14 1,929 0,074 

ESSB6_7 1 IV 43 1 27 16 1,688 0,077 

ESSB6_8 1 IV 45 1 28 17 1,647 0,081 

ESSB6_9 1 IV 44 3 27 17 1,588 0,079 

ESSB6_10 1 IV 43 5 30 13 2,308 0,077 

ESSB6_11 1 IV 48 1 31 17 1,824 0,086 

Scyllarides deceptor  RJSD60 

Taq gDNA 

RJSD60_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_3 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

RJSD60_4 1 I 2 0 1 1 1,000 0,004 

RJSD60_5 1 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_6 1 IV 34 3 24 10 2,400 0,061 

RJSD60_7 1 IV 36 2 27 9 3,000 0,065 

RJSD60_8 1 IV 49 19 34 15 2,267 0,091 

RJSD60_9 1 IV 51 2 35 16 2,188 0,092 

Taq E1 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSD60_1 1 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_10 2 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSD60_11 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_12 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_13 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

RJSD60_14 1 I 2 0 1 1 1,000 0,004 

RJSD60_15 1 I 3 0 3 0 ----- 0,005 

RJSD60_16 1 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

Taq E2 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 

RJSD60_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_5 1 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_16 1 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_17 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_18 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_19 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_20 2 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

Pfx gDNA 

RJSD60_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_21 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_22 1 IV 45 3 31 14 2,214 0,081 

RJSD60_23 1 IV 47 11 30 17 1,765 0,086 

RJSD60_24 1 IV 49 2 34 15 2,267 0,088 

RJSD60_25 1 IV 51 2 35 16 2,188 0,092 

Pfx E2 

RJSD60_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_26 2 II 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_27 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD60_28 1 I 1 0 0 1 0,000 0,002 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

Scyllarides deceptor  RJSD7 

Taq gDNA 

RJSD7_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD7_2 2 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSD7_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD7_4 1 I 2 1 2 0 ----- 0,004 

RJSD7_5 1 III 20 3 12 8 1,500 0,036 

RJSD7_6 1 IV 49 3 34 15 2,267 0,088 

Scyllarides deceptor  RJSD26 

Taq gDNA 

RJSD26_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD26_2 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

RJSD26_3 1 III 8 0 6 2 3,000 0,014 

RJSD26_4 1 III 13 2 9 4 2,250 0,023 

RJSD26_5 1 III 14 0 12 2 6,000 0,025 

RJSD26_6 1 IV 43 2 28 15 1,867 0,077 

RJSD26_7 1 IV 50 2 35 15 2,333 0,090 

RJSD26_8 1 IV 50 2 34 16 2,125 0,090 

Scyllarides deceptor  RJSD59 

Taq gDNA 

RJSD59_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD59_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD59_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

RJSD59_4 1 I 3 0 2 1 2,000 0,005 

RJSD59_5 1 III 9 0 6 3 2,000 0,016 

RJSD59_6 1 IV 30 32 20 10 2,000 0,057 

RJSD59_7 1 IV 46 3 32 14 2,286 0,083 

RJSD59_8 1 IV 51 3 34 17 2,000 0,092 

RJSD59_9 1 V 97 9 64 33 1,939 0,176 

Scyllarides deceptor  S1 

Taq gDNA 

S1_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

S1_2 2 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

S1_3 1 I 0 1 0 0 ----- 0,000 

S1_4 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

S1_5 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

S1_6 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

S1_7 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

S1_8 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

Scyllarides delfosi  CESDF1 

Taq gDNA 

CESDF1_1 3 HF Haplótipo de maior frequência 

CESDF1_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

CESDF1_3 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

CESDF1_4 1 I 2 0 1 1 1,000 0,004 

CESDF1_5 1 I 3 0 3 0 ----- 0,005 

CESDF1_6 1 III 10 0 8 2 4,000 0,018 

CESDF1_7 1 IV 47 3 31 16 1,938 0,085 

CESDF1_8 1 IV 50 1 35 15 2,333 0,091 

CESDF1_9 1 IV 54 1 35 19 1,842 0,098 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

Scyllarides aequinoctialis  SM5 

Taq gDNA 

SM5_1 5 HF Haplótipo de maior frequência 

SM5_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

SM5_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

SM5_4 1 I 1 0 1 0 ----- 0,002 

SM5_5 1 I 1 1 0 1 0,000 0,002 

SM5_6 1 I 2 0 0 2 0,000 0,004 

SM5_7 1 I 2 0 2 0 ----- 0,004 

SM5_8 1 I 3 1 3 0 ----- 0,005 

SM5_9 1 III 11 2 10 1 10,000 0,019 

SM5_10 1 IV 55 1 38 17 2,235 0,097 

SM5_11 1 IV 56 2 39 17 2,294 0,099 

SM5_12 1 IV 57 3 37 20 1,850 0,101 

SM5_13 1 IV 58 3 40 18 2,222 0,103 

SM5_14 1 IV 61 2 43 18 2,389 0,108 

SM5_15 1 V 82 4 53 29 1,828 0,145 

SM5_16 1 V 84 4 56 28 2,000 0,149 
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APÊNDICE D  Resultados clonagem região controle 

 

 

Apresenta-se o resultado obtido da clonagem do da região controle para cada 

indivíduo analisado. São indicados os haplótipos encontrados para cada tipo de DNA 

usado na amplificação com cada enzima (gDNA, E1: mtDNAE1, E2: mtDNAE2, 

Taq, Pfx), o haplótipo da sequência obtida por sequenciamento direto para o produto 

obtido por mtDNAE1 e mtDNAE2, assim como o número de clones de cada 

haplótipo (C). O grupo no qual foi classificado cada haplótipo também é indicado. O 

número de nucleotídeos diferentes (N), indels (I), transições (S), transversões (V) e 

distância p foram estimados por comparação com o haplótipo mais frequente de 

cada indivíduo (HF). 

 

Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

Scyllarides brasiliensis  RJSB2 

Taq gDNA 

RJSB2_1 2 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_4 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_5 1 I 1 1 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_6 1 I 1 1 0 1 0,000 0,001 

RJSB2_7 1 I 1 1 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_8 1 I 2 1 1 1 1,000 0,003 

RJSB2_9 1 I 2 2 1 1 1,000 0,003 

RJSB2_10 1 III 26 4 21 5 4,200 0,036 

Taq E1 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSB2_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_11 1 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSB2_12 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_13 1 I 1 2 0 1 0,000 0,001 

RJSB2_14 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_15 1 I 1 1 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_16 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_17 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_18 1 I 2 0 1 1 1,000 0,003 

Taq E2 RJSB2_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 

RJSB2_1 5 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_19 2 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSB2_20 1 I 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSB2_21 1 I 0 2 0 0 ----- 0,000 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

RJSB2_22 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_23 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_24 1 I 2 1 1 1 1,000 0,003 

Pfx gDNA 

RJSB2_1 6 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_25 1 I 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSB2_26 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_27 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_28 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_29 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

Pfx E2 

RJSB2_1 9 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSB2_11 1 II 0 1 0 0 ----- 0,000 

RJSB2_30 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSB2_31 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

Scyllarides brasiliensis  ESSB6 

Taq gDNA 

ESSB6_1 10 HF Haplótipo de maior frequência 

ESSB6_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

ESSB6_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

Scyllarides deceptor  RJSD26 

Taq gDNA 

RJSD26_1 4 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD26_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD26_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD26_4 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD26_5 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD26_6 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD26_7 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD26_8 1 I 3 0 3 0 ----- 0,004 

Scyllarides deceptor  RJSD60 

Taq gDNA 

RJSD60_1 9 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_2 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_3 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_4 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

Taq E1 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E1 

RJSD60_1 7 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_5 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_6 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_7 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_8 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD60_9 1 I 2 0 1 1 1,000 0,003 

Taq E2 RJSD60_1  HF Sequenciamento direto: haplótipo de maior frequência 

Taq E2 

RJSD60_1 7 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_10 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_11 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_12 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD60_13 1 I 2 0 2 0 ----- 0,003 

RJSD60_14 1 I 4 0 4 0 ----- 0,006 
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Enz DNA Haplótipo # C Grupo # N # I # S # V R Dist p 

Pfx gDNA 

RJSD60_1 8 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_15 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_16 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_17 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

Pfx E2 

RJSD60_1 10 HF Haplótipo de maior frequência 

RJSD60_18 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

RJSD60_19 1 I 1 0 1 0 ----- 0,001 

 


