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Apresentação

 O progresso no conhecimento sobre a estrutura do material genético, de sua função no desenvolvimento e na fisiologia dos 
organismos e de seu papel nos processos evolutivos tem ocorrido num ritmo impressionante e acelerado. Seria espantoso, para alguém 
formado na década de 1940, por exemplo, comparar o que se sabia então nessa área com o que se sabe hoje em dia. Felizmente, 
a ciência brasileira, graças a algumas Universidades e a órgãos nacionais e estrangeiros financiadores da atividade científica, está 
conseguindo acompanhar e participar desse processo. Este livro é uma demonstração dessas considerações. Todos os autores deste 
livro ensinam e pesquisam no Brasil e tratam em seus capítulos com muita clareza e atualidade de muitos aspectos da evolução e da 
adaptação dos organismos no nível molecular. 

Em uma apresentação do livro como um todo, não seria justo salientar este ou aquele aspecto do texto, pois o importante 
é seu conjunto, próprio de um livro em padrão internacional. Mais justo a fazer é recomendar a sua leitura e o seu estudo a todos os 
interessados em evolução e, especialmente, no nível molecular. 

O organizador e todos os autores estão de parabéns pela ótima realização desta obra que será responsável, entre nós, por 
grande parte do progresso dos estudos das áreas tratadas. A eles os meus cumprimentos e aos leitores, minhas felicitações.

Antonio Brito da Cunha
Professor Emérito do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo
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Prefácio à segunda edição

Bem vindos!

 Chegarmos até aqui não foi, digamos, uma tarefa fácil. O sonho e a vontade desta segunda edição, ampliada e atualizada, de 
Biologia Molecular e Evolução, nos fez trabalhar muito, mas com muito prazer. Mais de dez anos depois da publicação da primeira 
edição, todos tivemos, editores e autores, acréscimos de tarefas em nossas carreiras acadêmicas, o que tornou nosso tempo cada vez 
mais escasso. Por outro lado, a experiência de todos aumentou e isso somente pôde acrescentar um brilho especial a essa segunda 
edição. Nosso objetivo continua o mesmo da primeira edição: levar a estudantes e profissionais informações importantes e em nossa 
língua pátria a respeito da biologia molecular e das suas relações com a evolução biológica. A primeira edição esgotou rapidamente e 
foi com grande satisfação que vimos exemplares sendo utilizados e disputados por todo o Brasil. Sim, o objetivo havia sido atingido, 
mas não podíamos parar por ali. Assim, recrutamos novamente nossos colaboradores, desta vez acrescentando outros mais, para 
dar continuidade a nosso sonho. Somos muito gratos a todos vocês, pela presteza e profissionalismo. Queremos agradecer também 
ao Dr José Geraldo Aquino Assis pelo seu minucioso trabalho de revisão científica. Agradecemos também aos amigos Dr Dalton 
de Souza Amorim e Dra Vera Cristina da Silva, pelo seu empenho fantástico nas sugestões e correções muitas que fizeram nesta 
obra. Queremos também deixar registrado que esse livro somente pôde ter um preço bem acessível para os leitores graças ao apoio 
financeiro das empresas listadas na contracapa. 
 Mais uma vez, para vocês, queridos estudantes, colegas e amigos, Biologia Molecular e Evolução repaginado. Obrigada pelo 
estímulo à nossa realização!

“O Mundo é tão complexo, e os talentos necessários para apreendê-lo tão variados, que até os melhores intelectos 
muitas vezes precisam de um parceiro que lhes complemente com o talento de que carecem.” (Stephen Jay Gould, em 
“Seta do tempo, ciclo do tempo”)

Continuemos!
Obrigado, amigos!

Flora Fernandes e Sergio Matioli
Editores
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Prefácio à primeira edição

 A Biologia está vivendo um momento fascinante neste início de milênio. A consecução de projetos cooperativos em nível 
mundial para o conhecimento completo de genomas inteiros de organismos com diferentes complexidades, aliada ao desenvolvimento 
de computadores cada vez mais poderosos, está tornando possível a compreensão em detalhes cada vez maiores de como a informação 
genética está relacionada aos demais aspectos dos organismos. 
 No entanto, toda a diversidade biológica tem uma origem histórica através da evolução dos seres vivos. Tentar compreender 
os genomas de organismos que vivem atualmente sem levar a evolução em consideração seria, no mínimo, uma atitude ingênua. 
 A proposta deste livro é apresentar a pesquisadores e estudantes de Biologia de graduação ou de pós-graduação o estado-da-
arte da pesquisa que é desenvolvida na área de Genômica Evolutiva. Esse texto pode ser utilizado também por outros profissionais 
de áreas biológicas, biomédicas ou até mesmo por leigos esclarecidos que tenham a curiosidade de compreender os genomas atuais 
como resultado dos processos evolutivos. 
 Ao contrário de outros livros que tratam de Biologia molecular apenas descritivamente, mesmo que através de experimentos 
elegantes, tentamos mostrar que a maneira como as células atuais “funcionam” resulta de eventos que vêm ocorrendo há bilhões de 
anos. Os dois primeiros capítulos tratam justamente da origem da vida e de seu desenvolvimento inicial para aquilo próximo do que 
conhecemos atualmente. Evidentemente, o tratamento experimental desses passos iniciais é muito difícil e, mesmo, sujeito a críticas 
sob os mais diversos pontos de vista. No caso, podemos comparar a investigação com o trabalho do detetive que tenta desvendar o 
ocorrido através de evidências minuciosamente colhidas, junto com o depoimento de testemunhas. O mais interessante da investigação 
nessa área é que as principais testemunhas somos nós, os seres vivos da atualidade que carregamos marcas de um passado longínquo. 
No terceiro capítulo, mostra como os processos evolutivos podem ser utilizados até com finalidades industriais, na confecção de 
fármacos que poderão ser, em um futuro próximo, talvez tão comuns como a aspirina, com a vantagem de que as ribozimas podem 
continuar evoluindo, assim como os organismos patogênicos o fazem continuamente. No quarto capítulo, será mostrada como a 
estabilidade do material genético –ou melhor, sua instabilidade– propicia a matéria prima para a evolução. Esse tema raramente é 
abordado em livros que tratam de evolução molecular, talvez por se tratar de área de intenso desenvolvimento, onde talvez a maior 
parte do conhecimento ainda está por ser obtida. No quinto capítulo, o surpreendente comportamento das macromoléculas como um 
relógio evolutivo é discutido em seus detalhes. O capítulo seis faz uma análise de como a estrutura dos RNAs influencia seus padrões 
de evolução, alertando contra análises simplificadas, especialmente na questão dos alinhamentos de macromoléculas. A questão da 
evolução dos elementos genéticos móveis, sua origem e seus efeitos nos genomas está discutida no capítulo sete. O capítulo oito 
trata da área em grande desenvolvimento atual, a Genômica comparada, onde os padrões gerais conhecidos são sistematizados, com 
um delicioso sabor de que o melhor ainda está por vir. Os capítulos nove a doze, organizado por uma equipe, tratam do problema 
de reconstrução de filogenias com dados moleculares. Optamos por dividir a abordagem do problema em blocos temáticos, que se 
constituem nos capítulos propriamente ditos, tentando manter uma certa uniformidade na exposição de assunto que tem sido um tanto 
quanto desnecessariamente polêmico. Nos capítulos de treze a dezessete, os polimorfismos moleculares são tratados, tanto através 
das metodologias empregadas (polimorfismos de isozimas, RFLP e métodos baseados em PCR), como dos métodos de análise (com 
o emprego da teoria da coalescência) e de uma aplicação na conservação de recursos naturais (capítulo 17), tema tão importante na 
época atual.
 Todos os esforços foram feitos no sentido de propiciar aos interessados uma obra de custo bastante acessível. Para atingir 
esse fim, contamos com a colaboração dos autores, que abriram mão dos direitos autorais, com o apoio financeiro da Applied 
Biosystems do Brasil e com o trabalho da própria Holos, Editora, que se esforçou para encontrar a melhor relação custo/benefício. 
Ao Dr. Antonio Brito da Cunha fica aqui um agradecimento especial pela sugestão de procurar apoio junto à iniciativa privada após 
tentativas infrutíferas junto a financiadoras e também por sua disposição em apresentar a obra.
 Finalmente ressaltamos que os capítulos foram escritos por autores que trabalham com temas relacionados aos assuntos 
tratados. Foi solicitado explicitamente que os autores apresentassem os resultados de seus trabalhos como exemplos dentro do contexto 
temático de cada capítulo, para que não continuemos, nos cursos ministrados no Brasil, simplesmente a apresentar os exemplos 
citados nas obras estrangeiras. Esse procedimento, no entanto, não prejudicou a generalidade da obra. Ao invés disso, temos certeza 
de que ela ficou enriquecida. Afinal, como disse Leon Tolstoi, “Se queres ser universal, canta a tua aldeia”.

Sergio Russo Matioli 
Editor
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Capítulo 1
Origem da vida: um tempo curto para uma experiência bem-
sucedida

Carlos Frederico Martins Menck (cfmmenck@usp.br) 
Departamento de Microbiologia 
Instituto de Ciências Biomédicas
Universidade de São Paulo 

Eduardo Gorab (egorab@usp.br)
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva
Instituto de Biociências
Universidade de São Paulo

Mariana Cabral de Oliveira (mcdolive@ib.usp.br)
Departamento de Botânica
Instituto de Biociências
Universidade de São Paulo 

“A origem da vida parece (...) ser quase um milagre, sendo que muitas condições 
tiveram que ser satisfeitas para mantê-la.” (Francis Crick, 1981)

1.1. O Ambiente Pré-Biótico

 Há uma concordância entre cosmologistas de que o 
sistema solar tenha se originado há cerca de 4,6 bilhões de anos, a 
partir de uma nuvem de gases e de poeira interestelar. Um processo 
de colapso gravitacional dessa nuvem formou o Sol. Por motivos 
desconhecidos, parte dessa nuvem não se juntou ao Sol, mas os 
agregados formados geraram os embriões dos planetas atuais. 
Esses agregados eram muito quentes, mas a Terra primitiva esfriou 
em algumas centenas de milhões de anos, com a formação de 
uma crosta externa, exceto pelas erupções vulcânicas do núcleo 
interno, que fustigavam sua superfície. Os gases que provinham 
do interior da Terra rapidamente formaram a atmosfera primitiva.
 Apesar de alguma discordância quanto à composição 
dessa atmosfera, a presença de água na forma de vapor é certa. 
Com o esfriamento do planeta, houve a formação de água na forma 
líquida, resultando na formação dos primeiros mares e oceanos. 
No entanto, durante os primeiros 500 milhões de anos, nosso 
planeta foi violentamente castigado por imensos meteoros, cujos 
impactos devem ter provocado sua evaporação  (Kerr, 1999). Para 
se ter uma idéia da violência desses impactos, acredita-se que, 
em um deles, a Terra se partiu originando o nosso único satélite, 
a Lua. Nessas condições extremamente hostis, surgiram formas 
de vida que constituem ancestrais diretos dos seres vivos atuais. 
Várias questões são levantadas sobre quais seriam as condições 
que propiciariam esse início de vida, mas sem dúvida haveria 
necessidade da existência de água liquefeita para origem e 
manutenção de formas de vida tais como as conhecemos. Assim, 
é de se esperar que os contínuos impactos de meteoros fossem 
esterilizantes, ou seja, se eventuais formas de vida estivessem 
sendo então geradas, elas seriam extintas, abrindo a possibilidade 
de que a vida na Terra tenha se originado mais de uma vez. De 
qualquer forma, hoje em dia temos evidências concretas de que 
a vida primitiva já existia em nosso planeta há mais de 3,5-3,8 
bilhões de anos, justamente quando os impactos eram mais 
violentos e quase simultaneamente à formação dos mares e 
oceanos. 

1.2.  Evidências das Primeiras Formas de Vida na Terra

 Fósseis são restos do processo de mineralização 
que transforma matéria viva em rocha. Normalmente, apenas 
porções mais duráveis,  como conchas, ossos, penas e folhas, 
são conservadas em fósseis. Em algumas raras circunstâncias, 
no entanto, detalhes pequenos podem ser preservados. No final 
da década de 1950, paleobiologistas descobriram estruturas 
similares a células com alguns mícrons de diâmetro em formações 
rochosas antigas (datadas de 3,5 bilhões de anos) na África do 
Sul e na Austrália. Essas formações rochosas são compostas por 
estromatólitos fossilizados, que são estruturas desenvolvidas 
por colônias de cianobactérias e que ainda hoje podem ser 
observadas em regiões da costa da Austrália, Bahamas, México 
e outros sítios. As diferentes progênies bacterianas produzem 
camadas sucessivas umas sobre as outras e a análise de rochas 
antigas com essas estruturas especiais revelou microfósseis com 
formas e tamanhos similares a bactérias atuais. Vários tipos de 
microfósseis (filamentosos ou células individualizadas) foram 
encontrados juntos, como esperado de um ambiente biológico 
em que diferentes espécies convivem lado a lado, mas que, 
considerando a época em questão, é no mínimo surpreendente. 
Em alguns casos, os fósseis apresentavam estruturas que pareciam 
processos de divisão celular, o que não se esperaria encontrar em 
casos de bolhas triviais, casualmente formadas no processo de 
mineralização, o que confirma que algumas propriedades daqueles 
organismos eram similares às bactérias atuais. 
 O material preservado em microfósseis revela apenas a 
morfologia geral da parede celular, com poucas informações da 
célula no nível molecular, mas a similaridade entre estromatólitos 
antigos e os atuais poderiam indicar que já há 3,5 bilhões de 
anos as células seriam capazes de realizar fotossíntese, como 
as cianobactérias atuais. Esses dados são impressionantes, visto 
que processos como divisão celular, formação de parede celular 
definida e mesmo fotossíntese são complexos. Entretanto, é 
importante destacar que não existe evidência química de que esses 
organismos fósseis eram realmente fotossintetizantes (Pierson, 
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Figura 1.1. O equipamento empregado por Muller e Urey, para 
simular as condições da Terra Primitiva (modificado de Miller, 
1953).

1994). De fato, as evidências mais conclusivas da presença de 
organismos com capacidade fotossintetizante são de 2,5 a 2,8 
bilhões de anos atrás (Canfield, 1999).

O grau de complexidade observado nos microfósseis 
indica que a vida pode ter se originado mesmo em períodos 
anteriores a 3,5 bilhões de anos. De fato, mais recentemente, 
dados referentes à composição isotópica de carbono em rochas 
ainda mais antigas (3,8 bilhões de anos) indicam que as inclusões 
de carbono são isotopicamente leves, resultado de atividade 
biológica (Mojzsis et al., 1996). Essas rochas são compostas de 
grãos de apatita, fosfato de cálcio básico,  encontradas a oeste da 
Groenlândia e os dados obtidos, apesar de indiretos, não podem 
ser explicados por atividade abiótica, sendo considerados as 
evidências mais precoces, de 3,8 bilhões de anos, de existência 
de vida na Terra.
 Assim, o intervalo para que  o nosso planeta tivesse 
condições mínimas para manutenção de vida (água na forma 
líquida, de 4,0 a 3,8 bilhões de anos) até a origem da vida 
propriamente dita foi aparentemente curto em relação à história 
geológica da Terra (não mais do que 300 milhões de anos, em 
um total de 4 bilhões de anos, ou seja, menos que 8%). Soma-
se a isso o fato de que as evidências das primeiras formas 
de vida já apresentarem um grau de complexidade similar a 
algumas bactérias atuais, tendo sido originadas em um ambiente 
extremamente hostil, em que extinções em massa poderiam ser 
comuns. Essas questões sobre a origem da vida são conhecidas 
como o paradoxo do tempo e estão longe de serem resolvidas, pois 
a estruturação de uma primeira célula parece ser um dos pontos 
mais difíceis de explicar de toda a evolução. Além disso, o curto 
período de tempo pode indicar simplesmente que a origem da vida 
não é um processo complexo em si e que poderia ter acontecido 
várias vezes em nosso planeta e mesmo no universo (Damineli e 
Damineli, 2007). Certamente, o processo que levou ao surgimento 
da primeira forma de vida na Terra é desconhecido, mas tem 
aguçado a curiosidade humana há séculos. Algumas idéias serão 
discutidas a seguir.

1.3.  Síntese Pré- Biótica e a Sopa Primitiva

 A composição da atmosfera primitiva é ainda tema de 
debate (Lazcano e Miller, 1996). Sabe-se que o oxigênio deveria 
estar ausente ou presente em quantidades extremamente pequenas 
nessa atmosfera, uma vez que a maior parte do oxigênio atmos-
férico atual é proveniente da água, produzido por organismos 
fotossintetizantes. Níveis próximos aos atuais foram atingidos 
apenas há cerca de 2 bilhões de anos. Compostos redutores 
poderiam estar presentes, tais como hidrogênio molecular (H2), 
metano (CH4), amônia (NH3) e monóxido de carbono (CO). 
No entanto, hoje em dia acredita-se que a atmosfera primitiva 
tinha uma composição menos redutora, incluindo a presença de 
dióxido de carbono (CO2) e nitrogênio molecular (N2). A energia 
proveniente de descargas elétricas (relâmpagos) e da luz solar 
(principalmente de alta energia, como a luz ultravioleta) pode 
ter permitido a realização de reações químicas que formariam 
vários compostos intermediários importantes para a formação 
de moléculas orgânicas mais complexas, que coexistiriam no 
oceano primitivo. Essa idéia, conhecida como sopa primitiva, foi 
proposta independentemente por Oparin e Haldane na década de 
1920, tendo como base uma atmosfera altamente redutora. 
 Essa hipótese foi testada experimentalmente apenas 
em 1953 por Stanley Miller, então estudante de Harold Urey 
(Miller, 1953). Para isso, Miller e Urey construíram um sistema 
fechado, com refluxo (Figura 1.1), que mimetizaria as condições 

da atmosfera primitiva, incluindo a presença de água, amônia, 
hidrogênio e metano, sendo que descargas elétricas simulavam 
relâmpagos. A análise da água condensada (“oceanos”) após esses 
experimentos revelou que cerca de 10% do carbono adicionado 
na forma de metano produz várias moléculas orgânicas, incluindo 
aminoácidos como glicina, alanina, aspartato, valina e leucina 
(nas formas D e L, ou seja, seus isômeros ópticos). A formação de 
outros compostos, como formaldeído (H2CO), nitratos e cianeto 
(HCN), também foi verificada, sendo que esses podem ter sido 
intermediários na formação de outros aminoácidos e de compo-
nentes dos ácidos nucléicos.
 De fato, após os experimentos iniciais de Miller e Urey, 
vários outros foram feitos simulando diferentes condições pre-
sentes na Terra primitiva. De interesse, a síntese de polipeptídeos 
pode ser realizada a altas temperaturas (120o C), condições que 
poderiam ser encontradas, por exemplo, próximo a vulcões. A 
síntese abiótica de alguns componentes dos ácidos nucléicos, 
como purinas e, em menor quantidade, de pirimidinas, também é 
possível a partir da condensação de HCN (Figura 1.2). A adenina, 
de fato, é a base nitrogenada encontrada em maiores concentrações 
nos experimentos de simulação de síntese abiótica. Pequenas 
quantidades de ATP (trifosfato de adenosina) também podem 
ser produzidas em condições abióticas, sobretudo na presença 
de um mineral bastante comum conhecido como apatita (fosfato 
de cálcio). A síntese de vários açúcares a partir de formaldeído 
(H2CO) também foi descrita em condições que simularam a Terra 
primitiva. Por exemplo, a polimerização de formaldeído resulta 
em ribose e não em desoxirribose. Como será descrito adiante, 
essa é apenas uma das muitas observações que sugerem que o 
RNA precedeu o DNA na evolução da vida. Apesar da possível 
formação de nucleosídeos polifosfatados em determinadas con-
dições (principalmente na presença de apatita), a polimerização 
de oligômeros de RNA não é evidente, uma vez que misturas de 
isômeros (D e L) e ligações envolvendo as hidroxilas 2’, 3’ e 5’ 
da ribose podem gerar moléculas ramificadas, diferentes das que 
conhecemos atualmente (contendo apenas enantiômeros D da 
ribose e ligações 5’-3’). É possível que condições especiais tenham 
existido  que permitissem a geração de polinucleotídeos similares 
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Figura 1.2. Esquema para formação de purinas e pirimidinas e 
riboses, precursores básicos dos ácidos nucléicos. 

aos que formam a base dos organismos vivos conhecidos, que 
teriam sido selecionados positivamente.
 Outra evidência de que moléculas orgânicas podem ser 
geradas em condições abióticas provém do espaço. Análises de 
meteoritos têm demonstrado em posições internas do meteoro 
a presença de aminoácidos e outras moléculas consideradas os 
monômeros da vida, descartando-se, portanto, a possibilidade de 
contaminação com material terrestre.
 A formação de lipídeos também seria fundamental para 
o processo de compartimentalização de compostos eventualmente 
necessários para a criação do ser vivo, através da composição 
de membranas de dupla camada lipídica. Embora a síntese pré-
biótica de seus componentes (ácidos graxos, glicerol e fosfato) 
seja plausível na sopa primitiva, não está claro como foram for-
mados lipídeos de cadeias longas, lineares, indispensáveis para 
a formação de membranas. 
 Assim, os compostos orgânicos correspondendo aos 
menores blocos fundamentais para a vida (aminoácidos, nucleo-
tídeos e açúcares) provavelmente puderam ser formados através 
de síntese abiótica. A formação de compostos maiores, resultado 
da condensação (eliminação da água) destes compostos deve ter 
gerado, de forma ainda desconhecida, moléculas poliméricas 
através de ligações fosfodiéster entre nucleotídeos dos ácidos 
nucléicos e amida entre aminoácidos de proteínas. Pela inexis-
tência de oxigênio na atmosfera primitiva os compostos gerados 
poderiam ser estáveis, o que levaria ao seu acúmulo nos oceanos 
com concentrações suficientemente altas para reações mais com-
plexas. Exatamente como previsto por Haldane e Oparin.

1.4. Quiralidade e Origem da Vida

Moléculas biologicamente importantes podem se 
apresentar em duas formas no que se refere à sua atividade 
óptica. São os chamados isômeros dextrógiros (D, desviam o 
plano de vibração da luz polarizada para a direita) e os levógiros 
(L, desvio para a esquerda). São, portanto, enantiômeros que 
apresentam propriedades quirais. O conceito quiralidade não se 
aplica a moléculas desprovidas de atividade óptica e a misturas 
equimolares de enantiômeros, denominadas misturas racêmicas.

A origem da homoquiralidade, isto é, a geração de um 
tipo predominante de molécula com atividade óptica e o uso 

preferencial de uma destas formas enantioméricas pelos seres 
vivos é um dos problemas importantes no estudo da origem da 
vida. Exemplificando, aminoácidos levógiros são as unidades 
estruturais das proteínas em sistemas biológicos. Já os açúcares, 
presentes na estrutura dos ácidos nucléícos e em várias vias 
metabólicas, são dextrógiros. Esta característica dos organismos 
torna-se ainda mais intrigante quando a síntese em laboratório 
de moléculas que apresentam isomeria óptica normalmente 
leva à produção de misturas racêmicas ao invés de ocorrência 
preferencial de um dos enantiômeros.

Quanto à sua origem, a homoquiralidade poderia ter 
sido abiótica, isto é, ela pode ter surgido antes da emergência 
dos primeiros sistemas biológicos. Neste caso, excessos 
enantioméricos teriam aparecido no decorrer da evolução química 
do universo precedendo a origem da vida. A hipótese biótica do 
surgimento da homoquiralidade leva em conta que os primeiros 
seres vivos utilizaram misturas racêmicas de moléculas e que a 
especialização dos organismos na direção do uso de enantiômeros 
específicos foi uma aquisição evolutivamente tardia.

No estudo do problema da quiralidade, são evidentemente 
importantes as pesquisas de química orgânica utilizando compostos 
de origem terrestre. No entanto, se a mesma abordagem é feita 
com compostos de origem extraterrestre, dados significativamente 
informativos podem ser obtidos particularmente pelo seu horizonte 
temporal mais amplo. Para isto, meteoritos da classe dos condritos 
carbonáceos são a fonte dos compostos extraterrestes. Conhecendo 
sua idade, estimada em aproximadamente 4,5 bilhões de anos, e 
estudando sua composição, é possível obter registros da evolução 
química do sistema solar desde fases precoces de sua formação. 
Com esta abordagem, os dados procedentes do meteorito de 
Murchinson chamaram a atenção. Tendo sido observada em sua 
composição uma ligeira predominância de certos aminoácidos 
levógiros, os resultados sugeriram que a homoquiralidade seria 
um fenômeno abiótico com possíveis implicações para a origem da 
vida (Cronin e Pizzarello, 1997). Estes dados têm sido discutidos 
até os dias de hoje, sendo ainda matéria controversa.

É importante ressaltar que, nos estudos sobre origem 
da vida na Terra, tem ganhado importância a participação 
de compostos extraterrestres trazidos por meteoros, cometas 
e asteróides. Nesta direção, outra abordagem de estudo da 
quiralidade, derivada dos métodos acima descritos, consiste 
em simular no laboratório a química interestelar para verificar 
a possibilidade de formação de compostos importantes para a 
origem da vida, com ênfase nos enantiômeros, vindos de fora do 
sistema solar. São também denominados estudos de síntese nos 
“análogos de gelo interestelar”. Outros processos terrestres ou 
extraterrestres também podem enriquecer enantiômeros de um 
dos tipos, entre eles a polimerização (Gleiser e Walker, 2008), 
sublimação (Cintas, 2008), cristalização (Weissbuch et al., 2009) 
e adsorção (Hazen et al., 2001) diferenciais. Tais processos não 
são mutuamente exclusivos, podendo portanto ter ocorrido em 
sinergia.

1.5. Coacervados

A evolução da matéria orgânica aos primeiros orga-
nismos requer, entre outros passos, uma separação clara entre 
os componentes orgânicos e o meio circundante. Esta barreira 
limitante assegura não somente que os constituintes das pri-
meiras estruturas biológicas não se diluam no ambiente, mas 
também garante a possibilidade de trocas entre o meio externo 
e o interno. A separação da matéria orgânica numa solução em 
corpúsculos, que poderiam ser vistos como possíveis precurso-
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res dos primeiros organismos, foi estudada pioneiramente por 
Oparin (Oparin, 1957). Durante muitos anos, Oparin ocupou-
se em observar a tendência de soluções aquosas de polímeros 
segregar espontaneamente na forma de coacervados, que são 
corpúsculos de natureza coloidal ricos em polímeros e que 
podem ser mantidos em equilíbrio com o meio circundante 
rico em água. Oparin testou várias combinações de polímeros 
biológicos capazes de formar coacervados, que não devem 
necessariamente ser vistos como os ancestrais dos primeiros 
organismos. Isto porque alguns dos polímeros empregados nos 
experimentos de Oparin são complexos, como por exemplo o 
RNA. As dimensões dos coacervados variam de 1 a 500 µm 
e muitos deles apresentam, ao microscópio, uma delimitação 
que lembra a de uma membrana celular atual. Entretanto, os 
coacervados são instáveis de maneira geral e podem se desfazer 
em minutos. Oparin e seus colaboradores estudaram condições 
para aumentar sua estabilidade. Uma propriedade importante 
dos coacervados, ou de qualquer outro sistema difásico, é a 
de que substâncias, de solubilidade diferente nas duas fases, 
ficarão concentradas preferencialmente em uma das duas fases. 
Oparin observou que, quando fosforilase era adicionada a uma 
solução contendo histona e goma arábica, a enzima se concen-
trava nos coacervados formados por estes dois componentes. 
Se glicose-1-fosfato era adicionada à solução, ela se difundia 
para o interior dos coacervados e a glicose era enzimatica-
mente polimerizada em amido. A energia para a polimerização 
vem do grupo fosfato que após a reação se difunde para fora 
do coacervado (Figura 1.3). Como a goma arábica é também 
um polímero, a produção de amido incrementava a massa do 
coacervado e este crescia em tamanho. Quando os coacerva-
dos se tornam muito volumosos, eles tendem à fragmentação 
espontânea produzindo uma “descendência”. Os coacervados 
“filhos” que recebem a enzima podem continuar crescendo 
embora a uma taxa menor já que a quantidade inicial de enzima 
estará dispersa entre um número crescente de coacervados. 
Esta limitação seria superada se os coacervados tivessem 
meios de produzir sua própria enzima. Oparin introduziu nos 
coacervados outras etapas conhecidas do metabolismo celular 
como por exemplo a quebra do amido pela amilase produzindo 
maltose, ou ainda a produção de RNA poli-A a partir de ADP 
e RNA polimerase. É interessante notar que a estabilidade dos 
coacervados aumentava se “dotados de algum tipo de metabo-
lismo” como exemplificado acima.

1.6. Hipóteses Alternativas

 Embora diversos compostos necessários à vida possam 
ser formados abioticamente, a existência em quantidades 
significativas de muitas outras moléculas consideradas 
fundamentais para a vida não está estabelecida. Além disso, a 
suposição de que a atmosfera primitiva fosse realmente redutora 
tem sido contestada mais recentemente. Mas a natureza da 
atmosfera primitiva seria de fato irrelevante se acreditarmos na 
hipótese de que a vida teria surgido nas fontes térmicas oceânicas 
de profundidade (Damineli e Damineli, 2007). Fosseis datados 
em 3,2 bilhões de anos foram encontrados em uma formação na 
Austrália considerada como um sistema hidrotérmico do fundo 
oceânico. Esses fosséis foram interpretados como procariotos 
filamentosos, quimiotróficos e termofílicos (Rasmussen, 2000), 
além disso, a presença de resquícios de petróleo nessa formação 
indica que os oceanos primitivos estariam repletos de vida há 
mais de 3 bilhões de anos (Rasmussen, 2005).
 Uma alternativa para a “sopa” primitiva é a hipótese 
de que a vida teria surgido em um substrato sólido. A existência 
de ciclos de polimerização e catálise do ponto de vista cinético 
é mais facilmente explicada sobre um substrato sólido onde as 
interações entre as moléculas poderiam ocorrer de uma forma 
mais organizada e específica (Maynard-Smith e Szathmáry, 
1995). Segundo Wächtershäuster (1988), o substrato ideal seria 
uma superfície mineral carregada positivamente, sendo que 
os compostos estariam ancorados nesta superfície por porções 
carregadas negativamente, o que elimina a argila da lista de 
possíveis superfícies. Wächtershäuster favorece a pirita (sulfeto 
de ferro, o chamado “ouro dos tolos”) como superfície possível. 
Suponha que um determinado ciclo químico que chamamos 
de ciclo 1 usasse o composto A como substrato e produzisse o 
composto B. Se o ciclo 2 usasse o composto B como substrato e 
produzisse o A, o estabelecimento de uma relação entre estes dois 
ciclos seria vantajosa para ambos e seria muito mais fácil ocorrer 
em um substrato do que em meio líquido. A especificidade da 
reação é crucial para a manutenção de um ciclo. Nos seres vivos 
esta especificidade é mantida pelas capacidades catalíticas das 
enzimas e pela compartimentalização provida pelas membranas. 
Nos processos abióticos os problemas da falta de especificidade 
e de compartimentalização poderiam em parte ser minimizados 
por um metabolismo de superfície.
 Outras alternativas para o local de origem da vida foi 
proposta por Woese (1979) que levantou a hipótese de que a 
evolução dos ciclos químicos que deram origem aos primeiros 
seres vivos tenha ocorrido em gotículas de água presentes 
nas nuvens. Esta alternativa foi proposta por duas razões: 1. 
a temperatura da superfície terrestre pode ter sido elevada 
demais para permitir a formação de oceanos;  2. gotículas de 
água proveriam uma vasta área para a ocorrência destas reações 
químicas. Estas gotículas frequentemente são formadas ao redor 
de partículas sólidas, o que poderia combinar a hipótese das 
gotículas com a de uma superfície sólida.
 Outra sugestão interessante é a proposta por Juan Oró 
(1961) na qual ele considera que a presença de matéria orgânica 
em meteoritos não só comprova sua origem abiótica como também 
sugere que o bombardeamento da Terra com meteoros e cometas 
trouxe vários dos componentes necessários para a origem da 
vida. De fato, a presença de matéria orgânica no universo já é 
bem aceita na comunidade científica e uma parte importante dos 
compostos orgânicos encontrados na Terra primitiva pode ter 
tido origem interestelar (Bernstein et al., 1999). Como corolário 
dessa idéia, a recente e polêmica observação de evidências de 
células microbianas em meteorito (ALH84001) vindo de Marte 

Figura 1.3. Esquema mostrando a polimerização de glicose-1 
fosfato a amido no interior de um coacervado (modificado de 
Dickerson, 1978).
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é consistente com a proposta de Oró e também traz de volta a 
discussão de uma possível origem de vida na Terra a partir de 
uma colonização vinda do espaço, idéia antiga conhecida como 
Teoria da Panspermia cósmica.
 A exobiologia, ou o estudo da possibilidade de vida fora 
da Terra, não é uma preocupação recente da humanidade. Ela tem 
suas raízes na antiguidade clássica, passando pela Idade Média 
e chegando ao século XIX com a idéia de que a vida havia sido 
semeada na Terra vinda do espaço. Este processo foi defendido 
por nomes ilustres da Ciência até o século XX. Naquele século, a 
exobiologia ganhou impulso considerável graças à corrida espa-
cial. A NASA, na década de 1960, entendendo que estes estudos 
seriam importantes com o desenvolvimento da exploração do 
espaço, decidiu criar uma divisão de exobiologia que estudaria 
problemas relacionados às origens da vida na Terra e fora dela. 
Desde então até os dias de hoje, projetos de pesquisa envolvendo 
agências espaciais e laboratórios de vários países têm sido feitos, 
tendo como um dos intuitos a busca de evidências que sustentem 
a possibilidade de vida fora da Terra. Provavelmente o trabalho de 
maior impacto nos meios de comunicação nesta área foi aquele 
realizado em 1996 no meteorito ALH84001, no qual os pesquisa-
dores sugerem a possibilidade de atividade biológica no planeta 
Marte (McKay et al., 1996). É importante destacar, no entanto, 
que as estruturas que foram encontradas nesse meteorito têm 
um tamanho cerca de 10 vezes menor do que as menores células 
conhecidas. Outra linha de investigação exobiológica, além dos 
estudos continuados sobre a composição de meteoritos e sua 
possível relação com atividade biogênica, é a pesquisa sobre a 
composição química de planetas, do sistema solar ou fora dele. 
Estes dados têm, como uma das finalidades, por exemplo, simular 
em laboratório se tal composição permite evolução química, como 
aquela observada nos experimentos clássicos de Miller em 1953, 
e quais os resultados. Há poucos anos, a existência de água em 
planetas também passou a ser uma referência para a NASA nesta 
busca por indícios de vida fora da Terra (Ball, 2004).

1.7. A Questão da Vida

 Darwin sabia da importância da questão da origem 
da vida para a elaboração de sua teoria. Em uma carta a um 
amigo ele sugere que “em algum lago, pequeno e quente, com 
todo tipo de amônia e sais fosfóricos, luz, calor, eletricidade, 
etc. presentes, (…) um composto protéico teria sido formado 
quimicamente, pronto para sofrer mudanças mais complexas 
(...)”.
 Há um consenso de que a protocélula seria envolvida 
por uma membrana lipídica de duas camadas, criando um 
sistema compartimentalizado que isolaria algumas reações 
químicas do meio. Esse isolamento não poderia ser total, uma 
vez que haveria a necessidade de permeabilidade da membrana 
para algumas moléculas, permitindo alguma troca com o meio. 
No compartimento interior moléculas orgânicas estariam 
dissolvidas em água, incluindo moléculas energéticas (ex. 
ATP). Além disto, seriam necessárias moléculas catalisadoras 
(ex. RNA e/ou proteínas) e moléculas para armazenamento de 
informação (provavelmente RNA, ver Capítulo 2). A origem 
desta protocélula foi precedida pela chamada evolução química, 
que produziu os blocos básicos para a vida, como discutido 
anteriormente.
 As seguintes condições são necessárias para a formação 
da vida: 1. Energia: necessária para a formação de moléculas 
orgânicas mais complexas. A energia na Terra primitiva estava 
presente sob diferentes formas (descargas elétricas, raios 

cósmicos, raios UV, impactos de meteoros, radioatividade, 
vulcanismo); 2. Proteção: após as moléculas complexas terem 
se formado, elas tinham que ser protegidas ou então seriam 
destruídas pelo contínuo fluxo de energia. Esta proteção poderia 
ser em águas mais profundas, ou em fendas nas rochas, gelo, 
sedimentos; 3. Concentração: a diluição dos compostos levaria a 
reações muito lentas, portanto devem ter existido mecanismos que 
favoreceriam a maior concentração de compostos (evaporação 
ou congelamento, por exemplo); 4. Catálise: muitas reações 
químicas são favorecidas por catalisadores, uma substância 
que auxilia nas reações mas não toma parte nela (ex. enzimas). 
Inicialmente, alguns catalisadores podem ter favorecido a origem 
de moléculas mais complexas, posteriormente, determinadas 
reações podem ter sido favorecidas por catalisadores presos no 
interior de membranas.
 A definição de vida proposta por Muller (1966) é que 
entidades vivas teriam as propriedades de multiplicação, variação 
e hereditariedade. Estas propriedades seriam importantes, 
pressupondo um armazenamento de informação herdável, que 
poderia evoluir, sofrendo os efeitos da seleção natural. Uma outra 
característica fenotípica essencial a vida é o metabolismo – uma 
série de reações químicas relacionadas. O metabolismo supriria 
os monômeros necessários para a confecção das moléculas 
replicativas e, por sua vez, as moléculas replicativas alterariam 
as reações químicas do metabolismo. Assim, a seleção natural, 
agindo nas moléculas replicativas, influenciaria o metabolismo.

1.8. Vida Artificial

Se por um lado os coacervados não são entidades 
biológicas e não podem ser vistos necessariamente como 
ancestrais dos organismos primitivos, eles certamente foram 
os precursores de uma linha de investigação atual conhecida 
como “vida artificial”. Iniciada no final da década de 1980, 
estes experimentos procuravam estabelecer os componentes de 
um sistema com um número mínimo de componentes para ser 
considerado vivo (Luisi et al., 2006). Isto naturalmente remete 
ao significado do conceito vida. Neste caso, a pesquisa sobre 
vida artificial considera vivo um sistema macromolecular capaz 
de se auto-sustentar com um metabolismo mínimo, capaz de se 
reproduzir e, mais importante, dotado de um potencial evolutivo. 
Este potencial evolutivo é a noção darwinista de que populações 
compostas por estes sistemas devam sofrer mudanças estruturais 
sujeitas à seleção. A chamada “proto-célula artificial” é o conceito, 
comumente citado na pesquisa na área, que busca atender às 
exigências acima mencionadas. Neste caso, a construção mais 
simples, de natureza ainda puramente teórica, é a da “protocélula 
artificial de RNA”. As propriedades genéticas e enzimáticas das 
ribozimas possuem papel central neste modelo (ver capítulos 2 e 
3). As “células de RNA” consistem de uma vesícula contendo duas 
ribozimas. Uma delas teria atividade de uma replicase, isto é, ela é 
capaz de se auto-replicar e a outra possuiria atividade catalisadora 
da síntese dos componentes do envoltório celular. Esta construção 
parte também da premissa de que a permeabilidade do envoltório 
seria total e que os precursores das estruturas celulares estariam 
generosamente presentes no ambiente externo. Além disto, parte-
se do pressuposto de que estas entidades se dividem e que as 
duas ribozimas estariam presentes nas “células-filhas” (Figura 
1.4). Trata-se de um modelo hipotético, uma vez que que estas 
ribozimas ainda não foram identificadas. Apesar desta limitação, 
duas subáreas de estudo emergiram com o uso de vesículas de 
lipídios (lipossomos) como modelos proto-celulares. A primeira 
se concentra no estudo de possíveis analogias entre as vesículas e 
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membranas celulares em termos de propriedades físico-químicas 
tais como estabilidade, permeabilidade e auto-reprodução. Foi 
demonstrado que as vesículas podem se multiplicar na presença de 
precursores, retendo em certas condições as dimensões da matriz. 
Por outro lado, problemas podem surgir quanto à permeabilidade, 
visto que foi observada certa resistência de membranas 
fosfolipídicas a certas moléculas. A segunda subárea investiga 
o uso das vesículas como hospedeiras de reações bioquímicas 
complexas para verificar se elas comportam a química biológica. 
Os resultados têm apontado para várias possibilidades como a 
síntese enzimática de RNA poli-A no interior das vesículas, síntese 
de polipeptídeos em lipossomos que incorporaram complexos 
ribossômicos, além da amplificação de DNA por PCR no interior 
dos lipossomos. Um resultado que merece destaque foi o da 
replicação do RNA no interior das vesículas de ácido oléico, com 
concomitante auto-replicação das vesículas a partir de precursores 
de RNA, RNA molde e uma replicase do RNA. Apesar de ser o 
resultado mais próximo ao conceito de “protocélula artificial de 
RNA” citado anteriormente, a replicase não pode ser produzida 
continuamente e, consequentemente, o sistema está limitado à 
quantidade de replicase disponível.

Outra frente de pesquisa relacionada à criação de vida 
artificial ou sintética é o projeto “Genoma Mínimo” iniciado em 
meados dos anos 1990, pelo Instituto J. Craig Venter (JCVI), 
cujo objetivo era entender quais são os componentes genéticos 
mínimos necessários para sustentar a vida através da criação 
de uma célula bacteriana baseada inteiramente em um genoma 
obtido em laboratório. Entre as etapas para atingir esse objetivo, 
o grupo deu dois passos importantes, em 2007 mostrou ser 
possível o transplante de um genoma inteiro, possibilitando 
transformar uma bactéria em outra (Lartigue et al., 2007). O 
transplante de genoma foi o 1º passo essencial no campo da 
genômica sintética, uma vez que é o mecanismo pelo qual um 
cromossomo artificial inteiramente sintetizado em laboratório 
pode ser introduzido numa célula originando um novo ser vivo. 
Outro passo foi a reconstrução, a partir da síntese de DNA 
inteiramente em laboratório, de um cromossomo de Mycoplasma 
genitalium (Gibson et al., 2008), que é a bactéria que pode ser 
crescida em uma cultura pura e possui menor genoma conhecido 
(582.970 pares de bases e 485 genes). Embora a síntese de DNA 
em laboratório seja possível desde a década de 1980, a síntese 
de grandes moléculas de DNA não é trivial e a construção 
desse cromossomo foi conseguida a partir de fragmentos de 
DNA quimicamente sintetizados em laboratório e a partir do 

desenvolvimento de novas metodologias para a montagem 
desses fragmentos na ordem correta. Esses trabalhos abrem uma 
série de possibilidades e aplicações, mas geram também uma 
série de preocupações e questões éticas.

1.9. As Formas Simples de Vida

Todas as hipóteses apresentadas acima referem-se aos 
diferentes ambientes químicos nos quais surgiram os primeiros 
polímeros capazes de replicação. Experimentos laboratoriais 
trouxeram grande contribuição na explicação de como 
determinados compostos podem ter surgido, entretanto ainda 
existem diversos problemas a serem resolvidos. Sem dúvida, 
ao lado de dados experimentais, é possível que a busca de 
evidências naturais, seja pelo registro fóssil, seja por resquícios 
da vida primitiva em organismos atuais, tragam pistas mais 
consistentes de qual tipo de organismo seria o progenota (nome 
dado ao primeiro organismo).
 Como teria surgido esta relação entre moléculas 
replicativas e metabolismo? O mais simples seria assumir 
que inicialmente o metabolismo tenha consistido de reações 
químicas abióticas que supriam monômeros a partir dos quais as 
moléculas replicativas eram sintetizadas, mas estes replicadores 
não influenciavam o metabolismo. A seleção natural selecionaria 
apenas os replicadores que se multiplicavam melhor. Este é o 
modelo de origem da vida “replicadores precoces” (“replicator-
first”, em inglês). Apenas mais tarde os replicadores teriam 
desenvolvido a habilidade de alterarem seu ambiente químico. 
Na busca de modelos apropriados nas células atuais, verifica-se 
que a molécula de RNA apresenta uma série de características 
que a tornam candidata a ter atuado nas primeiras formas de 
vida. Como discutido no próximo capítulo, moléculas de RNA 
poderiam guardar informações e catalisar vários processos 
químicos, incluindo auto-replicação. Entretanto, nas células 
atuais o RNA tem uma função subalterna ao DNA em termos 
de guarda de informação genética, com exceção de alguns 
vírus, cujo genoma é basicamente RNA. Vírus, aliás, pela sua 
simplicidade e diversidade de genoma (incluindo RNA) são 
comumente lembrados como eventuais precursores de vida na 
Terra. Apesar de existirem muitos tipos de vírus e estes serem 
ubíquos, ou seja, infectarem todo tipo de célula viva conhecida, 
estes são parasitas celulares obrigatórios e, portanto, dependem 
de um metabolismo celular onde poderiam se replicar. Sendo 
assim, é improvável que os vírus tenham sido as primeiras 
formas de vida na Terra, mesmo que eles tenham surgido logo 
após as primeiras células vivas.
 A origem da vida teria requerimentos geológicos 
muito restritivos, ou seja, uma série de condições favoráveis 
seria necessária para o surgimento da vida, como água na forma 
líquida; seriam necessários ciclos químicos básicos; a vida 
primitiva poderia ter mecanismos que não estão mais presentes 
nos seres vivos atuais, mas o princípio básico de operação deveria 
ser semelhante; os primeiros sistemas biológicos deveriam ter 
sido pouco eficientes em comparação com os sistemas atuais.
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“Nada em Biologia faz sentido exceto à luz da Evolução.” (Theodosius Dobzhansky)

2.1. Fundamentos do “Mundo de RNA”

 Até os anos 1950, prosperou a idéia de que as proteínas fo-
ram as primeiras moléculas associadas à vida na Terra. Essa idéia 
baseava-se no fato de que as proteínas são estruturas flexíveis, 
muito diversas e possuem propriedades catalíticas. Além disso, 
havia sido demonstrada a possibilidade de síntese abiótica de 
aminoácidos e até mesmo de polipeptídeos (veja Capítulo 1). No 
entanto, no final da década de 1960, Orgel (1968), Crick (1968) 
e Woese (1967) propuseram independentemente e a partir de evi-
dências complementares que o RNA seria a primeira molécula da 
vida. Esses autores perceberam o papel central dessa molécula em 
relação às proteínas e ao DNA, além de chamarem a atenção para 
as várias funções que já se sabia, à época, eram exercidas pelo 
RNA nas células: mensageiro (mRNA), transportador (tRNA) e 
ribossômico rRNA (Jeffares et al., 1998; Landweber et al., 1998; 
Szathmáry, 1999). Descobertas mais recentes somente vieram a 
fortalecer essa hipótese: a existência de moléculas de RNA com 
capacidade catalítica, uma propriedade que era considerada ex-
clusiva das proteínas; a presença de algumas moléculas idênticas 
ou muito semelhantes aos monômeros de RNA em todos os seres 
vivos, que atuam como cofatores; o fato de o DNA não ser quimi-
camente tão flexível; e o fato de os desoxirribonucleotídeos serem 
derivados dos ribonucleotídeos—além de um número crescente 
de funções celulares que estão sendo associadas às moléculas de 
RNA (Soares e Valcárcel, 2006, veja também Capítulo 4).
 O termo “mundo de RNA” (RNA world, em inglês) foi 
cunhado por Gilbert (1986) para descrever um cenário onde a 
principal molécula ativa na origem da vida era o RNA. Isso foi 
proposto com base nas descobertas de moléculas de RNA com 
propriedades catalíticas, somando-se sua capacidade de guardar a 
informação genética e de evolução, conceitos diretamente ligados 
à própria definição de vida.
 Com a descoberta de RNA catalítico, resolveu-se um 
paradoxo do tipo “o ovo ou a galinha” sobre a origem da vida: 
ácidos nucléicos são essenciais à vida, mas parecem necessitar 
das proteínas para funcionar. Entretanto, se o RNA funcionasse 
como fonte de informação e também como enzima, as proteínas 
poderiam ter surgido posteriormente. A hipótese do mundo de 
RNA afirma que a reprodução e o metabolismo das primeiras 
formas de vida dependiam das atividades catalíticas e replicativas 
do RNA, e que tanto o DNA quanto as proteínas teriam assumido 
suas funções atuais posteriormente (Gilbert, 1986).
 O RNA é único na sua capacidade de armazenar informação 

genética (em diversos vírus, como o HIV e Influenzae) e de exe-
cutar uma série de atividades catalíticas (introns autocatalíticos, 
ribonuclease P, entre outros), uma propriedade que, até alguns 
anos atrás, se acreditava limitada às proteínas. Nas células atuais, 
o RNA está envolvido em uma série de processos, como a síntese 
protéica, a replicação de DNA e o processamento de RNA. As 
múltiplas funções exercidas pelo RNA dão apoio indireto para a 
hipótese do mundo de RNA, que considera os RNAs catalíticos 
atuais como remanescentes de uma época em que a vida teria o 
RNA como principal mediador de processos informacionais e 
catalíticos, ou seja, seriam verdadeiros fósseis moleculares (Joyce, 
1989). 
 Neste capítulo, pretendemos descrever e discutir o panora-
ma de como um ancestral universal (progenota) com metabolismo 
baseado em RNA deu origem à diversidade de seres vivos atuais, 
que têm como material genético o DNA e o restante do metabo-
lismo realizado por RNA e proteínas.

2.2. O RNA Provavelmente Precedeu o DNA

 Apesar das dificuldades para se conseguir formar, em 
condições pré-bióticas, polímeros similares aos ácidos nucléicos 
atuais, há consenso em que a existência da molécula de RNA 
precede a de DNA. Várias são as linhas de evidências que apon-
tam nesse sentido. Algumas dessas evidências são estruturais: 
maior flexibilidade resultante de sua composição, em geral como 
simples fita; e do açúcar componente dos nucleotídeos de RNA, 
a ribose (o DNA tem desoxirribose), que é mais reativa devido 
à hidroxila na posição 2’. Certamente, a enorme quantidade 
de funções desempenhadas pela molécula de RNA na célula é 
impressionante. Além de funções de mensageiro, transportador 
e ribossômico, já se sabe que a molécula de RNA desempenha 
vários outros papéis na célula e ainda há muito a ser descoberto. 
Entre as funções conhecidas, alguns exemplos merecem destaque: 
a molécula de RNA é parte essencial da telomerase, que adiciona 
o DNA das extremidades dos cromossomos; o RNA 7S é parte do 
sistema secretor celular; pequenas moléculas de RNA nucleares 
participam diretamente no processamento do mRNA (splicing); 
moléculas duplas fita de RNA participam diretamente na regulação 
da expressão de genes, em um processo conhecido como RNA de 
interferência (Fire, 2007, ver também Capítulo 4). Em algumas 
situações do metabolismo celular, também encontramos evidên-
cias de que o RNA é anterior ao DNA na evolução biológica. É o 
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transesterificação são catalisadas pelo próprio intron, que funciona 
como uma enzima (Michel e Westhof, 1990). Doudna et al. (1989) 
mostraram que a capacidade catalítica de introns do grupo I reside 
em suas estruturas secundária e terciária, e não na sua estrutura 
primária (sequência de nucleotídeos). Os introns do grupo II 
também podem ser autocatalíticos, mas esses introns apresentam 
sequências consenso e o mecanismo de excisão semelhantes aos 
introns que são removidos pela maquinaria riboprotéica (splice-
osome, em inglês). O grupo de Sidney Altman, que compartilhou 
o prêmio Nobel de química em 1989 com Thomas Cech pela 
descoberta do RNA catalítico, demonstrou que a fração de RNA 
da ribonuclease P de E. coli era importante na catálise (Stark et 
al., 1978)
 Apesar de algum ceticismo inicial, hoje a capacidade 
catalítica do RNA está plenamente comprovada. Existe uma 
crescente quantidade de dados experimentais demonstrando 
que moléculas de RNA são catalisadores surpreendentes e que 
sua ação não está confinada a substratos de ácidos nucléicos 
(Lazcano, 1994; Jeffares et al., 1998; Landweber et al., 1998). 
Vários trabalhos têm mostrado a participação de moléculas de 
RNA em diferentes atividades celulares. Potter et al. (1995) veri-
ficaram a existência de uma endonuclease na arquéia Sulfolobus 
que contém uma molécula de RNA que catalisa a excisão e a 
maturação de rRNA. Essa molécula de RNA é muito semelhante 
ao RNA U3 envolvido na maturação do mRNA em eucariotos e, 
segundo os autores, estaria presente antes da divergência entre 
as arquéias e os eucariotos, um verdadeiro fóssil molecular! 
Young et al. (1991) mostraram que a polimerase do RNA III 
do bicho-da-seda requer um fator de transcrição composto por 
RNA. Fung et al. (1995) apresentaram indícios de que pequenas 
moléculas de RNA citoplasmáticas (RNA G8) estão envolvidas 
em tolerância térmica do ciliado Tetrahymena thermophila. 

Figura 2.1. Esquema da reação de autoprocessamento de um 
intron do grupo I. O grupo OH-3’ de uma guanina (G) livre ataca 
a ligação fosfodiéster 3’ do último nucleotídeo (em geral uma 
uridina) do exon 5’. Essa uridina está pareada com uma guanina 
do intron. O ataque resulta na quebra da ligação 5’ entre o exon 
5’ e o intron. O grupo OH 3’ do exon 5’ ataca a ligação fosfodi-
éster após o resíduo G terminal do intron, rompendo a ligação 
3’ intron/exon e se ligando ao exon 3’. As duas reações de tran-
sesterificação são catalisadas pelo próprio intron, que funciona 
como uma enzima e pode sofrer processos de circularização e 
hidrólise.

caso do RNA iniciador (“primer”), necessário para que ocorra a 
própria síntese do DNA. Também na síntese dos precursores de 
DNA, verificamos que os desoxirribonucleotídeos são derivados 
de ribonucleotídeos a partir de reação catalisada por redutases 
de ribonucleotídeo. Da mesma forma, a síntese de timidina é 
realizada a partir da metilação de uridina. Finalmente, a atividade 
de transcriptase reversa encontrada em retrovírus sintetiza DNA 
a partir de RNA, em um processo que se acredita tenha ocorrido 
no início da evolução biológica, levando à origem das primeiras 
células contendo DNA.

2.3. O RNA Catalítico

 Em 1977, foi descoberto que as sequências codificadoras de 
vários genes eram interrompidas por sequências não codificadoras. 
Essa descoberta foi baseada na comparação entre a sequência do 
DNA e de seu RNA correspondente. Essas sequências intercalantes 
foram denominadas introns, enquanto que as sequências codifi-
cantes foram denominadas exons. Após a transcrição, os introns 
têm que ser removidos do pré-RNA (RNA splicing, em inglês) para 
originar o RNA “maduro”, que vai servir de molde para a tradu-
ção de uma proteína. Essa remoção tem que ser extremamente 
acurada para assegurar que os códons sejam lidos corretamente. 
Cada códon é composto por três nucleotídeos e corresponde a 
um aminoácido, de modo que, se for inserido ou retirado um 
nucleotídeo naquela sequência, isso acarretará um erro de leitura 
dos trios de nucleotídeos. As primeiras evidências da existência 
da descontinuidade do gene eucarionte pela existência de introns 
foi observada em adenovírus, no qual se verificou que os mRNAs 
maduros hibridizam em diferentes regiões do genoma de DNA 
do vírus. Essas descobertas deram o Prêmio Nobel a Richard J. 
Roberts e Philip A. Sharp em 1993.
 Introns são comuns em eucariotos (no núcleo e nas organe-
las), mas também já foram encontrados em arquéias, eubactérias 
e em bacteriófagos. Nos eucariotos multicelulares, a maioria dos 
genes é interrompida e geralmente os introns são muito mais lon-
gos que os exons. Entretanto, não há uma regra e em levedura, por 
exemplo, a grande maioria dos genes não é interrompida. Além 
disso, a distribuição, o número e o tamanho dos introns variam 
enormemente (Roy e Gilbert, 2006).
 Na década de 1980, foi descrito um grande número de 
introns, que foram separados em diferentes categorias, de acordo 
com suas características estruturais e os mecanismos de remoção 
dos introns do pré-RNA. No início da década de 1980, Cech e seus 
colaboradores mostraram que alguns introns são capazes de cata-
lisar sua própria remoção do pré-RNA sem a ajuda de proteínas. 
Esses introns foram denominados de autocatalíticos (self-splicing, 
em inglês; Cech, 1988, 1990). Cech criou o termo ribozima para 
RNAs com propriedades catalíticas. O primeiro intron autocatalí-
tico foi descrito no ciliado Tetrahymena thermophila e pertence ao 
chamado grupo I. Introns do grupo I são caracterizados por uma 
estrutura secundária altamente conservada e por seu mecanismo 
de excisão, em que o intron catalisa diretamente as duas reações 
de transesterificação consecutivas requeridas para sua excisão do 
transcrito primário (Cech e Bass, 1986). No primeiro estágio da 
reação de autocatálise, o grupo 3’-OH de uma guanosina (G) livre 
ataca a ligação fosfodiéster 3’ do último nucleotídeo (em geral 
uma uridina) do exon 5’. Essa uridina está emparelhada com um 
nucleotídeo do intron, em geral uma guanina. Esse ataque resulta 
na quebra da ligação 5’ entre o exon 5’ e o intron. No segundo 
estágio, o grupo 3’-OH do exon 5’ ataca a ligação fosfodiéster 
após o resíduo G terminal do intron, rompendo a ligação 3’ intron/
exon e se ligando ao exon 3’ (Figura 2.1). As duas reações de 
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2.4. O Aparecimento do Código Genético e a Transição para 
o “Mundo de RNP”

 A origem do código genético e do sistema de tradução 
foi uma das principais transições na evolução e diversificação da 
vida. Essa transição modificou radicalmente os sistemas vivos, 
permitindo a divisão de trabalho entre os ácidos nucléicos (infor-
mação) e as proteínas (catálise).
 A possibilidade de que genomas de DNA tenham aparecido 
antes do surgimento da síntese protéica não pode ser completa-
mente descartada. De acordo com a hipótese do mundo de RNA, 
a síntese protéica mediada por ribossomos surgiu a partir da 
interação entre aminoácidos e RNA. Existem evidências de que 
aminoácidos e oligopeptídeos estavam presentes na “sopa” pré-
biótica na Terra primitiva (ver Capítulo 1). A síntese protéica é um 
processo complexo que requer muitos componentes, como rRNA, 
tRNA, mRNA e diversas proteínas, como fatores de elongação e 
iniciação, sintetases de aminoacil-tRNA, proteínas ribossômicas, 
entre outras.
 Ainda não se sabe com certeza como as ligações peptídicas 
são formadas no ribossomo, porém existem algumas evidências 
de que o rRNA é o responsável pela catálise (Noller, 1991; Nitta 
et al., 1998). Recentemente, foi selecionada uma ribozima capaz 
de catalisar a formação de uma ligação amida (Szathmáry, 1999). 
Um dos passos mais críticos na origem da síntese protéica é a 
formação de uma estrutura altamente complexa como o ribossomo 
(Poole et al., 1998).
 Geralmente é assumido que, no início do mundo de RNA, 
a precisão da replicação era limitada e que, por isso, as moléculas 
de RNA não deveriam ultrapassar algumas centenas de bases. À 
medida que a precisão da replicação foi aumentando, moléculas 
maiores puderam ser formadas. É possível que os vários sítios 
ativos dos ribossomos tenham se formado como ribozimas indi-
viduais, posteriormente reunidos por recombinação, formando os 
rRNA (Jeffares et al., 1998; Poole et al., 1998).
 Segundo Poole et al. (1998), a síntese protéica baseada 
numa molécula-molde de RNA teria se originado a partir de uma 
ribozima com atividade de polimerase do RNA e que adicionasse 
trinucleotídeos (Figura 2.3). Considere uma molécula semelhante 
a um tRNA com trinucleotídeos na posição do anticódon; se estes 
forem complementares aos nucleotídeos presentes na fita de RNA-
molde, poderiam emparelhar com ela e o trinucleotídeo poderia 
ser incorporado na nova fita. Uma vantagem de se adicionarem 
trinucleotídeos, ao invés de nucleotídeos isolados, seria que um 
número maior de ligações de hidrogênio manteria os nucleotídeos 
mais tempo no lugar. Como a catálise realizada por ribozimas é 
mais lenta do que a realizada por proteínas, esse maior tempo de 
emparelhamento seria bastante vantajoso. O problema da precisão 
de replicação, discutido anteriormente, poderia ser minimizado 
em parte com a adição de mais sítios de reconhecimento, como, 
por exemplo, a adição de um aminoácido ao tRNA. Ou seja, o 

Figura 2.2. Esquema de um possível cenário de transição en-
tre um organismo com metabolismo baseado em RNA até um 
organismo atual com metabolismo baseado em DNA, RNA e 
proteínas (modificado de Lazcano,1994).

Além disso, existem diversas coenzimas e grupos prostéticos 
compostos por ribonucleotídeos (como NAD e FAD) presen-
tes em todos os seres vivos, os quais, na ausência da proteína 
correspondente, catalisam reações químicas similares àquelas 
que tomam parte como cofatores (Lazcano, 1994; Szathmáry, 
1999). As várias atividades catalíticas das ribozimas serão 
detalhadamente discutidas no Capítulo 3. As capacidades de 
autoprocessamento, clivagem, elongação e ligação colocam o 
RNA num papel central na evolução pré-celular.
 Obviamente, nem todas as moléculas de RNA são re-
manescentes do mundo de RNA. Para Jeffares et al. (1998), 
as moléculas consideradas fósseis teriam que apresentar uma 
ou mais das seguintes características: (1) ser catalítica—como 
as proteínas são melhores catalisadoras do que o RNA, é im-
provável que o RNA catalisador seja uma aquisição recente do 
metabolismo; (2) ser ubíqua, indicando que já estava presente 
no último ancestral comum de todos os seres vivos; (3) ter 
função central no metabolismo—qualquer RNA que ocupe 
uma posição central no metabolismo celular dificilmente seria 
substituído.
 A existência do mundo de RNA requer ribozimas ca-
pazes de replicar RNA. Esse tipo de atividade catalítica foi 
demonstrado por Doudna e Szostak (1989). Além disso, seriam 
necessárias as capacidades de tomar matéria-prima do meio 
(supondo que as moléculas auto-replicativas de RNA já esti-
vessem envoltas por uma membrana) e de coletar energia de 
outras moléculas com ligações de alta energia (Lazcano, 1994). 
O RNA não estaria solitário, mas acompanhado de diversas 
moléculas que poderiam funcionar como cofatores e substratos, 
incluindo íons metálicos, aminoácidos, polipeptídeos, açúcares 
e lipídios. Essa coexistência levaria à aquisição de outros gru-
pos funcionais. A autoclivagem de alguns introns atuais, por 
exemplo, é dependente de Mg++, o que sugere a existência de 
metalo-ribozimas (Gilbert, 1987). Outro exemplo de associa-
ção é a existência de um terpenóide hidrofóbico ligado a um 
ribonucleotídeo existente na membrana da bactéria púrpura 
Rhodopseudomonas acidophila (Neunlist e Rohmer, 1985). A 
existência desse composto sugere que uma associação direta 
entre RNA e lipídios pode ter existido, sendo que esse tipo de 
associação pode ter facilitado a encapsulação das moléculas 
de RNA (Lazcano, 1994).
 A sequência de eventos que levaram à síntese protéica 
direcionada por RNA provavelmente começou com uma simples 
interação química entre aminoácidos e ribozimas, mas eventual-
mente levou a uma transformação completa da célula baseada em 
RNA (Lazcano, 1994). A primeira protocélula é, por definição, um 
sistema envolto por membranas, composto de macromoléculas 
capazes de auto-replicação e de catálise, com mecanismos de 
tomada de matéria-prima do meio e de obtenção de energia (Dea-
mer et al., 1994) (Figura 2.2). Os genomas de RNA das primeiras 
células teriam as seguintes propriedades, segundo Ohta (1994): a 
replicase do RNA seria ineficiente devido a uma alta taxa de erro 
em termos de substituição de nucleotídeos; o material genético e 
funcional seria o mesmo, mas as duas formas de RNA deveriam 
ter-se diferenciado logo no início, sendo o material genômico 
formado por RNA dupla fita (uma vez que RNA simples fita tem 
alta taxa de hidrólise, além do fato de que a transição de RNA para 
DNA seria facilitada se o RNA fosse dupla fita); várias funções 
genéticas já deveriam existir a partir da diversificação da primeira 
replicase do RNA; uma estrutura semelhante a um tRNA teria 
servido como marcação para a transcrição (nesse caso, copiar o 
RNA genômico para RNA funcional); o genoma de RNA deveria 
ter aumentado gradualmente para permitir uma maior diversidade 
funcional.
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código genético já poderia ter sido estabelecido no mundo de RNA 
(Nagel e Doolitle, 1995; Wetzel, 1995). A afinidade do complexo 
de replicação por um tRNA ligado a um aminoácido poderia ser 
revertida com a clivagem do aminoácido, o que liberaria o tRNA. 
Esse complexo de replicação seria o proto-ribossomo.
 A vantagem desse modelo é que várias das funções cata-
líticas presumidas podem ser testadas com a evolução in vitro de 
ribozimas. Uma ribozima desenvolvida in vitro, por exemplo, foi 
capaz de ligar um aminoácido a um tRNA (Illangasekare et al., 
1995).
 A origem da informação (mRNA) provavelmente é o passo 
mais difícil de se explicar. Segundo Poole et al. (1998), os mRNAs 
podem ter surgido como produtos secundários do processamento 
de RNA. Nesse modelo, as ribozimas seriam removidas do pré-
RNA e as regiões flanqueadoras seriam reunidas, dando origem 
a novas sequências. As ribozimas atuais estão, de modo geral, 
localizadas nos introns, motivo pelo qual os autores chamam essa 
hipótese de introns precoces (introns-first, em inglês). Ou seja, 
os introns que corresponderiam às moléculas de RNA catalíticas 
teriam surgido antes que seus exons flanqueadores. A função dos 
mRNAs teria surgido a partir de fragmentos de sequências que 
teriam sido juntados secundariamente.
 Pequenas moléculas de RNA nucleolar (snoRNAs, small 
nucleolar RNA, em inglês) são processadas a partir de introns en-
contrados nos genes que codificam para proteínas ribossômicas e 
para chaperonas. Com base nesse fato, Poole et al. (1998) propõem 
que essas proteínas –que são universais– estariam provavelmente 
entre as primeiras proteínas a ter surgido na transição entre o 
mundo de RNA e o metabolismo das células atuais, baseado em 
proteínas.
 As primeiras proteínas deveriam interagir com o RNA com 
baixa especificidade e deveriam atuar como chaperonas, ou seja, 
deveriam auxiliar ou facilitar o correto dobramento da molécula 
catalítica de RNA (ribozima). Muitas das chaperonas atuais estão 

Figura 2.3. Modelo para a origem da síntese protéica baseada 
numa molécula molde de RNA. 1. Um aminoácido com carga 
positiva ajudaria uma replicase de RNA a reconhecer o tRNA, 
aproximando os dois; 2. O trinucleotídeo no anticódon é adi-
cionado à nova fita de DNA pela replicase de RNA através de 
clivagem e ligação, semelhantes às realizadas pelos introns atu-
ais; 3. O aminoácido é então clivado do tRNA e este é liberado, 
semelhante à atividade do 23S rRNA atual (modificado de Poole 
et al. 1998).

envolvidas na resposta ao choque térmico e são denominadas de 
HSP (Heat Shock Proteins, em inglês). Poole et al. (1998) incluem 
na categoria de chaperonas as moléculas que se ligam a RNA e 
que não são em si catalíticas, como as proteínas ribossômicas e 
aquelas ligadas à remoção de introns, entre outras.
 Polipeptídeos carregados positivamente ligar-se-iam às 
moléculas de RNA carregadas negativamente, aumentando sua 
estabilidade. O aumento da estabilidade nas estruturas terciárias 
das ribozimas, que sem as proteínas seriam bastante dependentes 
das concentrações de íons no meio (por exemplo, Mg++), permi-
tiria um aumento na precisão da replicação e, consequentemente, 
um aumento do tamanho das moléculas de RNA sendo replicadas. 
Esse aumento na precisão de replicação da informação é funda-
mental para o surgimento da síntese protéica. 
 As proteínas são catalisadores mais eficientes e rápidos 
que o RNA, pois possuem um número muito maior de grupos 
funcionais (20 aminoácidos) e a capacidade de manter uma es-
trutura terciária precisa (Jeffares et al., 1998). Atualmente, são 
raros os catalisadores formados unicamente por RNA (alguns 
introns autocatalíticos e ribozimas virais). Na maioria dos casos, 
os RNAs catalisadores estão associados a proteínas que ajudam 
a manter uma estrutura terciária correta. A estrutura terciária de 
moléculas de RNA varia com a concentração de íons no meio, 
daí a necessidade de interação com proteínas. Os ribossomos 
atuais parecem ser exatamente isso, ribozimas estabilizadas por 
proteínas.
 Uma vez que as proteínas se apresentam muito mais 
eficientes como catalisadores do que as ribozimas, sua síntese e 
utilização seriam vantajosas para os organismos (Jeffares et al., 
1998). A partir dessa interação entre os polipeptídeos e as molé-
culas de RNA, teria surgido o chamado mundo de RNP (RNP = 
RNA + proteínas; Figura 2.2).

2.5. Transição para o “Mundo de DNA”

 Atualmente, há uma grande aceitação da hipótese do mun-
do de RNA. Apesar disso, todas as células vivas conhecidas têm 
como material informativo o DNA. Dos seres vivos conhecidos, 
apenas os vírus podem apresentar o RNA como portador de in-
formação genética, podendo existir com fitas simples ou duplas 
dessa molécula. Proteínas podem ser sintetizadas na ausência de 
DNA, mas não na de RNA. É, portanto, razoável assumir que os 
genomas de DNA surgiram posteriormente à síntese protéica e 
que seriam monofiléticos, desenvolvendo-se antes da divergência 
das três linhagens celulares (eubactérias, arquéias e eucariotos). 
O DNA dupla fita é uma molécula extremamente resistente; os 
genomas de DNA teriam sido selecionados, ao invés dos genomas 
de RNA, pela simples razão de serem mais estáveis (Lazcano, 
1994). Além disso, a informação está duplicada (em cada uma das 
fitas de DNA), o que facilitaria o reparo com precisão, em caso de 
dano em uma das fitas. Por serem mais estáveis, os genomas de 
DNA puderam aumentar de tamanho através de duplicação gênica. 
A duplicação de RNA é um processo intrinsecamente pouco fiel, 
o que limita o tamanho das cópias, uma vez que o número de 
mutações pontuais é proporcional ao tamanho do molde (Lazcano, 
1994).
 O surgimento de genomas de DNA e de polimerases do 
DNA de alta fidelidade possibilitaram o desenvolvimento de 
genomas maiores, com capacidade de codificação aumentada. 
O aparecimento do DNA possibilitou a duplicação de genes em 
grande escala e o embaralhamento dos exons, gerando proteínas 
com novas capacidades catalíticas. Isso, por sua vez, possibilitou 
uma grande diversificação das formas de vida e seu aumento de 
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genoma do ancestral comum mais antigo seria linear, capaz de 
recombinação, fragmentado e repleto de fósseis moleculares, ou 
seja, mais parecido com um eucarioto do que com procariotos.
 As moléculas atuais de RNA que apresentam capacidade 
catalítica seriam relíquias do mundo de RNA (Jeffares et al., 
1998), ou seja, de um período anterior à divisão do último ances-
tral comum que deu origem às linhagens dos organismos atuais. 
Poole et al. (1998) utilizam essas moléculas fósseis para enraizar 
a origem da árvore da vida. Segundo esses autores, o genoma do 
tipo eucariótico seria anterior ao tipo procariótico, visto que o ge-
noma eucariótico contém um maior número de fósseis moleculares 
(introns autocatalíticos, spliceosomes, snoRNAs, telomerase, entre 
outros—ver Jeffares et al., 1998). Além disso, a transcrição e a 
tradução seriam muito mais rápidas e eficientes nos procariotos. 
A origem de um genoma procariótico a partir de um eucariótico 
seria relativamente simples e direta se uma forte seleção para 
ambientes termofílicos fosse considerada. O ambiente termofílico 
favoreceria um rápido processamento do RNA e sua subsequente 
tradução, considerando que as taxas de hidrólise do RNA au-
mentam com a temperatura. Outra possibilidade seria uma forte 
seleção no sentido de altas taxas reprodutivas, pequeno tamanho 
e ciclos de vida curtos, que frequentemente são encontrados em 
ambientes instáveis. Os efeitos combinados de uma adaptação à 
termofilia e uma pressão seletiva para ciclo de vida rápido teria 
levado à perda dos fósseis moleculares e a uma simplificação no 
processamento e tradução dos RNAs nos procariotos (Darnell e 
Doolitle, 1986; Poole et al., 1998).
 Alguns autores (Poole et al., 1998; Forterre e Philippe, 
1999) argumentam que a confiabilidade de métodos filogenéticos 
(que indicariam uma origem procariótica da vida) na recuperação 
de divergências tão antigas está sujeita a controvérsias e que a 
semelhança dos fósseis mais antigos (estromatólitos de cerca de 

complexidade. Assim, acredita-se que células contendo RNA 
como material genético devem ter existido com uma capacidade 
metabólica limitada e lenta, o que as restringiram na competição 
com as células emergentes contendo DNA, resultando em sua 
extinção gradual.
 O processo de transferência de informação genética do 
RNA para o DNA ocorreu graças à atividade de enzimas conheci-
das como transcriptase reversa. Essas enzimas foram inicialmente 
encontradas em retrovírus, que constituem tipos de vírus que 
possuem, em seu ciclo de vida, moléculas de RNA empregadas 
como molde para intermediários de DNA. A existência de trans-
criptase reversa, no entanto, não está restrita a retrovírus. Esse 
tipo de atividade enzimática tem sido descrito também em célu-
las eucarióticas e procarióticas, indicando sua ancestralidade. É 
possível, portanto, que, em um mundo de células contendo RNA 
como material genético, as proteínas já existissem como determi-
nantes importantes do metabolismo celular (mundo de RNP) e que 
atividades de enzimas como a transcriptase reversa converteriam 
o genoma, ou parte dele, em DNA. Um fato interessante é que 
a telomerase, que constitui uma enzima importante na síntese 
das extremidades repetitivas dos cromossomos de eucariotos 
(os telômeros), realiza sua função empregando uma molécula de 
RNA como molde da região repetitiva. Essa ribonucleoproteína 
sintetiza DNA a partir de RNA, sendo, portanto, uma transcriptase 
reversa. Assim, acredita-se que essa enzima seja um dos fósseis 
moleculares remanescentes do mundo de RNP, além de indicar 
que a função de transcriptase reversa pode também ser realizada 
com atividades catalíticas de RNAs, ou seja, ribozimas. Essa 
conversão de RNA em DNA permitiu a origem de células com 
metabolismo próximo ao que conhecemos hoje e deve ter tido um 
papel determinante na origem das células atuais, constituindo o 
que chamamos hoje de progenota (ver Capítulo 1).

2.6. O Aumento da Complexidade

 Estudos de filogenia molecular utilizando o gene que 
codifica para o RNA da subunidade pequena do ribossomo (SSU 
rDNA, também chamado 16S nos procariotos e 18S nos eucario-
tos) feitos por Woese (1987) e Woese et al. (1990) transformaram 
a dicotomia eucarioto/procarioto em um sistema de três domínios: 
Bacteria, Archaea e Eucaria (neste capítulo, serão usadas as desig-
nações eubactéria, arquéia e eucariotos, respectivamente—Figura 
2.4).
 Atualmente, muitos caracteres moleculares e fenotípicos 
indicam que os eucariotos e as arquéias formam um grupo mono-
filético, irmão das eubactérias. Entre as evidências que indicam 
uma ancestralidade comum exclusiva entre arquéias e eucariotos, 
podemos citar a presença de proteínas semelhantes às histonas 
associadas ao DNA, a presença de moléculas semelhantes a 
esteróides em um grupo de arquéias (também denominados de 
eócitos), a semelhança de várias proteínas e a semelhança de vias 
metabólicas. Entretanto, as relações entre os três domínios ainda 
é bastante controversa (Katz, 1998; Doolittle, 1999a; Nelson et 
al., 1999; Pace, 2004).
 Frequentemente é assumido que os procariotos são an-
teriores aos eucariotos devido a sua aparente simplicidade, sua 
presença anterior no registro fóssil e também com base em es-
tudos filogenéticos. Nesse cenário, as características complexas 
dos eucariotos, como a compartimentalização nuclear, organelas 
membranosas e processamento de mRNA para remoção de introns, 
seriam aquisições tardias. Os procariotos obviamente antecedem 
os eucariotos modernos que possuem mitocôndria (Forterre e 
Philippe, 1999). Entretanto, Poole et al. (1998) sugerem que o 

Figura 2.4. Árvore filogenética esquemática baseada em dados 
moleculares e fenotípicos mostrando os três domínios de seres vi-
vos (Eubactéria, Arquéia e Eucariotos) com ênfase nas principais 
linhagens eucarióticas. As linhagens filogenéticas fotossintetizan-
tes estão circundadas em fundo cinza. As linhas pontilhadas indi-
cam os eventos de endossimbiose que deram origem à mitocôndria 
(mt), ao cloroplasto primário (cp) e aos cloroplastos secundários 
(cs). A possível posição da raiz, indicando um ancestral comum 
para Arquéia e Eucariotos, está indicada na árvore (modificado de 
Baldauf et al., 2004; Bellorin e Oliveira, 2006).
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maritima, 52% de seus genes são mais semelhantes a genes de 
outras eubactérias, mas 24% são mais semelhantes aos genes de 
arquéias. Eles atribuem essa alta similaridade entre arquéias a uma 
extensiva transferência lateral de genes, argumentando que esses 
não estão distribuídos uniformemente nas diferentes categorias, 
nem nas diferentes regiões do genoma. Além disso, a ordem de 
distribuição de alguns genes e também algumas regiões repeti-
tivas só foram encontradas em arquéias. Apesar de T. maritima 
ter um genoma essencialmente eubacteriano, quase um quarto 
de seu genoma parece ser resultado de um ou mais eventos de 
transferência lateral de genes provenientes de arquéias.
 A maioria dos genes envolvidos na estrutura do genoma, 
na transcrição e na tradução claramente separa as arquéias das 
eubactérias. Os produtos desses genes apresentam mais interações 
macromoleculares, o que dificulta enormemente sua fixação em 
novos hospedeiros após eventos de transferência lateral (Shi e 
Falkowski, 2008). Nesse caso, as filogenias refletem aqueles 
marcadores que são menos propensos à transferência lateral e ex-
plicam a presença de muitos genes em arquéias que são próximos 
às eubactérias como resultado de transferência lateral (Gogarten 
et al., 1999). A principal questão atual é estabelecer o impacto 
desses eventos na evolução microbiana e, em particular, na nossa 
habilidade de reconstruir a história evolutiva dos organismos. 
Alguns autores propõem que, ao invés da herança vertical, a 
transferência lateral seja o principal determinante taxonômico em 
procariotos (Olendzenski et al. 2002). Doolittle (1999a) afirma 
que a transferência lateral de genes teve e tem um papel crucial na 
formação dos seres vivos e que as relações filogenéticas formam 
uma rede intrincada (Figura 2.5). Discutiremos em detalhes, a 
seguir, a questão da origem de células eucarióticas.

2.6.1. A origem do núcleo
 A hipótese mais antiga—e talvez ainda a mais aceita—para 
a origem do núcleo é a hipótese autógena, em que o núcleo teria 
se originado a partir de uma organização gradual de membranas 
ao redor do material genético. A membrana nuclear é, em muitos 
casos, contínua ao retículo endoplasmático e teria se originado 
diretamente a partir deste (Dyer e Obar, 1994). Uma evidência 
que favorece a hipótese autógena é que, em muitos eucariotos, 
a membrana nuclear é completamente desintegrada durante a 
divisão celular e é formada novamente nas células-filhas. Além 

Figura 2.5. Árvore filogenética reticulada representando pos-
síveis eventos de transferência lateral entre os três domínios 
(adaptado de Doolittle, 1999a).

3,8 bilhões de anos, ver Capítulo 1) às atuais cianobactérias não 
seria conclusiva.
 Os genomas dos eucariotos podem apresentar uma enor-
me complexidade, com regiões espaçadoras, introns, regiões 
repetitivas, elementos de transposição e famílias multigênicas 
(ver Capítulos 9 e 10). Essa grande complexidade é em parte 
possível  através da duplicação de genes e processos de recom-
binação (Ohta, 1994; ver também Capítulo 10). A duplicação 
gênica possibilita a ocorrência de variabilidade e a diversificação 
das cópias. Se essas cópias ainda mantêm funções relacionadas, 
originam as chamadas famílias gênicas. Quando a diversificação 
é muito grande, novos genes são gerados, que codificam proteínas 
com novas funções. Novos genes podem ser gerados também pelo 
mecanismo chamado embaralhamento de exons (exon-shuffling, 
em inglês), onde os exons funcionariam como módulos que, mu-
dando de posição no genoma, formariam genes de propriedades 
diferentes. A hipótese de embaralhamento de exons foi proposta 
por Gilbert (1978), mas os mecanismos pelos quais isso acontece 
permaneceram obscuros até recentemente, quando Moran et al. 
(1999) mostraram que o embaralhamento de exons pode ocorrer 
através da mobilização de retrotransposons.
 Lazcano e Miller (1996) sugerem que a maioria dos 
genes teria surgido a partir de duplicação gênica. Baseados nas 
semelhanças entre vias metabólicas e nas funções relacionadas 
de proteínas, os autores estimam que entre 20 e 100 genes iniciais 
devem ter coexistido no progenota, de onde vem o interesse em 
se estudarem os genomas mínimos para a manutenção da vida, 
mencionados no Capítulo 1.
 Além do aumento da complexidade na estrutura genética, 
ocorreu também um aumento da complexidade celular, com 
o surgimento de diferentes organelas, que delimitam distintos 
compartimentos internos. Pelo menos duas dessas organelas, 
mitocôndrias e cloroplastos, são derivadas de associações endos-
simbióticas entre os eucariotos e outros organismos (procariotos 
e eucariotos). Esses eventos endossimbióticos introduziram 
genomas inteiros no interior da célula hospedeira, possibilitando 
a transferência lateral de genes. A transferência lateral de genes 
(também chamada de transferência horizontal) é o processo pelo 
qual o material genético é transferido de um outro organismo para 
outro por uma outra via que não seja a reprodução, em contrapo-
sição à transferência vertical, que ocorre quando um organismo 
recebe seu material genético de seu ascendente. A genética clássica 
considerava a via de transferência vertical de genes como única 
relevante para a origem e evolução das espécies, mas recentemente 
essa visão está mudando em função dos dados obtidos a partir do 
sequenciamento de genomas.
 Os Projetos Genoma têm acumulado uma quantidade gi-
gantesca de dados. As análises e comparações de genomas como 
um todo estão ainda no seu início, mas já têm causado agitação 
em diversas áreas. A quantidade de eventos de transferência lateral 
sugerida a partir dessas análises é surpreendente e provavelmente 
teve um papel fundamental na evolução dos organismos. 
 Nelson et al. (1999) fizeram uma comparação de 33 ge-
nes dos quais foram encontradas cópias homólogas em todas as 
espécies já sequenciadas à época. A maioria dos genes estudados 
sugere que as arquéias constituem um grupo monofilético, se-
parado das eubactérias, padrão também encontrado para o SSU 
rDNA. A maioria dos genes de levedura (eucarioto) agrupa-se com 
os genes de arquéias, resultado também encontrado para o SSU 
rDNA. Entretanto, as árvores geradas para os diferentes genes 
apresentam uma falta de congruência significativa entre si. Os 
autores supracitados atribuem essa falta de congruência princi-
palmente a mecanismos como duplicação, perda e transferência 
lateral de genes. Verificaram ainda que, na eubactéria Thermotoga 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   26 9/8/2012   16:25:30



26

Biologia Molecular e Evolução

27

Matioli & Fernandes (eds.)

ausência de fotossíntese baseada em clorofila nas arquéias argu-
menta contra a presença de fotossíntese no progenota. Além disso, 
a molécula de clorofila a e a sua associação em fotossistemas são 
extremamente complexas para estarem presentes no progenota. 
Isso não significa, no entanto, que o progenota não usava luz como 
fonte de energia, o que poderia ser feito através de moléculas 
captadoras de energia radiante bem mais simples (Deamer et al., 
1994).
 Com o advento da fotossíntese, o O2 começou a ser liberado 
para a atmosfera terrestre e foi se acumulando gradativamente. 
Por volta de 2,5 a 2,2 bilhões de anos atrás, o oxigênio já deve-
ria estar presente em pequena quantidade (em torno de 0,5%), 
possibilitando a respiração aeróbica (Knoll, 1992; Bekker et al., 
2004). Essa transição para uma atmosfera rica em oxigênio foi 
denominada de “o grande evento de oxidação” (Canfield, 2005). 
Nessa época, devem ter-se originado os ancestrais da linhagem 
que, mais tarde, originaria as mitocôndrias. Nesse período, teriam 
surgido também as primeiras defesas celulares contra os efeitos 
tóxicos do oxigênio, então um gás letal para a maioria das formas 
de vida existentes no planeta. Apenas há cerca de 2 bilhões de 
anos é que o oxigênio deve ter-se acumulado na atmosfera em 
quantidades suficientes para formar uma camada de ozônio (O3), a 
qual diminuiu a incidência de raios ultravioleta sobre a superfície 
terrestre (Dyer e Obar, 1994).
 As células eucarióticas, como conhecemos hoje, isto é, 
células nucleadas e com organelas, teriam surgido de eventos de 
endossimbiose (simbiogênese sendo o surgimento de uma nova 
linhagem de organismos como consequência de uma associação 
simbiótica estável) entre uma célula hospedeira e células procarió-

Figura 2.6. Esquema de um possível cenário para a origem e 
evolução dos eucariotos, baseado em várias hipóteses referidas 
no texto.

disso, o envelope nuclear não é composto por duas membranas, 
mas por uma série de vesículas achatadas (Martin, 1999). 
 Esse sistema de membranas internas que teria circundado 
o material genético teria se originado por invaginações da mem-
brana plasmática pelo mesmo sistema que permitia a fagocitose. 
Ou seja, a célula que deu origem aos eucariotos não deveria 
apresentar parede celular e já deveria ter um sistema de microtú-
bulos (citoesqueleto) antes da formação do núcleo. Nos últimos 
anos, o acúmulo de sequências genômicas levou à caracterização 
de diversas proteínas, tanto em arquéias quanto em eubactérias, 
que apresentam homologia com as proteínas do citoesqueleto 
eucariótico, incluindo actinas e tubulinas bacterianas. A detecção 
dessas proteínas através de marcadores citológicos revelou um 
sistema complexo de citoesqueleto bacteriano e mostrou que essas 
proteínas poliméricas estão envolvidas em diferentes processos 
nas células procarióticas, incluindo divisão celular, manutenção 
da forma celular e segregação de moléculas de DNA. Entretanto, 
não se conhece qualquer procarioto que tenha a capacidade de 
realizar fagocitose (Pogliano, 2008). Nos eucariotos, o citoesque-
leto, formado por actina, tubulina e os filamentos intermediários, 
é responsável pela manutenção da forma celular, pela movimen-
tação da célula e de seus componentes internos (por exemplo, a 
movimentação dos cromossomos durante a divisão celular). 
 Sogin (1994) propôs um modelo de origem nuclear qui-
mérico para explicar as divergências encontradas nas árvores 
filogenéticas, geradas usando-se sequências de diferentes genes 
para estabelecer a relação dos três domínios, eubactéria, arquéia e 
eucariotos. Nesse modelo, o progenota já apresentava um sistema 
primitivo de tradução, mas os eventos celulares ainda eram do-
minados pelo RNA. Uma linhagem celular, a partir do progenota, 
teria adquirido uma complexidade do citoesqueleto suficiente para 
permitir a transição para uma célula nucleada.
 Ainda de acordo com o modelo de Sogin, uma outra 
linhagem celular teria desenvolvido um sistema sofisticado de 
tradução e possivelmente teria substituído o RNA catalisador pelas 
proteínas e o RNA repositório da informação pelo DNA. Essa 
segunda linhagem teria se diferenciado nas arquéias e eubactérias. 
O citoesqueleto da primeira linhagem teria permitido o engloba-
mento em outros organismos. Essa linhagem proto-eucariótica 
teria então englobado uma arquéia, a qual teria dado origem a 
um núcleo quimérico, que incluía o genoma de DNA das arquéias 
(contribuindo principalmente com os genes para a tradução e para 
as proteínas) e o genoma de RNA do proto-eucarioto (contribuindo 
com os rRNAs e a informação para o citoesqueleto; Figura 2.6). 
Margulis et al. (2000) propuseram uma idéia semelhante, em que 
o ancestral comum a todos os eucariotos teria se originado da 
fusão dos genomas de dois ou mais procariotos distintos a partir 
de uma associação simbiótica.

2.6.2 A origem das organelas
 A fotossíntese baseada em clorofila a, com desprendimento 
de oxigênio na sua forma molecular (O2), é possivelmente o evento 
mais significativo na história da vida na Terra, depois da origem 
da vida (Canfield, 2005). O oxigênio é um oxidante potente, 
cujo acúmulo alterou a atmosfera terrestre e o rumo da história 
evolutiva da vida no planeta.
 A fotossíntese baseada em clorofila a é restrita a um grupo 
de eubactérias, as cianobactérias. Os eucariotos fotossintetizantes 
adquiriram essa capacidade através de endossimbiose através das 
cianobactérias. Dentro das eubactérias, cinco linhagens diversas 
são fotossintetizantes (as cianobactérias e outras quatro linhagens 
que possuem bactério-clorofilas, que não produzem oxigênio), 
levando à especulação de que o ancestral desse domínio seria 
fotossintetizante (Woese, 1987; Pierson, 1994). Entretanto, a 
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ticas que deram origem às mitocôndrias e aos cloroplastos (Figura 
2.6). O termo simbiogênese foi introduzido pelo biólogo russo 
Mereschkovsky em 1909 (Margulis e Cohen, 1994). A principal 
implicação da simbiogênese é que os eucariotos seriam, de fato, 
quimeras produzidas pela combinação de distintos genomas.
 As evidências que apóiam a hipótese de simbiogênese são: 
(1) as proteínas presentes nas organelas são mais semelhantes a 
seus análogos procarióticos que aos eucarióticos; (2) existem pro-
cariotos de vida livre com forte semelhança estrutural, bioquímica 
e genética com as organelas; (3) as organelas possuem genoma 
próprio, com organização semelhante ao genoma procariótico; 
(4) os RNAs (ribossômico, transportador e mensageiro) das or-
ganelas também são mais semelhantes aos de procariotos; (5) as 
organelas são semi-independentes, com capacidade de replicação; 
(6) as organelas e suas funções estão, alternativamente, presen-
tes ou ausentes das células eucarióticas, não sendo encontrados 
intermediários (Gray, 1992; Dyer e Obar, 1994; Martin, 1999).
 Uma vez ocorrida a endossimbiose, genes do endossim-
bionte podem ser transferidos lateralmente para o núcleo da 
célula hospedeira. Os produtos desses genes seriam, então, dire-
cionados às organelas. Mitocôndrias e cloroplastos são, portanto, 
semi-independentes, já que necessitam dos produtos de genes 
que agora são codificados no núcleo. Em alguns complexos en-
zimáticos, uma parte das subunidades é codificada pelo genoma 
nuclear e uma parte pelo genoma da organela (como a sintetase 
do ATP na mitocôndria e Rubisco—carboxilase/oxigenase da 
ribulose-bisfosfato—no cloroplasto). Transferências de genes 
entre mitocôndrias e cloroplastos na mesma célula também podem 
ter ocorrido. A transferência específica de genes entre os compar-
timentos celulares varia nos diferentes organismos. O mecanismo 
pelo qual se dá esta transferência lateral no interior das células não 
está estabelecido, mas, em alguns casos, elementos de transposição 
poderiam estar envolvidos. Esses eventos de transferência inten-
sificam a dependência entre organelas e núcleo, e provavelmente 
são essenciais para a manutenção da associação endossimbiótica 
(Dyer e Obar, 1994). Apesar de eventos de transferência e perda 
de genes ocorrerem provavelmente ao acaso, aparentemente existe 
uma direcionalidade, visto que o núcleo apresenta uma tendência 
de adquirir genes, enquanto que as organelas parecem perder ge-
nes redundantes. Uma explicação para essa direcionalidade seria 
que o núcleo é um ambiente geneticamente mais estável que as 
organelas.
 A maioria das linhagens eucarióticas tem mitocôndrias que 
devem ter sido adquiridas através de um evento de endossimbiose 
entre uma célula eucariótica e uma bactéria púrpura (a-proteo-
bactéria), provavelmente há cerca de 2,5 bilhões de anos (Dyer e 
Obar, 1994). O parente atual mais próximo das mitocôndrias é a 
a-proteobactéria Rickettsia, um parasita intracelular causador do 
tifo, cujo genoma foi sequenciado há pouco mais de uma década 
(Andersson et al., 1998).
 As mitocôndrias apresentam duas membranas, a externa, 
normalmente lisa, e a interna, com dobramentos que podem 
assumir diversas conformações (tubular, vesicular ou lamelar). 
Apesar da variação de forma, número e tamanho das mitocôn-
drias, as sequências moleculares têm mostrado uma origem única, 
indicando não mais de um evento de aquisição de mitocôndrias 
por endossimbiose, seguido de algumas raras perdas secundárias 
(Dyer e Obar, 1994).
 Existem linhagens eucarióticas que não possuem mito-
côndrias e muitas dessas linhagens parecem ter divergido antes 
da maioria das linhagens atuais de eucariotos (Figura 2.4). En-
tretanto, estudos mais recentes questionam a posição basal nas 
árvores filogenéticas de alguns arqueozoários (Keeling, 2007). 
Esses protistas sem mitocôndria foram reunidos em um grupo 

denominado Arqueozoa (reunindo ameboflagelados, diplomonas, 
retortomonas, microsporídios e tricomonas), que se acreditava ter 
divergido antes da aquisição de mitocôndrias. Entretanto, nos últi-
mos anos, genes tipicamente mitocondriais têm sido encontrados 
no núcleo de todas essas linhagens, indicando que ocorreu uma 
perda secundária da mitocôndria (Doolittle, 1999b) e, portanto, 
esses não seriam grupos basais na evolução dos eucariotos. Além 
disso, proteínas codificadas por esses genes foram localizadas em 
organelas envoltas por duas membranas, que produzem hidrogê-
nio e ATP—os hidrogenossomos (ou mitossomos) — em todos 
os principais grupos de arqueozoa. Os hidrogenossomos estão 
relacionados ao metabolismo fermentativo em vários protistas 
anaeróbicos. Apesar de a maioria dos hidrogenossomos não pos-
suir um genoma, foi encontrado DNA nessas organelas em alguns 
ciliados anaeróbicos. Com base nesses genes, foi verificado que os 
hidrogenossomos parecem ser um tipo de mitocôndria anaeróbica 
(Embley e Martin, 1998; Martin, 1999).
 Atualmente não existe um forte candidato a um eucarioto 
que nunca tenha possuído uma mitocôndria. Segundo Clark 
(1999), talvez a origem das mitocôndrias, inversamente, tenha 
sido a força motriz para a origem da membrana nuclear e, con-
sequentemente, dos eucariotos propriamente ditos. Muitos dos 
organismos sem mitocôndria são parasitas internos (por exemplo, 
Giardia). Isso sugere que tenha havido nesses grupos uma perda 
secundária da mitocôndria, já que os ambientes nos quais esses 
parasitas vivem são pobres em oxigênio (Taylor, 1994). Martin 
(1999) argumenta que, se não forem encontrados eucariotos atuais 
que nunca tiveram mitocôndrias, a ordem dos eventos que levaram 
à origem da célula eucariótica deve ser revista. 
 A hipótese tradicional sustenta que a célula hospedeira, 
quando adquiriu sua mitocôndria, já possuía um núcleo. Martin e 
Müller (1998) sugerem que o endossimbionte que deu origem às 
mitocôndrias e hidrogenossomos era uma a-proteobactéria ana-
eróbica facultativa, com considerável flexibilidade metabólica. A 
célula hospedeira seria semelhante aos atuais metanogêneos (uma 
arquéia), os únicos procariotos conhecidos que possuem histonas 
verdadeiras (as proteínas associadas ao DNA, encontradas nos 
eucariotos).
 Baseado no que foi visto até o momento, uma ordem de 
origem das estruturas eucarióticas mais lógica seria: primeiro, o 
citoesqueleto, possibilitando a fagocitose; depois, a origem da 
mitocôndria; a seguir, o sistema de endomembranas; e, por fim, 
o compartimento nuclear. Todos os organismos que possuem 
cloroplastos também possuem mitocôndrias, o que sugere que as 
mitocôndrias precederam os plastos. Entretanto, isso também pode 
indicar que as mitocôndrias são obrigatórias para a manutenção 
de plastos (Dyer e Obar, 1994).
 A época de origem dos eucariotos tem sido estimada com 
base no tamanho das células do registro fóssil (Runnegar, 1994). 
A descoberta de um fóssil denominado Grypania spiralis, com 
idade estimada em 2,1 bilhões de anos, interpretado como uma 
alga eucariótica fotossintetizante, indica que a origem do cloro-
plasto por endossimbiose teria ocorrido antes dessa data (Han e 
Runnegar, 1992). O fato de as algas serem relativamente derivadas 
entre os eucariotos, entretanto, apontaria para uma origem dos 
eucariotos ainda um tanto anterior.
 A associação simbiótica entre organismos autótrofos e he-
terótrofos é extremamente comum na natureza. Diversos animais 
e protozoários apresentam associações com microalgas (como 
corais, esponjas, ascídias e foraminíferos), os fungos associam-se 
às algas, formando os líquens. Em ambientes iluminados e ricos 
em nutrientes, a fotossíntese tende a ser superprodutiva, a ponto 
de haver excesso de produção para o organismo hospedeiro (Dyer 
e Obar, 1994; Margulis e Cohen, 1994).
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 Existem vários tipos de cloroplastos, que diferem em sua 
forma, ultraestrutura e pigmentação. Entretanto, sequências de 
rRNA e de vários outros genes também indicam uma origem 
única para todos os cloroplastos, os quais teriam surgido a partir 
de um evento endossimbiótico entre uma célula eucariótica (célula 
hospedeira) e uma cianobactéria semelhante a Synechococcus 
(Dyer e Obar, 1994; Delwiche e Palmer, 1997). Esse resultado 
foi uma surpresa para alguns pesquisadores, que consideravam 
a diversidade pigmentar e estrutural encontrada nos organismos 
fotossintetizantes atuais como indicação de uma origem polifilé-
tica dos cloroplastos. Atualmente, a origem endossimbiótica dos 
cloroplastos já está plenamente estabelecida, embora ainda exista 
controvérsia quanto ao número de eventos de endossimbiose que 
levou à formação dos diferentes tipos de cloroplastos. As árvores 
filogenéticas indicam um único evento primário de endossimbiose. 
Entretanto, esses dados também poderiam ser interpretados como 
eventos múltiplos, que ocorreram em um grupo de cianobactérias 
filogeneticamente próximas. Além do evento de endossimbiose 
primário, múltiplos eventos de endossimbiose secundários te-
riam ocorrido nas linhagens eucarióticas fotossintetizantes. Um 
evento de endossimbiose secundário é aquele em que uma célula 
eucariótica engloba uma outra célula eucariótica que já continha 
um cloroplasto (produto do evento primário). Eventos de endos-
simbiose secundários geraram cloroplastos complexos, com mais 
de duas membranas (três ou quatro). Em alguns casos, ainda é 
possível verificar a presença de um núcleo vestigial (chamado 
de nucleomorfo) entre a segunda e a terceira membranas do clo-
roplasto (Figura 2.6). Na endossimbiose secundária, o núcleo da 
célula englobada sofre o mesmo processo de redução que aquele 
postulado para as mitocôndrias, com perda e transferência lateral 
de genes para o núcleo da célula hospedeira.
 O número de membranas ao redor dos cloroplastos é inter-
pretado como indicativo de uma origem primária ou secundária. 
Os cloroplastos com duas membranas são considerados como 
produto de endossimbiose primária, sendo que as duas membra-
nas nesses plastos primários têm sido explicadas de diferentes 
maneiras. A explicação mais tradicional diz que a membrana mais 
interna é de origem procariótica (membrana plasmática) e a mais 

externa de origem eucariótica (membrana do fagossomo). Uma 
explicação alternativa é que ambas as membranas do cloroplasto 
representam a dupla membrana típica de bactérias Gram-negativas 
e assume que o fagossomo foi perdido (Bellorin e Oliveira, 2006). 
As bactérias Gram-negativas, entre elas as cianobactérias, apre-
sentam duas camadas de membrana lipoprotéica e, entre elas, 
existe uma parede celular de peptidoglicano. A evidência para essa 
segunda hipótese vem de um pequeno grupo de algas unicelula-
res flageladas, as glaucófitas, que possuem um cloroplasto com 
grande semelhança ultraestrutural a uma cianobactéria, incluindo 
a presença de uma parede de peptidoglicano entre as membranas 
interna e externa da organela (Löffelhardt e Bohnert, 2002). O 
cloroplasto secundário, além das duas membranas, possui ainda 
uma terceira (membrana do eucarioto que foi englobado) e uma 
quarta (do fagossomo) membranas eucarióticas (Figura 2.6). Em 
alguns casos, parece ter ocorrido a perda de uma das membranas, 
como nas euglenófitas e nos dinoflagelados (Tabela 2.1).
 Entre os eucariotos fotossintetizantes atuais, reconhe-
cemos uma linhagem filogenética que tem sido chamada de 
Plantas (Figura 2.4), originada a partir de um evento primário de 
endossimbiose e composta por três grupos: (1) as algas verdes 
(Chlorophyta) e plantas terrestres; (2) as algas vermelhas (Rho-
dophyta); (3) glaucófitas (Glaucocystophyta). Esses grupos, por 
sua vez, teriam dado origem aos plastos de outras linhagens de 
eucariotos através de eventos de endossimbiose secundária. Essa 
hipótese baseia-se em evidências de ultraestrutura, bioquímicas 
e na comparação de sequências macromoleculares. Por exemplo, 
as algas verdes são apontadas como o grupo que deu origem aos 
cloroplastos das euglenófitas e de um pequeno grupo de algas 
amebóides (Chlorarachniophyta) cujo plasto ainda apresenta 
um nucleomorfo. Por outro lado, o cloroplasto das criptófitas, 
um pequeno grupo de algas unicelulares flageladas cujo plasto 
possui um nucleomorfo, deve ter tido origem a partir de uma 
alga vermelha (Douglas et al. 1991; Douglas e Penny, 1999). 
As algas vermelhas também deram origem aos cloroplastos das 
algas com clorofila c (heterocontes, haptófitas e dinoflagelados; 
Oliveira e Bhattacharya, 2000) e, possivelmente, ao plasto não 
fotossintetizante dos apicomplexa, grupo que inclui Plasmodium 

Tabela 2.1. Características dos cloroplastos dos eucariontes. cl-a, clorofila a; cl-b, clorofila b; cl-c, clorofila c; fb, ficobilinas. As 
linhagens com cloroplastos de duas membranas, típicos de um evento primário de endossimbiose são: as algas verdes (Chlorophyta) 
e plantas terrestres; as algas vermelhas (Rhodophyta); e um pequeno grupo de algas unicelulares flageladas (Glaucocystophyta). As 
Chlorophyta deram origem, através de endossimbiose secundária, ao cloroplasto complexo (com mais de duas membranas) de um 
pequeno grupo de algas amebóides (Chlorarachniophyta) cujo plasto, que ainda apresenta um nucleomorfo, e ao plasto das euglenófitas. 
As Rhodophyta deram origem através de endossimbiose secundária ao cloroplasto das Cryptophyta, algas unicelulares flageladas 
cujo plasto também possui um nucleomorfo, aos plastos dos demais dos grupos de algas com clorofila c (incluindo heterocontes, 
haptófitas e dinoflagelados), ao plasto do alveolado Chromerida e ao plasto não fotossintetizante dos Apicomplexa, grupo que inclui 
Plasmodium (causador da malária) e Toxoplasma (causador da toxoplasmose) (modificado de Delwiche & Palmer, 1997).

Eucariotos com
cloroplastos

no de membranas
do cloroplasto

Nucleomorfo Pigmentos fotos-
sintéticos

Endossimbiose

Chlorophyta e
Plantas terrestres

2 Ausente cl-a, cl-b primária

Rhodophyta 2 Ausente cl-a, fb primária
Glaucocystophyta 2 Ausente cl-a, fb primária
Chlorarachniophyta 4 Presente cl-a, cl-b secundária
Euglenophyta 3 Ausente cl-a, cl-b secundária
Cryptophyta 4 Presente cl-a, cl-c, fb secundária
Heterocontophyta 4 Ausente cl-a, cl-c secundária
Haptophyta 4 Ausente cl-a, cl-c secundária
Dinophyta 3 Ausente cl-a, cl-c secundária
Chromerida 4 Ausente cl-a secundária
Apicomplexa 4 Ausente Não fotoss. secundária
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(causador da malária) e Toxoplasma (causador da toxoplasmose). 
Recentemente, Moore et al. (2008) descreveram um novo grupo 
de alveolados (Chromerida) que possui um plasto fotossintetizante 
envolto por quatro membranas e é proximamente relacionado aos 
apicomplexa parasitas, indicando que o ancestral desse grupo era 
realmente fotossintetizante.
 Um segundo evento independente de endossimbiose 
primária tem sido recentemente postulado para Paulinella chro-
matophora, uma ameba tecada (com carapaça) do grupo dos 
cercozoários. Esse organismo era conhecido por ter duas células 
de cianobactérias como endossimbiontes, mas foi demonstrado 
que ambos não podem ser cultivados independentemente e que 
os endossimbiontes se dividem sincronicamente com a célula 
hospedeira. Além disso, parece haver a importação de ao me-
nos algumas proteínas produzidas pela célula hospedeira para 
o endossimbionte. Esse e outros exemplos de endossimbioses 
estáveis parecem indicar que novas organelas estão em processo 
de integração ao hospedeiro e podem ajudar no entendimento de 
como novas organelas podem ser adquiridas (Bodyl et al., 2007).
 A origem endossimbiótica dos plastos e mitocôndrias 
(incluindo hidrogenossomos) já está firmemente estabelecida. En-
tretanto, endossimbiose também tem sido proposta para explicar 
a origem de praticamente todas as demais organelas nas células 
eucarióticas. Para essas outras organelas—como o sistema rela-
cionado à motilidade (sistema microtubular e flagelo), o retículo 
endoplasmático, peroxissomos, glicossomos, entre outros—, não 
existe evidência molecular ou bioquímica conclusiva de origem 
endossimbiótica. Ao contrário, os dados existentes favorecem a 
hipótese de origem autógena, em que essas estruturas teriam se 
originado e se organizado gradativamente na célula eucariótica 
(Martin, 1999). Uma possível presença de DNA e RNA nos centros 
organizadores de microtúbulos não foi confirmada. Cavalier-Smith 
(1975) propôs que o mesmo sistema de fagocitose, em células 
com membranas flexíveis e sem parede, poderia ter dado origem 
a vários dos sistemas internos de membranas, como o retículo 
endoplasmático, a membrana nuclear e o complexo de Golgi.
 Os organismos eucarióticos diversificaram-se em várias 
linhagens filogenéticas principais (Figura 2.4) (chamadas, em 
inglês, de crown lineages): Excavata, um grupo aparentemente 
basal dentro dos eucariotos, que inclui algumas linhagens amito-
condriadas; Opistocontes que incluem todos animais (Metazoa, 
incluindo invertebrados e vertebrados) e os fungos verdadeiros; 
Amebozoa (mixomicetos e alguns grupos de amebas); Rhizaria, 
que inclui os Cercozoa (cloraracniófitas e grupos afins) e forami-
níferos; as plantas, incluindo a linhagem das algas verdes e plantas 
terrestres (com clorofila a e b), as algas vermelhas e as glaucófitas; 
os Alveolata (dinoflagelados, ciliados e os apicomplexa); e os 
Heterocontes ou Estramenopilas (oomicetos, labirintulomicetos 
e as algas heterocontes—pardas, diatomáceas e outras algas 
com clorofilas a e c). Os Alveolados e Heterocontes parecem ter 
tido um ancestral comum, e são frequentemente referidos como 
Chromoalveolados (Parfrey et al. 2006). Algumas dessas linha-
gens ainda não estão firmemente estabelecidas e outros grupos 
ainda tem o seu posicionamento filogenético bastante incerto 
(por exemplo, as haptófitas). Além disso, novas linhagens de 
eucariotos, principalmente entre os picoeucariotos (eucariotos 
com células bastante diminutas, com alguns μm de diâmetro), 
têm sido descobertas recentemente (Baldauf, 2003).
 A rápida diversificação das principais linhagens dos euca-
riotos deve ter ocorrido em torno de 1 a 1,5 bilhão de anos atrás e 
pode ter sido ocasionada por diversos fatores, tais como alterações 
ambientais. O aumento de oxigênio na atmosfera, por exemplo, 
pode ter atingido patamares que possibilitaram a ocupação de 
novos nichos, assim como o descongelamento da Terra, segundo 

a hipótese “Terra como bola de neve” (Hoffman et al., 1998). Essa 
diversificação também pode ter sido causada por mecanismos 
internos, como, por exemplo, o surgimento de genes homeóticos, 
que permitiram padrões de diferenciação celular mais complexos 
em organismos multicelulares, culminando na chamada “explosão 
do Cambriano”, por volta de 540 milhões de anos atrás, havendo 
um abundante registro fóssilífero de organismos multicelulares 
desse período (Sogin, 1994). A transição para uma organização 
multicelular e a diferenciação de tecidos a partir de uma única 
célula é um processo altamente complexo, que ocorreu indepen-
dentemente em diferentes linhagens filogenéticas, bem como 
outras importantes transições que ocorreram após o surgimento 
das células eucarióticas, que não serão abordadas neste capítulo.

2.7. Conclusões

 Os RNAs catalíticos são considerados fósseis moleculares 
que remontam à origem da vida, quando o RNA era a molécula 
principal e atuava no armazenamento de informações e na ati-
vidade catalítica. Entretanto, existe ainda uma grande distância 
entre o que sabemos das condições na Terra nos primórdios da 
vida e as propriedades atuais do RNA. Apesar dessas limitações, 
o grande sucesso da hipótese do mundo de RNA está no fato de 
que, atualmente, ela é a mais abrangente para explicar a origem da 
vida e, de certa maneira, vários de seus pressupostos são passíveis 
de experimentação. Um número cada vez maior de experimentos 
tem dado suporte à hipótese do mundo de RNA, demonstrando 
as inúmeras capacidades das ribozimas (Lazcano, 1994; Jeffares 
et al., 1998; Poole et al., 1998; Szathmáry, 1999).
 No futuro, um maior conhecimento sobre as interações 
entre ácidos nucléicos e proteínas e experimentos de simulação 
de sistemas de RNA in vitro poderão esclarecer pontos ainda obs-
curos. Análises filogenéticas de genes e genomas poderão trazer 
maiores informações sobre o progenota e quais os prováveis genes 
e proteínas presentes no início da vida. Ainda falta muito para 
que possamos ter um cenário mais claro da origem e evolução 
dos primeiros seres vivos, mas nas duas últimas décadas houve 
avanços muito significativos. 
 Embora a existência do mundo de RNA talvez nunca 
venha a ser comprovada, sua plausibilidade pode ser testada no 
laboratório investigando as possibilidades de as moléculas de 
RNA de catalisarem as reações e armazenarem as informações 
necessárias à vida.
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Figura 3.1. Visão esquemática do Dogma Central da Biologia Molecular. O DNA é capaz de se autocopiar num fenômeno denomi-
nado replicação, assim como copiar seu conteúdo na forma de RNA mensageiro (RNAm). Este fenômeno denomina-se transcrição. 
O RNAm é traduzido dando origem às proteínas.
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3.1. Introdução

 Até pouco tempo atrás, acreditava-se que os papéis das 
moléculas DNA, RNA e proteína estavam bem estabelecidos. Se-
gundo a definição universalmente aceita, o DNA era o detentor da 
informação genética, enquanto que as proteínas eram responsáveis 
pelas atividades catalíticas e estruturais, assim como a regulação 
de todo o sistema. Ao RNA, cabia o mero papel de mensageiro 
da informação genética, sendo considerado um remanescente 
primitivo da evolução molecular que sofremos. Logo, grande 
esforço cientifico era direcionado a entender como o DNA guar-
dava a informação e era regulado, e à maneira como as proteínas 
exercem suas atividades catalíticas e regulação necessária para 
constituir um organismo vivo. Essa visão tem raízes no início dos 
anos 50, logo depois que James Watson e Francis Crick decifraram 
a estrutura da dupla hélice do DNA (Watson & Crick, 1953). Em 
1958, Francis Crick enunciou o popular “Dogma Central da Bio-
logia Molecular” (Fig. 3.1), segundo o qual o DNA é capaz de se 
replicar (transmitindo a informação genética para células-filha), 
assim como traduzir sua informação genética em forma de RNA 
(Crick, 1958). As proteínas são o produto final dessa informação 
traduzida. Ao RNA, coube o papel singelo de fazer essa ponte entre 
o detentor de toda a informação genética (DNA) e o efetor dessa 
informação (proteína). Esse é um papel um tanto quanto modesto, 
pelo que se sabe hoje, para uma das moléculas que pode ter dado 
origem a vida como conhecemos hoje, por meio do “mundo de 
RNA” (Gilbert, 1986; Müller, 2006) (Capítulo 2).
 Com os avanços das técnicas de sequenciamento, diversos 
projetos surgiram com a proposta de sequenciar o genoma hu-
mano. Desses, dois destacam-se: o consórcio de sequenciamento 
do genoma humano (Lander et al., 2001) e o sequenciamento 
financiado pela Celera (Venter et al., 2001). O primeiro envolvia 
o sequenciamento de fragmentos do genoma de vários doadores, 
enquanto o segundo focou no consenso do sequenciamento de 

cinco indivíduos. Ambos projetos eram baseados na idéia de 
que todos os seres humanos compartilham uma alta identidade 
genética. Foi postulado que a identidade genética entre dois indi-
víduos quaisquer, sem grau de parentesco próximo, é de 99,9%, 
enquanto que, com o nosso “primo” próximo chimpanzé, é de 
98,8%. Outro dado que emergiu desses projetos foi que apenas 
2% do genoma humano codifica proteínas (Lander et al., 2001; 
Venter et al., 2001; Szymanski et al., 2005). O restante do genoma 
é constituído de sequências reguladoras (como promotores para 
transcrição), sequências repetitivas, regiões intronicas e genes de 
RNA (RNAt, RNAr). Com exceção das regiões reguladoras e dos 
genes de RNA, o restante do genoma era intitulado de “entulho” 
ou “DNA-lixo”, considerado “resquício” da evolução. Os projetos 
de sequenciamento do genoma reforçaram essa visão.
 Neste capítulo, vamos revisar o que se conhece do genoma, 
particularmente suas regiões não-codificantes. Mostraremos que 
esse “entulho” é, na verdade, uma mina de ouro para a vida como 
a conhecemos. Propõem-se situá-lo no cenário cientifico atual, 
mostrando como o RNA pode ser uma molécula-chave quando 
se fala em diversidade genética. Revisaremos o conceito de gene, 
assim como as diferenças genéticas entre os indivíduos.

3.2. Exorcisando um Dogma

 A palavra dogma vem do grego e significa, filosoficamen-
te, “ponto fundamental e indiscutível de uma crença religiosa”. 
Por sua definição, podemos excluir essa palavra de qualquer 
explicação cientifica. Ciência faz-se com discussão e o critério 
de demarcação de ciência de Karl Popper denota isso claramente 
(Popper, 1959). Uma teoria cientifica, na visão popperiana, tem 
duas características principais: 1. ser passível de ser falseada ou 
refutada; 2. ser passível de ser testada (por meio de experimen-
tação). A ciência trabalha testando hipóteses e muitas vezes essas 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   33 9/8/2012   16:25:34



34

Biologia Molecular e Evolução

35

Matioli & Fernandes (eds.)

Figura 3.2. Analise das regiões codificadoras versus regiões não 
codificantes do genoma de diferentes organismos. A, regiões 
codificantes (em Megabases); B, regiões não codificantes (em 
porcentagem do genoma). Modificado do trabalho de Mattick 
(2007).

podem levar a derrubar uma teoria ou restringir sua capacidade 
explicativa. Nesse sentido, pode-se dizer que não existem teorias 
comprovadas, mas apenas teorias que ainda não foram derruba-
das. Quanto mais uma teoria sobrevive a hipóteses que possam 
derrubá-la, maior sua robustez ou veracidade. Alguns anos após 
propor o Dogma Central da Biologia Molecular, Francis Crick o 
modificou para adequá-lo as novas descobertas, de que o fluxo 
da informação poderia ser feito no sentido RNA → DNA (Crick, 
1970). O Dogma popularizou-se por sua simplicidade e beleza 
extrínseca. Fácil de ensinar, fácil de aprender, essa simplicidade 
explicaria toda a vida como a conhecemos. 
 O problema do Dogma Central da Biologia Molecular 
são suas consequências. Ele tem uma visão centrada na proteína 
e no DNA, o que se refletiu nas definições que surgiram a partir 
dele, como a definição de gene. Uma definição geral, encontrada 
na maioria dos livros de Biologia Molecular, é de que “gene é a 
sequência inteira de ácido nucléico necessária para a síntese de 
um polipeptídeo funcional” (Lodish et al., 1999). Ou seja, gene 
= polipeptídio = função.
 Outro ponto importante para a popularização do Dogma foi 
o advento das técnicas de biologia molecular. Quanto mais simples 
o organismo, mais fácil sua manipulação e grande parte de nosso 
conhecimento nesse campo se deve a estudos feitos na bactéria 
Eschirichia coli. Muitos desses estudos podiam ser aplicados 
para organismos mais complexos, como cavalos e seres humanos. 
Logo se popularizou o conceito de que “o que é verdade para uma 
bactéria também é verdade para um elefante”, generalizando os 
achados em E.coli para outros organismos vivos.

3.2.1. Ouro no Entulho: do Lixo ao Luxo
 Com o surgimento dos projetos de sequenciamento e, 
consequentemente, a disponibilização de genomas inteiros de 
organismos, constatou-se que o tamanho das regiões codificadoras 
entre diferentes organismos se mantinha similar (Fig. 3.2). Por 
exemplo, o verme Caenorhabidtis elegans, que possui aproxima-
damente 1000 células, possui um tamanho muito similar de regiões 
codificadoras da espécie humana, que possui aproximadamente 
100 trilhões de células (Mattick, 2007). Na verdade, não se vê um 
crescimento significativo em tamanho dessas regiões, se compara-
do com a explosão de diversidade que a natureza apresenta. Isso 

foi uma surpresa, uma vez que, dado que as proteínas são res-
ponsáveis pela maior parte da regulação gênica, era esperado um 
crescimento exponencial de regiões que as codificam. No entanto, 
se olharmos as regiões não codificadoras do genoma, podemos 
ver um crescimento exponencial nessas regiões, acompanhando 
uma maior complexidade do organismo (Fig. 3.2) (Szymanski et 
al., 2005; Mattick, 2007). Evidentemente definir complexidade 
de um organismo não é algo trivial. Nesse caso, consideramos a 
complexidade organizacional aparente do organismo como um 
todo. Por exemplo, um homem ou um cachorro são mais comple-
xos que uma bactéria ou fungo, dada, por exemplo, a quantidade 
de células, sua organização e as habilidades do organismo. É 
necessário notar que isso não é o mesmo que considerar grupos 
mais ou menos evoluídos.
 Em 2007, o projeto ENCODE publicou seus primeiros 
resultados (ENCODE Project Consortium, 2007). Tratava-se de 
um grande consórcio, envolvendo várias instituições ao redor 
do mundo, que tinha como objetivo uma análise rigorosa de 
determinadas porções do genoma humano. Ele analisou o cor-
respondente a cerca de 1% do genoma humano e, dentre outros 
resultados, constatou-se que uma grande quantidade de DNA 
dessas regiões é transcrito em RNA (em torno de 90%). Ainda 
há muita controvérsia, no entanto, sobre quanto realmente é 
transcrito. De qualquer forma, o número de RNAs transcrito é, 
com certeza, muito maior que o número de regiões codificadoras 
preditas (que correspondem a aproximadamente 2% do genoma 
humano). A esses RNAs transcritos que não codificam proteínas 
foi dada a denominação de RNAs não-codificantes (ncRNA). 
Alguns desses RNAs possuíam função já estabelecida (como o 
RNAr e o RNAt), mas muitos permanecem sem função descrita. 
Mesmo não codificando para proteínas ou RNAs da maquinaria 
de transcrição, algumas evidências apontam que esses RNAs não 
são dispensáveis na célula: 

•	 Alguns ncRNAs são expressos diferentemente, alguns sob 
o controle de fatores de transcrição;

•	 Pelo menos alguns ncRNAs tem uma localização subce-
lular específica;

•	 Alguns se mostram funcionais.

 Note que o uso da palavra “alguns” deve somente ao fato 
de as pesquisas estarem engatinhando no campo. É provável que a 
maioria desses RNAs tenha funções especificas na célula. Dentre 
as funções que começam a ser atribuídas a essa fração de RNAs, 
temos:

•	 controle da dinâmica do cromossomo;
•	 edição de RNAs;
•	 inibição da tradução;
•	 degradação de RNAm.

 Dependendo da função a ser exercida, os RNAs apresentam 
algumas vantagens sobre as proteínas. Um ponto-chave é a espe-
cificidade do RNA por moléculas de RNA e DNA em relação às 
proteínas. Por pareamento de Watson-Crick de bases, moléculas 
pequenas de RNA conseguem uma especificidade por regiões 
complementares (sejam elas RNA ou DNA) muito maior que 
proteínas complexas. Outro ponto forte a favor dos RNA versus 
proteínas é o fato de a informação ser codificada economicamen-
te. Ou seja, ao invés de passar por um processo de transcrição e 
tradução, passa-se por um processo de transcrição somente, sendo 
mais rápido e energeticamente mais eficiente. Um exemplo pode 
ser encontrado no sistema nervoso. A abundância de ncRNA no 
cérebro tem sido vista como um mecanismo de resposta rápida à 
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ingredientes básicos, mas cada qual dá um toque especial, de 
tal forma que, no final, o gosto e a aparência são ligeiramente 
diferentes.

3.3. Uma Bactéria Não é um Elefante

 A principal função dos ncRNA seria a de regular e dire-
cionar os complexos caminhos do desenvolvimento celular e do 
organismo. Isso requer uma enorme quantidade de informação 
num organismo tão precisamente esculpido como o ser humano. 
Dentre as implicações dos ncRNA para a biologia molecular, 
temos que “nem tudo que é verdade para uma bactéria é verdade 
para um elefante”. Muitas similaridades podem ser vistas entre 
diferentes organismos e é indiscutível a importância das bactérias 
para o melhor entendimento de eucariotos complexos. No entanto, 
fica claro que seres mais complexos apresentam um genoma com 
peculiaridades que devem ser levadas em conta. O fato de trans-
crevermos grande parte de nosso genoma certamente representa 
algo importante, que começa a ser levado em conta hoje em dia.
 Considerando o que vem sendo descoberto, um novo con-
ceito de gene tem sido proposto (Fig. 3.4). Ainda não é consenso, 
mas um dos novos conceitos define um gene como a união de 
sequências genômicas (derivados de DNA ou RNA) codificando 
um conjunto de produtos funcionais (que podem ser de origem 
senso, antisenso ou senso+antisenso) (Gerstein et al., 2007). Ou 
seja, muda-se o conceito “gene = proteína” para “gene = função”, 
com ênfase no fato de um gene poder codificar diferentes funções.
 Similar ao conceito de gene, também o conceito de como 
se dá o fluxo da informação gênica dentro da célula vem mudando. 
Novos conceitos vêm sendo propostos, um deles mostrado na 
Figura 3.5. Note que, no topo da hierarquia, se tem a cromatina. 

Figura 3.3. Esquematização do processo de transcrição de uma 
região codificante num ser eucarioto. A região transcrita do DNA 
aparece em cinza. O RNAm nascente contem tanto exons (em 
preto) quanto introns (em cinza). Após edição desse RNA pelo 
processo de splicing, tem-se o RNAm maduro (em preto) que é 
exportado para o citoplasma e traduzido em proteína. Os introns, 
removidos do RNAm maduro, estão mostrados em cinza.

interação com o ambiente. Por último, essa camada do fluxo de 
informação pode ser alterada, gerando alterações fenotípicas sem 
causar uma “quebra do sistema”. Ou seja, diferentemente de uma 
proteína, em que uma mutação pode levar à completa inativação, 
mutações nos ncRNA são mais flexíveis, uma vez que podem levar 
a uma menor afinidade pela molécula-alvo, mas dificilmente à não 
interação.

3.2.2. O Cozinheiro Celular
 Uma analogia que ajuda a explicar a importância dos ncR-
NA é a comparação da célula com uma cozinha. Para executar 
uma receita, precisa-se de um livro de receitas e dos ingredientes. 
Muitos ingredientes são comuns a diversas receitas. Com água, 
leite, açúcar, fermento, óleo e ovos, é possível fazer diversos 
alimentos (pão, bolo, massa para pizza e macarrão). As mesmas 
regras aplicam-se para a célula. Neste caso, o livro de receitas é o 
DNA, contendo todo o protocolo para se fazer um organismo. As 
proteínas entram como os ingredientes necessários para preparar 
esse organismo. E o ncRNA? Bem, esse é o cozinheiro, um ele-
mento fundamental para a receita funcionar. É esse cozinheiro que 
vai ler o livro de receitas e seguir suas ordens, adicionando todos 
os ingredientes na ordem correta (não se faz um bolo misturando-
se os ingredientes aleatoriamente). Tem-se de prepará-los, pesar, 
misturar e assar. Tudo numa sequência determinada. O cozinheiro 
faz toda essa “regulação” necessária para que a receita de bolo dê 
origem a um bolo. Outra coisa interessante dessa analogia: pegue 
uma receita qualquer de bolo e conte quantas vezes as palavras 
que significam ingredientes (farinha, leite, ovos, etc) aparecem. 
Agora olhe para a receita como um todo e verá que se têm muito 
mais palavras (misture 100 g, acenda o forno, prepare a forma) que 
não são ingredientes. É tudo informação que deve ser seguida na 
ordem e como aparece para finalizar seu bolo. Da mesma forma 
ocorre na célula. Essa informação está presente lá na forma de 
DNA e é o cozinheiro celular (ncRNA) que organiza e coordena 
tudo para que a “receita” funcione. 
 Genes eucariotos são formados por segmentos de éxons 
e íntrons, sendo os éxons os detentores das regiões codificadoras 
e os introns removidos do RNAm maduro por um processo co-
nhecido como splicing (para uma revisão, ver Licatalosi, 2010). 
Por muito tempo, acreditou-se que esses introns, após remoção, 
eram degradados. Atualmente, está se atribuindo função a mui-
tos deles e um exemplo do que eles poderiam estar fazendo está 
mostrado na Figura 3.3. Seguindo a mesma analogia empregada 
anteriormente, um gene codificando para um ingrediente (como 
farinha) é expresso e seus introns removidos. No entanto, ao in-
vés de serem degradados, esses introns são processados e geram 
ncRNA com informação importante para o processo que se inicia 
(por exemplo, regulando vias em que esse produto gênico irá se 
inserir). Ou seja, para cada produto gênico, a célula geraria uma 
quantidade de informação adicional. Essa informação pode ter 
funções diversas, atuando em diversas vias celulares, inibindo-as 
ou ativando-as, dependendo da natureza da informação.
 Assim como numa receita, não podemos usar um ingre-
diente estragado (por exemplo, uma proteína mutada de tal forma a 
perder sua função normal). No entanto, podemos variar um pouco 
os elementos regulatórios (como colocar 105 g de farinha, ao invés 
de 100 g ou assar um pouco mais), sem grandes prejuízos para a 
receita. Dado isso, nosso genoma pode acomodar mais mutações 
em regiões não-codificantes que em regiões que codificam pro-
teínas. O resultado final pode explicar um pouco a variabilidade 
que encontramos entre indivíduos de uma mesma espécie, dando 
a gama de fenótipos observados existentes. É como se diferentes 
cozinheiros fizessem a mesma receita. Todos usam os mesmos 
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Esta se refere ao DNA complexado com proteínas, forma como 
ele é encontrado dentro das células. Não se pode tentar entender 
transcrição de DNA pensando nele como uma molécula solta no 
núcleo celular. Proteínas (como histonas) interagem com o DNA 
de maneira que este não fique isolado no núcleo. Essa interação 
influencia se um gene vai ser expresso ou não. Alterações epige-
néticas (como modificação de histonas e metilação de DNA) são 
decisivas nesse sentido e estas podem ser herdadas ou passadas 
para células-filha sem que ocorra uma mudança na sequência de 
bases do DNA.

Figura 3.4. Esquematização de um gene eucarioto. A região co-
dificante para proteína (CDS) deixa de ser vista como a única 
formadora de um gene e este passa a ser visto como um conjunto 
de produtos funcionais. Ambas as fitas podem ser transcritas e 
podem dar origem a uma gama diversa de RNAs (RNAm, ncR-
NA, miRNA, entre outras). Uma molécula de RNA transcrita, 
através do processamento da mesma, pode dar origem a diversos 
RNAs diferentes (como, por exemplo, RNAm e miRNA).

Figura 3.5. Fluxo da informação genética dentro de uma célula 
eucariota. O DNA contido na cromatina é transcrito para RNA e, 
por meio de splicing, dá origem ao RNAm maduro e ncRNAs. 
Estes podem ser oriundos de exons ou introns. Após sofrer pro-
cessamento, pode-se obter ncRNAs diversos (como miRNAs, 
snoRNAs e piRNAs—representados no quadrado cinza). En-
quanto as proteínas seguem para desempenhar papéis estruturais, 
catalíticos ou transdução de sinal e regulação gênica, os ncRNAs 
gerados atuam sobre todos os componentes da via, assim como 
regulando todos os passos (transcrição, splicing, processamento 
de RNA). Adaptado do trabalho de Mattick (2007).

Figura 3.6. Variações estruturais comumente encontradas no 
genoma humano. Seguindo ainda a analogia da cozinha celu-
lar (com proteínas representadas como ingredientes culinários), 
podemos ter uma idéia das consequências para a receita quando 
alguma dessas variações acontece. Note que, mesmo não mos-
trado, esta variação estrutural também se aplica a regiões regu-
latórias (os cozinheiros).

3.4. Iguais ou Diferentes?

 Como mencionado na introdução, dois projetos de se-
quenciamento do genoma humano se destacaram. Números como 
99,9% de identidade entre todos os seres humanos do planeta ou 
98,8% de identidade com o genoma do chimpanzé logo se espa-
lharam e ficaram conhecidos. Justificavam que somos todos iguais 
entre nós e nossos primos próximos. No entanto, em outubro de 
2007, um trabalho pioneiro de um pesquisador controverso (J. 
Craig Venter) trouxe um pouco mais de clareza a essa questão 
(Levy et al., 2007). Como explicado, ambos os projetos genoma 
citados consistiam do consenso de alguns indivíduos para se 
montar o genoma completo. Os números de identidade eram ba-
seados nesses dados. O manuscrito de 2007 continha o genoma 
completo de um único individuo (como não poderia deixar de 
ser, do próprio Dr. Venter). Mais que suas predisposições gené-
ticas (como doença de Alzheimer, preferência pelo entardecer, 
comportamento anti-social e cera de ouvido do tipo úmido), foi 
feita uma distinção entre os cromossomos herdados da mãe e 
os do pai. Com isso, foi possível ver a identidade genética entre 
cromossomos homólogos de um mesmo individuo. Para surpresa 
em relação ao que vinha sendo divulgado, a identidade entre o 
par de cromossomos homólogos de um único individuo foi igual 
a 99,5%. Ou seja, a diferença genética de 0,5% para um único 
indivíduo era cinco vezes maior que a diferença esperada para 
todos os seres humanos. Diversos projetos estão sendo feitos com 
o sequenciamento individual de genomas e em breve poderemos 
saber mais sobre o quanto somos iguais ou diferentes.
 Vale ressaltar que essas diferenças residem grandemente 
na variação estrutural que genomas de diferentes indivíduos 
apresentam. Variações estruturais, diferentemente da troca única 
de uma base nucleotídea por outra, consiste de rearranjos de 2 ou 
mais nucleotídeos (usualmente muitos). Dentre esses rearranjos, 
temos: deleção, inserção, inversão, variação no número de cópias e 
duplicação segmental (Fig. 3.6). Recentemente, constatou-se uma 
diferença da ordem de aproximadamente 1.300 variações estrutu-
rais entre dois indivíduos diferentes (Korbel et al., 2007). Apesar 
de ocorrerem numa frequência muito menor que o polimorfismo 
num único nucleotídeo, uma vez que a variação estrutural envolve 
grandes segmentos de DNA, o número de nucleotídeos afetados é 
muito maior. Essa variação pode contribuir decisivamente para a 
diversidade de fenótipos observados, mudando o padrão de trans-
crição dos genes envolvidos ou próximos a eles (aumentando ou 
diminuindo sua expressão). Evolutivamente falando, essa variação 
é benéfica. É graças a essas variações que evoluímos e podemos 
dizer que cada ser humano é único. Um exemplo de como essa 
variação é importante para nós está detalhada abaixo.
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3.5. Variar ou Não, Eis a Questão - o Cérebro e os Retro-
transposons

Acredita-se que a complexidade do cérebro humano, com 
milhares de tipos de neurônios diferentes, tenha permitido o 
surgimento de sofisticados repertórios comportamentais, como a 
linguagem, uso de ferramentas, percepção do “eu”, pensamento 
simbólico, aprendizado cultural e consciência. Dessa complexi-
dade, emergiram obras de extraordinário conteúdo tecnológico 
e artístico numa  história cultural relativamente curta de nossa 
espécie. Isso parece indicar que a complexidade cerebral tem um 
propósito criativo, ao contrário de outros sistemas amplamente 
mais complexos, porém brutos, como as galáxias e as milhares 
de estrelas que as compõem. Entender como a complexidade 
neuronal é moldada durante o desenvolvimento é mergulhar em 
questões fundamentais da origem da nossa espécie.

A formação do cérebro humano não é um processo otimizado. 
Pelo contrário, a maioria das células geradas será descartada e 
apenas uma pequena fração será usada. O mecanismo por trás 
dessa seleção é obscuro e existem evidências sugerindo que fato-
res extrínsecos e intrínsecos contribuam para a sobrevivência ou 
morte celular. Apenas as células precursoras com as propriedades 
corretas, no momento e local ideais, irão florescer e amadurecer 
em neurônios funcionais, contribuindo para a formação das redes 
nervosas. Nessa competição, forças de variação e seleção atuam 
para esculpir cada cérebro humano, cada rede neural, neurônio 
por neurônio, gerando a verdadeira individualidade na forma 
como cada um de nós recebe, processa e interage com o mundo 
exterior. Vale lembrar que a seleção natural precisa de variação 
para gerar os diferentes tipos neuronais no cérebro. Inicialmente, 
cogitou-se que a variação estaria contida nos “genes” codificantes 
para proteínas. No entanto, como discutido anteriormente, com 
menos de 2% de genes codificantes para proteínas no genoma, 
fica difícil gerar informação suficiente para os milhares de tipos 
celulares contidos no cérebro humano. Mesmo considerando 
eventos moleculares como o processamento alternativo do RNA 
ou modificações pós-traducionais, não existe variação suficiente. 
A variação deve residir em outro lugar.

A falta de uma função óbvia para os outros 98% do genoma 
inspirou o conceito de “DNA-lixo”, ilustrando a idéia de que 
essas sequências seriam resquícios evolutivos, acumulados ao 
longo de milhares de anos no genoma. Como uma garagem cheia 
de tranqueira, o genoma parece lidar muito bem com o excesso 
de sequências, mas parece difícil compreender porque não se 
livra dele, economizando energia celular. Parte desse DNA-lixo 
é composto de elementos transponíveis, ou genes-saltadores, 
capazes de produzir cópias de si próprios, inserindo novas cópias 
no genoma e, eventualmente, alterando a expressão de genes 
próximos. A atividade desses elementos foi flagrada durante a 
evolução e esses parasitas genômicos ficaram conhecidos como 
genes-egoístas, com a única finalidade de se manterem vivos para 
as próximas gerações através da replicação em células germina-
tivas dos indivíduos. A replicação em células não germinativas, 
somáticas, que não formarão um novo individuo não seria uma 
estratégia de sobrevivência, pelo menos até agora...

Estudando como os genes eram regulados durante a espe-
cialização neuronal a partir de células-tronco, descobriu-se que 
havia uma ativação dos elementos transponíveis tão logo a célula 
optasse pela diferenciação neuronal. Ao induzir a células-tronco 
a se diferenciarem em outros tipos celulares, nada era detectado, 
indicando que o fenômeno era específico dos neurônios (Muotri 
et al., 2005). O achado confrontava tudo que sabíamos sobre o 
comportamento desses elementos e sua “vontade” de passar para 
as futuras gerações. Afinal, o que estariam fazendo ao proliferar 

no cérebro? Ao contrário do atraente conceito de que todas as 
células do corpo possuem o mesmo genoma e que as diferenças 
seriam meras consequências da regulação gênica, agora existem 
evidências fortes o suficiente para demonstrar que esse não é o 
caso do cérebro. Cada neurônio parecia ser único, cada um apre-
sentava novas inserções no genoma, impactando genes vizinhos. 
Essa atividade amplificaria o efeito da regulação gênica, gerando 
uma enorme variação celular e aumentando o repertório de tipos 
celulares capazes de serem formados por um dado grupo de genes. 
Esse mecanismo de variação e flexibilidade parece contribuir 
para a originalidade de cada cérebro, explicando porque mesmo 
gêmeos geneticamente idênticos apresentam personalidades tão 
caracteristicamente distintas.

Filosoficamente, os dados estariam apontando para uma par-
cela de “acaso” na formação de cada personalidade. Especula-se 
que o aumento da variabilidade neuronal seria capaz de produzir 
indivíduos fora da curva normal, com qualidades diferentes. 
Organismos fora da curva teriam mais chances de se adaptarem 
a novos ambientes ou de reagir contra mudanças drásticas no 
ambiente. Além disso, existiriam eventuais indivíduos prodígios 
na população, com uma capacidade cognitiva superior. E talvez 
sejam indivíduos assim que aumentem a capacidade criativa da es-
pécie humana, favorecendo a dominação de novos territórios, por 
exemplo. Nesse sentido, os elementos transponíveis continuariam 
sendo genes-egoístas, pois, ao manipular a mente humana, acabam 
por aumentar as chances reprodutivas da espécie. Curiosamente, 
durante a evolução dos primatas, observa-se uma impressionante 
correlação entre a adaptação humana e o surgimento de novas 
sequências transponíveis. Evidências de alterações climáticas 
globais sugerem que ambientes mais frios, secos e com maiores 
variações devem ter ocorrido cerca de três milhões de anos atrás. 
As alterações bruscas acabaram por diminuir o suprimento de 
comida e água, pressionando fortemente a adaptação de nossos 
ancestrais a novos ambientes. Interessantemente, novas famílias 
de elementos transponíveis no genoma surgem na mesma época 
em que os humanos adquirem o bipedalismo, apresentam um 
aumento da massa cerebral e apresentam as primeiras evidências 
de uso de ferramentas, consciência ou motivação artística.

Por outro lado, o fenômeno de inserções somáticas no cérebro 
pode não passar de um resquício evolutivo. Tanto o cérebro como 
o sistema reprodutivo passaram por grandes modificações durante a 
evolução. A expressão genética desses dois órgãos é relativamente 
parecida e os dois possuem diversas vias de sinalização em comum. 
Nesse contexto não parece novidade encontrar fenômenos mole-
culares presentes somente nesses órgãos. Se esse for realmente o 
caso, a atividade dos elementos transponíveis no sistema nervoso 
é descartável e não possui contribuição alguma para as redes neu-
ronais, cognição ou comportamento. É plausível, mas fica faltando 
responder porque o genoma ficaria carregando uma carga que não 
tivesse utilidade. Qualquer que seja a função do mosaicismo gené-
tico dos neurônios, é preciso cautela no desenho dos experimentos 
que permitirão investigar o fenômeno. Atualmente é impossível 
usar técnicas clássicas de nocaute genético para eliminar os genes 
saltadores do genoma. São vários deles que estão ativos no genoma. 
Além disso, estão espalhados pelos cromossomos. Vai ser preciso 
bastante criatividade para buscar situações experimentais onde a 
hipótese possa ser testada. Qualquer que seja o resultado encontrado, 
só vai ser real se fizer sentido sob uma ótica evolutiva.

3.6. Considerações Finais

 Como se pode perceber, muito do que conhecemos sobre o 
genoma humano está mudando. A visão centrada no DNA como 
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molécula volta-se agora para a cromatina como a detentora da 
informação. Essa informação é transcrita em proteína e também 
em ncRNA. A importância do RNA vem sendo colocada em seu 
devido lugar e já não é mais possível se falar no organismo sem 
se levar em consideração a intricada relação do trio: cromatina 
– RNA – proteínas. O “mundo de RNA” começa a despontar 
novamente, mas agora mostrando o oceano rico dessas moléculas 
que temos dentro de nossas células. Também o conceito de gene 
sofre evolução e, mais do que um produto, ele pode ser descrito 
como uma função (ou várias). Soma-se a esse cenário o fato de 
que o genoma não é estático e apresentar uma gama de variações 
estruturais entre indivíduos, assim como entre suas células, como 
no caso de neurônios. É devido a essas variações que estamos aqui 
hoje. Graças a essas diferenças, temos a variabilidade necessária 
para continuarmos evoluindo. O fato de que cada indivíduo apre-
senta um genoma peculiar reforça o quanto ele é único e precioso. 
Você é tão diferente de seu vizinho quanto de um japonês, alemão 
ou angolano. Os poucos genes que definem nossos fenótipos 
externos não podem ser usados para uma classificação humana 
em raças. Qualquer visão nesse sentido não se justifica perante 
as novas observações da ciência. Somam-se a isso as alterações 
epigenéticas e a influência do ambiente sobre cada um de nós, 
resultando no que definimos como humanidade. 
 Dado estarmos no início de novas descobertas, é difícil 
predizer o que encontraremos. Mas fica claro a importância do 
que antes era considerado lixo ou entulho. Thomas Carlyle afir-
mou, “Se não existe função no genoma não-codificante, nosso 
genoma é um grande desperdício de espaço.”, que também é 
autor de outra famosa frase falando sobre vida extra-terrestre no 
universo: “Se não existe vida fora da terra, então universo é um 
grande desperdício de espaço”. Carl Sagan fez referência a ela 
anos mais tarde. 
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cesso de síntese de proteínas. Mais recentemente, muitos outros 
ncRNAs foram descobertos e novos tipos continuam a aparecer, 
ampliando o nosso conhecimento sobre o papel desses RNAs nas 
células (Eddy, 2001). Até o momento, os ncRNAs são divididos 
de acordo com seu tamanho, estrutura secundária e função (Tabela 
4.1). Entretanto, ainda existe uma inconsistência na nomenclatura 
utilizada na literatura, que possivelmente será revisada em breve.

 As propriedades catalíticas do RNA foram descobertas 
nos anos 1980, quando ficou evidente que os RNAs desempe-
nhavam funções adicionais além das já descritas, incluindo a 

Tabela 4.1. Os diferentes tipos de RNA não codificantes.
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“…considering what we now know about RNA and RNA interference, it 
is perhaps a good time to reconsider the idea that genetic information is 
stored primarily in the nucleotide sequence of our DNA.
…. if you get inspired and excited, please join the adventure and help 
explore the many unknowns that are still waiting to be addressed.” (Craig 
C. Mello, 2006)

4.1. Redescobrindo as Funções do RNA nas Células

O dogma central da biologia molecular, envolvendo repli-
cação e transcrição de ácidos nucléicos e a síntese de proteínas, 
foi estabelecido através de estudos de organismos simples, como 
a bactéria Escherichia coli. Nesses estudos, estabeleceu-se que o 
fluxo de informações hereditárias se dá do DNA para a proteína, 
sendo o RNA um intermediário entre a sequência do DNA e a 
proteína que será codificada. Além disso, pressupunha-se que a 
proteína era a única molécula capaz de realizar as diversas fun-
ções estruturais, catalíticas e regulatórias dentro de uma célula. 
Estudos em organismos eucariotos, no entanto, revelaram muitas 
surpresas. Por exemplo, verificou-se que os genes eucariotos 
são em geral descontínuos (com a presença de introns) e que o 
genoma eucarioto possui uma grande quantidade de sequências 
de DNA que não codificam proteínas (regiões intergênicas ou não 
codificantes). A essas regiões do genoma (que no caso humano se 
calcula em 90% de toda a sequência do DNA) às vezes se atribuiu 
o nome de “DNA lixo” (também chamado “DNA tralha”, do inglês 
“junk DNA”). Também se atribuiu a essas regiões o status de 
“restos” do processo evolutivo, gerados a partir de genes antigos 
e pela inserção de elementos móveis ou parasitas gênicos (genes 
egoístas, do inglês “selfish DNA”). 

Recentemente se observou, no entanto, que muitas dessas 
sequências supostamente inertes são transcritas (Frith et al., 2005; 
The et al., 2005) e que o RNA por si só poderia desempenhar fun-
ções biológicas de grande importância (Eddy, 2001; John, 2003; 
Mattick, 2005; Mattick e Makunin, 2005). Desde sua descoberta, 
vários tipos de RNAs não-codificantes (ncRNA) foram descritos, 
mas a compreensão da maior parte de suas funções ainda é muito 
limitada (veja o Capítulo 3). Entre os tipos de ncRNAs, temos 
alguns conhecidos há bastante tempo, como o RNA transportador 
(tRNA) e o RNA ribossômico (rRNA). Esses ncRNAs possuem 
funções genéricas dentro da célula e estão envolvidos no pro-
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entendimento da regulação gênica em eucariotos e revelou novas 
defesas contra vírus e transposons (Sijen e Plasterk, 2003).

A anotação da posição genômica dos miRNAs indicou 
que muitos deles se encontram em regiões intergênicas (a uma 
distância de pelo menos 1 Kbp de genes anotados/preditos), apesar 
de também existirem miRNAs em regiões intrônicas de genes, na 
orientação senso e antisenso em relação ao gene (Lagos-Quintana 
et al., 2001; Lagos-Quintana et al., 2003; Lau et al., 2001). Até o 
momento, foram identificados cerca de 500 miRNAs codificados 
a partir do genoma humano. Existem evidências de que genes de 
miRNAs formam unidades de transcrição policistrônicas, pois 
cerca de 50% dos miRNAs conhecidos são encontrados próximos 
de outros miRNAs (Lagos-Quintana et al., 2001; Lau et al., 2001) 
e podem ser transcritos a partir de um mesmo promotor (Cai et al., 
2004; Lee, 2004), gerando transcritos primários policistrônicos 
(pri-miRNAs). 

A síntese e ação dos miRNAs estão ilustradas na Figura 
4.1. Os miRNAs são transcritos pela polimerase do RNA II (RNA 
pol II, (Cai et al., 2004; Lee, 2004). Inicialmente acreditava-se 
que a polimerase do RNA III fosse a responsável pela transcrição 
dos genes de miRNA, já que ela esta está envolvida na transcrição 
da grande maioria dos pequenos RNAs, como os tRNAs. Entre-
tanto, os precursores pri-miRNAs não são pequenos, chegando 
algumas vezes a várias kilobases (milhares de bases) de extensão, 
um tamanho que é incompatível com a transcrição pela RNA 
pol III (Kato et al., 2005; Lee, 2004). Apesar dessas evidências, 
ainda não se descarta a possibilidade de que um pequeno número 
de miRNAs seja transcrito por outras RNA polimerases (Lee, 
2004). Os precursores pri-miRNAs são protegidos pelo radical 
7MGpppG e poliadenilados, sendo a proteína DROSHA (RNAse 
III) e seu cofator PASHA as responsáveis pelo processamento dos 
pri-miRNAs, convertendo-os em pré-miRNAs, com o tamanho de 

possibilidade de moléculas de RNA desempenharem atividade 
catalítica (veja também o Capítulo 2 para detalhes sobre a desco-
berta das ribozimas). Recentemente foi identificada participação 
de moléculas de RNA dupla-fita em um potente mecanismo de 
regulação da expressão gênica. Esse mecanismo é conhecido 
como interferência de RNA (RNAi) e essa descoberta mudou 
a forma de como devemos enxergar o metabolismo do gene na 
célula eucariótica, além de abrir excelentes perspectivas para seu 
uso como ferramenta de estudo da célula e como possível agente 
terapêutico.

Os primeiros indícios da existência do mecanismo de 
RNAi vieram de experimentos com petúnias no início da década 
de 90 (Vanblokland et al., 1994), quando os pesquisadores indu-
ziram a superexpressão da proteína responsável pela síntese do 
pigmento violeta nas flores dessas plantas. Esperava-se obter flores 
com coloração violeta intensa, mas o fenótipo observado foi o 
oposto: as plantas produziram flores brancas ou rajadas de branco 
e violeta, indicando uma redução (e não aumento) da síntese do 
pigmento. Esse fenômeno foi conhecido como co-supressão, mas 
o mecanismo responsável por ele ficou desconhecido por vários 
anos. A ausência de síntese do pigmento foi o primeiro exemplo 
de silenciamento do transgene (e do gene endógeno) através do 
mecanismo de RNAi.

Esse fenômeno foi encontrado também em outros organis-
mos eucariotos como na mosca drosófila e no verme nematóide 
Caenorhabditis elegans. O mecanismo de co-supressão só foi 
descrito anos mais tarde, quando os grupos dos pesquisadores 
americanos Andrew Z. Fire e Craig C. Mello publicaram em 
conjunto resultados de seus trabalhos com C.elegans, revelando 
que pequenas moléculas de RNA dupla-fita (dsRNA, de “double 
strand RNA”, em inglês) poderiam silenciar a expressão de ge-
nes (Fire et al., 1998). Os experimentos apresentados chamam 
atenção pela simplicidade. Ao analisar os efeitos já conhecidos de 
inibição de expressão gênica por moléculas de RNA simples fita 
anti-senso e também senso (similar aos dados de co-supressão), 
os pesquisadores descobriram que o uso simultâneo das duas 
moléculas tinha um efeito sinergístico. Alguns experimentos e 
controles suplementares revelaram que a molécula efetora era, 
na verdade, o dsRNA. Pela habilidade do dsRNA de interferir na 
expressão genética, o mecanismo foi chamado de interferência 
por RNA, ou RNAi. Em 2006, apenas 8 anos após sua descoberta, 
Fire e Mello receberam o Prêmio Nobel de Medicina.

O mecanismo de RNAi é extremamente conservado em 
eucariotos, sendo encontrado em organismos tão diversos como 
protozoários, fungos, plantas, nematóides, insetos e até mesmo 
em mamíferos. O mecanismo de RNAi foi inicialmente associado 
à defesa contra patógenos virais, mas é provável que sua função 
seja muito mais ampla, uma vez que se descobriu que células 
eucarióticas codificam a partir de seu genoma pequenos RNAs 
chamados microRNAs (miRNA). Esses RNAs endógenos são 
capazes de “guiar” o silenciamento, alterando a expressão de genes 
codificadores de proteína e, portanto, constituem em importante 
maquinaria para controle e regulação gênica.

4.2. Interferência de RNA Endógena - O miRNA

Desde a descrição dos primeiros miRNAs em C. elegans 
(Lee et al., 1993), os miRNA passaram a ser reconhecidos como 
importantes moduladores da expressão gênica. Esses pequenos 
RNAs (21 a 26 nucleotídeos) são capazes de controlar a estabilidade 
do mRNA, assim como a sua tradução. Além disso, podem induzir 
modificações epigenéticas no genoma. O silenciamento realizado 
por esses pequenos RNAs estabeleceu um novo paradigma no 

Figura 4.1. Esquema da biogênese de miRNAs e o seu mecanis-
mo de ação em células eucarióticas. O pri-miRNA nascente (A) 
é primeiramente processado em um pré-miRNA com cerca de 
70 nucleotídeos, pela enzima DROSHA. O pré-miRNA é então 
transportado para o citoplasma pela proteína Exportina 5 e pro-
cessado pela enzima DICER em duplexes de miRNA. Apenas 
uma fita do duplex é incorporada no complexo de silenciamento 
RISC, que por complementaridade parcial ou total induz a re-
pressão traducional ou a degradação do mRNA alvo.
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sua ação final, como ilustrado na Figura 4.2. Em outras palavras, 
uma vez dentro da célula, os siRNAs mimetizam os substratos da 
enzima DICER (i.e, os pré-miRNAs), sendo clivados pela mesma 
até atingir o tamanho ideal para serem incorporados no complexo 
multienzimático denominado RISC que contém a proteína argonauta 
2 (AGO2). Nesse complexo, uma das fitas do duplex de siRNA é 
clivada (fita senso), enquanto que a fita remanescente (fita antisenso 
ou fita guia) se liga à molécula de RNA mensageiro de sequência 
complementar. Nesse caso, o complexo RISC-AGO2 cliva a fita do 
mRNA entre os nucleotídeos complementares aos que se encontram 
na posição 10 e 11 da extremidade 5’ da fita guia, causando a degra-
dação deste mRNA. Com isso ocorre a redução da síntese da proteína 
codificada pelo gene alvo na célula transfectada (Filipowicz et al., 
2005; Matzke e Birchler, 2005; Scott, 2005). Vale mencionar que 
muitas vezes os siRNA utilizados apresentam tamanhos inferiores a 
21 nucleotídeos, sendo então dispensável a ação da enzima DICER 
nessas moléculas. Nesses casos, essas moléculas são diretamente 
incorporadas ao complexo RISC-AGO2, também provocando a 
degradação do mRNA do gene alvo.

Um aspecto que deve ser considerado nos estudos que em-
pregam essa metodologia é a duração do silenciamento gênico. A 
diminuição nos níveis de expressão gênica induzida por siRNA é 
transitório e perdura por cerca de 3 a 5 dias após a adição do duplex 
em células em cultura. Tal fato pode ser um fator limitante quando 
se pretende estudar proteínas de meia vida longa, por exemplo. Uma 
alternativa eficaz para contornar tal limitação consiste na expressão 
estável de moléculas efetoras do processo de RNAi por meio do uso 
de vetores plasmidiais ou virais. Esses últimos ainda apresentam 
uma vantagem adicional por serem capazes de transduzirem células 
nas quais o processo de transfecção é ineficiente. A transcrição do 
transgene inserido nesses vetores produz moléculas de RNA palindrô-
micas que produzem uma estrutura secundária em forma de grampo, 
conhecida como shRNA (do inglês, “short hairpin RNA”). Essas 
moléculas são processadas pela maquinaria de RNAi e provocam o 
silenciamento a longo prazo do gene alvo (Mohammed et al., 2005). 

Figura 4.2. Esquema do mecanismo de RNAi induzido por 
moléculas exógenas em células eucarióticas. As moléculas de 
shRNA (A) e de siRNA (B) exógenas são desenhadas de manei-
ra a simular o substrato da enzima DICER, gerando pequenas 
moléculas de RNAdf. A interação desses duplexes com a enzima 
DICER auxilia o acoplamento da fita guia no complexo RISC, 
promovendo a degradação do mRNA alvo. 

cerca de 70 nucleotídeos, que se estruturam na forma de grampo 
(“hairpin”), formando o dsRNA (Nakahara e Carthew, 2004).

RNA-GTP e a Exportina-5 são as proteínas responsáveis 
pelo transporte do pré-miRNA para fora do núcleo, onde outra 
RNAse III, a proteína DICER (Bernstein et al., 2001), processa 
o precursor transformando-o em um duplex transitório de cerca 
de 22 nucleotídeos. O complexo protéico RISC (complexo de 
silenciamento induzido por RNA) inclui as proteínas da família 
Argonauta (Carmell et al., 2002) que se associam a uma das fitas 
do duplex (conhecida como RNA guia). Através da associação 
a sítios complementares na região 3´ dos RNAs mensageiros 
(mRNAs), o complexo RISC-miRNA regula negativamente a 
expressão gênica, podendo causar a degradação ou o impedimento 
da tradução do mensageiro. Acredita-se que um único miRNA 
pode controlar a expressão de centenas de mRNAs, modulando o 
metabolismo celular em vários aspectos. Além de interagir com o 
mRNA, também existem evidências de que miRNAS podem atuar 
diretamente no DNA, sendo responsáveis pela estruturação hete-
rocromática do genoma (Fukagawa et al., 2004; Kanellopoulou 
et al., 2005), sendo também capazes de silenciar um gene através 
da metilação da região promotora (Morris et al., 2004). 

4.3. Como a Maquinaria de RNAi Silencia Genes Específicos

Classicamente, as funções de diversos genes na célula foram 
elucidadas por mutações ou por meio de técnicas que empregam a 
deleção ou a redução nos níveis de expressão de um determinado 
gene, seguida da análise do fenótipo resultante. Entretanto, essas 
técnicas muitas vezes envolvem processos complexos que restrin-
gem sua aplicação em poucos modelos biológicos. Por exemplo, o 
emprego de camundongos com genes nocauteados (knockout, em 
inglês) depende de tecnologia elaborada, trabalhosa e que requer 
muito tempo (Thomas e Capecchi, 1987). Em células humanas 
esse tipo de abordagem é praticamente impossível. Nesse sentido, 
o conhecimento a respeito da biogênese dos miRNAs e do meca-
nismo de  RNAi no controle da expressão gênica permitiu que esse 
processo celular fosse rapidamente utilizado em estudos de genô-
mica funcional em diferentes organismos. Assim, a descoberta da 
existência desse mecanismo também em células humanas (Elbashir 
et al., 2001) revelou a importância evolutiva da via de RNAi, assim 
como abriu perspectivas de uso desse mecanismo como base para 
silenciamento gênico em mamíferos, com grande potencial tecno-
lógico. Assim, esse mecanismo passou a ser largamente explorado 
tanto em células cultivadas in vitro, como diretamente em animais 
in vivo, através do uso de pequenas moléculas artificiais de dsRNA 
designadas siRNA (do inglês, “small interfering RNA”).

Atualmente, muitas empresas de biotecnologia sintetizam 
moléculas de siRNA direcionadas para o silenciamento de qualquer 
gene, bastando que para isso a sequência deste seja conhecida. Em 
geral, as duplex de siRNA têm tamanho variando entre 19 a 30 pares 
de bases, cujas sequências são determinadas através de algoritmos 
específicos (em geral de acesso livre), que se baseiam na sequência do 
gene alvo para encontrar uma região complementar que possa atuar 
como RNAi. Na maioria das vezes, esses siRNA são complexados 
a macromoléculas de natureza química variável (lipossomos ou 
policátions) com a finalidade de maximizar a transfecção (ou seja, 
a incorporação) do siRNA por diferentes tipos celulares (Menck, 
2006). A incorporação dessas moléculas pela célula resulta em um 
silenciamento robusto e específico do gene de sequência homóloga 
ao duplex de siRNA, o que implica a diminuição e/ou depleção no 
acúmulo da proteína codificada pelo mesmo, em processo conhecido, 
em inglês, como “knock-down”. Para tal, as moléculas de siRNA 
utilizam parte da via de processamento dos miRNA para exercer 
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Muitos grupos de pesquisa fazem uso de vetores que 
expressam shRNA com semelhança estrutural às moléculas pre-
cursoras dos miRNA (pri- e pré-miRNA), o que pode maximizar 
a eficiência do silenciamento (Chang et al., 2006). Além disso, 
esses vetores podem ser utilizados na criação de linhagens celu-
lares imortalizadas, nas quais a supressão do gene alvo torna-se 
permanente, bem como na geração de animais transgênicos, 
com silenciamento de genes específicos (Paddison et al., 2002). 
Atualmente, várias bibliotecas plasmidiais contendo genes que 
participam de distintos processos biológicos como proliferação 
e morte celular, por exemplo, já se encontram disponíveis co-
mercialmente.

4.4. Evolução do RNAi

As ribonucleases são proteínas capazes de degradar o 
RNA, controlando a expressão protéica. Essas proteínas estão 
amplamente distribuidas entre os seres vivos, sendo encontradas 
em organismos de todos os reinos. Como descrito acima, os euca-
riotos desenvolveram uma versão elaborada desse controle, onde 
uma série de proteínas é capaz de realizar a degradação dirigida 
por pequenos RNAs, regulando a expressão de transcritos especí-
ficos (Anantharaman et al., 2002; Cogoni e Macino, 2000). Esse 
fenômeno, que inclui a via de RNAi, é chamado de silenciamento 
gênico pós-transcricional (em inglês post-transcriptional gene 
silencing ou PTGS) nos eucariotos. A função ancestral exercida 
pelo mecanismo de RNAi é desconhecida. A ausência de proteínas 
importantes desse mecanismo em vários grupos taxonômicos, 
como Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma cruzi, Leisch-
mania major, Cyanidioschyzon merolae e Plasmodium falcipa-
rum, sugere que essas não são essenciais. No entanto, a análise 
filogenética indica que o último ancestral comum eucarionte já 
possuía uma via simplificada do mecanismo de RNAi, sendo que 
alguns organismos perderam determinados genes envolvidos nesse 
mecanismo durante a evolução (Cerutti e Casas-Mollano, 2006). 

Desde a sua descoberta, postulou-se que uma das pri-
meiras funções da maquinaria de RNAi era defender as células 
contra parasitas genômicos, como elementos transponíveis e vírus 
(Buchon e Vaury, 2005; Grant, 1999; Waterhouse et al., 2001). 
Essa função manteve-se conservada entre os eucariotos (Cerutti 
e Casas-Mollano, 2006), sendo que novas funções começaram a 
ser associadas ao mecanismo de RNAi, como o controle de regi-
ões heterocromáticas (Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et 
al., 2005), ou mesmo a regulação de expressão gênica através de 
miRNAs (Rana, 2007). De fato, os miRNAs foram identificados 
apenas em plantas e animais multicelulares, mas estão aparente-
mente ausentes em vários eucariotos unicelulares, como S. pombe 
e T. brucei (Djikeng et al., 2001; Reinhart e Bartel, 2002). 

Existem evidências de que o sistema de regulação por 
RNAs foi essencial para a evolução de organismos multicelu-
lares complexos e para a expansão da complexidade fenotípica 
(Mattick, 1994; Mattick, 2004; Mattick e Gagen, 2001). Uma 
dessas evidências é a proporção de genes codificantes de proteínas 
que diminui em função da complexidade do organismo (Taft e 
Mattick, 2003). Além disso, os sinais regulatórios dos RNAs são 
processados em paralelo com os sinais protéicos, sendo que sinais 
provenientes dos RNAs regulatórios são capazes de interferir com 
a regulação de genes codificadores de proteínas independente-
mente das características bioquímicas da proteína-alvo (Mattick, 
1994; Mattick e Gagen, 2001). Essa capacidade de regulação 
independente da característica bioquímica fez com que alguns 
pesquisadores se referissem à regulação via RNA como “regula-
ção digital”, enquanto as proteínas seriam as responsáveis pela 

“regulação analógica” (Mattick, 2004). O mecanismo de RNAi 
em especial possui uma alta flexibilidade regulatória, pois uma 
mesma base protéica (o complexo RISC) pode ser utilizada para 
a regulação de todo o genoma, sendo apenas necessário substituir 
o miRNA acoplado ao complexo. 

Apesar de que o sistema de silenciamento por RNA seja 
considerado um mecanismo altamente conservado, ainda existem 
dúvidas sobre a sua presença nos organismos procariotos. Pequenos 
RNAs não codificantes são encontrados em bactérias há algum 
tempo (Gottesman, 2005; Wagner et al., 2002; Wagner e Brantl, 
1998), entretanto não se sabe se o mecanismo pelo qual esses RNAs 
controlam a expressão de proteínas está relacionado com o silen-
ciamento gênico tal como ele é observado nos eucariotos. Proteínas 
similares às Argonautas são encontradas em arqueobactérias e em 
Aquifex (Anantharaman et al., 2002; Cerutti et al., 2000). Essas 
versões ancestrais da proteína argonauta possuem apenas o domínio 
protéico PIWI, faltando o domínio PAZ, responsável pela ligação 
a pequenos RNAs (Anantharaman et al., 2002). Dessa maneira, 
acredita-se que elas seriam capazes de se ligar e quebrar moléculas 
de RNA, mas sem serem guiadas por pequenos RNAs.

Alguns pesquisadores sugerem que agrupamentos de pe-
quenas sequências palindrômicas (“clustered regularly interspaced 
short palindromic repeats”, ou CRISPRs) poderiam atuar como 
um mecanimo de RNAi em procariotos, conferindo resistência a 
infecções virais (Makarova et al., 2006; Sorek et al., 2008). Os 
CRISPRs estão presentes em várias bactérias e em quase todas as 
arqueobactérias (Sorek et al., 2008), sendo considerado um dos 
sistemas de defesa antiviral mais antigo do mundo microbiano 
(Makarova et al., 2006). Essas sequências seriam capazes de de-
terminar a especificidade de uma resposta imune em procariotos, 
protegendo esses organismos contra bacteriófagos (Barrangou et 
al., 2007). Embora esteja voltado principalmente para a defesa 
antiviral, sugere-se que os CRISPRs seriam capazes de controlar 
genes endógenos, de maneira análoga ao sistema de RNAi em 
eucariotos. De fato, alguns autores demonstram que até 35% dos 
CRISPRs são complementares a genes cromossômicos bacte-
rianos, reforçando a teoria de que os CRISPRs seriam capazes 
de atuar no controle da expressão de genes da própria bactéria 
(Horvath et al., 2008; Mojica et al., 2005). Muitos avanços foram 
obtidos na compreensão dessas sequências palidrômicas. Entre-
tanto, ainda existem dúvidas se elas seriam capazes de funcionar 
como um sistema de silenciamento.

4.5. O RNAi na Terapia Gênica 

Apesar da demonstração da existência de RNAi em célu-
las de mamíferos ter sido relatada recentemente (Elbashir et al., 
2001), estratégias terapêuticas que exploram essa via se mostram 
muito promissoras, principalmente no caso de doenças humanas 
refratárias aos medicamentos existentes. Em 2003, foi apresentada 
a primeira evidência in vivo da eficácia do uso de duplexes de 
siRNA no tratamento de hepatite severa em camundongos (Song 
et al., 2003). O fato dessas moléculas sintéticas de siRNA serem 
incorporadas em uma via de sinalização intracelular com relativa 
facilidade propiciou a elaboração de estratégias que empregam 
a administração de siRNA para o silenciamento de genes cuja 
ativação relaciona-se de alguma forma ao desenvolvimento de 
uma enfermidade. Atualmente já foram publicados mais de 100 
artigos científicos relatando o funcionamento de RNAi direta-
mente com experimentos em animais, alguns cujo gene alvo do 
silenciamento pode trazer benefícios terapêuticos. Várias empre-
sas farmacêuticas já concluíram testes pré-clínicos em animais e 
já estão realizando protocolos clínicos de fase I (para avaliação de 
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segurança) em humanos empregando siRNA como molécula para 
a terapia. De fato, vários são os problemas de saúde que resultam 
de expressão aumentada de um ou mais genes, como as neoplasias 
malignas, hipercolesterolemia e infecções virais, dentre outros, e 
o uso de siRNA nesses casos é promissor (Menck, 2006). 

Por outro lado, alguns fatores devem ser cuidadosamente 
analisados no uso racional de siRNAs como moléculas terapêu-
ticas. Muitos trabalhos já relataram, por exemplo, a redução na 
expressão de genes diferentes do alvo do siRNA utilizado, efeito 
esse denominado de “off-target” (Jackson et al., 2003). Especula-
se que esse efeito seja resultado do reconhecimento de sequências 
similares, mas não idênticas (i.e, complementação apenas parcial), 
ao alvo localizadas na região 3’ não traduzida de diversos genes, 
através de mecanismo similar ao de miRNA. Ainda, a instabilidade 
estrutural da molécula na circulação sanguínea periférica, conse-
quência da ação de nucleases, o alcance e penetrância do duplex 
nos tecidos alvos, além da possível ativação do sistema imune 
representam barreiras que devem ser contornadas para garantir 
o sucesso de terapias que exploram o mecanismo de RNAi (de 
Fougerolles et al., 2007). 

Paradoxalmente, evidências de que pequenos RNAs re-
gulam positivamente a ativação de genes cognatos foram recen-
temente descritas (Janowski et al., 2007; Kuwabara et al., 2004; 
Li et al., 2006) e cunhou-se o termo “RNA activators” (RNAa) 
para designar essas moléculas. Embora essa hipótese não seja 
facilmente aceita pela comunidade científica, é razoável supor 
que a complexidade do sistema de regulação gênica por pequenos 
RNAs vá além do que já conhecemos e, consequentemente, a in-
vestigação cautelosa de possíveis efeitos secundários por siRNAs 
devem ser considerados tanto nos estudos in vitro como in vivo.

4.6. Conclusões

Até poucos anos atrás, a molécula de RNA era vista basi-
camente como a molécula intermediária sintetizada no momento 
em que a informação biológica flui do DNA para proteína, sendo 
esse o cerne do funcionamento celular. De fato, foi relativamente 
fácil entre os biologistas assumir e generalizar que genes eram 
“sinônimos” à informação necessária para a síntese de proteínas, 
sendo essa premissa verdadeira para procariotos cujo genoma 
é formado quase que unicamente por sequências gênicas co-
dificadoras de proteínas. Contudo, inúmeras são as evidências 
de que eucariotos, organismos nos quais o genoma apresenta 
poucas sequências codificadoras, apresentam mecanismos mais 
complexos que controlam a expressão gênica. Nesse sentido, em 
1969, foi proposto que o RNA controla a expressão de certos 
genes em células eucarióticas (Britten e Davidson, 1969); en-
tretanto, com a descoberta dos fatores de transcrição, a idéia de 
silenciamento gênico por RNA através da complementaridade 
entre DNA-RNA permaneceu no ostracismo por alguns anos até 
a década de 90, quando os RNA não codificantes apareceram 
como reguladores essenciais da expressão gênica em diferentes 
processos biológicos. 

O mecanismo de RNAi foi descrito nos eucariotos como 
uma versão mais elaborada do processo de degradação das molé-
culas de RNA. Uma das primeiras funções desse mecanismo foi 
defender o genoma contra fagos e transposons, sendo que outras 
funções também foram atribuídas ao sistema de silenciamento, 
como a manutenção da estrutura heterocromática e o controle da 
expressão gênica via miRNAs. Existem evidências de que a regu-
lação por RNAs foi essencial para o surgimento da complexidade 
dos organismos multicelulares. Apesar de altamente conservado, 
existem dúvidas de que o mecanismo de RNAi exista nos orga-

nismos procariotos, sendo possível, porém, que esses organismos 
possuam um sistema análogo ao encontrado nos eucariotos. 

Atualmente, o fenômeno de RNAi começa a revolucionar 
a Biologia experimental desde os organismos unicelulares até os 
pluricelulares. A compreensão desse mecanismo permitiu que o 
mesmo fosse utilizado tanto na ciência básica, como estratégia 
alternativa de “knock-down” gênico, como na ciência aplicada, 
onde a administração de pequenas moléculas de siRNA surge como 
alternativa promissora no tratamento de doenças caracterizadas 
pela expressão aberrante de determinados genes. De fato, após a 
demonstração da participação de dsRNA no silenciamento de genes 
em petúnia e C. elegans, a molécula de RNA passou a ser vista com 
outros olhos - assim como o dogma central da biologia molecular.
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“Triste não é mudar de idéias. Triste é não ter idéias para mudar.” (Barão de Itararé)

5.1. Histórico

 Após a redescoberta das Leis de Mendel, no início século XX, 
o grande desafio no meio científico era a identificação da composição 
química dos genes. Ainda no início dos anos 1900, desconfiava-se 
que os genes estavam nos cromossomos: Sutton e Boveri demons-
traram independentemente que havia um paralelismo entre os fatores 
hereditários de Mendel e o comportamento dos cromossomos na 
meiose e na fertilização (Sutton, 1902; Boveri, 1902). Devido ao 
fato de os cromossomos serem constituídos de ácidos nucléicos e 
proteínas, postulava-se que uma dessas macromoléculas poderia ser 
a matéria-prima dos genes. Como o DNA é uma molécula quimica-
mente homogênea e estável, enquanto as proteínas apresentam uma 
grande variedade estrutural, muitos pesquisadores naquele período 
acreditavam que eram as proteínas que carregavam a informação 
genética. Experimentos realizados por Griffith, Avery, McLeod e 
McCarty durante as décadas de 1940 e 1950 mostraram elegantemen-
te que o DNA é o material genético das células. Em 1953, Watson 
e Crick apresentaram a estrutura de dupla hélice do DNA baseada 
em dados de difração de raios X. O modelo proposto era condizente 
com todas as propriedades físico-químicas do DNA. Além disso, 
através do modelo da dupla hélice, Watson e Crick previram que a 
replicação do DNA seria semi-conservativa (isto é, cada uma das 
duas fitas de uma molécula de DNA serve como molde para a síntese 
de uma nova cadeia), como realmente foi comprovado cinco anos 
mais tarde por Meselson e Stahl (1952). O modelo da dupla hélice 
também é coerente com a expressão do gene em proteínas. 
 Apesar da enorme relevância do modelo da dupla hélice, 
Watson e Crick não imaginaram que existisse nas células um grande 
gasto de energia metabólica para reparar lesões e, consequente-
mente, manter estáveis as informações contidas na sequência de 
bases do DNA (Watson e Crick, 1974). O início da descoberta de 
processos de reparo de DNA ocorreu no final da década de 1940, 
uma descoberta acidental em experimentos com outros propósitos, 
nos quais se verificou que alguns organismos (fungos e bactérias), 
quando mantidos na luz solar (próximo à janela), se mostravam 
menos sensíveis a irradiação ultravioleta, fenômeno conhecido 
como fotorreativação. No entanto, apenas na década de 1960 é 
que começou a ficar claro que a célula possui vários sistemas para 
proteção do genoma (para uma interessante leitura dos processos de 
descoberta, recomendamos a leitura do livro de Friedberg, 1997). 
Em parte por seu grande tamanho (na célula humana, temos um 
genoma com três bilhões de pares de base), o genoma não é muito 
estável, sofre alterações durante sua própria síntese ou é alvo da 

ação de vários agentes físico-químicos provenientes do ambiente 
externo ou mesmo endógenos, produtos do próprio metabolismo 
celular. Descreveremos, a seguir, a série de mecanismos, muitas 
vezes redundantes, que as células possuem e que reparam essas 
lesões. Na ausência desse processo de reparo, as lesões podem 
afetar o processo de replicação e transcrição, podendo levar à morte 
celular ou, então, fixar-se alterando a sequência do DNA original, ou 
seja, resultando em mutações. Se, por um lado, as mutações são em 
geral deletérias, elas geram diversidade genética. Logo, do delicado 
balanço entre correção de lesões e a formação das mutações resulta 
a manutenção da vida e o processo de evolução dos seres vivos.

5.2. Mutagênese

 Mutações são mudanças permanentes que ocorrem nos ge-
nes. Os genes presentes nas células são compostos por polímeros 
de desoxirribonucleotídeos de timina, adenina, citosina e guanina 
e as mutações são alterações nas sequências de bases nitrogena-
das dos genes. Mutações originam variações do mesmo gene, 
os alelos. As diferentes formas alélicas estão sujeitas à seleção 
natural, constituindo-se, portanto, no substrato para a evolução 
adaptativa. O alelo de um dado gene que confere maior vantagem 
adaptativa ao indivíduo sofre pressão seletiva positiva (Griffiths 
et al., 1999). Mesmo que não haja diferenças em termos adap-
tativos, os alelos novos podem aumentar sua frequência através 
do processo conhecido como deriva genética (genetic drift, em 
inglês). Novos alelos podem ser introduzidos em uma população 
através de migração, mas sempre são originados em uma espécie 
através de mutação, que pode ser considerada como a única fonte 
de variabilidade genética.
 As mutações podem ser classificadas como induzidas 
ou espontâneas (Friedberg et al., 2006). As mutações indu-
zidas são produzidas por diferentes agentes físico-químicos, 
denominados mutagênicos. Por outro lado, as mutações ditas 
espontâneas podem resultar de erros independentes da ação de 
agentes físico-químicos ocorridos durante a replicação do DNA. 
Também podem ser consideradas como espontâneas as mutações 
que são causadas por agentes mutagênicos presentes no ambiente 
celular, incluindo aqueles provenientes do próprio metabolismo 
da célula. Operacionalmente, é impossível mostrar se uma dada 
mutação foi causada por um erro ocorrido durante a replicação ou 
se foi induzida por um agente físico-químico. Portanto, há dois 
processos necessários para que ocorra uma mutação: (a) erros de 
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Figura 5.1. Atividades enzimáticas da polimerase III do DNA 
de Escherichia coli. Figura 5.2. Reparo de emparelhamento errado.

incorporação dos nucleotídeos durante a replicação do DNA; e 
(b) lesão em um nucleotídeo que, após um ciclo replicativo, não 
foi reparada. Analisemos inicialmente o primeiro mecanismo.
 A replicação é um processo extremamente eficiente. Em 
termos quantitativos, somente um a cada 109 a 1010 nucleotídeos 
incorporados pela polimerase do DNA ocorre de maneira incor-
reta (o significado do termo “incorporação incorreta”, utilizado 
neste texto, refere-se a incorporações de nucleotídeos que não 
obedecem ao emparelhamento proposto por Watson e Crick). Na 
Figura 5.1, é esquematizada uma incorporação incorreta, ou seja, 
um nucleotídeo de citosina foi incorporado, quando o correto seria 
um de adenina. 
 Essa grande eficiência do processo replicativo pode ser 
explicada por três motivos. Em primeiro lugar, a subunidade 
catalítica da polimerase do DNA (representada na Figura 5.1 
por um círculo cinza claro) é relativamente eficiente por si só, 
mas não é tão precisa quanto à replicação como um todo. A 
subunidade catalítica da polimerase do DNA comete um erro a 
cada 104 a 105 nucleotídeos adicionados. Além da subunidade 
catalítica, a polimerase do DNA possui uma subunidade revisora 
capaz de clivar ligações fosfodiéster no sentido 3’→	5’ (Figura 
5.1, círculo cinza escuro). Quando um nucleotídeo é incorporado 
incorretamente (Figura 5.1), ocorre uma pequena distorção na 
estrutura do DNA, reconhecida pela subunidade catalítica que se 
move no sentido contrário à polimerização. A subunidade revisora 
cliva, então, o nucleotídeo incorporado incorretamente, dando 
“uma nova chance” para a polimerase do DNA. Em sistemas in 
vitro, foi possível estimar que a polimerase do DNA incorpora 
um nucleotídeo errado a cada 107 a 108, o que é um índice ainda 
inferior àquele observado a cada ciclo replicativo.
 A polimerase do DNA pode incorporar erradamente nucle-
otídeos devido ao fato de as bases nitrogenadas poderem assumir 
diferentes configurações, algumas das quais poderem alterar o em-
parelhamento normal das bases. Essas diferentes formas das bases 
nitrogenadas são denominadas tautômeros, um tipo de isômero. 
As bases nitrogenadas descritas pelo modelo da dupla hélice do 
DNA de Watson e Crick estão na forma enólica. Quando as bases 
nitrogenadas estão na forma imino, elas tendem a emparelhar-se 
com bases diferentes, ocasionando uma incorporação errada pela 
polimerase do DNA. Esses tautômeros ocorrem em um equilíbrio 
dinâmico, em que as bases nitrogenadas permanecem a maior 
parte do tempo na forma enólica (em uma razão 10.000 para 1, o 
que explica a taxa de erro de 1 para 104).
 Após cada ciclo replicativo, existe um período de tempo 
em que cada nucleotídeo incorporado incorretamente pode ser 

removido e substituído pelo correto por um sistema denominado 
reparo por emparelhamento errado de bases (mismatch repair, em 
inglês). Em Escherichia coli, esse sistema de reparo pode atuar 
graças à ação de uma metilase de DNA, que catalisa a metilação 
de adenina presente em determinadas sequências. A metilação 
de uma adenina permite à célula distinguir a cadeia molde (me-
tilada) da cadeia recém-sintetizada e, dessa maneira, remover o 
nucleotídeo incorporado incorretamente da cadeia nova, e não da 
cadeia molde. Na Figura 5.2A, a cadeia molde é a inferior, pois 
está metilada na sequência palindrômica e a incorporação errada 
deu-se pela adição de uma guanina emparelhada com uma timina 
(emparelhamento descrito com fontes cinza claro). 
 Ao analisarmos a molécula de DNA da Figura 5.2A, po-
deríamos pensar que um nucleotídeo de timina foi incorporado 
erradamente. Sabemos que esse não é o caso, porque a cadeia 
molde é a inferior, já que está metilada. Uma série de enzimas 
desse sistema de reparo remove uma parte da cadeia recém-
sintetizada (Figura 5.2B) permitindo que uma outra polimerase 
do DNA incorpore um oligonucleotídeo correto (Figura 5.2C). 
Após alguns instantes, a cadeia recém-sintetizada também é me-
tilada e a célula não tem mais condições de distinguir a cadeia 
molde da cadeia recém-sintetizada. Portanto, o sistema de reparo 
por emparelhamento errado de bases tem alguns instantes após 
o término da replicação para atuar. Se o sistema de reparo não 
funcionar nesse curto espaço de tempo, a fita de DNA recém-
sintetizada (representada pela cadeia superior na Figura 5.2A) 
será metilada resultando em mutação. Como dito anteriormente, 
esses erros ocorrem em uma frequência muito baixa e são, em 
parte, responsáveis pelas mutações espontâneas (Modrich, 1991).
 Outro mecanismo que pode provocar uma mutação é o que 
envolve a formação de lesões no DNA. O esquema da Figura 5.3 
serve como um exemplo para abordar vários conceitos comuns 
à mutagênese induzida por lesões, embora variações possam 
ocorrer. No exemplo da Figura 5.3, está representada uma lesão 
na base nitrogenada guanina, assinalada em destaque e com um 
asterisco. Nesse caso, a lesão na guanina faz com que essa base 
tenda a emparelhar-se com a timina, e não com a citosina, como 
ocorre com a guanina não modificada. Portanto, após o término 
de um ciclo replicativo, se a referida lesão não for reparada, um 
nucleotídeo de timina será incorporado à nova cadeia, em oposição 
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Figura 5.3. Mecanismo de mutagênese.

à guanina lesionada (Figura 5.3), constituindo uma alteração na 
informação genética e, consequentemente, uma mutação. Após 
o término do segundo ciclo replicativo (Figura 5.3), é possível 
observar que o par GC foi alterado para um par AT. É importante 
observar que uma lesão, por si só, não se constitui em uma muta-
ção. A lesão só induzirá uma mutação se, após um ciclo replica-
tivo, ela não for reparada. Outro ponto que deve ser ressaltado é 
que nem toda lesão é mutagênica. Por exemplo: se uma lesão na 
guanina gerar um produto que ainda tende a emparelhar-se com a 
citosina, então a referida lesão não será mutagênica. Voltaremos a 
tratar esse assunto após analisar as lesões induzidas por diferentes 
agentes mutagênicos (Friedberg et al., 2006; Griffiths et al., 1999).
 Na mutação esquematizada na Figura 5.3, uma guanina, 
que é uma purina, foi substituída por uma timina—uma pirimi-
dina. Substituições desse tipo (ou seja, de um derivado de purina 
por um derivado de pirimidina ou vice-versa) são denominadas 
transversões, enquanto substituições de uma purina por uma pu-
rina diferente ou de uma pirimidina por uma pirimidina diferente 
são denominadas transições (Tabela 5.1).
 Mutações pontuais (transições ou transversões) podem 
alterar a sequência de nucleotídeos de um gene sem alterar a 
sequência de aminoácidos de uma proteína. Esse fato pode ser 
explicado pela degeneração do código genético. Isso significa que 
mais de um códon pode codificar para um mesmo aminoácido. 
Por exemplo, os códons AGA, AGG, CGG, CGA, CGU e CGC 
codificam para arginina no código genético padrão. Dessa forma, a 
ocorrência de uma única mutação em um gene com o códon AGG 
envolvendo a substituição de adenina por citidina não ocasionará 
a alteração na sequência de aminoácidos da proteína codificada 
pelo referido gene. Como a maioria dos casos de degeneração 
envolve a terceira posição do códon, na maior parte das vezes, a 
substituição de nucleotídeos nessa posição não leva à alteração 
dos aminoácidos da proteína. Uma substituição de nucleotídeo 
que não provoca uma alteração na sequência de aminoácidos da 
proteína correspondente é denominada “mutação silenciosa”. Em 
contraposição às mutações silenciosas, mutações que alteram a 
sequência de aminoácidos de uma proteína são denominadas 

“mutações de sentido alterado” (missense mutations, em inglês; 
Griffiths et al., 1999).
 Os nucleotídeos presentes em posições de degeneração 
têm uma pressão seletiva relativamente baixa, dado que algumas 
substituições de bases não alteram a proteína expressa pelo re-
ferido gene. Dessa forma, quando comparamos as sequências de 
genes de diferentes organismos, existe uma grande variação nas 
posições de degeneração (ver Capítulo 7).
 Algumas substituições de nucleotídeos podem provocar 
o aparecimento prematuro de um códon de terminação (códons 
“stop”, UAA, UAG e UGA, no código genético padrão) em 
alguns genes. Esse tipo de mutação é chamada de “mutação sem 
sentido” (nonsense mutation, em inglês). O códon CAG, por 
exemplo, de um gene codifica para glutamina. A substituição do 
primeiro nucleotídeo por um de timidina gera um códon UAG, 
que codifica para o término da síntese protéica. Dessa forma, a 
proteína gerada por essa mutação será truncada e menor do que 
a original: todos os aminoácidos codificados por códons pos-
teriores à mutação não serão incorporados à proteína mutante. 
Em geral, esse tipo de mutação gera proteínas com baixa ou 
nenhuma atividade.
 Até aqui, analisamos diferentes tipos de substituições de 
bases, chamadas de “mutações pontuais”. Outros tipos de muta-
ções são as inserções e as deleções, que envolvem a adição ou 
a remoção de nucleotídeos em uma determinada sequência de 
DNA. As inserções ou deleções que não envolvem múltiplos de 
três nucleotídeos provocam uma alteração no quadro de leitura 
de um gene. Um exemplo é a inserção de quatro nucleotídeos 
(sublinhados) no gene cujo mRNA está representado abaixo:

mRNA original: CGU AUA UCC UAU GCC CCU GAC
Proteína original: Arg Ile Ser Tyr Gly Pro Asp 
mRNA mutante: CGU AUA UCU AUC CUA UGC CCC UGA C
Proteína mutante: Arg Ile Ser Ile Leu Cy Pro PARADA

 Essa inserção levou à alteração do quadro aberto de leitura 
(open reading frame, em inglês), tendo como uma das consequ-
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ências o surgimento de um códon de parada onde originalmente 
estava um códon que sinalizava a inserção de aspartato.
 As deleções e inserções de nucleotídeos em números 
que não são múltiplos de três, em regiões codificadoras para 
polipeptídeos, levam a uma alteração de toda a proteína após 
a mutação, pois alteram o quadro aberto de leitura de um gene 
e podem provocar o aparecimento prematuro de um códon de 
terminação. Por esses motivos, inserções e deleções também são 
tipos de mutações que têm maiores probabilidades de resultar em 
proteínas com baixa ou nenhuma atividade.
 No caso de organismos multicelulares, mutações podem 
ocorrer em células somáticas ou em células germinativas (células 
que sofrerão meiose originando os gametas do indivíduo). No 
primeiro caso, os efeitos da mutação serão sentidos somente pelo 
indivíduo e não por sua progênie. Como as células somáticas se 
dividem por mitose, todas as células originadas da célula mutada 
apresentarão o mesmo fenótipo, constituindo um clone. Como 
veremos adiante, mutações somáticas em alguns genes podem 
originar tumores. 
 Uma mutação em células da linhagem germinativa produz 
gametas mutantes. Se o gameta mutante participa da fertilização, 
então a mutação passará para todas as células do descendente. 
O efeito da mutação em células da linhagem germinativa não é, 
portanto, sentida pelos pais, mas pode afetar todas as células dos 
filhos. As mutações nas células somáticas, por sua vez, podem 
afetar os pais, mas não interferem na geração seguinte. 

5.3. Reparo de Lesões na Molécula de DNA

 As células dos seres vivos estão constantemente ameaçadas 
por uma imensa variedade de agentes físico-químicos e biológicos 
que podem provocar alterações permanentes nos genes, se não 
forem reparadas antes do término da replicação. Vamos agora 
analisar algumas dessas lesões para exemplificar seus mecanismos 
celulares de reparo (Friedberg et al., 2006; Sancar e Sancar, 1988).

5.3.1. Reparo por excisão de bases
 Uma das lesões que ocorre espontaneamente nas células 
é a quebra da ligação que une as bases purínicas à desoxirribose 
(ligação N-glicosídica). Esse processo chama-se despurinação 
e gera o aparecimento de sítios apurínicos (sítios AP) no DNA 
(Figura 5.4A). Como exemplo, em uma célula humana mantida 
a temperatura de 37 ºC, há o aparecimento de cerca de 10.000 
sítios AP no genoma a cada 24 horas (Lindahl e Nyberg, 1972). 
O aparecimento de sítios AP também pode ser induzido por 

Tabela 5.1. Mutações pontuais.

Figura 5.4. Exemplos de lesões. A seta indica o ponto em que a 
endonuclease AP atua.

agentes mutagênicos, como a aflatoxina B1 (metabólito do fungo 
Aspergillus flavus, que infecta amendoim) que, ao se adicionar na 
posição 7 da guanina, fragiliza a respectiva ligação N-glicosídica. 
Sítios AP também podem ser gerados pela ação de um grupo de 
enzimas denominadas glicosilases do DNA, assim chamadas 
pelo fato de catalisarem a clivagem da ligação que une bases 
nitrogenadas à desoxirribose. Existem muitos tipos diferentes 
de glicosilases do DNA, com diferentes especificidades, como 
as glicosilases da N1-metilguanina, da N3-metilguanina e da 
N7-metilguanina (Figura 5.5). Essas três enzimas são capazes de 
reconhecer diferenças, como metilações em posições diferentes 
da guanina. 
 Outro exemplo desse tipo de enzima é a glicosilase da 
uracila. Essa enzima reconhece uracilas formadas no DNA pela 
desaminação de citosina. A desaminação de bases nitrogenadas 
pode ocorrer espontaneamente, mas, como no caso da despu-
rinação, pode ser acelerada por agentes mutagênicos, como as 
nitrosaminas, compostos encontrados na fumaça de cigarros.
 Os sítios AP, gerados espontaneamente pela ação de 
agentes mutagênicos ou pela ação de glicosilases do DNA, são 
reconhecidos por outros tipos de enzimas (conhecidas como endo-
nucleases de sítio AP) que clivam a ligação fosfodiéster adjacente 
ao sítio AP (Figura 5.4A, seta cinza). As enzimas glicosilase do 
DNA e endonuclease AP fazem parte de um sistema denominado 
reparo “por excisão de bases” (Figura 5.6). O primeiro passo 
desse sistema de reparo envolve o reconhecimento da lesão pela 
glicosilase do DNA, a qual cliva a ligação N-glicosídica, que une 
a base lesionada ao açúcar. O sítio AP gerado é então reconhecido 
pela endonuclease AP, a qual cliva uma ligação fosfodiéster. O 
resíduo 2’-desoxirribose-5-fosfato desprovido da base nitroge-
nada é removido pela enzima fosfodiesterase da 5’-desoxirri-
bose (dRPase). O término do reparo é executado pelas enzimas 
polimerase do DNA e ligase do DNA (Figura 5.6). Em alguns 
casos, como no da enzima endonuclease III de Escherichia coli, 
uma única proteína pode ter as atividade de glicosilase do DNA 
e endonuclease AP. O fato de existir um repertório muito grande 
de diferentes tipos de glicosilases do DNA, cada uma específica 
para uma determinada lesão, indica que as células gastam muita 
energia para executar o reparo por excisão de bases. Esse é um 
dos casos que mostram o grande dispêndio energético realizado 
pelas células na manutenção da informação genética, representada 
pela sequência de nucleotídeos dos genes.
 Outro exemplo notável desse enorme gasto de energia para 
manter a informação genética estável é o reparo da lesão 8-oxo-
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Figura 5.5. Pontos de adição de grupos metila à guanina e enzi-
mas de reparo envolvidas.

Figura 5.6. Reparo por excisão de base. Figura 5.7. Reparo por excisão de nucleotídeo.

guanina. Essa é uma das várias lesões induzidas por radicais livres 
de oxigênio. Essas substâncias são geradas como subprodutos 
secundários da cadeia respiratória mitocondrial. Um dos radicais 
livres de oxigênio, o radical hidroxila, é uma das substâncias mais 
reativas que se conhece, podendo provocar diferentes lesões em 
bases nitrogenadas, desoxirribose e fosfato. O ataque do radical 
livre hidroxila na posição 8 da guanina induz a formação do 
produto 8-oxoguanina, que tende a emparelhar-se com a adeni-
na, e não com a citosina. Outros oxidantes produzidos durante o 
metabolismo celular, como o oxigênio singlete e o peroxinitrito, 
também podem induzir a formação de 8-oxoguanina. Em Esche-
richia coli, existem três vias que podem reparar essa lesão: (1) 
uma glicosilase que remove 8-oxoguanina; (2) uma glicosilase que 
remove a adenina emparelhada erradamente com 8-oxoguanina; 
e (3) uma enzima que degrada o nucleotídeo 8-oxoGTP, antes de 
ele ser incorporado a uma cadeia de DNA. Portanto, existem três 
vias envolvidas na eliminação do acúmulo da mesma lesão. Como 
mencionado anteriormente, a redundância no reparo de lesões é 

um fenômeno frequente e, mais uma vez, ilustra a enorme pressão 
de seleção que existe no sentido de manter a informação genética 
íntegra (Michaels et al., 1992; Sakumi et al., 1993).
 Radicais livres também podem provocar lesões na deso-
xirribose dos nucleotídeos. Quando o radical hidroxila ataca o 
carbono 1’ da desoxirribose, a ligação n-glicosídica enfraquece, 
podendo ocorrer a liberação da base nitrogenada correspondente. 
O sítio AP gerado pode ser então reparado pelo sistema de excisão 
de bases esquematizado na Figura 5.6. O radical livre hidroxila 
pode atacar outros carbonos da desoxirribose, como o carbono 4’. 
Nesse caso, há uma quebra da ligação fosfodiéster, provocando 
quebras simples no esqueleto do DNA (Demple e Harrison, 1994).

5.3.2. Reparo direto
 Agentes alquilantes, como nitrosaminas, derivados de 
hidrazina e nitrosoguanidinas, aumentam a taxa de mutação ao 
induzirem a adição de grupos alquila (por exemplo, metila e 
etila) em bases nitrogenadas. Em geral, a guanina é a base mais 
susceptível à alquilação e, no caso da metilação, a adição pode 
dar-se em diferentes posições, originando diferentes produtos 
(Figura 5.5). A metilação no oxigênio da posição 6 da guanina é 
extremamente mutagênica, pois o produto O6-metilguanina tende 
a emparelhar-se com timina (Figura 5.4B). O reparo dessa lesão 
não envolve a ação de uma glicosilase, como no caso da metilação 
nas posições 1, 3 e 7 da guanina. Nesse caso, uma proteína de-
nominada transferase da O6-metilguanina remove o grupo metila 
adicionado ao oxigênio da posição 6, restaurando a guanina não 
modificada. O reparo de O6-metilguanina também demonstra o 
enorme gasto metabólico envolvido na manutenção da informação 
genética: para cada metilguanina reparada, uma transferase da O6-
metilguanina é gasta. O grupo metila removido pela transferase da 
O6-metilguanina é transferido para uma cisteína da própria enzima 
e esta torna-se inativa. Como o reparo de O6-metilguanina não 
envolve a remoção de qualquer componente dos nucleotídeos que 
fazem parte de uma molécula de DNA (base, 2’-desoxirribose e 
fosfato), esse sistema é denominado direto (Singer, 1975).
 Outros produtos resultantes da metilação da guanina na 
posição 8 também foram descritos (Figura 5.5; Augusto et al., 
1992; Netto et al., 1992). Recentemente, foi sugerido que a en-
zima AlkA (N-glicosilase II da 3-metiladenina) de Escherichia 
coli pode atuar sobre essa lesão, mas como a eficiência de reparo 
é muito menor do que o reparo de 3-metiladenina, esse é um 
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Figura 5.8. Reparo de lesões que induzem espaços em branco 
nas cadeias de DNA.

ponto ainda a ser melhor investigado (Gasparutto et al., 2002). 
De qualquer forma, é interessante ressaltar que a posição 8 da 
guanina parece ser particularmente suscetível ao ataque de radicais 
livres, como o radical hidroxila (gerando 8-oxoguanina), o radical 
metila (gerando 8-metilguanina) e o radical nitrosila (gerando 
8-nitrosoguanina).
 Recentemente foi descoberto um segundo tipo de reparo 
direto de bases metiladas (Trewick et al., 2002; Falnes et al., 
2002). Esse sistema envolve uma única proteína (codificada pelo 
gene alkB em bactérias), cuja função se estudava, sem sucesso, há 
mais de 30 anos. Através do emprego de ferramentas da bioinfor-
mática, verificou-se que AlkB pertence a uma família de proteínas 
dependentes de alfa-cetoglutarato e ferro (II). Assim, com a adição 
desses compostos na reação de reparo in vitro foi demonstrado 
que essa enzima catalisa a eliminação do grupo metila das bases 
lesadas 1-metil-adenina e 3-metil-citosina, revertendo a adenina 
e citosina, respectivamente. Essa reação é dependente de alfa-
cetoglutarato, ferro (II) e oxigênio, sendo que a catálise oxida o 
grupo metila a formaldeído, revertendo a lesão para a base não 
modificada. Como não há quebras de ligações químicas durante 
esse processo, este é mais um tipo de reparo direto. É importante 
ressaltar que o reparo oxidativo é muito conservado (há proteínas 
homólogas a AlkB em células humanas) e atua em moléculas 
de DNA e também de RNA contendo bases metiladas, em um 
primeiro caso conhecido de reparo de RNA (Falnes et al., 2007). 
Considerando que o RNA foi a molécula biológica primordial 
(ver Capítulo 2), esses dados podem ter importantes implicações 
evolutivas.
 A luz solar possui componentes de luz dentro do espectro 
de comprimento de onda da radiação ultravioleta (UV), sendo 
que luz UVB (280-320 nm) e UVA (320 a 400 nm) atingem a 
superfície da Terra e podem causar lesões no DNA. As lesões 
induzidas por luz UV mais frequentemente citadas são os díme-
ros de pirimidina (Figura 5.4C), que são o produto de ligações 
covalentes entre duas bases pirimídinicas adjacentes no DNA. Os 
dímeros de pirimidina podem ser formados por ligações entre os 
carbonos 5 e 6 dos dois anéis pirimidínicos (Figura 5.4C) ou entre 
o carbono 4 de uma pirimidina e o 6 da pirimidina adjacente. Tanto 
citosina como timina podem fazer parte dos possíveis dímeros de 
pirimidina. O reparo dos dímeros de pirimidina pode envolver a 
ação da enzima fotoliase, que não remove componentes dos nu-
cleotídeos (bases nitrogenadas, desoxirribose ou fosfato), também 
sendo considerado, por isso, um tipo de reparo direto. A fotoliase 
reconhece o dímero de timina e restaura os dois monômeros de 
pirimidina, utilizando energia obtida de luz visível. A luz visível 
ativa cofatores (flavinas) da fotoliase para um estado excitado 
(um radical livre), que atua, então, sobre o dímero, revertendo 
às bases originais. Esse tipo de reparo (também conhecido como 
fotorreativação) é encontrado em bactérias, eucariontes (incluindo 
mamíferos marsupiais) e mesmo alguns vírus, sendo que as en-
zimas fotoliases são em geral muito conservadas. Curiosamente, 
no entanto, por motivos desconhecidos, o gene correspondente 
à fotoliase foi perdido durante a evolução de mamíferos placen-
tários, de modo que esse tipo de reparo está ausente em células 
humanas (Menck, 2002).

5.3.3. Reparo por excisão de nucleotídeo
 Além do sistema catalisado pela fotoliase, existe outro 
sistema de reparo que atua sobre lesões formadas por UV. Nesse 
sistema uma série de enzimas reconhece lesões volumosas que 
causam distorções na dupla-hélice do DNA, como os dímeros 
de pirimidina, e também produtos da adição de agentes muta-
gênicos volumosos, como aflatoxina B1. Como resultado desse 
reconhecimento inicial, endonucleases clivam em duas ligações 

fosfodiéster, próximas à lesão (Figura 5.6A-B), sendo que algumas 
enzimas conhecidas como helicases removem o oligonucleotídeo 
contendo a lesão, gerando uma lacuna. A lacuna originada é 
então preenchida pela ação das enzimas polimerase do DNA e 
ligase do DNA, concluindo o reparo (Figura 5.6C). Esse sistema 
é denominado reparo por excisão de nucleotídeo e é encontrado 
em todos domínios da vida (Arquéias, Bactérias e Eucariontes). 
Apesar da maquinaria encontrada nesses domínios ser diferente, 
o mecanismo de ação é muito similar, o que demonstra a alta 
eficiência e importância desse tipo de reparo de DNA (Costa et 
al., 2003). Em seres humanos, mutações que afetem o reparo por 
excisão de nucleotídeos podem resultar em síndromes bastante 
graves, levando a um aumento na suscetibilidade à luz solar, com 
alta frequência na formação de tumores, problemas de desenvolvi-
mento e mesmo envelhecimento (ver abaixo). A ação da fotoliase 
e do reparo por excisão de nucleotídeos sobre um mesmo tipo de 
lesão é mais um caso da redundância nos sistemas que mantêm a 
integridade da informação genética.

5.3.4. Reparo recombinacional
 A importância da recombinação do DNA tem sido rela-
cionada com a geração de diversidade (através do processo de 
crossing-over durante a meiose) e com a segregação de cromos-
somos homólogos (pela formação de quiasmas também durante 
a meiose). Todavia, o envolvimento da recombinação do DNA 
no reparo de lesões parece ser o seu papel mais importante na 
célula. Mecanismos recombinatórios em princípio podem atuar 
em qualquer lesão, desde que exista uma cópia intacta da região 
afetada na mesma célula. Mas o sistema de reparo recombinacio-
nal parece ser ativado quando o aparato de replicação não é capaz 
de prosseguir na síntese de DNA. Isso ocorre quando a polimerase 
do DNA encontra uma lesão na fita molde, como um dímero de 
pirimidina, uma quebra de fita dupla ou uma ligação cruzada 
entre as duas fitas do DNA. A polimerase do DNA não adiciona 
nucleotídeos na região oposta à lesão, deixando um espaço em 
branco na cadeia recém-sintetizada (Figura 5.8A). 
 Essa descontinuidade é preenchida com DNA parental 
por um processo de recombinação (Figura 5.8B), originando 
uma descontinuidade no DNA parental, o qual é então reparado 
por polimerases do DNA e ligase do DNA (Figura 5.8C). Em 
Escherichia coli, uma das proteínas que faz parte desse sistema é 
a RecA (denominada assim a partir de um mutante que promove 
processos de recombinação homóloga). Em células humanas, 
especial atenção tem sido dedicada recentemente a estudos de 
sistemas de reparo recombinacionais. Basicamente, conhecem-se 
sistemas de recombinação de DNAs homólogos, que empregam 
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cromossomos homólogos para reparo, mas também existem sis-
temas de reparo de extremidades de DNA não homólogas (NHEJ, 
“non-homologous end joining”). Esses sistemas de reparo são 
bastante complexos e problemas genéticos que alteram seu fun-
cionamento têm sido diretamente relacionados à alta frequência 
de tumores e mesmo ao envelhecimento (Shrivastav et al., 2008). 
Um exemplo de grande impacto foi a descoberta de que parte das 
famílias nas quais as mulheres apresentam tumor de mama com 
alta frequência e com menos de 40 anos apresentam mutações 
nos genes BRCA1 ou BRCA2 (breast cancer, em inglês), que 
estão envolvidos em reparo recombinacional homólogo(Zhang e 
Powell, 2005).

5.3.5. Reparo sujeito a erro
 Quando as células são expostas a condições de estresse 
elevado, como exposição a radiações ou altas doses de um agente 
mutagênico, um sistema peculiar atua: o reparo sujeito a erro. A 
função desse sistema é impedir que a replicação seja interrompida 
pelo bloqueio que várias lesões localizadas na cadeia molde exer-
cem à atividade catalítica da polimerase do DNA. Se isso ocorrer, 
há produção de cadeias com descontinuidades correspondentes a 
vários nucleotídeos e, se essas não forem preenchidas a tempo, a 
célula morre. Dessa forma, a alta precisão da replicação é deixada 
de lado e as enzimas envolvidas no sistema de reparo sujeito a 
erro adicionam, com baixa especificidade, nucleotídeos nas lacu-
nas deixadas (Figura 5.8E). Ao contrário dos sistemas de reparo 
analisados anteriormente, nesse caso, as células que sobrevivem 
à situação de estresse apresentam uma alta taxa de mutação. Esse 
sistema está bem descrito em bactérias e faz parte das respostas 
SOS. Em situações de estresse elevado, bactérias induzem vários 
genes que garantem sua sobrevivência, mesmo com aumento 
da mutagênese. Entre os genes induzidos, destacam-se algumas 
polimerases do DNA, que têm capacidade de replicar o DNA na 
região da lesão, mesmo que isso acarrete em aumento de erro na 
leitura, o que resulta em mutações (Galhardo et al., 2005). Vários 
outros genes fazem parte do que é conhecido de regulon SOS, 
incluindo alguns envolvidos no reparo por excisão de nucleotídeos 
e na recombinação de DNA (RecA) (Rocha et al., 2008). 
 A presença de um sistema homólogo a esse em eucariontes 
ainda não foi demonstrada, no entanto se sabe que várias respostas 
são induzidas devido ao estresse causado por lesões no genoma hu-
mano. Além disso, foram descobertas várias polimerases do DNA 
com capacidade para replicar o DNA lesado, que são conhecidas 
genericamente como polimerases para síntese translesão, mas 
com fidelidade de replicação reduzida, sendo, portanto, sujeitas 
a erro (McCulloch e Kunkel, 2008).

5.4. Doenças Genéticas Humanas Relacionadas ao Reparo 
de DNA

 A importância dos sistemas de reparo na manutenção da 
integridade da informação genética é evidenciada de forma dra-
mática por diversas doenças humanas genéticas, com deficiências 
que afetam algum mecanismo de reparo de DNA celular. É o caso 
da síndrome conhecida como a xeroderma pigmentosum (XP). 
Indivíduos com essa síndrome apresentam naturalmente uma 
alta frequência de tumores de pele nas regiões do corpo expostas 
à luz solar. Em geral, a doença é percebida pela mãe da criança 
afetada em um primeiro passeio ao ar livre, mesmo se em dia 
nublado: depois de alguns minutos de exposição à claridade do 
dia, o bebê começa a chorar e a pele exposta “queima”, como se 
houvesse passado horas. O paliativo para essas crianças é evitar 
completamente a exposição à luz do dia e, por isso, elas normal-

mente invertem o dia pela noite, sendo portanto conhecidas como 
“crianças da Lua”. O defeito molecular em células de pacientes 
XP é a deficiência no sistema de reparo por excisão de nucleotí-
deos, o que resulta em uma incapacidade na remoção de lesões 
de DNA promovidas pela luz solar. Como resultado, as células da 
pele sofrem mais mutações, originando tumores. Alguns pacientes 
afetados também apresentam problemas no desenvolvimento, 
deficiência mental e mesmo envelhecimento precoce, o que tam-
bém deve estar relacionado com o defeito em reparo de lesões no 
DNA. Foram identificados sete genes diferentes que podem estar 
afetados no defeito de reparo de DNA de pacientes XP, nomeados 
XPA a XPG. Por outro lado, alguns pacientes XP apresentam 
o reparo por excisão de nucleotídeos normal, mas apresentam 
defeito em uma polimerase do DNA que é capaz de sintetizar 
DNA através de lesões induzidas por luz UV. Essa enzima é 
conhecida como polimerase do DNA eta, codificada pelo gene 
XPV (XP variante). Além da síndrome XP, pelo menos duas ou-
tras síndromes que afetam o desenvolvimento do indivíduo estão 
diretamente ligadas a processo de reparo excisão de nucleotídeos: 
síndrome de Cockayne (CS, envolvendo os genes CSA e CSB) 
e tritiodistrofia (TTD, envolvendo o gene TTDA) (Andressoo et 
al., 2006). Curiosamente, a análise dos genes deficientes nessas 
síndromes revelou que alguns genes XP também podem estar 
envolvidos em mais de uma síndrome (por exemplo, genes XPB 
e XPD estão envolvidos com CS, XP e TTD). Essas observações 
feitas em pacientes com essas síndromes revelam a importância 
dos sistemas de reparo de DNA na manutenção da integridade do 
genoma celular, fundamental para garantir níveis de mutagênese 
suficientemente baixos para a sobrevivência da espécie.
 Várias outras doenças genéticas têm sido associadas a 
deficiências de reparo de DNA, entre elas, a síndrome de Bloom 
(BS), anemia Fanconi (AF), tricotiodistrofia (TTD), síndrome de 
Cockayne (CS) e ataxia telagienctasia (AT). Devido à instabili-
dade genética provocada por deficiência em diferentes sistemas 
de reparo de DNA, observa-se uma alta frequência de aberrações 
cromossômicas em células de pacientes portadores da doença 
em várias dessas síndromes (BS, AF, CS, AT), acompanhada em 
algumas delas de alta frequência de tumores (XP, AT, AF, BS). 
 Algumas formas hereditárias de câncer têm sido associadas 
à deficiência em sistemas de reparo de DNA. É o caso de câncer 
de cólon não poliposo hereditário, identificado como sendo o 
resultado de deficiência em reparo de emparelhamento errado de 
bases (Mismatch repair, Figura 5.2). Além disso, dois genes cuja 
deficiência é responsável por câncer de mama de origem familiar 
foram clonados—BRCA1 e BRCA2 (Ingvarsson, 1999; Monteiro 
e Birge, 2000), que participam do processo de reparo recombina-
cional. A proteína supressora de tumor p53, cuja inativação está 
associada em cerca de 50% dos tumores humanos, também tem 
sido relacionada com reparo de DNA lesado (Albrechtsen et al., 
1999), além de ser responsável por vários processos de sinalização 
em resposta ao dano no DNA (Meulmeester e Jochemsen, 2008). 
Por sua importância e papel central no metabolismo e no ciclo 
celular, a proteína p53 já foi chamada de “guardiã do genoma” 
(Efeyan e Serrano, 2007).

5.5. Testes de Mutagênese

 O fato dessas doenças associadas a defeitos no reparo a 
lesões no DNA estarem associadas ao aumento da probabilidade 
do paciente de sofrer um tumor indica que existe uma correlação 
forte entre a mutagênese e a carcinogênese. De fato, há muito tem-
po se sabe que agentes mutagênicos, como radiações ionizantes, 
luz ultravioleta, nitrosaminas e aflatoxina B1, entre outros agentes 
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Figura 5.9. Teste de Ames. Os pequenos círculos pretos repre-
sentam colônias isoladas geradas a partir de uma única célula.

físico-químicos, também são carcinogênicos. Vários testes foram 
desenvolvidos para verificar se um determinado agente é carcino-
gênico, sendo que os testes clássicos são realizados em roedores. 
Esses estudos envolvem injetar ou alimentar roedores com as 
substâncias a serem analisadas e, depois, verificar a formação de 
tumores em uma população de indivíduos. Esses testes em geral 
são muito caros, pois envolvem a criação de um grande número 
de roedores. Além disso, esses testes têm baixa sensibilidade.
 Pensando na correlação entre mutagenicidade e carcinoge-
nicidade, Ames et al. (1973) desenvolveram um teste para medir 
mutagenicidade de agentes físico-químicos utilizando linhagens 
da bactéria Salmonella typhimurium (filogeneticamente próxima 
a Escherichia coli) que carregam mutações auxotróficas de vários 
tipos no gene responsável pela síntese de histidina (Umbuzeiro e 
Vargas, 2003). Esse teste é ainda amplamente empregado, por sua 
praticidade, e é conhecido como Teste de Ames. Assim, essas bac-
térias são incapazes de crescer em meios que não contenham esse 
aminoácido (auxotrofia). A reversão desses mutantes para o estado 
de prototrofia pode ser seguida facilmente por plaqueamentos em 
meios que não contenham histidina (Figura 5.9). Nesses meios, 
crescem somente bactérias que espontaneamente reverteram para 
o estado prototrófico (Figura 5.9). Esse caso aplica-se às bactérias 
que sofrem mutações espontâneas e serve como controle para as 
bactérias tratadas com substâncias a serem testadas. Paralelamen-
te, estuda-se a indução à reversão por diferentes substâncias as 
quais se está testando sua atividade mutagênica. No exemplo da 
Figura 5.9, como a substância C foi a que induziu maior número de 
revertentes, essa substância é considerada altamente mutagênica. 
Como a mutagenicidade correlaciona-se com a carcinogenicida-
de, a substância C é considerada carcinogênica e seu uso deve 
ser muito bem controlado. Por outro lado, a substância A induz 
praticamente o mesmo número de revertentes que as colônias 
não tratadas (Figura 5.9), indicando que essa substância não é 
mutagênica e, consequentemente, não é carcinogênica. Nesse 
caso, devem ser feitos testes adicionais, como aqueles realizados 
em camundongos (Griffiths et al., 1999).
 Durante um período de vários anos, pesquisadores do 
mundo inteiro verificaram, através desse teste, que de fato existe 
uma correlação maior que 90% entre mutagenicidade e carci-
nogenicidade. Em alguns casos, é necessário adicionar frações 
microssomais de fígado para ativar o metabolismo de algumas 
substâncias, pois as propriedades mutagênicas só aparecem após 
metabolização. Como no organismo essa metabolização pode 
ocorrer, essas substâncias também são consideradas com potencial 
carcinogênico. 

 A correlação entre carcinogenicidade e mutagenicidade é 
consistente com a teoria de que tumores são gerados por vários 
fatores que envolvem o acúmulo de mutações somáticas. O pro-
cesso de carcinogênese envolve mutações em dois tipos de genes: 
proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Em geral, proto-
oncogenes e genes supressores estão envolvidos na regulação da 
divisão celular. Em células diferenciadas, os proto-oncogenes 
geralmente estão inativos. Quando sofrem determinadas mutações 
pontuais, os proto-oncogenes ficam ativos, sendo denominados 
oncogenes. Os oncogenes estimulam, então, a divisão celular em 
um momento em que as células deveriam permanecer em G0, fase 
do ciclo celular de repouso com relação à divisão. A mutação nos 
genes supressores atua em sentido inverso: normalmente genes 
supressores estão ativos, inibindo a proliferação celular. Quando 
sofrem certas mutações, esses genes são inativados e deixam 
de inibir a proliferação de tumores. A maioria dos processos 
de carcinogênese envolve tanto a ativação de proto-oncogenes 
em oncogenes, como a inativação de genes supressores. O gene 
supressor p53 é um dos mais frequentemente relacionados a 
processos de carcinogênese em diferentes tecidos. Como já foi 
dito, a proteína p53 está envolvida no reparo de DNA lesado em 
mamíferos. Na verdade, hoje considera-se que genes envolvidos 
em reparo de DNA em geral são supressores de tumor, uma vez 
que eles atuam como uma espécie de guardiões do genoma e 
deficiências que afetam esses genes podem resultar na formação 
de tumores.
 Apesar de a maior parte das mutações ser deletéria, po-
dendo gerar, por exemplo, tumores, uma pequena parcela das 
mutações pode trazer vantagens seletivas a seus portadores. 
Mutações possibilitam o surgimento de novas formas alélicas dos 
genes, o que serve de matéria-prima para a seleção natural. Ale-
los que foram originados em determinadas situações podem não 
ser vantajosos para os indivíduos, mas podem ser positivamente 
selecionados em outros locais e/ou em outros momentos. Os se-
res humanos têm-se aproveitado do fato de mutações induzirem 
diversidade para selecionar artificialmente novas linhagens de 
micro-organismos, plantas e animais.

5.6. Evolução dos Sistemas de Reparo de DNA

  Os estudos de reparo de DNA lesado revelaram o alto 
grau de conservação desses genes em espécies filogeneticamen-
te distantes. Assim é que o produto do gene XP-B humano tem 
uma identidade de mais de 70% dos aminoácidos com a proteína 
de levedura e mesmo de plantas (Ribeiro et al., 1998). Estudos 
mais recentes confirmam que, de fato, o sistema de reparo por 
excisão de nucleotídeos é muito conservado entre os eucariontes, 
havendo várias proteínas homólogas encontradas em protozoários 
e humanos (Costa et al., 2003). No caso de genes de reparo de 
emparelhamento errado de bases (mismatch repair, em inglês), 
a alta conservação é ainda mais evidente, uma vez que os genes 
humanos (assim como os demais eucariontes, de modo geral) 
apresentam elevados valores de identidade em relação a genes 
correspondentes em eubactérias e arquéias. Isso sugere que esses 
genes têm ancestrais comuns anteriores à divergência desses três 
super-reinos, o que deve ter ocorrido há cerca de 3 bilhões de 
anos! A comparabilidade entre as moléculas evidencia que sua 
estrutura básica tem sido mantida até hoje. É, portanto, bastante 
provável que os sistemas de reparo de DNA existam desde os 
primórdios da vida na Terra, mantendo a integridade dessa mo-
lécula tão preciosa para a manutenção dos sistemas biológicos. 
Esses sistemas mantêm os níveis de mutagênese suficientemente 
baixos de modo a permitir a sobrevivência das espécies, mas sem 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   52 9/8/2012   16:26:10



52

Biologia Molecular e Evolução

53

Matioli & Fernandes (eds.)

bloquear completamente o aparecimento de novas mutações, 
indispensáveis na manutenção da diversidade das espécies e para 
a própria evolução (Eisen e Hanawalt, 1999).

5.7. Mutagênese e Evolução

 As condições ambientais podem variar de forma não pre-
visível. Quanto maior o repertório de alelos diferentes em uma 
população, maior será a chance de indivíduos dessa população 
sobreviverem a essas variações. A sobrevivência de uma popu-
lação depende de um grande repertório de alelos diferentes para 
vários genes, o que figurativamente equivaleria a comprar um 
grande número de bilhetes de loteria. A seleção natural pode ser 
comparada, assim, com o sorteio de uma loteria na qual um forte 
evento seletivo reduz a diversidade biológica (representada pelo 
número de alelos) porque somente uma pequena fração confere 
vantagem adaptativa, mas a diversidade biológica precisa conti-
nuar a ser restaurada para permitir a adaptação a novas variações 
ambientais que venham ocorrer no futuro (Radman, 1999). 
 Tem sido proposta a existência de vários mecanismos que 
aumentam a taxa de evolução de forma a gerar maior número de 
alelos (diversidade biológica). Esses processos nem sempre podem 
ser relacionados diretamente com o aumento da diversidade bio-
lógica (em termos de número de espécies), mas acabam levando 
à geração de novos alelos.
 Um desses mecanismos são os “pontos quentes” mutacio-
nais (mutational hot spots, em inglês), estudados desde a década 
de 1960 (Lewin, 1994). Em alguns genes, existem sítios que so-
frem mutações muito mais frequentemente que em outros sítios. 
Mais recentemente, foi demonstrado que esses pontos quentes 
são compostos por citosinas que podem ser metiladas enzima-
ticamente. A metilação enzimática de citosinas está relacionada 
com a expressão do gene da qual essas bases fazem parte. Como 
descrito anteriormente (veja seção 5.3.1, no Capítulo 5), citosinas 
podem sofrer desaminações, gerando uracila, as quais podem ser 
reparadas no DNA, porque não fazem parte desse ácido nucléico. 
Por outro lado, a metil-citosina, quando desaminada, gera timina, 
uma base que faz parte do DNA e que, portanto, pode resultar 
em mutações do tipo C=>T. Consequentemente, mutações são 
geradas mais frequentemente nesses sítios.
 Nas últimas décadas, foram descobertas polimerases do 
DNA em eucariontes, que podem ser chamadas de “mutases” 
(Radman, 1999). Tratam-se de polimerases que sintetizam novas 
moléculas de DNA, com maior taxa de erro do que a maquinaria 
sintética descrita acima (veja seção 5.2, no Capítulo 5). Dessa 
forma, ocorre um aumento na taxa de mutação. Essas polimerases 
do DNA atuam quando as células são submetidas a situações de 
estresse (por exemplo, radiação). Nesses casos, várias lesões são 
geradas no DNA, muitas das quais são volumosas, o que impede 
que a maquinaria de replicação prossiga na síntese de DNA. Essas 
“mutases” possibilitam que a síntese de DNA ocorra no sítio da 
lesão, mas, nesse caso, a incorporação de nucleotídeo é aleatória 
e a chance de erro é muito grande. Como descrito anteriormente 
(seção 5.3.5, no Capítulo 5), esse sistema de reparo sujeito a 
erro faz parte da resposta SOS em bactérias. Esse sistema, do 
qual as “mutases” fazem parte, foi selecionado, pois garante a 
sobrevivência em situações de estresse e, em contrapartida, gera 
maior número de erros e, portanto, de mutações. Dessa forma, 
em situações de estresse um número maior de alelos pode ser 
gerado e, se um novo alelo conferir vantagem adaptativa, pode 
ser selecionado positivamente.
 Existem polimerases do DNA especializadas para a re-
plicação do cromossomo e para atuar nos diferentes sistemas 

de reparo. As “mutases” são especializadas em sintetizar novas 
moléculas de DNA quando lesões volumosas (como dímeros de 
timina) representam obstáculos para a maquinaria de replicação. 
Em bactérias, foi demonstrada recentemente a existência de duas 
polimerases do DNA com essas características: a polimerase IV e 
a polimerase V do DNA. “Mutases” também foram descritas em 
eucariontes. Essas enzimas são capazes de replicar uma molécula 
de DNA contendo dímeros de timina com eficiência cerca de dez 
vezes maior do que a polimerase replicativa, porém com possi-
bilidade maior de erro (Nelson et al., 1996). Genes homólogos 
a essas proteínas foram encontrados em células humanas (Gibbs 
et al.,1998; Xiao et al.,1998). Por exemplo, foi identificada a 
polimerase do DNA eta (em leveduras e células humanas), que é 
capaz de replicar DNA com lesões volumosas, com alta taxa de 
precisão na incorporação de nucleotídeos (Johnson et al., 1999; 
Masutani et al., 1999). 
 Como no caso dos pontos quentes, as DNA “mutases” não 
parecem ter evoluído diretamente a partir da seleção daqueles 
indivíduos que geram diversidade biológica. Provavelmente, 
essas enzimas foram selecionadas para a sobrevivência celular 
em situações de estresse, mas, como efeito lateral, essas enzimas 
geram maior diversidade de alelos. Em casos específicos, como 
a interação de agentes infecciosos e sistema imune, pode haver 
uma pressão seletiva no sentido de aumento da taxa de mutação 
(Radman, 1999). Existe uma pressão seletiva para vírus e bactérias 
sofrerem altas taxas de mutação, pois eles precisam escapar do 
sistema imune para sobreviver. Por outro lado, o sistema imune 
sofre mutações no sentido de gerar novos anticorpos capazes de 
reconhecer os novos variantes de vírus e bactérias.
 Entre os mecanismos existentes que geram variabilidade 
genética, é importante ressaltar a importância das duplicações 
de genes. Como dito anteriormente, a maior parte das mutações 
ocorridas são deletérias para as células, uma vez que causam perda 
total ou parcial da função dos genes. Dessa forma, a duplicação de 
genes alivia a pressão de seleção negativa causada pela mutação. 
De fato, foi mostrado recentemente, por análises em escala ge-
nômica de sequências de sete espécies diferentes de eucariontes, 
que a ocorrência de duplicações é muito mais frequente do que 
se supunha: uma média de 0,01 duplicações por gene por milhão 
de anos (Lynch e Conery, 2000). A maioria das duplicatas dos 
genes torna-se silenciosa em alguns milhões de anos, enquanto 
o outro gene volta a sofrer forte pressão seletiva. Apesar disso, 
a duplicação é considerada uma etapa muito importante para a 
geração de diversidade biológica (Lynch e Conery, 2000).
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“The big question now is not so much why sex evolved, 
but how.” (Lane, 2009)

6.1. Reprodução sem Sexo e Sexo sem Reprodução

 Embora o tema “sexo” pareça, em princípio, não ter relação 
alguma com os demais temas tratados neste livro, existem algu-
mas teorias que relacionam sexo como decorrência necessária de 
processos que ocorrem na evolução no nível molecular. Isso será 
abordado no decorrer do capítulo, mas alguns conceitos básicos 
precisam ser inicialmente revistos. Sexo e reprodução são, para 
a espécie humana, conceitos intimamente relacionados, dado que 
somos uma espécie na qual a reprodução é obrigatoriamente sexu-
ada e com sexos separados. No entanto, sexo e reprodução podem 
ser tratados como processos distintos e separáveis. Sexo envolve 
a combinação de genes de dois indivíduos em um novo indivíduo, 
enquanto que reprodução está relacionada à produção de novos 
indivíduos a partir daqueles de uma geração anterior. A reprodução 
na ausência de sexo é característica de organismos que produzem 
novos indivíduos por fissão, como ocorre em amebas ou em hidras, 
que produzem propágulos que originam novas colônias. O sexo sem 
reprodução também é característico entre organismos unicelulares, 
como nas bactérias, que podem transferir material genético através 
de mecanismos especiais, tais como a conjugação e a transformação. 
No processo de transformação, bactérias podem incorporar DNA 
que existe no meio em que vivem, uma das propriedades utilizadas 
para a demonstração que o DNA era o material genético, na década 
de 1940, e que é usada até hoje rotineiramente em laboratórios que 
empregam a tecnologia do DNA recombinante. Na conjugação bac-
teriana, duas bactérias unem fisicamente seus citoplasmas por uma 
estrutura tubular, o “pilus”, por onde ocorre a transferência de DNA 
de uma bactéria doadora para uma receptora. Nesses processos, não 
há, no momento da transferência de material genético, a produção 
de descendentes. A transferência de material genético também pode 
ocorrer em protistas, como em Paramecium, que se reproduz por 
fissão, mas pode transferir material genético para outro indivíduo 
por conjugação. A união desses dois processos, sexo e reprodução, 
ocorre em alguns eucariontes unicelulares. 

6.2. Sexos Iguais ou Diferentes

 Em Chlamydomonas, dois indivíduos haplóides com 
apenas uma cópia de cada gene, a semelhança de gametas de 
mamíferos—sendo um da linhagem (+) e o outro a linhagem (-)—

fundem-se e formam um zigoto diplóide que, por meiose, forma 
quatro novos indivíduos, com rearranjo dos genomas parentais 
(Figura 6.1). Apesar de não haver uma diferença morfológica entre 
os indivíduos que se fundiram, componente específicos para sexo, 
dispostos nos flagelos de tipos opostos, causam uma aglutinação 
permitindo o contato físico entre regiões específicas da membrana. 
O sexo feminino é definido como aquele que produz o gameta 
maior, o óvulo, e o sexo masculino é definido como aquele que 
produz o gameta menor, geralmente móvel, o espermatozóide. 
Assim, no caso de Chlamydomonas e de outras espécies que 
se reproduzem sexuadamente por isogamia (gametas iguais), a 
nomenclatura “macho” e “fêmea” não faz sentido. A anisogamia 
(produção de gametas de tamanhos diferentes) é amplamente 
majoritária nos seres vivos e deve ter surgido várias vezes inde-
pendentemente, ou no mínimo duas, entre os metazoários e entre 
as plantas. De acordo com Iyer e Roughgarden (2008), em uma 
revisão, Kalmus, em 1932, foi o primeiro que sugeriu um mode-
lo para a evolução da anisogamia, baseado na suposição de um 
compromisso entre o número de gametas produzidos e sua massa 
individual. Parker et al. (1972) e Maynard-Smith (1978) sugeriram 
que a condição isogâmica seria evolutivamente instável, pois, se 
alguns indivíduos mutantes produzissem gametas menores e se 
os mesmos se reproduzissem preferencialmente com indivíduos 
que produzem gametas maiores, a situação convergiria estavel-

Figura 6.1. Esquema com o ciclo de vida da alga Chlamydomo-
nas com isogamia, fecundação de gametas com tamanhos iguais.
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mente para produção de gametas com um tamanho mínimo que 
se associariam a gametas com tamanho suficiente para a nutrição 
do embrião, o que ocorre no caso da maioria dos óvulos e dos 
espermatozóides. Como consequência imediata da anisogamia, 
temos dois sexos que investem de forma muito diferente na pro-
dução de gametas, sendo que o sexo feminino investe muito (em 
termos de massa e energia) em cada um dos gametas mas produz 
menos gametas e o sexo masculino investe pouco em cada um 
deles, mas produz uma quantidade muito maior de gametas. Existe 
uma ampla literatura que trata das consequências secundárias 
da anisogamia, tais como as diferenças genéticas, morfológicas, 
fisiológicas, de comportamento sexual e de cuidado com a prole, 
mas essas consequências fogem do escopo do presente capítulo. 
Para revisões recentes sobre essas importantes consequências da 
reprodução sexuada, consulte Blanckenhorn (2005), Wedell et al. 
(2006), Hokko e Jennions (2008). 

6.3. Mais que Dois Sexos

 Do ponto de vista estritamente teórico, seria possível a 
existência de três sexos de um organismo diplóide, onde cada 
um deles se reproduziria com a conjugação de seu gameta com 
outro gameta de outro indivíduo de um sexo diferente. No caso 
da determinação do sexo pelos sistemas XX/XY ou ZZ/ZW, há 
dois tipos de sexo, sendo um deles o homogamético (aqueles 
que possuem os dois cromossomos sexuais do mesmo tipo, XX 
sendo fêmeas e ZZ sendo machos) e outro heterogamético (com 
cromossomos sexuais diferentes, XY e ZW), em que há cruzamen-
tos preferenciais totalmente negativos (por exemplo, no caso do 
sistema XX/XY, não são permitidos cruzamentos XX/XX e XY/
XY). Quando há um cruzamento entre indivíduos de dois sexos 
diferentes XX e XY, há a produção de proporções semelhantes 
entre ambos os sexos. Não existe descrito na Natureza um sistema 
de cruzamentos com três sexos, algo como XX, XY e YY, para 
cada um dos sexos. Nesse caso, os cruzamentos XX/XX, XY/
XY e YY/YY não seriam permitidos (um sistema de cruzamen-
tos preferenciais totalmente negativo). A razão mais provável da 
inexistência de um sistema assim, com três sexos, é que esse seria 
um sistema bastante instável do ponto de vista da genética de 
populações. Nesse sistema, a estabilidade somente ocorreria se as 
frequências dos cromossomos X e Y permanecessem exatamente 
idênticas, o que somente ocorre em simulações computacionais. 
Qualquer desvio, por mínimo que fosse, causaria a extinção de 
um dos genótipos homozigotos.
 A determinação do sexo por mecanismos cromossômicos 
é feita por uma grande diversidade de mecanismos. Além dos 
sistemas XX/XY e ZZ/ZW, existe ainda o sistema XX/X0—onde 
o macho é determinado por uma aneuploidia do cromossomo X—, 
e sistemas mais complexos, tais como X1X2/Y, X1X2/Y1Y2 ou 
até mesmo X1X1X2X2/X1X2Y (Solferini e Morgante, 1990). Em 
todos esses sistemas, no entanto, existem somente os dois sexos, 
macho e fêmea. 

6.4. Reprodução Sexuada

 A reprodução sexuada ocorre na grande maioria dos seres 
vivos multicelulares. Sua origem, sua evolução e sua manutenção 
são temas que têm desafiado biólogos e geneticistas, já que se 
pressupõe que sua ocorrência quase universal se deve a benefícios 
maiores que os custos associados a esse tipo de reprodução.
 Um dos principais custos da reprodução sexuada foi consi-
derado por Maynard Smith (1978), que imaginou, como modelo, o 

aparecimento de um mutante com reprodução assexuada em uma 
população sexuada com 50% dos indivíduos do gênero masculino 
e feminino. Os indivíduos de reprodução assexuada dobrariam 
seu número a cada geração em relação àqueles de reprodução 
sexuada. Os indivíduos de reprodução sexuada necessitam de dois 
indivíduos (um macho e uma fêmea) para produzir um descen-
dente, enquanto que aqueles de reprodução assexuada poderiam 
produzir descendentes com um único progenitor, no caso definido 
sempre como uma fêmea. Esse raciocínio implicaria a existência 
dos machos como meros coadjuvantes na reprodução. Além do 
custo ocasionado pelos machos, a reprodução sexuada envolve 
outros custos, tais como aqueles relativos ao desenvolvimento 
de mecanismos relacionados à produção de gametas e órgãos 
sexuais diferenciados, atração entre sexos opostos e até a energia 
gasta para encontrar parceiros e o decorrente risco de não haver 
reprodução caso a busca de parceiro seja infrutífera. Assim, há 
uma série de vantagens teóricas para a reprodução assexuada e, 
em uma análise preliminar, a reprodução sexuada parece tratar-
se de um paradoxo. Por esse motivo, imagina-se que haja razões 
muito fortes para que a reprodução sexuada prevaleça entre os 
eucariotos e a busca dessas razões pode levar ao entendimento 
das suas causas. 
 Diversas teorias foram propostas para explicar as eventuais 
vantagens da reprodução sexuada. Em 1889, August Weismann 
já havia proposto que a reprodução sexuada deve conferir uma 
vantagem em relação à assexuada, já que os descendentes de 
pais com prole mais variada teriam maior chance de transmitir 
seus genes, uma vez que estes apresentavam maiores chances de 
sobreviver diante de mudanças ou heterogeneidades ambientais. 
A hipótese levantada por Weismann foi amplamente aceita até a 
primeira metade do século XX, mas tem sido criticada desde então 
e retomada mais recentemente. Segundo Burt (2000), diversas 
hipóteses baseadas em considerações da genética de populações 
podem ser agrupadas dentro da hipótese geral feita por Weismann: 
a “catraca de Muller”, a hipótese de Fisher-Muller (Figura 6.2), 
a hipótese determinística de mutação, as hipóteses de seleção 
flutuante e suas combinações.

6.5. Consequências da Reprodução Sexuada

 Muller propôs em 1932 que a reprodução sexuada poderia 
impedir que as populações acumulassem mutações deletérias, que 
viriam a ser fixadas por flutuações casuais. Cada vez que uma 
mutação, mesmo que levemente deletéria, se fixasse em uma 
população equivaleria a um ponto sem retorno, pois a informação 
referente ao alelo “selvagem”, presente nos genótipos de indivídu-
os mais adaptados, seria perdida. Nesse caso, a população como 
um todo teria o seu valor adaptativo médio diminuído. Embora 
em seu artigo de 1932 Muller não tenha mencionado a analogia 
desse mecanismo com aquele de uma catraca, ele fez isso mais 
tarde (Muller, 1964) e a hipótese chamada de “catraca de Muller” 
(“Mulller’s ratchet”, em inglês) ficou reconhecida como tal desde 
então. 
 Uma outra proposta para a evolução da reprodução sexuada 
é que o sexo é vantajoso pelo fato de permitir a recombinação de 
mutações benéficas que ocorrem em diferentes linhagens, dimi-
nuindo a competição entre estas diferentes mutações numa mesma 
população e aumentando a velocidade da adaptação às diferentes 
condições ambientais. Esta formulação, conhecida como o modelo 
de Fisher-Muller, apresenta suporte teórico, porém é difícil de ser 
testada experimentalmente. Por outro lado, não é muito evidente 
se a variação herdável da adaptabilidade é significativamente au-
mentada pelo sexo, pois o efeito mais óbvio da recombinação é a 
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quebra de associações favoráveis de genes que foram acumulados 
por seleção, levando a uma carga genética recombinacional. A 
carga genética de uma população é definida como a parcela dos 
indivíduos que deixam de se reproduzir ou que deixam de sobre-
viver devido a uma causa genética. A segregação entre alelos do 
mesmo loco também tende a eliminar heterozigotos que poderiam 
ser favorecidos por seleção, já que, quando há cruzamentos entre 
dois indivíduos heterozigotos, que seriam aqueles mais adaptados, 
metade dos descendentes seria homozigoto, os menos adaptados. 
Essas forças poderiam resultar em eliminação do sexo e da re-
combinação genética de uma população em equilíbrio apenas sob 
o efeito da seleção. Recentemente, Cooper (2007), utilizando E. 
coli e plasmídeos F para mediar a recombinação e linhagens que 
apresentavam taxas altas ou baixas de mutação, obteve taxas de 
adaptação três vezes maiores na presença de recombinação quan-
do mutações favoráveis tinham que competir para sua fixação, 
fornecendo uma evidência experimental para o modelo proposto 
por Fisher (1930) e Muller (1932).
 Além dos dados experimentais, a observação da distribui-
ção filogenética dos casos de reversão da reprodução sexuada com 
dois sexos para a reprodução com apenas um sexo, a partenogê-
nese parece fornecer apoio empírico para as hipóteses baseadas 
nas idéias de Weismann. Existem espécies de organismos que 
podem se reproduzir por partenogênese tanto de maneira facul-
tativa como obrigatória. Na maioria dos casos de partenogênese, 
aquela chamada de telítoca, fêmeas que não são fecundadas por 
machos produzem somente fêmeas, realizando aquilo que seria 
“o sonho das Amazonas”—tribo lendária originária da mitologia 
grega composta por mulheres guerreiras hábeis no manejo de 
cavalos e que geravam apenas descendentes do sexo feminino. Na 
partenogênese arrenótoca, comum no caso dos himenópteros, se as 
fêmeas não são fecundadas, produzem machos haplóides. Nesse 
tipo de partenogênese, não há ausência de sexo e tampouco de 

recombinação genética. Maynard-Smith (1978) chamou a atenção 
para a distribuição de espécies que reverteram para o estado de 
reprodução vegetativa ao longo da história evolutiva, em que se 
nota que a distribuição de espécies com reprodução por parteno-
gênese telítoca não é concentrada em termos filogenéticos, mas 
ocorre aqui e ali. A interpretação desse padrão é que a “escolha” do 
modo assexuado de reprodução seria um beco evolutivo sem saída, 
onde os benefícios da assexualidade teriam uma duração limitada. 
Entretanto, há exceções. Trata-se de grupos de organismos que 
parecem estar há um longo período sem a reprodução sexuada. 
Judson e Normark (1996), em uma revisão sobre grupos inteiros 
de organismos que mantinham a reprodução assexuada, mostra-
ram que um exame mais detalhado desses organismos permitiu 
constatar que, em vários deles, havia espécies com reprodução 
sexuada, o que evidencia que o abandono desse tipo de reprodu-
ção não havia sido tão antigo como se pensava anteriormente. 
De qualquer modo, esses autores ressaltam que uma análise das 
consequências da perda da reprodução assexuada em grupos de 
organismos que permaneceram por longos períodos de tempo sem 
sexo pode esclarecer as vantagens da própria reprodução sexuada. 
Uma das consequências observadas em espécies com histórico 
longo apenas com reprodução assexuada ficou conhecida como 
o “Efeito Meselson”. Mark-Welsh e Meselson (2000) mostraram 
que, em rotíferos bdelóides, haplótipos amostrados em seus ge-
nomas apresentam uma divergência muito maior entre si que as 
formas alélicas que originaram tais haplótipos. Schön e Martens 
(2003) apontaram que o efeito Meselson não se aplica à espécie 
de ostrácode Darwinula stevensoni postulando, no entanto, que 
essa espécie poderia possuir um mecanismo mais eficiente de 
reparo de DNA, o que diminuiria a diversificação haplotípica 
nessa espécie.
 Entre os diferentes modelos propostos para a manutenção 
da reprodução sexuada, um dos mais populares é a hipótese da 
Rainha Vermelha (“Red Queen”, em inglês), exemplificado atra-
vés da coevolução entre parasitas e hospedeiros. Nesse modelo, 
o parasita infecta os indivíduos que apresentam o genótipo mais 
abundante. Alguns poucos indivíduos são mutantes resistentes ao 
parasita e, por esse motivo, acabam substituindo os indivíduos 
sensíveis, eliminados pelo parasita. Inicialmente, também ocorre 
uma diminuição da população de parasitas, sobrevivendo apenas 
os mutantes que conseguem parasitar a nova linhagem de hos-
pedeiros. Dessa forma, há uma coevolução rápida dos parasitas 
e dos hospedeiros. Esse modelo foi denominado de hipótese da 
Rainha Vermelha, inspirado na obra “Através do espelho e o que 
Alice encontrou por lá”, de Lewis Carroll (assim nomeada por 
Van Valen, 1973). Nessa história, há um trecho onde a Rainha 
Vermelha declara que há necessidade de correr muito para não 
sair do lugar. No contexto de hipóteses da evolução da reprodu-
ção sexuada, esse modelo foi bastante criticado, uma vez que 
poderia ser importante apenas nos casos em que a evolução está 
relacionada a modificações rápidas, favorecendo uma minoria de 
indivíduos com associações de genes raros, gerados por segrega-
ção e recombinação durante a reprodução sexuada.
 Kondrashov (1993, 1994) propôs que a reprodução sexuada 
seja mantida por sua capacidade de reduzir a carga genética de 
mutações deletérias que interagem sinergisticamente e concluiu 
que, apesar de existirem mais de 20 hipóteses que tentam explicar 
a evolução do sexo, há necessidade de mais dados experimentais 
para que se possa avançar no esclarecimento da origem e evolução 
do sexo. Os dados analisados por Keightley e Eyre-Walker (2000) 
parecem indicar que essa hipótese também não explica, por si só, 
a evolução do sexo.
 Inúmeras hipóteses têm sido debatidas amplamente de 
1930 até o presente por pesquisadores defendendo pontos de vista 

Figura 6.2. Consequências da recombinação, modificado de 
Muller (1932). As áreas mais escuras correspondem às pro-
porções de indivíduos que apresentam simultaneamente mais 
mutantes. A. Na ausência de recombinação. B. Na presença de 
recombinação.
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extremamente divergentes, como a seleção dos genes favoráveis 
ou a eliminação dos genes desfavoráveis como responsáveis pelo 
saldo maior de vantagens conferidos pela reprodução sexual que 
seu custo. Há uma falta generalizada de evidências convincentes 
a favor de qualquer das hipóteses formuladas. Talvez o fator mais 
importante na permanência das discussões sobre a origem e a 
manutenção da reprodução sexuada é que vários dos fatores não 
são mutuamente exclusivos. Nesse caso, a importância relativa 
de cada um deles precisa ser determinada e também pode ser que 
essas importâncias relativas também não sejam homogêneas. 
Assim, em algumas situações, pode haver fatores preponderantes 
que não sejam os mesmos para outras situações.

6.6 Sexo e Reparo do DNA

 Muito antes da origem do sexo dos eucariontes, os proca-
riontes já tinham adquirido a capacidade de recombinação genética 
(emparelhamento, quebra e ligação entre regiões homólogas do 
DNA). A função original desses eventos provavelmente não está 
ligada a novidades evolutivas, mas ao reparo de danos normal-
mente causados por diversos tipos de agentes físicos e químicos, 
muitos dos quais presentes constantemente nas células (veja Capí-
tulo 5). Uma das hipóteses relacionadas à evolução da reprodução 
sexuada diz muito mais respeito à manutenção da integridade dos 
genomas que ao provimento de variabilidade genética para as 
populações. Trata-se da hipótese de reparo do DNA, que ocorre 
pela verificação mútua de genomas que estavam em indivíduos 
diferentes mas que passam a compartilhar o mesmo núcleo celular 
(veja Capítulo 5, a respeito do reparo recombinacional homólogo). 
Essa hipótese foi inicialmente proposta por Dougherty (1955) e, 
depois, mais elaborada por Bernstein et al. (1981, 1985, 1987), 
que propuseram que o aspecto mais relevante na evolução do 
sexo é a capacidade de reparo de danos sofridos pela molécula de 
DNA, principalmente dos danos que afetam ambos os filamentos 
da dupla hélice. Conforme esses autores, esse tipo de dano é 
bastante frequente e radicais altamente reativos resultantes de 
respiração celular podem ser responsáveis por mais de 600 bases 
de DNA modificadas por dia no caso de cada uma das células hu-
manas, valor calculado pela multiplicação das taxas espontâneas 
estimadas por nucleotídeo pelo tamanho de dois genomas. Como 
a proporção de danos de origem oxidativa para danos afetando 
os dois filamentos foi estimada em 1:60, cerca de 10 alterações 
afetariam ambos os filamentos. Mesmo considerando que 90% 
dos danos ocorrem no DNA mitocondrial e apenas 10% no DNA 
nuclear, bastaria um único dano afetando ambos os filamentos 
para levar a célula à morte. Os autores baseiam sua hipótese de 
evolução do sexo em diversas evidências:

a) muitas das enzimas relacionadas ao reparo estão envolvi-
das na recombinação meiótica (Marcon e Moens, 2005; 
veja também Capítulo 5);

b) em vírus, bactérias e fungos, após exposição a substân-
cias relacionadas a danos de DNA, há evidências de que 
na presença de dois genomas, as chances de recuperação 
aumentam substancialmente em relação aos casos em 
que o vírus ou a bactéria tem que contar apenas com seu 
próprio genoma, mostrando que o reparo é mais eficiente 
na presença de recombinação;

c) os organismos diplóides, além da vantagem que apre-
sentam pela possibilidade de reparo de danos que afetam 
ambos os filamentos, também apresentam uma vantagem 
inicial, mascarando as novas mutações deletérias por 
complementação;

d) essas mutações acumulam-se em heterozigose, difi-
cultando o retorno à haploidia ou autofecundação, que 
exporia os genes recessivos.

Portanto, conforme esse modelo, uma vez estabelecida, a 
reprodução sexuada tende a perpetuar-se. Essa hipótese, entre-
tanto, tem sido questionada por diversos autores, que apontaram 
várias fragilidades nessa formulação.

Mais recentemente, Yahara et al. (2007) realizaram uma 
série de simulações para examinar a validade da hipótese de re-
paro, utilizando como modelo o reparo por conversão gênica de 
quebras induzidas nos dois filamentos do DNA. Na modelagem 
realizada, os autores utilizaram uma série de fatores envolvidos 
nas interações entre bacteriófago e uma bactéria que contém uma 
enzima de restrição. Assumindo que o genoma do bacteriófago 
contém um alelo sensível ou resistente à enzima e um outro loco 
que determina a proficiência (Rec+) ou deficiência (R-) na função 
de recombinação/reparo, as vantagens conferidas pelo alelo para 
proficiência de reparo (alelo sexual) só puderam ser detectadas 
quando a razão entre a quantidade de bacteriófagos liberados 
pela célula hospedeira contendo danos por duplas quebras (b1) e 
a quantidade de bacteriófagos liberados por células hospedeiras 
não danificada (bo) foram considerados. As simulações mostraram 
que a evolução do alelo Rec+ só ocorre quando b1/bo é pequeno 
(< 1) e o custo envolvido é baixo. Portanto, a validade da hipó-
tese de reparo para a origem do sexo foi confirmada apenas sob 
determinadas condições.

6.7. Origem da Meiose

 Na reprodução sexuada da maioria dos organismos eu-
carióticos, a formação de gametas dá-se por um tipo de divisão 
celular conhecido como meiose. Nesse tipo de divisão celular, 
assim como ocorre na divisão mitótica, ocorre a replicação de cada 
um dos cromossomos na fase inicial. Ao contrário do que ocorre 
na mitose, os cromossomos duplicados emparelham-se após a 
replicação, com a formação de um complexo protéico que une 
as cromátides homólogas, denominado complexo sinaptonêmico. 
Historicamente, a observação da formação de quiasmas, estruturas 
citológicas cruciformes que ocorrem durante a divisão meiótica, 
associada ao fenômeno da recombinação genética, foi uma das 
evidências levantadas a favor da teoria cromossômica da herança, 
conforme verificado por Bridges, quando estudou anormalidades 
na segregação de marcadores genéticos de Drosophila, em 1916. 
O complexo sinaptonêmico foi descrito bem mais tarde por Moses 
(1956) e por Fawcett (1956). O fenômeno da recombinação é 
anterior temporalmente à formação do complexo sinaptonêmico 
entre as cromátides homólogas (Padmore et al., 1991). 
 Algum tempo após se iniciarem os estudos de recombi-
nação genética, notou-se o fenômeno da interferência. Quando 
se estudavam recombinantes entre três marcadores genéticos, 
observou-se que a taxa de recombinação observada não era a 
mesma que se esperaria se a distribuição dos eventos de recom-
binação fosse completamente aleatória, ou seja, o fato de haver 
um evento de recombinação interferia na chance de haver outro 
evento nas vizinhanças, diminuindo-a. Isso pode ser explicado se 
houvesse um numero limitado de quiasmas para cada cromosso-
mo. De fato, atualmente se sabe que a quantidade de recombinação 
é proporcional não ao tamanho do genoma, mas à quantidade 
de braços cromossômicos (de Villena e Sapienza, 2001). De 
acordo com Wilkins e Hollyday (2009), o emparelhamento dos 
cromossomos na divisão celular seria o fator chave para explicar 
a evolução da divisão meiótica a partir da mitose, pois é a única 
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etapa realmente diferente entre os dois tipos de divisão celular. 
Segundo esses autores, o emparelhamento entre cromossomos 
teria sido favorecido pela seleção natural por limitar a quantidade 
de recombinação, uma afirmação surpreendente quando se adota 
a postura de enxergar a evolução da reprodução sexuada como 
um processo onde o fator do aumento de variabilidade é o que 
normalmente é levado em conta. Entretanto, dentro do ponto de 
vista de que a reprodução sexuada teria evoluído como um pro-
cesso que ajuda a implementar o reparo do material genético, tal 
afirmação não seria tão surpreendente. Entretanto, as etapas para 
a evolução da meiose a partir da mitose não estão esclarecidas. 

6.8. Conclusões

Entre as diversas teorias propostas para a origem, evolução 
e manutenção da reprodução sexuada, há algumas observações, 
evidências experimentais e simulações que oferecem apoio a cada 
uma das teorias propostas sob condições particulares. Em uma 
análise crítica sobre as diferentes hipóteses, West et al. (1999) 
concluíram que diferentes mecanismos ambientais e genéticos 
podem estar interagindo ou serem importantes em determinadas 
condições e em diferentes espécies. Esses autores propõem uma 
visão pluralista para explicar a evolução do sexo e da recombi-
nação. Apesar de que uma teoria científica idealmente deva ser 
testável através da possibilidade de sua refutação, em Biologia é 
comum haver hipóteses que não são mutuamente exclusivas, o que 
torna a teoria correspondente uma teoria de natureza quantitativa, 
onde o que importa é a contribuição proporcional de cada um dos 
processos que atuam em um mesmo fenômeno. A reprodução 
sexual, afinal, propicia a eliminação de mutantes deletérios, a 
combinação de mutantes favoráveis, a possibilidade de verifi-
cação recíproca de genomas e também o aumento na velocidade 
da evolução. Tudo ao mesmo tempo. Esse tipo de pluralidade é 
bastante comum dentro da evolução. De qualquer maneira, deve-
mos ter sempre em mente a analogia que François Jacob fez da 
evolução biológica com o trabalho de um funileiro (Jacob, 1977): 
ao contrário de um engenheiro, que se preocupa em fazer uma 
combinação de elementos especialmente desenhados com um 
propósito, o funileiro trabalha com os elementos que estão à mão. 
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Capítulo 7 
Taxas de evolução e relógios moleculares

Daniela Calcagnotto (dcalcag@terra.com.br)
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva
Instituto de Biociências
Universidade de São Paulo

“Todos se sucedem, todos se lembram uns dos outros. Todos estão ali à espera dos 
que chegam.” (Cecília Meireles)

 Uma das grandes contribuições de Charles Darwin para a 
Biologia foi propor um mecanismo de evolução no qual as espé-
cies se modificariam e se diversificariam através de um fenômeno 
de natureza populacional. A esse fenômeno, Darwin denominou 
seleção natural, onde as variações herdáveis existentes se propa-
gam nas populações conforme as vantagens adaptativas conferidas 
por ambientes determinados. O efeito cumulativo dessas variações 
origina a diversidade biológica. 
 Atualmente sabemos que a variabilidade genética existe no 
nível dos ácidos nucléicos e, como visto no Capítulo 5, sua única 
origem é a mutação. Sabemos ainda que, além da seleção natural, 
no processo de deriva genética, um alelo pode ter sua frequência 
alterada por uma questão de amostragem aleatória entre gerações. 
 O processo de substituição alélica, no qual um alelo é 
substituído por outro na evolução de uma população, combina o 
processo de mutação com um ou ambos os fenômenos responsá-
veis pela mudança das frequências alélicas, nominalmente, seleção 
natural e deriva genética.
 A idéia de que as substituições alélicas ocorrem em inter-
valos mais ou menos regulares de tempo esteve presente desde 
o surgimento dos primeiros modelos criados para explicar a 
evolução molecular. A origem de novos alelos pode dar-se pela 
substituição de um nucleotídeo por outro, denominadas mutações 
pontuais, ou pela inserção ou deleção de nucleotídeos e inversões 
de sequências de nucleotídeos. Quando duas ou mais sequências 
homólogas de nucleotídeos apresentam tamanhos diferentes, 
pode-se inferir que, durante a história evolutiva dessas sequên-
cias, ocorreram inserções ou deleções de nucleotídeos. Nesse 
caso, as substituições são denominadas coletivamente de “indels” 
(inserção ou deleção), pois muitas vezes não se pode inferir com 
certeza o estado ancestral, isto é, se ocorreu uma inserção ou uma 
deleção. As indels podem ter efeitos deletérios muito graves se 
houver alteração do quadro de leitura do DNA, isto é, se provo-
carem mudança na sequência correspondente de aminoácidos. 
Mas, para efeito do estudo da evolução das proteínas, vamos nos 
deter às substituições de nucleotídeos.
 Na primeira parte desse capítulo, serão discutidas as dife-
renças entre porções diferentes de um mesmo gene, entre genes 
e entre as regiões codificadoras e não codificadoras do genoma. 
Na segunda parte, serão apresentadas as diferenças observadas 
entre linhagens à luz das evidências contra e a favor da hipótese 
do relógio molecular. No final, serão introduzidas novas idéias 
sobre os fatores determinantes da taxa de evolução molecular e 
a descrição de modelos que combinam princípios de alometria e 
cinética bioquímica com a teoria neutralista de evolução. Além 
disso, serão apresentadas uma breve revisão sobre os métodos 
de análise mais recentes, os diferentes métodos de calibragem do 
relógio molecular, bem como suas aplicações em estudos filoge-
néticos e abordagens ecológicas (processos intra-específicos).

7.1. Bases para o Relógio Molecular

 As mutações pontuais ocorrem quando uma base é erronea-
mente incorporada durante a replicação do DNA (ver Capítulo 5). 
As mutações que geram as substituições podem ser classificadas 
em: (1) transições, quando uma purina (A e G) é incorporada no 
lugar de outra purina ou quando uma pirimidina (C e T) é incor-
porada no lugar de outra pirimidina; e (2) transversões, nos casos 
de mutações que envolvem uma purina e uma pirimidina—por 
exemplo, quando A é trocada por T. Quando as mutações ocorrem 
em regiões codificadoras do genoma, elas podem ser classificadas 
em sinônimas e não sinônimas. Essa segunda classificação diz 
respeito ao efeito que a mudança provocará na proteína. Quando 
um nucleotídeo é substituído por outro sem causar alteração 
no aminoácido resultante, diz-se que a substituição é sinônima 
(Figura 7.1A). Quando há alteração no aminoácido resultante, 
a substituição é considerada não sinônima (Figura 7.1 B). Um 
último tipo pode ser classificado ainda como mutação sem senti-
do, quando a alteração transforma um códon que originalmente 
codificava para um aminoácido em um códon de parada (Figura 
7.1C). 
 De uma maneira bem simples, a distância entre duas 
sequências pode ser estimada contando-se o número de bases 
diferentes. A taxa de substituição de nucleotídeos (r), ou seja, o 

Figura 7.1. Tipos de mutação com relação aos seus efeitos na 
síntese protéica. 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   61 9/8/2012   16:26:15



62

Biologia Molecular e Evolução

63

Matioli & Fernandes (eds.)

compilados por Li (1997), que assumiu um tempo de divergência 
entre humanos e roedores de 80 milhões de anos. Examinando a 
Figura 7.3, podemos perceber que as taxas de substituições não 
sinônimas são bastante variáveis entre diferentes genes, com taxas 
que vão desde zero, em histonas, até 3 x 10-9, no interferon g. Esse 
tipo de substituição tem efeito direto na evolução das proteínas, 
pois produz alteração nos aminoácidos. As proteínas estruturais, 
como as histonas, que interagem diretamente com o DNA, são 
extremamente conservadas evolutivamente, ou seja, apresentam 
poucas substituições quando comparadas entre táxons muito 
diferentes. Proteínas que interagem com outras proteínas—por 
exemplo, o glucagon, hormônio que age na permeabilização de 
membranas celulares com relação à glicose, com efeito contrá-
rio ao da insulina—são mais flexíveis em termos evolutivos e 
apresentam altas taxas de substituição. Existem proteínas que 
apresentam taxas de substituição intermediárias, como no caso 
do hormônio de crescimento. Na maioria das enzimas, as taxas 
de substituições não sinônimas são baixas (Li, 1997).
 Mutações em diferentes posições do códon apresentam 
probabilidades diferentes de causar alterações no aminoácido. 
Os sítios em regiões codificadoras são classificados como não 
degenerados, se todas as substituições que ocorrem nesses sítios 
forem não sinônimas, duas vezes degenerados, se uma das três 
substituições possíveis for sinônima e quatro vezes degenerados, 
se todas as substituições possíveis forem sinônimas (Li et al., 
1985). Isso ocorre por causa da natureza do código genético, onde 
existem certos aminoácidos que dependem apenas da sequência 
das duas primeiras bases, não importando qual seja a terceira. As 
taxas de substituição de nucleotídeos são mais baixas em sítios 
não degenerados, medianas nos sítios duas vezes degenerados e 
muito altas nos sítios quatro vezes degenerados, como pode ser 
visto na Tabela 7.1.
 Como podemos ver na Tabela 7.1, o número de transições 
nos sítios de códons duas vezes degenerados é maior do que o nú-

Tabela 7.1. Taxas de transições e transversões em códons não de-
generados, 2 vezes degenerados e 4 vezes degenerados expressas 
em unidades de substituição/sítio/109 anos.

Substituição Não 
degenerado

2 vezes 
degenerado

4 vezes 
degenerado

Transição
Transversão

Total

0,40
0,38
0,78

1,86
0,38
2,24

2,24
1,47
3,71

Modificada a partir de Li (1997).

número de substituições que ocorrem por sítio por unidade de 
tempo, é uma medida mais precisa e pode ser calculada utilizando-
se a expressão proposta por Li (1997),

r = k/2T,

onde k é o número de substituições por sítio entre duas sequên-
cias homólogas e T é o tempo de divergência entre essas duas 
sequências (Figura 7.2). O tempo de divergência T, normalmente 
inferido a partir de dados paleontológicos, é considerado igual 
para as duas espécies cujas sequências estão sendo analisadas, 
pois, de fato, o tempo transcorrido desde a espécie ancestral para 
cada uma delas até o presente foi o mesmo.
 A taxa de substituição de nucleotídeos apresenta-se bas-
tante variável, dependendo de qual parte do genoma está sendo 
analisada. Como se sabe, a maioria dos eucariotos possui uma 
quantidade de DNA muito superior àquela que se supõe necessária 
para produzir ou regular a produção das proteínas. Desse modo, é 
possível dividir o genoma em regiões que contêm genes ou suas 
sequências regulatórias, e regiões aparentemente sem função, 
denominadas regiões não codificadoras.
 Quando comparamos as taxas de substituição entre esses 
dois tipos de regiões, percebemos que há uma clara diferença 
entre as regiões codificadoras e as não codificadoras do genoma. 
O DNA não codificador apresenta taxas de modificação superiores 
ao DNA que codifica para proteínas. Outra característica do DNA 
não codificador é a ocorrência de indels com maior frequência. 
A taxa de substituição de um gene é um bom indicativo de sua 
importância funcional e a comparação das taxas entre diferentes 
genes fornece informações valiosas sobre fatores históricos e de-
mográficos (Muse, 2000). Por essas razões, regiões codificadoras 
recebem uma atenção especial e muitos estudos comparativos 
têm sido publicados (Matsubara e Yamanaka, 1978; Fambrough, 
1994; Bargelloni et al., 1999; Kocher et al., 1995). A despeito da 
divisão do DNA entre regiões codificadoras e não codificadoras, 
é importante ressaltar que as substituições sinônimas ocorrem 
invariavelmente com mais frequência do que as não sinônimas.
 Para facilitar o entendimento, optamos por tratar as regiões 
codificadoras e as não codificadoras separadamente e, em cada 
uma delas, analisar os efeitos das substituições sinônimas e não 
sinônimas.

7.1.1. Regiões Codificadoras
 Na Figura 7.3, são apresentadas as taxas de substituição 
não sinônimas e sinônimas em alguns genes. Estes dados foram 

Figura 7.2. Divergência entre duas sequências (B e C) a partir 
de uma sequência ancestral (A), depois de transcorrido o tempo 
T. Note que, com relação às sequências B e C, transcorreu o 
tempo 2T.

Figura 7.3. Taxas de substituições sinônimas e não sinônimas 
entre algumas proteínas de roedores e humanos (em número de 
substituições por sítio por 109 anos). Dados compilados por Li 
(1997).
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mero de transversões, apesar de existirem dois tipos de transversão 
e apenas um de transição. O fato de as transições ocorrerem com 
maior frequência que as transversões poderia ser uma explicação. 
Nos sítios duas vezes degenerados, as taxas de transição são um 
pouco menores do que nos sítios de códons quatro vezes degene-
rados, enquanto que a taxa de transversão é bem menor nos sítios 
de códons duas vezes degenerados que nos sítios de códons quatro 
vezes degenerados. Isso pode ser devido ao fato de que nos sítios 
duas vezes degenerados todas as transversões são não sinônimas. 
Nos sítios não degenerados, as taxas de transição e transversão 
são quase iguais e ambas são menores do que as observadas em 
sítios de códons quatro vezes degenerados. Isso ocorre porque 
todas as mutações nesses sítios são não sinônimas (Li, 1997).
 Quando diferentes regiões do mesmo gene são compara-
das, os sítios sinônimos novamente apresentam taxas evolutivas 
mais elevadas que os não sinônimos (Li, 1997; Page e Holmes, 
1998). As mutações que resultam em mudança de aminoácido, 
isto é, as não sinônimas, têm uma chance maior de serem dele-
térias e grande parte será eliminada da população, resultando, 
assim, numa taxa menor de substituição nos sítios não sinônimos. 
Quando as taxas de substituição não sinônimas encontradas são 
superiores às sinônimas, como em algumas porções dos genes 
para imunoglobulinas (Tanaka e Nei, 1989) e do complexo de 
histocompatibilidade (Hughes e Nei, 1989), atribuem-se as altas 
taxas de substituição não sinônimas à seleção positiva; e, quando 
os genes são examinados como um todo, as taxas de substituição 
sinônimas serão maiores que as não sinônimas. Se, por um lado, 
as mutações não sinônimas têm grande chance de serem deletérias, 
as mutações sinônimas, por outro lado, têm uma maior probabili-
dade de serem neutras e, portanto, de serem fixadas na população 
(Li e Graur, 1991). Pelo menos em mamíferos, acredita-se que 
as mutações sinônimas sejam neutras e apresentam uma pequena 
probabilidade de fixação. Permanece aberta a questão de os sítios 
não sinônimos em mamíferos serem neutros ou apresentarem 
vantagens seletivas. Aparentemente, esses sítios poderiam estar 
reduzindo ou aumentando a adaptabilidade de maneira sutil, 
acarretando mudanças muito pequenas na função ou na estrutura 
da proteína (Page e Holmes, 1998).
 As diferenças entre as taxas de substituições sinônimas 
e não sinônimas parecem indicar que, quanto maiores forem as 
restrições funcionais, menores serão as taxas evolutivas, ou seja, 
maior é a probabilidade de a mutação ser deletéria e não neutra. 
Fisher (1930) já argumentava que, quanto maior o efeito de uma 
mutação, menor é a chance de que seja vantajosa. O modelo 
formulado por Kimura (1977) considera que uma fração das 
mutações é neutra e as restantes são deletérias. Ainda, conforme 
esse modelo, a taxa de mutação/sítio/tempo é igual nos sítios 
sinônimos e não sinônimos. Entretanto, como a fração de subs-
tituições neutras é maior nos sítios sinônimos, estes apresentam 
taxas evolutivas mais elevadas. Em outras palavras, a maior taxa 
de substituição deve ser esperada nas sequências cuja alteração 
interfira pouco na sua função.
 Para ilustrar os efeitos de restrições seletivas em genes 
diferentes, examinemos duas proteínas que possuem taxas de subs-
tituição não sinônimas bastante diferentes, as apolipoproteínas e 
a histona 3. As apolipoproteínas são moléculas transportadoras 
de lipídios que atuam na corrente sanguínea. Os domínios onde 
ocorrem as ligações com lipídios são compostos, em sua maioria, 
por resíduos hidrofóbicos. Análises comparativas de sequências 
de apolipoproteínas de vários mamíferos sugerem que a substi-
tuição de um aminoácido hidrofóbico por outro é possível em 
muitos sítios (Luo et al., 1989). Já no caso das histonas, onde os 
aminoácidos interagem diretamente com o DNA ou com outras 
histonas, poucas substituições são possíveis, o que faz dessa uma 

das proteínas conhecidas com taxa de evolução mais baixa (Li, 
1997). 
 Um aspecto importante que deve ser levado em considera-
ção é que as restrições funcionais não são “entidades fixas” (Page 
e Holmes, 1998). Em um determinado ambiente, um aminoácido 
pode ser seletivamente importante, enquanto que, em outro, esse 
mesmo aminoácido pode ser neutro. Alterações na restritividade 
funcional podem ser medidas pela razão entre substituições não 
sinônimas e sinônimas (dN/dS). Se as substituições sinônimas, 
como as não sinônimas, forem neutras, teremos dN=dS e a relação 
teria um valor próximo a 1. Se as substituições não sinônimas 
enfrentam restrições funcionais (dN<dS), a relação seria menor que 
1. Na presença de seleção positiva, ocorrerão mais substituições 
não sinônimas e dN > dS, resultando numa relação maior que 1. Isso 
ocorreria porque a taxa com que as mutações são fixadas é maior 
que a taxa de mutação (Page e Holmes, 1998). Os vírus que causam 
imunodeficiência em humanos (HIV-1) e em símios (SIVMAC) são 
exemplos de alteração de restrições funcionais. Acredita-se que 
esses dois vírus tenham surgido através de eventos de transmis-
são interespecífica a partir de outros primatas, onde eram menos 
patogênicos (SVIAGM e SVISMM). Tanto o HIV-1 como o SIVMAC 
provocam uma forte resposta imunológica nos novos hospedeiros. 
Nesse caso, haverá seleção positiva para aqueles vírus cuja capa 
protéica constitua-se de proteínas com mutações que não sejam 
detectadas pelo sistema imunológico do hospedeiro. Vírus com 
essa característica terão sua frequência aumentada rapidamente. A 
razão dN/dS das sequências da proteína g120 do envelope protéico 
é mais alta no HIV-1 e SIVMAC do que no SIVAGM e SIVSMM (Shpaer 
e Mullins, 1993; Page e Holmes, 1998).
 Além das restrições funcionais, a estrutura terciária das 
proteínas é outro fator que pode influenciar nas taxas de substi-
tuição de nucleotídeos. Há indícios de que diferentes regiões da 
estrutura terciária de uma proteína apresentam taxas evolutivas 
diferentes. O caso das hemoglobinas de vertebrados é um dos 
mais bem estudados. A hemoglobina é um tetrâmero composto de 
duas cadeias a e duas cadeias b. O interior da molécula contém 
principalmente aminoácidos hidrofóbicos e é bastante conservado. 
Nessa região, a taxa de substituição de nucleotídeos foi estimada 
em 0,17 x 10-9 e 0,24 x 10-9 substituições por ano nas cadeias a e 
b, respectivamente (Kimura e Ohta, 1973). Nos sítios que estão 
na superfície da molécula, as taxas de substituição são cerca de 
10 vezes superiores. A existência de aminoácidos hidrofóbicos 
no interior da molécula e aminoácidos hidrofílicos no exterior é 
bastante comum em proteínas globulares e esses aminoácidos de-
terminam sua estabilidade e dobramento correto durante a síntese 
protéica. A diferença nas taxas de substituição entre o interior com 
relação ao exterior pode ser explicada pela restrição funcional do 
interior da molécula, onde se liga o grupo heme, que contém um 
íon de ferro, o responsável último pela função da molécula no 
transporte de oxigênio.
 O motivo da variação na taxa de substituição sinônima 
entre genes não é tão bem compreendido. Podem ser duas as razões 
envolvidas. Primeiro, a taxa de mutação pode variar entre regiões 
diferentes do genoma. Em outras palavras, a variação nas taxas 
de mutações sinônimas poderia estar refletindo a posição do gene 
no cromossomo. Segundo, é possível que substituições sinônimas 
estejam sujeitas a restrições seletivas distintas, isto é, enquanto 
algumas são selecionadas a favor, outras são selecionadas contra, 
uma vez que nem todos os códons sinônimos apresentam a mesma 
adaptabilidade (Li, 1997). Essa seleção poderia criar um viés na 
utilização de códons entre genes, provocando variação nas taxa 
de substituições sinônimas. 
 O fato de o código genético ser degenerado significa que a 
maioria dos 20 aminoácidos é codificada por mais de um códon. Se 
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sobre a eficiência, no sentido de síntese rápida e minimização 
de erros durante a tradução (Tabela 7.3). Essa eficiência maior, 
quando existe desvio na utilização de códons, pode ser entendida 
da seguinte maneira: suponha a existência de um aminoácido que 
pode ser codificado por quatro códons diferentes. A velocidade de 
reação da síntese protéica depende, como qualquer outra reação 
química, da concentração dos substratos. Um dos substratos da 
reação é o tRNA específico para o códon em questão. Se houver 
quantidades iguais de cada um dos quatro tRNAs, qualquer códon 
seria sintetizado na mesma velocidade. No entanto, como acontece 
nos diferentes organismos, a abundância relativa de cada um dos 
tRNAs não é a mesma, existindo um ou mais deles em maior 
concentração. Nesse caso, a cadeia polipeptídica é sintetizada mais 
rapidamente se os códons utilizados corresponderem aos tRNAs 
mais abundantes. Nos genes com baixa expressão, as restrições 
seletivas são mais fracas e a utilização de códons seria, então, 
afetada pela pressão de mutação e deriva genética (Sharp e Li, 
1986). 
 Em Drosophila, o desvio na utilização de códons está as-
sociado ao conteúdo de G + C na terceira posição do códon. Esse 
fato foi positivamente correlacionado com o conteúdo de G + C 
nos introns próximos (Kliman e Hey, 1994). A pressão de mutação 
foi a explicação sugerida para a ocorrência de mais G + C, uma 
vez que, tanto em introns quanto na terceira posição dos códons, as 
restrições funcionais são mais fracas. Nos códons degenerados, a 
variação do conteúdo G + C parece estar mais correlacionada com 
a variação na seleção natural, mas o efeito da pressão de mutação 
não é desprezível. O conteúdo de G + C é menor em pseudogenes 
que em seus similares funcionais (Moriyama e Gojobori, 1992) e 
o desvio na utilização de códons, menor em D. melanogaster do 
que em D. simulans, é explicado por uma diminuição populacional 
em D. melanogaster. Esses dois fatos sugerem que a seleção para 
eficiência na tradução tem um importante papel na escolha dos 
códons em Drosophila (Li, 1997).
 Os padrões de utilização de códons em mamíferos podem 
ser explicados de diversas maneiras. A princípio, a pressão muta-
cional estaria determinando o viés na utilização de códons. O fato 
de a composição de bases de códons sinônimos não ser significati-
vamente diferente da do DNA não codificante e dos introns ao seu 

todas as mutações sinônimas fossem realmente neutras, os códons 
sinônimos deveriam ser utilizados em frequências similares. En-
tretanto, mutações em diferentes posições do códon são diferentes 
em termos da probabilidade de provocar alteração de aminoácido, 
fazendo com que as três posições do códon sejam diferentes 
quanto às restrições funcionais a que estão sujeitas. À medida 
que um maior número de sequências se tornou disponível em 
bancos de dados, ficou evidente que, tanto em procariotos como 
em eucariotos, a utilização dos códons não é ao acaso (Grantham 
et al., 1980; veja também o Capítulo 10, para uma discussão mais 
detalhada). Por exemplo, o ácido glutâmico é especificado por 
dois códons GAA e GAG. Nos genes nucleares humanos, GAG 
é utilizado na proporção de 40 para cada 1000 códons, enquanto 
que, no caso do códon GAA, a proporção é de 28 para 1000. Na 
bactéria Escherichia coli, a situação é inversa (Page e Holmes, 
1998). A proposição de que a seleção natural favorecesse códons 
particulares, os quais, por sua vez, aumentariam a adaptabilidade 
do organismo e o modelo de coevolução códon-tRNA, corrobora 
a premissa neutralista de que existe uma relação entre restrição 
funcional e taxa de substituição de nucleotídeos. 
 Grantham et al. (1980) observaram que genes em orga-
nismos ou em espécies proximamente relacionados apresentam 
o mesmo padrão de utilização de códons sinônimos e propôs a 
hipótese de que o viés na utilização de códons é espécie-específico. 
Essa hipótese parece ser verdadeira de modo geral, mas existe uma 
grande variação na utilização de códons por diferentes genes. A 
Utilização Relativa de Códons Sinônimos (RSCU, sigla do inglês 
Relative Synonymous Codon Usage), proposta por Sharp e Li 
(1986), pode ser calculada dividindo-se o número observado de 
ocorrências de um determinado códon pelo número de ocorrências 
esperado de todos os códons para aquele aminoácido.
 A Tabela 7.2 apresenta parte de uma extensa compilação 
de dados sobre a utilização não ao acaso de códons sinônimos 
feita por Sharp et al. (1988). Se a utilização de códons fosse 
homogênea, a frequência de cada um deveria ser igual a 1. 
 Observando-se a Tabela 7.2, percebe-se que a utilização 
é diferente de 1,0 na maioria dos casos. Em E. coli e em S. cere-
visiae, percebe-se que o desvio é maior em genes com alta taxa 
de expressão. Isso pode ser devido ao efeito da seleção natural 

Tabela 7.2. Utilização relativa de códons sinônimos (RSCU) em três espécies de organismos.

Aminoácido Códon Escherichia coli Saccharomyces cerevisae Humano
↑* ↓* ↑* ↓* G+C** A+T**

Val GUU 2,41 1,09 2,07 1,13 0,09 1,32
GUC 0,08 0,99 1,91 0,76 1,03 0,69
GUA 1,12 0,63 0,00 1,18 0,11 0,80
GUG 0,40 1,29 0,02 0,93 2,78 1,19

Ile AUU 0,48 1,38 1,26 1,29 0,45 1,60
AUC 2,51 1,12 1,74 0,66 2,43 0,76
AUA 0,01 0,50 0,00 1,05 0,12 0,64

Phe UUU 0,34 1,33 0,19 1,38 0,27 1,20
UUC 1,66 0,67 1,81 0,62 1,73 0,80

Met AUG 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Modificada a partir de Li e Graur (1991)
*    ↑ = genes com alta taxa de expressão; ↓ = genes com baixa taxa de expressão.
**  G+C = maior conteúdo de guaninas e citosinas; A+T = maior conteúdo de adeninas e timinas.
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redor é uma evidência da ação da pressão mutacional. Além disso, 
os padrões de utilização de códons em mamíferos parecem não 
estar associados aos níveis ou à velocidade da expressão gênica, 
nem ao tipo de tecido, como seria de se esperar se a seleção natural 
estivesse operando (Page e Holmes, 1998). A maioria dos genes 
humanos possui um alto conteúdo de G + C na terceira posição, 
mas aparentemente existe apenas uma baixa correlação entre o 
conteúdo de G + C e o nível de expressão gênica. Entretanto, o 
conteúdo G + C na região onde se localiza o gene parece ser um 
dos fatores que determina o desvio na utilização de códons em 
humanos, ao invés da expressão gênica. Como o conteúdo G + C é 
maior nas terceiras posições, é possível que o padrão de utilização 
de códons em humanos esteja de alguma maneira sendo afetado 
pela seleção natural (Aota e Ikemura, 1986; Li e Graur, 1991). A 
utilização preferencial de códons encontra-se também discutida 
no Capítulo 10.
 De acordo com Page e Holmes (1998), são três os mecanis-
mos que poderiam estar envolvidos, isoladamente ou combinados, 
na variação do padrão de ocorrência de mutações no genoma: 
replicação de DNA, reparo de DNA e recombinação. A hipótese 
da replicação propõe uma correlação entre o tempo de replicação e 
a composição de bases. Genes que replicam primeiro apresentam 
um conteúdo maior de G + C do que os genes de replicação tardia, 
pois se acredita que os erros ocorridos no início da replicação 
acarretem uma maior inserção de G + C. A hipótese do reparo é 
baseada na premissa de que a eficiência do reparo varia ao longo 
do genoma e que alguns erros são “consertados” de modo mais 
eficiente que outros (ver detalhes no Capítulo 5). Segundo a hipó-
tese da recombinação, regiões com baixo conteúdo de G + C estão 
associadas à baixa taxa de recombinação. Análises de sequências 
de DNA de genes de mamíferos revelaram pouca correlação entre 
o conteúdo de G + C e taxas de mutação sinônima (Bernardi et 
al., 1993).

7.1.2. Regiões não codificadoras
 Os dados a respeito de substituições de nucleotídeos 
nas regiões não codificadoras são bem menos abundantes. Em 
relação ao genoma nuclear, as sequências utilizadas com maior 
frequência são aquelas não traduzidas localizadas a 5’ ou a 3’ dos 
genes. Comparando-se as taxas de substituições de nucleotídeos 
entre essas sequências e os sítios quatro vezes degenerados, onde 
todas as substituições são sinônimas, os valores são cerca de 50% 
maiores nos últimos (Li, 1997). 
 Os pseudogenes são sequências derivadas—na maioria 
das vezes por duplicação—de genes funcionais em que uma das 
cópias perdeu a função devido à ocorrência de mutações que 
a inativaram. Por exemplo, foram detectados pseudogenes nas 
famílias gênicas a e b-globina, cuja homologia com os genes 
funcionais correspondentes variam de 75 a 80% (Ratner et al., 
1996). Como os pseudogenes não exercem qualquer função, não 
estão sujeitos às restrições funcionais, razão pela qual se espera 
que apresentem altas taxas evolutivas. Por exemplo, a taxa de 
substituição no pseudogene da globina ya1 é maior do que nas 

três posições do gene funcional da a-globina, do qual é derivado 
(Nei, 1987). Outra região não codificadora, desta feita pertencente 
ao genoma mitocondrial, que tem sido muito estudada é a alça D 
(“D-loop”, em inglês) ou região controladora (Lee et al., 1995; 
Randi e Lucchini, 1998). A região controladora será discutida 
com mais detalhe no item a respeito de taxas de substituição de 
nucleotídeos em organelas.

7.1.3. Genoma de Organelas
 Nem todo o DNA dos eucariontes está armazenado no 
núcleo. Há outras estruturas celulares, chamadas organelas, que 
contêm DNA próprio. A mitocôndria é uma organela encontrada 
na maioria dos eucariontes e sua função nas células envolve a 
degradação de açúcares e gorduras importantes na respiração 
celular. O cloroplasto, organela responsável pela fotossíntese, 
presente em algas e plantas terrestres, também apresenta seu 
próprio genoma (Capítulo 2). 
 O genoma de organelas constitui-se de genes que nor-
malmente estão presentes em cópia única. Tanto os genes das 
mitocôndrias como os dos cloroplastos somente codificam as 
proteínas necessárias para a manutenção de suas funções e para a 
expressão gênica. Nessas organelas, as regiões não codificadoras 
são raras.
 Características peculiares, como a herança uniparental, 
geralmente materna, a ausência de recombinação e as altas taxas 
evolutivas, quando comparado ao genoma nuclear, fizeram do 
DNA mitocondrial (mtDNA) uma ferramenta importante no 
estudo das relações evolutivas entre indivíduos, espécies e popu-
lações. Até o momento, vários genomas mitocondriais completos 
foram sequenciados e um grande número de sequências parciais, 
principalmente do gene do citocromo b e da região controladora, 
estão disponíveis em bancos de dados. Essas sequências permi-
tiram a determinação mais precisa das taxas de substituição de 
nucleotídeos nos genomas de organelas.
 A taxa de substituições sinônimas no genoma mitocondrial 
de vertebrados foi estimada em 5,7 x 10-8/sítio/ano (Brown et al., 
1982). Esse valor é cerca de dez vezes maior que o encontrado 
no genoma nuclear. Em relação às substituições não sinônimas, 
há grande variação entre os 13 genes que codificam para proteí-
nas, dependendo das restrições funcionais, a exemplo dos genes 
nucleares. A alta taxa de substituição de nucleotídeos pode ser 
devida a uma alta taxa de mutação que, por sua vez, poderia estar 
sendo causada pelo excesso de resíduos metabólicos, pela baixa 
fidelidade na replicação das mitocôndrias e pela ausência de um 
mecanismo de reparo (Li e Graur, 1991; Li, 1997). 
 Pesole et al. (1999), analisando a variabilidade da taxa 
de substituição de nucleotídeos em diferentes regiões funcionais 
do mtDNA de mamíferos, verificaram que existe uma grande 
variabilidade em termos da dinâmica evolutiva da molécula. A 
taxa de substituição de nucleotídeos varia dependendo da região 
considerada. Os sítios não sinônimos, o domínio central da região 
controladora e os genes que codificam para tRNAs e rRNAs 
apresentam taxas mais baixas do que os sítios sinônimos e do 

Tabela 7.3. Papel da expressão gênica na determinação do viés na utilização de códons e das taxas de substituições sinônimas em 
alguns organismos unicelulares.

                                                 Genes
Altos níveis de expressão Baixos níveis de expressão

Seleção para maior eficiência Alta Baixa
Quantidade de tRNAs Restrita Sem restrição

Viés na utilização de códons Forte Fraco
Taxa de substituição sinônima Baixa Alta
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que as duas regiões periféricas da região controladora. As taxas 
de substituições nos sítios sinônimos podem ser consideradas 
uniformes em todos os genes mitocondriais (Pesole et al., 1999).
 Para comparar adequadamente as taxas de substituição 
nucleotídicas entre genes nucleares e mitocondriais, os mesmos 
pares de espécies devem ser utilizados. Além disso, nos genes 
com taxas de substituição muito elevadas, é necessário utilizar 
pares de espécies que divergiram recentemente para evitar que 
os sítios estejam saturados. Na Tabela 7.4, são apresentadas as 
porcentagens de substituição por sítio no mtDNA e no DNA 
nuclear (nDNA). 
 Para os genes que codificam proteínas, os sítios sinônimos 
apresentam taxas de substituição 22 vezes superiores no mtDNA, 
se comparadas às do nDNA. Nos sítios não sinônimos, observa-
se uma grande variabilidade em ambos os genomas. No genoma 
nuclear, as taxas variam de 0,0 a 4,3%, enquanto que, no mtDNA, 
a variação é de 0,6 a 4,5%. A alta taxa de substituição de nucleo-
tídeos nos tRNAs e nos sítios sinônimos no mtDNA poderia ser 
explicada pelas baixas restrições funcionais ocasionadas pela 
instabilidade do emparelhamento códon/anticódon que ocorre 
no genoma mitocondrial (Pesole et al., 1999). As baixas taxas 
verificadas no DNA nuclear, quando comparadas às do mtDNA, 
podem estar correlacionadas a restrições devidas à presença de 
isócoros no genoma nuclear (Alvarez-Valin et al., 1998). Isócoros 
são sequências com mais de 300 kb que possuem um conteúdo de 
G + C relativamente uniforme, que estão espalhadas pelo genoma 
(veja o Capítulo 10 para mais detalhes).
 Wolfe e colaboradores (1987, 1989), estudando várias di-
cotiledôneas e monocotiledôneas, estimaram a taxa de substituição 
de nucleotídeos em 31 genes representando os três genomas (mito-
condrial, nuclear e do cloroplasto) presentes em plantas superiores. 
A taxa de substituição em genes presentes nos cloroplastos (1,1-2,9 
x10-9) são mais altas do que nos mitocondriais (0,2-1,1 x10-9). Gaut 
et al. (1992) obtiveram os mesmos resultados, desta feita com-
parando taxas de substituição entre arroz e milho. É interessante 
ressaltar que as mono e seus grupos mais aparentados entre as 
dicotiledôneas divergiram há 200 milhões de anos, enquanto que 
o tempo de divergência entre o arroz e o milho é de cerca de`50 
milhões de anos. A similaridade entre os dois estudos sugere que o 
padrão de substituição de nucleotídeos em plantas tem sido mantido. 
Em uma revisão recente, Muse (2000) sugere que vários fatores 
devem ser levados em consideração para explicar o padrão de subs-
tituição de nucleotídeos em plantas. Entre eles, podemos citar: (1) 
os três genomas, assim como diferentes genes em cada um deles, 
apresentam taxas bastante variáveis de substituições sinônimas e 
não sinônimas; (2) taxas relativas de substituições não sinônimas 
são influenciadas por fatores específicos para cada loco gênico; (3) 
taxas relativas de substituições sinônimas podem ser conservadas 
na maiorias dos genes de cloroplastos e podem ser mantidas nos 
três genomas; (4) susbtituições sinônimas e não sinônimas possuem 
dinâmicas geralmente independentes.  

 Em conclusão, pelo que foi apresentado, existe uma gran-
de variação nas taxas de mutações sinônimas e não sinônimas. 
Nas regiões codificadoras, a variação nas taxas evolutivas está 
inversamente relacionada às restrições funcionais. Nas regiões 
não codificadoras, as taxas evolutivas de maneira geral são mais 
elevadas, pois não existe qualquer tipo de restrição funcional. O 
aumento na taxa de mutação é uma das explicações sugeridas 
para a taxa de substituição de nucleotídeos ser cerca de dez vezes 
maior no genoma mitocondrial que no genoma nuclear.

7.2. O Relógio Molecular

 Comparando-se a quantidade de substituições de 
nucleotídeos em algumas proteínas, como, por exemplo, a 
hemoglobina, e o tempo de divergência de algumas espécies, 
percebe-se que, no exame de táxons cada vez mais distantes, 
o número de substituições aumenta de forma quase constante. 
A partir dessas observações, algumas proteínas passaram a ser 
utilizadas como uma espécie de “cronômetro” para estimar-se 
o tempo de divergência entre os táxons. As inúmeras tentativas 
de entender como esse cronômetro funciona e o quão bem 
calibrado ele é vêm proporcionando um melhor entendimento 
a respeito da evolução das sequências de nucleotídeos e ami-
noácidos.
 Nessa segunda parte do capítulo, trataremos especifica-
mente de como se dá a evolução das sequências de proteínas 
entre os táxons. No início dos anos 60, Zuckerkandl e Pauling 
(1962, 1965) e Margoliash (1963), em estudos comparativos 
com a hemoglobina e com o citocromo c, respectivamente, per-
ceberam que a taxa de substituição de aminoácidos era quase a 
mesma entre diversas linhagens de mamíferos. A existência de 
um relógio molecular, isto é, taxas de evolução molecular apro-
ximadamente constantes através do tempo em todas as linhagens 
para uma dada proteína, foi proposta por Zuckerkandl e Pauling 
em 1965. Essa talvez seja uma das idéias mais controversas na 
área de evolução molecular. É importante frisar que o conceito do 
relógio molecular não significa que as taxas evolutivas em todos 
os genes e proteínas sejam as mesmas. Como já foi discutido, as 
taxas de substituição de nucleotídeos variam grandemente entre 
genes e entre porções do mesmo gene, devido principalmente 
à alteração nas restrições funcionais. Além disso, diferentes 
genomas apresentam taxas evolutivas diferentes. No genoma 
mitocondrial de vertebrados, por exemplo, as substituições de 
nucleotídeos ocorrem cerca de dez vezes mais rápido do que no 
genoma nuclear. 
 De qualquer maneira, a hipótese do relógio molecular deu 
um grande impulso na utilização de macromoléculas em estudos 
evolutivos, pois, se existe realmente uma taxa de evolução com 
alguma constância, as macromoléculas podem ser utilizadas para 
datar o tempo de divergência entre espécies e grupos de espécies. 

Sítio mtDNA nDNA mtDNA/nDNA
Hsa x Ptr Sinônimo

Não-sinônimo
média

mínima
máxima

34,6 ± 3,9

2,6 ± 0,4
0,6 ± 0,3
4,5 ± 1,6

1,6 ± 0,9

0,8 ± 0,2
0,0

4,3 ± 2,2

22

3
--
1

Rno x Mmu 12s rRNA
16s rRNA

tRNAs

7,7 ± 2,4
17,2 ± 3,8
9,7 ± 2,4

0,4 ± 0,3
4,1 ± 0,8
0,1 ± 0,1

19
4
97

Modificada a partir de Pesole et al (1999).

Tabela 7.4. Comparação entre a taxa de substituições por sítio no DNA mitocondrial (mtDNA) e no DNA nuclear (nDNA) entre as 
espécies: humano -chimpanzé (Hsa x Ptr) e rato-camundongo (Rno x Mmu).
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O tempo de divergência entre duas espécies é justamente um dos 
principais focos da controvérsia em relação à hipótese do relógio 
molecular. 
 Uma das maneiras mais simples de testar o relógio mo-
lecular é utilizar o teste de taxa relativa (relative rate test, em 
inglês), desenvolvido por Sarich e Wilson (1973). O teste estima 
o número de substituições entre dois táxons proximamente re-
lacionados e os compara a um terceiro, filogeneticamente mais 
distante. A principal vantagem dessa abordagem é que não se 
faz necessário saber os tempos de divergência entre as espécies 
em questão. Examinando a Figura 5.4, é possível perceber que 
o número de substituições entre as espécies 1 e 2 (K12) é igual à 
soma das substituições que ocorreram do ponto 0 até 1 (K01) e de 
0 até 2 (K02). Portanto, 

K12 = K01 + K02.

 O mesmo pode ser calculado em relação aos outros dois 
pares de espécies. Como K12, K13 e K13 podem ser estimados a 
partir da frequência de nucleotídeos, os valores de K01, K02 e K03 
podem ser obtidos através das equações

K01 = (K13 + K12 + K23)/2,
K02 = (K12 + K23 + K13)/2,
K03 = (K13 + K23 + K12)/2.

 Como o tempo desde a separação de 1 e 2 é igual para as 
duas linhagens, de acordo com a hipótese do relógio molecular, 
K01 e K02 devem ser iguais, ou seja,

d = K01 – K02,

e d não dever ser estatisticamente diferente de 0. Para testar se 
um valor observado de d é ou não significativamente diferente 
de 0, basta compará-lo com o desvio padrão. Se, por exemplo, 
o valor obtido para d for duas vezes maior que o desvio padrão, 
pode ser considerado significativo no nível de 5% (Li e Graur, 
1991; Li, 1997). 
 Esse é um teste simples que poder ser utilizado mesmo 
quando não se tem certeza da filogenia das espécies. Nesse caso, as 
equações acima podem ser utilizadas para estimar o comprimento 
dos ramos e considera-se a espécie com o maior comprimento de 
ramo como o grupo externo (Li, 1997). Entretanto, é importante 
ter o cuidado de não utilizar como grupo externo táxons muito 
distantes, porque isso aumenta as chances de mais de uma mutação 
ter ocorrido no mesmo sítio (Page e Holmes, 1998). 
 Jermiin (1996) desenvolveu o programa K2WuLi Ver-
sion 1.0, que executa o teste de taxa relativa e estima a distância 
evolutiva e o desvio padrão entre sequências de DNA utilizando 
o modelo Kimura 2 parâmetros. Outros autores propuseram dife-
rentes testes para a hipótese do relógio molecular (Tajima, 1993; 
Muse e Weir, 1992; Rambaut e Bromham, 1998).

7.2.1. Relógios locais
 Uma vez que a hipótese do relógio molecular é tão contro-
versa, outra questão interessante é saber se as taxas de substitui-
ção de nucleotídeos se comportam de acordo com a hipótese do 
relógio molecular em relação a um grupo de organismos. Os ratos 
e camundongos são apropriados para testar essa hipótese, pois 
possuem aspectos fisiológicos semelhantes. Existem duas linhas 
de evidências que apontam para a existência de um relógio local 
nesse grupo de indivíduos. Dados obtidos a partir de experimentos 
de hibridação DNA-DNA revelaram uma taxa constante entre tá-
xons das famílias Muridae (que compreende ratos e camundongos) 
e Microtidae (que compreende hamsters e lemingues –Brownell, 
1983; Catzeflis et al., 1987). Li et al. (1987), aplicando o teste de 
taxa relativa, encontraram taxas muito semelhantes entre ratos e 
camundongos. Examinando a Tabela 7.5, percebemos que o número 
de substituições sinônimas (KS) entre camundongo e hamster e entre 
rato e hamster são quase iguais e a diferença entre as duas não é 
estatisticamente significativa (0,8 < desvio padrão). Já em relação 
aos sítios não sinônimos (KA), a diferença pode ser considerada 
significativa, pois é cerca de duas vezes maior que o desvio padrão. 
Quando comparamos as linhagens utilizando a espécie humana 
como referência, as diferenças encontradas não são estatisticamente 
significativas. Essa é uma evidência de que esse grupo de roedores 
apresenta taxas de substituição de nucleotídeos quase iguais, pelo 
menos em sítios sinônimos, corroborando a hipótese de um relógio 
molecular local (O’hUigin e Li, 1992; Li, 1997). 

7.2.2. Hipóteses sobre a diminuição da taxa evolutiva em 
hominídeos 
 Goodman (1961) e Goodman et al. (1971) postularam a 
hipótese de que a taxa de evolução molecular sofreu uma diminui-

Tabela 7.5. Porcentagem de substituições sinônimas (KS) e não sinônimas (KA) entre espécies de roedores.

Sítios sinônimos Sítios não sinônimos
Espécies KS Lb KA Lb

Rato-camundongo
Camundongo-hamster

Rato-hamster
Camundongo-homem

Rato-homem
Hamster-homem

18,0 ± 0,7
30,3 ± 1,0
31,3 ± 1,0
53,4 ± 1,5
51,6 ± 1,5
52,3 ± 1,5

4.229
4.229
4.229
4.229
4.229
4.229

1,8 ± 0,1
2,9 ± 0,1
2,7 ± 0,1
5,2 ± 0,2
5,0 ± 0,2
5,1 ± 0,1

15.217
15.217
15.217
15.217
15.217
15.217

Modificada a partir de O’hUigin e Li (1992).
Lb = número de sítios comparados.

Figura 7.4. O teste de taxa relativa. Para comparar as taxas de 
substituição que deram origem às espécies 1 e 2 a partir de um 
ancestral comum 0, um grupo externo 3 foi utilizado. 
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ção em hominídeos (humanos e símios) após sua separação dos 
macacos do velho mundo. Essa hipótese foi baseada em dados de 
distâncias imunológicas e sequências de proteínas. Sarich e Wilson 
(1967) e Wilson et al. (1977), aplicando o teste de taxa relativa, 
não encontraram evidências dessa diminuição e atribuíram os 
resultados encontrados por Goodman à utilização de tempos de 
divergência errôneos entre símios e humanos. Kohne et al. (1972) 
e Sibley e Ahlquist (1984) chegaram a conclusões similares às de 
Sarich e Wilson, mas, em trabalhos mais recentes, os resultados 
são conflitantes (Sibley e Ahlquist, 1987).
 Resultados obtidos através de sequenciamento de DNA 
apóiam a hipótese da diminuição das taxas evolutivas em homi-
nídeos (Koop et al., 1986; Li e Tanimura, 1987; Li et al., 1987). 
Mais recentemente, Li et al. (1996) obtiveram dados de sequen-
ciamento de introns, regiões flanqueadoras e do pseudogene h da 
globina, indicando que a taxa de substituição de nucleotídeos é 
muito superior em macacos do velho mundo do que em hominí-
deos após a separação das duas linhagens. 
 Gilloly e colaboradores (2005) sugerem que as diferenças 
no tamanho corporal poderiam explicar a redução da evolução 
molecular em hominídeos. Segundo esses autores, a diferença de 
massa corpórea média entre hominóides (50 kg) e macacos do 
velho mundo (7 kg) resulta numa diminuição de 0,6 vezes nas 
taxas de substituição de nucleotídeos, que é muito próxima do 
valor estimado de 0,7 (Seino et al., 1992).

7.2.3. Causas das diferenças nas taxas de substituição de nu-
cleotídeos entre linhagens
 A variação nas taxas de substituição de nucleotídeos pode 
estar relacionada a diversos fatores, como diferenças nos tempos 
de geração (Laird et al., 1969), nas taxas metabólicas (Martin & 
Palumbi, 1993), na eficiência dos mecanismos de reparo verifi-
cados entre linhagens e na temperatura do ambiente (Bleiweiss, 
1998; Wright et al., 2003). A correlação entre as taxas evolutivas 
em linhagens próximas é biologicamente possível, pois os fatores 
mencionados acima podem ser similares nas mesmas linhagens 
e alterações graduais nesses fatores promoveriam a divergência 
gradual nas taxas de substituição de nucleotídeos (Thorne et al., 
1998).
 A hipótese do tempo de geração postula simplesmente que 
a taxa de mutação deve ser medida em termos de gerações, e não 
de tempo cronológico, assumindo que os erros ocorridos durante a 
replicação do DNA que origina os gametas seriam a principal fonte 
de mutação. No nível molecular, o tempo de geração é definido 
como o tempo que existe entre cada uma das replicações do DNA 
que originam gametas. Se a maioria das mutações é resultado de 
erros nesse processo e se espécies relacionadas possuem aproxi-
madamente o mesmo número de divisões celulares, espécies com 
tempos de geração mais longos acumulariam menos substituições 
que as com tempos mais curtos. Gu e Li (1992) aplicaram o teste 
de taxa relativa para comparar sequências de proteínas de roedores 
e humanos utilizando galinhas como referência. Das 54 proteínas 
comparadas, 35 apresentaram taxas mais altas nos roedores, 12 em 
humanos e sete apresentaram taxas semelhantes. Eastel e Collet 

(1994), comparando as taxas de substituições de nucleotídeos 
em humanos e em roedores, usando marsupiais como referência, 
concluíram que as taxas de substituições sinônimas são iguais 
nas duas linhagens, enquanto que as taxas de substituições não 
sinônimas são significativamente maiores em roedores que em 
humanos (Tabela 7.5). Li et al. (1996) argumentam que, como as 
distâncias entre os genes de marsupiais e humanos ou roedores é 
grande, esses números devem ser considerados com cuidado. Ao 
reexaminarem os dados de Eastel e Collet, desta feita levando em 
consideração a taxa de transversões, ao invés da taxa de transições, 
Li e colaboradores (1996) concluíram que os resultados apresen-
tados na Tabela 7.6 indicam uma taxa maior em roedores tanto 
para substituições sinônimas como não sinônimas. Ohta (1995) 
também encontrou taxas de mutações sinônimas 2,6 vezes maior 
em roedores do que em primatas. 
 Outras evidências a favor da hipótese do tempo de geração 
foram obtidas em plantas. Análises realizadas com o gene rbcL de 
cloroplastos mostrou que as taxas de substituição em gramíneas 
são cinco vezes maiores do que em palmeiras. Isso é compatível 
com as idades quando da primeira floração, utilizadas como me-
dida do tempo de geração (Gaut et al., 1992).
 Nem sempre a correlação entre o tempo de geração e a taxa 
de substituição de nucleotídeos é fácil. Por exemplo, se a quan-
tidade de divisões celulares for diferente em táxons com tempos 
de geração semelhantes, as taxas de substituição de nucleotídeos 
também serão diferentes. Isso explicaria porque as taxas de mu-
tação não são tão diferentes quanto seria de se esperar quando 
comparadas aos tempos de geração. Os roedores, por exemplo, 
não apresentam taxas 40 vezes superiores àquelas dos primatas. 
 Como a hipótese do tempo de geração assume que os erros 
durante o processo de replicação do DNA são a principal fonte 
de mutações, ela pode ser testada comparando-se a razão da taxa 
de mutação em machos e fêmeas (a) e a razão entre a quantida-
de de divisões celulares na linhagem germinativa de machos e 
fêmeas (c). Li et al. (1996) estimaram o valor de c = nm/nf, onde 
nm é o número de divisões na linhagem germinativa de machos e 
nf, nas fêmeas. As células da linhagem germinativa de fêmeas de 
ratos e de mulheres sofrem aproximadamente o mesmo número 
de divisões, 28 e 33, respectivamente. Já em homens e ratos, os 
números aumentam para 205 e 57, respectivamente. Esse aumento 
no número de divisões poderia estar contribuindo para diluir as 
diferenças nas taxas de mutação entre as duas espécies. A hipótese 
do tempo de geração também prevê que a taxa de mutação deveria 
ser maior nos machos que nas fêmeas, porque o número de divi-
sões celulares durante a espermatogênese é maior que durante a 
oogênese. Shimmin et al. (1993), para testar a influência dos sexos 
nas taxas de evolução, estudaram uma proteína que apresentava 
o motivo “dedo de zinco” (zinc finger, em inglês). Motivo é um 
termo emprestado da música que significa uma pequena frase 
musical repetida com variações no transcorrer de uma peça. No 
estudo de sequências macromoleculares, esse termo tem um sig-
nificado parecido, aplicado a trechos de sequências semelhantes, 
porém não idênticos, que ocorrem diversas vezes nos genomas. 
O “dedo de zinco” trata-se de uma sequência de aminoácidos 

Tabela 7.6. Comparação da quantidade de transições (A) e transversões (B) em sítios não degenerados (ND), duas vezes degenerados 
(2X) e quatro vezes degenerados (4X) entre humanos, roedores e marsupiais.

ND 2X 4X
Táxons A B A B A B

Homem-roedor
Homem-marsupial
Roedor-marsupial

4,4 ± 0,3
7,3 ± 0,4
7,6 ± 0,4

4,3 ± 0,3
8,7 ± 0,4
9,7 ± 0,4

27,4 ± 1,6
48,9 ± 2,8
54,4 ± 3,2

5,2 ± 0,5
8,5 ± 0,7
9,3 ± 0,7

25,8 ± 1,8
44,2 ± 3,6
40,6 ± 3,6

20,6 ± 1,4
45,7 ± 2,8
52,4 ± 3,2

Dados de Eastel e Collet (1994), tabela modificada a partir de Li et al (1996).
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presente em diversas proteínas, que se liga a um átomo de zinco 
e que apresenta alta afinidade com ácidos nucléicos. Esses autores 
compararam os últimos introns dos genes para essa proteína nos 
cromossomos Y e X (genes ZFY e ZFX) em algumas espécies de 
primatas e verificaram que a razão das taxas de substituição de 
nucleotídeos entre machos e fêmeas (definida como a) era igual 
a seis. Outros autores estimaram os valores de a para outras es-
pécies de macacos do velho e do novo mundos e encontraram a 
= 4,2. Portanto, a deve variar de 3 a 6 em primatas. Chang et al. 
(1994) sequenciaram os últimos introns dos mesmos genes de ratos 
e camundongos e encontraram a = 1,8 e a = 2,0 para os genes e 
pseudogenes Ube1 ligados aos cromossomos X e Y (Chang e Li, 
1995). Os valores de c são similares aos de a tanto para ratos e 
camundongos como para primatas, o que sugere que os erros na 
replicação de DNA são realmente a principal fonte de mutação. 
 Um problema com a hipótese do tempo de geração é que 
nem sempre existe correlação entre o tempo de geração e a taxa 
de substituição de nucleotídeos. Em primatas, por exemplo, a taxa 
de substituições não sinônimas apresenta uma melhor correlação 
com o tempo de geração do que a taxa de substituições sinônimas 
(Ohta, 1995). 
 Quando examinamos o mtDNA de alguns mamíferos, 
répteis e peixes que apresentam tempos de geração relativamente 
curtos e taxas de substituição baixas, percebemos desvios ainda 
maiores em relação à hipótese do relógio molecular. Esses desvios 
impulsionaram o surgimento de hipóteses para explicar o papel de 
outras variáveis no andamento das substituições de nucleotídeos. 
É importante salientar que organismos que apresentam diferen-
ças em tempo de geração atuais podem não ter tido essa mesma 
diferença ao longo de todo o tempo evolutivo nas linhagens que 
as originaram. Evidentemente, o ancestral comum das espécies 
consideradas poderia ter um tempo de geração mais curto ou 
mais longo e as linhagens resultantes poderiam ter apresentado 
quase nenhuma diferença com relação a esse caráter por um longo 
período de tempo. 
 É possível encontrar na literatura muitos trabalhos testando 
se o relógio molecular segue o tempo cronológico ou de geração. 
Uma conclusão aparentemente geral é que, pelo menos em sítios 
sinônimos e nas regiões não codificadoras, o relógio parece fun-
cionar melhor em termos de número de gerações. 
 De acordo com a hipótese das taxas metabólicas, as dife-
renças nas taxas metabólicas explicam melhor do que as diferenças 
nos tempos de geração a variabilidade encontrada nas taxas de 
evolução molecular. Organismos com alta taxa metabólica apre-
sentariam taxas de evolução superiores aos organismos com baixas 
taxas metabólicas. Martin et al. (1992), examinando as taxas de 
substituições de nucleotídeos em sequências do citocromo b e 
da subunidade 1 da oxidase do citocromo c em 13 espécies de 
tubarões pertencentes a duas ordens, verificaram que elas são de 
7 a 8 vezes menores que em primatas ou ungulados. Os autores 
sugerem que a baixa taxa metabólica dos tubarões estaria rela-

cionada com a baixa taxa de mutações. Martin e Palumbi (1993), 
comparando os resultados obtidos com a análise do pseudogene 
da globina com as medidas corpóreas médias dos exemplares, ve-
rificaram que, quanto maior o tamanho dos indivíduos adultos de 
diversas espécies de vertebrados, menor era a taxa de substituição 
de nucleotídeos. Análises do gene do citocromo b do mtDNA de 
mamíferos e das taxas de substituições sinônimas obtidas com 
calibrações a partir de fósseis mostraram a mesma tendência. 
Ao examinar dados provenientes de análises com enzimas de 
restrição, os resultados obtidos foram semelhantes e dois grandes 
grupos foram evidenciados: pecilotérmicos e homeotérmicos. 
De maneira geral, a taxa de divergência do mtDNA é maior nos 
homeotérmicos do que nos pecilotérmicos. Aparentemente, a 
taxa metabólica também poderia explicar algumas exceções da 
hipótese do tempo de geração. Por exemplo, as baleias apresen-
tam uma taxa de substituição de nucleotídeos mais baixa que 
os primatas, apesar do menor tempo de geração (Baker et al., 
1993). A Tabela 7.7 apresenta uma comparação entre as taxas de 
substituição sinônima, taxas metabólicas e tempo de geração em 
algumas espécies de primatas. 
 Examinando a Tabela 7.7, percebe-se que as taxas 
evolutivas estão indiretamente relacionadas com o tamanho e 
diretamente relacionadas com a taxa metabólica. Por exemplo, 
macacos-aranha, que pesam cerca de 7 Kg, apresentam taxas 
mais elevadas de substituição de nucleotídeos, enquanto que, nas 
espécies de maior porte, as taxas de substituição são menores, 
como em gorilas e no homem. No macaco-aranha e no gênero 
Macaca, as taxas metabólicas são elevadas, 415 e 450 ml de O2/kg/
hora, respectivamente, e as taxas de substituição de nucleotídeos 
também são altas.
 A hipótese da taxa metabólica baseia-se no fato de que 
organismos com altas taxas metabólicas apresentam altas taxas de 
síntese de DNA e, portanto, teriam taxas de mutação superiores às 
dos organismos com baixas taxas metabólicas. As duas fontes de 
mutação—erros durante a replicação e danos produzidos por ra-
dicais de oxigênio—estão correlacionadas. O oxigênio produzido 
pelo metabolismo é altamente reativo e pode provocar danos no 
DNA, que, por sua vez, aumentam a taxa de reparo e a quantidade 
de erro por replicação. Essa hipótese é plausível em termos de 
mtDNA, pois cerca de 95% do oxigênio molecular metabolizado 
é processado nas mitocôndrias (Richter et al., 1988). Esse fato 
poderia ser utilizado também para explicar a maior taxa de substi-
tuição de nucleotídeos no mtDNA, se comparado ao DNA nuclear 
(Martin e Palumbi, 1993). Entretanto, ainda não foi mostrado se 
o dano oxidativo exerce alguma influência no DNA nuclear, uma 
vez que o consumo de oxigênio verificado no núcleo é baixo.
 Existem algumas exceções para a hipótese da taxa meta-
bólica. As aves aparentemente apresentam uma taxa de substi-
tuição de nucleotídeos mais baixa que os mamíferos, apesar de 
possuírem taxas metabólicas mais altas (Mindell et al., 1996). 
Vários fatores poderiam estar influenciando as taxas de evolução 

Tabela 7.7. Taxas de substituição sinônima (subs/sítio/109 anos) no DNA nuclear, tamanho médio (kg), taxas metabólicas específicas 
(ml de O2/kg/hora) e tempo de geração (anos) em algumas espécies de primatas.

Espécies Taxa de substi-
tuição

Tamanho Taxa metabólica Tempo de geração

Chimpanzé
Gorila

Orangotango
Gibão

Macaco-aranha
Macaca
Homem

1,2
1,2
1,2
1,7
1,9
1,8
1,1

62
155
55

10,5
7
4
65

220
200
230
370
415
430
210

9
9,4
12
9,3
4,6
3
17

Modificada a partir de Martin e Palumbi (1993).
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molecular em aves, entre elas o baixo conteúdo de DNA celular e 
a alta temperatura corporal, ambas características únicas das aves. 
Stanley e Harrison (1999), comparando sequências do citocromo 
b de aves e mamíferos, mostraram que a razão dn/ds varia tanto 
em aves como em mamíferos, mas é sempre mais baixa em aves. 
Essa seria a primeira evidência de restrição seletiva operando 
em proteínas de aves. Alguns autores sugerem que enzimas que 
funcionam a temperaturas mais altas toleram menos substituições 
de nucleotídeos. Stanley e Harrison (1999) sugerem que, uma vez 
que as taxas evolutivas são determinadas pela taxa de mutação e 
pelas taxas de substituição (fixação da mutação), é possível que 
as taxas de mutação sejam realmente mais altas em aves que em 
mamíferos, mas o aumento da restrição funcional diminuiria a 
taxa de substituição, diminuindo, portanto, de maneira geral, as 
taxas de evolução molecular em aves.
 Segundo a hipótese do tempo de geração, os erros cometidos 
durante o processo de replicação são a principal fonte de mutação. 
Entretanto, é possível que as substituições de nucleotídeos sejam 
devidas a falhas nos mecanismos de reparo. Se a eficiência de reparo 
variar entre as espécies, aquelas que apresentam mecanismos mais 
eficientes apresentarão taxas de substituição de nucleotídeos mais 
baixas (Page e Holmes, 1998; veja também o Capítulo 5).
 Atualmente tem sido muito discutido o papel da eficiência 
dos mecanismos de reparo nas taxas e padrões de substituição de 
nucleotídeos. A hipótese da eficiência dos mecanismos de reparo 
foi proposta por Britten (1986) para explicar as diferenças obser-
vadas entre linhagens. Alguns dados corroboram essa hipótese. 
Primeiro, há evidências a favor de uma conexão entre a maqui-
naria de transcrição de DNA e aquela responsável pelo reparo, de 
maneira que os genes que são muito transcritos são reparados de 
modo mais eficiente. Segundo, a composição de bases e a taxa de 
substituição em sítios sinônimos em genes de mamíferos tendem 
a ser específicas para genes, ao invés de específica para espécies. 
Isso talvez signifique que genes homólogos são transcritos e 
reparados de modo similar (Page e Holmes, 1998). Acredita-se 
que os mecanismos de reparo tenham uma influência limitada 
nas taxas de substituição de nucleotídeos, pois é improvável que 
espécies proximamente relacionadas apresentem taxas diferentes 
de substituição devido a diferenças nos mecanismos de reparo. 
 Durante a década de 1970, com o acúmulo de dados com-
parativos entre sequências de proteínas, começou a ficar evidente 
que a variação nas taxas de substituição de aminoácidos em várias 
proteínas era inconsistente com a distribuição de Poisson. Essa 
distribuição resulta de fenômenos raros, tais como o que ocorre 
nas substituições. No caso de substituições, é esperado que vários 
nucleotídeos não apresentem substituições, alguns apresentem 
uma única, poucos com substituições duplas, menos com três e 
assim por diante. Uma das características dessa distribuição é a 
existência de uma média pequena e de uma variância com um 
valor próximo ao da média. O índice de dispersão (Rt), que mede 
se a quantidade de variação existente entre linhagens, é maior 
que a esperada segundo a distribuição de Poisson, pode ser cal-
culado dividindo-se a variância pela média de substituições entre 
linhagens. Quando Rt = 1, a taxa de substituição de nucleotídeos é 
consistente com a distribuição de Poisson, caso contrário, quando 
Rt > 1, ocorre um desvio com relação à distribuição de Poisson.
 Gillespie (1989) e Ohta (1995) calcularam o valor de R 
para substituições sinônimas e não sinônimas em cerca de 50 
genes. Os resultados obtidos sugerem que a variação nas taxas 
de substituição sinônimas entre linhagens é devida a diferenças 
nos denominados efeitos de linhagem, ou seja, na eficiência dos 
mecanismos de reparo, nas taxas metabólicas e nos tempos de 
geração. As substituições não sinônimas, além dos fatores men-
cionados acima, estão sujeitas a efeitos episódicos. 

 Ohta (1993, 1995) propôs que a maioria das substitui-
ções não sinônimas não é perfeitamente neutra, mas levemente 
deletéria e sugere a utilização da razão entre as taxas de subs-
tituições sinônimas e não sinônimas para testar a hipótese de 
mutação quase nula. Se a maioria dos mutantes quase neutros 
forem levemente deletérios, a hipótese prevê que a probabilidade 
de fixação dos alelos vai depender do tamanho da população, 
devido à atuação de dois fatores concomitantemente: a seleção 
natural negativa e a deriva genética. Em populações grandes, 
a probabilidade de fixação é menor, pois o efeito da seleção 
negativa é maior do que o da deriva genética. O contrário é 
esperado em populações pequenas. Isso pode explicar por que 
o relógio molecular em sítios não sinônimos é mais coerente 
com o tempo real do que com tempos de geração. Espécies que 
vivem em grandes populações tendem a ter tempos de geração 
e tamanho corporal menores do que aquelas que vivem em 
pequenas populações.
 É importante ter em mente que uma distinção entre as 
hipóteses do tempo de geração e das taxas metabólicas é muito 
complicada, pois tanto a produção de radicais livres como o tempo 
de geração variam com a taxa metabólica, que por sua vez varia 
com o tamanho e temperatura corporais (Gillooly et al., 2005). 

7.2.4 Um novo modelo: efeitos da temperatura e tamanho 
corporais
 Gillooly e colaboradores (2005) propõem um novo modelo 
de substituição nucleotídica aliando a teoria a respeito da taxa 
metabólica com a teoria neutralista da evolução molecular. A 
taxa metabólica representa a taxa com que a energia e a matéria 
são retiradas do ambiente por um organismo e utilizadas para seu 
crescimento manutenção e reprodução. Acredita-se que a taxa 
metabólica influencia grande parte dos processos biológicos, 
inclusive os geradores de mutação: produção de radicais livres e 
o tempo de geração. De acordo com o modelo, a taxa metabólica 
de massa específica (B) varia com o tamanho corporal e a tem-
peratura e pode ser descrita como:

B = boM-1/4 e-E/kT
,

onde bo é um coeficiente independente de tamanho e temperatura 
corporal, M-1/4 é termo relacionado ao tamanho e e-E/kT é o fator 
de Boltzmann ou Arrhenius, relacionado à dependência da taxa 
metabólica na temperatura (Gillooly et al., 2001). 
 Segundo os autores, quando combinada com premissas da 
teoria neutralista (Kimura, 1968), essa equação pode ser usada 
para caracterizar as taxas de evolução molecular. A primeira 
premissa é que as mutações neutras, que são fixadas ao acaso nas 
populações, resultando, portanto, em substituições de nucleotí-
deos, seriam a principal causa da evolução molecular. De acordo 
com essa premissa, a taxa de substituição de nucleotídeos é igual 
à taxa de mutações neutras por geração, independentemente do 
tamanho populacional. A outra premissa é que a taxa de substitui-
ção de nucleotídeos é proporcional a B, assumindo que a maioria 
das mutações seja resultado de uma combinação de processos 
relacionados ao metabolismo. Gillooly e colaboradores (2005) 
defendem a existência de um único relógio molecular, mas que 
funciona em uma taxa constante de substituição nucleotídica por 
unidade de energia metabólica de massa específica, ao invés de 
por unidade de tempo. Por exemplo, os autores sugerem que a 
diferença na temperatura—15°C para calibragem do relógio de 
pecilotérmicos, enquanto que, nos peixes nototenióides da Antár-
tica, seria 0°C— poderia ser responsável pela grande discrepância 
entre estimativas geológica e molecular da idade desses peixes, 
38 milhões de anos (Ma) x 11 Ma, respectivamente. 
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5.2.5 Ritmos da evolução molecular
 A constância relativa do relógio molecular foi um dos 
ícones do estudo da evolução molecular por cerca de 40 anos. 
Recentemente, surgiram indícios de que a taxa de evolução 
molecular acelera quando é medida em escalas de tempo cur-
tas (Penny, 2005). Ho e colaboradores (2005), em um estudo 
analisando dados de primatas e aves, demonstraram que essa 
aceleração realmente ocorre. A taxa é mais alta entre gerações 
e decresce em um contínuo entre populações locais, depois em 
populações dispersas, até atingir um platô nos tempos evoluti-
vos longos. A explicação sugerida para esse fenômeno tem por 
base o quão deletérias são as mutações: pouquíssimo deletérias, 
pouco deletérias, ou deletérias, mas não letais. Não se espera 
que as mutações deletérias sejam fixadas nas populações, mas 
elas podem persistir por longo tempo, dependendo do quão 
deletérias elas possam ser. Portanto, à medida que o tempo de 
observação diminui, a proporção de mutações pouco deletérias, 
que ainda serão eliminadas, é maior. As mutações deletérias (mas 
não letais) são observadas apenas nos estudos de pedigree (mais 
curtos) (Ho et al., 2005; Penny, 2005). Recentemente, estudos 
detectaram que as taxas moleculares são cerca de uma ordem de 
magnitude maior em escalas de tempo genealógica inferiores a 1 
Ma que em escalas geológicas superiores a 1 Ma (Ho e Larson, 
2006). Por exemplo, taxas de mutação de aproximadamente 
30% por Ma foram estimadas para a região controladora do 
mtDNA de espécies do gênero Bison com divergência recente 
(Shapiro et al., 2004). É extremamente importante entender que 
as taxas moleculares não são constantes ao longo do tempo e 
que existe uma transição mensurável entre a taxa de mutação 
(taxa instantânea de ocorrência de alterações nucleotídicas), que 
é elevada em tempos curtos da taxa de substituição (taxa pela 
qual as mutações são fixadas no genoma), que são mais baixas e 
persistem por longos prazos (Ho e Larson, 2005). Segundo esses 
autores, a falta de distinção entre esses dois fatores e ausência 
de consideração de sua relação talvez sejam as principais causas 
dos resultados discrepantes entre datas moleculares e paleonto-
lógicas e/ou arqueológicas. 

5.2.6 Calibrar é possível???
 Apesar das controvérsias, o relógio molecular é uma ferra-
menta indispensável em estudos de biologia evolutiva. Violações 
na hipótese fazem evidentes seus efeitos tanto em estudos com 
espécies distantemente relacionadas, resultando em estimativas 
de tempos de divergência flagrantemente incorretas (Rannala e 
Yang, 2007), como quando o relógio, utilizado para datar even-
tos recentes e já datados com base em dados paleontológicos, 
arqueológicos e biogeográficos, fornece datas conflitantes (Ho e 
Larson, 2006).
 Em vista da crescente quantidade de evidências de vio-
lação da hipótese de taxas constantes e de que o DNA, mesmo 
de espécies proximamente relacionadas, pode evoluir com taxas 
diferentes, como podemos tratar essa heterogeneidade de modo 
a minimizar os erros que ocorrem nas estimativas de tempo de 
divergências?
 Uma abordagem inicial seria remover da análise as linha-
gens ou sequências, genes ou sítios com taxas anômalas. Existem 
alguns testes que permitem a identificação de linhagens com taxas 
variáveis, como o Teste de Taxas Relativas (Wu e Li, 1985), o 
Teste de Tajima (Tajima, 1993) e o Likelihood Ratio Test (Felsens-
tein, 1981). Essa abordagem tem duas deficiências principais: a 
primeira é que esses testes normalmente só detectam taxas muito 
discrepantes; segundo, ela só é válida quando as diferenças entre 
as taxas são a exceção e não a regra (Welch e Bromham, 2005; 
Rannala e Yang, 2007). 

 Um modo mais promissor de resolver o problema é con-
siderar explicitamente a variação entre linhagens quando se esti-
mam os tempos de divergência. O desenvolvimento de modelos 
com taxas variáveis tem sido o foco de estudos recentes, tanto 
utilizando metodologia de verossimilhança como Bayesiana. Na 
análise de verossimilhança, linhagens pré-determinadas recebem 
parâmetros de taxa independentes, estimados a partir dos dados 
(Rambaut e Bromham, 1998; Yoder e Yang, 2000). Yang e Yoder 
(2003) modificaram essa metodologia para permitir o uso de vá-
rios pontos de calibragem e a análise simultânea de mais de um 
gene, levando em consideração diferenças na taxa de substituição 
(Rannala e Yang, 2007). 
 A abordagem Bayesiana usa modelos estocásticos de 
mudanças das taxas evolutivas para especificar a distribuição 
prior (anterior) e, com a prior, calcula a distribuição posterior dos 
tempos e taxas (para maior detalhes ver Huelsenbeck, 2000). Esse 
método também foi aprimorado para permitir a análise de mais de 
um gene (Thorne e Kishino, 2002). A abordagem Baysiana vem 
sendo utilizada em um grande número de grupo de espécies, como 
mamíferos (Springer et al., 2003), aves (Pereira e Baker, 2006) 
e em plantas (Bell e Donoghue, 2005). Para uma revisão recente 
dos métodos que incorporam variação nas taxas de evolução, ver 
Welch e Bromham (2005).
 A escolha de uma calibragem apropriada também é funda-
mental em ecologia molecular, onde a escala temporal evolutiva, 
isto é, aquela calculada a partir de dados moleculares, tem grande 
importância em estudos de biogeografia, especiação e biologia da 
conservação. As informações para a calibragem podem ser incor-
poradas na análise de muitas maneiras. Entre elas, podemos citar: 
(1) usando o registro fóssilífero para datar um evento de diver-
gência; (2) usar taxas de substituição obtidas independentemente 
para outros táxons; (3) inclusão de sequências heterocrônicas de 
idade conhecida (Ho et al., 2008). 
 O uso de fósseis em estudos ecológicos não é apropriado, 
pois, como os processos evolutivos estudados são aqueles intra-
específicos (migração e extinção, por exemplo) e que ocorrem em 
escalas genealógicas, e não filogenéticas, diferentes estágios do 
processo de substituição nucleotídica estão sendo observados (ver 
item 5.2.5). Ho e colaboradores (2008) demonstraram, utilizando 
três estudos—sobre especiação de aves no final do Pleistoceno, 
sobre historia demográfica da baleia da Groenlândia (Balaena 
mysticetus) e sobre a biogeografia de ursos marrons (Ursos arc-
tos) no Pleistoceno—que as estimativas das datas de divergência 
podem variar em até uma ordem de magnitude quando pontos de 
calibragens internos e relativamente recentes são usados. Existem 
várias maneiras de se obterem pontos de calibragem intraespecí-
ficos. Uma delas seria usar amostras antigas datadas pelo método 
de rádiocarbono. Outra fonte de pontos internos de calibragem 
seriam dados de biogeografia, entretanto, esse tipo de dados pode 
ser difícil de interpretar e especificar corretamente. A última opção 
seria usar taxas de substituição de outras espécies, que sejam o 
mais proximamente relacionadas possível (Ho et al., 2008). Uma 
das vantagens dos pontos de calibragem intraespecíficos é que 
elas produzem estimativas com algum grau de incerteza, pois a 
calibragem externa é colocada na raiz da árvore e também porque, 
ao se retirar o grupo externo, ocorre uma diminuição no conteúdo 
informativo da matriz de dados (Ho et al., 2008).
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(ITS, do inglês internal transcribed spacer) e que contém a região 
que codifica para rRNA 5,8S; e (4) uma região que codifica para 
rRNA 25-28S e um espaçador externo (NTS, de non transcribed 
spacer), que não é transcrito. Maiores detalhes sobre a estrutura 
do rDNA podem ser vistos em Lewin (1994). 
 Além dos estudos funcionais dos produtos da transcrição 
do rDNA ou mesmo da possível implicação funcional de regiões 
que geralmente não são transcritas (NTS), vários componentes da 
unidade de repetição dos genes de rRNA têm sido estudados com 
um enfoque evolutivo, como é o caso dos genes para o rRNA 18S, 
25-28S, a região do NTS e, mais recentemente, a região que con-
tém o ITS. Neste capítulo, serão comentados alguns aspectos da 
evolução dos genes cujo rRNA está presente na subunidade maior 
do ribossomo, isto é, dos genes cujo coeficiente de sedimentação 
de seus produtos de transcrição varia de 23S, nos procariontes, a 
28S, nos eucariontes superiores.

8.2. O rDNA da Subunidade Maior do Ribossomo nos Proca-
riontes e Eucariontes

 Um aspecto interessante na história da pesquisa nesse campo 
é que praticamente todas as etapas da síntese dos rRNAs, desde a 
transcrição de uma molécula precursora até a formação de espécies 
de rRNA através de processamento, assim como a existência de 
diferenças de tamanho entre genes de rRNA (Tabela 8.1) em virtude 
da variação observada no coeficiente de sedimentação do rRNA 
da subunidade maior do ribossomo dos procariontes (23S) e dos 
eucariontes (variável de 25S a 28S), foram evidenciadas muito antes 
do sequenciamento do rDNA. Contudo, somente com o emprego 
desse método foi possível uma análise comparativa dos genes de 
rRNA de várias espécies. A análise da estrutura primária dos genes 
de rRNA 28S do sapo do gênero Xenopus, 26S de levedura e 23S da 
bactéria Escherichia coli, obtida com os dados de sequenciamento 
no início da década de 1980 (Ware et al., 1983), revelou uma série 

Capítulo 8
Evolução dos genes nucleares de RNA ribossômico

Eduardo Gorab (egorab@usp.br)
Departamento de Genética e Biologia Evolutiva
Instituto de Biociências
Universidade de São Paulo

“O mundo do RNA ribossômico caindo aos pedaços.” (Gabriel Dover)

8.1. Introdução

 Conforme visto no Capítulo 7, existe um grande arcabouço 
teórico que permite explicar vários aspectos do padrão de evolução 
das sequências de DNA que codificam para proteínas. Em geral, a 
teoria que diz respeito a taxas de evolução, restrições funcionais, 
entre outros aspectos moleculares, está relacionada com aquilo 
que se conhece a respeito da estrutura das proteínas. No genoma 
dos eucariotos, entretanto, a fração codificadora para proteínas 
é apenas uma parcela da potencialidade informativa que existe, 
conforme a grande quantidade de informação a respeito de geno-
mas que se obtém atualmente.
 Neste capítulo, será apresentado um modo com o qual se 
pode abordar evolutivamente o que acontece com as sequências 
de DNA responsáveis pela síntese de uma importante classe de 
moléculas, os RNAs ribossômicos (rRNAs), que, conforme visto 
no Capítulo 2, é uma das moléculas remanescentes dos primórdios 
da vida na Terra.
 Os RNAs ribossômicos são componentes essenciais na fisio-
logia celular. Esses componentes interagem de modo específico com 
as proteínas ribossômicas para formar as subunidades dos ribossomos 
que atuam na síntese de proteínas. Os rRNAs são o principal produto 
da transcrição em qualquer célula, constituindo geralmente de 80 a 
90% da massa de RNA total dos procariontes e eucariontes. 
 As sequências que codificam para rRNA são reiteradas, 
ocorrendo em número variável nos diversos organismos estuda-
dos. Nos eucariontes, essas cópias estão organizadas in tandem 
(isto é, em sequência) e agrupadas em uma ou mais regiões cro-
mossômicas, as chamadas regiões organizadoras do nucléolo. Os 
RNAs ribossômicos são classificados conforme seu coeficiente 
de sedimentação sob campo centrífugo, que depende tanto do 
tamanho, quanto da densidade da molécula, em unidades Sved-
berg (de símbolo S). De forma geral, cada unidade de repetição 
do rDNA eucarionte possui uma organização conservada (Figura 
8.1), consistindo de: (1) um espaçador externo (ETS, do inglês 
external transcribed spacer), transcrito em uma sequência que 
contém a extremidade 5’ da molécula precursora do rRNA, esta 
com alto coeficiente de sedimentação (até 45S); (2) uma região que 
codifica para rRNA 18S; (3) um espaçador interno que é transcrito 

Figura 8.1. Representação esquemática da unidade de repetição 
do rDNA dos eucariontes. A proporção entre as diversas regiões 
dentro da unidade não está necessariamente representada na figu-
ra. ETS: espaçador externo; 18S: região que codifica para rRNA 
18S; ITS: espaçador interno; 25S/28S: região que codifica para 
rRNA 25/28S; NTS: espaçador externo ou espaçador intergênico. 

Tabela 8.1. Variação observada no comprimento da molécula 
de rRNA da subunidade maior do ribossomo em procariontes e 
eucariontes e, consequentemente, nos seus coeficientes de sedi-
mentação (dados de Lewin 1994).

Organismo Comprimento em bases do 
  rRNA da subunidade maior
Escherichia coli 2904
Saccharomyces cerevisiae 3750
Drosophila melanogaster 4100
Xenopus laevis 4475
Nicotiana tabacum 3700
Gallus domesticus 4625
Mus musculus 4712
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culares possibilitarão interações entre estruturas secundárias e, 
consequentemente, em estruturas moleculares de complexidade 
espacial crescente. Embora existam programas de computador 
capazes de inferir estruturas secundárias de RNA (através de 
parâmetros termodinâmicos—para maiores detalhes, consultar 
Zucker e Stiegler, 1981), eles não são suficientes para prever a 
estrutura secundária de uma determinada sequência de bases do 

de aspectos que não haviam sido ainda mostrados com estudos de 
hibridação heteróloga de ácidos nucléicos.
 Demonstrou-se, então, que certas regiões apresentavam 
uma conservação significativa de sequências, tanto em procario-
tos como nos eucariotos analisados. Essas regiões conservadas 
em organismos filogeticamente distantes apareciam dispersas 
entre regiões com baixa porcentagem de similaridade entre suas 
sequências (Figura 8.2). Além disso, o rDNA 25/28S dos euca-
riontes, quando comparado ao de E. coli, apresentava inserções 
de sequências em posições definidas ao longo do gene; essas 
inserções eram de comprimento variável e não havia similari-
dade significativa entre suas sequências (estruturas primárias) 
em organismos distintos. Essas regiões eram as responsáveis 
pela diferença nos coeficientes de sedimentação de moléculas de 
rRNA de procariontes e eucariontes, ou mesmo entre moléculas 
funcionalmente equivalentes de rRNA dos eucariontes.

8.3. Os Domínios Divergentes dos Genes de rRNA 25S-28S

 Os resultados de sequenciamento do rDNA demonstraram 
que os genes de rRNA da subunidade maior do ribossomo dos 
eucariontes estão estruturados como um mosaico de domínios 
conservados e variáveis. Esses domínios variáveis, ou inserções 
não conservadas, que não estão presentes nos genes de rRNA 23S 
dos procariontes, são denominadas divergentes (D), variáveis (V), 
ou ainda segmentos de expansão. A referência a um determinado 
segmento divergente faz-se sempre com uma numeração crescente 
relativamente a sua ordem de aparecimento a partir da extremidade 
5’ da molécula de rRNA. Assim, o segmento de expansão D1 será o 
primeiro domínio divergente próximo ao extremo 5’ da molécula de 
rRNA 25S-28S, enquanto que o segmento de expansão D12 estará 
próximo ao extremo 3’ da molécula (um exemplo pode ser visto em 
Hancock et al., 1988). Com relação à sequência de bases, ou estrutura 
primária, os domínios divergentes apresentam baixa porcentagem de 
similaridade entre as diferentes espécies, diferentemente do grau de 
similaridade de sequências observado em regiões conservadas. Nesse 
último caso, a similaridade em certos trechos pode chegar a quase 
100% em organismos evolutivamente distantes, como leveduras e 
mamíferos. Os segmentos de expansão também podem variar em 
número de bases nas diferentes espécies (Figura 8.3). No entanto, 
a posição desses segmentos no gene está conservada. Além disso, 
outro aspecto conservativo dos domínios divergentes refere-se a sua 
estrutura secundária dentro da molécula de rRNA 25-28S. 
 A representação da forma como uma determinada porção 
da molécula do RNA emparelha consigo mesma denomina-se 
estrutura secundária (folding, em inglês). Essas dobras mole-

Figura 8.2. Representação esquemática (modificada de Ware et 
al., 1983) dos genes de rRNA da subunidade maior (23S-28S) 
do ribossomo dos procariontes (A) e eucariontes (B). As linhas 
verticais e áreas em negrito mostram a posição dos domínios con-
servados (> 70% de similaridade) em procariontes e eucariontes. 
Áreas em cinza correspondem a regiões com baixa similaridade 
de sequências em procariontes e eucariontes. Os triângulos em B 
representam os maiores segmentos de expansão dos eucariontes 
(3 segmentos de expansão com menos de 25 bases não estão 
representados).

Figura 8.3. Alinhamento de sequências dos domínios divergen-
tes D5 e D6 do rDNA de Chironomus thummi e de Drosophila 
melanogaster (modificado de Gorab et al., 1995). A estimativa 
de divergência entre as duas espécies é da ordem de 150 milhões 
de anos. As sequências em negrito que flanqueiam os segmentos 
D5 e D6 pertencem a domínios conservados do rDNA eucarionte. 
As bases e motivos sublinhados são comuns às duas espécies. 
Os “gaps” (-) foram introduzidos para otimizar o alinhamento. 
Note a continuação do segmentos de expansão de Chironomus 
(asterisco), cujas sequências não podem ser alinhadas com os 
respectivos segmentos de Drosophila. 

Figura 8.4. Exemplos de estruturas secundárias inferidas para 
parte do domínio variável D3 de alguns eucariontes (modifica-
das de Michot et al., 1990). As demais regiões do segmento que 
não estão representadas também apresentam conservação em 
suas estruturas secundárias e, por isso, foram omitidas. Todas 
as estruturas secundárias da figura estão orientadas 5’-3’, como 
mostradas na estrutura de mamíferos. Os emparelhamentos que 
não obedecem aos estabelecidos por Watson e Crick (“não canô-
nicos”) estão representados com asteriscos.
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RNA. Particularmente em relação aos rRNAs, existem modelos 
de estruturas secundárias disponíveis na literatura que devem ser 
levados em conta antes da aplicação de um programa de computa-
dor. Isso porque esses modelos apóiam-se não somente em aspec-
tos termodinâmicos, mas principalmente em dados bioquímicos 
(como digestão controlada com enzimas que degradam o RNA), 
que podem desvendar interações intramoleculares não previsíveis 
com a simples aplicação de um programa de computador.
 Essas características dos domínios variáveis, posição 
conservada em moléculas de rRNA e conservação da estrutura 
secundária em espécies filogeneticamente distantes (Figura 8.4) 
têm gerado um debate em torno do possível papel dessas regiões. 
Por um lado, existem aqueles que acreditam que os domínios 
divergentes não contribuem funcionalmente no ribossomo. Um 
apoio a essa hipótese vem do fato de que a estrutura primária des-
sas regiões é variável; havendo regiões com alto grau de conser-
vação de sequências em espécies evolutivamente distantes, essas 
últimas seriam as candidatas a um papel funcional relevante (e 
não os segmentos de expansão). Nesse caso, não havendo pressão 
seletiva, os domínios variáveis acumulariam mutações e, portanto, 
teriam estrutura primária com baixa similaridade de sequências 
nas diferentes espécies (detalhes em Gerbi et al., 1985).
 Por outro lado, outros acreditam que a manutenção da estru-
tura secundária dos domínios divergentes ao longo da evolução tenha 
necessariamente implicações funcionais e que eles devem cumprir 
algum papel, seja na função do ribossomo ou em algum outro proces-
so. Os adeptos dessa visão têm proposto processos evolutivos através 
dos quais os domínios variáveis mantêm sua estrutura secundária. 
Por exemplo, no processo denominado “mutação compensatória”, 
uma mutação em um ponto do segmento de expansão é compensada 
por outra mutação em outro ponto do mesmo segmento, de forma a 
manter o emparelhamento de bases que contribui para a manutenção 
da estrutura secundária da região, particularmente nos troncos (ste-
ms, em inglês) dos segmentos de expansão (Figura 8.5; ver também 
Hancock et al., 1988). Outro exemplo de processo compensatório em 
domínios divergentes pode ser visto em Hancock e Dover (1990). 

8.4. Papel Funcional dos Domínios Variáveis?

 Embora se acredite que a conservação da estrutura secundá-
ria dos segmentos de expansão esteja relacionada à funcionalidade 
dessas regiões, seu papel ainda é essencialmente desconhecido. 
Por outro lado, estudos sobre o processamento do rRNA de al-
guns organismos—que será comentado adiante— mostram que 
envolve um domínio divergente particular, sendo este o único 
caso conhecido na literatura em que um mecanismo bioquímico 
se relaciona a um domínio variável.
 Algumas espécies apresentam uma quebra específica, apro-
ximadamente na metade da molécula de rRNA 26S, dividindo-a 
em metades designadas como a e b. Em condições não desnatu-
rantes, essas metades continuam unidas por pontes de hidrogênio. 
Em géis desnaturantes, essa ruptura é facilmente visualizada, já 
que esse rRNA migrará mais rapidamente do que o esperado. 
No início, pensou-se que essa fragmentação fosse um artefato, 
consequência do procedimento de extração do RNA, naquele 
momento ainda objeto de cuidados extremos para evitar problemas 
com degradação. Mais tarde, observou-se que essa ruptura era um 
padrão comum, tendo sido documentada em protozoários, molus-
cos, anelídeos e artrópodes. Esse processo foi, então, estudado em 
detalhe em alguns insetos, como Drosophila, Sciara (Diptera) 
e Bombyx (Lepidoptera), quando se descobriu que essa ruptura 
não se tratava de uma simples quebra na molécula do rRNA. Na 
realidade, de 19 a 60 bases (dependendo da espécie) do rRNA são 

removidas num processo análogo ao de remoção dos introns dos 
RNAs mensageiros. Essas bases sempre fazem parte do domínio 
divergente D7a (Figura 8.6; para maiores detalhes, consultar os 
trabalhos referidos na figura). Pensou-se inicialmente que o mo-
tivo UAAU, comum a todas as alças (loops, em inglês) do RNA 
presentes no segmento, seria o sinal de reconhecimento para que 
uma enzima realizasse o processo de remoção de bases. Uma aná-
lise posterior de domínios divergentes D7a de outros insetos, cujo 
rRNA sofre esse processamento, demonstrou que esse motivo está 
ausente e, portanto, não participa desse mecanismo (Figura 8.7). 

Figura 8.5. Previsão de estrutura secundária do segmento de 
expansão D6 de Chironomus thummi e Drosophila melanogaster. 
As setas indicam alguns exemplos de mutações compensatórias 
(ver Figura 6.3) no segmento de expansão que evoluiu mais re-
centemente, assumindo, nesse caso, que o segmento de expansão 
de um díptero aquático (Chironomus) deva ser considerado o mais 
primitivo. Os dados da figura foram obtidos em Hancock et al. 
(1988) e Gorab et al. (1995).

Figura 8.6. Estruturas secundárias dos domínios divergentes D7a 
de insetos cujo rRNA 26S é processado nesta região, resultando 
em metades a e b (modificadas de Fujiwara e Ishikawa, 1986). Os 
conectores colocados nas alças (loops) dos segmentos de expansão 
de Drosophila e Bombyx substituem motivos de 33 e 12 bases, 
respectivamente, ricos em A/U. As bases em negrito representam 
motivos de RNA conservados nos loops das três espécies. As setas 
assinalam as regiões de corte na molécula de rRNA, indicando a 
porção do segmento removido com o processamento.
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O que parece haver, nesse caso, é uma combinação de fatores 
que incluem, além da conservação de estrutura secundária, a 
própria composição de bases do segmento de expansão D7a. 
Um apoio a essa hipótese foi obtido com os dados de sequen-
ciamento do rDNA do afídeo (pulgão) Acyrthosiphon pisum. 
Nesse inseto, a composição de bases do domínio divergente 
D7a, diferentemente daquela de insetos cujo rRNA 26S sofre 
o processamento nesta região (riqueza em AU), é rico em 
GC. Essa mudança na composição de bases do segmento de 
expansão D7a dessa espécie é acompanhada pela perda do pro-
cessamento nesse segmento de expansão (Tabela 8.2). Maiores 
detalhes sobre a estrutura do rDNA dessa espécie podem ser 
vistos em Amako et al. (1996). 
 Os estudos feitos até o momento nesse campo sugerem 
que a seleção tem atuado positivamente no sentido de manter 
a estrutura secundária dos domínios divergentes. Isso também 
pode ser dito em relação ao processo de quebra da molécula de 
rRNA 26S em alguns organismos. Embora se saiba que o rRNA 
de espécies desprovidas desse processamento está perfeitamente 
adaptado a cumprir seu papel nos ribossomos, os estudos sugerem 
que deva haver alguma vantagem adicional para os organismos 
cujo rRNA seja processado no segmento D7a, o que explicaria 
a manutenção desse processo ao longo da evolução. Dados inte-
ressantes nesse sentido surgiram poucos anos atrás em estudos de 
síntese e processamento do rRNA de Sciara coprophila (Diptera: 
Sciaridae) realizado em Xenopus (detalhes em Basile-Borgia et al., 
2005). Nesse sistema heterólogo, observou-se o processamento 
do rRNA no segmento de expansão D7a tal como ele ocorre no 
inseto. Embora esse processo não ocorra normalmente no rRNA 
de Xenopus, os resultados sugerem que a maquinaria responsável 
por ele esteja conservada em organismos evolutivamente distantes, 
como dípteros e anfíbios. Contudo, não se pode descartar uma 
possibilidade alternativa e atraente para explicar este fenômeno, 

a de autocatálise no domínio divergente D7a.
 Os genes de rRNA 23S/28S são exemplos de que a 
evolução dos genes ribossômicos—e provavelmente de outros 
genes—ocorre em outros níveis além daquele observável apenas 
com o alinhamento de sequências de diferentes espécies. Sendo 
apenas uma das possibilidades de análise molecular, a estrutura 
primária do RNA, analogamente à estrutura primária protéica, 
contém informações relevantes para o estudo da evolução estru-
tural dos transcritos e sua implicação em sua funcionalidade em 
organismos distintos.
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Inseto Porcentagem de AU e 
comprimento em bases do 
segmento de expansão D7a

Chironomus thummi 62 (131)
Aedes albopictus 67 (93)

Drosophila melanogaster 75 (92)
Bombyx mori 69 (77)

Sciara coprophila 72 (70)
Acyrthosiphon pisum 34 (60)

Tabela 8.2. A tabela mostra a riqueza em AU do segmento de 
expansão D7a de cinco espécies de insetos cujo rRNA sofre um 
processamento dividindo a molécula de rRNA 26S em metades a 
e b. Acyrthosiphon pisum é a única espécie da tabela cujo rRNA 
não sofre processamento. Os dados da tabela foram publicados 
em Gorab et al. (1995) e Amako et al. (1996).

Figura 8.7. Estrutura secundária inferida para o domínio variável 
D7a de Aedes albopictus (modificada de Gorab et al., 1995). Note 
a ausência do motivo UAAU (ver Figura 6.6) no segmento de 
expansão desse díptero, cujo rRNA 26S sofre o processamento 
ilustrado na Figura 6.6.
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O genoma instável, sequências genéticas móveis
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“...e no entanto, se move.” (Galileu Galillei)

“Um experimento conduzido em torno de meados da década de quarenta (século 
XX) me preparou para aceitar respostas inesperadas do genoma frente a situações 
de choque para as quais o genoma não está preparado para enfrentar de forma 
ordenada e programada.” (Barbara McClintock, abertura do discurso ao receber 
o Prêmio Nobel de Medicina, 8/12/1983)

9.1. Introdução

 O genoma pode ser instável sem que isso seja deletério? É 
provável que T.H. Morgan, um dos fundadores da genética moder-
na, e Goethe, o pensador alemão, dissessem “Impossível!”. Isso 
se daria devido ao fato que a instabilidade gera os mutantes que, 
a priori, foram reconhecidos como organismos não adaptados ao 
ambiente. Os genes, por conter as informações necessárias ao de-
senvolvimento de um organismo vivo, deveriam estar protegidos 
de processos que causam mudanças no genoma. Esse conceito 
de estabilidade foi a base do pensamento a partir da redescoberta 
dos trabalhos de Mendel. No entanto, conceitos recentes admi-
tem que parte do genoma seja instável e é justamente parte dessa 
instabilidade que proporciona uma adaptação rápida ao ambiente 
quando o organismo está sujeito a condições que desafiam sua 
capacidade de sobrevivência. Associa-se à instabilidade a presença 
de sequências genéticas móveis, que podem estar representadas 
por elementos de transposição, foco deste capítulo, plasmídeos, 
vírus (incluem-se aqui os bacteriófagos) e ainda a região T dos 
plasmídeos de Agrobacterium. O uso do termo “elemento de 
transposição” em substituição a “elemento transponível” dá-se 
pela característica de mudança de lugar associada ao primeiro 
termo que abrange também a noção de que outros genes podem 
ser capturados no processo de mudança de lugar.
 O que define e diferencia um elemento de transposição 
(TE, de transposable element, em Inglês) dos outros elementos 
mencionados acima é sua capacidade de mobilização no genoma 
de um organismo, induzindo mutações instáveis ao se inserirem 
em genes. As mutações geradas pela atividade dos elementos de 
transposição são geralmente recessivas no indivíduo selvagem, 

pois causam uma inativação parcial ou total do gene onde ocorre 
a inserção (Fedoroff, 1989). Associado à própria indução dessas 
mutações, verifica-se também que elas são instáveis, uma vez 
que pode haver a reversão dessa mutação no próprio organismo 
mutado. A Figura 9.1 ilustra a atividade desses elementos em 
flores e grãos. O fenótipo observado nessa figura é denominado 
de variegação e foi cunhado por Emerson em 1914, que o definiu 
como uma instabilidade fenotípica durante o desenvolvimento 
somático (Peterson, 1995). A observação das mutações instáveis 
produzidas pela mobilidade dos elementos de transposição no 
genoma é bem antiga. Darwin já havia descrito esse fenômeno 
em inflorescências de Anthrrihinus majus (boca-de-leão).
 Na Figura 9.1D, é ilustrada de modo esquemático a in-
serção de um TE (representado como um triângulo) em um gene 
hipotético (retângulo cinza), cuja consequência é a inativação do 
gene. Quando o TE sai (excisa) do gene em questão, a atividade 
gênica é recuperada, observando-se, assim, setores compostos 
por células onde a atividade do gene volta ao fenótipo selvagem 
sobre um fundo mutado (Grandbastien, 1987; Fedoroff, 1989). A 
esse padrão de setores de fenótipo selvagem em fundos mutados 
dá-se o nome de fenótipo variegado.
 A caracterização genética dos elementos de transposição 
iniciou-se na década de 1940, com os trabalhos de citogenética 
em milho desenvolvidos por Barbara McClintock. Ela denomi-
nou os TEs de “elementos controladores do gene” pelo fato de 
modularem a expressão dos genes aos quais estavam associados 
(McClintock, 1956). McClintock estudou rearranjos cromossô-
micos que promoviam quebras no braço curto do cromossomo 
9 de milho (Figura 9.2A), uma vez que aí estavam localizados 
vários marcadores genéticos visíveis em grãos dessa espécie: o 
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loco C1, que define a coloração do pericarpo, o loco Shrunken 
(Sh), que confere o caráter rugoso, o loco Bronze (Bz), que afeta 
a coloração no aleurona, e o loco Waxy (Wx), responsável pela 
síntese de amido no endosperma. 
 As quebras cromossômicas observadas por McClintock 
ocorriam aleatoriamente, devido aos ciclos de quebra-fusão-ponte. 
A Figura 9.2B ilustra um ciclo onde se observa a formação de um 
cromossomo dicêntrico e outro acêntrico logo após a quebra da 
cromátide. Entretanto, em um dos casos analisados, essa quebra 
cromossômica ocorria sempre na posição proximal do cromosso-
mo 9, próximo ao loco Wx. McClintock denominou essa posição 
de sítio Ds (Dissociator, desassociador, em inglês), devido à 
desassociação da cromátide. Ela verificou que a ocorrência desse 
evento segregava de acordo com as leis de Mendel. Reconstruin-
do os cruzamentos efetuados entre as diferentes linhagens, ela 
observou que, para que essa quebra proximal no cromossomo 9 
ocorresse, eram necessários dois fatores: o sítio Ds e o sítio Ac 
(Activator, ativador, em inglês). Este último funcionava como 
um ativador da quebra. Em cruzamentos com outras linhagens, 

ela observou novamente essas quebras cromossômicas próximas 
ao loco Wx. Esses resultados confirmaram a necessidade desses 
dois fatores: Ac e Ds para a ocorrência das quebras. Intrigada 
com o fenômeno, novos cruzamentos foram efetuados a partir de 
linhagens distintas daquelas já usadas e McClintock questionou a 
possibilidade de o sítio Ds se “mover” no genoma, mudando de 
posição entre os marcadores genéticos analisados. Desse modo, 
ela propôs que existiriam sequências no genoma que “saltariam”, 
alterando a expressão de genes aos quais estivessem associadas 
(McClintock, 1956; McClintock 1984).
 Os trabalhos de McClintock, entretanto, embora publica-
dos em periódicos de renome, não foram aceitos na época de sua 
publicação, pois questionavam a idéia existente de que o material 
genético fosse estável. Somente após a caracterização da existên-
cia de sequências genéticas móveis em bactérias e leveduras, na 
década de 1960, em Drosophila, na década de 1970, e no homem, 
na década de 1980, que seu trabalho foi reconhecido pela comu-
nidade científica. O reconhecimento definitivo ocorreu em 1983, 
quando McClintock ganhou o prêmio Nobel pela caracterização 
dos elementos de transposição no genoma do milho.
 Desde a década de 1990, têm-se verificado que os TEs estão 
presentes em virtualmente todos os seres vivos, de modo que são 
considerados atualmente como elementos antigos associados ao 
genoma. As únicas exceções identificadas até o momento são al-
gumas espécies de eubactérias, arqueobactérias e em Plasmodium 
falciparum, bem como, provavelmente, em espécies proxima-
mente relacionadas a esse parasita. Por esse motivo, atribui-se a 
esses elementos uma importância evolutiva, uma vez que podem 
estar envolvidos na geração de variabilidade genética devido a 
sua mobilidade. Duas hipóteses são propostas para explicar a 
presença de elementos de transposição nos diferentes organismos 
(Starlinger, 1993). A primeira delas seria que esses elementos 
atuariam como genes egoístas, sequências presentes no genoma 
sem função determinada e que se manteriam ativos somente para 
se duplicar. Nesse caso, esses elementos seriam considerados “pa-
rasitas moleculares”. A segunda hipótese postula o envolvimento 
desses elementos diretamente na evolução dos organismos que 
os portam, uma vez que rearranjos finos ou grosseiros podem ser 
produzidos com a inserção/excisão dos TEs. Essas hipóteses, no 
entanto, não são mutuamente exclusivas.
 Consideram-se modificações finas aquelas que envolvem 
apenas um pequeno número de pares de base, muitas vezes asso-
ciadas à cicatriz deixada pelo TE no processo de inserção/excisão 
(Saedler e Nevers, 1985). Modificações grosseiras são aquelas 
oriundas de rearranjos cromossômicos, onde podem ser geradas 
duplicações, deleções e transversões, entre outros processos 
(Peterson, 1993; Schwarz-Sommer et al., 1985). Ambos podem 
ser considerados matéria-prima para a atuação de processos evo-
lutivos, como agentes mutagênicos intrínsecos. Além disso, Mc-
Clintock propõe que, em determinadas condições, esses elementos 
poderiam ser ativados em resposta a um estresse genômico e, com 
isso, permitiriam uma reestruturação do genoma hospedeiro. A 
resposta de ativação desses elementos em células estressadas, 
tecidos ou organismos poderia assegurar a sobrevivência em 
condições adversas. Em seu discurso de 1984, McClintock propôs 
que os elementos de transposição sejam componentes normais do 
genoma e que, por algum estresse biótico e/ou abiótico—como 
os causados por radiação ionizante ou ultravioleta (UV), infec-
ção por vírus ou cultura in vitro—passam para uma fase ativa, 
caracterizada por sua mobilização no genoma hospedeiro.
 Outro aspecto importante a ser considerado quanto a esses 
elementos é o fato de serem sequências repetidas no genoma. Em 
algumas plantas, os TEs chegam a perfazer até 50% do genoma 
total (Kumar e Bennetzen, 1999). Dependendo das características 

Figura 9.1. Fenótipos variegados. Representação esquemática do 
fenótipo variegado devido à atividade de um elemento de transpo-
sição. Em D, é representada a inserção de um elemento de trans-
posição (triângulo cinza escuro) em um gene hipotético X (cinza 
claro), promovendo a inativação gênica, produzindo um fenótipo 
mutado. A excisão do elemento de transposição (triângulo cinza 
escuro) do gene X em cinza claro leva à expressão gênica normal 
em determinadas áreas, produzindo assim o fenótipo variegado.

Figura 9.2. Detalhe do braço pequeno do cromossomo 9 de milho 
e ciclo de quebra-fusão-ponte. Em A, podem ser observadas as po-
sições relativas dos locos C, Sh, Bz e Wx, relativos ao centrômero 
e a inserção do elemento de transposição Ds (Dissociation). Em 
B, é representado um ciclo de quebra-fusão-ponte causado pela 
mobilidade de Ds (triângulo cinza) induzido pela atividade de Ac.
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dos TEs, eles podem ser moderadamente repetitivos, quando são 
mais de dez cópias por genoma, ou altamente repetitivos, quando 
esse número é maior que 250.000 cópias por genoma. Em alguns 
casos, os elementos altamente repetidos são encontrados associa-
dos especificamente aos centrômeros ou aos telômeros. Sugere-se, 
nesses casos, que esses TEs exerçam um papel estrutural (Pardue 
et al., 2005, Wong e Choo, 2004, Lippman e Martiessen 2004). 
Na maioria dos casos, entretanto, os elementos de transposição 
estão dispersos no genoma hospedeiro sem uma função aparente 
(Bennetzen, 2000).

9.2. Estrutura dos Elementos de Transposição

 Os elementos de transposição podem mover-se no genoma 
de um organismo por meio de intermediários de RNA ou de DNA. 
A classificação mais ampla desses elementos é feita de acordo 
com o tipo de intermediário, sendo definidos como pertencentes 
à Classe I aqueles que possuem intermediários de RNA e como 
pertencentes à Classe II, aqueles cujos intermediários são mo-
léculas de DNA. Com o aumento de genomas sequenciados e a 
percepção de que esses elementos estão por toda parte no genoma 
dos seres vivos, um esforço de normatização de nomenclatura 
foi proposta recentemente (Wicker et al., 2007). Há um debate 
atual na literatura quanto a sua adequação, mas esta segue como 
proposta.
 Os elementos pertecentes à Classe I também são conhe-
cidos como retroelementos. A família dos retroelementos é com-
posta de retrovírus e retrotransposons. A organização geral dos 
retrovírus e retrotransposons é muito similar, com a diferença que 
os retrotransposons não são infecciosos. Só os retrovírus geram 
partículas infecciosas, que podem se mover entre células. Essa 
característica deve-se à presença do domínio ENV funcional, que 
codifica uma glicoproteína que faz parte do envelope protéico da 
partícula viral, resultando em seu caráter infeccioso. 
 Os retrotransposons já foram descritos em todos os orga-
nismos eucariotos vivos. Os representantes mais conhecidos são 
os elementos copia e gypsy de Drosophila (Bingham e Zachar, 
1989) e os elementos Ty de levedura (Boeke e Corces, 1989). 
Nos vegetais, os retrotransposons são muito representativos. Na 
maioria dos casos, eles estão presentes em um alto número de 
cópias, representando um dos maiores componentes do genoma 
vegetal (Kumar e Bennetzen, 1999). 
 Os retrotransposons podem ser divididos em dois tipos, 
considerando a presença ou não de longas repetições terminais 
(LTR). Os retrotransposons com LTR são flanqueados por repe-
tições terminais longas e codificam todas as proteínas necessárias 
para sua transposição. Podem ser separados em dois grupos, com 
base na organização dos domínios protéicos semelhantes aos 
elementos considerados como plesiomórficos dentro do grupo—
os elementos copia e gypsy, encontrados em Drosophila, e os 
elementos Ty1 e Ty3, em levedura. 
 Os elementos Ty1 e copia carregam dois quadros abertos 
de leitura (ORFs, de open reading frames, em inglês). O primeiro 
codifica uma proteína (GAG) semelhante ao capsídio protéico vi-
ral, que contém um ou mais motivos ricos em cisteína associados a 
sítios de ligação de ácidos nucléicos. O segundo codifica para uma 
poliproteína (POL) com atividade de protease (PROT), envolvida 
na maturação de diferentes proteínas: transcriptase reversa (RT), 
codificando a enzima responsável pela criação da cópia de DNA 
da fita molde de RNA; integrase (INT), codificando proteínas 
necessárias para a integração da cópia de DNA no genoma do 
hospedeiro; e RNAseH (RH), também envolvida na transcrição 
reversa. A superfamília copia difere da superfamília gypsy por ter 

o domínio INT anterior ao domínio RT, enquanto que a última 
apresenta o domínio INT posterior a RT (Figura 9.3).
  As LTRs podem ser funcionalmente definidas como ele-
mentos promotores e terminadores da transcrição, pois começa 
na LTR 5’ e termina na LTR 3’. Essa porção é dividida em três 
regiões: U3 (unique 3’), R (repeat), U5 (unique 5’). Internamen-
te após cada LTR, existem sequências correspondentes a sítios 
iniciadores utilizados para a síntese de DNA pela transcriptase 
reversa. Como no caso da DNA polimerase, a RT necessita de 
pequenos oligonucleotídeos que forneçam pontas 3’OH passíveis 
de incorporar um nucleotídeo para iniciar a extensão (síntese) da 
nova molécula de DNA. Após a LTR 5’, encontra-se o sítio de 
ligação do iniciador, ou PBS (primer binding site, em inglês), 
similar ao tRNA da metionina, que serve, portanto, de iniciador da 
síntese. A síntese da primeira fita de DNA estende-se até a ponta 
R do mensageiro. Antes da LTR 3’, encontra-se uma sequência 
de polipurinas, ou PPT (polypurine tract, em inglês), responsável 
pelo início da síntese da segunda fita de DNA.
 Como retrotransposons sem LTRs, temos dois grupos: 
o grupo LINE (long interspersed nuclear element, em inglês) 
apresenta os mesmos domínios protéicos que os retrotransposons 
com LTR, tendo no lugar da LTR 3’ uma cadeia de adenosinas. O 
segundo grupo é chamado de SINE (short interspersed nuclear 
element, em inglês). Esses elementos não codificam sua própria 
transcriptase reversa, tendo uma grande similaridade de sequência 
com o genoma do hospedeiro (Smyth, 1993; Figura 9.3).
 Os elementos propagados diretamente como moléculas 
de DNA (Classe II) podem ser divididos em duas subclasses: 
Subclasse I e II. Os elementos da Subclasse I exibem algumas 
características estruturais comuns: apresentam, nas suas extre-
midades, sequências inversamente repetidas. Essas sequências 
são denominadas de TIR (terminal inverted repeat, em inglês) e 
podem variar de 10 a 50 pb (pares de base). Esses elementos de 
transposição, quando se inserem no genoma, promovem dupli-
cação de alguns pares de base no local de inserção (Figura 9.3) 
e, com sua excisão desse local, podem deixar uma cicatriz, isto 
é, alguns pares de bases resultantes da duplicação produzida no 
momento de inserção da sequência. Assim, o número de pares 
de base das IRs e da duplicação promovida no local de inserção 
são características de cada elemento de transposição via DNA 
(Feschotte, 2002). Quanto a sua distribuição, os elementos de 
Classe II já foram identificados tanto em procariotos, como em 
eucariotos. Dentre os elementos mais estudados, podemos citar 
o P e o mariner de Drosophila, bem como o Ac e o Mu de milho.

Figura 9.3. Representação esquemática da estrutura dos diferentes 
elementos de transposição das Classes I e II. Para detalhes das 
estruturas, dirija-se ao texto.

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   81 9/8/2012   16:26:29



82

Biologia Molecular e Evolução

83

Matioli & Fernandes (eds.)

 Acredita-se que os diferentes elementos de transposição da 
Subclasse I mobilizam-se por um mecanismo muito semelhante. 
O RNA mensageiro transcrito codifica para uma proteína com 
função de transposase (TPAse). Essa proteína é responsável 
pelo processamento da excisão e inserção do elemento de trans-
posição no genoma hospedeiro. Inicialmente, a TPAse liga-se 
às extremidades do elemento, principalmente na região das IRs, 
aproximando as duas extremidades e, então, produz um corte na 
dupla fita de DNA, liberando esse elemento de transposição. A 
TPAse é responsável também pela inserção desse elemento em 
uma nova posição no genoma (Haren et al., 1999).
 Recentemente foram identificados dois novos tipos de 
elementos de Classe II: os Mavericks e os Helitrons. Esses TEs 
foram classificados em uma nova subclasse de elementos (Sub-
classe II), pois, embora o mecanismo de mobilização ocorra com 
moléculas de DNA, eles não utilizam uma TPAse para mediar a 
transposição. Os Mavericks codificam diversas proteínas, variando 
entre espécies e inserções. Como padrão, são observados genes 
para INT, proteínas empacotadoras dependentes de ATP (ATP), 
PROT e DNA polimerase B (POL). No caso dos Helitrons, dois 
tipos de proteínas são codificadas: uma similar à proteína de 
replicação A (RPA) e, outra, com os domínios Helicase e inicia-
dor de Replicação (RepHel). Uma característica diferencial dos 
Helitrons é a falta de TIRs, o que dificulta sua identificação pelos 
métodos convencionais de estudo de elementos de transposição 
por bioinformática. Esses dois tipos de elementos também são 
amplamente distribuídos, tendo sido identificados em diversas 
espécies de vertebrados, invertebrados, plantas e fungos.

  
9.3. A Grande Diversidade dos Elementos de Transposição 

 A ampla distribuição dos elementos de transposição nos 
seres vivos é acompanhada por sua alta representatividade em 
seus genomas. Apesar de ser sempre significativa, essa represen-
tatividade é variável de acordo com o genoma nos quais estão 
inseridos e com o tipo de elemento considerado. No primeiro 
caso, de modo geral, espécies com grandes genomas tendem 
a acumular altas proporções de TEs e espécies com genomas 
menores abrigam menores de concentrações dessas sequências. 
Por exemplo, a Figura 9.4 demonstra a proporção de elementos 
de transposição nos genomas de alguns eucariotos. Enquanto o 
genoma de Caenorhabditis elegans possui cerca de 12 Mpb e 
apenas 3% de elementos de transposição, o genoma de milho, 
que é cerca de 200 vezes maior (~2500 Mpb), pode ter até 70% 
de seu conteúdo composto por TEs, dependendo do cultivar ana-
lisado. Adicionalmente, é estimado que cerca de 44% do genoma 
humano é representado por elementos de transposição. Quando 
se avalia a diversidade de TEs em cada genoma, é observado que 
existem tanto elementos representados por apenas algumas poucas 
cópias—como é o caso de alguns retrotransposons de Drosophila 
melanogaster (Mugnier et al., 2008) —, como outros acumulando 
entre centenas e milhares de inserções—notadamente os ele-
mentos L1 e Alu, que juntos perfazem cerca de 25% do genoma 
humano (Deininger e Batzer, 2002). É imprescindível ressaltar 
que, nas espécies com altas proporções de TEs, grande parte 
desses elementos permanecem inativos, tanto por apresentarem 
degradação de sequências codificantes, como por mecanismos 
regulatórios dos genomas hospedeiros. Dessa forma, a diversidade 
dos elementos de transposição apresenta-se como uma intrigante 
questão, que tem motivado diversos estudos focando sua varia-
bilidade, distribuição e evolução nos mais diversos seres vivos. 
Abaixo são descritos alguns dos grupos de TEs já caracterizados, 
suas principais características e espécies hospedeiras.  

9.3.1. Retrotransposons de plantas
 Os retrotransposons só começaram a ser descritos em 
plantas após sua caracterização em Drosophila e levedura. A 
partir daí, vários retrotransposons têm sido descritos em diversas 
espécies vegetais. A maioria possui LTRs e assemelha-se a uma 
ou outra superfamília de retrotransposons: copia e gypsy (Tabela 
9.1).
 Vários elementos já foram completamente sequenciados, 
como o elemento Ta1 de Arabidopsis thaliana (Voytas e Ausu-
bel, 1988), Tnt1 do fumo (Grandbastien et al., 1989) e Bare-1 
de cevada (Mannienen e Schulman, 1993). Todos pertencem à 
superfamília copia e foram descobertos como fontes de polimor-
fismo do DNA (elemento Ta1) ou como inserções gênicas (Tnt1, 
Bare-1) causando mutações. 
 Dois grupos de elementos, pertencentes à superfamília 
gypsy, foram identificados por sua abundância no genoma. O 
elemento Del-1 (Smyth et al., 1989) ocorre em mais de 13 mil 
cópias em Lilium henry, o equivalente a 4% de seu genoma. 
Esse elemento também aparece abundante em outras espécies 
do gênero. O elemento IFG de Pinus (Kossack e Kinlaw, 1999) 
também aparece com no mínimo dez mil cópias.
 Existem elementos descritos cujas relações ainda não 
estão claras. O elemento Cin-1 no milho (Shepherd et al., 
1984), por exemplo, apareceu abundantemente, mas como 
um resquício reduzido de seu ancestral. O elemento Bs1 (Jin 
e Bennetzen, 1989), também do milho, descoberto por sua 
inserção no gene da desidrogenase alcoólica durante uma 
infecção virótica, apresentou-se tão rearranjado e mutado 
que dificilmente seria ativo de maneira autônoma. No trigo, o 
elemento WIS-2 (Harberd et al., 1987) foi descrito a partir de 
sua inserção no gene de uma das subunidades da gluteína. Esse 
elemento estava presente apenas em alguns cultivares do trigo, 
sugerindo que sua ocorrência no genoma do trigo seja recente. 
Uma nova família de elementos, com forte homologia com o 
elemento Tnt1 de Nicotiana, foi descrita para o gênero Lycoper-
sicon. O elemento Retrolyc1 foi isolado originalmente em uma 
espécie selvagem de tomate (L. peruvianum), mas demonstra 
ser bem representativo nas demais espécies do gênero (Costa 
et al., 1999). Foram encontradas evidências de uma possível 
atividade (Araújo et al, 2000), mas novas análises estão sendo 
realizadas para confirmação. 

Figura 9.4. Representatividade (em %) de elementos de trans-
posição nos genomas de algumas espécies-modelo. As barras 
listradas e lisas correspondem à porcentagem de TEs e de outro 
tipos de sequências, respectivamente. Acima de cada barra, está 
indicado o tamanho (em Mb) de cada um dos genomas analisados. 
Dados baseados nos estudos de Kim et al. (1998), Waterston e 
Sulston (1995), International Human Genome Sequencing Con-
sortium (2001), Arabidopsis Genome Initiative (2000), Smith 
et al., 2007, Holt et al. (2002), Yu et al. (2002), SanMiguel et 
al. (1996), Meyers et al. (2001), Mouse Genome Sequencing 
Consortium (2002).
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9.3.2. Superfamílias dos elementos via DNA (Classe II)

Superfamília hAT
 São classificados nessa família os elementos Ac/Ds (Zea 
mays), Tam3 (Antirrhinum majus), hobo (D. melanogaster). O 
elemento Ac corresponde àquele caracterizado geneticamente por 
McClintock. Esse elemento apresenta 4.565 pb, TIRs com 11 pb 
e produz uma duplicação no local de inserção de 8 pb. Até o mo-
mento, foi caracterizado um único mRNA de 3,5 kb, cuja função 
está relacionada à proteína TPAse (Kunze, 1996). O elemento 
Ac corresponde a um tipo de elemento de transposição denomi-
nado autônomo, isto é, TEs que contêm em sua sequência toda 
a informação necessária para sua mobilização. Esses elementos 
autônomos são capazes de induzir a mobilização em trans de uma 
classe de elementos não autônomos, ou defectivos. Os elementos 
não autônomos só são capazes de mobilizar-se quando na presença 
em trans dos elementos autônomos, que fornecem toda a maqui-
naria protéica necessária para sua mobilização. Os elementos Ds 
correspondem à classe dos elementos não autônomos. 
 O elemento Tam3, isolado de boca-de-leão, apresenta 
características estruturais semelhantes ao elemento Ac, também 
possuindo TIRs com 11 pb e e produzindo uma duplicação de 8 
pb durante sua inserção. Esse elemento corresponde ao grupo dos 
elementos autônomos, possui toda a informação necessária para 
sua mobilização e é capaz de mobilizar em trans os elementos 
não autônomos. 

Superfamília mariner-Tc1
 Essa família está amplamente distribuída entre os organis-
mos, de protozoários a vertebrados, tendo sido caracterizada em 
invertebrados, vertebrados e fungos. Os elementos dessa família 
produzem uma duplicação no sítio de inserção de 2 pb.
 O elemento mariner foi descrito em Drosophila mauritia-
na através de mutações instáveis no gene white. Esse elemento 
apresenta 1.300 pb, com TIRs de 28 pb. O elemento Tc1 foi 
caracterizado no nemátodo C. elegans. Seu tamanho é de 1.600 
pb e apresenta TIRs de 54 pb. Os elementos dessa família têm 
sido utilizados como ferramentas para análises genéticas, como a 
identificação e clonagem de genes e mapeamento gênico (Plasterk, 
1996).

Superfamília P
 O elemento P foi caracterizado pela primeira vez em D. 
melanogaster e seu tamanho é de 2.907 pb nessa espécie, com 
TIRs de 31 pb. Esses correspondem a elementos autônomos, com 
toda a informação necessária em sua sequência para sua mobili-
dade. Existem vários elementos P não autônomos ou defectivos 
originados principalmente por deleções internas naturais. Esses 
elementos não autônomos necessitam da presença em trans da 
cópia autônoma fornecendo as proteínas para a sua mobilização. 
 O número de cópias desse elemento no genoma de D. 
melanogaster varia de nenhuma a 60 cópias. Esse elemento está 
associado ao sistema P-M de disgenesia híbrida, descrita no item 
9.4. (Engels, 1996).

Superfamília Mutator
 Dentre os TEs dessa superfamília, o elemento Mu foi 
identificado em Z. mays por Robertson em 1978 em linhagens 
que apresentavam uma alta frequência de mutação. Muitas dessas 
novas mutações eram recessivas e estavam associadas à instabi-
lidade somática, sugerindo que essa alta frequência de mutações 
pudesse estar associada a mutações instáveis descritas por Barbara 
McClintock. Estudos moleculares reforçaram essa idéia e permi-
tiram comprová-la através de sua clonagem (Bennetzen, 1996). 
 A superfamília Mutator  pode ser subdividida em seis 
subfamílias, todas com TIRs semelhantes, com 200 pb, produ-
zindo 9 pb de duplicação no local de inserção. O elemento MuDr 
corresponde ao elemento autônomo dessa superfamília. 

Superfamília En/Spm ou CACTA
 Essa superfamília inclui os elementos En/Spm, de Z. mays, 
Tam1/Tam2, de A. majus, Tgm1, de boca-de-leão, e Tnr3, de arroz. 
Todos esses elementos de transposição apresentam TIRs com 
13 pb, que começam com a sequência CACTA e produzem uma 
duplicação de 3 pb no local de inserção no genoma hospedeiro. 
Existem outros elementos que se mobilizam via DNA, que po-
dem ser subdivididos em Foldback e MITEs. Os elementos da 
família Foldback apresentam longas TIRs, que podem formar 
uma estrutura semelhante a um grampo. Esses elementos foram 
primeiro descritos em Drosophila, mas já foram caracterizados 
também em ouriço-do-mar (elementos TU) e no nemátodo C. 

Tabela 9.1. Retrotransposons vegetais mais bem caracterizados (baseado em Bennetzen, 1996).

NOME  ESPÉCIES TOTAL (Kpb)  No  CÓPIAS  SUPERFAMÍLIA*   REF. 
COM LTRs
Bs1 Zea mays  3,2 0-5 ———— Jin e Bennetzen, 1989
Zeon-1 Zea mays  8,6 250-1250 ———— Hu et al., 1995
Hopsoctch Zea mays  4,8 nd copia White et al., 1994
Magellan Zea mays  5,7 nd gypsy Purugganan e Wessler, 1994
Prem-2 Zea mays  9,4 30000 copia Turcich et al., 1996
WIS-2 Triticum aestivum  8,6 200 copia Moore et al., 1991
Tst-1 Solanum tuberosum  5,1 1 copia Camirand et al., 1990
PDR-1 Pisum sativum  5,0 50 nd Lee et al., 1990
IFG7 Pinus radiata  5,9 10000 gypsy Bennetzen, 1996
Tos 3-1  Oryza sativa  5,2 > 30 nd Hirochika et al., 1992
Tto-1 Oryza sativa  5,5 30 - 300 nd Hirochika, 1993
Tnt1 Nicotiana tabacum  5,3 > 100 copia Grandbastien et al., 1989
del-1 Lilium henry  9,3 > 13000 gypsy Smyth et al., 1989
BARE-1 Hordeum vulgare  12,1 5000 - 50000 copia Mannienen e Schulman, 1993 
Athila Arabidopsis thaliana  10,5 > 30 ———— Pelissier et al., 1995
Ta1 Arabidopsis thaliana 5,2 1 -3 copia Voytas et al., 1990 
Retrolyc1 Lycopersicon peruvianum > 4,0 nd copia Costa et al., 1999
SEM LTR
Cin4 Zea mays 1-6,8 50-100 ———— Schwarz-Sommer et al., 1988
Ts Nicotiana tabacum  0,111- 0,258 50 000 ———— Yoshioka et al., 1993
del-2 Lilium speciosum  4,45 250000 ———— Leeton e Smyth, 1993
*nd, não determinado.
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elegans (elemento Tc4). Os MITEs correspondem a uma família 
bem menos caracterizada. A estrutura desses elementos sugere que 
eles pertençam à Classe II e sejam TEs não autônomos. Entre os 
MITEs já caracterizados, estão os elementos Tourist e Stowaway. 
São elementos pequenos, com 100 a 350 pb, altamente repetitivos, 
que não apresentam sequências codificantes e possuem um alto 
potencial de formação de estruturas secundárias.

Elementos de bactérias
 Os elementos de transposição em bactérias são denomina-
dos como IS (sequências de inserção). Eles têm sido caracteriza-
dos em diferentes bactérias, tendo sido encontrados inclusive em 
arqueobactérias. Seu tamanho varia de 800 pb a 2500 pb e estão 
subdivididos em diferentes famílias com base em sua sequência 
e similaridades funcionais. Os elementos IS que carregam, além 
das funções necessárias para sua mobilidade, genes de resistência 
a antibióticos são denominados de Tn. O Tn3 é o elemento de 
transposição que apresenta resistência à ampicilina, o Tn10, a 
resistência à tetraciclina e o Tn5, a resistência à canamicina. 

9.4. Dinâmica e Controle da Mobilização

 A variabilidade na proporção de elementos de transposição 
nos genomas hospedeiros está associada ao tipo de mecanismo de 
transposição utilizado por esses elementos—por meio de RNA ou 
de DNA. Os elementos que se mobilizam através do DNA apre-
sentam dois mecanismos de transposição: transposição replicativa 
e transposição não replicativa. O mecanismo de transposição re-
plicativo normalmente é encontrado nos elementos de bactérias e 
consiste da duplicação do elemento no momento de transposição. 
Essa cópia duplicada insere-se numa nova posição no genoma. A 
transposição não replicativa em geral é encontrada nos elementos 
transponíveis em plantas. Quando o elemento se mobiliza, esse 
elemento excisa-se do sítio doador, deixando uma cicatriz, e esse 
mesmo elemento integra-se em um novo local no genoma, sem que 
ocorra a duplicação, formando uma nova cópia. Essa inserção do 
elemento de transposição pode ocorrer em locais onde já ocorreu 
ou não a replicação cromossômica (Saedler e Nevers, 1985).
 A mobilidade dos elementos de transposição necessita ser 
controlada ativamente para evitar um rápido acúmulo de mutações 
que podem ser letais para o organismo hospedeiro (Labrador e 
Corces, 1997). Dessa forma, os TEs, juntamente com seus hos-
pedeiros, encontraram diferentes mecanismos regulatórios para 
controlar sua mobilidade, tanto em nível transcricional como em 
nível pós-transcricional. Em geral, o principal ponto de controle 
é a expressão das proteínas de mobilização. 
 Um mecanismo de controle de transposição menos com-
plexo é encontrado na família Tc1 em C. elegans. A TPAse é a 
única proteína necessária para sua mobilização e sua regulação 
controla a transposição. Tem sido observado que o aumento de 
transposição desse elemento está correlacionado ao nível de ex-
pressão da TPAse, assim como a fatores genéticos do hospedeiro 
(Labrador e Corces, 1997).
 O elemento de transposição mariner também é regulado 
pelo nível de expressão da proteína TPAse. A alta produção dessa 
proteína reduz significativamente sua mobilidade (Capy et al., 
1998). 
 No caso do elemento Activator (Ac) em Z. mays, sua ati-
vidade pode ser regulada de duas maneiras: associada ao número 
de cópias ativas no genoma (denominada “efeito de dose”) ou 
relacionada à presença ou ausência de metilação (presença de 
grupamentos metil na molécula de citosina) em determinadas 
sequências do elemento.

 No primeiro caso, o fenômeno ainda não está totalmente 
esclarecido, sabendo-se apenas que, com o aumento de cópias 
ativas de Ac no genoma, observa-se um efeito negativo, uma 
diminuição na frequência e atraso no momento em que a trans-
posição ocorre durante o desenvolvimento da planta (Fedoroff et 
al., 1983). Propõe-se que esse efeito negativo de dose seria em 
nível pós-traducional, pois a molécula da TPAse deve interagir 
com ambas as extremidades do elemento para poder iniciar sua 
excisão/transposição (Fusswinkel et al., 1991). Assim, com o 
aumento da concentração de proteínas, haveria uma competição 
entre as moléculas da TPAse pelo sítio de ligação (Schwartz, 
1984, 1989). Heinlein et al. (1994) observaram que, aumentando 
a expressão da TPAse, havia a formação de agregados no cito-
plasma, que poderiam sequestrar a TPAse ativa, mantendo uma 
baixa frequência de transposição, apesar da alta produção dessa 
proteína. 
 O segundo modo de controle do elemento de transposição 
de Ac seria pela presença de metil-citosina em determinadas se-
quências dentro do elemento. A variação no padrão de metilação 
promove uma oscilação entre uma fase ativa e uma fase inativa 
(Chandler e Walbot, 1986; Chomet et al., 1987). A região mais 
sensível do elemento Ac à metilação corresponde à sequência 
líder não traduzida, que se localiza na posição 5’ do RNA mensa-
geiro (5’ ULR, 5’ untranslated leader region, em inglês) (Kunze 
e Schwartz, 1988). O aumento da metilação nessa região está 
associado à inibição em nível de transcrição do elemento, uma 
vez que não se detecta o RNA mensageiro de 3,5 kb e, portanto, 
a proteína TPAse não é traduzida (Kunze e Schwartz, 1988). 
 Estudos em plantas transgênicas de Nicotiana tabacum e 
Arabidopsis thaliana utilizando a região promotora do elemento 
Ac mais a região 5’ ULR fusionadas ao gene repórter LUC (gene 
da luciferase de vaga-lume) mostraram que essa região exerce 
um efeito negativo sobre o promotor Ac. O efeito negativo foi 
observado também sobre promotores fortes, como o promotor do 
vírus da couve-flor, CaMV 35S, utilizando sistemas de expressão 
transiente (Scortecci et al., 1999). Esse efeito inibitório sobre 
uma região promotora provavelmente está associado à presença 
de uma estrutura secundária estável, formada pela presença da 
região 5’ ULR no RNA mensageiro. A presença dessa estrutura 
reduz a eficiência de tradução desse RNA mensageiro, sendo um 
controle em nível pós-transcricional. Esses resultados sugerem que 
a região 5’ ULR é uma sequência importante no controle da ativi-
dade desse elemento de transposição, seja em nível transcricional 
(pela presença de metilação) ou pós-transcricional (pela presença 
de uma estrutura secundária no RNA mensageiro; Scortecci et al., 
1999).
 O elemento Spm de Z. mays apresenta um único transcrito 
identificado com 2,4 kb. Esse transcrito é processado originando 
quatro diferentes transcritos, tnpA, tnpB, tnpC e tnpD. Esses 
são traduzidos nas proteínas TnpA, TnpB, TnpC e TnpD, res-
pectivamente. Foi verificado que as proteínas TnpA e TnpD são 
necessárias para a transposição desse elemento. Spm também 
apresenta um mecanismo de controle de sua atividade pela osci-
lação entre uma fase ativa e outra inativa, através da variação no 
padrão de metilação, tanto em sua região promotora, como em 
sua região líder não traduzida (Fedoroff e Chandler, 1994). Tem 
sido observado um papel regulatório importante da atividade do 
elemento Spm pela proteína TnpA. Essa proteína pode ativar não 
somente a região promotora previamente metilada, promovendo 
sua desmetilação e permitindo, dessa maneira, uma expressão 
constitutiva do elemento Spm, como também pode ligar-se à 
região promotora, inibindo sua expressão e promovendo a me-
tilação dessa região. Dessa forma, a regulação do elemento Spm 
está intimamente correlacionada ao nível existente de TnpA na 
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células, podendo ativar ou inativar a expressão desse TE (Fedoroff 
e Chandler, 1994).
 Os elementos de transposição podem ter sua atividade con-
trolada não apenas por fatores genéticos, mas também por fatores 
ambientais. Por exemplo, o elemento Tam3 tem sua atividade 
controlada pela temperatura. Uma diminuição da temperatura 
de 25 oC para 15 oC aumenta sua frequência de transposição em 
torno de 1.000 vezes; para os elementos Tam1 e Tam2, em 10 
vezes (Coen, 1989). 
 Um outro elemento de transposição que apresenta mobili-
dade controlada por fatores genéticos e ambientais é o elemento 
P de D. melanogaster. Esse elemento produz uma síndrome de-
nominada disgenesia híbrida, que se manifesta pela má formação 
das gônadas em função da temperatura, resultando em esterilidade 
da progênie, altas taxas de mutação, rearranjos e recombinações 
cromossômicas. Em geral, essa síndrome é observada quando 
ocorre a transposição do elemento P na progênie de linhagens 
derivadas de machos da linhagem P (que apresentam elementos 
P autônomos) e fêmeas da linhagem M (sem esses elementos). 
A progênie F1 tem um citoplasma tipo M e cromossomos com 
cópias do elemento P, derivado dos machos. O cruzamento rever-
so, isto é, entre fêmeas da linhagem P com machos da linhagem 
M, origina descendentes com traços de disgenesia híbrida bem 
reduzidos. Esse padrão é observado porque os ovos das fêmeas da 
linhagem P contêm altas concentrações de proteínas repressoras 
(produzidas pelo próprio elemento), que inibem a transcrição da 
TPAse e, consequentemente, a mobilização. Por outro lado, nos 
ovos das fêmeas da linhagem M, que não contém o repressor, 
pode ocorrer a transposição dos elementos herdados dos machos, 
levando à síndrome. Esse fenômeno é mais pronunciado em fê-
meas e em temperaturas acima de 25 oC (Engels, 1996). Estudos 
recentes têm demonstrado que o silenciamento do elemento P é 
mediado pelo mecanismo de RNA de interferência e que moléculas 
de RNAi específicas oriundas do próprio elemento P—presente 
nas linhagens P—inibiriam a produção de sua TPAse, silenciando 
o elemento. No entanto, a ausência dessas moléculas de RNAi 
nas progênies de fêmeas M poderia ser um importante fator no 
desencadeamento da disgenesia híbrida (Brenneck et al., 2008).
 Nos elementos da Classe I, o mecanismo de transposição é 
replicativo e basicamente o mesmo em retrotransposons de plan-
tas, insetos e fungos. Muitos aspectos desse mecanismo também 
são comuns aos retrovírus. As etapas de transposição envolvem 
inicialmente a transcrição do elemento integrado no genoma do 
hospedeiro em fitas de RNA menssageiro (mRNA) pela polime-
rase do RNA celular (Figura 9.2). Essa transcrição é seguida pela 
tradução de parte das moléculas do mRNA em proteínas estruturais 
e funcionais necessárias para a transposição, incluindo a protease, 
a transcriptase reversa e a integrase. A protease, codificada pelo 
próprio elemento, está envolvida no processamento dos produtos 
primários da tradução. O empacotamento do transcrito ocorre 
em uma partícula semelhante ao vírus ou vírion (codificado pela 
GAG), juntamente com a transcriptase reversa e a integrase. A 
transcriptase reversa converte o RNA em uma fita linear de DNA 
(fita +) e, a partir desta, a síntese da segunda fita (fita -), ocorre 
pela ação de polimerases celulares. Esse DNA extracromossomal 
direciona-se para o núcleo da célula, a enzima integrase sendo 
responsável por sua inserção no genoma do hospedeiro. O elemen-
to integrado normalmente será transcrito pela maquinaria celular 
(Fosket, 1994; Lewin, 1994; Boeke e Corces, 1989; Figura 9.2).
 A transposição não é um processo aleatório. Em todos os 
sistemas eucarióticos, a retrotransposição é controlada pelo pró-
prio elemento, por sinais dependentes do organismo hospedeiro e 
por fatores externos (Grandbastien et al., 1997). Em Drosophila 
e leveduras, a transcrição e a transposição estão sob o controle 

de fatores hormonais, dependentes do desenvolvimento, podendo 
ser ativados por vários estresses e mudanças ambientais (Boeke 
e Corces, 1989).
 Em plantas, de modo geral, a expressão dos retrotranspo-
sons é fortemente controlada. Observa-se a ausência da transcrição 
durante o desenvolvimento na maioria dos tecidos vegetais, os 
transcritos sendo detectados somente em tecidos específicos. A 
presença de transcritos para o elemento Tnt1 é detectada apenas 
em raízes (Pouteau et al., 1991), no endosperma para Zeon-1 (Hu 
et al., 1995) e em micrósporos jovens para o elemento Prem-2 do 
milho (Turcich et al., 1996). A expressão dos elementos Tnt1 e 
Tto1 do fumo e do elemento Tos do arroz é fortemente aumentada 
por estresses como o isolamento de protoplastos, cultura de células 
ou ataque de patógenos (Grandbastien et al., 1997). A expressão do 
Tnt1 em fumo foi estudada através da análise transcricional e pela 
análise da expressão de um gene repórter, colocado sob controle 
de uma das LTRs. Essa região é conhecida por conter o promotor 
e as sequências reguladoras dos retrotransposons (Casacuberta e 
Grandbastien, 1993). Os estudos demonstraram que a expressão 
do Tnt1 está fortemente controlada quanto à especificidade dos 
tecidos e à etapa do desenvolvimento, indicando que o controle 
transcricional deve ser o passo principal para a regulação da trans-
posição (Grandbastien et al., 1994; Moureau-Mhiri et al., 1996; 
Grandbastien et al., 1997). Foi observado que a região das LTRs 
estaria envolvida nessa regulação (Casacuberta e Grandbastien, 
1993). No fumo, nenhuma expressão foi detectada na maioria 
dos tecidos de plantas maduras, exceto nas raízes (Grandbastien 
et al., 1994).
 Esse elemento já foi transferido com sucesso para plan-
tas transgênicas de A. thaliana (Lucas et al., 1995) e de tomate 
(Moureau-Mhiri et al., 1996). Estudos sobre a expressão do Tnt1 
nessa planta indicam a existência de uma regulação similar à do 
fumo. O elemento é fracamente expresso em tecidos foliares 
jovens, mas claramente expresso em raízes e tecidos foliares ma-
duros (Moureau-Mhiri et al., 1996). Em plantas de fumo, nenhuma 
expressão de Tnt1 foi detectada em órgãos reprodutivos, tanto 
pela análise de transcritos quanto pela análise do gene repórter 
GUS. No entanto, a expressão de Tnt1 foi claramente detectada 
em órgãos florais de Arabidopsis. Em tomate, onde existem 
sequências relacionadas ao elemento Tnt1, um padrão similar 
ao de Arabidopsis também foi encontrado (Lucas et al., 1995; 
Moureau-Mhiri et al., 1996). Essa diferença entre a expressão de 
Tnt1 em seu hospedeiro natural e em espécies heterólogas sugere 
que apenas o fumo expressa fatores regulatórios específicos. Esses 
fatores preveniriam a expressão de Tnt1 em órgãos florais, ou 
seja, evitariam a transmissão de possíveis eventos de transposição 
deletérios para a progênie (Grandbastien et al., 1997).
 Foi observado que a expressão de Tnt1 é fortemente indu-
zida em protoplastos recém-isolados de mesófilo de fumo, mas 
esse efeito se deve principalmente à presença de extratos brutos 
do fungo T. viridae, utilizado como celulase, que à cultura de 
células propriamente dita (Pouteau et al., 1991). A expressão do 
Tnt1 também é induzida por outros fatores de origem microbiana, 
chamados de “eliciadores bióticos”, como, por exemplo, elicitinas 
fúngicas e sobrenadantes de cultura da bactéria Erwinia chrysan-
themi (Pouteau et al., 1994). Esses eliciadores têm a capacidade 
de induzir respostas associadas à indução de genes envolvidos nas 
respostas das defesas vegetais. A expressão de Tnt1 foi detectada 
em tomate após a sua infeccção por vírus (Moureau-Mhiri et 
al., 1996), em Arabidopsis, após infecção bacteriana (Moureau-
Mhiri et al., 1996), e em fumo, também após infecção por vírus 
(Grandbastien et al., 1997). As defesas vegetais também são ati-
vadas por estresse e outros fatores não patogênicos. A expressão 
de Tnt1 foi induzida por injúria mecânica dos tecidos foliares e 
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por tratamentos químicos com sais de metais pesados, tanto em 
fumo quanto em Arabidopsis (Vernhettes et al., 1997). Esses re-
sultados indicam que a indução da expressão de Tnt1 ocorre por 
uma grande variedade de estímulos, muitos dos quais também 
induzem respostas de defesa vegetais. A indução da expressão de 
Tnt1 correlaciona-se à resposta biológica da planta ao estímulo, 
tanto em termos de modificações fisiológicas (como os sintomas 
de necrose), como em termos da expressão de genes de defesa 
vegetais (Grandbastien, 1998).
 Muitos fatores estão envolvidos no controle da transposi-
ção. A transcrição controla tanto a produção de uma população de 
RNA, que em parte será usada como molde para a transcriptase 
reversa, quanto na produção de mRNA envolvida na síntese das 
proteínas necessárias para a transposição. Sinais para início e tér-
mino da transcrição presentes nas LTRs devem ser reconhecidos 
pela maquinaria celular. Os transcritos devem ser traduzidos em 
produtos funcionais. Os sítios iniciadores das fitas (+) e (-) devem 
ser funcionais, permitindo a transcrição reversa. A endonuclease 
deve ser capaz de processar e integrar as terminações da LTR no 
genoma do hospedeiro (Suoniemi et al., 1997).
 Foram descobertas várias sequências regulatórias que 
controlam a expressão gênica, tanto em Drosophila, como em 
levedura (Boeke e Corces, 1989) ou nos vegetais (Casacuberta 
e Gransbastien, 1993; Grandbastien et al., 1997; McDonald et 
al., 1997; Suoniemi et al., 1997). Por exemplo, estudos com o 
elemento Tnt1 demonstraram que essas sequências regulatórias 
se encontram nas LTRs, mais precisamente em sua região U3 
(Casacuberta e Grandbastien, 1993; Grandbastien et al., 1997).
 Quando um elemento é ativo, a cada ciclo de transposição 
há o aumento do número de cópias desse elemento no genoma 
do hospedeiro. Isso porque, diferentemente dos elementos que 
se transpõem via DNA, não há a excisão do elemento e sua 
reinserção em outro ponto do genoma, mas sim a inserção de 
sua cópia (Kumar, 1996). Isso significa que a sequência inserida 
permanecerá no genoma do hospedeiro e o fenômeno da trans-
posição do elemento ocorre pela inserção de sua cópia. Esse fato 
confere aos retrotransposons um papel importante no aumento 
da variabilidade genética e na plasticidade do genoma. Contudo, 
o aumento do número de cópias desses elementos pode ter-se 
tornado, em algum ponto do processo evolutivo, potencialmente 
deletério. Atribui-se a esse fato o desenvolvimento de mecanismos 
específicos de controle sobre a mobilidade desses elementos.
 Finalmente, como já foi mencionado para o elemento P, 
o mecanismo de RNA de interferência apresenta-se como um 
dos principais tipos de defesa do hospedeiro contra os efeitos 
deletérios da presença de vírus e elementos de transposição, 
participando do silenciamento gênico pós-transcricional (de-
gradação de mRNA), alterações epigenéticas e formação de 
heterocromatina. Em Drosophila, o mecanismo de RNAi parece 
controlar a transposição por duas vias diferenciadas, uma via para 
as células somáticas e outra para as células germinativas, ambas 
no citoplasma. As proteínas das famílias Dicer e Argonauta são 
fundamentais nesses processos. As proteínas Dicer têm como 
função a maturação dos RNAs pequenos de fita dupla que atuam 
no silenciamento e as proteínas Argonauta se ligam às fitas de 
RNA picotadas por Dicer desempenhando atividade endonucleo-
lítica supressora degradando os RNAs alvo ou, ainda, funcionam 
como uma plataforma para a reunião de proteínas do complexo 
de silenciamento (Hammond, 2005).
 Na linhagem germinativa, as proteínas Aub, Piwi e Ago3 
(família Argonauta, subfamília PIWI) são responsáveis pela 
biogênese dos piRNAs (do Inglês, PIWI interacting RNAs), 
derivados de mRNAs das fitas senso e antisenso de retrotrans-
posons (Kim et al., 2009). Os mRNAs usados para a produção 

de piRNAs primários são derivados de locos cromossômicos 
heterocromáticos específicos com alta densidade de TEs, que 
servem como uma “memória genética” dos elementos de trans-
posição à qual o genoma têm sido exposto. Os piRNAs récem 
gerados, associados às proteínas Aub, Piwi e Ago3, irão mediar 
a localização e degradação de outros mRNAs derivados de TEs 
(eucromáticos e heterocromáticos), que por sua vez promoverão 
a retroalimentação do processo. Esse mecanismo tem sido deno-
minado piRNA ping-pong, pois piRNAs antisenso associados à 
Aub servirão como molde para a degradação de mRNAs senso 
e geração de piRNAs senso e, estes, associados a Ago3, irão se 
ligar a fitas de mRNAs antisenso, levando à sua degradação e 
biogênese de novos piRNAs antisenso, reiniciando o processo. 
Adicionalmente, a proteína Piwi tem sido relacionada ao processo 
de heterocromatinização e mudanças epigenéticas no núcleo de 
células germinativas e somáticas presentes em ovários.
 O silenciamento de elementos de transposição nas célu-
las somáticas é dependente de RNAs pequenos de fita simples 
denominados esiRNAs (do inglês, endogenous small interfering 
RNAs) e das proteínas Ago2 e Dicer2. Os esiRNAs são derivados 
de RNAs dupla-fita longos provenientes de TEs. Nesse mecanis-
mo, basicamente, ocorre a ligação e picotamento dos RNAs de 
dupla-fita por Dicer2, produzindo os esiRNAs. Os esiRNAs serão 
associados à Ago2, servindo como molde para a degradação de 
mRNAs de fita simples complementares (Kim et al., 2009).
 Mesmo de forma resumida, os dados apresentados acima 
demonstram a função do mecanismo de RNA de interferência para 
proteger o genoma de ácidos nucléicos “parasitas”, entre eles, os 
elementos de transposição. Embora o mecanismo apresentado 
acima seja o proposto para Drosophila, o controle da transposição 
por RNAi está ativo, com variações, em ciliados, plantas, outros 
invertebrados e vertebrados.
 

9.5. Evolução dos Elementos de Transposição

 A presença de domínios com funções semelhantes nos 
elementos de transposição levantam a questão sobre a origem 
desses elementos, sendo que três hipóteses têm sido propostas: 
(1) os elementos poderiam estar presentes no genoma do ances-
tral comum de todos os seres vivos atuais, (2) eles poderiam ter 
evoluído convergentemente; ou (3) eles seriam agentes capazes 
de dispersão por transferência horizontal. Uma vez que esses 
elementos sejam introduzidos num genoma hospedeiro, como se 
tratam de unidades replicantes, existe uma tendência de aumento 
do número de suas cópias. Assim, o número final de inserções 
depende de um equilíbrio entre vários fatores, como a frequência 
de transposição e fixação dos elementos, o genoma hospedeiro, 
fatores ambientais e interações entre esses fatores. A interação 
entre elemento de transposição e hospedeiro é muito importante 
e pode ser considerada como sendo um processo de coevolução. 
Nesse caso, deveria existir uma “queda-de-braço” entre a capa-
cidade de replicação do TE, tendendo ao aumento do número de 
cópias e à ocorrência de mutações, e o controle da transposição 
pelo hospedeiro, levando à minimização dos efeitos deletérios 
de sua mobilização. Existe aqui uma analogia entre as interações 
ecológicas de parasitismo (onde haveria apenas prejuízo por parte 
do hospedeiro), comensalismo (situação onde o hospedeiro não é 
prejudicado) ou até mesmo o mutualismo (quando há vantagens 
também em relação ao hospedeiro).
 Os retrotransposons estão presentes na grande maioria dos 
organismos. Esse fato é um indicador de que sua presença nos 
organismos vivos é antiga (Kumar, 1996). Formas ativas desses 
elementos devem ter persistido nos genomas de hospedeiros por 
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longos períodos, através de transmissão vertical, e por transmissão 
horizontal, como a maioria das sequências gênicas (Capy et al., 
1998). 
 Análises comparativas da estrutura e dos domínios pre-
sentes nos retrotransposons sugerem que os retrotransposons 
com LTR (especialmente o grupo gypsy) seriam os ancestrais 
dos retrovírus (Bucheton, 1995). Acredita-se também que os 
próprios retrotransposons com LTR teriam origem num ancestral 
comum, com uma estrutura bem mais simples, semelhante aos 
retrotransposons sem LTR (Xiong e Eickbush, 1990). O aumento 
da complexidade da estrutura desses elementos teria ocorrido pela 
aquisição de genes endógenos de seus hospedeiros. Desse modo, 
no decorrer de sua evolução, vários domínios, como a transcriptase 
reversa, endonucleases, LTRs e sequências gag, teriam sido ad-
quiridos em diferentes momentos, produzindo as várias categorias 
de elementos conhecidos hoje (Capy et al., 1998).
 A grande heterogeneidade de sequência entre os retro-
transposons pode ser explicada por seu mecanismo de propa-
gação através da transcriptase reversa. Uma das características 
da transcriptase reversa é sua propensão em fazer substituições 
de bases através da cópia com erros. Foi estimada a ocorrência 
de substituições em uma taxa de no mínimo 1 em 7000 a 1 em 
50000 resíduos por replicação em retrovírus (Smyth, 1993). 
Desse modo, poucos ciclos de integração-transcrição-transcrição 
reversa-reintegração poderiam levar a uma rápida divergência 
na sequência de um retrotransposon. Em uma taxa muito menor, 
os retrotransposons também estão sujeitos a mutações, como as 
demais sequências no genoma de um organismo.
 Essa heterogeneidade reflete uma associação muito antiga 
entre as plantas e os retrotransposons. Muitos estudos realizados 
com elementos do tipo copia corroboram esse fato. Buscas em 
banco de dados por sequências similares a esses elementos resul-
taram na descoberta de inserções de retrotransposons tipo copia 
nas regiões 5’ e 3’ de mais de 30 genes vegetais (White et al., 
1994). A inserção dessas sequências próximo a genes, junto com a 
natureza degenerada dessas sequências, é interpretada como uma 
evidência adicional de uma associação antiga entre os retrotrans-
posons tipo copia e os genomas vegetais. Outro dado que indica 
essa associação antiga é a presença dos retrotransposons em todos 
os grupos vegetais estudados. Em muitos casos, sugere-se que a 
inserção de um retrotransposon deva ter ocorrido anteriormente 
ao processo de especiação que deu origem a cada uma dessas 
espécies (Voytas et al., 1992, Flavell et al., 1992). 
 É característico dos retrotransposons que o mesmo ele-
mento seja encontrado em espécies relacionadas, às vezes em 
gêneros, mas não em táxons muito distantes (Flavell et al., 1994). 
O elemento Tnt1 (Grandbastien et al., 1989), descoberto em fumo, 
também foi encontrado em três outras espécies próximas (tomate, 
petúnia e batata), mas não em oito outras famílias testadas. O ele-
mento Del1 (Smyth et al., 1989) foi detectado em 14 espécies de 
Lilium examinadas, mas não em várias outras monocotiledôneas. 
O elemento Bs1 do milho (Jin e Bennetzen, 1989) foi encontrado 
em quatro outras espécies do gênero Zea, bem como em outros 
gêneros relacionados, mas não em outras gramíneas mais distantes.
 O padrão de distribuição entre as espécies não reflete 
necessariamente sua filogenia. No entanto, em muitos casos, o 
grau de divergência na sequência de elementos Ty1/copia entre 
quaisquer espécies geralmente é proporcional à distância evolu-
tiva entre elas (Voytas et al., 1992). Uma possível interpretação 
para esses padrões seria a presença do retrotransposons em um 
ancestral comum na linhagem, que foi sendo submetido a ciclos 
esporádicos de amplificação nos diferentes ramos. Outra hipótese, 
que poderia ter contribuído para a dispersão dos retrotransposons 
e que poderia explicar a similariadade de sequência entre espé-

cies não relacionadas, seria a transferência horizontal. Embora 
poucos estudos tenham focado esse fenômeno em plantas, dois 
retrotransposons—Rider e Route66—foram relacionados a even-
tos de transferência em tomate e entre espécies de gramíneas, 
respectivamente (Roulin et al., 2008; Cheng et al., 2009).
 O fenômeno de transferência horizontal corresponde 
a um processo de transferência de material genético, sem que 
ocorra uma transmissão sexual entre espécies não relacionadas. 
O exemplo clássico de transferência horizontal é o do elemento P 
em D. melanogaster (Kidwell et al., 1977, Bingham et al., 1982). 
Esse elemento foi isolado e caracterizado após sua transposição 
no gene white, que confere alteração no padrão de pigmentação 
dos olhos das moscas. A presença desse elemento de transposição 
é considerada recente em D. melanogaster, menos de 100 anos, 
já que linhagens de laboratório coletadas na década de 50 não 
apresentam esse TE. Atualmente todas as populações naturais de 
D. melanogaster apresentam o elemento P. É sugerido que essa 
transferência horizontal deva ter ocorrido quando D. melanogaster 
e D. willistoni se tornaram simpátricas e o elemento P tenha se 
espalhado nas populações de D. melanogaster. Esse elemento é 
altamente conservado nessas duas espécies, sendo que, dos seus 
cerca de 2.900 pb, eles diferem em apenas em 1 pb. Detalhes do 
mecanismo de transferência horizontal são desconhecidos até o 
momento, mas se especula sobre a possibilidade de ter ocorrido 
por meio de vetores, como vírus, parasitas endossimbiontes e/ou 
ácaros.
 Nos últimos anos, vários exemplos de transferência ho-
rizontal têm sido propostos. Em Drosophilidae, análises evolu-
tivas de 21 TEs indicam a ocorrência de pelo menos 101 casos 
de transferência horizontal (para uma revisão, ver Loreto et al., 
2008). Dessas proposições, 52,4% envolvem transposons de 
DNA, 42,6% retrotransposons com LTR e, 5% retrotransposons 
sem LTR. Esses eventos são propostos com base em três fatores: 
alta similaridade, incongruências filogenéticas e distribuição 
descontínua entre espécies. No entanto, questões sobre quando 
e como ocorreram esses eventos de transferência horizontal em 
Drosophilidade continuam em aberto e constituem interessantes 
questões para estudos futuros.
 Em vertebrados, as proposições de transferência hori-
zontal são mais escassas que em Drosophila. O caso mais bem 
caracterizado envolve o elemento SPIN, que parece ter sido en-
volvido em uma onda de transferência horizontal ocorrida entre 
15 e 46 milhões de anos (Pace et al., 2008). Esses eventos devem 
ter envolvido diversas espécies de vertebrados, entre elas, Mus 
musculus (camundongo), Otolemur garnettii (gálago), Tenrec 
ecaudatus (tanreque), Anolis carolinensis (lagarto anole verde), 
Xenopus tropicalis (anuro) e Monodelphis domestica (marsupial). 
No entanto, este elemento está ausente pelo menos em 19 outros 
genomas de mamíferos, como por exemplo, no homem e no 
morcego jamaicano Artibeus jamaicensis.

9.6. Impacto no Genoma

Elementos de transposição são fonte de mudanças gené-
ticas, incluindo a alteração na expressão gênica durante o desen-
volvimento e a origem de rearranjos genômicos. Alterações de 
sequência causadas pelos elementos de transposição podem variar 
de poucos pares de bases a grandes rearranjos cromossômicos, 
como aqueles gerados por deleções, inversões e duplicações. Essas 
mutações podem gerar efeitos deletérios, como já exemplifica-
do com a síndrome de disgenesia híbrida em D. melanogaster. 
Cerca de 0,27% de todas as mutações que acarretam doença em 
humanos são causadas por retrotransposons (Callinan e Batzer, 
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2006), entre elas, a distrofia muscular Duchene, a profiria e as 
hemofilias A e B. Algumas mutações, com mudança de fenótipo 
em plantas, também estão associadas a elementos de transposição. 
Por exemplo, a inserção do Helitron Hel-It1 no gene responsável 
pela pigmentação DFR-B em campainha (Ipomoea tricolor) leva 
à ausência de pigmentação nas flores, púrpuras nas linhagens com 
fenótipo selvagem (Choi et al., 2007).
 Eventualmente, essas inserções—ou fragmentos delas—
podem ser fixadas pela seleção natural e passar a desempenhar 
uma função no genoma hospedeiro. Esse processo tem sido deno-
minado domesticação ou exaptação de elementos de transposição 
(Gotea e Makalowski, 2006). Tal processo tem sido exemplificado 
em diversos estudos, indicando que os elementos de transposição 
tiveram e ainda devem ter um papel importante na evolução dos 
genomas. Mais especificamente, os elementos de transposição 
são capazes de produzir mutações em regiões gênicas que podem 
afetar a estrutura e as funções de proteínas, bem como gerar novas 
unidades regulatórias (Figura 9.5). 
 A inserção de um TE na região regulatória de um gene 
pode levar a sua sub ou superexpressão devido à presença de 
fatores regulatórios em suas repetições terminais (Figura 9.5a). 
Schlenke e Begun (2004) demonstraram que a inserção do retro-
transposon sem LTR Doc na região regulatória do gene Cyp6g1 
de D. simulans está correlacionada ao aumento de sua expressão, 
fenótipo que tem sido relacionado à resistência a inseticidas em 
Drosophila. É interessante notar que essa característica está pre-
sente em populações da Califórnia (USA), ausente nas populações 
da África, isto é, está presente nas populações sob processo de 
adaptação a ambientes recém-colonizados. Em outro estudo, foi 
demonstrado que cerca de 25% dos promotores humanos carac-
terizados experimentalmente possuem sequências derivadas de 
TEs (Jordan et al., 2003).
 A domesticação de um TE inserido dentro de um gene 
pode levar a alterações nas sequências protéicas. Um TE inse-
rido diretamente dentro de um éxon se tornaria parte do mRNA 
transcrito (Figura 9.5b). No entanto, devido a altas frequências 
de stop codons nos TEs, o mRNA resultante provavelmente 
seria defectivo, isto é, não teria a capacidade de produzir uma 
proteína funcional. Por outro lado, a inserção de um TE em um 
íntron poderia levar a domesticação de um trecho codificante do 
elemento, resultando na criação de um novo éxon (Figura 9.5c). 
Um exemplo desses processos foi observado em humanos, pois, 

enquanto 4% dos mRNAs apresentam fragmentos de TEs, apenas 
0,1% das proteínas humanas têm fragmentos codificados por 
TEs (Gotea e Makalowski, 2006). Entre esses exemplos, o gene 
PTPN1, uma proteína que catalisa desfosforilação, apresenta 101 
nucleotídeos derivados do LINE L3, incluindo um sítio doador 
de splicing. Essa região provavelmente domesticada, determinada 
experimentalmente, corresponde a um fragmento do domínio da 
transcriptase reversa. 
 Em relação ao genoma de plantas, devido à presença de 
retrotransposons potencialmente ativos, as espécies vegetais 
poderiam ser capazes de responder mais rapidamente a futuras 
mudanças nas condições ambientais, devido a uma rápida variação 
genética. As formas mais adaptadas seriam, então, selecionadas 
entre todos os variantes. Nos estudos dos genes vegetais e de sua 
atividade, a presença de retrotransposons dentro ou próximo aos 
genes deve ser considerada como uma fonte de variação genômica 
(Smyth, 1993). 
 A seleção natural tende a minimizar qualquer impacto 
negativo que os retrotransposons venham a ter, enquanto procura 
utilizar os elementos de uma maneira positiva. Observa-se que 
muitos elementos estão metilados ou em domínios de heterocro-
matina (Bennetzen et al., 1994). 
  No genoma de Arabidopsis, é interessante notar que o 
número de retrotransposons diferentes presentes é alto, mas o 
número de cópias de cada um é relativamente baixo. Apesar de 
a planta ter sido exposta a um grande número de elementos, o 
número de cópias foi minimizado, possibilitando associar os be-
nefícios potenciais de um genoma pequeno com múltiplos tipos 
de retrotransposons (Bennetzen, 1996).
 Em milho, as regiões entre genes apresentam retrotrans-
posons com inserções de outros retrotransposons, que, juntos, 
perfazem cerca de 50% de seu DNA nuclear (SanMiguel et al., 
1996). Grandes blocos de retrotransposons (com mais de 50kpb) 
foram encontrados entre cópias simples de sequências gênicas do 
gene adhI. Esses blocos são compostos de no mínimo 10 famí-
lias de retrotransposons, com número variado de cópias. Esses 
estudos realizados em milho sugerem que esses elementos foram 
selecionados negativamente em regiões codificadoras ou próximas 
a genes. Regiões intergênicas são hipermetiladas em relação às 
sequências codificadoras e, com base nos estudos com leveduras, 
poder-se-ia dizer que essas regiões da cromatina representariam 
um sinal, direcionando a integração dos retrotransposons (Voytas, 

Figura 9.5. Possíveis impactos da inserção de elementos de transposição na produção de proteínas. (a) Inserção do TE na região 
regulatória (RR) de um gene, (b) dentro de um éxon, e (c) dentro de um íntron. 
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1996). Grupos hipermetilados de retrotransposons com inserções 
de outros retrotransposons já foram observados no fungo Phy-
sarium polycephalum (Bennetzen et al., 1994), sugerindo que a 
integração dirigida pode ser uma estratégia largamente adotada 
pelos retrotransposons para a proliferação dentro do genoma do 
hospedeiro. Seria possível afirmar que o milho e seus retrotrans-
posons coevoluíram em um mecanismo eficiente que permite 
a amplificação dos retrotransposons em níveis muito elevados 
dentro do genoma vegetal e, provavelmente, os retrotransposons 
contribuem para a variabilidade genética, podendo beneficiar seu 
hospedeiro durante o processo evolutivo (Voytas, 1996).
 Todos esses exemplos demonstram o impacto da presença 
e mobilização dos elementos de transposição nos genomas hos-
pedeiros e sua importância na geração de variabilidade genética. 
A disponibilidade da sequência genômica de diversas espécies 
tem proporcionado um aumento das possibilidades de estudos 
comparativos dessas sequências, mas diversas questões mais 
amplas sobre origem e possíveis funções ainda necessitam de 
respostas. As características que permitiram que os TEs fossem 
classificados com “DNA egoísta” também devem ter permitido a 
essas sequências participarem da geração de plasticidade genômi-
ca e o desenvolvimento de diversidade genética. Assim, podemos 
concluir que os elementos de transposição têm desempenhado um 
importante papel na evolução do genoma (Kidwell, 2005).
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Capítulo 10
Evolução dos genomas
Dra. Laila Alves Nahum (laila@nahum.com.br)
Centro de Pesquisas René Rachou – CPqRR
Fundação Oswaldo Cruz – Fiocruz Minas

“Evolução não é uma força, mas um processo: não uma causa, mas uma lei.” (John 
Morley, On Compromise, 1874)

10.1. Introdução

 A definição de genoma (do inglês, genome, “genes + chro-
mosomes”) foi proposta originalmente por Hans Winkler (1920) 
para designar o somatório dos genes de uma célula haplóide de um 
organismo. As sequências de DNA não codificantes foram identi-
ficadas posteriormente, sendo então incluídas nessa definição. Em 
1986, Thomas Roderick propôs o termo genômica (genomics) para 
descrever os estudos de mapeamento, sequenciamento e análise 
dos genomas.
 Os estudos moleculares desenvolveram-se de forma extra-
ordinária nas últimas décadas como reflexo dos avanços nas áreas 
da biologia molecular, biologia computacional e bioinformática. 
Atualmente, o genoma é tratado como um sistema dinâmico, no 
qual se consideram seus aspectos estruturais, funcionais e evo-
lutivos. A Figura 10.1 indica algumas descobertas e iniciativas 
que contribuíram para o estudo dos genomas desde a definição 
de gene, proposta por Wilhelm Johannsen em 1909.
 Os avanços nessa área do conhecimento fazem-se notar, 
por exemplo, pela mudança de nossa perspectiva de classificação 
dos organismos, passando a distribuí-los em três reinos: Bacteria, 
Archaea e Eukarya. Outro reflexo desses avanços é o número 
crescente de publicações científicas, que constituem uma excelente 

fonte de consulta. Dentre os livros-texto que abordam os diferentes 
aspectos da evolução dos genomas, citam-se os de Page e Holmes 
(1998), Graur e Li (2000), Nei e Kumar (2000), Meyer e van de 
Peer (2003), Gregory (2005), Lynch (2007) e Barton et al. (2007).
 Neste capítulo, vamos considerar os dados gerados pelo 
sequenciamento de DNA, o tamanho, organização e composição 
dos genomas,  os mecanismos de evolução dos genes e genomas, as 
perspectivas e desafios da genômica e algumas considerações finais.

10.2. Sequenciamento de DNA

10.2.1. A tecnologia de sequenciamento de DNA
 Várias descobertas e avanços científicos impulsionaram 
a Genética e a Biologia Molecular a partir da segunda metade 
do século passado. Em 1952, Rosalind Franklin obteve dados de 
difração por raios-X, cruciais para a elucidação da estrutura da 
dupla hélice do DNA, descrita por Francis Crick e James Watson, 
em 1953. Em 1955, Arthur Kornberg e colaboradores isolaram a 
enzima polimerase do DNA, a qual seria usada para o sequencia-
mento de DNA duas décadas depois. Em 1977, Frederick Sanger 
e colaboradores, e também Maxan e Walter Gilbert, trabalhando 
independentemente, desenvolveram os métodos de sequencia-
mento de DNA, sendo o primeiro método mais popular (Sanger 
et al., 1977; Maxan e Gilbert, 1977). Mais recentemente, outras 
plataformas de sequenciamento foram desenvolvidas usando-
se novas tecnologias, como, por exemplo, pirosequenciamento 
(Ronaghi et al., 1998). O desenvolvimento da técnica de reação 
em cadeia da polimerase (do inglês, polymerase chain reaction – 
PCR) em 1983 revolucionou esse campo de forma extraordinária 
(veja também o Capítulo 19).
 O impacto causado pela aplicação dessas metodologias 
faz-se notar na quantidade extraordinária de dados moleculares 
disponíveis em bancos de dados (Tabela 10.1). A integração entre 
biologia e informática surgiu da necessidade de criação de tais 
bancos de dados e das ferramentas computacionais para o armaze-
namento, análise e gerenciamento da quantidade maciça de dados 
gerada pelos projetos de sequenciamento de DNA, da obtenção 
da estrutura tridimensional de proteínas e outras metodologias 
analíticas empregadas em larga escala.
 Na Tabela 10.1, estão indicados alguns bancos de dados e 
ferramentas computacionais e, na Tabela 10.2, algumas institui-
ções de pesquisa relacionadas aos estudos dos genes e genomas 
de organismos diversos. Além disso, na tentativa de se formar um 
repositório de dados, a revista Nucleic Acids Research publica 
um grande número desses bancos de dados e ferramentas com-
putacionais sempre no mês de janeiro (Database Issue), servindo 
como excelente fonte de consulta.

Figura 10.1. Perspectiva temporal de algumas das principais 
descobertas e iniciativas que contibuíram para os estudos de 
evolução dos genomas.
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10.2.2. Os genomas completamente sequenciados
 O primeiro genoma a ser sequenciado e publicado foi o 
da bactéria de vida livre Haemophilus influenzae (Fleischmann 
et al., 1995). A sequência completa do genoma da bactéria do 
trato intestinal, Escherichia coli, foi publicada dois anos depois 
(Blattner et al., 1997). A obtenção da sequência completa desses 
genomas, juntamente com os de Methanococcus jannaschii (Bult 
et al., 1996) e Saccharomyces cerevisiae (Goffeau et al., 1997), 
representantes dos reinos Archaea e Eukarya, respectivamente, 
revolucionou o campo da evolução molecular e da genômica.
 O Brasil inaugurou sua participação nesse cenário com 
a publicação do genoma da bactéria Xylella fastidiosa, o pri-
meiro organismo fitopatógeno a ser sequenciado (Simpson et 
al., 2000). A Xylella fastidiosa, frequentemente conhecida por 
“praga do amarelinho”, causa a clorose variegada dos citros 
(CVC), atingindo um importante setor da produção agrícola e 
na economia nacional. O projeto de sequenciamento do genoma 
dessa bactéria foi lançado em outubro de 1997 pela FAPESP 
(Fundação de Amparo à Pesquisa no estado de São Paulo) com 
apoio da Fundecitrus (Fundo Paulista de Defesa da Citricultura). 
A realização desse projeto significou um novo modelo de trabalho 
cooperativo na área de pesquisa no Brasil, envolvendo um grande 
número de laboratórios e cientistas, tendo resultado na publicação 
da primeira sequência completa de um genoma fora do âmbito 
dos EUA, Europa e Japão. Desde então, as sequências genômicas 
de vários outros organismos foram analisadas pela comunidade 
científica brasileira, incluindo o das bactérias Corynebacterium 
pseudotuberculosis, Chromobacterium violaceum, Leifsonia xyli, 
Mycoplasma synoviae e Xanthomonas axonopodis, além de outros 
organismos como Anopheles darlingi e da cana-de-açúcar, dentre 
outros programas gerenciados por distintas instituições no Brasil.
 O primeiro projeto de sequenciamento de um genoma de planta 
foi o de Arabidopsis thaliana. Contribuíram para a escolha dessa es-
pécie, o tamanho reduzido do seu genoma (125 Mb) e o fato de que 
Arabidopsis thaliana se tornou um modelo de estudo em uma série 
de abordagens diferentes. Os estudos mostraram que a evolução desse 
organismo envolveu a duplicação de todo o genoma, seguida por perda 

de genes e duplicações gênicas, além de eventos de transferência lateral 
de um ancestral semelhante a uma cianobactéria. Outros genomas de 
eucariotos multicelulares completamente sequenciados incluem o 
de Drosophila melanogaster (Adams et al., 2000) e Caenorhabditis 
elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).
 O projeto genoma humano permitiu produzir o mapa ge-
nético, o mapa físico e a sequência de DNA do conjunto completo 
dos cromossomos humanos. As duas mais importantes revistas 
científicas, Nature e Science, publicaram em fevereiro de 2001 a 
primeira versão do genoma humano (Lander et al., 2001; Venter 
et al., 2001), concluído em 2003. O projeto “1.000 Genomes”, 
do Instituto Wellcome Trust Sanger, no Reino Unido (http://
www.1000genomes.org/), pretende produzir um mapa das varia-
ções nas sequências de DNA de 1.000 genomas humanos. Essa 
iniciativa pretende contribuir para uma melhor compreensão da 
função dos genes em doenças humanas, permitindo um rápido 
avanço na pesquisa biomédica. Nesse contexto, destaca-se o 
Projeto Genoma do Câncer, criado no Brasil em março de 1999.
 Em abril de 2011, o número de genomas completamente 
sequenciados e publicados e o número de projetos de metage-
nômica (do inglês, metagenomics ou environmental genomics) 
correspondiam a 1679 e 307, respectivamente (Genomes OnLi-
ne Database – GOLD). Note que os projetos de metagenômica 
surgiram posteriormente e se referem ao sequenciamento de 
amostras do ambiente (como o tubo digestivo de animais, am-
bientes aquáticos etc.). A velocidade com que esses números se 
alteram confirma o crescimento extraordinário dessa área. Para 
acompanhamento desses projetos, consulte os dados disponíveis 
no GOLD, National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
ou em outra referência listada nas Tabelas 10.1 e 10.2.

10.3. Tamanho, Organização e Composição do Genoma

10.3.1. O tamanho e organização dos genomas
 A notável flexibilidade do genoma pode ser facilmente evi-
denciada pela grande variação quanto a seu tamanho, organização 

Acrônimo Bancos e Ferramentas
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
EGenBio Evolutionary Genomics and Biodiversity
ENCODE ENCyclopedia Of DNA Elements Project
Ensembl Ensembl Genome Browser
ExPASy Expert Protein Analysis System Proteomics 

Server
GenomeAtlas CBS Genome Atlas Database
Genomes Genomic Biology at NCBI
GO Gene Ontology Consortium
GOBASE The Organelle Genome Database
GOLD Genomes OnLine Database
MIPS Munich Information Center for Protein 

Sequences
Pfam Protein families database
PhyloFacts Phylogenomic encyclopedias across the 

Tree of Life
UCSC Genome University of California Santa Cruz Geno-

me Browser
UniProt Universal Protein Resource

Tabela 10.1. Alguns bancos de dados e ferramentas de análise 
dos genomas e proteomas.

Tabela 10.2. Algumas instituições envolvidas na análise dos 
genomas e proteomas.

Acrônimo Instituições
B a y l o r 
HGSC

Baylor College of Medicine Human Genome 
Sequencing Center

BGI Beijing Genomics Institute Shenzhen
BRGene Projeto Genoma Brasileiro
Broad Broad Institute of MIT and Harvard
Genomes Genome Sequencing Consortiums & Centers
GENOS-
COPE

Centre National de Séquençage

JCVI J. Craig Venter Institute
JGI DOE Joint Genome Institute
KDRI Kazusa DNA Research Institute
LNCC Laboratório Nacional de Computação Científica
NCBI National Center for Biotechnology Information
NHGRI National Human Genome Research Institute
ONSA Organization for Nucleotide Sequencing and 

Analysis
RGMG Rede Genoma de Minas Gerais
Sanger Wellcome Trust Sanger Institute
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e composição dentre os diferentes organismos (Cavalier-Smith, 
2005; Gregory et al., 2007). Essa variação reflete a dinâmica da 
evolução dos genomas, sendo relevante em estudos da biodiver-
sidade molecular.
 O tamanho do genoma é definido pelo conteúdo haplóide 
(ou gamético) de DNA presente em um organismo, também co-
nhecido por valor C. Frequentemente, o valor C é expresso em 
unidades de massa [1] ou em número de bases do DNA [2].

 [1]  1 picograma (pg) = 10-12 grama (g)  
 [2]  1 megabase (Mb) = 106 pares de bases (pb)

 Para converter o número de pares de bases ou megabases 
de uma sequência de DNA em picogramas [3] e vice-versa [4], 
pode-se usar as seguintes fórmulas, que não são exatas, pois 
utilizam médias de massas moleculares de nucleotídeos:

 [3]  1 Mb = 1,022 x 10-3 pg
 [4]  1 pg de DNA = 0,978 × 109 pb (ou 978 Mb)

 Muito antes de os métodos de sequenciamento de DNA 
(seção 10.2.1) e de amplificação por PCR (Capítulo 19) estarem 
disponíveis, o tamanho dos genomas já era estimado utilizando-se 
uma série de técnicas, como fluometria, densitometria de Feulgen, 
citometria de fluxo e cinética de reassociação de DNA, dentre 
outras.
 A Tabela 10.3 relaciona o tamanho do genoma de vários 
organismos pertencentes a unidades taxonômicas diversas. O 
genoma da Amoeba dubia (670.000.000 kb) é extraordinariamente 
grande, sendo o maior dentre os descritos até o momento. Em 
contraste, tem-se o genoma de Mycoplasma genitalium (580.000 
kb), considerado o organismo com o menor genoma capaz de 
duplicar-se independentemente.

 Quanto a seu tamanho, o genoma das plantas superiores 
varia de 125 Mb (Arabidopsis thaliana) a 50.000 Mb (algumas 
espécies de lírio). Em Arabidopsis thaliana, os genes estão 
distribuídos de forma homogênea, em contraste com a maioria 
dos genes do milho, arroz e cevada, que se agrupam em trechos 
longos de DNA (Barakat et al., 1997). Mais de 50% do genoma 
do milho correspondem a sequências de DNA repetitivo dispersas 
no genoma (do inglês, interspersed repeated DNA), refletindo 
principalmente a presença de retrotransposons inseridos entre os 
genes (Bennetzen, 1998) (veja também o Capítulo 9).
 A variação no tamanho dos genomas não pode ser expli-
cada pelas diferenças de complexidade genotípica ou fenotípica 
dos organismos, conhecido como o paradoxo do valor C (veja 
Cavalier-Smith, 2005). Alguns bancos de dados relacionando o 
tamanho dos genomas de vários organismos estão disponíveis 
(veja Gregory et al., 2007).
 Além do tamanho, a organização dos genomas também é 
surpreendente. Tomemos, por exemplo, o genoma dos diversos 
tipos de vírus. O genoma pode ser constituído por uma molécula 
de DNA fita simples ou fita dupla, de RNA fita simples ou dupla, 
linear ou circular, e ainda pode ser fragmentado.
 A variabilidade encontrada quanto à organização do ge-
noma também é significativa em bactérias. Um exemplo extremo 
é o genoma da bactéria espiroqueta Borrelia burgdorferi, que 
consiste de um cromossomo linear de 910 kb e 21 elementos 
extracromossômicos lineares e circulares (Fraser et al., 1997).
 O genoma de organismos dos domínios Bacteria e Archaea 
é composto majoritariamente por sequências de DNA codifican-
te, enquanto que o genoma de representantes de Eukarya está 
organizado em sequências de DNA codificante e não codificante. 
As sequências de DNA codificante incluem os genes de cópia 
única e as famílias (multi)gênicas (seção 10.4). As sequências de 
DNA não codificante, por sua vez, correspondem aos introns, às 
sequências intergênicas, ao DNA repetitivo em série etc. (seção 
10.7). Nos maiores genomas, a maior parte do DNA corresponde 
a sequências não codificantes.
 Como mencionado anteriormente, o tamanho e organi-
zação dos genomas variam enormemente entre os organismos 
(seção 10.3.1 e Tabela 10.3). Dentre os mecanismos que levam à 
expansão do tamanho do genoma, citam-se a duplicação gênica, 
a duplicação cromossômica parcial ou completa, a transposição, 
o crossing over desigual e a amplificação de DNA, dentre outros. 

10.3.2. O conteúdo G+C e a origem dos isócoros
 Um aspecto importante a ser considerado quando se trata 
do estudo dos genomas é a variação das sequências de DNA 
quanto à composição dos nucleotídeos entre regiões distintas. 
Essa heterogeneidade pode refletir, por exemplo, a presença de 
isócoros, sequências centroméricas e teloméricas (seção 10.7.2) 
e a presença de elementos de transposição integrados ao genoma 
(Capítulo 9). Além da frequência e da distribuição dos nucleo-
tídeos nas sequências de DNA, a utilização dos códons é outro 
aspecto importante na investigação dos mecanismos de evolução 
dos genomas (seção 10.3.3).
 As diferenças quanto à composição dos nucleotídeos é 
frequentemente expressa pelo conteúdo G+C, definido como a 
porcentagem média de guaninas e citosinas, conjuntamente, pre-
sentes nas sequências de DNA. O conteúdo G+C pode refletir a 
composição do genoma como um todo, de genes específicos ou 
mesmo de cada posição do códon. Tal variação pode ser observada 
ainda entre as duas fitas do DNA 
 O conteúdo G+C varia significativamente entre as diferen-
tes regiões do genoma de um organismo e também entre genomas 
de distintos organismos. Os exemplos indicados na Tabela 10.4 

Tabela 10.3. Tamanho do genoma nuclear de alguns organismos.

Espécie Grupo Genoma (pb)
Amoeba dubia Lobosea 670.000.000.000
Pinus resinosa Embryophyta 68.000.000.000
Allium cepa Embryophyta 18.000.000.000
Bufo bufo Chordata 6.900.000.000
Mus musculus Chordata 3.454.200.000
Homo sapiens Chordata 3.400.000.000
Xenopus laevis Chordata 3.100.000.000
Camelus dromedarius Chordata 2.926.200.000
Limulus polyphemus Arthropoda 2.700.000.000
Danio rerio Chordata 1.900.000.000
Cyprinus carpio Chordata 1.700.000.000
Gallus gallus Chordata 1.200.000.000
Musca domestica Arthropoda 900.000.000
Schistosoma mansoni Platyhelminthes 270.000.000
Drosophila melanogaster Arthropoda 180.000.000
Caenorhabditis elegans Nematoda 100.000.000
Dictyostelium discoideum Dictyosteliida 34.000.000
Saccharomyces cerevisiae Ascomycota 12.067.280
Escherichia coli Proteobacteria 4.639.221
Mycoplasma genitalium Firmicutes 580

Fonte: “The NCBI Taxonomy” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy); 
DOGS - “Database Of Genome Sizes” (http://www.cbs.dtu.dk/databases/
DOGS/).
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não pretendem ser representativos de cada reino (Bacteria, Ar-
chaea e Eukarya), considerando-se a grande diversidade inter e 
intraclasse, mas são ilustrativos quanto à variação do conteúdo 
G+C entre diferentes organismos.
 Entre os genomas das bactérias, o conteúdo G+C varia 
enormemente. O conteúdo G+C em Mycoplasma sualvi, por exem-
plo, equivale a 23,7%; em contraste, no genoma de Corynebacte-
rium insidiosum esse valor alcança 77,1% (Galtier e Lobry, 1997). 
Em contrapartida, a variação intragenômica do conteúdo G+C é 
pequena nessas espécies. A variação do conteúdo G+C entre os 
genomas dos vertebrados é muito menor que aquela observada 
em bactérias e os valores encontrados estão na faixa entre 35% e 
45% (Sueoka, 1964). No caso dos vertebrados, observa-se que a 
variação no conteúdo G+C entre as regiões distintas do genoma é 
muito maior. Essa variação é causada pela presença de isócoros.
 Os isócoros foram descobertos por Macaya et al. (1976), 
recebendo essa denominação posteriormente (Cuny et al., 1981). Os 
isócoros são segmentos de DNA iguais ou superiores a 300 kb, que 
apresentam homogeneidade quanto à composição das sequências, 
refletida pelo seu conteúdo G+C elevado. Os fragmentos de DNA 
de alto peso molecular (50-100 kb), resultantes da quebra física ou 
enzimática dos isócoros durante os processos de extração de DNA, 
são observados nas preparações de rotina em laboratório. Esse é um 
exemplo prático de como se pode evidenciar experimentalmente 
aspectos relacionados à organização do genoma. Outro exemplo 
é o ensaio de digestão do DNA com a nuclease microcócica para 
verificação do empacotamento ou condensação da cromatina.
 O genoma dos vertebrados é um mosaico de isócoros, agru-
pados em um número pequeno de famílias. No genoma humano, 
por exemplo, são reconhecidas cinco famílias de isócoros—a 
saber: L1, L2, H1, H2 e H3—, que parecem ser bastante conser-
vadas entre os vertebrados (Costantini et al., 2007).
 Quais seriam os mecanismos capazes de gerar e manter 
as diferenças locais quanto à composição dos nucleotídeos no 
genoma dos diversos organismos? Duas hipóteses foram propostas 
para explicar a presença dos isócoros no genoma. A hipótese se-
lecionista propõe que os isócoros (ricos em G+C) representariam 
uma forma de adaptação do DNA às altas temperaturas. De fato, 
o genoma das aves e dos mamíferos apresenta um conteúdo G+C 
elevado, o que poderia representar uma adaptação à temperatura 

corporal elevada desses homeotérmicos, se comparada à de or-
ganismos pecilotérmicos. Entretanto, a ocorrência de sequências 
ricas em A+T em bactérias termófilas faz com que tal hipótese 
seja questionável.
 A hipótese mutacionista ou neutralista, por sua vez, sugere 
que a origem dos isócoros seja o resultado de um enviezamento nas 
taxas de substituições dos nucleotídeos ou dos padrões de mutação 
ao longo do genoma (Sueoka, 1988; Sharp et al., 1995). Em outras 
palavras, as diferenças na composição de bases seriam causadas 
por variações regionais nos padrões de mutação. Sem dúvida, 
esse é um tema ainda bastante controvertido e os mecanismos de 
evolução dos isócoros permanecem em debate (Bernardi, 2007; 
Costantini e Bernardi, 2008).
 Em contraste, alguns genomas são extremamente ricos em 
A+T. Exemplos incluem o genoma humano e do parasita causador 
da malária, Plasmodium falciparum, cujos genomas contém 60% 
e 80% de A+T, respectivamente. Em P. falciparum, DNAs minis-
satélites ricos em A+T têm sido usados como alvos terapêuticos, 
numa abordagem farmacogenômica, com o desenvolvimento de 
drogas contra a malária (Woynarowski et al., 2007).

10.3.3. O enviezamento na utilização dos códons
 A grande maioria dos aminoácidos é codificada por mais 
de um códon, caracterizando a chamada degeneração do código 
genético. Os códons sinônimos são aqueles que codificam um 
mesmo aminoácido. Por exemplo, os seis códons que codificam 
a leucina (TTA, TTG, CTT, CTC, CTA e CTG) são considerados 
sinônimos. Uma substituição entre códons não-sinônimos leva à 
substituição do resíduo de aminoácido na sequência da proteína 
(veja também o Capítulo 7).
 Curiosamente, os códons sinônimos, denominados tam-
bém códons alternativos ou “redundantes”, não são utilizados na 
mesma frequência pela maquinaria de tradução de proteínas de 
um dado organismo. Este enviezamento na utilização dos códons 
é observado no genoma de um largo espectro de organismos, 
incluindo bactérias, fungos, plantas, aves e mamíferos, além de 
vírus. Sabe-se ainda que a utilização dos códons sinônimos é um 
fenômeno que não acontece ao acaso, conforme foi demonstrado 
por diferentes estudos (Santos et al., 2004; Stoletzki e Eyre-
Walker, 2007; Coleman et al., 2008).

Tabela 10.4. O conteúdo G+C no genoma de alguns organismos.

Organismo Reino G+C total G+C3 Códons
Methanococcus jannaschii Archaea 31,84 24,74 504035
Pyrococcus horikoshii Archaea 42,32 42,97 570239
Archaeoglobus fulgidus Archaea 49,37 58,42 669080
Aeropyrum pernix Archaea 57,49 66,39 645004
Mycoplasma genitalium Bacteria 31,64 23,01 191684
Haemophilus influenzae Bacteria 37,50 27,00 142945
Thermogota maritima Bacteria 46,45 52,64 627709
Escherichia coli Bacteria 51,27 54,70 4641517
Treponema pallidum Bacteria 52,54 54,20 392385
Deinococcus radiodurans Bacteria 67,24 84,01 972472
Saccharomyces cerevisiae Eukarya 39,72 37,98 5623302
Caenorhabditis elegans Eukarya 42,58 39,67 8739594
Homo sapiens Eukarya 52,53 59,26 11310862
Mus musculus Eukarya 52,79 59,79 5184349

Conteúdo G+C do genoma (G+C total) e da terceira posição dos códons (G+C3) expressos 
em porcentagem e número total de códons no genoma de alguns organismos. Fonte: “Codon 
Usage Database” (http://www.kazusa.or.jp/codon/); “Codon Frequency Tables for Database 
Organisms & Others” (http://www.msu.edu/~jhjacksn/Tools/codefreq.htm).
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 A pergunta principal nesses trabalhos é: por que os orga-
nismos usam preferencialmente um subconjunto dos códons sinô-
nimos disponíveis? Acredita-se que o enviezamento na utilização 
dos códons possa resultar de um desvio nas taxas de substituição 
e/ou da ação da seleção atuando sobre as trocas “silenciosas” no 
DNA, ou seja, substituições de nucleotídeos que não acarretam a 
substituição de aminoácidos na sequência de proteínas. A utiliza-
ção dos códons sinônimos reflete a variação na composição dos 
nucleotídeos, observada nos genomas distintos. Em organismos 
cujos genomas são ricos em G+C, os códons usados preferencial-
mente são aqueles terminados em G ou C, em contraposição ao uso 
dos códons terminados em A e T nos genomas onde o conteúdo 
G+C é pequeno (Muto e Osawa, 1987).
 Provavelmente, as bactérias são os organismos nos quais 
o fenômeno de enviezamento na utilização dos códons tenha sido 
mais bem estudado (e.g., Eyre-Walker, 1999). A utilização dos 
códons em Bacillus subtilis, por exemplo, reflete a composição 
dos nucleotídeos no genoma dessa bactéria, que é rico em A+T. 
Por outro lado, a utilização dos códons em mamíferos parece ser 
determinada principalmente pelo arranjo espacial do conteúdo G+C, 
ou seja, pela estrutura do isócoro (Galtier e Mouchiroud, 1998).
 Em bactérias, além da composição dos nucleotídeos, pelo me-
nos outro fator está atuando no uso dos códons sinônimos: a ligação 
de tRNAs. Em Escherichia coli, foi demonstrado que alguns códons 
são reconhecidos preferencialmente pelas espécies de tRNA mais 
abundantes nesse organismo. Tais códons são escolhidos preferen-
cialmente conferindo uma vantagem sob o ponto de vista da tradução 
(Sharp e Matassi, 1994). Esses códons “ótimos” são escolhidos no 
caso dos genes altamente expressos, em contraposição aos genes 
com níveis baixos de expressão. No segundo caso, observa-se que 
a utilização dos códons é mais uniforme. A vantagem em se usarem 
códons “ótimos” seria tornar a tradução mais eficiente. Resultados 
similares têm sido descritos para o genoma dos eucariotos (e.g., 
Chiapello et al., 1998; Duret e Mouchiroud, 1999).
 Atualmente, a seleção para a eficiência no processo de 
tradução das proteínas é a hipótese mais aceita para explicar o 
enviezamento na utilização dos códons. Postula-se que as substi-
tuições sinônimas em um gene altamente expresso, que resultam 
em códons raros no conjunto dos tRNAs, sejam eliminadas por 
seleção natural. Os agentes seletivos, nesse caso, seriam a velo-
cidade e a eficiência da tradução, fundamentais em se tratando de 
proteínas com elevada taxa de reposição (do inglês, turnover).
 Os estudos sobre a utilização dos códons ajudam a com-
preender os mecanismos que atuam na evolução dos genomas. 
Cabe salientar o avanço considerável no conhecimento acerca dos 
fatores que determinam a utilização dos códons, como resultado 
do crescimento significativo dos dados de sequências de DNA, 
gerados pelos projetos de sequenciamento.

10.4. Grupos de Genes e Famílias Multigênicas

10.4.1. O mapeamento dos genes
 A análise comparativa dos genomas baseia-se em mapas 
físicos, mapas genéticos e sequências moleculares (i.e., sequências 
de DNA, RNA e proteínas). Os mapas físicos podem ser obtidos 
por tecnologias empregando YACs (do inglês, yeast artificial 
chromosomes), BACs (bacterial artificial chromosomes) e PACs 
(phage P1 artificial chromosomes).
 Os mapas genéticos, por sua vez, são obtidos a partir da 
informação gerada por marcadores genéticos diferentes, os quais 
têm sido gerados para um largo espectro de organismos. Juntos, 
os mapas físicos e genéticos definem as estratégias de análise 
dos genomas. Em conjunto, estudos de mapeamento constituem 

ferramentas importantes para a compreensão de como os genes e 
os genomas estão organizados e como evoluem entre as espécies 
empregando-se distintas abordagens, como a genômica funcional, 
estrutural e evolutiva. Além disso, tais mapas contribuem em 
estudos de cariotipagem e rearranjos cromossômicos.
 Os dados de mapeamento e sequenciamento de DNA re-
velam uma extensa conservação da ordem gênica (sintenia) entre 
os genomas dos organismos pertencentes a uma mesma família 
ou a famílias relacionadas (Descorps-Declère et al., 2008; Tang 
et al., 2008).

10.4.2. Os grupos de genes
 Quando se analisam a ocorrência e distribuição dos genes 
no genoma, observa-se que alguns deles estão dispostos em série 
(tandem), formando grupos. Esses grupos de genes apresentam 
sequências nucleotídicas semelhantes e seus produtos desempe-
nham a mesma função biológica. Os grupos de genes comparti-
lham características evolutivas peculiares entre si, incluindo os 
genes ribossômicos, genes que codificam as histonas e os genes 
homeóticos (veja Capítulo 11).
 Os genes ribossômicos eucarióticos estão representados por 
várias repetições dispostas em série, cuja unidade básica contém, 
além dos genes 28S e 18S, cujas cadeias fazem parte do ribossomo, 
os espaçadores transcritos externo (ETS) e interno (ITS), e os 
espaçadores não transcritos (NTS), mostrados na Figura 10.2. O 
número elevado de cópias presentes nos grupos de genes pode 
refletir a necessidade do organismo de sintetizar certos produtos 
gênicos em grande quantidade. Para se ter uma idéia quanto a 
esse valor, basta se considerar que existem aproximadamente 
400 cópias de genes ribossômicos em humanos e chimpanzés 
(Arnheim et al., 1980). No Capítulo 8, foram abordados aspectos 
relacionados aos genes ribossômicos dos procariotos e eucario-
tos.

10.4.3. As famílias (multi)gênicas
 Os membros das famílias gênicas e multigênicas apre-
sentam sequências nucleotídicas semelhantes, mas que diferem 
em menor ou maior grau quanto à função de seus produtos. Por 
exemplo, os genes da família das globinas são distintos uns dos 
outros, embora compartilhem uma similaridade significativa no 
nível funcional e nas respectivas sequências de DNA.
 Os membros de uma família multigênica podem estar 
localizados em uma região limitada de um único cromossomo ou 
dispersos ao longo do genoma. Sob o ponto de vista da evolução, 
o arranjo dos genes em famílias pode ser considerado uma aqui-
sição importante, uma vez que permite uma regulação eficiente 
dos genes que codificam produtos com funções semelhantes. Por 
outro lado, um dos processos que causa a duplicação gênica, a 
recombinação desigual, produz copias em série e, portanto, esse 
arranjo pode ser um simples efeito colateral do fenômeno que 
originou as cópias.
 Nem todos os membros das famílias multigênicas são 
funcionais. As cópias não funcionais dos genes que codificam 
proteínas, inativadas ao longo do processo evolutivo, corres-
pondem aos pseudogenes, cuja sequência é semelhante a um ou 

Figura 10.2. Organização dos genes ribossômicos em eucariotos. 
Além dos genes, estão indicados o espaçador transcrito interno 
(ITS), o espaçador transcrito externo (ETS) e o espaçador não 
transcrito (NTS).
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mais genes parálogos da mesma família (seção 10.6.1). A perda 
funcional deve-se a falhas no processo de transcrição, tradução e/
ou processamento de uma proteína. Os pseudogenes surgem, por 
exemplo, a partir da duplicação gênica via retrotransposição ou 
via duplicação do DNA genômico (Mighell et al., 2000). Foram 
identificados 59 pseudogenes a partir da sequência completa do 
cromossomo humano 21 (Hattori et al., 2000) e 134 no cromos-
somo 22 (Dunham et al., 1999), correspondendo a 19,7% e 20,7% 
dos genes identificados nesses cromossomos, respectivamente.
 A duplicação gênica (seção 10.5.1) parece ser o mecanis-
mo mais plausível para se explicar a origem dos grupos de genes 
e famílias gênicas (Figura 10.3). Após o evento de duplicação 
gênica, as cópias novas podem ser distribuídas na população por 
deriva genética ou seleção. Ao longo do tempo, as cópias podem 
manter a mesma sequência de DNA, como no caso dos genes 
ribossômicos, ou divergirem em diferentes níveis, dando origem 
às famílias gênicas.

10.5. Mecanismos de Evolução dos Genes e Genomas

10.5.1. A duplicação gênica e divergência
 A duplicação gênica (Figura 10.3) seguida pela diver-
gência tem sido considerada o principal mecanismo da evolução 
molecular (Lewis, 1951; Ohno, 1970). O significado evolutivo 
da duplicação gênica foi reconhecido primeiramente por Halda-
ne (1932) e Muller (1936), os quais sugeriram que a “duplicata 
redundante” de um gene poderia acumular substituições e eventu-
almente emergir como um gene novo. Entretanto, somente após o 
advento das técnicas de biologia molecular foi possível investigar 
mais profundamente esse aspecto.
 Quando existe uma correspondência direta entre os éxons 
nos genes e os domínios estruturais ou funcionais na proteína, 
a duplicação de um ou mais éxons resultará na duplicação do 
domínio correspondente. Entretanto, os cenários evolutivos 
mais complexos são mais frequentemente encontrados quando a 
duplicação de um éxon leva à duplicação, por exemplo, de mais 
de um domínio ou mesmo de parte dele. A Figura 10.4 mostra 
as possíveis relações entre o arranjo dos éxons nos genes e os 
domínios estruturais nas proteínas.

 O domínio corresponde a uma região bem definida dentro 
de uma proteína, capaz de realizar uma função específica (domí-
nio funcional), ou a uma unidade estrutural distinta das demais 
partes da proteína (domínio estrutural). Em vários casos, alguns 
aminoácidos, em diferentes posições da proteína, são responsáveis 
por sua função biológica, dificultando a identificação do domínio 
funcional. Em contrapartida, o domínio estrutural equivale a um 
segmento contínuo da sequência de aminoácidos. O conceito de 
domínio muitas vezes se confunde com o conceito de motivo 
(por exemplo, um sítio de ligação de ATP) ou de módulo, o qual 
corresponde a uma unidade evolutiva independente (Riley e La-
bedan, 1997).
 O processo de duplicação envolve parte de um gene (du-
plicação gênica interna ou parcial), um gene (duplicação gênica 
completa), parte de um cromossomo (duplicação cromossômica 
parcial ou polissomia parcial), um cromossomo (duplicação cro-
mossômica, aneuploidia ou polissomia) ou mesmo o genoma in-
teiro (duplicação genômica ou poliploidia). Conforme evidenciado 
por diversos estudos, a poliploidia é um mecanismo importante 
na evolução de anfíbios e plantas—como no caso já mencionado 
do genoma de Arabidopsis thaliana .
 Cabe salientar que a similaridade no nível das sequências 
moleculares (DNA, RNA ou proteínas), no nível estrutural e/ou 
funcional pode ser um indicativo de ancestralidade comparti-
lhada entre genes ou produtos gênicos estudados, porém outras 
trajetórias existem, como a evolução convergente (veja Nahum 
e Pereira, 2008).

10.5.2. O fenômeno da “evolução em concerto”
 A partir de estudos das sequências repetitivas em eu-
cariotos, observou-se que a similaridade entre as sequências 
de uma dada espécie é significativamente maior que a ob-
servada entre as sequências de espécies diferentes (Edelman 
e Gally, 1970). Essa observação estaria em desacordo com 
o esperado, caso a divergência entre as sequências de DNA 

Figura 10.3. Modelo de duplicação gênica. Genes A e B, 
originados a partir de um gene ancestral. Duplicação gênica (1), 
especiação (2) e exemplos de genes parálogos e ortólogos estão 
indicados.

Figura 10.4. Diferentes relações entre os éxons de uma sequência 
codificante e os domínios de uma proteína hipotética. Modificado 
a partir de Li e Graur (1991).
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fosse explicada somente por processos de mutação ao acaso 
e deriva genética.
 Embora os estudos iniciais tenham se concentrado em eu-
cariotos, outros, empregando bactérias, corroboram a hipótese de 
que as sequências repetitivas, bem como os membros das famílias 
multigênicas, não evoluem independentemente. Denominou-se 
“evolução em concerto” o processo molecular que leva à homo-
geneidade intraespecífica das sequências de DNA pertencentes 
a uma dada família (Zimmer et al., 1980; Elder e Turner, 1995; 
Nei e Rooney, 2005; Eickbush e Eickbush, 2007). O termo ho-
mogeneidade, nesse caso, refere-se ao alto grau de similaridade 
observado entre as sequências de DNA. Outro termo, “evolução 
coincidente” (Hood et al., 1975), tem sido empregado com menor 
frequência para designar o mesmo processo.
 A primeira hipótese formulada para explicar os mecanismos 
associados à “evolução em concerto” foi a de replicação saltatória 
(Britten e Kohne, 1968; Buongiorno-Nardelli et al., 1972; Amaldi et 
al., 1973). Segundo essa hipótese, as sequências repetitivas seriam 
resultantes de duplicações recentes, não havendo, portanto, tempo 
suficiente para que nelas ocorresse acúmulo de substituições. Tal 
hipótese não se aplica à maioria das sequências repetitivas, nas 
quais os padrões de substituição distintos parecem ter sido fixados 
entre cada unidade de repetição (Wellauer et al., 1976).
 A hipótese de “mestre-escravo” (Callan, 1967; Thomas, 
1970) considera essa observação, sugerindo que novas cópias “es-
cravas” de uma sequência são replicadas a partir de uma sequência 
“mestre” em cada geração. Entretanto, a variação no tamanho e 
nos padrões de substituição em várias sequências repetitivas torna 
essa hipótese incompatível para vários locos.
 Atualmente, acredita-se que esta “homogeneização” dos 
genes e famílias gênicas seja o resultado dos processos de crossing 
over desigual, conversão gênica, deslizamento das fitas de DNA 
durante a replicação e amplificação (Liao, 1999). Algumas con-
siderações acerca desses mecanismos também podem ser vistas 
no Capítulo  7.
 A Figura 10.5 mostra o modelo da “evolução em concerto”, 
proposto para as famílias multigênicas cujos membros estão dis-
postos em série. Segundo esse modelo, uma substituição ocorrida 
em uma das unidades de repetição se propagaria rapidamente entre 
as demais pelo processo de homogeneização intracromossômica. 
Numa etapa subsequente, essa substituição “alcançaria” outro 
segmento de DNA através da conversão gênica intercromossômi-
ca. Um segundo evento de homogeneização intracromossômica 
fixaria a substituição no segundo segmento de DNA.

10.5.3. Outros mecanismos de evolução dos genomas
 O crossing over desigual não explica a existência de DNA 
repetitivo localizado, uma vez que esse e outros mecanismos 
tendem a remover os arranjos em série, ao invés de aumentar seu 
tamanho e o número de cópias (Walsh, 1987). O mecanismo de 
amplificação gênica, que leva ao aumento considerável do número 
de cópias de uma sequência de DNA acima do nível normal em 
um organismo, foi proposto para explicar a origem de sequências 
repetitivas, tais como o DNA satélite.
 O processo de amplificação envolve a formação de uma 
cópia circular e extracromossômica de uma sequência de DNA 
contendo um número variável de repetições, a qual pode ser re-
plicada um grande número de vezes, segundo o modelo do círculo 
rolante (Bostok, 1986). As várias unidades extracromossômicas, 
contendo repetições em série da sequência original, são, então, 
reintegradas ao DNA, caracterizando a amplificação de um dado 
segmento.
 Outros mecanismos de evolução dos genes e dos genomas 
incluem a fusão de genes (proteínas multimodulares), mutação, 

recombinação, inativação, perda de genes, transferência lateral, 
lineage sorting e poliploidia (Meyer e van de Peer, 2003; Barton 
et al., 2007; Lynch 2007)

10.6. Evolução das Famílias de Genes e Proteínas

10.6.1. As famílias de genes parálogos
 Segundo Fitch (1970), os produtos de um evento de du-
plicação gênica são considerados genes homólogos, podendo ser 
classificados como genes parálogos e genes ortólogos. Membros 
de uma família gênica que se originaram por duplicação e diver-
gência são denominados genes parálogos. Em contrapartida, os 
genes homólogos que se originaram pelo processo de especiação 
são chamados ortólogos.
 A Figura 10.3 ilustra a origem dos genes parálogos A e B a 
partir da duplicação do gene ancestral A. O gene A da espécie 1 e 
o mesmo gene da espécie 2 são considerados ortólogos (da mesma 
forma que o gene B das espécies 1 e 2). O gene A da espécie 1 e 
o gene B da espécie 2 são também chamados de parálogos.
 Após a duplicação completa de um gene, ambas as cópias 
acumulam substituições, tornando-se progressivamente distintas 
do gene ancestral. As duplicatas podem manter a função original 
por certo período, produzindo um aumento no número de cópias 
do RNA e das proteínas. Ao longo do tempo evolutivo, porém, as 
cópias “reduntantes” de um gene podem seguir trajetórias distintas, 
resultando em neofuncionalização, subfuncionalização ou mesmo 
inativação do gene pelo acúmulo de mutações deletérias, originan-
do um pseudogene (Descorps-Declère et al., 2008; MacCarthy e 
Bergman, 2007; Nahum e Riley, 2001; Nahum et al., 2009; Roth et 
al., 2007). Em conjunto, esses processos contribuem para a origem 
e evolução da biodiversidade molecular e de organismos.
 Os genes parálogos podem ser agrupados em famílias a 
partir da identificação de sequências que apresentem um grau de 

Figura 10.5. Modelo de “evolução em concerto” para famílias 
multigênicas. Regiões flanqueadoras (barras cheias, ■), cópias 
repetidas em série (setas), espaçadores intergênicos (linhas) e 
a ocorrência de mutações (barras vazias, □). Homogeneização 
intra-cromossômica (1), conversão gênica intercromossômica (2) 
e homogeneização intracromossômica (3). Modificado a partir de 
Liao et al. (1997).
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similaridade significativo (Koonin et al., 1995; Riley e Labedan, 
1997; de Rosa e Labedan, 1998). A partir dessa abordagem, 
pode-se reconstruir a evolução das moléculas contemporâneas, 
desde  seus ancestrais, assumindo que os descendentes de uma 
sequência ainda retêm vestígios de similaridade detectáveis, ou 
seja, que sua homologia possa ser corretamente estabelecida. Na 
abordagem evolutiva baseada na análise de proteínas, procede-
se à identificação de grupos de proteínas cuja similaridade de 
sequência possa indicar ancestralidade comum.
 Em função das suas características, os genes parálogos 
constituem candidatos excelentes para o estudo da evolução das 
proteínas, enquanto que os genes ortólogos têm sido emprega-
dos extensivamente em análises das relações filogenéticas entre 
organismos (Page e Holmes, 1998; Nahum et al., 2003; Pereira e 
Baker , 2006; Nahum e Pereira, 2008) (veja também o Capítulo 
16). Alternativamente, uma das cópias pode acumular mutações 
e ser inativada ao longo de gerações sucessivas, originando um 
pseudogene, como mencionado anteriormente.
 A partir de dados moleculares, é possível estimar o tempo 
em que ocorreram os eventos de duplicação gênica. Primeiramen-
te, é necessário estimar a taxa de substituição a partir do número 
de substituições entre os genes ortólogos em adição ao tempo de 
divergência entre duas espécies. A premissa básica para essa esti-
mativa é constância de taxa (veja Capítulo 7). Outra possibilidade 
para a datação dos eventos de duplicação considera a distribuição 
filogenética dos genes e dados paleontológicos sobre o tempo 
de divergência das espécies em questão. Em ambos os casos, a 
estimativa é somente aproximada.

10.6.2. A origem das funções novas
 Dentre os mecanismos capazes de gerar novas funções 
biológicas, citam-se o splicing alternativo, o trans-splicing e a 
edição de RNA (Capítulo 3), a ocorrência de genes sobrepostos 
(do inglês, overlapping genes) e o compartilhamento de genes 
(gene sharing) (Miyata e Yasunaga, 1978; Piatigorsky, 2003; 
Shikanai et al., 2006).
 O splicing alternativo do transcrito primário de RNA (pré-
mRNA) pode resultar na produção de polipeptídeos diferentes 
a partir de um mesmo segmento de DNA. Esse processo tem 
sido descrito para vários genes eucarióticos, alguns transposons 
eucarióticos e vírus de animais (e.g., Smith et al., 1989). Adi-
cionalmente, os processos de trans-splicing e edição de RNA, 
descritos originalmente em tripanosomatídeos e atualmente 
confirmados em uma variedade maior de organismos, contribuem 
significativamente para a biodiversidade molecular observada nos 
organismos contemporâneos.
 Além disso, um mesmo segmento de DNA pode codificar 
para mais de um gene, usando diferentes quadros de leitura (do 
inglês, open reading frames—ORFs). Esses genes sobrepostos, 
como são chamados com frequência, podem emergir também pelo 
uso da fita complementar de uma sequência de DNA. Os genes 
que codificam o RNA transportador da isoleucina (tRNAile) e do 
glutamina (tRNAgln) e também os genes das subunidades 6 e 8 
da ATPase no genoma mitocondrial humano ilustram esse fato. 
Os genes sobrepostos ocorrem amplamente no genoma dos vírus, 
bactérias e organelas. Espera-se que a taxa de evolução nos seg-
mentos de DNA contendo genes sobrepostos seja mais lenta que 
a encontrada nas sequências similares com somente uma fase de 
leitura. A razão é que a proporção de códons não degenerados é 
maior nos genes sobrepostos que nos genes não sobrepostos, re-
duzindo assim a proporção de substituições sinônimas em relação 
ao número total de substituições (Miyata e Yasunaga, 1978).
 O compartilhamento de genes consiste no recrutamento 
de um produto gênico para uma função adicional sem que haja 

qualquer mudança em sua sequência de aminoácidos. No processo 
de compartilhamento de genes, um gene adquire e mantém uma 
função secundária sem a perda ou duplicação da função primária 
exibida pelo produto gênico. Esse fenômeno foi descrito pri-
meiramente em cristalinas, que são proteínas responsáveis pela 
manutenção da transparência e pela difração da luz no cristalino 
(Piatigorsky et al., 1988).
 As cristalinas a, b e g,	proteínas abundantes no cristalino 
dos olhos, são exemplos de proteínas que evoluíram a partir 
da duplicação e subsequente divergência de genes ancestrais, 
codificando proteínas diferentes. Estudos mostraram que as sequ-
ências das cristalinas são idênticas às de outras proteínas, como 
a desidrogenase láctica, liase do argininosuccinato e enolase a, 
cujas funções são completamente distintas (Estey et al., 2007; 
Piatigorsky, 2003). A descoberta de que um mesmo polipeptídeo 
pode funcionar como proteína estrutural e também como enzima 
torna discutível a distinção entre enzimas e proteínas não enzimá-
ticas. Esse polipeptídeo está sob a ação de duas forças de seleção 
distintas. Esse fato pode restringir a aquisição de mudanças na 
sequência do polipeptídeo, responsáveis por sua função enquanto 
cristalina, quando essas modificações sejam desvantajosas para a 
função enzimática.

10.7. Evolução das Sequências de DNA não Codificante

10.7.1. As sequências de DNA não codificante
 Em Bacteria e Archaea, a maior parte das sequências 
de DNA codifica proteínas e RNAs, em contraste com o geno-
ma dos representantes de Eukarya, nos quais predominam as 
sequências de DNA não codificantes. De fato, vários estudos 
comprovaram que uma fração surpreendente do genoma dos 
vertebrados é composta por DNA repetitivo (superior a 50% 
do genoma dos mamíferos) e que apenas 2% correspondem à 
fração codificante.
 A grande variação quanto ao tamanho do genoma nos 
diferentes organismos (Tabela 10.3) deve-se, em grande parte, 
à presença de sequências de DNA não codificante, que incluem 
íntrons (Capítulo 8), DNA espaçador, sequências promotoras, 
sequências regulatórias, elementos de transposição (Capítulo 9), 
centrômeros, telômeros, sequências de DNA repetitivo (DNA 
satélite, minissatélites e microssatélites) e sequências de retrovírus 
integradas ao genoma (Capítulo 9).
 Apesar de existir uma correlação positiva entre o tamanho 
do genoma e a quantidade de DNA não codificante, o significado 
biológico e evolutivo dessas sequências ainda não foi comple-
tamente elucidado. Por muito tempo, as sequências de DNA 
não codificante foram consideradas não funcionais. Nei (1969) 
denominou tais sequências de non-sense DNA e foi o primeiro a 
sugerir sua importância. Posteriormente, essas sequências foram 
tratadas por DNA “lixo” (junk DNA, Ohno, 1970), DNA “egoísta” 
(selfish DNA, Doolittle e Sapienza, 1980; Orgel e Crick, 1980) e 
DNA parasita (parasite DNA, Hickey, 1982).
 Ao contrário do que se acreditava, porém, as sequências 
repetitivas estão envolvidas em diferentes processos no genoma. 
Por exemplo, tais sequências representam “pontos quentes” de 
recombinação, agem como elementos reguladores da transcrição, 
sítios de poliadenilação, entre outras funções (Makalowski, 2000). 
Além disso, a maioria das sequências de DNA repetitivo parece 
evoluir com um padrão organizado, denominado “evolução em 
concerto”. Em conjunto, essas observações modificam completa-
mente o contexto das sequências não codificantes e sugerem que 
elas, na verdade, desempenhem um papel importante no processo 
dinâmico da evolução dos genomas.
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10.7.2. As sequências centroméricas e teloméricas
 Os centrômeros são constituídos por sequências curtas 
de DNA repetitivo, semelhantes aos telômeros, que fornecem 
sítios específicos para a ligação da maquinaria de segregação do 
cromossomo durante a divisão celular. Na maioria das espécies, o 
padrão de organização dos centrômeros parece ser a ausência de 
conservação das sequências e a grande quantidade de sequências 
repetitivas. Talvez, o modelo mais bem estudado seja o descrito 
para Arabidopsis thaliana (Tyler-Smith e Floridia, 2000).
 A função dos centrômeros é conservada em quase todos 
os eucariotos, mas o perfil de DNA satélite (veja item 10.7.3) é 
quase espécie-específico. Estudos mostram que as repetições em 
série presentes nas regiões centroméricas desempenham um papel 
importante na plasticidade dos genomas. Postula-se que as repe-
tições em série presentes nos centrômeros podem ser vantajosas 
durante o processo de “evolução em concerto” (Plohl et al., 2008).
 Os telômeros são os terminais especializados dos cromos-
somos eucarióticos, constituídos por repetições em série de DNA, 
às quais se ligam proteínas. Os telômeros evitam a fusão entre 
extremidades dos cromossomos e lhes conferem proteção contra 
a degradação nucleolítica. Além disso, os telômeros servem de 
guia na localização dos cromossomos no núcleo e garantem a 
duplicação completa das suas extremidades (Kierszenbaum, 2000; 
McEachern et al., 2000). Diversos estudos mostram a participação 
dos telômeros em processos celulares, tais como a regulação da 
expressão gênica, divisão celular, senescência e câncer (Shay e 
Wright, 2005; Garcia et al., 2007).
 Um dos traços mais marcantes dos telômeros eucarióticos 
é sua conservação sob o ponto de vista evolutivo. Os cromosso-
mos da maioria das espécies apresentam telômeros compostos 
por repetições em série (5-8 pb) e grupos de guaninas na fita de 
DNA, cuja extremidade 3’-OH está exposta (Blackburn, 1994). 
Frequentemente, a sequência de DNA da unidade de repetição do 
telômero é compartilhada entre espécies distantes, sugerindo que 
o repertório das sequências teloméricas é relativamente limitado.
 A organização dos telômeros, sua duplicação, o controle 
do tamanho dos telômeros e proteínas teloméricas e todos os 
avanços nessa área foram revisados recentemente (Garcia et al., 
2007; Lira et al., 2007; Mason et al., 2008).

10.7.3. O DNA satélite, minissatélite e microssatélite
 Os DNAs satélite, minissatélite e microssatélite formam 
uma família de sequências repetitivas em série e correspondem 
a uma fração significativa do genoma. As unidades de repetição 
são relativamente curtas e variam entre o DNA satélite (10-110 
pb), minissatélite (2-40 pb) e microssatélite (2-6 pb), dividos por 
classes de tamanho arbitrariamente. Provavelmente, o crossing 
over desigual seja um dos processos responsáveis pela geração 
de um número extremamente grande de cópias de DNA satélite.
 A quantidade de DNA microssatélite parece estar direta-
mente relacionada ao tamanho do genoma, como mostrado por 
diversos estudos. Os microssatélites são ubíquos e altamente 
polimórficos no genoma dos eucariotos. Certas repetições 
ocorrem mais frequentemente que outras. Por exemplo, (A)
n e (CA)n são mais comuns em humanos, (AT)n em plantas e 
(CT)n em algumas espécies de insetos (Primmer et al., 1997). 
O genoma das aves contém menor quantidade de sequências 
não codificantes que a maioria dos mamíferos. Além disso, os 
microssatélites não estão associados a sequências dispersas cur-
tas (do inglês, short interspersed sequences – SINEs). Estudos 
revelaram uma baixa frequência de microssatélites no genoma 
das aves, em particular nos minicromossomos, o que interfere 
diretamente na definição de marcadores para os mapas genéticos 
desses organismos.

 Acreditava-se que essas sequências repetitivas fossem des-
providas de função e frequentemente eram referidas como DNA-
lixo, conforme mencionado. No entanto, vários estudos sugerem 
um cenário diferente. O DNA satélite localiza-se principalmente em 
regiões de heterocromatina e acredita-se que ele esteja envolvido 
na estrutura e na função dos centrômeros. Alelos raros dos minis-
satélites estão associados ao oncogene ras, aumentando o risco 
de o indivíduo desenvolver alguns tipos de câncer. Alterações nos 
microssatélites, por sua vez, estão associadas a doenças neurode-
generativas humanas, como a síndrome do X frágil e a doença de 
Huntington (Orr e Zoghbi, 2007; Lukusa e Fryns, 2008).
 Os microssatélites ocorrem tanto em procariotos quanto 
em eucariotos. Em procariotos, os microssatélites parecem estar 
associados à regulação da expressão gênica e a outras funções 
celulares, enquanto que o papel dessas sequências em eucariotos 
ainda necessita ser elucidado. Os microssatélites revelaram-se 
muito úteis como marcadores na construção de mapas genéticos, 
em testes de paternidade, análise forense, genética de populações 
etc. (Capítulo 19).

10.8. Evolução dos Genomas das Organelas

10.8.1. Considerações gerais
 O conhecimento acerca do conteúdo e da organização do 
genoma das organelas é o ponto de partida para compreender os 
processos evolutivos peculiares a esses sistemas (Saccone et al., 
2000; Barbrook et al., 2006; Woodson e Chory, 2008). Alguns 
aspectos sobre a origem endossimbionte das organelas e de seu 
genoma foram discutidos anteriormente (Capítulo 2). De acordo 
com a teoria endossimbionte, a mitocôndria e outros plastíde-
os seriam descendentes de uma eubactéria, cujos genes foram 
transferidos para o DNA nuclear. Esse processo, conhecido como 
transferência lateral, não foi interrompido, como comprovam 
alguns estudos recentes. Nesta seção, serão tratados alguns dos 
aspectos evolutivos do genoma da mitocôndria e do cloroplasto.
 Uma característica comum entre o genoma mitocondrial 
dos metazoários e o do genoma do cloroplasto de plantas vascula-
res é que ambos são compostos por uma única molécula de DNA 
circular, que codifica genes essenciais às funções de respiração 
(mitocôndria) e fotossíntese (cloroplasto). Geralmente, uma única 
cópia de cada gene está presente em tais genomas. O genoma 
mitocondrial em plantas pode ser linear ou circular e, em muitos 
casos, a informação genética está dividida em duas moléculas de 
DNA chamadas de círculos subgenômicos (Li e Graur, 1991).
 Nem todos os genes nucleares que codificam proteínas 
mitocondriais se originaram a partir do procarioto exógeno coloni-
zando a célula eucariótica primitiva. No curso da evolução, novos 
genes podem ter sido adquiridos pelo núcleo. Nesse contexto, foi 
demonstrado que a forma mitocondrial da glutamina sintetase de 
Drosophila divergiu a partir da forma citoplasmática. A quantidade 
de variação acumulada nessas proteínas ao longo da evolução 
sugere que o tempo de divergência entre elas seja cerca de 600 
milhões de anos, correspondente aproximadamente ao tempo de 
divergência entre vertebrados e invertebrados.
 Como mencionado anteriormente, os genomas das orga-
nelas diferem em relação ao genoma nuclear quanto às taxas e 
padrões de evolução (Lynch et al., 2006). Os estudos bioquímicos 
e os projetos de sequenciamento do genoma das organelas de 
vários organismos têm gerado uma quantidade extraordinária de 
dados, contribuindo de forma significativa para o conhecimento 
da organização e da função da organela. Os endereços listados na 
Tabela 10.2 contêm informações quanto aos genomas nucleares 
e das organelas.
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10.8.2. O genoma mitocondrial
 O tamanho do genoma mitocondrial pode variar de 6 kb 
a 2000 kb. A Tabela 10.5 apresenta exemplos dos genomas mito-
condriais completamente sequenciados. Com relação à estrutura 
e organização do genoma mitocondrial, observam-se dois padrões 
distintos. O genoma das plantas pode ser significativamente 
grande (200-250 kb) e complexo, sendo sujeito à recombinação e 
rearranjos rápidos. Em contrapartida, o genoma dos metazoários 
apresenta tamanhos menores (~14-17 kb).
 Com poucas exceções, o genoma mitocondrial codifica 
duas espécies de rRNAs (três, em plantas), um conjunto mais ou 
menos completo de tRNAs e um número limitado de mRNAs. O 
produto dos genes mitocondriais corresponde a vários complexos 
enzimáticos, juntamente com alguns produtos gênicos codifica-
dos pelo núcleo, que se localizam na membrana mitocondrial 
interna. A informação genética não é “redundante”, exceto em 
plantas, nas quais o tamanho do genoma mitocondrial é muito 
maior que nos metazoários pela presença de cópias múltiplas 
dos genes.
 De um modo geral, as principais diferenças encontradas 
entre o genoma mitocondrial dos vários organismos dizem respeito 
à presença e ausência de genes codificantes, que podem estar na 
mitocôndria ou no núcleo, no caso dos metazoários (Saccone et 
al., 1999; Pereira, 2000). Com relação ao genoma das plantas, 
as diferenças observadas refletem a presença de sequências de 
DNA não codificante, além da migração de genes para o genoma 
mitocondrial.
 Quanto à organização, a grande diversidade encontrada 
no genoma mitocondrial dos organismos pode ser atribuída prin-
cipalmente à história evolutiva das várias linhagens (Saccone et 
al., 1999; Boore, 1999; Pereira e Baker, 2006). A organização 
gênica do genoma mitocondrial dos vertebrados, por exemplo, 
parece ser extremamente conservada em grupos taxonômicos 
distintos, como em mamíferos placentários, peixes ósseos e 
cartilaginosos, anfíbios e outros vertebrados. Em contrapartida, 
grupos como aves, alguns répteis e marsupiais apresentam va-
riação quanto ao número de genes e na organização do genoma 
mitocondrial.

10.8.3. O genoma do cloroplasto
 O genoma do cloroplasto corresponde a uma molécula 
de DNA circular e geralmente apresenta um tamanho superior 
ao encontrado para o genoma mitocondrial, podendo variar de 
120 kb a 220 kb. O tamanho do genoma do cloroplasto de alguns 
organismos é apresentado na Tabela 10.5. A variação no tamanho 
do genoma deve-se principalmente à presença de repetições inver-
tidas (do inglês, inverted repeats—IRs), as quais separam regiões 
de cópia única pequena (do inglês, small single copy—SSC) e 
grande (large single copy—LSC).
 O conteúdo gênico do genoma do cloroplasto é basica-
mente o mesmo entre os vários organismos, podendo apresentar 
variações espécie-específicas resultantes do processo de migração 
dos genes do cloroplasto para o genoma nuclear. Na maioria 
dos casos, o genoma do cloroplasto codifica quatro espécies de 
rRNAs, 30 tRNAs e cerca de 100 mRNAs, cujos produtos estão 
envolvidos na síntese protéica ou na fotossíntese (Hörmann et al., 
2007). A presença de íntrons foi descrita para alguns genomas.
 O genoma do cloroplasto de Arabidopsis thaliana (154.478 
pb) foi completamente sequenciado, revelando a presença de um 
par de repetições invertidas de 26.264 pb, separadas por regiões 
SSC (17.780 pb) e LSC (84.170 pb). Foram identificados quatro 
rRNAs, 37 tRNAs e um total de 87 potenciais genes codificantes 
de proteínas nesse genoma. A análise das sequências traduzidas 
de aminoácidos mostrou similaridade significativa com o genoma 
de Nicotiana tabacum (Sato et al., 1999).

10.9. Perspectivas para o Estudo dos Genomas

10.9.1. A Genômica e outras “ômicas”
 A genômica comparada consiste em analisar dois ou mais 
genomas em particular, cruzando informações sobre os genes rela-
cionados no genoma de outros organismos. A genômica funcional, 
um neologismo que indica biologia baseada em genes ou genomas, 
procura analisar a expressão gênica e a função dos seus produtos 
em abordagens de transcriptômica e proteômica, respectivamente. 
A genômica evolutiva ou filogenômica, usa árvores evolutivas 

Tabela 10.5. O genoma mitocondrial e do cloroplasto de alguns organismos.

Espécie Grupo Origem Genoma GenBank
Plasmodium falciparum Alveolata DNAmit 5.966 M99416
Caenorhabditis elegans Nematoda DNAmit 13.794 X54252
Anopheles gambiae Arthropoda DNAmit 15.363 L20934
Pagurus longicarpus Arthropoda DNAmit 15.63 AF150756
Homo sapiens Chordata DNAmit 16.569 V00662
Oryza sativa Embryophyta DNAmit 27.588 D32052
Paramecium aurelia Alveolata DNAmit 40.469 X15917
Podospora anserina Fungi DNAmit 100.314 X55026
Toxoplasma gondii Alveolata DNAcp 34.996 U87145
Epifagus virginiana Embryophyta DNAcp 70.028 M81884
Pinus thunbergii Embryophyta DNAcp 119.707 D17510
Oryza sativa Streptophyta DNAcp 134.525 X15901
Euglena gracilis Euglenozoa DNAcp 143.172 X70810
Chlorella vulgaris Chlorophyta DNAcp 150.613 AB001684
Cyanidium caldarium Rhodophyta DNAcp 164.921 AF022186
Porphyra purpurea Rhodophyta DNAcp 191.028 U38804

Tamanho do genoma em pares de bases (pb), número de acesso no Genbank, genoma mitocondiral 
(DNAmit) e genoma do cloroplasto (DNAcp). Fonte: Gobase (O’Brien et al., 2006); MitBASE 
(Attimonelli et al., 2000).
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para inferir processos de evolução molecular de genes, famílias 
de genes ou de genomas com aplicações diversas (e.g., Camargo 
e Nahum, 2005; Nahum et al., 2006; Huerta-Cepas et al., 2007; 
Nahum e Pereira, 2008).
 A tecnologia de microarrays de DNA (do inglês, oligonu-
cleotide arrays, ou simplesmente DNA chips) para a análise dos 
perfis da expressão gênica em larga escala no nível do mRNA 
tem contribuído significativamente para a análise genômica 
(Lockhart e Winzeler, 2000). O monitoramento da expressão 
gênica, detectando a presença e abundância dos mRNAs, é uma 
das aplicações mais importantes da técnica de microarrays de 
DNA. O termo transcriptoma tem sido usado para designar o 
conjunto de transcritos de um dado organismo, sendo altamente 
dinâmico e se modificando completamente de acordo com as 
diferentes condições celulares e ambientais. Em contraste com 
os microarrays de DNA, que buscam traçar um perfil global da 
expressão gênica de uma célula ou organismo, técnicas como 
Northern blot, fingerprinting de cDNA, PCR e outras analisam 
alvos específicos.
 O termo proteômica refere-se ao estudo em larga escala 
das proteínas, sendo definido pelo estudo do conjunto de prote-
ínas expressas por um organismo, tecido ou célula, incluindo as 
modificações no padrão de expressão das proteínas em condições 
diferentes. Tradicionalmente, o termo proteômica esteve associado 
aos géis bidimensionais de poliacrilamida (Anderson e Anderson, 
1996), mas tomou um âmbito maior com o desenvolvimento da 
espectrometria de massa, que revolucionou a análise de proteínas 
a partir de 1990, superando a maioria das limitações impostas 
por outros métodos (Pandey e Mann, 2000). Consequentemen-
te, a proteômica abrange a maior parte da genômica funcional, 
incluindo os estudos de identificação de proteínas, localização 
celular e interação. Modificações pós-traducionais, tais como 
glicosilação e fosforilação de proteínas, podem ser analisadas 
por essa metodologia, o que lhe confere uma enorme vantagem.
 O vasto vocabulário nesta área (ORFeoma, quinoma, vaci-
noma etc.) reflete os avanços e os novos paradigmas nos campos 
da biologia molecular, genômica comparada e evolução molecular, 
desde que o termo “genômica” foi proposto por Thomas Rode-
rick em 1986. Diante de tão pronunciada mudança no cenário 
das descobertas cientificas e tecnológicas, torna-se fundamental 
acompanhar os seus conceitos modernos, ferramentas e processos. 
Estão disponíveis na literatura eletrônica alguns livros e glossá-
rios com a terminologia atualizada, que podem funcionar como 
um auxiliar importante para todos os interessados na área. Nesse 
contexto, é necessário refletir sobre as mudanças curriculares e 
os instrumentos de formação de recursos humanos no cenário 
nacional e internacional para atender a demanda cada vez mais 
multidisciplinar e globalizada.

10.9.2. Os desafios e perspectivas
 Um dos grandes desafios que surgem a partir do sequen-
ciamento completo dos genomas é a organização da informação e 
sua disponibilização à comunidade científica. Esse desafio requer 
o desenvolvimento e aperfeiçoamento de ferramentas computa-
cionais e suas aplicações em novas abordagens experimentais. 
Grupos dedicados à bioinformática reservam atenção especial 
à elaboração e construção de grandes bancos de dados. Alguns 
deles estão organizados como coleções de sequências genômicas 
com acesso a metodologias diversas (Nahum et al., 2006, por 
exemplo).
 Um desafio ainda maior continua sendo a inferência ou 
atribuição de função a partir das sequências moleculares (Bork 
e Koonin, 1998). O sequenciamento completo dos genomas é 
seguido pela etapa de anotação dos genes e proteínas, e análise 

da informação, usando-se métodos computacionais e estatísticos. 
Primeiramente, busca-se identificar o repertório gênico e os seus 
produtos. Em seguida, são atribuídas funções hipotéticas aos pro-
dutos gênicos ainda não caracterizados experimentalmente. Esse 
procedimento oferece desafios mesmo para organismos modelo, 
como a Escherichia coli, talvez o mais bem estudado genética e 
bioquimicamente (Serres et al., 2001).
 A disponibilidade das sequências dos genomas completos 
cria a oportunidade de se explorarem qualitativamente os aspectos 
estruturais, funcionais e evolutivos entre diferentes genomas. Uma 
das propostas é o estabelecimento de um conjunto ou repertório 
mínimo de genes, suficiente para sustentar as funções celulares 
e permitir a reconstrução do genoma do ancestral comum mais 
antigo (do inglês, last common ancestor—LCA) de Bacteria, 
Archaea e Eukarya (Penny e Poole, 1999; Glansdorff, 2000). 
Tais análises têm sido levadas a efeito analisando-se o genoma 
de Haemophilus influenzae, Mycoplasma genitalium e outros or-
ganismos. Embora esse tema seja bastante controvertido, alguns 
pesquisadores acreditam que seria possível definir esse conjunto 
mínimo de genes necessários para o funcionamento de qualquer 
célula existente e reconstruir a composição gênica dos organismos 
ancestrais.
 O impacto da análise dos genomas completos pode ser 
avaliado considerando-se algumas das suas possíveis aplicações. 
Dentre elas, citam-se a identificação de novos caminhos metabóli-
cos, enzimas com potencial na indústria, agentes antimicrobianos, 
alvos para diagnóstico de algumas doenças, candidatos a possíveis 
vacinas, bem como o auxílio no desenho de drogas (modelagem 
molecular). Essa abordagem contribui significativamente para o 
conhecimento sobre a evolução dos genes, dos genomas e dos 
organismos e da origem da vida (Meyer e van de Peer, 2003; 
Barton et al., 2007; Lynch 2007).
 Por causa da velocidade de obtenção e publicação dos 
dados nessa área, foram incluídos aqui alguns recursos de infor-
mação com relação aos bancos de dados, ferramentas computa-
cionais, além de algumas instituições de pesquisa envolvidos no 
estudo dos genomas (Tabela 10.1 e 10.2).

10.10. Considerações Finais

 Absolutamente extraordinária é a perspectiva de um es-
tudo multidisciplinar, integrado e com potencial de resolução de 
questões das mais diversas. Sonhos e projetos daqueles que nos 
precederam nos séculos passados tomam hoje parte do cenário 
contemporâneo. Conhecer, respeitar, valorizar, explorar, modi-
ficar, melhorar. O tempo futuro, tão idealizado, não é senão o 
momento em que vivemos hoje. Estamos fascinados com a velo-
cidade de geração de conhecimento e compreensão do sistema a 
nossa volta; com as possibilidades de aplicação do conhecimento 
e tecnologias modernas para a melhoria da vida do homem e ou-
tros seres em todos os ambientes do planeta que habitamos. Vale 
questionar o uso responsável e ético dessas ferramentas e o poder 
que a conquista desse conhecimento nos coloca nas mãos. Vale a 
confiança de que colheremos os frutos de um trabalho dinâmico 
e globalizado.
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Capítulo 11
Biologia evolutiva do desenvolvimento
Luiz Paulo Moura Andrioli (lpma@usp.br) 
Escola de Artes, Ciências e Humanidades
Universidade de São Paulo 

“Os biólogos são capazes de descrever em detalhe a composição, digamos, de 
um rato. São capazes de dizer como é que o rato se desloca, como respira, como 
digere. Mas não sabem absolutamente nada acerca da forma como ele se constrói 
a partir da célula ovo.” (François Jacob, 1981)

11.1. Introdução

A Biologia do desenvolvimento engloba a tradicional 
área de Embriologia, mas é uma disciplina abrangente, que não 
se limita aos estágios iniciais do desenvolvimento. Em formas 
adultas, ocorre diariamente a reposição contínua de tipos celulares 
a partir de células-tronco nos animais ou de células meristemáticas 
nas plantas. Além disso, alguns animais são capazes de regenerar 
partes inteiras do organismo, outros passam por metamorfose 
durante seu ciclo de vida, enquanto algumas plantas são capazes 
de regenerar um organismo completo a partir de um pedaço de 
tecido somático. Todos esses processos biológicos fazem parte 
do escopo dessa disciplina. A abrangência de assuntos também é 
acompanhada pelo número de áreas que integram a moderna bio-
logia do desenvolvimento, como a biologia molecular, genética, 
bioquímica, citologia, histologia, fisiologia e ecologia. Uma das 
interfaces da biologia do desenvolvimento que mais tem desper-
tado atenção é com a biologia evolutiva, constituindo a biologia 
evolutiva do desenvolvimento, também conhecida pelo jargão 
“Evo-devo” (mnemônico do inglês “evolutionary developmental 
biology”). A Biologia evolutiva do desenvolvimento tem como 
proposta compreender a diversidade morfológica, buscando uma 
síntese entre os processos do desenvolvimento de um indivíduo 
(ontogenia) e os processos da história evolutiva de uma espécie 
ou de um grupo de espécies (filogenia). Este capítulo apresenta 
alguns aspectos abordados por essa disciplina e as dificuldades de 
integração entre as duas áreas formadoras. Inicialmente, veremos 
que, apesar de apontada como uma síntese recente, as duas áreas 
formadoras já apresentaram ligações no passado.  

11.2. Primórdios da disciplina

Antes mesmo da publicação de “A Origem das Espécies” 
em 1859, por Charles Darwin, os assuntos que hoje compõem 
a biologia do desenvolvimento já eram abordados nos debates 
entre os cientistas que defendiam e aqueles que rejeitavam a 
evolução das espécies. Naquela época, eram muitas as lacunas 
no registro fóssil, assim como eram desconhecidos muitos prin-
cípios bioquímicos, celulares, genéticos e mesmo dos processos 
evolutivos que levam às modificações nas espécies. Portanto, 
as áreas de anatomia comparada e embriologia, que dispunham 
de um conjunto maior de dados sistematizados, fomentaram as 
discussões de cunho evolutivo.

O estudo comparativo realizado com embriões animais 
no início do século XIX, como o observado no transcorrer da 

embriologia de espécies de diferentes classes de vertebrados, 
levou à sugestão de que formas superiores recapitulam estágios 
adultos de fósseis ou de espécies inferiores, usando a terminolo-
gia da época. Em 1846, o influente embriologista Karl von Baer 
criticou os extremos da teoria da recapitulação, afirmando que não 
existe uma recapitulação plena no desenvolvimento de espécies 
superiores necessariamente passando pelos estágios adultos de 
formas primitivas. Já o famoso biólogo Ernst Haeckel propôs, 
em 1856, um mecanismo para a recapitulação, onde novas formas 
biológicas teriam surgido pela adição de um estágio terminal no 
desenvolvimento embrionário das formas ancestrais. É interes-
sante notar que, no caso desses dois cientistas, eles não estavam 
convencidos da transformação das espécies (von Baer) ou tinham 
uma motivação lamarquista (Haeckel). 

Com Darwin, surgiu uma reinterpretação da Scala 
Naturae. A partir de então, as espécies de um grupo taxonômico 
deixaram de ser consideradas entidades imutáveis, criadas por uma 
entidade à parte, e sim espécies historicamente relacionadas, que 
têm uma ancestralidade comum entre elas. Um corolário dessa 
afirmação é que as evidências da ancestralidade comum devem es-
tar presentes em estruturas compartilhadas por diferentes espécies 
de um táxon. Alguns exemplos nesse sentido já eram conhecidos 
de longa data, como a semelhança observada entre os ossos dos 
vertebrados. Por outro lado, a asa de uma ave e o braço de um 
humano, por exemplo, apresentam grandes diferenças entre si. Um 
dos conceitos que surgiu para explicar essa observação conflitante 
foi o de homologia (Moczek, 2008). Esse termo foi cunhado, em 
sua acepção mais moderna, em 1843, pelo zoólogo inglês Richard 
Owen, contemporâneo de Darwin. Segundo Owen, homologia 
é a propriedade que o mesmo órgão tem em diferentes animais 
sob toda variedade de forma e função. Ele utilizava-se da noção 
de arquétipo, que pode ser definido como um padrão estrutural 
básico de um grupo de organismos afins. Owen, entretanto, não 
aceitou as idéias de evolução de Darwin e Wallace, e seu arquétipo 
não seria uma forma ancestral, mas um projeto básico seguido 
por um criador divino. Após o advento da teoria da evolução, o 
termo “homologia” passou a ter um sentido de equivalência de 
estruturas que já estavam presentes em seu ancestral comum mais 
recente, que herdaram essa estrutura com  ou sem algum grau 
de modificação. Por exemplo, a asa e o braço são homólogos, o 
que implica que essas estruturas não são idênticas, mas formas 
adaptadas para funções diferentes, surgidas a partir da mesma 
estrutura, no caso, um par de apêndices anteriores presente em um 
ancestral vertebrado comum. Darwin também conhecia exemplos 
de homologia entre embriões e formas larvais de diferentes filos, 
que apontou como excelentes evidências da descendência com 
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modificação. Um desses exemplos eram as cracas. Esses orga-
nismos são sésseis e eram considerados moluscos pela presença 
da concha que envolve as formas adultas. No entanto, as larvas 
desses organismos são típicas de crustáceos e não de moluscos—
um exemplo concreto de como a ontogenia recupera a filogenia.  

Já no final do século XIX e início do século XX, ocorreu 
uma progressiva dicotomia entre a evolutiva e a biologia do de-
senvolvimento, que motivou uma ruptura entre as duas áreas até 
recentemente. Os aspectos evolutivos da recapitulação, sobretudo 
apoiados na premissa lamarquista concebida por Haeckel, estavam 
desacreditados. Os embriologistas passaram a se dedicar integral-
mente a um programa de estudos para compreender os mecanis-
mos do desenvolvimento valendo-se da intervenção experimental 
e/ou de apenas descrição cada vez mais detalhada do início do 
desenvolvimento de um número crescente de espécies disponíveis 
nos centros de pesquisa. Por outro lado, com a redescoberta das 
leis de Mendel e a formulação da teoria cromossômica da herança, 
os evolucionistas concentram seus esforços nos genes, ao final, 
as unidades hereditárias passíveis de transformação evolutiva. 

Richard Goldschmidt, um pesquisador alemão que 
emigrou para os Estados Unidos em 1935, publicou, em 1940, 
um livro que desafiou as ideias vigentes sobre o papel dos genes 
durante o desenvolvimento e na evolução (Godschmidt, 1940). 
Segundo Goldschmidt, a microevolução ocorria por mudanças de 
frequências de genes que sofrem micromutações, mas a evolução 
acima do nível de espécie, a macroevolução, deveria ocorrer por 
mecanismos distintos. Um desses mecanismos propostos por 
Goldschmidt, que ele denominou por “mutações sistêmicas”, seria 
resultado do efeito de posição dos genes envolvidos em rearranjos 
cromossômicos. Goldschmidt admitiu outra possibilidade para 
explicar a macroevolução, que denominou por “macromutações 
do desenvolvimento”. Neste caso, sua hipótese era que uma única 
mutação em um gene do desenvolvimento poderia efetivar po-
tencialidades ontogenéticas no embrião e desencadear mudanças 
rápidas e drásticas no fenótipo. Cabe ressaltar que Goldschmidt 
definia gene como uma unidade do desenvolvimento e não um loco 
gênico ou um alelo. Em seus experimentos, Goldschmidt verificou 
o aparecimento de fenocópias, ou seja, de alterações nos fenótipos 
de Drosophila melanogaster que se assemelhavam a mutações 
ou conjunto de mutações conhecidas, mas que são induzidas 
por alterações físico-químicas durante o desenvolvimento dos 
insetos. As fenocópias, ao contrário das mutações genéticas, são 
reversíveis e, portanto, não se mantêm nas gerações subsequentes. 
Certos tipos de fenocópias às quais Goldschmidt dedicou suas 
pesquisas eram relacionadas às mutações homeóticas, ou seja, 
mutações que alteram o padrão de aparecimento de estruturas 
no padrão de segmentação dos insetos. A mutação Ultrabithorax 
(Ubx), por exemplo, faz com que as moscas drosófilas passem a 
ter dois pares de asas, ao contrario do padrão selvagem, de apenas 
um par de asas no segundo segmento toráxico, como na maioria 
dos demais dípteros (veja Figura 11.1). 

A obra de Goldschmidt provocou grande reação nega-
tiva por parte da comunidade dedicada ao estudo da evolução 
justamente por contradizer o paradigma corrente na época, 
quando se imaginava que a macroevolução nada mais era do que 
o acúmulo de processos microevolutivos. Além disso, o fato de 
mostrar a importância do ambiente na variação fenotípica e não 
apenas do genótipo, foi interpretado como sendo uma tentativa de 
reaproximação com as idéias de Lamarck. Além de Goldschmidt, 
o embriologista britânico Conrad Hal Waddington, que também 
trabalhou nos Estados Unidos, colaborando com Dobzhansky 
e Sturtevant a partir de 1939, lançou ideias inovadoras, hoje 
consideradas importantes sobre o papel de genes no desenvol-
vimento com consequências evolutivas. Waddington foi um dos 

principais precursores da biologia do desenvolvimento, criando 
vários conceitos na área, como o de “paisagem epigenética” 
(epigenetic landscape, em inglês), uma concepção visual das 
possíveis “escolhas” que uma célula poderia ter durante o desen-
volvimento; o de homeostase genética, um conceito no qual previu 
o desenvolvimento embrionário como possuidor de mecanismos 
que minimizassem as perturbações genéticas e ambientais; e o 
conceito de canalização, onde propôs que a evolução poderia 
ocorrer no sentido de engessar as trajetórias do desenvolvimento 
(Slack, 2002). Também Waddington não teve o reconhecimento 
da importância de seu trabalho durante a época em que atuou, 
principalmente pelo fato que, até então, a embriologia não tinha 
uma explicação para o papel dos genes durante o desenvolvimento. 
Em contraposição, grandes progressos dessa época ocorreram na 
elucidação do papel dos genes repositórios de informações meta-
bólicas. Somente depois da década de 1970, com a caracterização 
dos mecanismos de regulação da atividade gênica, as áreas da 
genética e da evolução estavam prontas para incorporar, em sua 
teoria, os mecanismos do desenvolvimento.

 
11.3. Mutações homeóticas, genes Hox e os homeoboxes

 O surgimento das técnicas de biologia molecular nas 
décadas de 1970 e 1980, aliadas à genética clássica, possibilitaram 
revelar a natureza e a forma de atuação de moléculas reguladoras, 
fundamentais do início do desenvolvimento da Drosophila, res-
ponsáveis pelo estabelecimento do plano corporal nessa espécie. 
Essas moléculas, fatores de transcrição ou moléculas de sinali-
zação atuam em uma cascata geradora de informação posicional 
no embrião, a cascata de segmentação, que determina a divisão 
do corpo da larva em segmentos correspondentes aos futuros 
segmentos do corpo do adulto. Imediatamente após a cascata de 
segmentação, atuam os genes da família Hox, codificadores para 
fatores de transcrição, que possuem uma sequência conservada, 
denominada homeobox, codificadora para uma sequência de 60 
aminoácidos, o homeodomínio, responsável pela ligação da pro-
teína na região reguladora de genes-alvo.  Mutações em genes 
da família Hox podem ser homeóticas, ou seja, podem causar 

Figura 11.1. Vista lateral de um indivíduo de Drosophila melano-
gaster portador da mutação bithorax. Notar o terceiro segmento 
torácico, onde há um par de asas no lugar dos halteres (Foto: 
cortesia do Dr. Paulo A. Otto).
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mudanças na estrutura dos segmentos do corpo. Esses estudos 
mostraram pela primeira vez como o programa genético instrui 
para formação do plano corporal de uma espécie (Figura 11.2). 
Além disso, investigações com os genes Hox iniciaram a moderna 
biologia evolutiva do desenvolvimento, como veremos a seguir. 

No final da década de 1940, Edward Lewis começou a 
estudar mutantes homeóticos a partir de cruzamentos controlados 
de drosófilas com esse tipo de mutações. Lewis formulou uma te-
oria de como genes homeóticos regulariam genes relacionados ao 
desenvolvimento e vislumbrou a possibilidade de que mutações do 
tipo bithorax indicariam a existência de genes reguladores capazes 
de controlar a formação de macro-regiões do corpo. Ele iniciou, 
então, um programa de estudos nos quais obteve mutantes com 
diversas deleções que envolviam genes homeóticos de Drosophila 
e, após décadas de estudos, essas deleções possibilitaram que 
Lewis mapeasse um grupo de genes homeóticos nesses insetos 
(Lewis, 1978). Lewis recebeu um prêmio Nobel em 1995 por 
suas descobertas que haviam sido então amplamente confirmadas.

A partir dos estudos de Lewis e de outros tipos de mape-
amento, que hoje chegam à resolução no nível de nucleotídeos, 
sabe-se que os genes Hox de Drosophila estão agrupados em 
dois complexos gênicos. O complexo Antennapedia é composto 
por cinco genes ligados próximos a mais um complexo, Ultra-
bithorax, formado por outros três genes (sendo um deles, o gene 
Ultrabithorax, responsável pela mutação bithorax, Figura 11.3). 
Esses genes são expressos simultaneamente no início da embrio-
gênese em regiões parcialmente coincidentes ao longo do eixo 
ântero-posterior. A combinação da expressão desses genes gera 
um código de sinalização espacial que determina a formação de 
segmentos do corpo com identidades diferentes entre si (Figura 
11.3). Curiosamente, a expressão espacial dos genes Hox reflete 
sua ordem linear nos cromossomos. Assim, genes adjacentes no 
cromossomo são expressos em regiões vizinhas do corpo. 

Genes ortólogos foram isolados de outras espécies 
animais, como, por exemplo, de vertebrados. Os genes Hox de 
vertebrados apresentam uma conservação estrutural, ou seja, 
mantêm a mesma sequência linear no complexo em relação aos 
respectivos ortólogos das moscas. Técnicas de hibridação in situ 
revelaram que a conservação também é funcional, pois esses genes 
são expressos sequencialmente ao longo do eixo ântero-posterior 
(também guardando correspondência com a posição linear nos 
cromossomos) e especificam diferencialmente estruturas repetidas 
em série que guardam semelhança entre si, como as costelas e 
as vértebras.

Os fatores de transcrição Hox pertencem a uma grande 
família multigênica caracterizada por variações no homeodomí-
nio entre diferentes subfamílias, presentes em todos os animais, 
incluindo-se aqueles que não possuem o corpo segmentado e até 
mesmo em plantas, demonstrando grande conservação evolutiva 

(Holland e Garcia-Fernàndez, 1996). Com relação à subfamília 
Hox, especula-se que ao menos um gene já existisse no ancestral 
dos animais eumetazoários com base nas espécies atuais investi-
gadas. Essa hipótese é consistente com a ausência de genes Hox 
nas esponjas e com a presença de dois desses genes nas hidras 
(Cnidaria) e em todos os outros táxons de animais triploblás-
ticos—como os oito genes existentes em Drosophila, entre os 
artrópodes (Figura 11.4). Nos camundongos, assim como em 
humanos e demais tetrápodes analisados, estão presentes quatro 
complexos de genes Hox, cada qual contendo em torno de 13 
genes. Portanto, esses dados demonstram a participação dos pro-
cessos de duplicação e de divergência gênica dos genes Hox ao 
longo da filogenia dos animais e, em dado momento, a duplicação 

Figura 11.2. À esquerda, esquema da sequência temporal dos 
eventos moleculares (de cima para baixo) responsáveis pela 
especificação das divisões da gástrula (centro) em regiões cor-
respondentes aos futuros segmentos do corpo do adulto (direita). 
Modificado de Gilbert, 1994.

Figura 11.3. Genes Hox de Drosophila. Na parte inferior, estão 
representadas as posições relativas dos genes Hox no cromossomo 
3 de Drosophila. Também estão indicadas as contribuições majo-
ritárias de cada um dos genes Hox para a formação dos diferentes 
segmentos do corpo do adulto. Modificado de Gilbert, 1994.

Figura 11.4. Evolução dos genes Hox nos metazoários. No cla-
dograma, estão assinalados com pequenos traços os principais 
eventos de duplicação gênica ou ploidização, no caso dos verte-
brados (notar os quatro complexos). Os genes Hox foram sepa-
rados com barras, conforme expressão no eixo ântero-posterior 
do corpo. Notar que os cnidários possuem apenas dois genes, 
correspondentes ao grupo Hox anterior e posterior. Modificado 
de Carrol et al., 2001.
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de todo o complexo ao menos duas vezes para os vertebrados 
(Figura 11.4). A conservação estrutural e funcional dos genes 
Hox é de tal forma surpreendente que levou à sugestão de que 
essa característica seria um dos traços compartilhados por todos 
animais metazoários (Slack et al., 1993). 

11.4 Regulação da expressão gênica e modularidade 

Conforme visto no Capítulo 10, as alterações numéricas 
das regiões codificadoras do genoma são consequências dos even-
tos de duplicação e divergência gênicas. O aumento do número 
de genes, por sua vez, é o principal mecanismo responsável pelo 
aumento da complexidade estrutural dos seres vivos (Carrol et 
al., 2001). Define-se a complexidade estrutural como o grau da 
organização e a quantidade de partes, ao se compararem diferentes 
planos corporais (Valentine, 2003). Os diferentes tipos celulares 
e seus arranjos em tecidos e órgãos, por exemplo, podem ser 
usados como medida do grau de complexidade. No entanto, se o 
aumento de regiões codificadoras contempla o aumento da com-
plexidade, certamente não é o principal mecanismo responsável 
pelo incremento da diversidade biológica (Carrol et al., 2001). 
Os artrópodes, por exemplo, compõem o táxon animal de maior 
sucesso evolutivo baseado no número de espécies atuais. Esses 
animais são caracterizados pela presença de vários segmentos 
no corpo, de onde, no plano básico do grupo, partem pares de 
apêndices. A variação no número, tamanho e morfologia dos seg-
mentos e de seus respectivos apêndices é responsável pela grande 
diversidade do grupo. Entretanto, os artrópodos compartilham o 
mesmo número de genes Hox, exemplos de genes reguladores 
chaves na  formação dos planos corporais, conforme exposto no 
item anterior (Figura 11.4). 

Pesquisas com artrópodes sinalizam que a diversidade 
morfológica do grupo possivelmente foi adquirida pela regulação 
da expressão gênica, especialmente no nível transcricional (Levi-
ne, 2002). Essa possibilidade parece confirmar-se pela natureza 
modular da região reguladora dos eucariotos (Figura 11.5, Small 
et al., 1991; Small et al., 1992). Esses módulos, denominados 
módulos reguladores em cis ou enhancers, são tipicamente com-
postos por poucas centenas de nucleotídeos, onde estão agrupados 
sítios de ligação (em média, sequências de 6 a 12 nucleotídeos), 

reconhecidos por fatores ativadores e repressores da transcrição. 
A proximidade de sítios de ligação possibilita a manifestação 
de propriedades importantes dos fatores de transcrição, como a 
cooperação entre moléculas de ativadores ou a competição entre 
ativadores e repressores (Figura 11.5, Cai et al., 1996). Em suma, 
são as interações entre fatores de transcrição nos diferentes mó-
dulos reguladores de um gene que definem o padrão de expressão 
temporal e espacial da região codificadora. 

O caso do gene Ubx, já mencionado, ilustra várias 
situações que correlacionam regulação da expressão gênica a 
alterações da morfologia. Por exemplo, em diferentes clados de 
crustáceos, Ubx determina o tipo de apêndice dos segmentos to-
ráxicos (Figura 11.6; Averof e Patel, 1997). Em crustáceos como 
os branquiópodes, o limite anterior de expressão de Ubx coincide 
com o limite anterior do primeiro segmento toráxico. Nesses ani-
mais, os apêndices toráxicos são locomotores. Em outros grupos, 
como nos isópodes, nota-se uma progressiva retração do domínio 
de expressão de Ubx em direção à região posterior. Nos isópodes 
e em outros grupos, na ausência de Ubx nos segmentos toráxicos, 
são formados os maxilípedes, que são estruturas alimentares, e 
não locomotoras.

Outro exemplo é o tipo de apêndice formado no segundo 
segmento toráxico dos insetos (Figura 11.6, Weatherbee et al., 
1998; Weatherbee et al., 1999). Em lepidópteros, por exemplo, 
entre os insetos, no terceiro segmento toráxico são formados um 
par de asas normais, a semelhança do par de asas anteriores forma-
dos no segundo segmento toráxico, enquanto que, nos dípteros, no 
terceiro segmento é formado um par de asas vestigiais (halteres; 
Figura 11.2). Nesses dois grupos, Ubx é expresso, igualmente, 
nos segundo e terceiro segmentos toráxicos. Entretanto, a proteína 
Ubx provavelmente encontra sítios ligadores apenas nas regiões 
reguladoras de genes-alvo que levam ao crescimento e achatamato 
da asa nos dípteros. Como Ubx é um repressor nos insetos, genes 
que levam à formação de asas normais são reprimidos nesses 
organismos. Nesses dois exemplos, é possível verificar como 
alterações nas regiões reguladoras podem desencadear alterações 
morfológicas drásticas, no primeiro caso pela alteração do padrão 
de expressão na região reguladora do gene efetor e, no segundo, 
por alterações da região reguladora de genes-alvo. 

Os módulos das regiões reguladoras podem evoluir 
através de diferentes mecanismos moleculares: por duplicação 
e divergência de sequências, conforme já abordado, rearranjos 
envolvendo unidades funcionasis pré-existentes ou, teoricamen-

Figura 11.5. A. Esquema de um gene eucarioto contendo a região 
codificadora (barra escura) e a região reguladora (restante). Em 
destaque, as regiões cis-reguladoras (barras claras). B. Detalhe 
de uma região cis-reguladora, indicando a posição relativa de 
hipotéticos sítios ligadores de fatores ativadores (retângulos) e 
de fatores repressores da transcrição (círculos). C. Sequência 
de nucleotídeos de uma região cis-reguladora, indicando sítios 
hipotéticos reconhecidos por uma proteína repressora (em negri-
to) e de um sítio para uma proteína ativadora (colchete). Notar a 
coincidência parcial entre os sítios para as duas proteínas. 

Figura 11.6. A.  Correlação da expressão de Ubx nas regiões do 
corpo em dois grupos de crustáceos. Notar que, na ausência de 
Ubx, são formados maxilípedes no segmento T1 do isópode, e não 
mais uma estrutura locomotora, como no branquiópode. B. Ubx é 
expresso no segmento T3 de um lepidóptero e de um díptero. No 
entanto, a proteína repressora Ubx encontra sítios ligadores apenas 
nos genes responsáveis pelo desenvolvimento de asas normais 
nos dípteros, resultando na formação dos halteres. Modificado 
de Levine, 2002.
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te, formação de novo a partir de DNA não funcional (Carrol et 
al., 2001). As alterações podem representar ganhos ou perdas de 
sítios específicos, assim como de elementos inteiros. Acredita-se 
que as regiões não codificadoras dos genes estejam sujeitas a 
menores pressões seletivas que as regiões codificadoras, apre-
sentando maior capacidade de gerar variação fenotípica herdável 
(evolvability, em inglês) (Ludwig et al., 2005). Então, regiões 
reguladoras dos genes teriam uma capacidade facilitadora para 
a geração de variação fenotípica não letal a partir de mutações 
randômicas (Gerhart e Kirschner, 2003). No entanto, o estudo 
comparativo de genomas revela que regiões não codificadoras 
não são necessariamente mais sujeitas a alterações que regiões 
codificadoras (Kondrashov, 2005). 

A natureza de módulo dos genes eucariotos é, na verda-
de, uma das facetas de uma propriedade mais genérica, que é a 
modularidade . Na biologia, estruturas anatômicas, genes, células, 
vias de sinalização ou fenômenos típicos do desenvolvimento 
podem ser considerados módulos (Gass e Bolker, 2003). Assim, 
os segmentos do corpo dos artrópodes podem ser considerados 
módulos, cada segmento sendo uma unidade funcional específica. 
Uma via de sinalização de apoptose também pode ser considerada 
um módulo, induzindo a morte celular em processos do desen-
volvimento não relacionados, como remoção de tecido entre os 
dedos ou a destruição de células cancerosas (Penaloza et al., 2006). 
Uma característica fundamental dos módulos é que eles não são 
unidades totalmente dependentes entre si, criando a possibilidade 
de que modificações em uma unidade não comprometam o todo. 
Assim, alterações nos módulos permitem o desacoplamento de 
um processo do desenvolvimento entre suas partes, criando uma 
perspectiva evolutiva.

Uma ressalva faz-se necessária. Apesar de as proteínas 
não serem consideradas as fontes primárias geradoras da di-
versidiade fenotípica, elas indubitavelmente contribuem com a 
variação morfológica. Nas sequências de aminoácidos de algumas 
proteínas, tais como os fatores de transcrição, estão presentes 
domínios e motivos que podem ser considerados módulos (Wag-
ner e Lynch, 2008). Lembrando a possibilidade de regulação por 
splicing alternativo, a natureza modular das proteínas é ainda mais 
acentuada. De fato, experimentos com artrópodes confirmaram 
que a presença de domínios específicos na proteína Ubx pode 
ter sido responsável pela redução do número de apêndices nos 
segmentos do corpo dos artrópodes, quando comparados com os 
onicóforos, um grupo proximamente relacionado (Figura 11.5; 
Galant e Carrol, 2002). Os onicóforos possuem vários segmentos 
do corpo com apêndices. Esses segmentos expressam o gene Ubx, 
que atua como um fator ativador da transcrição nesses organismos. 
Ainda nesse estudo, os autores verificaram que o fato de Ubx 
ser um repressor constitutivo nos insetos deve-se à presença de 
um domínio regulador inexistente nos onicóforos. Uma situação 
intermediária é verificada nos crustáceos (Ronshaugen et al., 
2002). Nesses organismos, por exemplo em espécies de Arte-
mia, o domínio repressor de Ubx é controlado pela presença de 
um segundo domínio na proteína, que possibilita a formação de 
apêndices em segmentos expressando Ubx.

11.5. Inovações e Homologias 

 A discussão de módulos na seção anterior, como os mó-
dulos anatômicos, pressupõe a existência de estruturas passíveis de 
alteração e surgimento de novas estruturas, ou seja, de inovações 
evolutivas. Essa percepção vai de encontro a uma definição clássi-
ca, intuitiva até, do que pode ser considerado “inovação”, ou seja, 
o surgimento de uma nova estrutura ou propriedade que pressupõe 

a realização de uma nova função (Mayr, 1960). De acordo com 
essa definição, os maxilípedes formados nos segmentos toráxicos 
dos crustáceos são inovações em relação aos apêndices locomoto-
res homólogos desses segmentos em espécies consideradas como 
relativamente mais “basais” no grupo. Entretanto, conforme já 
comentado, estudos moleculares recentes revelaram a existência 
de um mecanismo subjacente comum responsável pela formação 
de apêndices no corpo. Uma definição mais rigorosa consideraria, 
assim, uma “inovação morfológica” apenas as estruturas que não 
são homólogas a qualquer estrutura presente em um ancestral ou 
homônoma de qualquer estrutura presente no mesmo organismo 
(Muller e Wagner, 1991). Por homonomia, entende-se homologia 
seriada, ou seja, estruturas equivalentes que se repetem, como é 
o caso dos apêndices e dos segmentos do corpo dos artrópodos. 
Nesse caso, os maxilípedes não constituem uma inovação, mas 
uma modificação de uma inovação pré-existente. Um exemplo 
de inovação que passaria pelo crivo dessa definição é a presença 
de órgãos bioluminescentes de espécies de vaga-lumes emissores 
de luz. Embora a origem ontogenética desse órgão ainda seja 
pouco compreendida, essa característica restrita a uma família 
de besouros parece ser um exemplo incontestável de inovação 
(Moczek, 2008).  

A definição mais rigorosa de inovação esbarra no con-
ceito fundamental de homologia, um conceito bastante complexo 
em si mesmo. Um complicador tem sido a constatação, por meio 
dos estudos de genética molecular do desenvolvimento, de que 
caracteres às vezes considerados homólogos têm bases genéticas 
e moleculares diferentes (Wagner, 2007). Essa constatação é 
aparentemente paradoxal, pois se presume que a continuidade 
histórica de um caracter morfológico implica em sua continuidade 
genética. Por exemplo, o segundo molar presente na maioria dos 
carnívoros não está presente no ancestral dos felídeos, assim como 
na maioria das espécies atuais dessa família, com a exceção de 
uma única espécie, o lince (Raff, 1996). De acordo com o conceito 
filogenético de homologia, duas características são homólogas 
quando herdadas com maior ou menor grau de modificação a partir 
de um ancestral comum onde essa característica surgiu (Wagner, 
1989). A interpretação literal, no caso do segundo molar dos lin-
ces, é que essa característica não constitui uma homologia entre 
os vários grupos que o apresentam. No entanto, de acordo com 
o conhecimento atual de genética do desenvolvimento, o reapa-
recimento do segundo molar nos linces possivelmente significa 
a existência de um mecanismo molecular do desenvolvimento 
latente, que estaria presente nos ancestrais e nos atuais felídeos, 
portanto caracterizando uma homologia subjacente. 

Outra situação conhecida que tem sido reinterpretada 
é a formação de estruturas fotorreceptoras (Treisman, 2004). 
Nos animais, existem estruturas de fotorrecepção muito simples, 
formadas por um conjunto de células pigmentadas, como nos 
cnidários, até estrutras complexas, formadoras de imagens, como 
o olho humano, passando por várias formas de complexidade 
intermediárias, capazes de captar estímulos luminosos. Além da 
complexidade diferente dos vários tipos de estruturas fotorrecep-
toras, há variação fundamental na organização dessas estruturas, 
como, por exemplo, nos olhos compostos em insetos, formados 
por centenas de omatídeos, cada qual com uma lente própria. 
Um fato aparentemente surpreendente é que investigações em 
espécies com estruturas fotorreceptoras com os mais diferentes 
graus de complexidade e organização têm revelado a existência do 
mesmo tipo de molécula envolvida no início da formação dessas 
estruturas (Pax 6/ eyeless). Em Drosophila, a expressão ectópica 
de eyeless é capaz de induzir a formação de olhos compostos em 
outras regiões do corpo (Halder et al., 1995), confirmando a natu-
reza reguladora desse gene na iniciação do processo de formação 
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do olho. A expressão do ortólogo humano Pax 6 em Drosophila 
também induz a expressão ectópica do olho, confirmando a con-
servação funcional dessa molécula (Xu et al., 1997). Desse modo, 
uma situação por muito tempo interpretada como convergência, 
ou seja, a evolução independente de estruturas fotorreceptoras 
em vários grupos animais, agora é interpretada como resultado 
de evolução paralela baseada na história compartilhada de um 
mecanismo gerador de estruturas fotorreceptoras, estabelecido 
cedo na evolução animal, revelando uma homologia profunda 
(Shubin et al., 2009). Constatações desse tipo (como também no 
caso do aparecimento do segundo molar nos linces) levaram à 
formulação do conceito de homologia biológica, que postula que 
a homologia verificada em um determinado nível organizacional 
não necessariamente está presente em outro nível (Wake, 2003). 
Por outro lado, ao aceitarmos de forma incontestável o conceito 
de homologia biológica, podemos mascarar um contínuo esperado 
da descendência com modificação por falta de maiores conheci-
mentos dos mecanismos evolutivos do desenvolvimento. 

11.6. Conclusões

 No início deste capítulo, foi mencionada a separação 
progressiva entre a biologia evolutiva e a biologia do desenvolvi-
mento a partir do final do século XIX. Essa separação acirrou-se 
com a concretização da Síntese Evolutiva, entre as décadas de 
1930 e 1940, que estabeleceu uma diretriz de pesquisas na bio-
logia evolutiva centrada na genética de populações. Desde então, 
a diferença de abordagem entre a biologia evolutiva e a biologia 
do desenvolvimento tem dificultado a reaproximação entre as 
áreas. O modelo de genética de populações tem como uma de suas 
premissas a identificação de características genéticas nos adultos, 
responsáveis pelo sucesso reprodutivo. Por sua vez, a biologia do 
desenvolvimento prioriza os processos de regulação gênica nos 
embriões e nas larvas. A genética de populações foca variações 
intra-específicas, enquanto que a biologia do desenvolvimento 
foca variações inter-específicas. Contudo, é possível e desejável 
a convergência entre as áreas.
 Um exemplo que ilustra essa possibilidade foi realizado 
com o peixe Gasterosteus aculeatus (Shapiro et al., 2004). Essa 
espécie apresenta populações colonizadoras de lagos de água doce 
que evoluíram recentemente a partir de uma forma marinha. Ape-
sar da grande semelhança morfológica, a redução ou inexistência 
do espinho na região pélvica das populações de água doce é uma 
diferença evidente. Os espinhos são supostamente estruturas de 
defesa contra peixes predadores marinhos. Por outro lado, as popu-
lações de água doce não estão sujeitas aos predadores marinhos e 
a presença de espinho na região pélvica, especula-se, favoreceria a 
captura dos peixes por parte de invertebrados presentes neste meio. 
Uma abordagem clássica de genética de populações possibilitou 
o isolamento de um gene regulador, o fator de transcrição Pitx1, 
cujo ortólogo em mamíferos é responsável pelo desenvolvimento 
de seus membros posteriores. Ao longo do desenvolvimento, o 
padrão de expressão de Pitx1 verificado entre peixes marinhos 
e de água doce é o mesmo, com exceção da expressão na região 
pélvica, onde são formados os espinhos, ausente nas populações 
de água doce. Como a sequência de aminoácidos da proteína Pitx1 
na espécie é invariável, levantou-se a hipótese de que alterações 
de um enhancer responsável pela formação do espinho na região 
pélvica o tenha tornado inoperante nas formas de água doce. Essa 
hipótese foi confirmada em estudo onde o enhancer funcional 
responsável pela expressão do gene Pitx1 em peixes marinhos foi 
isolado, enquanto, das populações de água doce, foram isolados 
apenas este enhancer não funcional, por apresentar mutações 

em sua sequência (Chan et al., 2010). Esse exemplo mostra que 
a utilização de abordagens complementares focando genes regu-
ladores que controlam o desenvolvimento pode convergir para 
uma melhor compreensão do processo evolutivo.
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“A classificação por descendência não pode ser inventada por biólogos, ela pode 
apenas ser descoberta.” (Theodosius Dobzhansky)

12.1. Hierarquias dos Sistemas Biológicos e a Classificação 
dos Organismos

 Sistemas de classificação de organismos têm sido propos-
tos desde a Antiguidade. Existem diferentes critérios que podem 
dar base a um sistema de classificação para quaisquer conjuntos 
de entidades. A princípio, toda tentativa de classificar objetos ou 
organismos tem por objetivo agilizar e padronizar a comunicação 
entre as pessoas a respeito dos objetos ou organismos classifi-
cados. Entretanto, classificações utilizando diferentes critérios 
de modo geral são conflitantes entre si e comprometem uma 
comunicação clara e objetiva entre os usuários do sistema. Por 
exemplo, na classificação de livros em uma estante, uma pessoa 
que classifique de acordo com a cor das capas não conseguirá 
estabelecer um sistema compatível com a coleção de outra pessoa 
que classifique os livros de acordo com o tamanho. Portanto, para 
a construção de um sistema universal de classificação de um de-
terminado conjunto de objetos, é fundamental que haja um único 
critério organizador do sistema.
 A classificação dos organismos também lida com essa 
mesma questão. A questão central, no entanto, é que critério 
escolher. A aceitação de uma ontologia evolutiva, faz com que 
a natureza das espécies, com suas relações de parentesco entre 
si, gera um critério natural para uma classificação hierárquica, 
consistente e única dos organismos. Um sistema de classificação 
baseado nesses princípios deveria, portanto, refletir os eventos que 
ocorreram durante a história da vida em nosso planeta. Aparente-
mente, o embrião do pensamento evolutivo nos naturalistas pré-
darwinianos originou-se justamente da organização hierárquica 
da natureza biológica, que aflorava nos sistemas de classificações, 
em especial naquele apresentado por Lineu. Em outras palavras, 
o padrão hierárquico da natureza biológica parece ter ajudado a 
percepção de que o processo evolutivo tem a mesma estrutura.
 Cerca de 100 anos após a proposição de Darwin, o entomó-
logo alemão Willi Hennig criou um método de reconstrução das 
relações de parentesco entre grupos de organismos, bem como uma 

escola de classificação em que se advoga que o melhor sistema 
de classificação biológica é aquele que reflete a filogenia—em 
seu conjunto chamada “sistemática filogenética” (Hennig, 1950). 
Segundo Hennig, o conjunto de organismos que compartilham 
a condição derivada de uma determinada característica poderia 
ser hipotetizado como sendo descendente da espécie ancestral 
na qual a condição primitiva ou pré-existente (ou plesiomórfica) 
dessa característica passou, por mutação, à condição derivada (ou 
apomórfica). Posteriormente, foi proposto um sistema, desenvol-
vido pelo próprio Hennig, que permitisse que a classificação dos 
organismos refletisse de modo inequívoco as hipóteses de relações 
de parentesco entre os grupos classificados. 
 Um exemplo poderá clarear a importância da sistemática 
filogenética. Vamos supor que um determinado pesquisador decida 
propor um grupo chamado “Verdata”. Neste grupo, o pesquisador 
inclui todos os organismos verdes: algas verdes, plantas terrestres, 
pererecas, algumas cobras, invertebrados marinhos, entre outros. 
O grupo Verdata, naturalmente, não satisfaz as condições da 
sistemática filogenética de Hennig, pois não é um grupo natural, 
unindo espécies que compartilham um ancestral comum exclusivo. 
Dessa forma, nada mais sabemos sobre as espécies que compõem 
este grupo, além do fato de as espécies de Verdata são verdes. O 
poder de previsibilidade é nulo, neste caso. Mais que isso, para um 
leitor desatento, inferências evolutivas extremamente equivocadas 
podem ser feitas com base na suposição de que esse grupo, de 
fato, exista na natureza como uma entidade real.
 Por outro lado, tomemos como exemplo a classe Mamma-
lia, um grupo natural, possuidor de um ancestral comum exclusivo. 
Repare que nesse ancestral surgiram as características hoje uti-
lizadas como diagnósticas da classe: pêlos, glândulas mamárias, 
dentes diferenciados. Tais características estavam presentes na 
espécie ancestral comum de todos os mamíferos, ou seja, presentes 
na espécie que deu origem a toda a diversidade do grupo. 
 Na realidade, não apenas essas características que cha-
mamos de diagnósticas, mas todas as  modificações surgidas 
(centenas ou milhares) na evolução dessa primeira espécie tam-

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   113 9/8/2012   16:26:58



114

Biologia Molecular e Evolução

115

Matioli & Fernandes (eds.)

bém foram passadas para as primeiras linhagens descendentes, 
e portanto, potencialmente, estariam em todas as espécies de 
mamíferos (ou em condições delas derivadas). Repare que, com 
esse detalhe, sabemos que todas as espécies de mamíferos são 
mais aparentadas entre si do que com espécies de qualquer outro 
grupo. Isso vale tanto para características óbvias, quanto para 
características menos óbvias—como o ponto isoelétrico (p.I.) de 
uma enzima—ou para qualquer característica herdável ainda a ser 
descoberta. Assim, o uso de uma classificação com fundamentação 
filogenética, com grupos naturais nomeados, fornece um poder 
de previsão impressionante sobre a distribuição de todas as ca-
racterísticas herdáveis em toda a diversidade biológica.  Esse é 
um dos aspectos mais poderosos de um sistema filogenético.
 A sistemática filogenética foi pouco difundida no mundo 
científico na sua primeira década de existência e ainda em um con-
texto que a sistemática estava separada da genética de populações. 
Os conceitos originais de Hennig, publicados em alemão em 1950, 
permaneceram pouco conhecidos até a publicação, em inglês, em 
1966, de um novo livro que ampliava muito sua apresentação ori-
ginal. Os trabalhos de reconstrução filogenética passaram, então, a 
contar com uma base metodológica bem definida. Desde então, uma 
série de adições foram feitas à estrutura conceitual e metodológica 
original de inferência filogenética proposta por Hennig, gerando 
um grande aperfeiçoamento nesse campo.
 O papel da sistemática filogenética, portanto, ademais 
de realizar o trabalho tradicional da taxonomia, de descrever a 
diversidade biológica, também é de organizar o conhecimento 
sobre essa diversidade com base no conhecimento das relações 
de parentesco entre os grupos e do conhecimento da evolução 
das características morfológicas, comportamentais, ecológicas, 
fisiológicas, citogenéticas e moleculares dos grupos. Dessa for-
ma, a sistemática e seus métodos de inferência passaram a estar 
associados a várias outras disciplinas, como zoologia, botânica, 
ecologia e genética, analisando e interpretando os padrões e 
processos evolutivos. De fato, a questão da análise filogenética 
deixou de ser uma questão restrita à taxonomia e passou a ser 
organizadora de todo o conhecimento biológico, ou seja, das 
características geradas em todos os campos da biologia. Os resul-
tados dos estudos sistemáticos são representados graficamente na 
forma de filogenias ou árvores filogenéticas, indicando a relação 
histórica entre os organismos. 
 Esta introdução pretende fornecer conceitos básicos re-
lacionados aos métodos de reconstrução filogenética discutidos 
neste capítulo, bem como nos Capítulos 13 e 14. Para uma visão 
mais detalhada da sistemática filogenética, sugerimos a consulta 
de Amorim (2002).

12.2. Reconstrução Filogenética

 O conceito de filogenia surgiu com Darwin e é um co-
rolário do próprio conceito de que as espécies se originaram de 
espécies ancestrais. É de sua autoria o primeiro diagrama publi-
cado representando relações filogenéticas. Assim, as filogenias 
como diagramas nada mais são que gráficos indicando hipóteses 
de relações de ancestralidade para um conjunto de espécies. Na 
prática, o problema fundamental é que as espécies ancestrais 
existiram no passado da evolução dos organismos e, portanto, não 
podem ser observadas diretamente. Assim, é necessário buscar 
mecanismos para, analisando os organismos atuais (ou fósseis 
de que dispomos hoje), recuperar da informação a respeito das 
relações de parentesco entre os grupos.
 Uma árvore filogenética representa a história evolutiva 
dos organismos nela incluídos. Graficamente, consiste de pontos 

(ou nós) ligados por linhas (ou ramos). As terminações de uma 
filogenia podem ser táxons colocados ao nível de família (ou 
grupos em níveis ainda mais altos), gênero, espécies ou popu-
lações, ou seja, táxons de qualquer nível na hierarquia sobre os 
quais se esteja inferindo a história evolutiva. Com frequência, as 
terminações da filogenia são chamadas “unidades taxônomicas 
operacionais”, ou simplesmente OTUs (do inglês, operational 
taxonomic units). Árvores filogenéticas têm dois tipos de nós, 
os internos e os terminais. Os nós terminais representam as 
OTUs estudadas, unidas por ramos cujo nó interno representa 
o ancestral comum mais recente desses táxons (Figura 12.1). 
Em outras palavras, a topologia (ou estrutura particular) de uma 
árvore filogenética pode ser definida como uma representação 
gráfica unindo as OTUs através de ramos e nós. As árvores filo-
genéticas podem ser estritamente dicotômicas—onde a cada nó 
interno chega um único ramo (que vem da espécie ancestral) e 
do qual partem dois ramos (que vão para os descendentes)—ou 
podem conter politomias—em que, além do ramo que liga à 
ancestral, há três ou mais ramos descendentes. Politomias não 
necessariamente representam especiações politômicas. Elas 
podem indicar que a hipótese para aquele nível naquela filoge-
nia não é capaz de discriminar, por falta de informação, entre 
três ou mais táxons, quais pares estão mais aparentadas entre 
si. Assim, uma politomia pode, ulteriormente, com um novo 
aporte de informação, ser melhor resolvida e resultar em duas 
ou mais dicotomias, ou, de fato, corresponder a uma especiação 
politômica.
 Uma árvore filogenética pode ser representada de maneira 
não enraizada, ou seja, sem apontar onde está a espécie ancestral 
de todo o grupo (a “raiz” da filogenia). Nesse caso, o diagrama não 
tem uma estrutura temporal e, portanto, não indica precisamente 
quais são as relações de parentesco dentro do grupo. A Figura 12.2 
corresponde à árvore não enraizada da filogenia dos Tetrapoda, da 
Figura 12.1. Nesse caso, a árvore não enraizada mostra apenas as 
relações de topologia ou de proximidade relativa entre as OTUs a 
partir de semelhanças compartilhadas, sem, no entanto, indicar a 
posição em que se encaixa a espécie ancestral de todo o grupo. A 

Figura 12.1. Representação de uma árvore dicotômica enraizada. 
Aves, crocodilos, cobras, lagartos, tartarugas, mamífeos e anfíbios 
são as OTUs representadas nos nós terminais. Essas OTUs são 
unidas aos seus ancestrais (representados pelos nós internos A, 
B, C, D, E e F) através de ramos (1-12). 
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presença de uma raiz, portanto, identifica o sentido da evolução, 
ou seja, a raiz dá o sentido temporal para a árvore. No caso da 
árvore não enraizada da Figura 12.2, se uma raiz fosse inserida 
no ramo mais longo, os Anfíbios passariam a ser interpretados 
erroneamente como grupo-irmão dos Mamíferos. Isso indica 
que se deve ter bastante cuidado na interpretação de árvores não 
enraizadas. 
        

        

 
         

 Uma árvore, como a mostrada graficamente na Figura 12.1, 
indica que as Aves e os Crocodilos são grupos-irmãos, pois apre-
sentam um ancestral comum mais próximo entre si que qualquer 
um desses dois grupos com os demais clados terminais, assim 
como o são Serpentes e Lagartos. Por sua vez, o clado “(Aves, 
Crocodilia)” é grupo-irmão de “(Serpentes, Lacertilia)” e assim 
por diante. Essa árvore também pode ter essa estrutura de hipóteses 
de parentesco representada linearmente: (Amphibia, (Mammalia, 
(Chelonia, ((Serpentes, Lacertilia), (Aves, Crocodilia))))). Ou seja, 
OTUs irmãs são representadas entre parênteses e separadas por 
vírgula. Outra maneira de representar a relação de grupos-irmãos 
é utilizar um “+”, de maneira que essa mesma filogenia seria in-
dicada como (Amphibia + (Mammalia + (Chelonia + ((Serpentes 
+ Lacertilia), (Aves + Crocodilia))))).
 Outro ponto importante da reconstrução filogenética é o 
conceito de monofilia. Grupos monofiléticos são agrupamentos 
de organismos que incluem um ancestral comum exclusivo e 
todos seus descendentes, ou seja, esse ancestral não é ancestral 
de nenhum outro membro externo ao grupo. Dito de outra ma-
neira, partes dos descendentes dessa espécie ancestral não foram 

deslocadas para outros grupos taxonômicos. Muitas vezes, a 
monofilia das OTUs em uma análise é assumida implicitamente. 
Por exemplo, quando se infere as relações filogenéticas entre os 
gêneros dentro de uma mesma família usando apenas uma espé-
cie representando cada gênero, as conclusões sobre parentesco 
referem-se apenas à relação entre os gêneros, mas não permitem 
inferir que cada gênero seja ou não monofilético.
 Na Figura 12.1, por exemplo, podemos definir um grupo 
monofilético denominado Amniota, composto pelos clados dos 
mamíferos, tartarugas, lagartos, serpentes, crocodilos e aves. A 
espécie ancestral comum mais recente desse grupo é representada 
pelo nó interno E. Já o tradicional grupo “Reptilia” (que inclui 
apenas tartarugas, lagartos, serpentes e crocodilos) não constitui 
um grupo monofilético, uma vez que um dos descendentes da 
espécie ancestral de todo esse grupo (as aves) foi um grupo ex-
cluído dos répteis. O clado formado por crocodilos e aves, por sua 
vez, pode ser considerado monofilético e apresenta um ancestral 
representado pelo nó interno A. Esse grupo é denominado Archo-
sauria.
 A monofilia é um conceito crucial no contexto do estabe-
lecimento de relações de parentesco e da compreensão da evolu-
ção de grupos em qualquer nível. Grupos não monofiléticos são 
denominados parafiléticos ou polifiléticos (Hennig, 1966). Um 
grupo é parafilético quando inclui uma espécie ancestral comum 
e apenas parte de seus descendentes, ou seja, uma ou mais das 
espécies descendentes dessa espécie ancestral foi excluída desse 
grupo (como o grupo dos Reptilia, de onde as Aves foram exclu-
ídas). Um grupo é polifilético quando inclui dois ou mais grupos 
monofiléticos sem que sua espécie ancestral faça parte do grupo, 
como seria o caso dos “vertebrados homeotérmicos”, incluindo 
apenas Aves e Mammalia. Segundo Bernardi (1981), grupos não 
monofiléticos deveriam ser chamados de merofiléticos (mero, do 
grego, parte ou porção), uma vez que esse termo não provoca a 
confusão dos conceitos de parafilia e polifilia.
 Outro conceito que a escola filogenética introduziu na sis-
temática é o conceito de grupos externos (Maddison et al., 1984). 
Plesiomorfia e apomorfia são conceitos que indicam a idade rela-
tiva, em uma determinada série de transformação, de condições ou 
estruturas homólogas. Para afirmar qual das condições encontradas 
em um grupo é a apomórfica e qual é a plesiomórfica, é necessário 
saber determinar o eixo temporal, ou seja, determinar qual é a mais 
antiga. A compreensão da direção da mudança de um caráter em 
um grupo ou seja, seu eixo temporal, não pode ser determinada 
apenas considerando a variação dentro do grupo. Se o grupo no 
qual essa característica varia for monofilético, a condição mais 
antiga (plesiomórfica), de fato, precisa ter sido herdada de níveis 
ainda mais inferiores na filogenia. Assim, grupos externos a um 
determinado grupo monofilético devem apresentar essa condição 
plesiomórfica ou outra ainda mais plesiomórfica. Ou seja, é a com-
paração com grupos externos que acrescentam o sentido do tempo 
na análise de um grupo, obtido pela indicação da raiz da árvore 

Figura 12.2. Árvore não enraizada com os mesmos táxons da Fi-
gura 12.1. Para tornar a árvore enraizada, basta escolher qualquer 
dos ramos e atribuir a raiz a esse ramo.

Tabela 12.1. Número de possíveis árvores dicotômicas, enraizadas 
e não enraizadas, para n OTUs.
Número Árvores  Árvores não
de  OTUs enraizadas enraizadas
2 1 1
3 3 1
4 15 3
5 105 15
6 945 105
7 10.395 945
8 135.135 10.395
9 2.027.025 135.135
10 34.459.425 2.027.025
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onde t corresponde ao número de táxons (Felsenstein, 1978). 
Conforme aumenta o número de OTUs, maior o número de 
possíveis árvores dicotômicas (Tabela 12.1)—e maior o tempo 
computacional para estimar as relações entre elas. Na realidade, 
o tempo computacional aumenta exponencialmente com o acrés- 
cimo de OTUs. Repare que, a partir de três OTUs, o número de 
árvores enraizadas é igual ao número de árvores não enraizadas 
com menos uma OTU.

 O número de árvores dicotômicas alternativas possíveis em 
um grupo varia com o número de OTUs e se a árvore é enraizada 
(N) ou não enraizada (N*). Ou seja, há um número de soluções 
alternativas possíveis e distintas entre si de relações entre um 
determinado conjunto de táxons terminais, cada uma das quais 
correspondendo a uma hipótese diferente para a evolução do 
grupo. O número exato de possibilidades de relações (sem raiz) 
entre OTUs é dado pelas fórmulas:
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filogenética, que corresponde ao ancestral comum mais recente de 
todos os membros do grupo interno (Graur e Li, 2000). Em análises 
envolvendo o estabelecimento de relações de parentesco entre 
populações, espécies ou grupos supraespecíficos, o uso de grupos 
externos não é trivial. Eles devem ser escolhidos cuidadosamente, 
pois não podem ser testados como tal na mesma análise filogené-
tica. Os grupos externos devem sempre ser assumidos com base 
em análises anteriores que indiquem que são OTUs próximas, mas 
que divergiram necessariamente antes do processo de diferenciação 
das OTUs do próprio grupo interno. Por exemplo, na Figura 12.1, 
os Anfíbios podem ser considerados um grupo externo em relação 
ao clado cujo ancestral comum mais recente é E.
 O uso de informação sobre grupos externos permite, desse 
modo, estabelecer o sentido das modificações evolutivas. Dessa 
forma, os grupos externos indicam os estados primitivos ou deri-
vados de um determinado caráter, isto é, ele permite a polarização 
(ou seja, a determinação dos “pólos” mais antigos ou recentes) 
dos estados do caráter. Na verdade, inferências sobre a história 
filogenética dos grupos (isto é, sobre relações de ancestralidade) só 
podem ser feitas quando é possível verificar o compartilhamento 
de características derivadas ou apomórficas por um conjunto de 
espécies, indicando a existência de uma espécie ancestral de todo 
um grupo na qual as mutações correspondentes surgiram. 
 A polarização dos estados de um caráter não é absoluta, mas 
depende do grupo taxonômico analisado. Por exemplo, a presença 
de pêlos é um estado derivado compartilhado pelos mamíferos 
dentro do grupo dos vertebrados. Por outro lado, a presença de 
pêlos é um estado ancestral dentro dos mamíferos e não pode ser 
usada como caráter para estabelecer relações filogenéticas entre 
as diferentes ordens de mamíferos. Como a polaridade dos ca-
racteres pode ser influenciada pelos grupos externos escolhidos, 
alguns autores sugerem a inclusão de vários grupos externos em 
estudos filogenéticos, de modo a evitar que paralelismos em um 
dos grupos externos resultem em interpretações equivocadas sobre 
a evolução de caracteres no grupo interno. No caso de árvores 
não enraizadas, a polarização dos caracteres é feita a posteriori.
 É necessário notar que o conceito de série de transformação 
não se aplica apenas à mudança entre dois estados, de uma condição 
original (plesiomórfica) para uma condição modificada (apomórfica). 
Ela se refere a qualquer sequência conhecida de modificação de uma 
condição original em uma ou mais condições derivadas. Algumas 
séries são restritas a apenas duas condições conhecidas e, nesse caso, 
a modificação é necessariamente linear. Há séries que conectam a 
condição original a duas ou mais condições derivadas conhecidas 
e, nesses casos, as condições derivadas podem ser sucessivamente 
apomórficas em uma sequência linear ou corresponder a condições 
que se originaram independentemente a partir da mesma condição 
plesiomórfica original. Por exemplo, o caráter “modo de reprodu-
ção” pode ter os estados “ovíparo”, “ovovivíparo” ou “vivíparo”. 
Nesse caso, podemos assumir que ovovivíparo é necessariamente 
um estado intermediário entre os outros dois estados. A análise dos 
dados de um grupo pode ser feita considerando que todas as sequ-
ências entre as condições conhecidas são necessariamente lineares, 
necessariamente ramificadas ou não estabelecer nenhuma hipótese 
a priori de ordenação (as análises “não ordenadas”).
 Finalmente, quanto à classificação dos grupos, observamos 
que diferentes critérios de construção de classificação coexistem, 
com variações quanto ao uso de categorias taxonômicas, nomea-
ção dos vários grupos monofiléticos existentes etc.. No entanto, é 
preciso ficar claro que o problema de reconstrução filogenética dos 
organismos é diferente da questão do uso das filogenias para a clas-
sificação dos grupos. Grande parte das reconstruções filogenéticas 
não visa alterar as classificações existentes, mas de apenas conhecer 
as relações entre seus grupos e permitir compreender a evolução de 

características (moleculares, morfológicas, comportamentais etc.) 
ou de sua evolução espacial. Adiante, neste capítulo, são apresen-
tados os conceitos básicos usados em métodos de reconstrução fi-
logenética. Os algoritmos usados para obter as árvores filogenéticas 
serão discutidos a seguir, com ênfase especial na reconstrução de 
filogenias a partir de sequências de macromoléculas. 

12.3. Algoritmos de Reconstrução Filogenética

 A obtenção de uma árvore filogenética através de análises 
computacionais requer a escolha de algoritmos de reconstrução fi-
logenética. Existem dois grupos básicos de algoritmos para esse fim. 
No primeiro grupo, o princípio do método está embutido no próprio 
algoritmo que resulta em uma árvore final. No segundo, o princípio 
do método é o critério usado para a escolha da melhor árvore dentre 
um conjunto delas. Tradicionalmente, o primeiro grupo é mais fre-
quentemente aplicado em métodos de distância, enquanto os critérios 
de máxima parcimônia e máxima verossimilhança tradicionalmente 
utilizam algoritmos com base no segundo grupo de métodos.
 No caso do segundo grupo, os algoritmos de reconstrução 
farão a busca das árvores de acordo com o método de otimiza-
ção de caracteres escolhido. O conjunto de árvores pode conter 
todas as árvores possíveis (algoritmos exatos), caso em que o 
método necessariamente encontrará a árvore (ou as árvores) que 
satisfaça(m) o critério de otimização. Contudo, como foi mostrado 
anteriormente, para um número grande de táxons terminais, o 
tempo computacional requerido pode ser impraticável devido ao 
imenso conjunto de árvores possíveis. Uma alternativa é procurar 
uma árvore dentro de um subconjunto de árvores (algoritmos heu-
rísticos), gastando menos tempo computacional para a estimativa 
de uma árvore. Há o risco, no entanto, de não ser encontrada a 
melhor árvore segundo aquele critério. Ou seja, aplicando algorit-
mos heurísticos, o pesquisador deve ter em mente que pode estar 
lidando com uma árvore subótima para aquele critério escolhido. 
Por outro lado, foi demonstrado que algoritmos heurísticos, mais 
simples e mais rápidos, podem ser tão ou ainda mais eficientes do 
que algoritmos mais complexos (Russo et al., 1996; Takahashi e 
Nei, 2000; Criscuolo e Gascuel, 2008).

12.3.1. Algoritmos Exatos

Busca Exaustiva
 A busca exaustiva consiste em enumerar todas as possí-
veis árvores estritamente bifurcadas existentes para um grupo de 
OTUs. O algoritmo consiste em obter uma árvore não enraizada 
para três OTUs da amostra. Nesse caso, há apenas uma árvore 
não enraizada. A seguir, uma quarta OTU deve ser adicionada em 
todas as posições possíveis nessa árvore. Nessa situação, há três 
possíveis árvores não enraizadas indicando as relações estritamen-
te bifurcadas entre esses táxons. Repete-se esse procedimento até 
que todas as OTUs tenham sido incorporadas às árvores e, dessa 
maneira, todas as árvores possíveis para esse grupo tenham sido 
construídas (Swofford et al., 1996). A seguir, avalia-se, perante 
o critério escolhido, qual delas melhor representa a melhor oti-
mização do modelo evolutivo por um determinado critério. As 
chamadas árvores de máxima parcimônia são aquelas em que o 
número de passos é o critério para a escolha da árvore. Ou seja, 
a árvore escolhida será aquela que requer o menor número de 
substituições nucleotídicas, no caso de dados moleculares, para 
explicar perfeitamente o conjunto de dados. Uma dificuldade 
desse algoritmo é o número enorme de árvores não enraizadas 
potencialmente existentes para poucos táxons, aumentando imen-
samente o tempo computacional para completar a análise.
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Branch-and-bound
 Uma maneira de contornar o problema do tempo computa-
cional foi apresentada com o desenvolvimento de um algoritmo, 
também exato, denominado branch-and-bound (Hendy e Penny, 
1982). Em princípio, esse algoritmo é semelhante à busca exaus-
tiva, uma vez que todas as topologias candidatas à melhor árvore 
são testadas. No entanto, a diferença está em eliminar partes do 
conjunto de árvore que representam soluções subótimas. No caso 
da máxima parcimônia, eliminar-se-iam árvores com um número 
maior de passos e, no caso dos métodos de distâncias aditivas, as 
árvores com maior somatório dos quadrados dos desvios seriam 
eliminadas. Para simplificar, apenas o algoritmo para parcimônia 
será descrito a seguir.
 A eliminação de árvores subótimas é realizada da seguinte 
maneira: uma árvore inicial é construída com todos os táxons 
por um algoritmo heurístico. O número de passos dessa árvore 
é calculado e armazenado com o valor X. Em seguida, a partir 
de uma árvore-núcleo inicial com apenas três táxons, os demais 
táxons são incorporados a essa árvore-núcleo, um a um. A cada 
passo em que um táxon é incorporado à árvore, o número de 
passos é estimado e aquelas que apresentam valores maiores que 
X são descartadas. O processo descarta também todas as árvores 
resultantes daquela inicialmente rejeitada, porque a adição de 
mais táxons necessariamente aumenta o número de passos da 
árvore. A vantagem desse algoritmo é que ele permite ao pesqui-
sador reduzir o tempo gasto para encontrar a árvore que melhor 
se ajuste ao seu critério de otimização, diminuindo o número de 
árvores a serem analisadas. Entretanto, no caso de sequências em 
que há muito ruído filogenético (isto é, homoplasias, resultados 
de convergências ou paralelismos), ocorre o aumento do tempo 
computacional gasto para se chegar a uma estimativa, muitas 
vezes se igualando à própria busca exaustiva.

12.3.2. Algoritmos heurísticos

“Decomposição da politomia” (ou “decomposição da estrela”)
 O algoritmo de decomposição da politomia consiste em 
unir inicialmente todos os táxons em um único nó interno, forman-
do uma árvore totalmente politômica. O passo seguinte consiste 
em avaliar todas as árvores possíveis, onde cada par de táxons 
é considerado um táxon único. A árvore que apresentar a união 
entre dois táxons que otimize o critério escolhido será escolhida 
como a árvore inicial para o próximo passo. Assim, reduz-se em 
um o número de táxons a serem conectados ao nó interno central 
no passo seguinte. A seguir, a árvore eleita como a melhor no 
passo anterior é usada nesse processo de busca de formação de um 
novo grupo que otimize o critério adotado. Esses procedimentos 
são repetidos até que todos os táxons tenham sido conectados, o 
que gera uma árvore final completamente resolvida, ou seja, sem 
politomias (Swofford et al., 1996).

“Stepwise Addition”
 O algoritmo stepwise addition é bastante simples. Primeira-
mente, três táxons são escolhidos para compor uma árvore-núcleo. 
A seguir, um quarto táxon é unido a eles em todas as posições pos-
síveis e aquela que se apresentar a melhor árvore será considerada 
no passo seguinte. Então, um quinto táxon é adicionado à árvore 
anterior e, mais uma vez, os escores de todas as possíveis árvores 
bifurcadas são avaliados, sendo a melhor delas escolhida para o 
passo seguinte. Isso continua até que todos os táxons tenham sido 
inseridos e uma árvore tenha sido escolhida entre as possíveis 
árvores finais. Uma desvantagem desse algoritmo é que as três 
primeiras OTUs escolhidas da árvore-núcleo irão influenciar o 
subconjunto de árvores pesquisadas. Em outras palavras, o trio 

de táxons escolhidos para iniciar o processo cria um viés e pode 
levar a uma escolha que, na realidade, representa uma árvore 
subótima, que não seria escolhida se outros trios tivessem iniciado 
o processo (Swofford et al., 1996). Uma maneira de contornar esse 
problema é realizar a busca diversas vezes, escolhendo diferentes 
trios iniciais de OTUs a cada vez.

“Branch-swapping”
 Esse grupo de algoritmos foi desenvolvido para casos em 
que se analisa um grande número de táxons. Basicamente, esse 
algoritmo promove rearranjos em uma dada árvore inicial e a 
melhor árvore entre todas as construídas é a escolhida. Existem 
três formas de rearranjar a árvore inicial (para maiores detalhes, 
ver Nei e Kumar, 2000). Na primeira forma, denominada “poda 
e enxerto de subárvores”, uma parte da árvore é selecionada, cor-
tada e inserida em diferentes posições da árvore restante. A cada 
inserção, o critério é usado e é armazenada a melhor árvore até 
então. Na segunda maneira, denominada “bissecção de árvore”, 
a árvore é quebrada em duas subárvores. As duas subárvores são 
unidas por um par de ramos diferentes dos originais. O proce-
dimento também é repetido, até que todos os pares possíveis de 
ramos dessas duas subárvores sejam unidos e a melhor árvore seja 
definida (Swofford et al., 1996). Na terceira maneira, denominada 
“troca de vizinhos mais próximos” (do inglês, nearest neighbor 
interchange), OTUs que aparecem separadas por apenas um ramo 
interno são trocadas de lugar e, a cada troca, o critério do método é 
usado, escolhendo-se no final a melhor das árvores reconstruídas.
 Essa última maneira pode apresentar uma pequena mo-
dificação, chamada de troca de vizinhos próximos (do inglês, 
closest neighbor interchange), quando as OTUs trocadas de lu-
gar podem estar separadas por um ou dois ramos internos. Mais 
especificamente, o algoritmo busca, entre as árvores próximas 
da temporária, aquelas que apresentem uma distância topológica 
de 2 ou 4. A distância topológica é, para árvores completamente 
resolvidas (bifurcadas), duas vezes o número de ramos internos 
que separam o conjunto de OTUs em dois subconjuntos diferentes 
(Robinson e Foulds, 1981; Penny e Hendy, 1985).

“Busca Min-Mini”
 O algoritmo heurístico de min-mini foi desenvolvido por 
Kumar et al. (1993; veja também Nei e Kumar, 2000) para a busca 
de árvores com máxima parcimônia. Nesse algoritmo, muitas 
árvores que possuem baixa probabilidade de serem as árvores de 
máxima parcimônia são eliminadas do cálculo do comprimento da 
árvore, diminuindo sensivelmente o tempo computacional gasto. 
Entretanto, a árvore final, como nos outros métodos heurísticos, 
pode não ser a árvore de máxima parcimônia. Uma outra vanta-
gem desse critério de busca é que o pesquisador pode especificar 
um fator de busca que vai controlar sua extensão. Um valor mais 
alto nesse fator determina que um número maior de árvores será 
examinado e, portanto, que a busca irá demorar mais.

12.4. Árvores de Sequências Macromoleculares

 O uso original do princípio da parcimônia na proposição de 
explicações para fatos data do século XVI, conhecido inicialmente 
como a “navalha de Ockham” (Ockham’s razor, em inglês). Foi 
formulado pelo filósofo inglês William de Ockham. O princípio 
pode ser assim entendido: se existem diversas explicações para 
uma determinada observação, é adotada a mais simples, ou seja, 
a que requer o menor número de pressupostos. Esse princípio 
é amplamente empregado na ciência com o objetivo de evitar 
conjuntos infinitos de pressupostos adicionais para explicar um 
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determinado conjunto de observações.
 O emprego do princípio de parcimônia para a inferência 
de filogenias com dados de sequências macromoleculares é 
geralmente encarado como uma consequência direta do uso da 
metodologia criada por Willi Hennig para esse tipo de dados. 
Historicamente, no entanto, o desenvolvimento não foi exatamente 
assim.
 A primeira tentativa de usar dados citogenéticos para a 
reconstrução de uma filogenia com o emprego do conceito de 
parcimônia aconteceu em 1936, quando Sturtevant e Dobzhansky 
propuseram uma genealogia de populações baseada nas inver-
sões presentes nos cromossomos 3 de Drosophila (Figura 12.3). 
Nesse caso, existem outras sequências de eventos de inversão 
cromossômica que poderiam transformar o padrão “Arrowhead” 
em “Chiricahua II”. Formalmente, pode ser demonstrado que as 
maneiras possíveis seriam infinitas. Empregando-se o princípio 
de máxima parcimônia, no entanto, contorna-se essa armadilha 
lógica. Evidentemente, essa aplicação do critério de máxima par-
cimônia pode ser considerada como a primeira a ter sido utilizada 
com “dados moleculares” somente se considerarmos um cromos-
somo como uma molécula, algo aceitável no nível do DNA, mas 
tecnicamente incorreto, pois os cromossomos também incluem 
as proteínas associadas. Além disso, o método de reconstrução 
filogenética foi empregado por esses autores em populações de 
uma mesma espécie, onde é natural se imaginar que os ancestrais 
continuam presentes.
 Um dos primeiros registros que se tem do emprego ex-
plícito do princípio de máxima parcimônia para a proposta de 
filogenias de sequências macromoleculares foi realizado por 
Eck e Dayhoff, em 1966. Esses autores conheciam o trabalho de 
Zuckerkandl e Pauling (1962), que propunha a reconstrução de 
filogenias a partir de sequências de aminoácidos com o emprego 
de uma matriz de distâncias (veja o Capítulo 7). Eck e Dayhoff 
utilizaram, além do emprego das matrizes de distâncias, um 
algoritmo semelhante ao stepwise addition, descrito acima, para 
a escolha da árvore que comportava o menor número de passos 
(“mutações”, segundo os autores). O algoritmo incluía a inferência 
das sequências ancestrais, salientando que a busca exaustiva era 
inviável na época.
 De forma independente, segundo Edwards (1996), Cavalli-
Sforza e Edwards, em 1963, propuseram o método por eles de-
nominado de evolução mínima, mas dentro de uma perspectiva 
probabilística. Camin e Sokal (1965), conhecendo o trabalho de 
Hennig, foram os primeiros que usaram o termo “parcimônia” 
para um método de reconstrução de filogenias para caracteres 
discretos. O termo “parcimônia” vem sendo, então, empregado 

com significados distintos pelas razões de natureza histórica 
comentadas acima. Parcimônia é um princípio filosófico, como 
destacado por Sober (1988), mas também um método de inferência 
filogenética que emprega um princípio homônimo (Camin e Sokal, 
1965), que pode ser entendido como um método probabilístico 
através de uma simplificação de natureza estatística, que implica 
um modelo de evolução (Farris, 1973; Felsenstein, 1973).
 Em uma primeira abordagem, pode-se considerar que os 
dados relativos às sequências de macromoléculas são apenas mais 
um conjunto de caracteres, como quaisquer outros (caracteres 
morfológicos, ecológicos, comportamentais, fisiológicos etc.). 
Vários autores defendem esse ponto de vista na atualidade, en-
quanto outros consideram que é importante que um tratamento 
diferencial seja aplicado a dados que consistem de sequências de 
macromoléculas (para discussões sobre esse assunto, consulte de 
Queiroz et al., 1995; Brower et al., 1996). Apresentaremos aqui 
alguns pontos relativos a essa discussão.
 Qualquer caráter precisa ser herdável para ter significa-
do evolutivo. Sob esse prisma, devemos descartar, portanto, a 
variação que resulta da atuação do ambiente na formação do 
fenótipo. Isso significa que, de um ponto de vista reducionista, a 
variabilidade de um caráter estará sendo determinada por alguma 
variação no nível da sequência de nucleotídeos do genoma. No 
entanto, com raras exceções, essa relação não é tão simples. To-
mando o caso de características morfológicas como um exemplo, 
a atuação do genoma dá-se pelos genes que se manifestam durante 
o desenvolvimento de acordo com o controle de transcrição de 
genes específicos para grupos de células ou tecidos. Atualmente, 
várias abordagens experimentais têm sido utilizadas para verificar 
a importância da atuação de sequências de DNA específicas no 
desenvolvimento de estruturas (veja Capítulo 11). Os resultados 
estão muito longe de apontar o papel de nucleotídeos específicos 
para os caracteres utilizados em abordagens não moleculares. 
Revisões críticas sobre as implicações do estudo da genética no 
desenvolvimento da evolução podem ser encontradas em Lewon-
tin (2000), Oyama (2000) e Keller (2001), onde se alerta contra 
pressupostos simplistas ou excessivamente reducionistas.
 Durante a década de 1970, a genética de populações 
passou a ser fortemente integrada com a biologia molecular na 
análise dos fenômenos de evolução, em especial com relação aos 
resultados obtidos na comparação de macromoléculas homólogas 
de vários grupos de organismos e a presença de polimorfismos 
moleculares. O geneticista de populações Motoo Kimura, junto 
com sua discípula Tomoko Ohta, propôs, em 1971, que esses dois 
fenômenos estão ligados pelos processos de mutações neutras e 
deriva genética, dentro da formulação do que foi chamado de 
“teoria neutralista da evolução molecular” (veja o Capítulo 7). 
Embora na biologia evolutiva seja comum o emprego de hipóteses 
com os pressupostos reducionistas embutidos (como a existência 
de um “gene para o altruísmo”, premissa utilizada em alguns 
modelos de sociobiologia, como aventado por Dawkins, 1976), a 
maioria das características fenotípicas, não pode ser abordado da 
maneira como são, por exemplo, os polimorfismos de nucleotídeos 
simples (veja o Capítulo 19).
 Conforme visto no Capítulo 10, apenas uma parcela redu-
zida do genoma de vários organismos tem função que pode ser 
atribuída diretamente a algum componente do fenótipo. Mesmo 
na fração do genoma que reconhecidamente contribui para as 
características fenotípicas, parte da variação ou das substituições 
observadas em sequências homólogas de diferentes organismos 
evolui sob as leis da evolução neutra (veja o Capítulo 7). Assim, 
se considerarmos que a grande maioria da variação observada no 
nível de sequência de macromoléculas resulta dos processos de 
mutações aleatórias (veja, no entanto, o Capítulo 7) e de deriva 

Figura 12.3. Relação entre inversões cromossômicas encontra-
das em Drosophila pseudoobscura. Modificado de Sturtevant e 
Dobzhansky (1936).
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genética, não estaremos incorrendo em risco de fazer uma pre-
missa errada.
 Se levarmos em conta, portanto, as considerações acima, 
tratando as filogenias moleculares, diferentemente do que tratam 
as filogenias obtidas através da análise de outros tipos de carac-
teres, alguns procedimentos deverão ser observados.

12.5. Definição do Método de Máxima Parcimônia

 O método da máxima parcimônia é muito simples em sua 
concepção. Sob uma perspectiva probabilística, ele se baseia em 
um modelo de evolução (implícito) onde uma mudança é mais 
provável do que duas. Ou seja, trata substituições independen-
tes gerando o mesmo resultado como um evento relativamente 
raro. Para ilustrar esse princípio, utilizaremos três organismos: 
rato, lagarto e peixe (Figura 12.4). Em cada uma das possíveis 
topologias (A, B e C), o aparecimento de pulmão está indicado 
por um traço nos ramos onde esse evento ocorreu. Nesse caso, 
seguindo o princípio de máxima parcimônia, a topologia A seria 
a escolhida, pois as demais topologias apresentam duas mudanças 
(aparecimento de pulmão), enquanto que a topologia A precisa 
assumir apenas uma mudança. Diz-se, então, que a topologia A 
representa a árvore mais parcimoniosa porque requer o menor 
número de mudanças para explicar o caráter “pulmão”.
 Na reconstrução filogenética pelo critério da máxima par-
cimônia, os sítios informativos merecem uma atenção especial. 
Isso porque nem toda a variabilidade das sequências é útil para 
o método de máxima parcimônia, pois aqueles que apresentarem 
variação em uma única sequência adicionarão um passo para 
qualquer uma das árvores consideradas. Uma regra básica é que 
a variabilidade das sequências deve dividir as OTUs em pelo 
menos dois grupos, de modo que cada um tenha no mínimo de 
dois representantes. Por exemplo, na Figura 12.5a, onde estão 
representadas quatro sequências de DNA hipotéticas, o sítio 2, que 
possui o padrão A, G, G e G em um grupo de quatro táxons (1, 
2, 3 e 4), nessa ordem, não é informativo, já que todas as árvores 
possíveis requerem igualmente apenas uma substituição para 
explicá-lo perfeitamente (Fig. 12.5b). Da mesma forma, o padrão 
G, C, A e A, do sítio 3, também não é informativo, já que todas 
as árvores possíveis requerem duas substituições. Por outro lado, 
o sítio 5 (G, G, A e A) é informativo, já que a árvore (topologia 
I) que agrupa a OTU 1 com a 3 requer apenas uma substituição 
para explicar perfeitamente esses dados, enquanto que as outras 
duas árvores possíveis (agrupando 1 com 3 ou 1 com 4) requerem 
no mínimo duas substituições para explicar o mesmo conjunto de 
dados.
 A análise inicia-se, portanto, com a seleção dos sítios 
informativos. Em seguida, o número de substituições em cada 
sítio informativo é inferido para cada uma das árvores possíveis 
e o total de substituições para cada uma das árvores possíveis é 
calculado. A árvore que requer o menor número de mudanças 
(menor comprimento) é selecionada como a mais parcimoniosa. 

Alternativamente, mais de uma árvore pode apresentar o mesmo 
comprimento e todas as árvores mais parcimoniosas com compri-
mento igual deverão ser consideradas na interpretação final dos 
resultados.
 Na inferência de filogenias moleculares, um grupo externo 
também pode ser utilizado para enraizar a árvore. No entanto, a 
polarização dos caracteres tem relativamente pouca importância 
nesse caso. Isso acontece porque, no caso do modelo neutro de 
evolução, a pressuposição de um estado plesiomórfico “G” em 
contraposição a um estado apomórfico “T”, por exemplo, seria 
no mínimo arriscada, uma vez que isso implicaria a ausência de 
evolução nesse sítio a partir do ancestral comum até os represen-
tantes atuais dos grupos internos e externos. O estabelecimento 
de estados intermediários com relação a nucleotídeos de um de-
terminado sítio (A para G, por exemplo) não abrange passagem 
obrigatória pelos outros estados (C ou T). Por outro lado, no 
caso de sequências que codificam para aminoácidos, é possível 
realizar a ordenação dos caracteres (veja Araújo, 1997). Por 
exemplo, três espécies de pererecas do gênero Hyla possuem em 
uma posição homóloga de um determinado gene os códons GAG 
(ácido glutâmico), GTG (valina) e CTG (leucina). Nesse caso, 
adotando o critério de máxima parcimônia, podemos assumir que 
a transformação tenha ocorrido em uma das seguintes direções: 
GAG →	GTG → CTG ou CTG → GTG → GAG, já que ambas 
requerem apenas uma substituição nucleotídica a cada um dos 
passos.
 Uma observação útil aqui é que, evidentemente, a evolução, 
em algumas situações, pode resultar em “árvores mais longas”—
ou seja, a questão das árvores serem mais curtas é probabilística, 
não uma proibição à natureza. 

12.6. Variantes do Método

 Embora haja uma base lógica robusta subjacente ao con-
ceito de máxima parcimônia, sua aplicação a diversas situações 
evolutivas não é imediata, e o método de máxima parcimônia 
tem sido ajustado para aplicar a questões particulares ligadas à 
evolução molecular. Nesta seção, discutiremos algumas das mo-

Figura 12.4A-C. Diferentes topologias possíveis relacionando 
rato, lagarto e peixe. Os traços perpendiculares aos ramos re-
presentam, em cada topologia, o nível em que teria aparecido o 
pulmão.

Figura 12.5. Sequências hipotéticas e suas reconstruções pos-
síveis obtidas por máxima parcimônia: (a) matriz de dados; (b) 
possíveis árvores mais parcimoniosas não enraizadas obtidas da 
análise independente de dois sítios. ● - eventos de substituições 
ocorridas. Os dois nucleotídeos dos nós internos representam 
uma das possíveis reconstruções; por exemplo, na árvore III 
do sítio 5, poderia haver Gs no lugar de As nos nós internos e, 
mesmo assim, o número de substituições seria mantido. Modifi-
cado de Li (1997).
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dificações mais utilizadas na literatura. Aqui vale a pena alertar 
o leitor de que a questão da pesagem de caracteres (assim como 
tantas outras) ainda se encontra em plena discussão, pois é com-
plexa e tem sido criticada por alguns autores (como Lake, 1987; 
Jin e Nei, 1990; Rognes, 1999; Broughton et al., 2000). O uso 
dos pesos em muitos casos pode ser arbitrário e, portanto, com 
pouca ou nenhuma base lógica ou biológica. Por esse motivo, o 
emprego de pesos deve ser feito com extrema cautela.
 Uma das principais maneiras de pesar os caracteres é pesar 
transições e transversões diferencialmente. Os quatro nucleotíde-
os, unidades do DNA, podem ser classificados em duas classes: 
purinas ou pirimidinas. As purinas (A e G) possuem dois anéis 
de carbono-nitrogênio em sua estrutura e as pirimidinas (C e T) 
possuem apenas um anel. O emparelhamento das bases na dupla 
hélice é estruturado de forma que uma purina sempre está ligada por 
pontes de hidrogênio a uma pirimidina, tendo o DNA uma largura 
interna sempre equivalente a três anéis por toda sua extensão.
 Um dos fenômenos encontrados no nível dos nucleotí-
deos envolve as diferenças nas frequências de substituições dos 
tipos transição e transversão. Geralmente, as transições (purina 
↔ purina ou pirimidina ↔ pirimidina) são mais comuns que as 
transversões (purinas ↔ pirimidinas). Isso acontece porque uma 
transversão gera uma distorção de largura na molécula de DNA e 
a probabilidade de o sistema de reparo da célula atuar neste tipo 
de mutação é muito maior que no caso de uma transição. 
 As transições, com isso, podem chegar a um ponto no 
qual elas deixam de ser informativas devido à saturação, trazendo 
apenas ruído aos dados, especialmente com baixa amostragem 
taxonômica. Por esse motivo, alguns autores sugerem não consi-
derar as transições em seus estudos. Essa situação é denominada 
de parcimônia de transversão, na qual se atribui peso zero para 
substituições dentro de cada uma das classes de nucleotídeos e, 
portanto, somente são levadas em conta as mudanças entre as 
classes (Swofford et al, 1996).
 Outros pesquisadores não ignoram totalmente as transi-
ções, pois essas mudanças podem ser informativas nas compa-
rações entre grupos próximos. Nesse caso, é dado mais peso às 
transversões em relação às transições. No caso da pesagem de 
transições e transversões, não há regras estabelecidas para atri-
buir os pesos para cada um desses tipos de evento. No entanto, 
como vários autores utilizam tal recurso, vamos mostrar como a 
pesagem destas substituições pode ser feita.
 O peso a ser dado para as transições e transversões pode 
ser extraído a partir dos próprios dados a serem analisados. Por 
exemplo, dadas duas sequências (Figura 12.6a), podemos observar 
que a frequência de ocorrência de transições é cinco vezes maior 
do que a de transversões. Portanto, na matriz de pesos (Figura 
12.6b), assume-se que as transversões são cinco vezes “mais 
importantes” do que as transições.
 Outra maneira de diferenciar os tipos de caracteres é rea-
lizada pela pesagem sucessiva (no inglês, weighted parsimony). 
Por essa estratégia, uma análise de congruência entre os caracteres 
é realizada e aos dados mais congruentes entre si (ou seja, como 
evidenciado pela incongruência interna entre esse conjunto de ca-
racteres, supostamente menos homoplásticos) são atribuídos pesos 
maiores. Esse procedimento é repetido sucessivamente até que os 
valores de pesos se tornem constantes (uma revisão do princípio 
pode ser encontrada em Meyer, 1997; veja também Rognes, 1999). 
Nesse caso, um risco do método é o efeito da análise inicial, que 
se propaga nas análises posteriores, que teoricamente implica a 
subrepresentação relativa de parte dos dados.
 Outro fenômeno encontrado em estudos evolutivos mole-
culares é a heterogeneidade das taxas de evolução. Por exemplo, 
como já visto no Capítulo 7, o código genético é degenerado e, 

com isso, as mudanças na terceira base do códon nem sempre 
têm como consequência a troca de aminoácido. Como a pressão 
seletiva nas regiões codificadoras do genoma é mais acentuada 
no nível da sequência de aminoácidos, a 3a base do códon é a 
que apresenta menores restrições evolutivas, dado o padrão de 
degeneração de códons do código genético. Consequentemente, 
espera-se que a 3a base será a mais saturada de substituições 
(considere, no entanto, o viés de utilização de códons, abordado 
no Capítulo 7, para certas sequências, especialmente aquelas mais 
expressas). Por isso, é possível dar mais peso às 1as e 2as bases 
(esse peso podendo ser maior para uma delas) ou simplesmente 
ignorar totalmente os dados da 3as base, embora, se há amostragem 
taxonômica suficiente para evitar a saturação, isso implique em 
perda de informação.
 Além disso, pode ser dado peso maior a certas regiões da 
sequência que sejam mais informativas. Por exemplo, no caso de 
uma proteína estrutural transmembrânica, que possui domínios 
que atravessam uma membrana (mitocondrial, por exemplo) e 
outros domínios que formam alças para fora dela, as regiões 
intramembranosas serão mais conservadas, pois delas depende o 
ancoramento da proteína como um todo, ao contrário das regiões 
de alças, que teriam maior “flexibilidade” frente a mutações, sem 
prejudicar o bom funcionamento da proteína. As diferenças nas 
restrições evolutivas no nível da estrutura da proteína se refletem 
na quantidade de variação apresentada no nível da sequência de 
nucleotídeos que a codificam.
 Finalmente, cabe lembrar que a parcimônia estrita em sua 
versão tradicional também pode ser encarada como uma forma de 
pesagem: todos os caracteres são a priori definidos como tendo 
peso 1, o que também não deixa de corresponder a uma decisão 
sobre pesagem. Isso significa que as discussão metodológica 
relativa a pesagem não são de simplesmente haver pesagem ou 
não, pois a parcimônia estrita também é uma forma de pesagem. 
A questão, portanto, é qual conceito de pesagem, uniforme ou 
diferencial, é mais adequado para tratar os dados de maneira a 
obter como resultados reconstruções confiáveis, dentre as milhões 
ou bilhões de topologias alternativas, para representar a filogenia 
verdadeira dos grupos.
 Essas variações do método de parcimônia (pesagens de 
caracteres) podem ser utilizadas no programa PAUP* (Swofford, 
1999). Esse programa permite introduzir uma matriz de pesos 
como a da Figura 12.6b ou ainda definir pesos específicos para 
posições do códon (no caso de genes codificadores) ou regiões 
específicas da sequência (como domínios protéicos transmemb-
rânicos e domínios não transmembrânicos).
 Alternativamente, a análise de topologias envolvendo 
quatro sequências de nucleotídeos pode ser realizada pelo 

Figura 12.6. (a) Exemplo de duas sequências hipotéticas mos-
trando transições em negrito itálico e transversão sublinhada. 
(b) Matriz de pesos para transições e transversões baseadas nas 
sequências hipotéticas.
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método de invariantes de Lake (Lake’s Method of Invariants). 
Esse método foi sugerido por Lake (1987), que o denominou de 
parcimônia evolutiva, embora não seja baseado em princípios de 
parcimônia (Li, 1997). Tal método assume que as substituições 
em um determinado sítio são independentes, os tipos de trans-
versões são igualmente prováveis (por exemplo, A pode sofrer 
mudança para T ou C com igual probabilidade) e inserções e 
deleções podem ser ignoradas. Nesse caso, transversões para-
lelas em dois ramos produzem igual número de nucleotídeos do 
tipo 1 e do tipo 2. Por exemplo, na Figura 12.7, as transversões 
paralelas do tipo 1 são as que geram o mesmo nucleotídeo (por 
exemplo, A → C na OTU 1, e C → A na OTU 4) e as do tipo 2 
resultam em nucleotídeos diferentes (por exemplo, A → C na 
OTU 1, e C → G na OTU 4). Com isso, o efeito dessas trans-
versões pode ser cancelado com a subtração dos eventos do tipo 
2 dentre os do tipo 1, reduzindo as homoplasias. Entretanto, 
esse método mostrou-se ineficiente na recuperação da filogenia 
verdadeira quando existem diferenças nas taxas de transversões 
ou quando a taxa de substituição não varia com os ramos (Jin e 
Nei, 1990).

 
12.7. Vantagens e Desvantagens dos Métodos que Envolvem 
a Máxima Parcimônia

 A grande vantagem do método de máxima parcimônia em 
relação a outros métodos de inferência filogenética é que ele tem 
um conceito subjacente muito simples, ou seja, sua maneira de 
interpretar os eventos pode ser facilmente compreendida. De um 
modo bastante simplificado, o método da máxima parcimônia 

escolhe o caminho “menos tortuoso”, ou seja, aquele que exige de 
um menor número de pressupostos sobre eventos independentes 
na evolução de um grupo. Seu princípio fundamental está na 
idéia de que os eventos de substituições independentes gerando 
condições finais iguais devem ser visto como menos prováveis 
e, portanto, devem ser minimizados.
 Tanto em estudos com dados moleculares como com ca-
racteres morfológicos, quando o conjunto de dados apresenta uma 
quantidade de homoplasias grande relativamente à quantidade de 
sítios informativos, a abordagem com máxima parcimônia pode 
incorrer em erros (Jin e Nei, 1990; Takezaki e Nei, 1994; Tateno 
et al., 1994; Nei et al., 2000).
 Consideremos um exemplo no qual supomos a priori uma 
topologia decorrente de taxas de evolução heterogêneas de alguns 
ramos periféricos. Esse evento pode ser visualizado na Figura 
12.8, onde a taxa de evolução nos ramos periféricos levando aos 
táxons 1 e 4 é muito mais elevada que nos demais ramos. Devido 
a essa grande diferença, os demais ramos são tão curtos a ponto 
de os táxons 2 e 3 quase não apresentarem diferenças. Por essa 
razão, os táxons 2 e 3 são incorretamente agrupados pelo critério 
de máxima parcimônia e os dois ramos longos tendem a perma-
necer juntos, independentemente da filogenia real. Nesse caso, 
quanto maior o comprimento da sequência usada, maior será 
o suporte estatístico equivocado desse grupamento inexistente 
na natureza. Esse problema é chamado de “atração de ramos 
longos” (em inglês, long branch attraction, LBA), mostrando 
uma situação onde o emprego do critério de máxima parcimônia 
produz consistentemente interpretações errôneas. Para contornar 
esse problema, é possível adicionar OTUs cujos ramos se liguem 
a esses ramos maiores, subdividindo-os (Swofford et al., 1996), 
ou seja, aumentando a amostragem taxonômica. Nesse caso, 
é necessário que existam essas OTUs (há alguns clados com 
pouquíssimas espécies conhecidas) e que seus dados estejam 
disponíveis ou possam ser coletados para a análise.Podemos 
ainda limitar as análises aos caracteres mais conservados (menos 
homoplásticos) das sequências. Outra alternativa seria escolher 
um gene (ou segmento de gene) com menos variação para análise 
(ver Capítulo 16).
 Quando os caracteres utilizados não apresentam muitas 
homoplasias (ou seja, quando a divergência entre os táxons estu-
dados é pequena), no entanto, é possível obter filogenias corretas 
e com suporte estatístico alto (e.g., Russo et al., 1996; Takahashi 
e Nei, 2000). Nesses casos, os modelos estatísticos que lidam 
com homoplasias podem se ajustar melhor a dados de sequências 
de macromoléculas que a outros tipos de dados, uma vez que os 
primeiros podem ser mais previsíveis evolutivamente sob certas 
condições (sequências de cópias únicas com evolução neutra ou 
com restrição funcional reduzida, não relacionadas a transposição, 
com ausência de “pontos quentes” mutacionais em populações 
com tamanho relativamente estável).
 O método de parcimônia estrita também não considera a 
heterogeneidade da taxa de substituição entre determinados sítios 

Figura 12.7. Efeitos de substituições de nucleotídeos em 
diferentes variantes do método de parcimônia. Uma transversão 
informativa no ramo interno resulta em árvores corretas na análise 
com três variantes de parcimônia. Duas transversões paralelas 
(tipo 1) resultam em árvores incorretas com as três variantes. 
Duas transversões gerando dois nucleotídeos diferentes (tipo 2) 
não são informativas na parcimônia tradicional; a parcimônia de 
transversão gera a árvore incorreta e a parcimônia evolutiva estima 
as substituições múltiplas nos ramos periféricos, diminuindo o 
suporte da árvore incorreta (modificado de Swofford et al., 1996).

Figura 12.8. Topologia hipotética de quatro táxons contendo dois 
ramos periféricos muito longos e os demais ramos muito curtos: 
(a) topologia que corretamente representa a evolução do grupo; 
(b) topologia mais parcimoniosa, que representa incorretamente 
a evolução do grupo (modificado de Swofford et al., 1996).
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(mesmo dentro de uma mesma sequência, é possível ter regiões 
mais variáveis), de uma maneira semelhante ao que acontece nos 
nucleotídeos correspondentes às bases degeneradas dos códons, 
conforme visto anteriormente. Um problema de natureza prática 
que ocorre com o emprego do critério de máxima parcimônia é 
que, para muitas sequências, o número de filogenias possíveis 
(Tabela 12.1) pode ser muito grande, ou seja, pode ser um método 
com grande demanda computacional. Entretanto, esse problema 
diminui relativamente com a disponibilidade de computadores 
mais eficientes.
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Capítulo 13
Reconstrução filogenética: Métodos geométricos
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“E as dúbias sombras tomavam forma (...) e as linhas desenhavam-se nítidas, e 
tudo se ia esclarecendo e tudo se aclarava (...)” (Aluísio de Azevedo, O cortiço)

13.1. Introdução

 Sequências alinhadas de nucleotídeos ou de aminoácidos 
podem ser comparadas quantitativamente através de vários mo-
delos, que refletem sua semelhança entre os resíduos comparados. 
Em sequências homólogas, ou seja, quando se trata de trechos de 
DNA herdados de um ancestral comum, as diferenças entre elas 
originaram-se a partir de mutações (substituições) que ocorreram 
em linhagens que se diversificaram a partir de seu ancestral co-
mum exclusivo. A quantificação dessas diferenças—que pode ser 
expressa na forma de valores ou distâncias—pode ser utilizada 
para a inferência de filogenias. Os algoritmos de reconstrução 
filogenética que utilizam essas medidas são conhecidos coleti-
vamente como métodos de distância. Enquanto os métodos de 
distância reduzem a variação entre cada duas sequências a uma 
única medida de distância entre elas e trabalham com essas dis-
tâncias na estimativa da árvore final, os métodos baseados em ca-
racteres discretos analisam cada sítio separadamente e constroem 
a árvore final diretamente a partir dos próprios caracteres. Tais 
algoritmos não utilizam a matriz de distância, mas reconstroem 
a árvore filogenética diretamente a partir dos dados (Nei, 1987; 
Felsenstein, 2004), do mesmo modo que os métodos baseados 
em máxima parcimônia, verossimilhança e análise bayesiana (ver 
outros capítulos deste livro). 
 Neste capítulo, forneceremos uma breve descrição desses 
algoritmos com base em distância e a aplicação dos métodos de 
distância em reconstrução filogenética.

13.2. Modelos de Substituição

 Nos métodos que utilizam distância para reconstrução 
filogenética, duas etapas são necessárias: o cálculo da distância 
propriamente dita e a construção da topologia. O cálculo da 
distância é feito como uma estimativa par a par do número de 
substituições ocorridas em cada um das sequências desde a diver-
gência da sequência ancestral que deu origem às duas sequências 

comparadas. Assim, uma distância de 0,10 significa que 10% 
dos resíduos mudaram numa ou na outra sequência comparada. 
Vamos primeiro discutir os diferentes tipos de distância mais 
usados na literatura, para, em seguida, considerar os algoritmos 
de reconstrução filogenética usados na matriz de distância para a 
recuperação da topologia e a estimativa dos tamanhos de ramos.

Distância p
 Uma das abordagens mais simples, a distância p, é mera-
mente a proporção de posições em que as duas sequências diferem, 
ou seja,

   p = np/n,        (1)

onde np é o número de nucleotídeos ou aminoácidos diferentes 
entre duas sequências e n é o número total de nucleotídeos ou 
aminoácidos comparados, respectivamente. Sua variância é ra-
zoavelmente simples e pode ser estimada pela fórmula 

            V(p) = p(1 - p)/n.     (2)

 Apesar de essa distância não levar em consideração substi-
tuições múltiplas (ver a próxima seção), ela ainda é eficaz quando a 
distância média entre as espécies é menor do que 0,20 (Nei, 1991). 
Na verdade, na faixa de 0 a 0,20, não existe muita diferença na 
média da distância estimada pelos diferentes métodos para cálculo 
da distância. Portanto, a mais recomendada, nesse caso, seria a p, 
já que sua variância é menor (Nei, 1987, 1991; Russo, 1997). 
 Além da taxa de substituição, outro ponto que poderá in-
fluenciar a eficiência da distância p na recuperação da topologia 
correta é a constância das taxas de evolução entre as linhagens. 
Nesse momento, torna-se necessário definir a consistência de mé-
todos de análise filogenética. Um método é chamado consistente 
se, baseado em um número infinito de dados (isto é, erro amostral 
equivalente a zero), ele recupera a árvore correta. A distância p 
é uma distância consistente, ou seja, eficiente na recuperação da 
topologia correta se as sequências estiverem evoluindo a uma 
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taxa constante (isto é, segundo o relógio molecular) e se a taxa de 
substituição for baixa. Nesse caso, estamos falando de topologias 
e não de árvores filogenéticas propriamente ditas (topologia e 
comprimento de ramos), já que os tamanhos de ramos estarão 
necessariamente sendo subestimados caso a taxa de substituição 
seja alta, independentemente do relógio molecular estar atuando 
ou não. Portanto, a distância p irá produzir árvores filogenéticas 
erradas com alto suporte estatístico se as taxas de substituição 
estiverem variando entre as linhagens (Tajima e Takezaki, 1994; 
Rzhetsky e Sitnikova, 1996).

Distância de Jukes-Cantor (Jukes e Cantor, 1969)
 Quando comparamos genes que possuem taxa de subs-
tituição um pouco maior que a ideal para aquele determinado 
problema filogenético (ver Capítulo 16), a distância p torna-se 
uma subestimativa grave da distância real entre as sequências. Isso 
significa que a linearidade do gráfico distância p versus tempo 
só funciona para os estágios iniciais de divergência (Sullivan e 
Joyce, 2005). A partir desse estágio inicial de divergência, que 
varia de acordo com a molécula estudada, mutações reversas, 
paralelas e múltiplas se acumulam, mascarando o número real de 
substituições ocorridas desde o ancestral comum, subestimando 
o número de substituições. 
 Por exemplo, na Tabela 13.1, podemos observar a sequên-
cia hipotética ancestral (0) e duas sequências atuais derivadas da 
ancestral (1 e 2). Nos seis sítios ilustrados nessa tabela, podemos 
notar uma grande diferença entre o número observável de subs-
tituições (3, quando comparamos apenas as sequências recentes) 
e o número real de substituições (8, quando comparamos as duas 
sequências recentes com a ancestral) e notamos que alguns sítios 
sofreram mais de uma substituição. Portanto, geralmente temos uma 
subestimativa do número real de substituições. Verificando cada 
sítio exclusivamente, não é possível saber se o número observável 
de substituições está gravemente subestimado. Entretanto, quando 
comparamos a sequência inteira do gene, podemos, a partir do 
alinhamento, ter uma idéia da variabilidade da região sequencia-
da. Por exemplo, no caso das sequências apresentadas na tabela, 
50% dos sítios apresentam substituições observáveis entre as duas 
sequências, porcentagem que, em si, já é um indicativo forte de 
que o número de substituições deve estar subestimado. De uma 
maneira geral, se a distância p para toda a região for muito grande 
(> 0,20), devemos necessariamente corrigi-la com um modelo de 
substituição que leve em consideração substituições múltiplas. 
 Para contornar esse problema, Jukes e Cantor desenvolve-
ram um modelo baseado na distribuição de Poisson, que leva em 
consideração substituições múltiplas, e a distância, nesse caso, é 
dada pela fórmula 

d = - 3/4 loge(1 - 4/3p),           (3)

com variância 

V(d) = p(1 - p)/[(1 - 4/3p)2n],      (4)

onde p é estimado pela fórmula (1). A distância de Jukes-Cantor 
torna-se incalculável (infinita) quando p é maior do que 0,75, já 
que isto faz com que o termo logarítmico da fórmula (3) fique 

negativo. Tajima (1993) desenvolveu um algoritmo de correção 
que podemos aplicar ao modelo Jukes-Cantor e evitar que o termo 
logarítmico fique negativo. No entanto, note que um p de 0,75 
significa que apenas 25% dos sítios não apresentaram substitui-
ções observáveis, ou seja, o número real de substituições seria 
seguramente maior do que 1 (mais de uma substituição por sítio, 
na média), o que nos levaria a questionar o próprio alinhamento 
das sequências. Em uma situação como essa, seria mais apropriado 
procurar regiões genômicas mais conservadas para estudar as 
relações filogenéticas do grupo em questão.
 Para sequências de aminoácidos, essa distância é equiva-
lente ao que chamamos de distância de Poisson. A distância, nesse 
caso, pode ser estimada pela fórmula

 d= -	(19/20)loge(1 - 20p/19), 

ou simplesmente 

d = - loge(1 - p),               (5)

com variância 
V(d) = p/[(1 - p)n].     (6)

 Essa distância é baseada em um modelo de substituição 
onde cada base ou aminoácido tem a mesma probabilidade de 
substituir qualquer outra base ou aminoácido. Na prática, essa 
condição muitas vezes não é satisfeita, de modo que outros mé-
todos foram propostos e serão descritos a seguir.

Distância de Kimura 2-parâmetros (Kimura, 1980)
 A distância de Kimura 2-parâmetros leva em consideração 
um fator a mais que as substituições múltiplas de Jukes-Cantor, no 
caso, a razão de transições e transversões (P/Q). As transições são 
as substituições de uma base purínica por outra base purínica, bem 
como aquelas de uma base pirimídica por outra base pirimídica. 
Por outro lado, as transversões são as substituições de uma purina 
por uma pirimidina e vice-versa. 
 Se a substituição de nucleotídeos ocorresse ao acaso, 
essa taxa seria de 0,5, já que o número de transversões possíveis 
(A↔C, A↔T, G↔C, G↔T) é duas vezes maior que o número 
de transições (A↔G, C↔T). No entanto, em geral não é isso que 
observamos. Na maior parte das vezes, quando analisamos duas 
sequências homólogas, essa taxa é maior do que 0,5, podendo 
chegar a números expressivos e até ao infinito. Isso se deve ao 
fato de que as purinas têm dois anéis de carbono, enquanto que 
as pirimidinas têm apenas um. Assim, as substituições de purina 
por purina ou pirimidina por pirimidina são fisicamente mais 
prováveis, já que não afetam tanto a conformação da molécula 
de DNA e, portanto, passarão mais facilmente pelo crivo dos 
mecanismos de reparo da célula. Além disso, como a maior parte 
das transversões altera o aminoácido a ser codificado, elas pro-
vavelmente serão eliminadas pela seleção negativa (Dickerson, 
1971). 
 Em geral, quando observamos pares de espécies próximas, 
a P/Q é alta ou até infinita, porque o número de transversões é 
muito baixo ou zero, respectivamente. Conforme as sequências 
vão divergindo, o número de transversões vai aumentando em 

Tabela 13.1. Sequência ancestral 0 que originou duas sequências recentes 1 e 2. Note que as linhagens que deram origem às sequências 
recentes apresentam um número real de substituições (8) bem maior que aquele observável apenas comparando as sequências recentes (3).

Seq. 0 (ancestral) A T C C G A 
 Conservado Simples Paralela Múltipla Simples Reversa 
Seq. 1 (recente) A T G G-T T C-A 
Seq. 2 (recente) A C G C G A
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relação ao número de transições. Isso ocorre porque uma trans-
versão pode mascarar uma transição, de modo que o número de 
transições se reduz à medida que as sequências divergem.
 O modelo de Kimura leva em consideração esse desvio 
na direção das transições, ou seja, se o nucleotídeo original for 
A, então a probabilidade de que ele seja substituído por um G é 
maior do que por C ou T, dependendo da taxa P/Q. Essa proporção 
pode ser estimada diretamente a partir dos dados, por exemplo 
empregando-se o programa MEGA (Kumar et al., 1993), como 
Kimura originalmente formulou. A fórmula da distância é

d = - loge(1 - 2P - Q) - loge(1 - 2Q),             (7)

com uma fórmula de variância mais complexa,

V(d) = [c12P + c32Q - (c1P + c3Q)2]/n,            (8)

onde

c1 = 1/(1 - 2P - Q), c2 =1/(1 - 2Q) e c3 = (c1+ c2).

 Note que, nesse caso, d se torna indefinida (isto é, o termo 
logarítmico fica negativo) quando p (fórmula 1) é maior do que 
0,85, mas a correção de Tajima (1993) também pode ser aplicada 
nesse modelo para contornar o problema. Outra opção é usar o 
programa PHYLIP (Felsenstein, 1995). Nesse caso, a taxa P/Q 
é dada pelo usuário e o termo logarítmico raramente torna-se 
negativo (Nei et al., 1995).

Distância de Tajima e Nei (Tajima e Nei, 1984) 
 Quando a taxa de composição de nucleotídeos G e C—
com frequência chamada de conteúdo de GC—varia entre as 
sequências, pode haver uma distorção nas distâncias, já que a 
probabilidade de substituição entre as bases também não é igual. 
Portanto, duas sequências com proporção de bases nitrogenadas 
convergentemente semelhantes parecerão mais próximas do que 
elas o são na realidade. Por isso, Tajima e Nei desenvolveram 
uma fórmula para contornar esse problema. Nesse caso, a taxa 
GC também é estimada diretamente dos dados. A fórmula é

d = - b loge(1 - p/b),                    (9)

para o cálculo da distância, com variância

V(d) = p(1 - p)/[(1 - p/b)2n],          (10)

onde 

b = ½ (1 - 

�	

i=1

4

∑  gi
2 + p2/c) e c= 

�	

j= i +1

4

∑
i=1

3

∑  xij/2gigj .

 Nesse caso, gi e gj são as frequências dos nucleotídeos i e 
j, respectivamente (i,j=A, T, C, G), e xij é a frequência relativa do 
par de nucleotídeos ij, na comparação entre duas sequências. O 
termo logarítmico da fórmula (9) pode ficar negativo quando b é 
maior que p e, aqui, a correção de Tajima (1993) também pode 
ser aplicada para evitar o problema.

Tamura 3-parâmetros (Tamura, 1992)
 A distância de três parâmetros de Tamura agrupa todos 
os parâmetros previamente discutidos, ou seja, considera 
substituições múltiplas, conteúdo de GC e a taxa de transição/
transversão. À primeira vista, pode parecer que essa seja a mais 

apropriada de todas as distâncias, por levar em consideração 
mais parâmetros, pois, quanto maior o número de parâmetros 
incluídos no cálculo da distância, mais próxima seria a distân-
cia média estimada da distância verdadeira. Entretanto, com 
o aumento do número de parâmetros, maior também será a 
variância associada a essa medida (Russo et al., 1996, Capítulo 
16; Sullivan e Joyce, 2005). 
 Portanto, essa distância é recomendada somente para casos 
em que o conteúdo de GC e P/Q são bem diferentes do esperado, 
0,5. A fórmula para essa distância é 

d = - 2Q(1 - Q)loge{1 - P/[2Q(1 - Q)] - Q} - _[1 - 2Q(1 - Q)]loge(1 - 2Q),   (11)
 

onde Q é o conteúdo de GC (em porcentagem) e P e Q são as 
frequências dos pares de transições e transversões, respectivamen-
te, comparando cada duas sequências. A variância, nesse caso, é 
dada pela fórmula,

V(d) = [c12P + c32Q - (c1P + c3Q)2]/n,     (12)

onde 

c1 = 1/[1 - P/2Q(1 - Q)] - Q, c2 = 1/(1 - 2Q) e c3 = 2Q(1 - Q)(c1 - c2) + c2.

Distância de Tamura e Nei (1993)
 O tipo de distância que leva em consideração o maior nú-
mero de parâmetros é a distância de Tamura e Nei (1993). Nesse 
caso, considera-se que as taxas de transição entre purinas (A e 
G) e entre pirimidinas (C e T) podem ser diferentes e elas são 
incluídas separadamente na análise dos dados. Para a estimativa 
da distância, os autores desenvolveram a fórmula

 d = - (2gAgG/gR) ln[(1 - gRP1/2gAgG) - Q/2gR]
	 - (2gTgC/gY)ln [(1 - gYP2/2gTgC) - Q/2gY]
	 - 2(gRgY - gAgGgY/gR - gTgCgR/gY) ln (1 - Q/2gRgY),    (13)

onde P1 e P2 são as proporções de transições entre A e G e entre 
C e T, respectivamente, e Q é a proporção de transversões entre 
as sequências. Essa distância foi desenvolvida especificamente 
para ser usada na região controladora (“D-loop”) do DNA mi-
tocondrial (Tamura e Nei, 1993). Foi sugerido, entretanto, que 
a heterogeneidade da variabilidade entre os sítios também deve 
ser considerada quando trabalhamos com essa região (Excoffier 
e Yang, 1999). Nesse caso, a distância mais apropriada seria a 
Gama-Tamura-Nei, como veremos abaixo, o uso da correção 
gama (Felsenstein, 2004).

Distância Gama-Poisson
 Todas as distâncias que discutimos acima são baseadas no 
pressuposto de que todos os sítios evoluem a uma mesma taxa, o 
que raramente acontece. Por exemplo, em regiões codificadoras, 
a terceira posição do códon evolui mais rápido que as outras duas. 
Quando cada sítio evolui de acordo com a distribuição de Poisson, 
mas a taxa (l) varia de sítio para sítio, essas taxas seguem uma 
distribuição gama (Uzzell e Corbin, 1971). A distribuição gama 
é descrita por dois parâmetros, a e b. O primeiro parâmetro é a 
variação das taxas de acordo com o sítio (a = 0 para taxas com-
pletamente diferentes e a = ∞ para taxas idênticas) e o segundo 
é a calibração de acordo com a média. Esses dois parâmetros são 
relacionados pela fórmula 

a/b = µ,       (14)
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onde 

a = (µ2)/c,     (15)

µ é a média e c é a variância das taxas por todos os sítios. Vários 
métodos foram desenvolvidos para estimar o número de substi-
tuições por sítio, a média e a variância ao longo dos sítios. Os 
métodos baseados em parcimônia em geral subestimam o número 
de substituições em um sítio, ou seja, superestimam o parâmetro 
a (Uzzel e Corbin, 1971; Tamura e Nei, 1993). Por outro lado, 
os métodos baseados em verossimilhança não têm esse problema, 
mas demandam um tempo computacional muito grande, que 
pode inviabilizar o cálculo para um número grande de sequências 
(Yang, 1993, 1994). Um método alternativo e computacionalmente 
rápido e simples para estimar esse parâmetro foi desenvolvido, 
evitando o desvio dos métodos de parcimônia (Nei e Kumar, 
2000, Felsenstein 2004).
 A correção gama apenas adiciona o parâmetro de variação 
de taxas no cálculo do número de substituições. Assim, podemos 
incorporar todos os modelos de evolução de nucleotídeos já vistos, 
como Jukes-Cantor, Kimura 2-parâmetros, Tamura 3-parâmetros 
etc., assim como o de Poisson, no caso de sequências de ami-
noácidos. Ou seja, todos os sítios evoluem de acordo com uma 
determinada distribuição (Poisson, Kimura 2-parâmetros etc.), 
mas as taxas de evolução variam de sítio para sítio. A fórmula da 
distância gama-Kimura é dada por

d= (a/2)[(1 - 2P - Q) –1/a+1/2(1 - 2Q) –1/a-3/2], (16)

com variância,

V(d) = [c12P+c32Q-(c1P+c3Q)2]/n,     (17)

onde 

c1 = (1 - 2P - Q)–(1/a+1), c2 = (1 - 2Q)–(1/a+1), c3 = 1/2(c1+c2) 

e P e Q são os mesmos parâmetros definidos para a fórmula (7). 
No caso de aminoácidos, podemos usar o modelo gama-Poisson, 
cuja fórmula é

d= a[(1 - p)–1/a-1],            (18)

com variância 

V(d) = p[(1-p)–(1+2/a)]/n.        (19)

 Nos dois casos, a é dado pela fórmula (15). A correção para 
a heterogeneidade de sítios deve ser, em princípio, mais importante 
para sequências de nucleotídeos que de aminoácidos. No entanto, 
é importante verificar se o valor de a é baixo, ou seja, menor do 
que 0,65; nesse caso, a correção gama torna-se necessária (Nei e 
Kumar, 2000). Entretanto, um estudo mostra que uma correção 
gama é por vezes necessária mesmo quando o parâmetro gama 
é maior do que 1.0. Takezaki e Gojobori (1999), por exemplo, 
sugeriram que a correção gama é fundamental para “corrigir” a 
árvore filogenética “incorreta”, que é reconstruída com todos os 
métodos quando toda porção codificadora do DNA mitocondrial 
é usada num grupo de vertebrados para o qual há uma filogenia 
robusta conhecida (Russo et al., 1996; Takezaki e Gojobori, 1999). 

Distância PAM e outras matrizes
 No caso de aminoácidos, também existe uma certa ten-
dência de um aminoácido substituir outro mais frequentemente 

que os demais. Estudos empíricos mostram que as substituições 
ocorrem mais frequentemente entre aminoácidos com proprieda-
des bioquímicas semelhantes. A probabilidade de substituição de 
aminoácidos varia de gene para gene dentro de um certo intervalo 
de tempo (Dickerson, 1971). Esse intervalo não é medido em 
tempo real (anos, por exemplo), mas sim em PAMs (Point Ac-
cepted Mutation, em inglês; Dayhoff et al., 1978). Um PAM é o 
intervalo de tempo necessário para um determinado gene sofrer 
uma substituição a cada 100 aminoácidos. Portanto, o tempo real 
vai variar de acordo com a sequência analisada, isto é, se usamos 
uma sequência que evolui lentamente, um PAM será maior, em 
termos de anos, do que um PAM de uma sequência que evolui 
mais rapidamente. Dayhoff et al., (1978) propuseram uma matriz 
de transição entre aminoácidos onde são mostradas as probabili-
dades de transição entre os diferentes aminoácidos baseadas em 
dados empíricos na comparação entre sequências de citocromo c 
em mamíferos. 
 Por exemplo, a probabilidade de troca de alanina por 
serina é muito maior (ou seja, foi mais observada na comparação 
entre as sequências) que a de substituição de alanina por tripto-
fano. Isso porque a substituição de apenas um nucleotídeo (de 
G para T) pode gerar a troca de alanina por serina, enquanto que 
a substituição de uma alanina por um triptofano requer a subs-
tituição de dois nucleotídeos (GCG tornando-se UGG). Outros 
parâmetros, como hidrofobicidade, tamanho do aminoácido e 
acidez/basicidade também são relevantes e devem ser levados 
em consideração. 
 Em 1992, Jones et al., desenvolveram um programa de 
computador (MAKEPET) que permite a construção de uma ma-
triz de transição específica para genes ou grupo de organismos e 
propuseram a matriz JTT. Ao contrário da matriz PAM, a matriz 
JTT foi construída usando um número grande de conjunto de 
dados, retirados dos bancos de dados disponíveis e tem uma apli-
cabilidade mais geral. A matriz WAG também foi construída com 
o mesmo princípio (Whelan e Goldman, 2001). Recentemente, 
um novo método de reconstrução dessas matrizes foi proposto e 
implementado na construção da matriz LG (Le Quang e Gascuel, 
2008), baseada num conjunto maior de dados do que o usado no 
desenvolvimento das matrizes anteriores.
 Por outro lado, a série de matrizes BLOSOM pode ser usada 
em conjuntos de dados de diversos níveis de substituição (Henikoff 
e Henikoff, 1992). Essa série é implementada em vários programas 
de alinhamento múltiplo de sequências codificantes de proteínas. 
Outras matrizes de substituição de aminoácidos foram propostas 
para trabalhar com conjuntos específicos de dados, por exemplo a 
matriz mtREV (genomas mitocondriais, Adachi e Hasegawa, 1996), 
a mtART (genomas mitocondriais de artrópodos, Abascal et al., 
2007), a MtMam (genomas mitocondriais de mamíferos, Yang et 
al., 1998), a rtREV (proteínas retrovirais, Dimmic et al., 2002) e 
cpREV (proteínas de cloroplasto Adachi et al., 2000). 

Afinal, que distância escolher?
 Atualmente há um número muito grande de métodos dis-
poníveis para o cálculo de distâncias entre sequências de DNA ou 
aminoácidos. Por razões práticas, apresentamos aqui aqueles mais 
frequentemente usados na reconstrução de filogenias e disponíveis 
na maioria dos programas mais usados em análise filogenética. 
 Descreveremos, a seguir, uma abordagem geral que pode 
servir como regra para a escolha do método de distância mais 
adequado a um conjunto específico de dados. Um ponto-chave é 
que deve estar claro a priori se o problema filogenético envolve 
apenas a recuperação de topologias (isto é, esclarecer a história 
filogenética dos organismos ou o padrão de duplicação entre as 
sequências) ou se o conhecimento do tamanho de ramos também 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   126 9/8/2012   16:27:19



126

Biologia Molecular e Evolução

127

Matioli & Fernandes (eds.)

é necessário (isto é, estimar o tempo de divergência entre as sequ-
ências). Na realidade, esses dois problemas podem ser abordados 
independentemente. Por exemplo, podemos usar um modelo de 
distância mais simples e com menor variância (por exemplo, 
distância p ou Jukes-Cantor) para reconstruir a topologia e um 
modelo mais complexo, ou seja, não enviesado para a estimativa 
dos tamanhos de ramos (por exemplo, Tamura e Nei, 1993). En-
tretanto, infelizmente, os programas de análise filogenética ainda 
não realizam esse tipo de análise em mosaico.
 Para a estimativa de topologias, devemos ser bastante cui-
dadosos quanto ao número de parâmetros usados nos modelos, já 
que a variância associada à estimativa de distância é diretamente 
proporcional ao número de parâmetros do modelo (Kelchner e 
Thomas, 2006). Nesse caso, devemos empregar a distância p 
entre sequências quando a distância média entre elas for menor 
ou igual a 0,2. Caso a distância média seja maior que 0,2, deve-
mos corrigir o número de substituições pelo modelo adequado, 
estimando agora outros parâmetros, como o conteúdo de GC, a 
razão entre transições e transversões, e a heterogeneidade da taxa 
de substituição entre os sítios. Da mesma forma, devemos usar 
a distância p se as taxas de substituição não variarem entre as 
linhagens. Isso pode ser testado através de uma árvore linearizada, 
como descrito adiante. 
 Por outro lado, se houver interesse na estimativa dos 
tempos de divergência entre as linhagens ou dos eventos de du-
plicação entre genes parálogos, devemos usar uma distância não 
viciada, ou seja, a média da distância estimada (não levando em 
consideração a variância da estimativa) deve ser bem próxima da 
distância real. Nesse caso, mesmo que p seja menor do que 0,2, 
devemos corrigir o número de substituições pelo modelo adequado 
ao padrão de evolução das sequências. 
 Uma maneira alternativa de estimar a variância associada 
às distâncias é o bootstrap, usando reamostragens com reposição 
dos dados para tal fim (Nei e Kumar 2000). A Tabela 13.2 mostra 
a quase-identidade entre as variâncias da distância de Poisson, 
estimadas através de boostrap e da fórmula (6), para um grupo 
de vertebrados. Esses dados indicam que esse é um bom método 
para estimar o erro-padrão de distâncias evolutivas. 
 Mais recentemente, outros modelos mais e mais complexos 
(por exemplo, GTR; Tavaré, 1986) estão sendo usados em análises 
filogenéticas de diversos grupos de organismos. Entretanto, tais 
modelos não são apropriados para serem usados em métodos de 
distância, considerando sua vulnerabilidade a altas variâncias (Nei 
& Kumar, 2000; Felsenstein, 2004). Por conta disso, na escolha do 
modelo de substituição para métodos de distância, os programas 
ModelTest (Posada e Crandall, 1998) e jModelTest (Posada, 2008) 
não são indicados (ver também Kelchner e Thomas, 2006). 

13.3. Algoritmos para Reconstrução de Topologias

 Após a construção da matriz de distâncias par a par 
utilizando qualquer dos modelos descritos acima, temos que 
escolher um algoritmo de reconstrução da árvore propriamente 

dita. Assim como no caso das distâncias, existem diversos algo-
ritmos para a reconstrução de topologias. Nesta seção, iremos 
descrever apenas aqueles mais frequentemente usados na lite-
ratura. É importante notar que, se um determinado método foi 
utilizado para o cálculo das distâncias, este não tem influência 
no algoritmo a ser empregado posteriormente, mas certamente 
pode influenciar os tamanhos dos ramos dentro da topologia ou 
a própria topologia.
 Os algoritmos para a construção da árvore procuram 
acomodar, na topologia, as distâncias calculadas entre as sequ-
ências macromoleculares constantes da matriz. Na Figura 13.1, 
por exemplo, estão representadas duas matrizes de distância e as 
topologias correspondentes, onde as distâncias da matriz estão 
perfeitamente acomodadas. Na Figura 13.1, a árvore do lado 
esquerdo (I) é ultramétrica, ou seja, existe um ponto equidis-
tante de todas as pontas (terminais), apresentando um soma de 
distância dos ramos de 96 unidades arbitrárias. Nesse caso, tal 
ponto é inferido como a raiz da árvore. No caso da árvore do 
lado direito (II), apesar de todas as distâncias na matriz corres-
pondente estarem perfeitamente acomodadas nos tamanhos dos 
ramos, não existe um ponto equidistante a todos os terminais. 
Essa árvore não é ultramétrica, mas aditiva, ou seja, as distâncias 
estão completamente acomodadas, assim como na árvore I, que 
também é aditiva.
 Alguns algoritmos, tal como o UPGMA, descrito abaixo, 
somente produzem árvores ultramétricas. Se as distâncias na matriz 
estiverem perfeitamente acomodadas na árvore, não há qualquer 
problema. Para verificar isso, pode-se calcular o coeficiente da cor-
relação cofenética (Sokal e Rohlf, 1962), que é a correlação entre 
as distâncias na matriz e as distâncias entre cada par de terminais 
na árvore. Valores altos, como 0,98, significam que a acomodação 
é satisfatória. Caso contrário, é necessário o emprego de outro 
algoritmo que não produza somente árvores ultramétricas.
 O coeficiente de correlação cofenética (c) é calculado pela 
fórmula

Figura 13.1. Matrizes de distâncias (arbitrárias) e suas respectivas 
árvores (dendrogramas). I. Árvore ultramétrica, onde existe um 
ponto equidistante dos terminais (a soma é sempre 96). II. Árvore 
não ultramétrica, onde não é possível localizar um ponto contido 
na árvore que seja equidistante dos terminais. Ambas árvores 
apresentam a propriedade de aditividade, ou seja, as distâncias na 
matriz correspondem exatamente à soma dos tamanhos de ramos 
nas árvores entre quaisquer dois terminais.

Tabela 13.2. Estimativa de erros-padrões da distância de Poisson para um grupo de vertebrados, métodos analíticos (abaixo da dia-
gonal) e bootstrap (acima da diagonal).

 Humano Cavalo Vaca Canguru Salamandra Carpa

Humano  0,031 0,031 0,039 0,078 0,083
Cavalo 0,031  0,030 0,043 0,083 0,081
Vaca 0,031 0,031  0,038 0,080 0,079
Canguru 0,040 0,043 0,039  0,081 0,084
Salamandra 0,074 0,080 0,076 0,080  0,090
Carpa 0,082 0,081 0,079 0,086 0,089  
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�	

c =
(xi, j - x) × (ti, j - t)

i< j
∑

xi< j - x( )2

i< j
∑[ ]× ti, j - t( )2

i< j
∑[ ]

,

onde xi,j é a distância na matriz, calculada entre as sequências i e 
j, ti,j é a soma dos tamanhos dos ramos na árvore, que estão entre 
as sequências i e j, x é a média das distâncias xi,j e t é a média 
das distâncias ti,j.

UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic means, 
em inglês) (Sneath e Sokal, 1973)
 De todos os algoritmos de reconstrução filogenética, 
UPGMA é o mais simples, de mais fácil entendimento e, por 
essas razões, foi amplamente utilizado. Apesar dessas vantagens, 
esse algoritmo assume o relógio molecular para a construção da 
topologia, ou seja, assume que todas as linhagens evoluem a uma 
taxa constante de evolução e produz sempre árvores ultramétricas. 
O algoritmo agrupa o par de OTUs com a menor distância (por 
exemplo, OTUs 1 e 2) e recalcula a matriz de distância assumindo 
1 e 2 como uma única OTU composta 12. Note que, nesse caso, 
as células da nova matriz de distância relativas à OTU composta 
serão as médias das células individuais da matriz antiga—a distân-
cia de d12-3 será (d1-3+d2-3)/2. Em seguida, com base na nova 
matriz de dados, a célula com menor distância será incluída na 
árvore e assim consecutivamente até que todas as OTUs estejam 
agrupadas na árvore final. Isso significa que o agrupamento de 
UPGMA é feito com base em similaridade total, assumindo taxas 
regulares de substituição (ou seja, o relógio molecular). Com 
isso, a árvore final já está enraizada sem a necessidade de um 
grupo externo, diferentemente de todos os demais algoritmos de 
reconstrução filogenética, que descreveremos a seguir.
 Existe muita resistência ao método UPGMA justamente 
por basear-se em similaridade total e, dessa forma, sua acurácia 
depende de que a taxa de substituição se mantenha constante 
por toda a filogenia. Entretanto, sua eficiência na reconstrução 
de árvores “verdadeiras” não é tão baixa assim. Na verdade, em 
casos onde as taxas de substituição não variam muito de linhagem 
para linhagem, esse método pode ter desempenho tão bom ou até 
melhor do que os outros, que não assumem taxas constantes (Nei 
e Takezaki, 1994; Pollock e Goldstein, 1995). A grande vantagem 
desse método é a facilidade e, portanto, a rapidez com que a árvore 
final é construída. Para construir uma árvore com 120 OTUs e 
com 400 pares de bases, por exemplo, um computador Pentium 
II 400Mhz leva apenas cerca de 5 segundos para processar essa 
análise.
 O algoritmo UPGMA foi um dos primeiros a ser utilizado 
na construção de topologias e, como é um método de distância, 
algumas pessoas erroneamente assumem que todos os métodos 
de distância são dependentes do pressuposto de taxas constantes 
de substituição (Stewart, 1993), invocando o uso de parcimônia 
como alternativa. Na verdade, outros algoritmos de distância, 
como o agrupamento de vizinhos (descrito a seguir), são menos 
dependentes desse pressuposto para um bom desempenho do 
relógio molecular do que os métodos de parcimônia (e.g., Saitou 
e Imanishi, 1989; Takezaki e Nei, 1994).

Agrupamento de vizinhos (neighbor-joining, NJ; Saitou e 
Nei, 1987)
 Esse método faz parte do grupo de métodos de evolução 
mínima (Cavalli-Sforza e Edwards, 1967; Saitou e Imanishi, 
1989), no qual se estima a árvore com a menor soma total de 
ramos. No entanto, o método de evolução mínima descrito origi-

nalmente, do ponto de vista do tempo computacional, era muito 
demorado, uma vez que todas as árvores possíveis tinham que 
ser construídas e a soma total de seus ramos estimada, para que 
a árvore com soma mínima fosse encontrada. Quando o número 
de OTUs é maior que 30, o número possível de árvores é muito 
grande (veja Tabela 12.1, no Capítulo 12) e, com isso, o tempo 
requerido é impraticável. Portanto, um algoritmo heurístico para 
a construção da árvore de evolução mínima foi proposto. Esse 
algoritmo heurístico foi chamado de agrupamento de vizinhos, 
onde a evolução mínima está implícita a cada passo do algoritmo, 
produzindo uma única árvore final.
 Nesse caso, começamos com uma árvore em forma de 
estrela, ou seja, sem qualquer resolução. Em seguida, procura-
mos o par de vizinhos que minimize a soma total dos ramos da 
árvore. Para isso, temos que calcular a somatória dos ramos para 
árvores politômicas cujo único ramo interno (ligando os nós X 
e Y) é separado por um par de OTUs. Calculamos a somatória 
para todos os pares de OTUs (S12, S13, S14, S15, S16, S17, S18, S23, 
S24...) e escolhemos o par cuja somatória dos ramos é a menor 
(no exemplo da Figura 13.1, S12). Esse par (1,2) será a primeira 
bifurcação ou resolução da árvore e, daqui por diante, será tratado 
como uma única OTU para o cálculo da topologia [((1, 2), 3, 4, 
5, 6, 7, 8)]. A fórmula para o cálculo do somatório do tamanho 
de ramos (S12) é 

�	

S12 = L1X + L2X + LXY + LiY
i= 3

N

∑  ,
onde   

�	

LXY =
1

2(N -2)
(D1k + D2k) - (N -2)(L1X + L2X ) - 2 LiY

i= 3

N

∑
k = 3

N

∑
	

	
	
	

	

	
	
	    

�	

L1X + L2X = D12     e

 

�	

LiY
i= 3

N

∑ =
1

N - 3
Dij

3≤ i≤ j

∑
.

 Depois disso, procuramos o segundo par que minimize 
a soma total dos ramos da árvore—((1, 2), (3, 4), 5, 6, 7, 8). 
Alternativamente, a menor soma total dos ramos pode ser en-
contrada quando unimos uma única OTU (3) ao primeiro par já 
resolvido—(((1, 2), 3), 4, 5, 6, 7, 8). Seguiremos esse processo de 
unir OTUs até que a árvore esteja totalmente resolvida—((((((1, 
2), (3,4)), 5), 6), 7), 8) ou (((((((1, 2), 3), 4), 5), 6), 7), 8) etc.—, 
ou seja, a cada passo, procuram-se os vizinhos (neighbors) que 
minimizem a soma dos ramos da árvore. Quando duas somató-
rias de ramos se igualam, a escolha dos ramos que serão unidos 
depende do programa empregado. Alguns programas escolhem 
sempre a topologia onde a primeira OTU apresentada no arquivo 
de dados é separada da politomia, enquanto que outros programas 
escolhem ao acaso entre as duas ou mais topologias possíveis. 
Nesses casos, dois processamentos do programa para o mesmo 
conjunto de dados podem resultar em árvores distintas. A conse-
quência imediata e óbvia desse procedimento é que uma árvore 
de neighbor-joining é sempre totalmente resolvida, ou seja, nunca 
vai apresentar politomias, por mais curtos que sejam os ramos, 
podendo até assumir valores negativos. O cálculo dos ramos 
internos para árvores de neighbor-joining é descrito a seguir.
 Esse algoritmo é um pouco mais lento que UPGMA (para 
os mesmos dados e computador do exemplo anterior, a árvore é 
construída em 10 segundos, o dobro do tempo), porém tem a gran-
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de vantagem de não depender de que as taxas de substituição sejam 
constantes (ver abaixo). Além disso, simulações computacionais 
mostram que esse algoritmo é bastante eficaz na reconstrução 
da topologia correta, como veremos mais adiante (Nei, 1991; 
Rzhetsky e Nei, 1992; Tateno et al., 1994; Huelsenbeck, 1995).

Evolução mínima (minimum evolution, ME; Rzhetsky e Nei, 
1992)
 Como já mencionamos, o algoritmo de evolução mínima 
procura a árvore de menor soma dos ramos (Cavalli-Sforza e 
Edwards, 1967; Saitou e Imanishi, 1989). Na prática, no entanto, 
o cálculo de todas as árvores possíveis é muito laborioso e não é 
necessário, já que a árvore de ME geralmente é a árvore de NJ ou 
alguma muito próxima a ela (Rzhetsky e Nei, 1992). Esse método 
foi, então, modificado. 
 No novo algoritmo de evolução mínima, começamos com a 
árvore de NJ e, a partir dela, procuramos, nas árvores mais próxi-
mas (um ou dois rearranjos de ramos internos), aquelas que tenham 
soma total de ramos menor que a árvore de NJ. Simulações de 
computador mostram que, se usarmos distâncias não viciadas (ou 
seja, em que a média da distância estimada seja igual à distância 
verdadeira), a árvore ME é a árvore verdadeira (Rzhetsky e Nei, 
1993). Portanto, esse algoritmo possui uma base teórica forte. Na 
prática, no entanto, esse método geralmente recupera a árvore de 
NJ (Rzhetsky e Nei, 1992).

Outros métodos de distância
 O algoritmo de Fitch-Margoliash é semelhante àqueles 
do grupo de evolução mínima, mas, nesse caso, a árvore final é 
aquela com a menor soma dos quadrados das diferenças entre a 
distância estimada—por exemplo Poisson, Jukes, Cantor etc.—
e o somatório dos comprimentos de ramos entre as respectivas 
OTUs (Fitch e Margoliash, 1967). Esse método caiu em desuso 
recentemente, já que agrupamento de vizinhos se tem mostrado 
superior em simulações de computador.
 Recentemente, métodos de reconstrução filogenética 
como variações de agrupamento de vizinhos foram propostos, 
por exemplo o BIONJ, o agrupamento de vizinhos ponderado e o 
NJML (Gascuel, 1997; Bruno et al., 2000; Ota e Li, 2000). Esses 
algoritmos são híbridos de outros já estabelecidos e de grande 
sucesso. No entanto, ainda não está claro quão eficientes esses 
algoritmos são em estudos de simulação mais abrangentes, em 
relação àquelas dos artigos originais.

Tamanhos de Ramo
  O cálculo dos tamanhos de ramos (Fitch e Margoliash, 
1967) pode ser feito com base nas distâncias entre as sequências. 
Consideraremos uma topologia com três OTUs para facilitar a 
ilustração—para o caso de mais de três OTUs, juntamos as res-
tantes como C, em uma OTU composta, e a decompomos passo 
a passo. Nossos dados de distância são três valores conhecidos 
(d12, d13 e d23) e as três incógnitas são os tamanhos dos ramos 
dessa topologia (x, y e z), onde a relação entre eles é

d12 = x + y,   d13 = x + z,  d23 = y + z       (20)

e, portanto,

x=(d12+d13-d23/2; y=(d12+d23-d13)/2; z=(d13+d23-d12)/2. (21)

Árvore linearizada (Takezaki et al., 1995)
 O algoritmo da árvore linearizada usa uma topologia 
previamente construída com algum método de reconstrução 
filogenética de distância que não assuma o relógio molecular 

(neighbor-joining, evolução mínima etc.) e testa se a diferença 
entre os ramos-irmãos de cada nó da árvore é significativamente 
diferente de zero. A vantagem de usarmos esse algoritmo é justa-
mente a estimativa do tempo de divergência entre as sequências, 
sem a necessidade de assumirmos a priori o relógio molecular. 
Por exemplo, para a estimativa do tempo de divergência entre as 
sequências de Adh (desidrogenase alcoólica) e Adhr (relacionado 
à desidrogenase alcoólica) de drosofilídeos (Russo et al., 1995), os 
autores usaram uma árvore linearizada de acordo com o método 
descrito por Takezaki e colaboradores (1995). Nesse método, 
iniciou-se a análise a partir de uma topologia conhecida ou bem 
confiável, já que não teria sentido a estimativa de tempo com 
base em uma topologia com pouco suporte. Essa topologia deve 
ser enraizada, ou seja, o grupo externo tem que ser conhecido. 
Naquele artigo, os autores estimaram a árvore filogenética de dro-
sofilídeos pelo método de NJ com a distância Kimura 2-parâmetros 
para todas as posições do códon, já que a razão entre o número 
de transições e transversões era muito diferente do esperado ao 
acaso.
 Para o teste do relógio molecular, precisamos descobrir 
se a diferença entre o comprimento dos ramos dos grupos ou 
sequências-irmãs é significativamente diferente de zero. Isto é 
feito pelo teste z com base na variância e covariância do tamanho 
dos ramos (Takezaki et al., 1995), o que, por sua vez, têm como 
base o modelo de distância que foi assumido. Depois de elimina-
dos os ramos que desviaram significativamente, o próximo passo 
é reestimar o tamanho dos ramos, com uma medida na qual os 
sítios evoluem de uma maneira razoavelmente linear, assumindo 
uma taxa constante de substituição. Nesse caso, vamos considerar 
que o comprimento do ramo de um determinado par de OTUs será 
a metade da distância entre essas duas OTUs. Isso pode ser feito 
continuamente, desde os ramos de divergência mais recente até 
aqueles com divergência maior. A única restrição ocorre quando o 
comprimento de um agrupamento mais interior (divergência mais 
antiga) é menor do que aquele imediatamente exterior (divergên-
cia mais recente). Nesses casos, assume-se que essa diferença é 
negligenciável (zero), resultando em uma politomia na árvore 
final.
 Modelos de distância podem variar de caso para caso. 
Por exemplo, no caso da estimativa do tempo de divergência em 
drosofilídeos com Adh, Russo et al., (1995) usaram somente a 
terceira posição do códon (uma vez que essa é menos influenciada 
pela seleção negativa) com a correção Tajima-Nei (uma vez que 
existe heterogeneidade das frequências de nucleotídeos na terceira 
posição do códon entre as sequências). Por outro lado, quando, 
nesse mesmo estudo, o tempo de divergência entre os dois genes 
foi estimado, os autores concluíram que os genes se originaram de 
uma duplicação muito anterior à divergência dos grandes grupos 
de drosofilídeos (Adh e Adhr). Nesse caso, eles usaram apenas 
as duas primeiras posições do códon, com a correção Kimura 
2-parâmetros, já que a terceira posição do códon estava saturada 
de substituições. Concluindo, apesar de o gene Adhr não ter sido 
encontrado no subgênero Drosophila, provavelmente essas es-
pécies perderam essa cópia do gene em algum momento de sua 
história evolutiva. 

13.4. Testes de Confiança em Topologias

Bootstrap
 O bootstrap é o teste de confiança em topologia mais 
usado tanto em árvores de distância, como de parcimônia e 
até mesmo de verossimilhança. A base do método consiste de 
uma simples reamostragem, com reposição pseudoaleatória 
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dos dados. Em cada reamostragem, o número total de dados 
amostrados mantém-se constante, que é o total de sítios do 
alinhamento original. Como cada posição de nucleotídeo tem 
a mesma probabilidade de ser amostrada, algumas posições 
podem ser consideradas mais de uma vez, enquanto outras 
podem não ser amostradas. A cada reamostragem, uma árvore-
réplica é construída. Em geral, 500 ou 1000 árvores réplicas são 
produzidas. Na versão original de Felsenstein (1985), a árvore 
com os valores de bootstrap mostra a topologia de consenso 
de todas as (500 ou 1000) árvores-réplica (usada no programa 
PAUP), o qual, portanto, pode ser diferente da árvore original. 
Na segunda versão, a topologia da árvore final é exatamente a 
mesma da árvore original (com 100% dos dados), adicionando 
apenas as percentagens com que cada grupamento apareceu nas 
réplicas (implementada no programa MEGA).
 Um teste de bootstrap no programa MEGA em uma sequ-
ência de 15 nucleotídeos (de 1 a 15), por exemplo, seria realizado 
da seguinte maneira. Em primeiro lugar, uma árvore usando as 
15 posições seria construída—essa é a árvore original. Como 
estamos trabalhando com o programa MEGA, essa também 
é a árvore final. Em seguida, passamos ao teste de bootstrap, 
propriamente dito, para a construção da primeira árvore-réplica, 
quando o algoritmo irá selecionar 15 posições de nucleotídeos. 
No entanto, lembre-se que, como essa seleção é com reposição, 
alguns sítios serão amostrados mais de uma vez, enquanto que 
outros serão retirados dessa réplica. Esse procedimento é repeti-
do por várias vezes (por exemplo, 1000 vezes), construindo uma 
árvore-réplica a cada ciclo, cada uma baseada em um conjunto 
de dados diferente. Por exemplo, assumindo que, na primeira 
réplica, as posições sorteadas foram 12, 6, 5, 6, 9, 12, 3, 2, 5, 3, 
10, 13, 7, 2 e 13, a primeira árvore-réplica será baseada nesses 
dados. Digamos que, na segunda réplica, as posições sorteadas 
foram 5, 8, 10, 5, 15, 9, 5, 14, 3, 4, 4, 4, 9, 4 e 8, e a segunda 
árvore-réplica será construída. No final das 1000 réplicas, o teste 
compara cada uma das árvores-réplicas com a árvore original 
e a proporção de bootstrap é simplesmente a porcentagem de 
vezes que o mesmo grupamento original foi recuperado nas 
árvores-réplicas.
 A técnica de boostrap revela a consistência interna dos da-
dos, ou seja, se a topologia muda muito conforme a reamostragem 
dos dados, o valor do bootstrap será menor e, portanto, menor 
a segurança que teremos nessa topologia. Teoricamente, estudos 
de simulações mostram que essa confiança do bootstrap depende 
da consistência do método que usamos na própria construção da 
topologia. Portanto, se estivermos usando um determinado método 
que é inconsistente para uma dada faixa de parâmetros, os valores 
de bootstrap até podem ser altos, mas isso não é um reflexo real da 
sustentação da topologia (Hillis e Bull, 1993).  Em casos de teste 
usando filogenias bem estabelecidas (Russo, 1997), o bootstrap 
também reflete bem a consistência dos ramos internos.
 Em outros casos, quando usamos parâmetros em que o 
método é consistente, o valor da probabilidade do bootstrap 
geralmente é uma subestimativa da probabilidade daquele deter-
minado ramo ser “verdadeiro” (Hillis e Bull, 1993; Sitnikova et 
al., 1995). Isso se deve ao fato de que, mesmo sendo “verdadeiro” 
por acaso, pode haver sítios que endossem outro tipo de partição. 
A subestimativa aumenta com o aumento do número de OTUs na 
filogenia (Sanderson e Wojciechowsky, 2000).

Nível de confiança 
 Outra técnica desenvolvida para revelar a confiabilidade 
de um determinado nó, é o nível de confiança ou probabilidade 
de confiança (CP; Rzhetsky e Nei, 1992). Essa técnica utiliza o 
erro padrão do ramo anterior ao nó analisado e é definida como

CP = (1 – a),

onde a é o erro associado à hipótese de aquele ramo interno ter 
comprimento maior do que zero. Essa técnica, diferentemente do 
bootstrap, é eficiente quando usamos o modelo adequado para 
o cálculo da distância e não é tão dependente do método para a 
construção da topologia. Por outro lado, se usarmos o modelo de 
Jukes-Cantor, quando na verdade a evolução da sequência segue 
o modelo de Kimura-2 parâmetros, teremos uma subestimativa 
da variância e, consequentemente, uma superestimativa da con-
fiança para aquele nó (Rzhetsky e Nei, 1992). Se usarmos uma 
estimativa de distância que tenha variância muito grande, como 
Gama-Tamura-Nei, quaisquer das árvores obtidas não serão sig-
nificativamente diferentes de uma árvore totalmente politômica. 
 Um dado interessante é que, em estudos com filogenias 
bem estabelecidas (Russo, 1997), esse teste se mostra menos 
conservador que o bootstrap (i.e., baixo erro do tipo II), sem 
aumentar o erro do tipo I associado ao teste, indicando ser um 
teste poderoso e consistente.
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“A sua inteligência (...) guiava-o nesse raciocínio (...); previa todas as hipóteses, 
combinava todas as probabilidades, e preparava-se para realizar o seu plano com 
a certeza e a energia de ação que ninguém possuía em grau tão elevado.” (José 
de Alencar, O Guarani)

14.1. Breve Histórico

 A máxima verossimilhança (em inglês, maximum-like-
lihood, ML) é o método de inferência filogenética com a base 
teórica mais estreitamente ligada à teoria de máxima verossimi-
lhança de R. A. Fisher, o matemático inglês que impulsionou um 
grande desenvolvimento na estatística e na genética de populações 
no início do século XX. Quando aplicado à filogenia molecular, 
esse método requer um modelo probabilístico de evolução de 
caracteres e pode levar em consideração parâmetros como taxa 
de substituição entre pares de nucleotídeos em uma sequência 
de DNA, frequência de bases, proporção de sítios invariáveis e 
heterogeneidade de taxas de substituição entre sítios (Nei e Kumar, 
2000). Os parâmetros podem ser estimados diretamente dos dados 
e usados no cálculo da probabilidade de um estado de caráter 
ser substituído por outro, de acordo com o modelo evolutivo 
escolhido. A árvore final é aquela com a maior verossimilhança 
(maior probabilidade de que aqueles resultados tenham sido ori-
ginados de acordo com o modelo evolutivo selecionado), dado 
um determinado alinhamento (de nucleotídeos ou aminoácidos, 
por exemplo).
 Os primeiros pesquisadores a utilizarem o método de má-
xima verossimilhança em reconstrução de árvores filogenéticas 
a partir de dados de frequências gênicas foram Cavalli-Sforza 
e Edwards, em 1967. Posteriormente, Felsenstein (1973, 1981) 
desenvolveu algoritmos para que sequências de ácidos nucléicos 
pudessem ser usadas para estimar histórias evolutivas. Na déca-
da de 90, Kishino e colaboradores (1990) aplicaram o método a 
sequências de proteínas. Os mesmos princípios de reconstrução 
filogenética aplicam-se a sequências de nucleotídeos dos ácidos 
nucléicos e a sequências de aminoácidos de uma proteína. Nesse 
caso, temos 20 diferentes caracteres, que correspondem aos 20 
aminoácidos, ao invés de apenas quatro caracteres, correspon-
dentes a cada uma das bases de uma sequência de ácido nucléico. 
Neste capítulo, consideraremos principalmente o uso de sequên-
cias de nucleotídeos para inferências de filogenias moleculares.

 O método original descrito por Fisher era um pouco dife-
rente daquele utilizado atualmente em reconstruções filogenéticas. 
O método original visava a estimativa de um único parâmetro 
e, para isso, estimava a probabilidade associada a cada valor do 
parâmetro, escolhendo, para um determinado conjunto de dados, 
o valor do parâmetro associado à verossimilhança máxima.
 Se tivermos uma cesta com bolas azuis e vermelhas, por 
exemplo, e retirarmos com reposição quatro bolas azuis e seis 
vermelhas, o que podemos concluir sobre a proporção de bolas 
vermelhas na cesta? Dado o conjunto de caracteres (quatro bolas 
azuis e seis bolas vermelhas), se usarmos a teoria da verossimi-
lhança, descobriremos que o ponto de máxima probabilidade é 
quando a proporção de bolas vermelhas é igual a 6/10. Nesse caso, 
estaremos estimando um único parâmetro (a proporção de bolas 
vermelhas), cuja probabilidade varia de acordo com seu valor. 
Note que a probabilidade de esse parâmetro ter qualquer outro 
valor entre 0 e 1 é diferente de zero, mas de acordo com nossos 
dados ela é máxima quando p=0,6. Esse valor máximo pode ser 
facilmente encontrado, derivando a fórmula da verossimilhança e 
igualando-a a zero, já que o coeficiente angular da tangente (isto 
é, a derivada) será igual a zero no topo da curva de probabilidade, 
onde a tangente é paralela ao eixo horizontal (isto é, os pontos 
onde ocorre a curvatura das distribuições das probabilidades na 
Figura 14.1).
 No caso de filogenias, a questão não é tão simples. A ve-
rossimilhança (probabilidade) de observarmos um determinado 
conjunto de dados é maximizada para cada topologia e a topologia 
com a maior verossimilhança é a escolhida. No entanto, os pa-
râmetros considerados não são as topologias propriamente ditas, 
mas os tamanhos de ramos para cada topologia. Dessa forma, a 
verossimilhança é maximizada variando os tamanhos de ramos 
em cada topologia (Nei et al., 1998). Entretanto, para escolher a 
árvore de máxima verossimilhança, é necessário calcular a proba-
bilidade associada a diferentes topologias e cada uma delas com 
as variações nos tamanhos dos ramos e nos outros parâmetros do 
modelo evolutivo.
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 Isso não seria um problema tão grande se o método de 
verossimilhança fosse um método rápido, como o de UPGMA 
(veja o Capítulo 13), onde o processamento de uma árvore com 
1000 táxons leva poucos segundos para ser completado. No en-
tanto, na máxima verossimilhança, esse cálculo torna-se inviável 
à medida que o número de táxons aumenta (Nei et al., 1998, Ota 
e Li, 2000; Takahashi e Nei, 2000). 
 Apesar dessas diferenças nas bases do método em relação ao 
método original, o método de máxima verossimilhança tem sido muito 
usado (ver Page e Goodman, 2001; Rodriguez-Robles et al., 2001; Shi 
et al. 2005; Nishihara et al. 2007). Realmente, diversos estudos indi-
cam a eficiência desse método na reconstrução de filogenias (Kuhner 
e Felsenstein, 1994; Huelsenbeck, 1995; Russo et al., 1996; Ota e Li, 
2000). Por essas razões, abordaremos neste capítulo as bases teóricas 
do método de máxima verossimilhança aplicado a filogenias.

14.2. Princípios do Método de Máxima Verossimilhança

 O princípio básico do método de verossimilhança consiste 
em estimar a verossimilhança de um conjunto de dados representar 
um processo que realmente ocorreu, com base em um determinado 
modelo evolutivo. No caso de sequências de DNA, o método irá 
calcular a probabilidade L de acordo com as premissas do modelo 
evolutivo q, que uma dada topologia T e os comprimentos de seus 
ramos B expliquem a evolução das sequências D. Nesse caso, a 
topologia, o comprimento dos ramos e os parâmetros do modelo 
evolutivo são as variáveis a serem estimadas, dadas as sequências de 
DNA representadas nas extremidades dos ramos. Em termos mate-
máticos, o método de máxima verossimilhança maximiza a função

L(T, B, q | D) = f(D| T, B, q).

 A probabilidade deve ser calculada para todas as topologias 
possíveis, estimando iterativamente o tamanho dos ramos para 
um grupo de unidades taxonômicas operacionais (sejam espécies, 
grupos monofiléticos acima do nível da espécie, populações, 
genes ou qualquer outra unidade evolutiva) e os parâmetros do 
modelo evolutivo. A árvore filogenética (isto é, a topologia mais 
o comprimento dos ramos) que apresentar a maior verossimilhan-
ça (probabilidade, dado o alinhamento) é considerada a melhor 
estimativa da história evolutiva das sequências D.
 Calcular a verossimilhança de uma árvore envolve o 
cálculo das probabilidades de ocorrência de todos os possíveis 
estados ancestrais de caracteres nos nós internos da árvore; isto 
é, calcular a possível ocorrência de cada um dos nucleotídeos ter 

estado presente em um nó interno. A maioria dos modelos evo-
lutivos para sequências de DNA admite reversão de caracteres ao 
longo do tempo, visto que a mudança de nucleotídeos, digamos de 
A para C é independente da mutação reversa, de C para A. Essa 
forma de mudança de um estado para outro sem a passagem por 
estados intermediários é conhecido como não ordenada. Devido 
a essa propriedade de reversão, a verossimilhança de uma árvore 
independe do posicionamento de sua raiz.

14.3. Modelos de Evolução em Verossimilhança

 Alguns dos modelos evolutivos apresentados no Capítulo 
13 para os métodos de distâncias também podem ser empregados 
pelo método de verossimilhança para calcular as probabilidades de 
substituição entre os nucleotídeos e calcular os comprimentos dos 
ramos da árvore. A seguir, descrevemos os modelos mais frequen-
temente usados em reconstrução filogenética usando máxima veros-
similhança e como são calculadas as probabilidades de substituição 
de um nucleotídeo para outro. O desenvolvimento de modelos cada 
vez mais complexos deu-se graças ao aumento gradativo do conhe-
cimento a respeito da evolução de sequências de ácidos nucléicos. 
Esses modelos envolvem a utilização de parâmetros que regem a 
evolução das sequências. Apesar de os valores dos parâmetros não 
serem conhecidos, podem ser inferidos a partir dos dados.

Modelo de um tipo de substituição (Jukes e Cantor, 1969, ou 
JC69)
 Jukes e Cantor (1969) propuseram um modelo bastante 
simples, onde os nucleotídeos A, C, G e T, em uma sequência de 
DNA, ocorrem em frequências iguais e a probabilidade de substi-
tuição de um nucleotídeo i para um nucleotídeo j em um intervalo 
de tempo dt depende simplesmente da taxa de substituição u, onde 
i ≠ j.
 Matematicamente, podemos representar essa expressão de 
forma simplificada como 

.d)d( tutPij =

Modelo de dois parâmetros (Kimura, 1980, K2P ou K80)
 Substituições do tipo transições (entre pirimidinas ou entre 
purinas) ocorrem mais frequentemente que as transversões (entre 
uma pirimidina e uma purina, ou vice-versa). Por exemplo, em 
uma comparação de 11 espécies de aves neotropicais (mutuns e 
jacus), o gene mitocondrial da subunidade II da oxidase do ci-
tocromo c apresentou entre 13 e 63 transições nas comparações 
par a par entre as espécies, e de zero a nove transversões (Tabela 
14.1). Baseando-se nesse tipo de observação comum em certos 
genomas ou regiões genômicas, Kimura (1980) desenvolveu um 
modelo onde as taxas de transição a e as taxas de transversão b 
são consideradas separadamente. Nesse caso, a probabilidade é 
estimada como

e a matriz de substituição Q é representada por:
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Figura 14.1. Curvas de distribuições das probabilidades associa-
das à: (A) árvore incorreta; (B) correta;  e (C) verdadeira.
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onde os elementos não diagonais representam as probabilidade de 
substituição de i por j, para i ≠ j, multiplicada pela frequência de j, e 
os elementos diagonais * são definidos de maneira que a somatória 
de cada linha é 1. Os elementos da diagonal da matriz Q representam 
a probabilidade de que aquele nucleotídeo não seja substituído por 
nenhum dos outros três nucleotídeos alternativos, isto é, 

�	

* =1- piji≠ j
∑ .

Modelo proporcional (Felsenstein, 1981 ou F81)
 A frequência dos quatro nucleotídeos, contudo, nem sempre 
é similar. A cadeia leve do genoma mitocondrial de vertebrados, 
por exemplo, apresenta uma redução na proporção de G em relação 
às demais bases. Para exemplificar isso, a Tabela 14.2 mostra a 
composição de bases do gene mitocondrial da subunidade II da 
citocromo oxidase c de 11 mutuns e jacus. Observamos claramente 
uma maior frequência de A e C, e uma redução na frequência de 
G, considerando esse gene em sua totalidade. Ainda, ao analisar 
separadamente as três posições do códon, a diferença na proporção 
de cada uma das bases é ainda mais marcante na terceira posição, 
havendo 42% de C e 5% de G, nesse exemplo. Felsenstein (1981) 
elaborou o modelo para calcular a probabilidade de substituição, 
levando em consideração a frequência desigual de bases,

tutP jij d)d( p= ,

onde pj representa a frequência do nucleotídeo j que substitui o 
nucleotídeo i, onde i ≠ j.

Modelos HKY85 e F84
 Os modelos K80 e F81 foram combinados, concomi-
tantemente, por Hasegawa et al. (1984, 1985) e por Felsenstein 
(em seu pacote de programas PHYLIP versão 2.6 e posteriores, 
Felsenstein, 1995) em outros dois modelos, denominados HKY85 
e F84, respectivamente, com o objetivo de distinguir diferenças 
nas taxas de transição e transversão. Matematicamente, a proba-
bilidade P e a matriz de substituição Q para o modelo HKY85 
são representadas por
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 Note que o modelo HKY85 também considera desigualdades 
na frequência de bases, dado pelo parâmetro pj. Similarmente ao 
modelo K2P, visto acima, os elementos diagonais da matriz Q re-
presentam 1 menos a soma dos elementos da linha correspondente.
 A diferença entre os modelos HKY85 e F84 é o emprego 
do parâmetro k	no último, que determina a razão transição/trans-
versão. k é calculado pela soma das frequências pC+pT, se j for 
uma pirimidina, ou pA+pG, se j for uma purina. A representação 
matemática simplificada do modelo F84 é: 

�	

Pij (dt) =
k
Π j
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Modelo TN93
 A diferença na composição de bases (Tabela 14.2) reflete 
diferenças não apenas na taxa de transversões e transições, mas 
também na taxa de transições entre pirimidinas e na taxa de 
transições entre purinas. Para adequar essa diferença a modelos 
de evolução de sequências, Tamura e Nei (1993) elaboraram o 
seguinte modelo:

,

onde aR e a Y representam a taxa de transição entre purinas e a taxa 
de transição entre pirimidinas, respectivamente, e os elementos 
diagonais * em Q são calculados por 1 menos a soma dos demais 
elementos de sua linha.

Modelo Geral de Reversão ao Longo do Tempo (GTR, do 
inglês, General Time Reversible)
 Um modelo geral de substituição foi desenvolvido 
posteriormente (Rodriguez et al., 1990) e considera frequência 
desigual entre os nucleotídeos e taxas de substituição diferentes 
entre os seis possíveis tipos reversíveis de substituição entre A, 
C, G e T. O modelo é representado pela matriz

Tabela 14.1. Número de transições (acima da diagonal) e transversões (abaixo da diagonal) em sequências do gene da subunidade 
II da oxidase do citocromo c em espécies de 11 gêneros de Cracidae (Aves, Galliformes). Fonte, Pereira (2000).
 Abu Cha Cra Mit Not Ore Ort Pau Pen Pel Pip
Aburria Abu 36 53 59 53 48 52 55 25 45 13
Chamaepetes 0 Cha 54 60 54 49 63 52 45 45 35
Crax 8 8 Cra 25 20 48 46 19 59 59 52
Mitu 7 7 1 Mit 25 48 56 21 65 55 58
Nothocrax 7 7 1 0 Not 40 48 18 57 59 50
Oreophasis 6 6 6 5 5 Ore 56 45 53 55 47
Ortalis 6 6 4 3 3 6 Ort 49 52 64 53
Pauxi 8 8 2 1 1 6 4 Pau 61 55 56
Penelope 1 1 9 8 8 7 7 9 Pen 49 24
Penelopina 1 1 9 8 8 7 7 9 2 Pel 48
Pipile 0 0 8 7 7 6 6 8 1 1 Pip
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onde acm corresponde à taxa de substituição de A por C, e assim 
por diante. Novamente, os elementos diagonais * representam 1 
menos a soma dos demais elementos da linha correspondente.

Um modelo mais generalizado foi descrito posterior-
mente por Yang (1994), onde as probabilidades de cada um dos 
12 tipos de substituição entre nucleotídeos são assimétricas. Isto 
é, a probabilidade de A ser substituído por T é diferente da pro-
babilidade de T ser substituído por A, e assim por diante.

14. 4. Calculando a Probabilidade de uma Árvore Filogenética

 A idéia fundamental do método de máxima verossimilhan-
ça é calcular a probabilidade de o conjunto de dados em mãos 
ter resultado em uma determinada árvore filogenética de acordo 
com o modelo evolutivo escolhido. Obviamente, isso deve ser 
calculado para todas as árvores possíveis para encontrar aquela 
que melhor explique a evolução das sequências. Sem dúvida, 
o tempo computacional para isso chega a ser demasiadamente 
longo, ou mesmo inviável, especialmente quando o número de 
parâmetros a ser estimado é grande.
 Considere a árvore da Figura 14.2, onde Aves, Crocodilos, 
Lagartos e Tartarugas são as OTUs e x, y e z são os nós ancestrais 
internos. Imagine que A, C, G e T são os nucleotídeos observados 
em um determinado sítio para as Aves, Crocodilos, Lagartos e 
Tartarugas, respectivamente. Calcular a probabilidade desse sítio 
envolve calcular a probabilidade de o nucleotídeo observado na 
linhagem das Tartarugas ser T, considerando que ele poderia ter 

sido qualquer um dos quatros possíveis nucleotídeos no nó ancestral 
x, isto é, somar as probabilidades de o nucleotídeo em x ter sido 
A e mudado para T nas Tartarugas, ter sido G e mudado para T, 
ter sido C e mudado para T, e de não ter mudado (ou seja, era T 
em x). Essas probabilidades individuais são estimadas por meio 
de um modelo evolutivo, como os descritos anteriormente, e são 
representadas matematicamente como S PxT (t1+t2+t3), onde t1, t2 e 
t3 representam os tempos decorridos desde a separação da linhagem 
que originou as tartarugas dos demais ramos e Pxt é a probabilida-
de associada com a mudança de um nucleotídeo qualquer para T. 
Agora devemos calcular a probabilidade de G ser observado em 
Lagartos: S Pxy(t1) PyG(t2+t3), onde Pxy é a probabilidade associada 
à mudança de nucleotídeo entre os ramos que ligam os ancestrais 
nos nós x e y, e PyG(t2+t3) é a probabilidade associada aos eventos 
de substituição entre o nó interno y e a linhagem dos Lagartos. 
Finalmente, a probabilidade associada à observação de A nas Aves 
e C nos Crocodilos é dada por: S Pyz(t2) PzA(t3) PzC(t13). Assim, a 
probabilidade final da árvore exemplificada na Figura 14.2 é

Prob(árvore) = S px PxT (t1+t2+t3) S Pxy(t1) PyG(t2+t3) S 
Pyz(t2) PzA(t3) PzC(t3).

 Dado que, na prática, não sabemos qual é a probabilidade 
associada ao nucleotídeo ancestral no nó interno x, que representa, 
nesse caso, a raiz dessa árvore, devemos adicionar o parâmetro 
px, representando a frequência dos nucleotídeos.
 Esse exemplo assume que as taxas evolutivas dos táxons 
são constantes, isto é, essas sequências evoluem de acordo com 
um relógio molecular. No caso de as sequências não seguirem 
um relógio, os parâmetros t1, t2 e t3 passam a serem considerados 
os comprimentos dos ramos, refletindo, então, a quantidade de 
modificações observada em cada ramo.
 Esse caso mostra o cálculo de probabilidade da ocorrência 
dos nucleotídeos em um único sítio. A probabilidade de uma árvore 
explicar um conjunto de sequências é calculada de maneira simi-
lar, isto é, para cada sítio calcula-se a probabilidade de maneira 
semelhante à realizada acima e, posteriormente, multiplicam-se 
as probabilidades calculadas para cada sítio da sequência. Em 
resumo, a probabilidade final de uma árvore é o produto das 
probabilidades de cada um dos sítios. 
 No exemplo acima foi considerado que conhecemos a 
priori o comprimento dos ramos. Contudo, o método de máxima 
verossimilhança estima o comprimento dos ramos de modo a 
maximizar a probabilidade de a árvore explicar a evolução das 
sequências examinadas.
 

14.5. Procurando a Árvore Filogenética mais Verossímil

 Encontrar a árvore que apresente a maior probabilidade de 
explicar os dados obtidos de acordo com o modelo evolutivo esco-
lhido nem sempre é uma tarefa fácil. Encontrá-la significa averiguar 
não só todas as topologias possíveis, mas também as variações 
de comprimento de ramos e valores dos parâmetros do modelo 
evolutivo para cada topologia. Na prática, isso é inviável de ser 
realizado para um grande número de táxons, uma vez que o número 
de possibilidades é astronômico (veja a Tabela 12.1) e encontrar a 
melhor árvore significaria gastar um tempo extremamente longo. 
Nesse caso, o emprego de algoritmos heurísticos pode auxiliar a 
contornar esse problema (ver Capítulo 12). Na realidade, estudos 
foram realizados para comparar diferentes algoritmos e indicam que 
métodos heurísticos são bastante eficientes ou, em alguns casos, até 
mais eficientes do que métodos exaustivos (Russo et al., 1996; Nei 
et al., 1998; Takahashi e Nei, 2000, Criscuolo e Gascuel, 2008).

Figura 14.2. Árvore demonstrando as relações entre quatro táxons 
onde os estados terminais são A, C, G e T; x, y e z representam os 
nós internos e t1, t2 e t3 representam os comprimentos dos ramos.

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   136 9/8/2012   16:27:30



136

Biologia Molecular e Evolução

137

Matioli & Fernandes (eds.)

 Devido ao grande tempo computacional envolvido na 
análise filogenética tradicional de máxima verossimilhança, uma 
estratégia denominada Quebra-Cabeça de Quartetos (Quartet 
Puzzling, em inglês) foi desenvolvida com o objetivo de reduzir 
o tempo gasto no cálculo de probabilidades das árvores (Strimmer 
e von Haeseler, 1996).
 Por meio dessa estratégia, examinam-se as relações entre 
todos possíveis conjuntos de quatro táxons (quartetos) de nossa 
amostra. Para quatro táxons a, b, c e d, três topologias são possí-
veis, como demonstrado na Figura 14.3. A probabilidade de cada 
uma dessas árvores é examinada e a que apresentar a maior pro-
babilidade será escolhida como a melhor árvore. Isso é realizado 
para todos os possíveis quartetos de nossa amostra. A seguir, as 
melhores árvores obtidas para cada um dos quartetos são usadas 
em um processo de “quebra-cabeça”, no qual se pretende encaixar 
as topologias encontradas em uma topologia global.
 Entretanto, Cao e colaboradores (1998) mostraram que esse 
tipo de estratégia pode não encontrar a árvore com a maior veros-
similhança (probabilidade). Então, a utilidade dessa estratégia está 
em encontrar uma árvore em um curto período de tempo e usá-la 
como árvore inicial em procedimentos de rearranjos, na tentativa 
de buscar a árvore mais provável. Esse tipo de procedimento pode 
ser feito em pacotes computacionais filogenéticos, como o MOL-
PHY e PAML (ver Anexo), por meio de algoritmos que produzirão 
rearranjos em uma árvore inicial fornecida pelo usuário, nesse caso 
a árvore fornecida pelo “quebra-cabeça” de quartetos.

Mais recentemente, a automação e a redução de custos 
para obter sequências específicas de DNA e genomas completos 
reativaram o interesse no desenvolvimento de novos algoritmos 
para otimizar e acelerar as buscas de verossimilhança para con-
juntos de dados com grande número de sequências. Os algorit-
mos genéticos mais frequentemente usados hoje em dia estão 
implementados nos programas PHYML (Guindon e Gascuel, 
2003), RAxML-VI (Stamatakis, 2006) e GARLI (Zwickl, 2006). 
Em GARLI, por exemplo, o princípio fundamental do algoritmo 

genético é criar, em um dado intervalo de tempo, uma amostra de 
soluções; cada solução é composta de diversas variáveis (topolo-
gia, comprimento de ramos e parâmetros do modelo evolutivo). 
A verossimilhança de cada solução é avaliada e um escore é 
atribuído para cada solução. Uma proporção de soluções com 
os melhores escores é selecionada para a próxima etapa. Nessa 
etapa, uma variável é modificada e as demais são re-estimadas 
para maximizar a verossimilhança, de acordo com a váriavel ini-
cial modificada, e o escore das novas soluções são estimados. O 
processo é repetido continuamente até que mudanças na topologia 
não alterem significativamente o escore após um determinado 
número de ciclos, a verossimilhança não aumente acima de um 
limite mínimo pré-estabelecido e um parâmetro que controla o 
grau de otimização de comprimento de ramos tenha atingido o 
seu valor mínimo.

PHYML e RAxML-VI são classificados como métodos 
de “subida de morro” (do inglês, “hill-climbing”). Subida de 
morro é uma analogia ao fato que, durante uma busca, o algor-
timo tentará achar o ponto mais alto nas curvas de distribuição 
das probabilidades, que maximiza a verossimilhança dos dados 
serem explicados por uma topologia, dado um modelo evolutivo 
(Figura 14.1). Em poucas palavras, com esses métodos, lança-se 
mão de uma abordagem rápida, como o Agrupamento de Vizinhos 
(“Neighbor-Joining”, Capítulo 13), para obter uma árvore inicial 
(topologia) e estimar as variáveis de interesse (e.g., comprimento 
de ramos e parâmetros do modelo evolutivo). Um sub-ramo da 
árvore inicial é “podado” e re-inserido em uma posição alternativa, 

Tabela 14.2. Composição de bases do gene mitocondrial da subunidade II da oxidase do citocromo c (em %) em espécies de 11 
gêneros de Cracidae (Aves, Galliformes). Fonte, Pereira (2000).
Gênero  Gene inteiro   1a posição do codon 
 A T C G A T C G
Aburria 30,3 23,5 31,9 14,3 24,6 19,7 27,2 28,5
Chamaepetes 29,8 22,2 33,2 14,8 24,6 19,3 27,6 28,5
Crax 30,0 24,1 31,3 14,6 24,1 19,3 27,6 28,9
Mitu 29,5 23,7 31,9 14,9 24,6 19,7 27,2 28,5
Nothocrax 30,4 23,8 31,7 14,0 25,4 19,7 27,2 27,6
Oreophasis 29,4 23,4 32,0 15,2 24,6 19,3 27,6 28,5
Ortalis 29,4 24,0 31,7 14,9 24,1 18,0 28,9 28,9
Pauxi 30,0 23,4 32,0 14,6 25,0 19,3 27,6 28,1
Penelope 30,1 24,0 31,3 14,6 24,1 19,7 27,2 28,9
Penelopina 29,8 24,3 31,3 14,6 24,6 19,7 27,2 28,5
Pipile 30,1 23,8 31,6 14,5 24,6 20,2 26,8 28,5
Média 29,9 23,7 31,8 14,6 24,6 19,5 27,5 28,5
Gênero  2a posição do codon    3a posição do codon 
 A T C G A T C G
Aburria 27,6 36,4 25,9 10,1 38,6 14,5 42,5 4,4
Chamaepetes 27,6 35,5 26,8 10,1 37,3 11,8 45,2 5,7
Crax 27,6 36,4 25,9 10,1 38,2 16,7 40,4 4,8
Mitu 27,6 36,4 25,9 10,1 36,4 14,9 42,5 6,1
Nothocrax 27,6 36,4 25,9 10,1 38,2 15,4 42,1 4,4
Oreophasis 27,6 36,4 25,9 10,1 36,0 14,5 42,5 7,0
Ortalis 27,6 36,4 25,9 10,1 36,4 17,5 40,4 5,7
Pauxi 27,6 36,4 25,9 10,1 37,3 14,5 42,5 5,7
Penelope 27,6 36,4 25,9 10,1 38,6 15,8 40,8 4,8
Penelopina 27,6 36,4 25,9 10,1 37,3 16,7 40,8 5,3
Pipile 27,6 36,4 25,9 10,1 38,2 14,9 42,1 4,8
Média 27,6 36,3 26,0 10,1 37,5 15,2 42,0 5,3

Figura 14.3. Três possíveis topologias não enraizadas para quatro 
táxons A, B, C e D.
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e as variáveis da nova topologia são estimadas e comparadas com 
a topologia inicial. Se houver melhora significativa na verossimi-
lhança da nova topologia, ela passará a ser considerada a melhor, 
e o procedimento se repete um determinado número de vezes. 
PHYML e RAxML diferem em alguns detalhes, como o fato de 
os sub-ramos serem escolhidos e bem como onde eles podem ser 
inseridos, como a verossimilhança é re-estimada e quais variáveis 
são mantidas na “memória” para acelerar a estimativa de todas as 
variáveis nos passos subsequentes.
 A Tabela 14.3 compara os três programas acima mais 
usualmente empregados para análises de conjuntos de dados com 
grande número de sequências. Todas as análises foram realizadas 
usando o modelo GTR assumindo heterogeneidade de taxas de 
substituição entre os sítios (secção 14.6). O tempo de execução no 
RAxML-VI e no GARLI é similar para os seis conjuntos de dados 
menores, mas passa a ser consideravelmente maior no GARLI, 
acima de 4000 sequências. PHYML apresentou desempenho 
comparável ao RAxML-VI e GARLI, mas apresenta limitações 
técnicas mais severas, que o impedem de ser usado quando o 
número de sequências ultrapassa 2000. Além disso, o algoritmo 
de alteração de topologia (“nearest neighbor interchange”, Ca-
pítulo 12) implementado no programa PHYML explora apenas 
uma fração pequena do espaço de parâmetros, comparado com 
os dois outros algoritmos.

Embora a comparação entre os melhores algoritmos 
de busca por verossimilhança tenha sido realizada em uma rede 
de computadores com múltiplos processadores, computadores 
pessoais também avançaram significativamente nos últimos anos, 
permitindo que buscas por verossimilhança sejam realizadas em 
poucas horas ou dias para conjuntos de dados com cerca de 1000 
sequências entre 1000 e 10000 pares de bases.
 

14.6. Heterogeneidade de Taxas de Substituição Entre os Sítios

 Além das probabilidades de substituição entre as bases, da 
frequência relativa entre elas e das taxas de transição e transversão, 
outros parâmetros podem ser acoplados ao modelo evolutivo, 
como mencionado no Capítulo 13. Um desses refere-se à hetero-
geneidade na taxa de substituição entre os sítios de uma mesma 
sequência de ácido nucléicos, cujo efeito em inferência filoge-
nética é consideravelmente importante. Por exemplo, se os sítios 
em uma sequência de DNA apresentam a mesma probabilidade 
de sofrer uma substituição, dizemos que essa sequência apresenta 
taxa homogênea de substituição entre os sítios. Ao contrário, se 
alguns sítios em uma sequência de DNA apresentam maior taxa 
de substituição que outros sítios, dizemos haver heterogeneidade 
de taxa de substituição entre sítios nessa sequência.

 Esse tipo de propriedade das sequências de nucleotídeos 
pode ser representada graficamente por meio da distribuição gama 
contínua, representada pela letra grega G. A Figura 14.4 ilustra 
essa distribuição, onde dois parâmetros são necessários. Um deles, 
denominado alfa (a), representa a forma da curva de distribuição 
gama e outro, denominado beta (b), representa a escala. Apenas 
a é incorporado ao modelo. Quanto menor o valor de a, maior a 
heterogeneidade de substituição entre os sítios (se a=zero, cada 
sítio possui uma taxa exclusiva de substituição; se a tende ao 
infinito, todos os sítios têm a mesma taxa de substituição).
 De fato, as taxas de substituição ao longo de uma sequ-
ência não são iguais em muitos casos. Um exemplo comum em 
sequências codificadoras de proteínas é que a terceira posição do 
códon tem taxas maiores de substituição do que a primeira e a 
segunda posições. Já em sequências de rRNAs, as alças e hastes 
também apresentam taxas diferentes de substituição. Outros 
casos envolvendo determinados aminoácidos em uma sequência 
de proteínas apresentam maior pressão seletiva devido a algum 
papel importante no correto funcionamento da proteína, como 
proximidade em relação ao sítio ativo. A Figura 14.5 ilustra uma 
comparação entre sequências de aminoácidos de uma proteína re-
guladora da expressão gênica no homem e na galinha, denominada 
receptora de estrógeno. Dois dos domínios dessas sequências são 
extremamente conservados, com mais de 94% de similaridade 
entre essas duas espécies. Esses domínios sofrem uma forte ação 
de seleção negativa, uma vez que são domínios importantes de 
ligação entre o DNA (domínio C) e o hormônio (domínio E). Já 
os demais domínios estão sob menor restrição evolutiva e sua 
taxa de divergência é maior, com cerca de 60% de similaridade.
 Os valores da heterogeneidade podem ser estimados dire-
tamente a partir dos dados. A Tabela 14.4 traz vários exemplos de 
a calculados para diferentes tipos de dados em diferentes grupos 
de organismos. Note a variação, de 0,16 para sequências do gene 
mitocondrial 12S rDNA em roedores (heterogeneidade forte de 
substituição) até 0,95 para alguns genes mitocondriais codifica-
dores de vertebrados (heterogeneidade mediana de substituição).
 Levar em conta a heterogeneidade de substituição entre 
sítios em uma análise de verossimilhança tem mostrado resultados 
muito positivos. Muitas vezes, assumir homogeneidade entre os 
sítios pode levar a uma estimativa da filogenia que não reflete 
a verdadeira história evolutiva entre as unidades taxonômicas 
operacionais (Takezaki e Gojobori, 1999). Fazendo isso, subes-
timamos a taxa de substituição de sítios onde a variação é alta e 
superestimamos a taxa de substituição para sítios onde a variação 
é baixa ou inexistente.
 Assumir a distribuição gama contínua, no entanto, pode 
levar ao aumento do tempo computacional para se estimar uma 
árvore. Uma maneira de agilizar o processo assumindo heteroge-

Tabela 14.3. Tempo de execução de buscas por máxima verossimilhança usando três estratégias implementadas em diferentes pro-
gramas. O tempo é dado em horas:segundos. Análises foram realizadas em rede de computadores com múltiplo processadores de 2.4 
GHz e 8 GB de memória RAM. GARLI e PHYML não permitem buscas acima de um certo número de sequências e são marcados 
com um hífen. Fonte: modificado do suplemento em Stamakis (2006).
Número de sequências Pares de bases RAxML-VI GARLI PHYML
1000 5547 09:24 07:13 10:29
1497 1241 05:33 09:12 10:09
1663 1577 07:40 10:44 06:04
1728 1276 06:20 05:44 04:35
2000 1251 12:47 11:52 02:44
2560 1232 08:04 14:25 -
4114 1263 24:37 50:32 -
6722 1122 43:10 115:33 -
7769 851 35:41 - -
8780 1217 65:11 - -
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neidade de taxas é distribuir os sítios em classes distintas de taxas 
de substituição. Por exemplo, quatro ou mais classes de taxa de 
substituição poderiam ser definidas, de forma que teríamos um 
grupo onde a taxa de substituição é nula ou quase nula, uma classe 
onde a taxa de substituição é alta e duas classes intermediárias. 
Obviamente, quanto maior o número de classes, mais realista 
será a análise, porém maior será o tempo necessário para estimar 
o valor de a. Porém, como apenas a é incorporado aos modelos 
evolutivos, o número de classes determinadas para a distribuição 
gama não interfere no tempo total do cálculo da probabilidade da 
árvore, uma vez conhecido o valor de a.
 Outra maneira de incorporar heterogeneidade de substi-
tuição entre os sítios é dada pelo modelo de sítios invariáveis. 
Em um conjunto de sequências alinhadas, algumas posições são 
invariáveis, isto é, não são observadas substituições, ao passo que 
os demais sítios têm a mesma probabilidade de substituição. Esse 
modelo é mais simples do que o modelo de distribuição gama, no 
sentido de que apenas um parâmetro está envolvido, a proporção 
de sítios invariáveis.
 Uma alternativa mais refinada de acomodação dessa he-
terogeneidade de substituições entre os sítios pode ser realizada 
por meio de um modelo misto, onde um parâmetro determina a 
proporção de sítios invariáveis e os sítios variáveis apresentam 
heterogeneidade de taxa de acordo com a distribuição gama.
 Atualmente, alguns programas de análises filogenéticas, 
como PAML (Yang, 1997, 1998b) e GARLI (Zwickl, 2006), 
permitem que se partilhem os dados em classes descontínuas e 
os parâmetros para cada classe podem ser estimados indepen-
dentemente das demais classes. Dessa maneira, para diferentes 
genes ou regiões gênicas, seus próprios parâmetros (taxa de 
transição/transversão, parâmetro a da distribuição G, frequência 

de bases e outros) podem ser usados no cálculo da probabilidade 
da árvore. Imagine o exemplo da Figura 14.6, onde é dada a taxa 
de substituição para diferentes regiões de uma sequência e para 
pseudogenes. Cada uma das regiões definidas nesse exemplo pode 
ser considerada independentemente das demais e seus parâmetros 
podem ser estimados e usados independentemente em uma análise.
 De fato, estimar a forma da distribuição gama baseada 
em um conjunto concatenado de sequências pode não diminuir 
a forma real da distribuição para cada gene isoladamente. Nesse 
caso, a melhor opção seria usar cada gene separadamente para 
reconstruir a filogenia e, não havendo conflitos entre as estima-
tivas dadas por diferentes genes, somar as probabilidades dessas 
árvores (Cao et al., 1999, 2000; Adachi et al., 2000). 
 A incorporação de dois ou mais parâmetros acima descritos 
pode ser feita concomitantemente em uma análise. Contudo, nem 
sempre a inclusão de parâmetros extras pode resultar em uma 
melhora significativa na probabilidade de uma árvore explicar a 
evolução das sequências em questão (Huelsenbeck e Crandall, 
1997; Huelsenbeck e Rannala, 1997). Como veremos na secção 
14.8, existem testes estatísticos para estabelecer até que ponto a 
inclusão de parâmetros ao modelo evolutivo melhora a verossi-
milhança de uma filogenia.
 

14.7. Relógio Molecular

 Se os táxons analisados apresentam sequências que evo-
luem a uma taxa constante, podemos assumir que as substituições 

Figura 14.4. Distribuição gama para três valores de a. (modifi-
cado de Hillis et al. 1994).

Sequências  Táxons Valor estimado  Fonte
1a+2a posição do codon dos genes
de a- e b- globina,  5 mamíferos  0,36  Yang et al. (1994)
Lisozimas   24 primatas  0,66  Yang (1998a)
Genoma do vírus da Hepatite B   13 variantes 0,26  Yang, Lauder, e Lin (1995)
12S rRNA  9 roedores 0,16  Sullivan et al. (1996)
Domínios 1 e 2 da região controladora
do DNA mitocondrial   25 humanos 0,17  Yang e Kumar (1996)
1a+2a posição do codon dos 13
genes mitocondriais codificantes  11 vertebrados 0,13-0,95  Kumar (1996a)
Citocromo b   10 aves 0,42  Miyaki et al. (1998)

Tabela 14.4. Valores do parâmetro alfa da distribuição gama, estimado para diversos conjuntos de dados de sequências de DNA.

Figura 14.5. Comparação esquemática das sequências de ami-
noácidos de um receptor de estrógeno, do homem e da galinha, 
envolvido em regulação da transcrição gênica. Os números cor-
respondem à posição dos resíduos de aminoácidos, excluindo a 
primeira metionina. As porcentagens representam a proporção de 
aminoácidos conservados entre os dois organismos. A divisão do 
esteróide em seis domínios (A-F) é indicada abaixo, na figura. 
Domínios C e E são, respectivamente, os domínios de ligação 
ao DNA e ao hormônio. Modificado de Li (1997), após Green e 
Chambom (1986).
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ocorrem de acordo com um relógio molecular. Nessa situação, 
o comprimento dos ramos de uma árvore refletiria o número de 
substituições de cada linhagem, permitindo, com base nesse re-
lógio molecular, estimar o tempo de divergência entre qualquer 
nó interno se pelo menos a idade de um determinado evento 
de cladogênese tiver sido previamente estimada (por exemplo, 
utilizando-se o registro fóssil, algum evento biogeográfico ou 
ainda outros dados moleculares).
 Uma maneira simples de testar a hipótese do relógio molecular 
é por meio de um teste de razão de verossimilhanças, onde são com-
parados os logaritmos das verossimilhanças de uma mesma árvore 
sem e com a restrição do relógio molecular da seguinte maneira: 

2 ×  (log Árvoresem relógio - log Árvorecom relógio). 

 Nesse caso, o número de graus de liberdade é igual ao 
número de OTUs menos 2 e a significância do teste pode ser 
avaliada por meio da distribuição de c2 (Felsenstein, 1988). Esse 
teste pode ser realizado em programas como o TREEPUZZLE 
(Strimmer e von Haeseler, 1996) e o PAUP* (Swofford, 1999), 
que estimam a verossimilhança de uma filogenia com e sem a 
restrição do relógio molecular.
 Alternativamente, o teste de taxas relativas (relative-rate 
test; Sarich e Wilson, 1967, Takezaki et al., 1995; veja também 
o Capítulo 7) pode ser aplicado. Suponha que queiramos saber 
se, na árvore apresentada na Figura 14.2, as Aves e os Lagartos 
apresentam a mesma taxa de substituição. Se a taxa de substituição 
é a mesma, então o número de substituições ocorridas no ramo 
das Aves desde sua separação de seu ancestral C não deve ser 
estatisticamente diferente do número de substituições ocorridas 
desde que os Lagartos se separaram de seu ancestral C, o qual é o 
ancestral comum mais recente compartilhado com as Aves. Para 
avaliar isso, é necessário incluir uma linhagem que tenha diver-
gido anteriormente à separação das Aves e Lagartos. Nesse caso, 
poderíamos usar as Tartarugas como essa linhagem. Portanto, o 
número de substituições (K) de cada linhagem pode ser obtido 
diretamente das sequências, de modo que temos:

KAves/Tartarugas = KAves/Ancestral C + KTartarugas/Ancestral C
KLagartos/Tartarugas = KLagartos/Ancestral C + KTartarugas/Ancestral C

KAves/Lagartos = KAves/Ancestral C + KLagartos/Ancestral C .

 Resolvendo essas três equações, temos

KAves/Ancestral C=(KAves/Tartarugas+KAves/Lagartos-KLagartos/Tartarugas)/2

Klagartos/Ancestral C=(KLagartos/Tartarugas+KAves/Lagartos-KAves/
Tartarugas)/2

KTartarugas/Ancestral C=(KAves/Tartarugas+KLagartos/Tartarugas-KAves/
Lagartos)/2.

 De acordo com a teoria do relógio molecular (ver Capítulo 
7), a diferença entre KAves/Ancestral C e KLagartos/Ancestral C não deve ser 
estatisticamente diferente de zero. Caso contrário, a hipótese do 
relógio molecular é rejeitada a 1% de significância.
 Existem alguns programas que realizam o teste de taxas 
relativas. O PHYLTEST (Kumar, 1996b) e MEGA4 (Tamura et 
al., 2007), por exemplo, permitem que o usuário defina dois grupos 
cujas taxas devem ser testadas e qual grupo é externo, indicam se 
a hipótese do relógio molecular é rejeitada ou não. Já o programa 
LINTREE (Takezaki et al., 1995) vai mais além e detecta quais 
OTUs apresentam taxa de substituição significativamente mais 
rápidas ou mais lentas que as demais. OTUs com taxas muito 
diferente da média são retiradas do conjunto de dados e a análise 
é repetida até que o teste não encontre diferenças significativas 
nas taxas de substituição entre as OTUs restantes, e o relógio 
molecular pode ser aplicado.
 Muitas vezes, contudo, as sequências utilizadas não apre-
sentam taxas semelhantes de substituição e, em geral, a retirada de 
OTUs não é um procedimento desejável. Nesses casos, o uso de 
relógios locais ou “dispersos” é uma alternativa mais apropriada, 
que não requer a exclusão de sequências. Diversos modelos de 
relógios dispersos foram propostos. Eles serão brevemente citados 
aqui, uma vez que seria necessária uma introdução a métodos 
matemáticos e estatísticos nos quais esses métodos se baseiam, 
fugindo do escopo do presente capítulo. 
 De uma maneira geral, os métodos de relógios dispersos 
acomodam a variação nas taxas de substituição entre as sequências 
e os comprimentos dos ramos são estimados baseados em pontos 
de calibração que podem ser derivados de dados paleontológicos, 
biogeográficos, geológicos ou mesmo estimativas moleculares 
obtidas previamente. Basicamente, esses métodos podem ser 
agrupados em três categorias, de acordo com a maneira pela qual 
os comprimentos dos ramos são estimados.
 Em uma dessas categorias, o comprimento de cada ramo 
é estimado de acordo com os procedimentos usados no método 
de máxima verossimilhança, isto é, o modelo e o parâmetro são 
escolhidos de modo a maximizar a probabilidade da árvore. 
Exemplos desse procedimento incluem os trabalhos de Cutler 
(2000) e Yoder e Yang (2000), baseados nos trabalhos pioneiros 
de Hasegawa et al. (1989) e Kishino e Hasegawa (1990), desen-
volvidos para métodos de distância.
 Cutler (2000) descreveu um modelo estacionário de veros-
similhança onde a taxa de substituição em diferentes linhagens 
varia porém é fixa em uma linhagem. Ele usou o teorema do 
limite central para elaborá-lo, permitindo que a variância não 
seja igual à média, como é assumido pela distribuição de Poisson. 
Além de simulações, o autor usou dois conjuntos reais de dados 
para mostrar a aplicabilidade do modelo proposto: sequências de 
rbcL, um gene do cloroplasto de plantas terrestres e cinco genes 
mitocondriais e dois nucleares de metazoários. Em ambos os 
casos, o modelo estacionário não foi rejeitado, mas o modelo de 
Poisson, sim. Cutler (2000) concluiu que, sem o conhecimento 
da variância do tempo entre as substituições, dados moleculares 
podem ser incapazes de fornecer boas estimativas de tempo de 
divergência entre OTUs. 
 Yoder e Yang (2000) descrevem um modelo de relógios 
locais intermediário entre o modelo de Cutler, descrito acima, e o 
modelo global, onde todas as linhagens apresentam a mesma taxa 

Figura 14.6. Taxa de substituição entre regiões gênicas e pseudo-
genes. FL 5’ e FL 3’– região flanqueadora 5’e 3’, respectivamente; 
NT 5’ e NT 3’ – região não traduzida 5’e 3’, respectivamente; 
NAO – sítios não degenerados; BID – sítios bidegenerados; 
TETRA – sítios tetradegenerados; INTR – introns; PSG – pseu-
dogene. Fonte, Li (1997).
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de substituição. Nesse caso, OTUs próximas apresentam taxas 
semelhantes de substituição e diferentes partes da árvore podem 
apresentar diferentes taxas. Esse modelo está implementado no 
programa PAML, de autoria de Yang (1998b), e sua utilização foi 
demonstrada para um conjunto de dados de genes mitocondriais 
de 31 espécies de mamíferos. 
 Uma segunda categoria de métodos baseia-se no pressu-
posto de que as taxas de substituição são autocorrelacionadas 
no tempo, isto é, ramos próximos na árvore devem apresentar 
taxas de substituição mais semelhantes entre si. Dessa maneira, 
as diferenças entre as taxas de substituição entre descendentes e 
ancestrais são minimizadas (Sanderson, 1997). Esse método não 
paramétrico foi aplicado também em um conjunto de dados de 
rbcL de plantas terrestres e os tempos de divergência estimados 
por esse método são congruentes com dados paleobotânicos. 
A conclusão de Sanderson (1997) é que o método se sobressai 
sobre o método de máxima verossimilhança quando o tamanho 
das sequências é suficientemente grande, quando as taxas de 
substituição entre as linhagens apresentam variação e quando as 
taxas são realmente correlacionadas no tempo. Mais recentemente, 
Sanderson (2002) desenvolveu um novo método, denominado 
verossimilhança penalizada semi-paramétrica (do inglês, “semi-
parametric penalized likelihood”). O método aceita a existência 
de variação das taxas evolutivas entre as linhagens, mas uma 
penalidade é aplicada para minimizar variações de taxas entre um 
nó e seus descendentes, através de um parâmetro de suavização. 
Quanto menor o valor deste parâmetro de suavização, maior a 
variação de taxas observadas entre as sequências. Um teste de 
validação cruzada gerenciado pelos dados é aplicado para esco-
lher o melhor valor para o parâmetro de suavização (Sanderson, 
2002). Durante o procedimento de validação cruzada, o algoritmo 
escolhe aleatoriamente linhagens a serem retiradas da árvore, 
estima o parâmetro de suavização para as linhagens restantes e 
repetidamente tenta prever o valor do parâmetro de suavização 
para a linhagem retirada, até o melhor parâmetro ser encontrado 
(Sanderson, 2002). Esse método representa uma melhoria em 
relação ao método não-paramétrico de Sanderson (1997).

Finalmente, uma última categoria para datação de tempos 
de divergência baseia-se em uma estatística bayesiana. Nessa 
categoria, os parâmetros são estimados por inferência bayesiana e 
as taxas de substituição podem variar discreta (Huelsenbeck et al., 
2000) ou continuamente (Kishino et al., 2001; Thorne e Kishino, 
2002). Além disso, as taxas associadas a ramos descendentes 
podem ser correlacionadas (Thorne e Kishino, 2002) ou não 
correlacionadas (Drummond et al., 2006) aos ramos ancestrais 
usando algoritmos Bayesianos mais realistas que relógios estri-
tos descritos previamente. Entretanto, tais métodos envolvem 
algoritmos complexos, fugindo ao escopo do presente capítulo 
e, portanto, não serão descrito em detalhes. Vale a pena ressaltar 
que os relógios Bayesianos se tornaram muito populares, pois 
permitem que modelos de evolução diferentes sejam aplicados 
para diferentes genes e ainda levam em consideração incertezas 
que permeiam análises filogenéticas, tais como os pontos de 
calibração, as estimativas dos comprimentos de ramos e as taxas 
de substituição ao longo do tempo.

14.8. Teste de Comparação entre Modelos Evolutivos

 Os modelos evolutivos apresentados no início deste ca-
pítulo são um caso especial um dos outros. Por exemplo, se não 
há diferenças nas taxas de transição entre purinas e transição 
entre pirimidinas, o modelo de TN93 se reduz ao modelo de 
HKY85. Essa propriedade dos modelos permite que eles sejam 

comparados por meio do teste de razão de verossimilhança (LRT, 
do inglês, likelihood ratio test; Goldman, 1993; Huelsenbeck e 
Crandall, 1997; Huelsenbeck e Rannala, 1997; Sullivan e Joyce, 
2005)
 O teste de LRT é realizado multiplicando a diferença entre 
os logaritmos das probabilidades por 2 e verificando a significância 
das diferenças de acordo com a distribuição de c2. Os graus de 
liberdade equivalem à diferença entre o número de parâmetros 
livres entre os modelos testados. Se a diferença for significativa, 
a adição de mais parâmetros melhora a probabilidade da árvore, 
isto é, o modelo com mais parâmetros reflete de maneira mais 
apropriada a evolução das sequências analisadas, aumentando a 
probabilidade de que aquela árvore melhor represente a história 
evolutiva daquele conjunto particular de sequências.
 O critério de informação de Akaike (AIC, do inglês Akaike 
Information Criterion; Akaike, 1974) é outra alternativa para a 
escolha do modelo evolutivo, o qual penaliza a adição de parâme-
tros extras. Ele é estimado como AIC = -2 ×  log Probabilidade 
+ 2 ×  (número de parâmetros). O modelo que minimizar AIC é 
considerado o mais adequado para ser utilizado na reconstrução 
filogenética. Entretanto, a eficiência desses testes (LRT e AIC) 
na seleção de um modelo apropriado foi questionada (Takahashi 
e Nei, 2000) e, em certos casos, modelos mais simples podem 
ser tão ou mais eficientes do que os mais complexos (Kelchner e 
Thomas, 2006).

Mais recentemente, o critério de informação Bayesiana 
(BIC, do inglês “Bayesian Information Criterion”) tem sido usado 
com frequência na escolha de modelos evolutivos, principalmente 
quando se trata de conjuntos de dados grandes, onde LRT e AIC 
tendem a favorecer modelos mais complexos e rejeitar modelos 
mais simples. O BIC de cada modelo é estimado seguindo a 
fórmula

BIC = -2 L + p log n,

onde n é o tamanho amostral (usualmente o número de caracteres 
no alinhamento). O modelo com o menor BIC representa o modelo 
onde a probabilidade posterior é máxima e, portanto, o modelo é 
mais adequado para explicar a evolução das sequências.
 No caso de comparação onde os modelos não representam 
um caso especial um do outro, Felsenstein (1988) sugere admitir 
apenas 1 grau de liberdade entre eles e compará-los em uma tabela 
de c2.

14.9. Teste de Comparação Entre Topologias Alternativas

 O teste de razão de verossimilhança também pode ser usado 
para a comparação entre duas topologias concorrentes. Nesse caso, 
o número de graus de liberdade será computado de acordo com 
a diferença do número de ramos entre as duas árvores. Contudo, 
o teste é inválido se uma dessas árvores não é um subconjunto 
da outra, ou seja, se as duas árvores forem totalmente bifurcadas 
(Swofford et al., 1996). Nesses casos, a mesma sugestão dada por 
Felsenstein (1988) para modelos evolutivos que não são um caso 
especial um do outro é válida para árvores que diferem apenas por 
um rearranjo de seus ramos: considerar um grau de liberdade.
 O teste desenvolvido por Kishino e Hasegawa (1989) é 
uma outra opção amplamente usada atualmente. A probabilidade 
de cada uma das árvores concorrentes é calculada e a diferença 
entre as probabilidades é avaliada estatisticamente pelo teste t. 
Pacotes de inferência filogenética como o PAUP* e o PUZZLE 
utilizam esse teste quando uma matriz de nucleotídeos e as árvores 
concorrentes são fornecidas.
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 Goldman et al. (2000), no entanto, contestaram a validade 
do teste de Kishino-Hasegawa para comparações entre topologias 
obtidas a posteriori, isto é, o teste não seria válido quando as 
árvores são obtidas para genes diferentes ou por métodos dife-
rentes para um mesmo conjunto de sequências. A sugestão desses 
autores é usar testes paramétricos, como o teste SOWH (Swo-
fford et al., 1996), com poder estatístico maior do que os testes 
não paramétricos. No entanto, tal teste requer a comparação da 
verossimilhança de nossa árvore com uma distribuição nula para 
a diferença entre os valores de verossimilhança e, para obter essa 
distribuição nula, o pesquisador gasta um tempo computacional 
considerável, uma vez que é necessária a simulação de matrizes de 
sequências com parâmetros (por exemplo, frequências de bases, 
razão de transição/transversão, variação de taxas de substituição 
entre os sítios) semelhantes à da matriz original.
 Para solucionar parte dos problemas associados com 
topologias obtidas a posteriori e reduzir o viés de incluir mais 
árvores no intervalo de confiança com o aumento no número 
de árvores sendo comparadas, Shimodaira (2002) propôs um 
teste denominado “Aproximadamente Não-enviesado” (AU do 
inglês, Approximately Unbiased). O teste AU usa um procedi-
mento de bootstrap (processo de reamostragens sucessivas, com 
reposição dos sítios usados) e verossimilhanças de cada sítio do 
alinhamento para derivar valores P das topologias testadas. A 
distribuição das probabilidades posteriores de cada topologia 
alternativa é obtida por meio da contagem do número de vezes 
em que a hipótese é apoiada nas réplicas de i. No entanto, se as 
árvores sendo comparadas apresentam escores muito similares, a 
árvore “verdadeira” pode ser eliminada do intervalo de confiança 
(Shimodaira, 2002).

14.10. Vantagens e Desvantagens do Método de Verossimi-
lhança

 O método de verossimilhança tem-se mostrado mais útil 
que os métodos geométricos e de parcimônia (Hasegawa e Fu-
jiwara, 1993, Kuhner e Felsenstein, 1994, Huelsenbeck, 1995; 
Swofford et al., 1996) porque: (1) apresenta menor variância do 
que os métodos geométricos e de parcimônia, já que é menos 
afetado por erros de amostragem, mesmo com sequências curtas; 
e (2) tende a ser mais robusto a violações do modelo evolutivo, 
já que os processos evolutivos atuantes em um determinado sítio 
ocorrem de maneira semelhante em muitos outros.
 Embora uma melhoria significativa tenha sido ocorrido 
nos últimos anos para acelerar o processo de estimativa das vari-
áveis necessárias, o método de verossimilhança ainda pode ter a 
desvantagem de consumir grande tempo no cálculo das probabi-
lidades, especialmente em se tratando de análises que envolvam 
um grande número de OTUs ou genomas completos. A adição de 
parâmetros extras ao modelo evolutivo também aumenta o tempo 
necessário para se calcular a probabilidade final. Nesses casos, 
a maior velocidade computacional dos métodos geométrico e de 
parcimônia faz com que eles sejam os únicos métodos possíveis 
de reconstrução filogenética para muitas sequências. 
 

14.11. Exemplos 

 Um dentista da Flórida, Estados Unidos, portador do vírus 
HIV que causa a síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS), 
suspeitou que tinha contaminado alguns de seus pacientes. Alguns 
pesquisadores isolaram o vírus dos pacientes, do dentista e de ou-
tras pessoas infectadas que não eram pacientes do mesmo dentista, 

e sequenciaram alguns genes desses vírus. Após uma série de 
relatos controversos, Hillis et al. (1994, 1996) usaram o método de 
máxima verossimilhança para tentar estabelecer uma conclusão a 
respeito da possível contaminação pelo vírus da AIDS ter ocorrido 
no consultório dentário. A inferência filogenética obtida levou 
os pesquisadores a concluirem que alguns dos pacientes foram 
contaminados pelo dentista, conforme indicado pelos pacientes 
representados no retângulo da Figura 14.7. No entanto, as sequ-
ências obtidas do vírus de outros pacientes (F e D, na Figura 14.7) 
são mais relacionadas com sequências do vírus de outras pessoas 
da comunidade, que não eram pacientes do dentista, indicando 
que, nesse caso, a infecção não ocorreu no consultório dentário. 
Desde então, resultados de análises de sequências de DNA pelo 
método de máxima verossimilhança passaram a ser usados pelo 
sistema judicial americano como evidência criminológica.
 Esse método também já foi extensivamente usado para 
recuperar relações filogenéticas questionáveis, como no caso das 
lampreias e das feiticeiras. Esses dois grupos são definidos, dentre 
outras características, pela ausência de mandíbulas, e são conside-
rados os grupos mais basais de vertebrados. Durante alguns anos, 

Figura 14.7. Uso de filogenias para mostrar um caso de 
transmissão do vírus da síndrome da imunodeficiência adquirida 
(HIV). As letras A-G representam diferentes pacientes do mesmo 
dentista, portador do HIV; x e y representam duas linhagens 
diferentes de vírus sequenciadas. LC representam indivíduos 
da mesma comunidade, mas que não são pacientes do dentista. 
HIVELI é uma sequência de uma linhagem africana e foi usada 
como grupo externo. Veja o texto para as conclusões do estudo. 
A barra corresponde ao número de substituição de nucleotídeos. 
Modificado de Hillis et al., 1994.
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houve um debate se eles representariam um grupo monofilético 
ou se as lampreias seriam grupo-irmão dos vertebrados com man-
díbulas (gnatostomados) e as feiticeiras seriam a linhagem mais 
basal entre todos os vertebrados. Recentemente, Mallat e Sullivan 
(1998) mostraram, por meio de inferências filogenéticas usando o 
método de máxima verossimilhança, que as lampreias e as feiticeiras 
formam um grupo monofilético, irmão dos vertebrados gnatostoma-
dos. Esses pesquisadores concluíram ainda que outros vertebrados 
agnados extintos podem não pertencer a esse grupo monofilético de 
agnados atuais e poderiam representar os vertebrados mais basais.
 Nem sempre, no entanto, os resultados são conclusivos 
em relações à posição filogenética de determinados táxons. Um 
exemplo de debate recente causado por diferentes estimativas 
filogenéticas baseadas em análises de verossimilhança está nas 
relações basais dos grupos de aves. Estudos recentes têm resultados 
em hipóteses, por meio do uso de sequências completas do DNA 
mitocondrial, em que as aves ratitas e os tinamídeos, consideradas 
como as aves mais primitivas (Cao et al., 2000; Cracraft, 1988; 
Stapel et al., 1984), poderiam ser um grupo-irmão de clados antigos, 
como o das aves galináceas, e que os Passeriformes representariam 
o grupo mais basal entre as Aves (Härlid e Arnason, 1998, Mindell 
et al., 1999), uma visão até pouco tempo não imaginada. Contudo, 
a composição de bases é bastante heterogênea entre os diferentes 
grupos de aves, e métodos de distância e máxima verossimilhança, 
que corrigem diferenças na composição de bases, recuperam a filo-
genia tradicional, com as ratitas e tinamídeos em um clado irmão 
das demais aves, e os Passeriformes em uma posição mais alta na 
topologia (Haddrath e Baker, 2001).
 Em casos onde as sequências usadas parecem evoluir 
a uma taxa constante entre os táxons, os métodos de máxima 
verossimilhança permitem datar quando as sequências desses 
táxons iniciaram sua divergência. Por exemplo, os psitaciformes 
neotropicais (papagaios, araras e afins) parecem ter se separado 
dos australasiáticos cerca de 76 milhões de anos atrás (Ma), coinci-
dente com a transformação geológica ocorrida na Terra que levou 
à separação dos continentes da América do Sul, África, Índia, 
Austrália e Antártica. A partir daí, a separação entre os gêneros 
modernos de psitaciformes neotropicais parece ter ocorrido entre 
27 e 20 Ma e pode ser relacionada com eventos paleogeográficos 
específicos ocorridos durante os períodos Oligoceno e Mioceno 
(Figura 14.8; Miyaki et al., 1998).

14.12. Considerações Finais sobre Métodos de Reconstrução 
Filogenética

 Depois de tantas fórmulas para o cálculo das distâncias 
entre sequências e tantos métodos para reconstrução de filogenias, 
fica a pergunta, o que usar? Essa, com certeza, não é uma pergunta 
para ser respondida a priori. Um aspecto que está se tornando mais 
claro é que simulações de computador e estudos com filogenias 
conhecidas devem ser considerados quando da escolha do método 
a ser usado para um determinado grupo de dados.
 Como visto também nos Capítulos 12 e 13, cada tipo de 
método de reconstrução filogenética tem suas vantagens e suas 
desvantagens. Métodos de máxima parcimônia têm sido usados 
com frequência desde a década de 60 na análise de caracteres 
morfológicos e métodos de máxima verossimilhança possuem 
uma base teórica forte, enquanto que métodos de distância pos-
suem bons testes de confiança em topologias.
 Na realidade, a gama de valores dos parâmetros de evolu-
ção molecular é tão grande que pouco podemos afirmar com base 
em um ou dois estudos de simulações em computador. Tendo em 
vista tantos resultados conflitantes nas simulações (Hillis et al., 

1994; Huelsenbeck, 1995; Nei et al., 1995) e estudos de filogenia 
conhecida (Russo et al., 1996), devemos nos concentrar em estu-
dos nos quais a gama de valores reflete aqueles biologicamente 
relevantes (Nei et al., 1995). Por exemplo, um estudo onde a pro-
babilidade de substituição por sítio é muito alta (por exemplo, p > 
0,7) dificilmente será útil para testarmos a eficiência de métodos, 
já que um autor mais cuidadoso iria escolher outra região mais 
conservada do genoma para a análise filogenética. 
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Anexo. Programas de inferência filogenética e outros relacionados aos métodos probabilísticos.

GARLI – Implementa um algoritmo genético eficiente e rápido para buscar uma árvore filogenética sobre o critério de máxima 
verossimilhança. Apresenta também uma opção de realizar bootstraps de máxima verossimilhança.

LINTREE - Permite detectar OTUS que apresentam taxas de evolução estatisticamente diferentes da média; gera árvores sob vários 
modelos evolutivos, porém sob o critério de distâncias. Programa pouco popular hoje em dia devido ao desenvolvimento de 
métodos de relógios moleculares dispersos.

MEGA4 – Pacote de análises filogenéticas e evolutivas. Implementa teste de taxas relativas de substituição, estimativas de diver-
sas estatísticas (composição de base, taxa de transição/transversão, e outras).

MODELTEST - Usado para testar quais diferentes modelos de evolução se adequam às sequências em questão; faz o teste de razão 
de verossimilhança (LRT), critério de informação de Akaike (AIC) e critério de informação Bayesiana (BIC); fornece algumas 
estatísticas básicas sobre a escolha do melhor método.

MOLPHY – Pacote que inclui programas para se obter número de transição e transversão entre os táxons e estimar sua filogenia; 
permite ainda fazer rearranjos em árvores fornecidas pelo usuário.

PAML – Pacote que inclui os métodos de parcimônia e de verossimilhança, incluindo modelos para reconstrução de filogenia baseado 
em sequência de aminoácidos; implementa modelos de relógio molecular global e local.

PAUP* – Multipacote que inclui todos os métodos de inferência filogenética, realiza testes de bootstrap, jacknife, Kishino-Hasegawa 
e outros; implementa diversos tipos de modelos de relógio molecular, que permitem acomodar variação das taxas de substi-
tuição entre as OTUs.

PHYLIP – Multipacote que inclui todos os métodos de inferência filogenética, realiza bootstrap, redesenha árvores. Permite usar 
dados binários, como os obtidos para fragmentos de restrição.

PHYML – Incorpora um algoritmo rápido de buscas de árvores filogenéticas e bootstrap por máxima verossimilhança para con-
junto de dados com grande número de sequências.

PHYLTEST – Realiza teste de constância de taxa de substituição entre os sítios, teste de ramos interiores e outros.
RAxML-VI – Busca rápida e eficiente da árvore mais verossímil para um grande número de sequências.
TREEPUZZLE – Apresenta dois novos métodos. Um deles avalia o grau de sinal filogenético contido em um alinhamento (likelihood 

mapping). O outro realiza uma análise de todos os possíveis quartetos (quartet puzzling) para minimizar o tempo gasto no 
cômputo da probabilidade de uma árvore. Realiza ainda o teste de Kishino-Hasegawa entre árvores diferentes. Testa a hipótese 
de relógio molecular global.
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Capítulo 15
Reconstrução filogenética: Inferência bayesiana
Dr Sergio Luiz Pereira (sergiolp@gmail.com)
Department of Natural History
Royal Ontario Museum

“Minhas idéias abstratas, de tanto as tocar, tornaram-se concretas: são rosas 
familiares que o tempo traz ao alcance da mão, rosas que assistem à inauguração 
de eras novas.” (Murilo Mendes, Poesias)

15.1. Inferência Filogenética Bayesiana

 O método bayesiano de inferência filogenética é uma al-
ternativa aos métodos tradicionais vistos nos Capítulos 12 a 14, 
introduzido na área de inferência filogenética mais recentemente 
(Huelsenbeck et al., 2001; Mau et al. 1999; Rannala e Yang, 1996; 
Yang e Rannala, 1997). Originalmente, no entanto, a estatística 
bayesiana surgiu em 1763, quando o reverendo Thomas Bayes 
propôs um método formal para incorporar a distribuição ou valo-
res de uma variável obtidos a priori no cálculo da probabilidade 
de ocorrência de um dado evento. Em inferência filogenética 
bayesiana, por exemplo, informações a priori assumem várias 
formas de como atribuir maior probabilidade a uma dada topo-
logia, assumir uma distribuição pré-delimitada para os possíveis 
valores que os parâmetros do modelo evolutivo possam assumir 
ou mesmo restringir quais OTUs (Operational Taxonomic Units, 
em inglês) devem ser mais relacionadas entre si em exclusão de 
outras. Como veremos mais adiante, a atribuição de informações 
a priori constitui um dos tópicos mais controversos em inferência 
filogenética bayesiana. O método bayesiano tornou-se bastante 
popular ultimamente graças ao desenvolvimento das simulações 
Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC, do inglês Markov 
chain Monte Carlo), que facilitam a obtenção de estimativas de 
algumas variáveis impossíveis de serem estimadas analiticamente 
e à distribuição gratuita de diversos programas de reconstrução filo-
genética, como MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), BEAST 
(Drummond e Rambaut, 2007) e BAMBE (Simon e Larget, 2000).
 Os métodos bayesiano e de máxima verossimilhança (em 
inglês, Maximum Likelihood, ML) são matematicamente relacio-
nados. No Capítulo 14, vimos que o método de verossimilhança 
estima a probabilidade L de que os dados observados D tenham 
sido gerados perante uma hipótese H, a qual inclui um modelo 
evolutivo q, uma topologia T e os comprimentos de seus ramos 
B. O método bayesiano, por sua vez, inverte o problema e calcula 
a probabilidade posterior L(H|D) de que H seja correta uma vez 
obtido D e assumindo previamente determinados valores e dis-
tribuições (probabilidades a priori). A probabilidade condicional 
é representada pelo teorema de Bayes,

,
)(

)|()(
)|(

DL

HDLHL
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×
=

em que L(H) é a probabilidade a priori atribuída à hipótese H 
antes que D tenha sido observado, L(D | H) é a função que maxi-
miza a verossimilhança e L(D) é uma constante de normalização 
que limita a probabilidade posterior entre o intervalo 0 e 1. Em 
outras palavras, o método bayesiano procura a hipótese H em que 
a probabilidade posterior é máxima; a probabilidade posterior é 

proporcional à verossimilhança multiplicada pela probabilidade 
a priori de a hipótese ser correta.
 O método bayesiano trata dados e parâmetros como 
variáveis aleatórias nas quais a incerteza sobre os valores dos 
parâmetros é medida pela distribuição da probabilidade posterior 
(Huelsenbeck e Ronquist, 2005). A probabilidade posterior dos 
parâmetros de interesse (por exemplo, topologia) é calculada pela 
função integral de todos os valores possíveis dos outros parâme-
tros, cada um pesado por sua probabilidade. Isso implica que a 
inferência filogenética não é influenciada por um valor específico 
de um parâmetro qualquer. Uma vez estimada a distribuição de 
probabilidade de um parâmetro, a média, a variância e a dispersão 
associadas à maior proporção da probabilidade posterior podem 
ser calculadas. Em contraste, o método de verossimilhança 
considera que as variáveis da hipótese H possuem valores não 
aleatórios. Dessa forma, as probabilidades não podem ser atri-
buídas diretamente; sob o metódo de máxima verossimilhança, 
para estimar-se a incerteza associada com valores dos parâmetros, 
deve-se, portanto, comparar a distribuição das estimativas de 
máxima verossimilhança obtidas para vários conjuntos de dados 
independentes e com o mesmo tamanho que o conjunto original 
(Huelsenbeck e Ronquist, 2005). 
 Uma outra diferença fundamental entre ML e o método baye-
siano é como os parâmetros do modelo evolutivo são estimados, o que 
pode levar ambos os métodos a escolherem diferentes filogenias para 
um mesmo grupo de sequências e o mesmo modelo de substituição 
de DNA. Muitas vezes, esses parâmetros não são de interesse dire-
to, mas devem ser estimados nas equações de verossimilhança. No 
método de verossimilhança, os parâmetros do modelo evolutivo são 
estimados conjuntamente para achar o ponto onde a verossimilhança 
é máxima. Por sua vez, o método bayesiano não estima a altura da 
probabilidade posterior, mas o volume (ou densidade) da superfície 
da probabilidade posterior, e os parâmetros são integrados para obter 
a probabilidade posterior marginal da árvore filogenética.
 Consideremos apenas um parâmetro x para ilustrar este 
processo, o qual pode ser qualquer variável do modelo de subs-
tituição, como, por exemplo, a taxa de transição/transversão, 
composição de bases ou taxa de substituição do nucleotídeo i 
por j. A Fig. 15.1a representa as probabilidades marginais de 
duas árvores alternativas obtidas pelo método bayesiano. Em-
bora a árvore 1 tenha a maior probabilidade posterior medida 
pela altura do pico, a área sob a superfície da probabilidade 
posterior é muito menor que aquela da árvore 2 (Fig. 15.1a). 
Portanto o método bayesiano favorece a árvore 2. A Fig. 15.1a 
mostra ainda que embora a árvore 1 apresenta o maior pico, 
a árvore 2 é apoiada por uma gama maior de valores para o 
parâmetro x. Esse fato é particularmente interessante, porque 
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ele ilustra que a estimativa de parâmetros contém incertezas e 
a “árvore verdadeira” pode ser próxima da árvore mais veros-
símil ou a com maior probabilidade posterior (Holder e Lewis, 
2003). Embora pareça óbvio que a estimativa marginal possa 
ser superior à estimativa conjunta, a estimativa marginal requer 
que os parâmetros sejam integrados de acordo com sua proba-
bilidade posterior e, portanto, requer o uso de probabilidades a 
priori. A escolha de probabilidades a priori pode ser subjetiva 
e enviesar a densidade das probabilidades posteriores (Alfaro 
e Holder, 2006), especialmente quando a inferência é baseada 
em um conjunto de dados pequeno.

Por outro lado, a estimativa conjunta de x e da filogenia 
favorece a árvore 1, que apresenta o maior pico na distribuição 
de verossimilhanças (Fig. 15.1b). Observe que a densidade de 
x na Fig. 15.1b favorece valores menores do que 0,4. O uso de 
estimativas conjuntas em inferência bayesiana, no entanto, iria 
favorecer também a árvore 2 neste caso, porque sua área de 
distribuição sob a superfície da verossimilhança é maior. A não 
ser que exista evidência contra valores de x maiores que 0,4, o 
método bayesiano pode resultar em estimativas enviesadas, es-
pecialmente se essas estimativas são grandemente influenciadas 
pelas probabilidades a priori. 

Para fins de ilustração de como a inferência bayesiana 
difere da inferência estatística clássica (incluindo aqui o método 
de máxima verossimilhança), considere que em uma caixa existam 
100 dados, sendo 90 deles perfeitos e 10 imperfeitos (material 
suplementar em Huelsenbeck et al., 2001). A probabilidade de 
observar cada face do dado é idêntica para cada face nos dados 

perfeitos, mas difere para cada face nos dados imperfeitos. Con-
sidere que as probabilidades sejam:

Face do dado: 1 2 3 4 5 6
Dado perfeito: 1/6

1/6
1/6

1/6
1/6

1/6

Dado imperfeito: 1/21
2/21

3/21
4/21

5/21
6/21

 Suponha que selecionamos aleatoriamente um dado da 
caixa e o jogamos duas vezes. Na primeira vez, obtivemos a 
face 4 e na segunda vez, 6. Qual é a probabilidade de que o dado 
escolhido seja imperfeito? Para a estatística clássica, devemos 
calcular simplesmente a probabilidade de obter 4 e de obter 6 para 
cada tipo de dado, assumindo que ambas as jogadas do dado são 
independentes, ou seja:

e 

 A probabilidade de observar as faces 4 e 6 é 1,96 vezes 
maior, considerando a hipótese que o dado é imperfeito. Portanto, 
podemos concluir, com base nas probabilidades, que o dado é 
imperfeito.
 Em inferências bayesianas, devemos considerar nosso 
conhecimento prévio sobre as probabilidades de obter cada 
face em um dado perfeito e um imperfeito. Sabemos que há 10 
dados imperfeitos em um conjunto total de 100 dados, Portanto, 
podemos assumir a priori que a probabilidade de o dado ser 
imperfeito é 0,1. No entanto, se esta informação não nos fosse 
acessível, a atribuição de uma probabilidade a priori pode ser 
impraticável em termos objetivos. Portanto sob a óptica bayesi-
ana temos que:

onde Pr(imperfeito) e Pr(perfeito) são as probabilidades a priori 
de que o dado é imperfeito e perfeito, respectivamente. Podemos 
assumir como probabilidades a priori a proporção de dados im-
perfeitos e perfeitos na caixa. Assim, temos que:

 Nossa opinião de que o dado usado foi um dado imper-
feito passou, portanto, de 0,1 (a proporção da dados imperfeitos 
na caixa) para 0,18 (a probabilidade posterior obtida quando 
incorporamos informação prévia sobre a distribuição de dados 
perfeitos e imperfeitos na caixa).

15.2. Probabilidade a priori

 A escolha de probabilidades a priori, ou simplesmente, 
priori, é causa de muita controvérsia, principalmente em dis-
cussões entre os adeptos da estatística clássica e os adeptos da 
estatística bayesiana. Probabilidades bayesianas a priori podem 

Figura 15.1. Estimativas de probabilidades marginal (a) e con-
junta (b). O eixo da abscissa representa um parâmetro hipotético x 
de interesse não direto e o eixo da ordenada representa a verossi-
milhança ou a densidade da probabilidade posterior, nos métodos 
de máxima verossimilhança e bayesiano, respectivamente. Em 
ambos os casos, a estimativa conjunta de x e da árvore favorece 
a árvore 1, que apresenta o pico mais alto. A estimativa marginal, 
no entanto, favorece a árvore 2, que apresenta o maior volume 
sob a superfície da probabilidade posterior. Modificado de Holder 
e Lewis (2003).
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ser originadas de expectativas teóricas, experiência prévia ou 
observações obtidas de dados anteriores. Por exemplo, no caso 
do jogo de dados, dificilmente temos informação sobre a propor-
ção da dados imperfeitos na vida real. Portanto podemos esperar 
a priori que a probabilidade de tirar qualquer face é um sexto. 
Similarmente, em um jogo de cara ou coroa, esperamos obter 
cara em 50% das jogadas de uma moeda, se não sabemos nada a 
respeito da imperfeição desta moeda. No entanto, diferentes pes-
quisadores possuem percepções diferentes do mesmo problema. 
Por exemplo, no jogo de cara ou coroa o leitor pode assumir que 
a probabilidade de se obter cara em número finito de jogadas cai 
entre 0,4 e 0,6, enquanto o autor deste capítulo pode considerar 
que esta mesma probabilidade tem distribuição entre 0,45 e 0,55. 
A subjetividade na definição da probabilidade a priori dada por 
diferentes pesquisadores é a principal causa de objeção contra o 
uso da estatística bayesiana.
 No entanto, a incorporação de probabilidades a priori 
tem uma base sólida e formal em estatística bayesiana. Embora 
apriorismos possam ser subjetivos, eles não são necessaria-
mente arbitrários e não assumem valores específicos, mas uma 
distribuição de possíveis valores. Em se tratando de sequências 
macromoleculares, sabemos bastante a respeito dos processos que 
regem sua evolução e parte dessa informação pode ser útil para 
limitar a distribuição de valores de um parâmetro específico do 
modelo evolutivo. Por exemplo, se existe um viés em composi-
ção de bases em sequências mitocondriais (veja Tabela 14.2 no 
Capítulo 14), é perfeitamente justificável o uso a priori de uma 
distribuição não uniforme para cada uma das quatro bases de 
DNA. Similarmente, as taxas de transição e transversão podem 
ser facilmente estimadas das sequências e uma distribuição ao 
redor dessa estimativa pode ser usada como a possível gama 
de valores para as razão de transição/transversão. Uma grande 
vantagem do método bayesiano é que a probabilidade posterior 
passa a ser menos afetada pela probabilidade a priori com o au-
mento de observações realizadas. Por exemplo, os três gráficos 
na Figura 15.2 foram gerados assumindo que a probabilidade a 
priori de obtermos cara se limita ao intervalo [0,4; 0,6] em 95% 
dos casos, medido pela área sob a superfície da distribuição da 
probabilidade a priori. No entanto, obtivemos cara em 60% das 
jogadas nos três experimentos e a distribuição das probabilidades 
a priori e posterior passam a ser mais distintas entre si, com o 
aumento do número de observações.
 Ainda nesse exemplo, o priori é dito informativo porque 
é dada uma maior probabilidade do valor de interesse cair em um 
sub-intervalo pré-definido dentro do intervalo [0, 1] de possíveis 
valores de probabilidade. Alternativamente, a distribuição da pro-
babilidade a priori pode ser definida por prioris não informativos, 
também chamados de prioris vagos ou dispersos. Prioris dispersos 
refletem nossa ignorância sobre um determinado parâmetro. Com-
pare os gráficos da Figura 15.3. A distribuição da probabilidade 
posterior é menos afetada pelo uso de prioris dispersos. Quando 
não temos conhecimento a priori da distribuição de possíveis 
valores para um parâmetro qualquer, o uso de prioris dispersos 
pode ser considerado uma vantagem do método bayesiano, cujo 
efeito na distribuição da probabilidade posterior, espera-se, é 
negligenciável. No entanto, em alguns casos, a probabilidade 
posterior tende a ser centrada no valor médio da distribuição a 
priori, especialmente com um número limitado de dados.
 As distribuições ilustradas acima são válidas apenas 
para dados binomiais, como o jogo de moedas, ou no caso de 
sequências de DNA, para a razão de transição/transversão, que 
se adequam a uma distribuição beta da forma Beta(α, β) em um 
espaço bidimensional. Outros parâmetros do modelo evolutivo, 
como as taxas de substituição nucleotídica ou a proporção de ba-

ses, requerem um outro tipo de distribuição multimodal, como a 
distribuição de Dirichlet, com n dimensões, em que n é o número 
de parâmetros a serem estimados.

15.3. Probabilidade Posterior

 Uma diferença fundamental entre estatística clássica e 
bayesiana é a maneira como o apoio aos clados é gerado e in-
terpretado. Métodos de distância, máxima parcimônia e máxima 
verossimilhança usualmente empregam o uso de bootstrap não 
paramétrico como uma medida da confidência dos nós internos de 
uma filogenia (Capítulo 13). A técnica de bootstrap re-amostra, 
como foi visto, a matriz de dado original e gera um número de-
terminado de matrizes (pseudo-réplicas) com o mesmo número 
de caracteres existente na matriz original. A amostragem é feita 
com reposição. Para cada pseudo-réplica, uma árvore é gerada de 
acordo com o critério de otimização escolhido. A frequência com 
que os agrupamentos mais comuns são encontrados nas árvores 
estimadas pelas pseudo-réplicas são indicados na topologia. Por 
exemplo, um valor de 85% em um nó interno da árvore consenso 
foi observado em 85% das topologias geradas pelas pseudo-
réplicas. Os valores de bootstrap são uma medida da repetibilidade 

Figura 15.2. Distribuição da probabilidade a priori e da proba-
bilidade posterior jogando uma moeda 10, 100 e 1000 vezes e 
obtendo cara em 60% das jogadas. A expectativa a priori de se 
obter cara em 95% dos casos é mantida constante no intervalo de 
0,4 a 0,6 nos três gráficos. Note que, com o aumento do número de 
jogadas, a probabilidade a priori influencia menos a distribuição 
da probabilidade posterior.
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dos resultados. Conjuntos de dados que apresentam sinais filo-
genéticos incompatíveis podem resultar em valores de bootstrap 
discordantes para um mesmo agrupamento de sequências.
 Em análises bayesianas, resumimos uma amostra da dis-
truibuição posterior de árvores filogenéticas em termos de frequên-
cia (probabilidade posterior) de clados individuais. Probabilidades 
posteriores são baseadas na distribuição dos parâmetros do modelo 
evolutivo, os quais são estimados conjuntamente com a topolo-
gia e interpretados com a medida direta da incerteza associada à 
estimativa. A probabilidade posterior de um clado é interpretada 
como a probabilidade de que aquele clado é verdadeiro, dado que 
a hipótese H é verdadeira.
 Comparações diretas de valores de bootstrap e probabi-
lidades posteriores levaram à conclusão de que probabilidades 
posteriores são infladas e colocam muita confidência nos clados 
(ver Suzuki et al., 2002; Douady et al., 2003). No entanto, boots-
trap e probabilidades posteriores medem diferentes aspectos da 
reconstrução filogenética. Para avaliar a questão mais a fundo, 
Huelsenbeck e Rannala (2004) geraram um modelo filogenético 
onde a topologia, comprimento de ramos e parâmetros do modelo 
evolutivo foram amostrados aleatoriamente de uma distribuição 
de probabilidades a priori. Então, uma matriz de dados foi gerada 
com base no modelo filogenético e a inferência filogenética baye-
siana foi realizada por meio de MCMC usando o mesmo modelo 

usado para gerar as matrizes. Similarmente, modelos mais simples 
ou mais complexos também foram usados para inferir a filogenia 
simulada.
 Huelsenbeck e Rannala (2004) demonstraram por meio de 
simulações que a probabilidade posterior mede a probabilidade 
de que o clado seja verdadeiro. Por exemplo, a relação entre a 
probabilidade posterior e a probabilidade de recuperar a filogenia 
correta é maior quando as análises bayesianas foram realizadas 
usando modelos evolutivos mais próximos do modelo usado 
para gerar a matriz de dados (Figura 15.4). No entanto, quanto 
maior a violação das premissas do modelo usado para gerar as 
sequências, mais distante a relação entre a probabilidade posterior 
e probabilidade de a filogenia correta ser recuperada. Além disso, 
Huelsenbeck e Rannala (2004) também mostraram que a relação 
entre as probabilidades é menos afetada quando o modelo usado 
para gerar os dados são mais simples que o modelo usado na 
análise bayesiana.
 Finalmente, as simulações de Huelsenbeck e Rannala 
(2004) também mostraram que, quando as premissas do modelo 
evolutivo que geraram as sequências são incorporadas na aná-
lise (JC69 versus JC69), valores de bootstrap e probabilidades 
posteriores são similares (Figura 15.5, gráficos à direita). No 
entanto, a análise de bootstrap parece ser menos influenciada 
pela especificação errônea do modelo de substituição (GTR+G 
versus JC69; Figura 15.5, gráficos à esquerda). Na prática, não 
sabemos como os dados foram gerados (isto é, não conhecemos 
os processos evolutivos que geraram as sequências) e os valores 
de bootstrap e de probabilidades posteriores podem diferir gran-
demente. Enquanto se considera que um clado que receba um 
valor de bootstrap maior ou igual a 75% seja relativamente bem 
sustentado pelos dados coletados, apenas valores de probabilidade 
posterior maior ou igual a 95% são consideradas sustentação forte 
para um clado.

15.4. Algoritmos de Monte Carlo via Cadeias de Markov
 A probabilidade posterior de uma árvore filogenética é 
resultado da somatória de todas as váriaveis envolvidas no pro-
blema a ser estimado. Assim sendo, não há métodos analíticos 

Figura 15.3. Distribuições alternativas da probabilidade a priori. 
A probabilidade posterior é centrada em 0,6. O gráfico superior 
corresponde a um priori bem delimitado no intervalo [0,1] de se 
obter cara em 95% dos casos em 100 jogadas do moeda. O gráfico 
central e o gráfico inferior representam prioris dispersos. No grá-
fico central, a probabilidade a priori é igualmente distribuída no 
intervalo [0, 1]. Já o gráfico inferior representa uma distribuição 
bimodal com grande variância. 

Figura 15.4. Relação entre probabilidades posteriores das filo-
genias e probabilidade de que a árvore estimada seja correta. O 
modelo evolutivo usado para gerar matrizes com 100 pares de 
bases foi GTR+G. O modelo usado durante a análise bayesiana 
é indicado no canto superior esquerdo para cada simulação. 
Modificado de Huelsenbeck e Rannala (2004).
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que possam ser usados para se estimar a probabilidade posterior 
de problemas complexos, como no caso de inferência filogenéti-
ca. No entanto, métodos de Monte Carlo via cadeias de Markov 
podem aproximar as estimativas da probabilidade posterior nesses 
casos, tornando tratáveis a inferência de parâmetros de interesse. 
Métodos MCMC (Hastings 1970; Metropolis et al., 1953) são um 
grupo de algoritmos que calculam integrais multidimensionais e 
amostram uma distribuição de probabilidades baseadas em cadeias 
de Markov. Cadeias de Markov são processos estocásticos que 
possuem a propriedade de que dado um estado presente, estados 
futuros são independentes de estados passados. Em outras pa-
lavras, a descrição do estado presente reflete toda a informação 
que poderia influenciar estados futuros. No mais, a distribuição 
desejada de um grupo de parâmetros em MCMC é dada como a 
distribuição de equilíbrio. O estado da cadeia após um número 
grande de ciclos ou gerações é usado como uma amostra da dis-
tribuição de equilíbrio.
 Em termos de MCMC, uma filogenia compreende um 
conjunto de variáveis incluindo a topologia, comprimento de 
ramos e parâmetros do modelo de evolução, os quais podemos 
denominar como um estado p da cadeia de Markov. O estado p 
representa um ponto no espaço multidimensional de parâmetros. 
Uma modificação de qualquer uma das variáveis em p leva a um 
novo ponto p’ posicionado em outro local do espaço multidimen-
sional. Por meio de sucessivas iterações, o espaço de variáveis 
é investigado e amostras do conjunto de variáveis em diferentes 
pontos do espaço amostral são registradas, construindo-se assim 
a cadeia de Markov.
 A cadeia de Markov é construída da seguinte maneira. Se 
estamos no primeiro ciclo ou geração da cadeia, p recebe um valor 
entre 0 e 1. Um novo estado p’ é proposto aleatoriamente, cuja 
distribuição uniforme é centrado no valor atual de p, ou seja, [p - e, 
p + e]. A seguir, calcula-se a probabilidade de aceitação de p’ como

,

em que n é o número de vezes em que um parâmetro é observado, 
x é o número de observações (amostras) obtidas e f(p’|p) e f(p|p’) 

são as probabilidades da proposta de uma mudança de p para p’ e 
vice-versa, respectivamente. Em outras palavras, a equação avalia 
se o estado proposto tem probabilidade maior que o estado atual e 
então muda o estado atual de p para p’. Após calculado o valor de 
R, um número aleatório com distribuição uniforme [0, 1] é gerado. 
Se o número aleatório for menor do que R, o estado proposto é 
aceito e, então, p = p’. Se o número aleatório é maior do que R, 
o estado proposto p’ não é aceito e o estado atual p permanece 
o mesmo. Esse processo de propostas é repetido várias vezes e 
os estados gerados ao longo da análise formam a cadeia de Ma-
rkov. Esse procedimento permite que, em alguns casos, o estado 
atual mude para o novo estado proposto mesmo quando o estado 
proposto tenha probabilidade posterior ligeiramente inferior à 
do estado atual. A cadeia de Markov funciona de modo análogo 
a escalar um rochedo. Se um estado proposto implica em ocupar 
uma posição mais elevada no rochedo, ele será aceito. No entanto, 
em alguns casos será necessário recuar para uma posição menos 
elevada do que a atual para atingir posteriormente um posição 
mais elevada do que as já visitadas até o momento.
 A Figura 15.6 mostra um exemplo em que, em um jogo de 
cara ou coroa, obtivemos 5 coroas a cada conjunto de 10 jogadas. 
Note que, com o aumento da cadeia, a aproximação usando MCMC 
converge para o valor verdadeiro (analítico) da probabilidade poste-
rior. No entanto, em termos filogenéticos, não é possível comparar 
a aproximação de MCMC com o valor analítico, uma vez que este 
último não pode ser computado devido à complexidade do problema 
de inferência filogenética. Na prática, cabe ao pesquisador determinar 
quando interromper a cadeia de Markov e determinar se a distribuição 
da probabilidade posterior atingiu o equilíbrio desejado. Em princí-
pio, esperamos que a cadeia de Markov seja iniciada em um ponto 
aleatório do espaço de variáveis e relativamente distante do pico da 
probabilidade posterior de interesse. As amostras obtidas antes de 
atingir o pico de interesse são grandemente influenciadas pelo valor 

Figura 15.5. Relação entre probabilidades posteriores das fi-
logenias (gráficos superiores) e valores de bootstrap (gráficos 
inferiores) com a probabilidade de que a árvore estimada seja 
correta. O modelo evolutivo usado para gerar matrizes com 100 
pares de bases e o modelo usado na análise bayesiana são indica-
dos no canto superior esquerdo para cada simulação. Modificado 
de Huelsenbeck e Rannala (2004).

Figura 15.6. Probabilidade posterior p do jogo de cara ou coroa. 
A linha tracejada representa o cálculo analítico da probabilidade 
posterior e a linha contínua, a aproximação da probabilidade pos-
terior usando MCMC. A cadeia foi gerada com 5.000 (a), 50.000 
(b) e 50.0000 ciclos (c). Modificado de Huelsenbeck et al. (2000).
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inicial da cadeia de Markov e, se esse valor não se encontrar na dis-
tribuição de equilíbrio, as amostras iniciais são enviesadas em direção 
ao valor inicial. Assim sendo, as amostras iniciais são descartadas e 
apenas as amostras tiradas da distribuição de equilíbrio são usadas 
para resumir os valores dos parâmetros de interesse (isto é, topolo-
gia, comprimento de ramos, parâmetros do modelo de substituição). 
A proporção de amostras descartada é denominada “queima” (em 
inglês, burn-in) da cadeia, ou simplesmente descarte. O valor do 
descarte pode ser avaliado graficamente após a cadeia de Markov 
ter sido interrompida. Nesse caso, observa-se o comportamento do 
logaritmo da verossimilhança ao longo da cadeia de Markov, como 
representado na Figura 15.7. Inicialmente observamos que a verossi-
milhança aumenta consideravelmente nos ciclos iniciais e, após um 
certo número de gerações, atinge um platô. As amostras obtidas no 
platô foram extraídas da distribuição de equilíbrio e, portanto, são 
uma aproximação da distribuição da probabilidade posterior. Embora 
as verossimilhanças das amostras apresentem distribuição limitada, 
as demais variáveis estimadas (isto é, proporção de sítios inváriaveis, 
taxa de substituição entre nucleotídeos i e j¸ entre outras) não são 
necessariamente semelhantes entre as amostras.
 Desde que a cadeia seja não periódica e irredutível, ela irá 
atingir o equilíbrio se o número de ciclos executados for grande o 
suficiente. Em certos casos, a cadeia de Markov requer um longo 

tempo para atingir o equilíbrio. Por exemplo, a escolha de valores 
apropriados para cada parâmetro do conjunto de variáveis é um 
fator muito importante porque eles influenciam a mobilidade da 
cadeia de Markov no espaço de variáveis. Valores muito pequenos 
implicam um tempo indesejavelmente maior para percorrer o es-
paço e atingir o equilíbrio da distribuição. Valores muito elevados, 
por sua vez, implicam em propostas muito distantes do estado 
atual que serão raramente aceitas, levando a uma amostragem 
local do espaço de variáveis. 
 Embora, em uma cadeia de Markov, o estado atual não 
dependA de estados passados, a natureza do sistema de amostra-
gem da cadeia gera amostras que são auto-correlacionadas. O grau 
de auto-correlação depende em grande parte da maneira como a 
cadeia foi construída. Se a proposta de novos parâmetros é base-
ada em mudanças muito limitada dentro do possível intervalo de 
valores, a cadeia de Markov será representada por valores com alto 
grau de auto-correlação. Os estados da cadeia então representam 
diferentes valores de p e são amostras válidas, mas dependentes 
da probabilidade posterior (Altekar et al., 2004). Para reduzir o 
grau de auto-correlação entre as amostras, a cadeia de Markov 
pode ser refinada de maneira que uma amostra seja registrada 
após um número determinado de ciclos. Em filogenias molecu-
lares, geralmente as amostras são tomadas a cada 100 ou 1000 
ciclos. O comprimento da cadeia é então dado por (1 + número 
de ciclos nos quais amostras não foram tomadas) ×  número de 
amostras registradas. A desvantagem de tal procedimento é que 
um número maior de ciclos deve ser gerado para que a coleta de 
amostras não seja enviesada em direção a determinados valores 
e que o espaço de variáveis tenha sido devidamente amostrado. 
A cadeia de Markov também sofre do problema de otimização 
local, isto é, os valores considerados como representativos da 
probabilidade posterior podem representar na realidade valores 
subótimos amostrados em um local limitado do espaço de variá-
veis. O problema é facilmente corrigido com o uso do algoritmo 
de Metropolis aplicado ao método de Monte Carlo via cadeias 
de Markov, conhecido como MCMCMC, ou (MC)3, do inglês, 
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo.
 O método (MC)3 é implementado nos programas mais 
frequentemente usados em inferência bayesiana como MrBayes, 
BEAST e BAMBE, e gera simultaneamente n cadeias de Markov, 
onde n-1 delas são “aquecidas” (Ronquist e Huelsenbeck, 2003). 
Cada cadeia é gerada da maneira descrita acima e a distribuição 
da probabilidade posterior é elevada à potência β (Altekar et al., 
2004). O parâmetro β, com valores no intervalo 0 < β < 1, é o 
valor de aquecimento ou “temperatura” da cadeia, dado por:

)1(1
1
-+

=
iT

b
,

em que i é cada cadeia de Markov (i = 0, 1, 2, ..., n-1) e T é a 
temperatura definida pelo pesquisador. Para i = 0, a cadeia é ele-
vada à potência 1 e a distribuição da probabilidade posterior não 
é afetada pelo aquecimento. O aquecimento das cadeias diminui 
a altura dos picos locais no espaço de variáveis e permite uma 
melhor exploração do espaço de variáveis. Se β = 0, a cadeia 
atualmente é um estado plano onde a probabilidade posterior em 
qualquer ponto do espaço é sempre 1. A probabilidade de aceitação 
de novos estados é maior nas cadeias aquecidas. Portanto, cadeias 
aquecidas se movem mais rapidamente no espaço de variáveis 
do que a cadeia fria e estão menos sujeitas a ficarem presas em 
locais subótimos. No entanto, a cadeia de Markov é construída 
apenas com base nos estados observados na cadeia fria. A função 
das cadeias aquecidas é espalhar as buscas por todo o espaço de 

Figura 15.7. Variação do logaritmo da verossimilhança 
para sequências de ND2 e citocromo b de um grupo de aves 
passeriformes obtido em uma cadeia de Markov com 20 ×  105 
gerações (S. L. Pereira, não publicado). Note que, nos gráficos 
central e inferior, a escala no eixo do logaritmo da verossimilhança 
foi refinada com o aumento do número de amostras descartadas 
em relação ao gráfico superior.
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variáveis de maneira mais eficiente. Quando as cadeias completam 
um ciclo, duas delas são comparadas aleatoriamente e uma proba-
bilidade é estimada para estabelecer se as cadeias criadas por elas 
irão permutar o estado atual em que se encontram no espaço de 
variáveis. Se a cadeia fria é escolhida para a comparação com uma 
cadeia quente e a permutação é aceita, a cadeia de Markov passará 
a ser amostrada em uma região distinta do espaço de váriaveis 
e, portanto, a cadeia de Markov será constituída por estados que 
foram amostrados em diferentes locais do espaço de variáveis.

15.5. Escolha de Modelos e Teste de Hipóteses

 O método bayesiano parece ser sensível ao modelo evo-
lutivo usado nas análises (Fig. 15.5). No entanto, o problema 
é relacionado com os modelos evolutivos e não com o método 
bayesiano em si. A filogenia bayesiana com a maior probabilidade 
posterior é em geral idêntica ou muito similar à filogenia obtida 
por máxima verossimilhança porque os prioris deverão ter pouca 
influência na distribuição da probabilidade posterior quando temos 
um número suficiente de dados e a cadeia de Markov foi longa 
o suficiente para que as amostras representem a distribuição de 
equilíbrio. As simulações vistas nas Figuras 15.4 e 15.5 (Huel-
senbeck e Rannala, 2004) e aquelas executadas em vários outros 
estudos (Huelsenbeck, 1995a, 1995b) mostram que é importante 
usar modelos evolutivos que sejam os mais próximos possíveis 
dos processos que geraram os dados. Infelizmente, mesmo os 
modelos evolutivos mais complexos não acomodam certos pro-
cessos evolutivos importantes que geraram os dados (Galtier e 
Gouy, 1998, Foster, 2005). No entanto, assim como no método 
de máxima verossimilhança em que usamos o teste de razão de 
verossimilhança ou critério de Akaike para escolher o modelo 
que melhor representa a evolução das sequências (Capítulo 14), 
o teste de hipóteses em estatística bayesiana é realizado usando 
o fator Bayes.
 O fator Bayes é definido como a razão entre o teorema de 
Bayes de duas hipóteses evolutivas alternativas. Considere que 
H1 e H2 sejam essas hipóteses. Para cada uma delas, o teorema 
de Bayes visto no início deste capítulo é usado para calcular 
sua probabilidade posterior. O fator Bayes de H1 e H2 é definido 
matematicamente como:
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 O fator Bayes é interpretado como a chance em favor de 
H1 sobre H2 (Lee, 1997). Em análises filogenéticas, considera-se 
que FB > 10 indica apoio decisivo em favor de H1. Valores entre 
10 e 5 e entre 5 e 2 são considerados evidência forte e positiva, 
respectivamente, para H1. Valores entre 2 e 0 não são informati-
vos e valores negativos favorecem H2. As hipóteses comparadas 
pelo fator Bayes vão desde topologias alternativas até qualquer 
variação entre parâmetros específicos do modelo evolutivo. Ao 
contrário do teste de razão de verossimilhança, as hipóteses tes-
tadas pelo fator Bayes não precisam ser necessariamente um caso 
especial da outra.

15.6. Estatística clássica versus estatística bayesiana

 Tanto a estatística clássica quanto a estatística bayesiana 
utilizam-se de probabilidade para avaliar a confidência estatística 
da ocorrência de um evento qualquer. No entanto, a interpretação 

da probabilidade é feita de modo diferente. A estatística clássica usa 
probabilidade como uma medida da repetibilidade ou frequência 
em que se obtém um valor pelo menos tão extremo quanto o valor 
observado, considerando-se verdadeira a hipótese nula, isto é, de 
não haver diferenças entre as réplicas de um experimento quando 
a maioria das variáveis são mantidas constantes. A probabilidade 
medida como um valor P discreto no intervalo [0,1] é usada para 
rejeitar a hipótese nula quando um valor igual ou menor do que o 
nível de significância é obtido. Por sua vez, a estatística bayesiana 
interpreta a probabilidade como uma medida direta da incerteza 
associada com um parâmetro. Apenas os dados observados são 
relevantes no cálculo da probabilidade e eventos tão ou mais 
extremos que os observados são irrelevantes. Contrariamente à 
probabilidade em estatística clássica, a probabilidade posterior 
bayesiana é interpretada como evidência em favor ao modelo. No 
mais, a probabilidade posterior bayesiana reflete a distribuição de 
valores do parâmetro de interesse e não a distribuição dos dados 
como em estatística clássica.
 Para interpretar probabilidades em termos clássicos e baye-
sianos, consideremos, por exemplo, o jogo de uma moeda perfeita 
no qual observamos o número de coroas. A estatística clássica não 
rejeitaria a hipótese de que a moeda é perfeita quando o número 
de coroas é p = 0,5. No entanto, valores de p ligeiramente maiores 
ou menores do que 0,5, digamos, 0,48 ou 0,55, seriam suficientes 
para rejeitar a hipótese de que a moeda é perfeita. Portanto, o teste 
não verifica se a moeda é perfeita, mas se a moeda foi jogada um 
número suficiente de vezes para provar que ela não é perfeita. Por 
outro lado, a estatística bayesiana interpreta a probabilidade como 
uma distribuição contínua entre 0 e 1. Assim, um observador pode 
considerar que a moeda é perfeita a priori se 0,45 < p < 0,55, por 
exemplo.
 A confiabilidade das estimativas também é interpretada 
de maneira diferente. Em estatística clássica, o intervalo de 
confiança mede o erro de amostragem. Uma probabilidade de 
95% representa uma chance de 95% de gerar um intervalo que 
contém o mesmo valor estimado para o parâmetro de interesse. 
Em estatística bayesiana, o intervalo é denominado intervalo de 
credibilidade e mede a incerteza associada com as estimativas dos 
valores dos parâmetros. A probabilidade de que o valor do parâ-
metro a ser estimado estará contido no intervalo de credibilidade é 
de 95%. As distribuições das probabilidades posteriores integram 
para 1 e, portanto, a área sob a distribuição de interesse é uma 
medida direta da variação de valores do parâmetro de interesse. 
Em estatística clássica, tal interpretação é impossível, porque a 
superfície da curva de verossimilhança não pode ser integrada 
para um valor definido.

15.7. Outras Aplicações de Inferência Bayesiana em Biolo-
gia Evolutiva

 O método bayesiano tem sido aplicado em diversas áreas 
da biologia evolutiva. Similarmente à infererência de filogenias, 
o atrativo do método encontra-se na possibilidade de acomodar 
a incerteza associada aos parâmetros de interesse. A seguir, vere-
mos alguns exemplos do uso conjunto da inferência bayesiana e 
filogenias moleculares para investigar aspectos evolutivos além 
das relações filogenéticas dos organismos.

15.7.1. Relógio molecular bayesiano
 O método bayesiano de estimativas de tempos de diver-
gência e taxas de substituição foram primariamente desenvolvidos 
por Thorne e seus colaboradores (Thorne et al., 1998, Thorne e 
Kishino, 2002). As vantagens do método incluem o uso de in-
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formação a priori sobre a divergência temporal entre sequências 
ou organismos ou suas taxas de evolução, a incorporação de 
incertezas associadas aos tempos de divergência e taxas de subs-
tituição, e o relaxamento do relógio molecular, permitindo que 
taxas de evolução variem não apenas entre diferentes linhagens 
mas também ao longo do tempo (Thorne et al., 1998, Thorne e 
Kishino, 2002, Yang e Rannala, 2006). A Figura 15.8 ilustra o 
processo incorporado no método bayesiano. Os comprimentos 
de ramos são um produto das taxas de substituição e tempo de 
divergência, e ocupam uma linha unidimensional definida no 
espaço bidimensional entre taxas de substituição e tempo de 
divergência (Fig. 15.8a). Consideremos que duas sequências de 
DNA diferem entre si por 0,065 substituições por sítio. Se essas 
sequências se originaram em um ancestral comum há 6,5 milhões 
de anos (Ma), por exemplo, a taxa de substituição seria de 0,01 
substituições/sítio/Ma. No entanto, não podemos discernir uma 
outra possibilidade, por exemplo de que essas sequências se se-
pararam há 1 Ma, e, portanto, sua taxa de substituição equivale 
a 0,065 substituições/sítio/Ma ou ainda se a separação se deu há 
10 Ma com uma taxa equivalente a 0,0065 substituições/sítio/
Ma. Na ausência de informação temporal sobre a divergência 
dessas sequências, os comprimentos de ramos não podem ser 
decompostos em seus termos de tempo de divergência e taxa de 
substituição, mesmo com sequências infinitamente longas. Em 

termos práticos, o problema agrava-se ainda mais, uma vez que as 
taxas de substituição são heterogêneas entre espécies e ao longo 
do tempo, e a relação bidimensional entre taxas de substituição 
e tempos de divergência é menos clara (isto é, se a hipótese do 
relógio molecular não for válida, veja Capítulo 7). 
 No entanto, se tivermos prioris sobre tempos de diver-
gência e/ou taxas de substituição (Figura 15.8b), eles podem ser 
incorporados com a informação contida nas sequências de DNA 
(Fig. 15.8c). Embora a combinação de prioris com informação 
retirada das próprias sequências de DNA ainda possam represen-
tar pontos não distintos no espaço unidimensional do universo 
bidimensional de taxas e tempos, algumas taxas de substituição 
e tempos de divergência possuem densidades posteriores maiores 
que outros (Fig. 15.8c) determinados pela distribuição a priori 
(Fig. 15.8b). Quando dados temporais como idades míminas ou 
máximas extraídas de dados fósseis, eventos geológicos ou mes-
mo datações moleculares prévias são incorporadas na análise, a 
distribuição posterior das taxas de substituição e dos tempos de 
divergência se restringe ainda mais a um número limitado de 
valores possíveis (Fig. 15.8d).
 O método bayesiano de datação vem rapidamente substi-
tuindo o método de datação por verossimilhança. Embora ambos 
os métodos incorporem incerteza das idades das calibrações 
temporais (Thorne et al., 1998, Thorne e Kishino, 2002, Yang 
e Yoder, 2003), no método de datação por verossimilhança, os 
comprimentos de ramos são tidos como parâmetros fixos, cuja 
incerteza não é considerada nas estimativas de taxas de substi-
tuição e tempos de divergência. Ainda, um dos maiores proble-
mas para se obterem estimativas de tempo de divergências por 
máxima verossimilhança se encontra na decisão do pesquisador 
em dividir os ramos em grupos com taxas distintas. O método de 
relógios dispersos usando verossimilhança penalizada, visto no 
Capítulo 14, oferece um algoritmo no qual as taxas de cada ramo 
são inferidas dos próprios dados (Sanderson, 2002).
 Pereira e Baker (2006) aplicaram o método bayesiano para 
elucidar questões controversas em ornitologia. Muito tem sido 
debatido sobre a origem das aves modernas. As hipóteses alter-
nativas vão desde propostas em que os tempos de divergência e a 
diferenciação ecológica ocorreram após 65 Ma, com o extermínio 
dos dinossauros durante a transição entre os Períodos Cretáceo e 
Paleogeno, até hipóteses nas quais muitas linhagens modernas já 
eram ecologicamente diferenciadas no Cretáceo, antes da extinção 
em massa sofrida pelos dinossauros (revisão em Penny e Phillips, 
2004). A fonte de controvérsias pode ser atribuída à fossilização 
pobre de aves em geral e à falta de conhecimento sobre a evolução 
das taxas de substituição no grupo. Usando sequências de genomas 
mitocondriais e impondo diversas restrições temporais quanto à 
diversificação de vertebrados, Pereira e Baker (2006) demons-
traram que várias linhanges de aves modernas já se encontravam 
diferenciadas no Cretáceo e que as taxas de evolução são muito 
heterogêneas entre os diferentes grupos de aves, variando entre 
0,09 e 1,2%/Ma nas espécies estudadas.

15.7.2. Seleção positiva
 Adaptação gênica e genômica é o processo evolutivo 
responsável pela diferenciação morfológica, comportamental e 
fisiológica, e pela divergência entre espécies e aquisições de ino-
vações evolutivas (Yang, 2006). Embora vários testes tenham sido 
desenvolvidos para detectar seleção positiva em nível molecular, 
Yang e colaboradores (Nielsen e Yang, 1998, Yang et al., 2000. 
Yang et al., 2005) desenvolveram uma estratégia mista entre má-
xima verossimilhança e análise bayesiana para determinar amino 
ácidos sofrendo seleção positiva, negativa ou neutra. Detalhes do 
método estão fora do escopo deste capítulo, mas, em resumo, o 

Figura 15.8. Incorporação de prioris de tempo de divergência 
e taxas de substituição na estimativa de distribuição bayesiana 
posterior. O tempo de divergência é dado em milhões de anos 
(Ma) e as taxas de substituição em 0,1 substituição/sítio/Ma. a. 
A linha contínua indica todas os pontos no espaço bidimensional 
onde a taxa de substituição equivale a 0,065 substituições por sítio. 
b. Distribuição a priori de taxas e tempos. Note que as elipses 
mais internas são mais restritas quanto à possível gama de valores 
assumidos a priori pelas taxas de substituição e pelos tempos de 
divergências. c. Combinação de prioris com o comprimento de 
ramos de 0,065 substituições por sítio. d. A linha vertical trace-
jada representa restrições temporais de divergência derivadas de 
fósseis, eventos geológicos ou datações moleculares obtidas de 
outras fontes que limitam os valores da distribuição posterior. 
Modificado de Thorne e Kishino (2005).
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método utiliza o teste de razão de verossimilhança para detectar 
a presença de sítios sob seleção positiva em um conjunto de 
sequências codificadoras de proteínas e usa uma estratégia baye-
siana para detectar quais sítios nas sequências estão sob seleção 
positiva. Essa estratégia incorpora incertezas nas estimativas de 
verossimilhança, ao mesmo tempo que comprimentos de ramos 
são mantidos fixos durante as iterações do algoritmo, uma vez 
que, teoricamente, os comprimentos de ramos pouco afetariam a 
decisão sobre quais sítios estão sob seleção positiva (Yang, 2006).
 Muitos estudos demostraram que o método de Yang é 
útil para detectar seleção positiva em proteínas envolvidas nos 
sistemas de defesa e imunológicos, proteínas virais e bacterianas 
que escapam da detecção pelos sistema imunológico, toxinas, 
proteínas envolvidas em digestão ou reprodução, proteínas du-
plicadas e proteínas com várias outras funções (revisão em Yang, 
2006). Em geral, sítios sob seleção positiva são responsáveis por 
conferir uma função molecular específica. Por exemplo, proteínas 
do complexo major de histocompatibilidade (MHC) são respon-
sáveis por identificar a invasão de patógenos em vertebrados e 
desencadear a resposta imune. Os genes MHC-1 e MHC-2 fazem 
parte de famílias gênicas e são os responsáveis direto pelo reco-
nhecimento de proteínas exógenas e apresentação dos antígenos 
para as células responsáveis por sua destruição (isto é, macrófagos 
e células T). Diversos sítios das proteínas codificadas por MHC-1 
e MHC-2 estão sob forte seleção positiva e são os responsáveis 
pela identificação de diferentes patógenos a que um organismo 
está exposto (Yang, 2006).

15.7.3. Reconstrução de estados ancestrais
 O mapeamento filogenético é uma ferramenta importante 
para inferir estados ancestrais e entender a evolução de caracteres 
moleculares, morfológicos, comportamentais e ecológicos. Até 
recentemente, o método de parcimônia era o mais utilizado para 
tais fins. Estratégias estocásticas usando máxima verossimilhança 
e inferência bayesiana foram recentemente desenvolvidas (Lewis, 
2001; Huelsenbeck et al., 2003). A incerteza filogenética é con-
siderada na inferência bayesiana por meio do mapeamento do 
caráter de interesse nas árvores contidas na distribuição posterior 
(por exemplo, as árvores amostradas no programa MrBayes ou 
BEAST). Dada uma topologia, comprimento de ramos e modelo 
de evolução, a história evolutiva de um caráter pode ser inferi-
da por MCMC usando um algoritmo simples: primeiramente, 
calcula-se a probabilidade condicional de cada estado de caráter 
em cada nó interno, incluindo a raiz da árvore; a seguir, estados 
ancestrais para cada nó interno são simulados e amostrados da 
distribuição posterior; finalmente, uma simulação da história das 
mudanças de estados de caráter é realizada com base no passo 
anterior,  os estados nos nós terminais são registrados (Bollback, 
2006). Esse procedimento é implementado no software SIMMAP, 
de distribuição gratuita (Bollback, 2006). A análise no programa 
SIMMAP reporta o número esperado de mudanças, a direção 
da mudança em árvores enraizadas, o tipo e número esperado 
de mudanças em cada ramo, e a correlação entre os caracteres 
mapeados (Huelsenbeck et al., 2003).
 O método de mapeamento filogenético também foi apli-
cado mais recentemente para estabelecer a origem geográfica 
de pombos e aves relacionadas (Columbiformes), de maneira 
análoga ao mapeamento de caracteres morfológico (Pereira et 
al., 2007). Inicialmente, os autores atribuíram áreas biogeográ-
fica de importância de acordo com sua distribuição atual a todos 
os gêneros de columbiformes. A seguir, as áreas biogeográficas 
foram consideradas como caracteres observados nos nós termi-
nais, e as áreas ancestrais em cada nó interno na filogenia foram 
inferidas usando o método bayesiano. Os autores mostraram que 

aves columbiformes modernas se originaram há cerca de 54 Ma, 
mais provavelmente na região Neotropical ou na Australasiática, 
que fizeram, até a metade do Cretáceo, parte de uma massa con-
tinental maior única chamada Gondwana. Ao longo do processo 
de separação entre partes da Gondwana e deriva dos continentes 
atuais, os columbiformes se dispersaram para outras regiões do 
mundo, com a colonização múltipla das regiões biogeográficas 
africana, australasiática e oriental  (Pereira et al., 2007).
 Sob o ponto de vista molecular, o método bayesiano tem 
sido usado para inferir a sequência de resíduos de aminoácidos de 
proteínas ancestrais, reconstruí-las artificialmente em laboratório 
e testar as propriedades funcionais que alteram processos bioquí-
micos e produzem novos fenótipos (revisões em Thornton, 2004, 
Dean e Thornton, 2007). Yokoyama e seus colaboradores são os 
pioneiros nos estudos funcionais que levaram à elucidação da 
mudanças de amino ácidos responsáveis pela evolução da visão 
em cores em vertebrados (Shi et al. 2001, Shi e Yokoyama, 2003, 
Yokoyama et al., 2006). Usando o método bayesiano de inferên-
cia de sequências ancestrais, eles foram capazes de reconstruir e 
expressar in vitro proteínas ancestrais e identificar duas mudanças 
de aminoácidos responsáveis pela adaptação visual de celacantos 
às profundidades marinhas em que eles vivem. Similarmente, 
eles demonstraram que a visão ultravioleta presente em algumas 
aves estava presente no ancestral de todas as aves modernas e foi 
adquirida pela substituição de quatro aminoácidos. 
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“As coisas são semelhantes: isto faz a Ciência possível; as coisas são diferentes: 
isto faz a Ciência necessária.” (Levins e Lewontin, 1985)

16.1. Introdução

 Os inúmeros avanços dos métodos moleculares, nas últimas 
quatro décadas, impulsionaram a implantação de laboratórios es-
pecializados em técnicas moleculares em todo mundo. Bancos de 
dados genéticos, como o Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) vêm 
acumulando sequências exponencialmente (Figura 16.1). De 1982 
até o presente, o número de bases no GenBank, que hoje soma 
mais de 80 bilhões, está crescendo a uma taxa impressionante, 
dobrando de tamanho a cada 18 meses aproximadamente (Benson 
et al., 2008). 
 Como consequência da alta disponibilidade, dados 
moleculares tornaram-se uma fonte de informação biológica 
fundamental em todas as áreas, incluindo a medicina clínica e 
forense, bioconservação e sistemática (Burks, 1997; Sullivan e 
Joyce, 2005). Nesta última área, esse tipo de dados é usado, por 
exemplo, para resolver problemas de filogenia de grandes grupos 
(Cavalier-Smith, 2003; Lartillot et al., 2007; Woese et al., 1990), 
relações genealógicas das populações humanas, a filogenia dos 
grandes primatas e das ordens de mamíferos (Cavalli-Sforza et 
al., 2003; Kong et al., 2006; Murphy et al. 2001a, b; Satta et al., 
2000). Uma questão especial envolve os estudos sobre a posição 
filogenética de grupos fósseis, estabelecendo pontes entre disci-
plinas tão tradicionalmente distintas, quanto a paleontologia e a 
biologia molecular (Debruyne et al., 2003; Green et al., 2006; 
Pääbo et al., 2004). 
 Para a reconstrução de uma árvore filogenética com base 
em caracteres moleculares, é necessário um algoritmo de re-
construção filogenética aplicado a um determinado conjunto de 
sequências. Os Capítulos 12 a 15 abordaram essa primeira parte 
da questão. O presente capítulo abordará o segundo problema, 
ou seja, como escolher um gene apropriado para um determi-
nado problema filogenético. O conjunto de dados moleculares a 
ser usado em uma reconstrução filogenética molecular pode ser 
um conjunto de sequências de nucleotídeos ou de aminoácidos. 
Naturalmente, existem outros tipos de moléculas nos organismos, 
mas a filogenia molecular diz respeito apenas à evolução de nu-

cleotídeos ou de aminoácidos. Isso porque apenas nucleotídeos 
e aminoácidos carreiam a informação entre gerações, revelando 
assim a história evolutiva das linhagens quando analisados. 
 A decisão por nucleotídeos ou aminoácidos, no entanto, 
deve levar em consideração a taxa de evolução do gene e o tempo 
de divergência das espécies a serem estudadas (Russo et al., 1996). 
As sequências de aminoácidos têm uma taxa de evolução mais 
lenta que as de nucleotídeos (Nei e Kumar, 2000) e, portanto, po-
dem ser usadas quando as sequências de nucleotídeos apresentam 
alguma saturação, como será discutido adiante. Com as opções 
virtualmente infinitas na escolha do conjunto de dados disponíveis 
(Benson et al., 2008), o pesquisador depara-se com o problema 
de qual conjunto será mais apropriado para abordar seu problema 
filogenético específico. A escolha dos dados é crucial, já que ár-
vores construídas para um mesmo grupo de organismos com base 

Figura 16.1. Gráfico mostrando o crescimento exponencial do 
Genbank (fonte: NCBI/HIH).
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em conjuntos de dados diferentes podem resultar em filogenias 
diferentes (Ericson et al., 2006; Kuma e Miyata, 1994; Morgan-
Richards et al., 2008; Russo et al., 1996; Satta et al., 2000). Esse 
problema também acontece quando temos que escolher entre os 
diferentes métodos de reconstrução filogenética (Russo et al., 
1996; Takezaki e Gojobori, 1999; Kelsey et al., 1999). 
 Simulações de computador (Nei, 1991; Huelsenbeck, 
1995; Takezaki, 1998; Wiens e Servedio, 1998) ajudam a testar 
a influência dos principais parâmetros (e.g., frequência de bases, 
taxa de transição e transversão, parâmetro gama) e dos métodos 
de reconstrução filogenética na recuperação do sinal filogenético 
dos caracteres moleculares. Infelizmente, simulações não são úteis 
para testar o desempenho de genes específicos na reconstrução 
filogenética, mas fornecem apenas alguns valores determinados 
de seus parâmetros e, por vezes, de pequeno significado biológico 
(Nei et al., 1995). Portanto, a extrapolação desses resultados para 
os genes a serem usados em análises filogenéticas não é simples. 
Uma alternativa às simulações em computador é o uso de grupos 
taxonômicos cujas relações filogenéticas estejam estabelecidas sem 
ambiguidades por métodos não moleculares. Dessa forma, o teste 
empírico da eficiência de genes (Russo et al., 1996) ou de métodos 
na reconstrução filogenética (Cunningham, 1997) torna-se factível.
 Russo e colaboradores (1996) usaram uma filogenia conhe-
cida de vertebrados (duas baleias, rato, camundongo, marsupial, 
galinha, sapo e três peixes ósseos) para testar a eficiência de genes 
mitocondriais e dos métodos na reconstrução dessa topologia. 
Naquele trabalho, os autores concluíram que a escolha cuidadosa 
do gene é muito mais importante que a escolha do método de 
reconstrução filogenética. De uma maneira geral, a diferença de 
eficiência entre os genes na reconstrução da filogenia verdadeira 
foi muito maior do que a diferença entre métodos distintos de 
reconstrução filogenética. O gene ND5, por exemplo, foi o que 
obteve o melhor desempenho, reconstruindo a mesma árvore com 
todos os métodos de reconstrução filogenética, enquanto que o 
gene ND4L obteve o pior desempenho, reconstruindo invariavel-
mente uma árvore que agrupa anfíbios com mamíferos e excluindo 
as aves, com valores significativos de bootstrap e teste do ramo 
interno (ver também Russo, 1997). Por outro lado, a diferença 
de eficiência entre os métodos de reconstrução filogenética–teor 
de tantos debates acalorados em congressos e simpósios sobre 
evolução molecular–foi rigorosamente menor, indicando que, se 
a escolha do gene for cuidadosa, qualquer método de reconstrução 
filogenética tem boas chances de recuperar a árvore verdadeira. 
 Esta revisão, portanto, irá abordar os fatores que devem 
ser levados em consideração quando da escolha do segmento 
de nucleotídeos ou aminoácidos para resolver um determinado 
problema filogenético.

16.2. Homologia

 Na reconstrução de qualquer tipo de árvore filogenética, 
a preocupação primordial do pesquisador deve ser a homologia 
(Hennig, 1966; Phillips et al., 2000), isto é, devemos sempre com-
parar caracteres homólogos nas diferentes espécies. A homologia 
é um conceito fundamental em sistemática,  como se percebe com 
a formalização do método comparativo (Pinna, 1991). O termo 
homologia, entretanto, foi cunhado por Owen, um anatomista 
inglês que não aceitava a idéia da transmutação das espécies, no 
meio do século XIX, antes do pensamento sistemático evolutivo. 
Owen considerava homólogas as estruturas que, mesmo quando 
diferentes em sua morfologia, faziam parte de uma mesma entidade 
no desenho geral dos corpos, especialmente quando se referia a 
arquétipos (Lewin, 1997). 

 Atualmente, entende-se por homologia uma propriedade 
relativa a entidades que tenham uma origem evolutiva comum, 
ou seja, que surgiram em um ancestral comum. Em síntese, duas 
estruturas (morfológicas, comportamentais ou moleculares, por 
exemplo) são homólogas se suas partes são semelhantes devido a 
uma origem filogenética comum (Patterson, 1988; Titus e Frost, 
1996; Lewin, 1997; Graur e Li, 2000). Homologia é, fundamental-
mente, um termo qualitativo e não quantitativo. Ainda assim, vários 
autores ainda utilizam erroneamente o conceito de homologia como 
sinônimo de similaridade. Por exemplo, a frase “duas sequências 
de nucleotídeos possuem 60% de homologia” não faz sentido. 
Tais sequências possuem 60% de similaridade. Naturalmente, a 
inferência da homologia é feita a partir da similaridade, mas os 
dois conceitos são diferentes em essência, pois a idéia evolutiva 
de homologia incorpora uma dimensão temporal, ausente na idéia 
de simples semelhança. Grau de similaridade pode ser mensurado, 
mas homologia corresponde a uma hipótese (ver também Patterson, 
1988). Apesar de os pesquisadores reconhecerem a importância da 
homologia no estabelecimento de relações filogenéticas, na prática 
o problema agrava-se, já que a homologia não é é diretamente 
observável, permanecendo como uma hipótese.
 Quaisquer duas sequências geradas ao acaso (ou seja, não 
homólogas) serão idênticas em 25% dos resíduos de nucleotídeos 
ou 5% dos de aminoácidos. Isso significa que qualquer porcenta-
gem maior que esses números corresponde a um primeiro indicati-
vo de homologia entre as sequências comparadas. Por outro lado, 
de acordo com o tamanho e a composição de bases, é possível 
sequências com uma alta similaridade ou mesmo idênticas não 
serem estritamente homólogas. Se a sequência for pequena (até 20 
pares de bases, por exemplo), a probabilidade é relativamente alta 
de termos, por acaso, sequências idênticas por convergência (não 
homólogas) espalhadas pelo genoma. Duas sequências idênticas 
de 400 pares de bases são homólogas.
 Em um artigo importante nessa discussão, Pinna (1991) 
faz uma proposta interessante e cunha os termos homologia 
primária e homologia secundária. Nessa proposta, Pinna sugere 
que a homologia primária seria a aceitação de que, em princípio, 
as estruturas podem ser comparadas, uma homologia conjectural 
baseada em similaridade ou de uma análise em um nível filoge-
nético mais abrangente. Mas estruturas com homologia primária 
não necessariamente apresentam modificações homólogas—como 
o fato de que os membros anteriores de morcegos são homólogos 
aos membros anteriores de aves, mas o que se chama de asas 
em cada um desses grupos não é homólogo. Particularmente, no 
caso de evolução molecular, as hipóteses de homologia primária 
seriam explicitadas pelo alinhamento. Por outro lado, a homologia 
secundária é a legitimação da hipótese de homologia primária 
quando esta passou em testes de congruência entre hipóteses de 
homologia primária. Mais especificamente, quando existe uma 
concordância entre a proposição filogenética e a partição da 
posição do alinhamento, cada uma das hipóteses de homologia 
primária será transformada em uma (congruência total) ou mais 
hipóteses (congruência parcial) de homologia secundária. 
 Um exemplo irá ilustrar bem esses dois conceitos. Suponha-
mos que, após o alinhamento múltiplo de quatro sequências, uma 
determinada posição mostra a seguinte partição para as sequências 
de DNA das espécies a, b, c, d e e que, nesta posição do códon, 
possuem A, A, T, T, T, respectivamente. Dessa forma, o alinhamento 
reflete duas hipóteses de homologia primária que são 1) os dois A e 
2) os três T desta posição. Entretanto, a homologia primária 1 só será 
legitimada em homologia secundária (única), se na árvore filogenética 
as espécies a e b compartilharem um ancestral comum exclusivo. 
 Em termos moleculares, a homologia dos genes comparados 
em uma filogenia é, obviamente, uma questão essencial, mas não é 
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suficiente. Existem vários processos que podem gerar genes homó-
logos: a duplicação gênica e a especiação (Li, 1997; veja também 
os Capítulos 7 e 10). Ou seja, dois genes são homólogos se eles 
descendem de um mesmo ancestral. No caso da origem de dois ou 
mais genes por eventos de duplicação, eles são chamados parálogos. 
Quando os genes passaram a ter histórias evolutivas independentes 
a partir de um evento de especiação, eles são chamados ortólo-
gos. Existem ainda outros dois tipos de homologia molecular—a 
xenologia, quando existe transferência horizontal, e a plerologia, 
quando existe conversão gênica (Koonin, 2005). Genes xenólogos 
e plerólogos são pouco informativos ou mesmo desinformativos em 
análises filogenéticas, mascarando as relações ancestral-descente 
que buscamos em filogenias. No presente capítulo, vamos nos ater, 
portanto, aos genes parálogos e ortólogos. Essa não é uma discussão 
irrelevante. Se, trabalhando com genes ortólogos há dificuldades 
computacionais grandes de não ser recuperada a filogenia real de 
um grupo, a comparação de genes parálogos pode gerar um ruído 
na análise que certamente resulta em reconstruções incorretas.
 A Figura 16.2 mostra a evolução de um dado gene an-
cestral a,	que, a partir de um evento de duplicação gênica, passa 
a apresentar duas cópias, a e b. Nesse caso, as cópias a e b são 
chamadas cópias parálogas. Supondo que, ao longo do tempo, essa 
população passe por um evento de especiação, as duas cópias a e 
b irão evoluir independentemente nas duas espécies, acumulando 
substituições únicas e, por conseguinte, diferenciando-se. Nesse 
outro caso, as cópias a1 e a2 entre si (bem como b1 e b2)	serão 
cópias ortólogas. Portanto, dependendo do problema em questão, 
deve-se usar genes parálogos ou ortólogos. Mais especificamente, 
para estudar eventos de duplicação gênica em famílias ou superfa-
mílias de genes, cópias parálogas de uma única espécie devem ser 
estudadas. Alternativamente, genes ortólogos devem ser escolhidos 
para a reconstrução filogenética de grupos taxonômicos.
 Assim, é necessário sempre trabalhar com as cópias ortólo-
gas do gene em questão para construir a filogenia de espécies. Na 
prática, entretanto, a distinção entre as cópias a e b no cromosso-
mo pode não ser tão fácil, já que não existem marcas ou etiquetas 
nos cromossomos. Isso, na realidade, pode ser um problema grave, 
principalmente quando trabalhamos com genes, famílias gênicas, 
genes de múltiplas cópias ou genes cujo padrão de duplicação 
ainda é desconhecido—algo comum em todos os genomas (Li et 
al., 2001; Nei, 1969; Piontkivska e Nei, 2003). Nesse sentido, se 
usarmos a comparação da cópia a de uma espécie com a cópia 
b de outra espécie estaremos adicionalmente superestimando o 
tempo de divergência entre as duas espécies (uma vez que o evento 
de duplicação gênica é anterior ao de especiação).
 Na maioria dos drosofilídeos, por exemplo, existem algumas 
cópias homólogas do gene que codifica a enzima desidrogenase al-
coólica (Adh). A Figura 16.3 é um diagrama de um possível caminho 
de duplicação. A alta divergência entre Adh e Adhr sugere que o 
evento de duplicação que produziu as cópias é antigo e anterior à 

divergência de todos os drosofilídeos conhecidos. No entanto, note 
que Adhr não é encontrado em todas as espécies ou porque elas 
perderam ou porque o gene ainda não foi encontrado (Russo et al., 
1995). Além disso, os eventos de duplicação antigos podem ser úteis 
para reconstrução filogenética quando empregados como grupos 
externos recíprocos. Um caso clássico dessa prática foi a utilização 
de cópias parálogas para enraizar a árvore da vida e determinar as 
relações filogenéticas entre os três domínios, Bacteria, Archaea e 
Eukarya (Woese et al., 1990; Osawa e Honjo, 1991).
 Exemplos de genes de cópias múltiplas frequentemente 
usados em análises filogenéticas são os genes codificantes para o 
RNA ribossômico (veja os Capítulos 8 e 10). Existem, de modo 
geral, centenas de cópias desses genes nos genomas de vertebrados, 
o que torna provável que os eventos de duplicação gênica que ge-
raram essas cópias já tivessem ocorrido no ancestral desse grupo. 
Entretanto, um fenômeno interessante foi observado em algumas 
espécies: cópias de genes ribossômicos num mesmo indivíduo 
são virtualmente idênticas, enquanto que estas diferem mesmo 
entre espécies relativamente próximas (Zimmer et al., 1989). Esse 
fenômeno é conhecido como evolução em concerto, e as principais 
bases moleculares usadas para explicá-lo são a conversão gênica e 
crossing over desigual (Nei et al., 1997; Li, 1997; Li, 2000; Witt-
zell et al., 1999; Capítulo 10 deste livro). Por essa razão, a questão 
paralogia/ortologia não deve ser muito problemática pelo menos 
em genes ribossômicos. Entretanto, quanto menores forem os in-
tervalos de tempo entre a divergência das linhagens que queremos 
estudar, mais perfeita deve ser a evolução em concerto, ou seja, 
mais próxima de 100% deve ser sua eficiência para não atrapalhar 
as filogenias feitas com esses genes.
 Em alguns casos, como já mencionado, o padrão de dupli-
cação é conhecido, mas é necessário ser extremamente cuidadoso 
ao inferir filogenias baseadas em genes pouco estudados. Uma 
solução simples para esse problema, pelo menos trabalhando com 
metazoários, é trabalharmos com DNA mitocondrial, pois o conte-
údo e o número de genes do genoma mitocondrial é razoavelmente 
constante entre os diversos grupos de animais (Gillham, 1994), 
garantindo que estaremos trabalhando sempre com genes ortólogos 
(Capítulo 10). Um problema é a existência de cópias parálogas de 
genes mitocondriais encontrados no genoma nuclear. De fato, quan-
do usamos um único gene mitocondrial para fazer uma filogenia, 
uma probabilidade não negligenciável é a de estarmos incluindo 
na análise cópias nucleares desses genes. É claro que, se as cópias 
forem recém-duplicadas, a diferença entre elas não será grande e 
as distorções na reconstrução da topologia devem ser pequenas ou 
nulas. Por outro lado, se essas cópias nucleares forem antigas, a 
possibilidade de terem se tornado pseudogenes aumenta, permitindo 
reconhecer com facilidade sua condição de cópia nuclear, o que 
também permite que não atrapalhe a análise filogenética. 
 Por outro lado, genomas mitocondriais de plantas não 
apresentam a estabilidade encontrada nos de metazoários, além 
de o conteúdo gênico e o tamanho do genoma variar muito entre 
as espécies de vegetais (Palmer, 1985). Os genomas de plastídeos 
também apresentam grandes disparidades em conteúdo e tamanho. 
Portanto, é necessário estar atentos ao usar genes de plastídeos em 
estudos filogenéticos devido ao problema de paralogia/ortologia.

16.3. Taxa e Modo de Evolução

16.3.1. O alinhamento
 O objetivo do alinhamento é fazer com que, entre sequên-
cias consideradas homólogas, a posição (sítio) de cada base (ou 
aminoácido) comparada das várias espécies amostradas também 
seja homóloga. Por causa do problema de perdas ou ganhos de 

Figura 16.2. Processos de origem de genes homólogos: por 
especiação (genes ortólogos) e por duplicação gênica (genes 
parálogos).
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trechos nos vários genes (indels, ver Capítulo 7) é necessário que 
se “insiram” intervalos (com posições ocupadas por um hífen) nas 
sequências das espécies que perderam regiões ou daquelas que não 
os ganharam (Phillips et al., 2000). Existem, hoje em dia, diversos 
programas de computador para alinhar sequências de aminoácidos 
e nucleotídeos (ClustalW é o mais popular.). Tais programas são 
eficientes (para uma comparação de desempenho entre os progra-
mas, ver Hickson et al., 2000) e recomendáveis, mas alguns autores 
sugerem que, se um determinado conjunto de dados requer um com-
putador para alinhar as sequências, essas sequências não deveriam 
estar sendo usadas! Obviamente esse comentário é exagerado, mas 
ilustra a importância crucial do alinhamento: se o alinhamento não 
é confiável, a homologia proposta para as relações entre as bases 
individualmente também não o será e, portanto, dificilmente a 
filogenia produzida será correta (Mitchinson, 1999; Phillips et al., 
2000). O problema torna-se mais complicado se considerarmos o 
número gigantesco de alinhamentos possíveis em uma determinada 
sequência (Morrison e Ellis, 1997; Slowinski, 1998). 
 Na construção de filogenias, estamos interessados no 
alinhamento de um conjunto de sequências ao invés de apenas 
um par e, portanto, devemos usar algoritmos que conduzem 
alinhamentos múltiplos. No programa ClustalW (Thompson et al., 
1994)—o alinhamento pode ser feito localmente ou em sítios www 
(ver Apêndice)—e na maior parte dos programas, o alinhamento 
múltiplo é feito em duas etapas. Na primeira, todas as sequências 
são comparadas par a par e uma medida da similaridade máxima 
entre cada duas sequências é calculada. Para calcular essa medida 

de similaridade máxima, um gráfico (ou uma matriz de pontos) é 
construído onde seus dois eixos representam as duas sequências 
comparadas. Para cada identidade entre as bases (independente 
da posição delas), um ponto é colocado no gráfico. Por exemplo, 
no caso de duas sequências idênticas, uma fileira de pontos será 
encontrada em toda a diagonal do gráfico, independentemente de 
sua composição de nucleotídeos. Com base nessa matriz de pontos, 
o programa maximiza a similaridade entre as sequências, usando 
para isso o que chamamos de penalidades. Dois tipos básicos de 
penalidades são usados nesse caso: a penalidade de intervalo, que é 
o número de bases idênticas entre as duas sequências que devemos 
ganhar para inserir um intervalo, e a penalidade de substituições. O 
valor da similaridade final entre cada duas sequências é calculado com 
o total de bases idênticas menos o número de substituições, menos o 
número de intervalos multiplicado pela penalidade de intervalos.
 A partir dos dados de similaridade par a par, um dendrogra-
ma é construído e o alinhamento final é feito a partir dos nós mais 
externos. Essa etapa é denominada de alinhamento progressivo 
(Feng e Doolitle, 1987). Ou seja, o programa começa alinhando 
primeiro as sequências mais semelhantes, em seguida as que se 
conectam a essas e, assim por diante, até que todas as sequências 
estejam alinhadas. Essa segunda fase também é feita com base 
em um índice de similaridade total entre todas as sequências em 
processo de alinhamento.
 O resultado final do alinhamento é, na realidade, um 
excelente indicador de quão adequado é o gene escolhido para o 
problema filogenético específico. Por exemplo, na Figura 16.4a, 

Figura 16.3. Evolução da família gênica Adh  em drosofilídeos.
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o alinhamento do gene mitocondrial ND6 de espécies animais 
está ruim, com muitos indels (eventos de inserção/deleção), 
indicando que aquele gene está evoluindo muito rapidamente 
para a reconstrução de uma filogenia envolvendo essas espécies 
de vertebrados, que divergiram há 400 milhões de anos (Russo 
et al., 1996). A lógica por trás dessa afirmativa é que, já que 
existem muitos eventos de indels nesse alinhamento, é provável 
que tenham ocorrido muito mais eventos de substituições do que 
aqueles que podemos observar. Ou seja, duas bases iguais—por 
exemplo, uma adenina—em uma mesma posição podem estar 
ali por convergência e não por origem comum, acarretando o 
questionamento da própria homologia das posições comparadas. 
 A solução, nesse caso, é a escolha de um gene mais con-
servado para inferir a filogenia nesse nível da evolução do grupo. 
Para esse exemplo, o gene mitocondrial ND5 mostrou-se menos 
divergente e, por isso, mais eficiente para a reconstrução da filoge-
nia entre essas espécies (Russo et al., 1996). As sequências do gene 
ND6 são tão divergentes entre as espécies que é realmente neces-
sário um computador para alinhá-las; ainda assim, o alinhamento 
final será questionável e, igualmente, os resultados filogenéticos 
baseados nele. Na realidade, o pesquisador ainda pode tentar um 
alinhamento das sequências de proteínas (mais conservadas que 
as de nucleotídeos), mas como nesse caso, além das substituições, 
o problema são os inúmeros eventos de inserção e deleção, isso 
não faria muita diferença em termos de confiabilidade. 
 Hoje em dia, vários programas estão disponíveis que, ao 
alinhar sequências codificadoras, traduzem a sequência de nucleo-
tídeos em aminoácidos, alinham tais sequências, e as transformam 
novamente em sequências de nucletídeos. O interessante desses 
algoritmos é que preservam a regra de inserções e deleções só 
acontecem de três em três nucleotídeos. Ou seja, se um alinha-
mento de uma região codificadora for encontrado, traduza para 
aminoácidos e verifique se o alinhamento está in frame, isto é, 
não existem códons de parada dentro da região codificadora 
do gene. Se você encontrar códons de parada numa região que 
deveria ser codificadora, cheque seu alinhamento e verifique se 
existem inserções ou deleções de um ou dois nucleotídeos. Nes-
te caso, tais deleções ou inserções mudariam a frame de leitura 
dos aminoácidos e seriam inviáveis. Portanto, nesses casos, tais 
intervalos devem ser eliminados, rodando o alinhamento mais 
uma vez usando um programa que considera a frame de leitura 
(DAMBE, MEGA etc.) 
 Com isso em mente, é sempre interessante empregar um 
programa de computador para alinhar sequências de tamanhos 
diferentes. Slowinski (1998) mostrou que existem 1 ×  1018 possi-
bilidades de alinhamento englobando apenas cinco sequências de 
cinco nucleotídeos cada uma! Desse modo, o uso de um programa 

de computador é necessário para testar o maior número de pos-
sibilidades e escolher aquela mais parcimoniosa, ou seja, aquela 
que requer o menor número de substituições entre as sequências. 
No entanto, o alinhamento deve não somente ser revisto, retirando 
as regiões de alinhamento duvidoso ou pouco informativas, mas 
também colocado em questão a utilidade do gene. Obviamente, 
a utilidade de um gene é determinada diretamente pelo proble-
ma filogenético em questão. Por exemplo, mesmo o gene ND6 
pode ser adequado para a inferência filogenética de grupos cujas 
espécies começaram a divergir entre si há menos de 100 milhões 
de anos. 
 Um bom indicador da eficiência do alinhamento é o número 
de sítios conservados entre as sequências. Por outro lado, a Figura 
16.4b mostra um alinhamento perfeito, tão perfeito que é pouco 
informativo para a reconstrução filogenética, uma vez que, nesse 
caso, não há informação para resolver muitos pontos da filogenia. 
Portanto, uma questão que surge neste momento é a das taxas de 
substituição evolutiva do gene em questão.

16.3.2. As taxas de substituição
 Uma das principais vantagens de trabalhar com sequên-
cias moleculares é que podemos escolher genes que apresentam 
variabilidade (isto é, grau de divergência) compatível com o 
problema filogenético em questão (Russo et al., 1996). A primeira 
regra básica para essa escolha é o alinhamento, como mencionado 
anteriormente. A segunda regra é que a proporção de diferenças 
máxima entre os pares de sequências alinhadas deve ser de 5% a 
40% entre os pares de uma sequência de nucleotídeos. Chega-se 
a esse número já que a simples proporção de posições diferentes 
é, na realidade, uma subestimativa do número real de substitui-
ções que ocorreram entre as sequências (Capítulo 14). Como o 
número possível de bases é finito e pequeno (há apenas quatro 
possíveis), quanto menor essa proporção de diferenças, menor 
será a subestimativa. O limite mínimo é necessário para haver 
variação suficiente para resolver a filogenia. Por outro lado, 40% 
seria o limite de variabilidade para boa confiança no alinhamento 
(e, portanto, nos próprios resultados da análise filogenética) (ver 
Russo et al., 1996). 
 Ou seja, idealmente deve-se trabalhar com sequências que 
não precisam de correção para substituições múltiplas, reversas 
ou paralelas, nas quais o número de substituições visíveis é 
praticamente idêntico ao número real de substituições (Grishin, 
1999). Por outro lado, no caso de genes cuja taxa excede o limite 
de 25%, a solução é a utilização de modelos de evolução que 
corrijam substituições múltiplas, reversas e paralelas. Entretanto, 
alguns métodos de reconstrução filogenética (especialmente os 
baseados em matrizes de distância) são muito sensíveis a variância 
das estimativas, de maneira que modelos mais simples tendem a 
gerar resultados melhores que modelos multiparamétricos, par-
ticularmente quando o pesquisador está interessado somente na 
reconstrução da topologia (Nei e Kumar, 2000; Hoyle e Higgs, 
2003).
 Embora a proporção de diferenças seja um bom indicador 
da variabilidade das sequências, é importante ter em mente que 
esse valor assume que a probabilidade de substituição é cons-
tante ao longo dos sítios, o que nem sempre acontece, havendo 
regiões mais conservadas que outras. Sequências codificadoras, 
por exemplo, frequentemente apresentam grande variação, pois 
existe limitação funcional diferencial nas diversas regiões da 
proteína (Li, 2000). Dessa forma, ao comparar genes homólogos, 
alguns sítios tendem a acumular mudanças mais rapidamente 
e, em alguns casos, mesmo quando a proporção de diferenças 
observada é pequena, existe o risco de subestimarmos a quan-
tidade de substituições se elas ocorreram apenas num grupo 

Figura 16.4. Alinhamento de aminoácidos correspondentes ao 
gene mitocondrial ND6 para um grupo de vertebrados (Bp = Ba-
laenoptera physalus e Bm = B. musculus). A. Sequências muito 
variáveis geram alinhamentos inapropriados para reconstrução 
filogenética. B. Sequências muito conservadas são pouco infor-
mativas para reconstruções filogenéticas.   
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restrito de sítios (Yang, 1996). Por exemplo, um valor de pro-
porção de diferenças de 10% num gene de 100 sítios indica que, 
após a separação do ancestral, o par de sequências sofreu dez 
substituições. Entretanto, se essas dez substituições estiverem 
concentradas em apenas dois sítios, observaremos uma diferença 
máxima de 2% no par. Felizmente, existem modelos que incor-
poram a heterogeneidade de taxas ao longo dos sítios através 
da distribuição gama e corrigem tais discrepâncias (Uzzell e 
Corbin, 1971; Yang, 1993)
  De certa maneira, essas conclusões parecem ser pouco 
informativas e razoavelmente frustrantes, já que tanto o alinha-
mento como a taxa de substituição são características que podem 
ser percebidas somente após o sequenciamento do gene. Assim, 
qual seria sua utilidade? A recomendação, nesse caso, é avaliar o 
conhecimento disponível sobre o gene em questão antes do início 
do sequenciamento. A pesquisa pode ser feita em bibliografia ou 
diretamente dos bancos de sequências, como o GenBank, fazendo 
uma avaliação inicial da variabilidade do gene para o seu grupo 
de trabalho ou para grupos próximos. Caso a variabilidade seja 
adequada para o nível da filogenia que precisamos estudar, segue-
se em frente com o gene, sequenciando apenas as espécies para as 
quais não há informação, para resolver o problema filogenético em 
questão. Caso o gene seja muito variável ou muito conservado, 
outro gene mais adequado deve ser procurado.
 Um ponto importante é que, exceto no nível de espécie—
definidas como entidades biológicas reprodutivamente coesas—, 
há pouca informação sobre o tempo de divergência entre as 
sequências em outros níveis taxonômicos (Avise e Johns, 1999). 
Ou seja, dados sobre a variabilidade de determinado gene entre 
ordens de mamíferos (tempo de divergência médio de 80 milhões 
de anos) podem ser pouco informativos para o estudo da relação 
entre ordens de cnidários ou esponjas, cujo tempo de divergência 
provavelmente supera 700 milhões de anos. Além disso, fatores 
como tempo de geração e sistema de reparo podem influenciar 
quando da extrapolação de resultados de um grupo taxonômico 
para outro, embora de uma maneira mais branda (Bromham et 
al., 1996). Lembre-se de que o objetivo de uma análise filogené-
tica é esclarecer as relações filogenéticas entre diferentes grupos 
taxonômicos—e não de estudar as relações entre famílias de 
genes. Caso o gene de escolha seja inadequado, o pesquisador 
dificilmente alcançará seu objetivo.

16.3.3. Função do gene
 Uma das aplicações mais interessantes da filogenia mo-
lecular é o estudo da evolução (origem única ou múltipla) de 
características morfológicas, bioquímicas, fisiológicas ou com-
portamentais (por exemplo, Block et al., 1993; Meyer et al., 1994; 
Sturmbauer et al., 1996; Kitaura et al., 1998; O’ Foighil e Taylor, 
2000) das espécies. Esse tipo de estudo está muito difundido hoje 
em dia, já que a possibilidade de uso de caracteres independentes 
(como caracteres moleculares) permite, sem o risco de raciocínio 
circular, a análise da origem dessas características. Por exemplo, 
O’Foighil e Taylor (2000) estudaram a origem e a evolução de ca-
racterísticas comportamentais em ostras através de sequências do 
gene ribossomal 28S. Dessa forma, o gene ribossômico representa 
um conjunto de dados independente do padrão de comportamento 
das ostras e, por essa razão, é mais adequado para um teste sobre 
a origem da característica testada.
 Obviamente, a função de um gene influencia, por exemplo, 
sua variabilidade. O citocromo c está entre os genes mais con-
servados (menos variáveis) nos diversos grupos de organismos, 
certamente devido a sua função primordial na respiração celular. 
Esse viés conservador ocorre em todos os organismos de maneira 
equivalente, pois a função do citocromo c é basicamente a mesma 

em todos os organismos, de maneira que não irá influenciar na 
resolução da análise filogenética.
 Por outro lado, é importante salientar que, nesse tipo de teste, 
não devemos usar genes ligados especificamente aos caracteres 
testados. Ou seja, não devemos usar um gene ligado à coloração de 
plumagem para testar filogeneticamente a evolução dessa coloração, 
já que isso resultaria  em um viés ou uma circularidade em relação 
ao que queremos testar. Nessas circunstâncias, é possível que uma 
análise filogenética utilizando esse gene ligado à coloração apontas-
se para a origem única desses caracteres, distorcendo seu verdadeiro 
padrão evolutivo. Como a sequência de aminoácidos é determinante 
da função do gene, quaisquer testes envolvendo a origem dessa 
função, através dessas mesmas sequências, corresponderia a uma 
argumentação circular. Esse problema também pode ser aplicado 
a sequências de nucleotídeos, apesar de que, pelo fato de o código 
genético ser degenerado, convergências envolvendo aminoácidos 
(que determinam em última análise a função da proteína) não devem 
ser idênticas às de nucleotídeos. 

16.3.4. Erros de amostragem
 As técnicas de sequenciamento estão cada vez mais aces-
síveis para os laboratórios. Uma consequência imediata desse fato 
é a disponibilidade de um número maior de genes para a solução 
de problemas filogenéticos. Associado a esse aumento do volume 
de dados, a concatenação de vários genes em uma metassequên-
cia de alguns milhares de pares de bases tem se tornado comum 
(Murphy, et al. 2001a,b). Embora estatisticamente razoável (Nei 
et al., 2001) e amplamente utilizado para diminuir o problema 
de amostragem limitada de dados, associado ao tamanho finito 
das sequências (Nei, 1986, Bucknam et al., 2006), a utilização 
de sequências concatenadas pode ser problemática. Nesta seção, 
discutiremos alguns aspectos importantes que precisam ser leva-
dos em conta antes da seleção de fragmentos.
 Em primeiro lugar, filogenias baseadas em sequências 
concatenadas devem ter os genes alinhados individualmente 
antes da análise. Isso porque a concatenação de muitos genes 
inapropriados, como porções saturadas, podem mascarar o sinal 
filogenético dos genes apropriados.
 Em segundo lugar, adicionar mais pares de bases 
às sequências não melhora necessariamente a qualidade da 
reconstrução filogenética. Não existe motivo para acreditar 
que uma filogenia baseada num número enorme de sequências, 
reunidas sem critério, seja mais acurada que uma baseada em 
um único gene com dados particularmente consistentes. De fato, 
o pesquisador deve buscar resultados robustos—qualidade, não 
quantidade é a melhor referência. Erros de amostragem de volume 
de dados é o erro derivado do volume pequeno dos dados. Há 
dois tipos principais de erros de amostragem: tamanho finito das 
sequências e amostragem taxonômica limitada. Ou seja, quanto 
maior for a sequência (número de nucleotídeos ou aminoácidos), 
menor é a probabilidade de a análise resultar em grupos devido 
a substituições paralelas por acaso, que não refletem a história 
filogenética dos organismos em questão
 Por outro lado, quanto maior a sequência, mais provável 
será encontrar regiões com variabilidade diferente, ou seja, regiões 
que estão evoluindo a taxas distintas. Nesse caso, provavelmente 
poderemos incluir regiões com muito ruído (no caso daquelas que 
evoluem muito rapidamente) ou regiões pouco informativas (no 
caso daquelas muito conservadas) para aquele determinado pro-
blema filogenético. Esse tipo de erro pode causar problemas sérios, 
como dados moleculares incluindo todos os genes codificadores 
de proteínas do DNA mitocondrial levarem à reconstrução de uma 
filogenia profundamente equivocada, onde os mamíferos formam 
um grupo-irmão dos demais tetrápodes (Russo et al., 1996; ver 
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Takezaki e Gojobori, 1999, para a solução do problema). Além 
disso, a análise de grandes quantidades de dados requer cautela do 
pesquisador com a ocorrência de erros resultantes de estatísticas 
tendenciosas. A razão disso é que, quando o tamanho amostral é 
muito grande, sua variância tende a zero e, dessa forma, o uso de 
métodos e modelos incorretos pode levar a sinais filogenéticos 
equivocados significativos (Delsuc et al., 2005).

 
16.4. Considerações Finais

 O objetivo deste capítulo foi salientar a importância na sele-
ção de genes e de trechos de genes para abordar a história filogenética 
de um grupo determinado, o que precisa ser levado em consideração 
antes de iniciarmos o sequenciamento. Dados úteis sobre a qualidade 
dos dados a serem usados nas análises filogenéticas necessitam ser 
avaliados antes do início da análise. O alinhamento é o primeiro filtro 
que deve ser usado para avaliar a adequação das sequências para 
reconstrução filogenética. Em seguida, metodologias simples, como 
o cálculo de uma matriz de distancia p, sempre auxilia na estimativa 
da variabilidade dos dados antes de realizar qualquer análise mais 
complexa. Além disso, deve-se prestar atenção à variação das taxas 
evolutivas dentro das sequências, pois sempre é mais fácil eliminar 
sítios não desejáveis que sequenciar outro gene. Obviamente, outros 
fatores, principalmente de ordem técnica, também devem ser levados 
em consideração, como disponibilidade de primers, facilidade de 
amplificação do fragmento etc. No entanto, é necessário ter claro que 
não adianta sequenciarmos 2 kb de cada espécie para a reconstrução 
de uma filogenia que, no final das contas, não apresenta resolução 
suficiente para estabelecer conclusões confiáveis. Uma análise 
prévia da variabilidade do fragmento a ser sequenciado é sempre 
recomendável.

Agradecimentos
 Gostariamos de agradecer a Sergio Luiz Pereira e Cristina 
Yumi Miyaki por seus comentários em uma versão anterior do 
capítulo. Agradecemos também à FAPERJ (Fundação de Amparo 
a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro) e ao CNPq (Conselho 
Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico) pela 
concessão de bolsas e auxílios que permitiram a conclusão deste 
capítulo.

Referências Bibliográficas
Avise, J. e Johns, G.C. (1999). Proposal for a standardized temporal 

scheme of biological classification for extant species. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA. 96: 7358-7363. 

Benson, D.A., Karsch-Mizrachi, I., Lipman, D.J., Ostell, J. e Wheeler, D.L. 
(2008) GenBank. Nucl. Acid Res. 36: D25-D30.

Block, B.A., Finnerty, J.R., Stewart, A.F.R. e Kidd, J.(1993). Evolution 
of endothermy in fish-mapping physiological traits on a molecular 
phylogeny. Science 260: 210-214.

Bromham, L., Rambaut, A. e Harvey, P.H. (1996). Determinants of rate 
variation in mammalian DNA sequence evolution. J. Mol. Evol. 
43: 610-621.

Bucknam, J., Boucher, Y. e Bapteste, E. (2006) Refuting phylogenetic 
relationships. Biol. Direct 1: 26.

Burks, C. (1997). Molecular Biology Databases. In Bishop, M.J. e 
Rawlings, C.J. (eds.). DNA and protein sequence analysis - A 
practical approach. IRL Press at Oxford University Press, New 
York, pp. 1-30.

Cavalier-Smith, T. (2003). Protist phylogeny and the high-level 
classification of Protozoa. Eur J Protistology. 39: 338-348.

Cavalli-Sforza, L.L. e Feldman, M.W. (2003). The application of 
molecular genetic approaches to the study of human evolution. 
Nature Genet. 33: 266-275.

Cunningham, C.W. (1997). Is congruence between data partitions a 

reliable predictor of phylogenetic accuracy? Empirically testing an 
interactive procedure for choosing among phylogenetic methods. 
Syst. Biol. 46: 464-478.

de Pinna, M.C.C. (1991). Concepts and tests of homology in the cladistic 
paradigm. Cladistics 7: 367-394.

Debruyne, R., Barriel, V. e Tassy, P. (2003). Mitochondrial cytochrome 
b of the Lyakhov mammoth (Proboscidea, Mammalia): new data 
and phylogenetic analyses of Elephantidae. Mol. Phylogen. Evol. 
26: 421–434. 

Delsuc, F., Brinkmann, H. e Philippe, H. (2005). Phylogenomics and 
the reconstruction of the tree of life. Nat. Rev. Genet. 6: 361-375.

Ericson, P.G.P., Anderson, C.L., Britton, T., Elzanowski, A., Johansson, 
U.S., Kellersj, M., Ohlson, J.I., Parson, T.J., Zusson, D. e Mayr, G. 
(2006). Diversification of neoaves: integration of molecular sequence 
data and fossils. Biol. Lett. 4: 543-547.

Feng, D. e Doolitle, R.F. (1987). Progressive sequence alignment as a 
prerequisite to correct phylogenetic trees. J. Mol. Evol. 60: 351-360.

Gillham, N.W. (1994). Organelle genes and genomes. Oxford 
University Press. 

Graur, D. e Li, W. -H. (2000). Fundamentals of molecular evolution. 
2a edição. Sinauer Press, Sunderland, Mass.

Green, R.E., Krause, J., Ptak, S.E., Briggs, A.W., Ronan, M.T., Simons, 
J.F., Du, L., Egholm, M., Rothberg, J.M., Paunovic, M. e Pääbo, 
S. (2006) Analysis of one million base pairs of Neanderthal DNA. 
Nature 444: 330-336.

Grishin, N.V. (1999). A novel approach to phylogeny reconstruction from 
protein sequences. J. Mol. Evol. 48: 264-273.

Hennig, W. (1966). Phylogenetic systematics. University of Illinois 
Press, Urbana.

Hickson, R.E., Simon, C. e Perrey, S.W. (2000). The performance 
of several multiple-sequence alignment programs in relation to 
secondary-structure features for an rRNA sequence. Mol. Biol. 
Evol. 17: 530-539.

Hoyle, D.C., Higgs P.G. (2003). Factors affecting the errors in the 
estimation of evolutionary distances between sequences. Mol Biol 
Evol. 20:1-9.

Huelsenbeck, J.P. (1995). Performance of phylogenetic methods in 
simulation. Syst. Biol. 44: 17-48.

Kelsey, C.R., Crandall, K.A. e Voevodin, A.F. (1999). Different models, 
different trees: the geographic origin of PTLV-1. Mol. Phylogenet. 
Evol. 13: 336-347.

Kitaura, J., Wada, K. e Nishida, M. (1998). Molecular phylogeny and 
evolution of unique mud-using territorial behavior in ocypodid crabs 
(Crustacea: Brachyura: Ocypodidae). Mol. Biol. Evol. 15: 626-637.

Kong, Q.P., Bandelt, H.J., Sun, C., Yao, Y.G., Salas, A., Achilli, A., 
Wang, C.Y., Zhong, L., Zhu, C.L., Wu, S.F., Torroni, A. e Zhang, Y.P. 
(2006). Updating the east asina mtDNA phylogeny: a prerequisite 
for the identification of pathogenic mutations. Human Molecular 
Genetics 15: 2076-2086.

Koonin, E.V. (2005). Orthologs, paralogs and evolutionary genomics. 
Annu. Rev. Genet. 39: 309-338. 

Kuma, K. e Miyata, T. (1994). Mammalian phylogeny inferred from 
multiple protein data. Jpn. J. Genet. 69: 555-566.

Lartillot, N., Brinkmann, H. e Philippe, H. (2007). Suppression of long-
branch attraction in the animal phylogeny using a site-heterogeneous 
model.  BMC Evol. Biol. 7:S4.

Lewin, R. (1997). Patterns in evolution: the new molecular view. 
Scientific American Library. 

Li, W.-H. (1997). Molecular evolution. Sinauer Press, Sunderland, 
Massachusetts.

Li, W-H. (2000). Molecular Evolution. Sinauer Associates, Sunderland, 
Massachusetts.

Li, W.H., Gu, Z.L., Wang, H.D.,  Nekrutenko, A. (2001). Evolutionary 
analyses of the human genome. Nature 409: 847-849.

Meyer, A., Morrissey, J.M. e Schartl, M. (1994). Recurrent origin of a 
sexually selected trait in xiphophorus fishes inferred from a molecular 
phylogeny. Nature 368: 539-542.

Mitchinson, G.J. (1999). A probabilistic treatment of phylogeny and 
sequence alignment. J. Mol. Evol. 349: 11-22.

Morgan-Richards, M., Trewick S.A., Bartosh-Härlid A., Kardailsky O., 
Phillips M.J., McLenachan P.A. e Penny, D. (2008). Bird evolution: 
testing the Metaves clade with six new mitochondrial genomes. BMC 
Evol. Biol. 8: 20-32.

Morrison, D.A. e Ellis, J.T. (1997). Effects of nucleotide sequence 
alignment on phylogeny estimation: a case study of 18S rDNAs of 
Apicomplexa. Mol. Biol. Evol. 14: 428-441.

Murphy, W.J., Eizirik, E., Johnson, W.E., Zhang, Y.P., Ryder, O.A., 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   163 9/8/2012   16:28:11



164

Biologia Molecular e Evolução

165

Matioli & Fernandes (eds.)

O’Brien, S.J. (2001a). Molecular phylogenetics and the origins of 
placental mammals. Nature 409: 614-8.

Murphy, W.J., Eizirik, E., O’Brien, S.J., Madsen, O., Scally, M,, Douady, 
C.J., Teeling, E., Ryder, O.A., Stanhope, M.J., de Jong, W.W., 
Springer, M.S. (2001b). Resolution of the early placental mammal 
radiation using Bayesian phylogenetics. Science 294: 2348-2351.

Nei, M. (1969). Gene duplication and nucleotide substitution in evolution. 
Nature 221: 40-42.

Nei, M. (1986). Stochastic errors in DNA evolution and molecular phylogeny. 
In Gershowitz, D.L. Rucknagel e R.E. Tashian (eds.). Evolutionary 
perspectives and the new genetics. Alan R. Inc. Press, pp. 133-147.

Nei, M. (1991). Relative efficiencies of different tree-making methods for 
molecular data. In M.M. Miyamoto e J. Cracraft (eds.). Phylogenetic 
analysis of DNA sequences. Oxford Press. New York, pp. 90-128.

Nei, M., Gu, X. e Sitnikova, T. (1997). Evolution by the birth-and-death 
process in multigene families of the vertebrate immune system. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 94:7799-7806.

Nei, M. e Kumar,S. (2000). Molecular Evolution and Phylogenetics. 
Oxford University Press.

Nei, M. (2003). Genome evolution - Let’s stick together. Heredity 90: 
4511-412.

Nei, M., Takezaki, N. e Sitnikova, T. (1995). Assessing molecular 
phylogenies. Science 267: 253-256.

Nei, M, Xu P, Glazko G. (2001). Estimation of divergence times from 
multiprotein sequences for a few mammalian species and several 
distantly related organisms. Proc Natl Acad Sci U S A. 98:2497-2502.

O’Foighil, D. e Taylor, D.J. (2000). Evolution of parental care and 
ovulation behavior in oysters. Mol. Phylogen. Evol. 15: 301-313.

Osawa, S. e Honjo, T. (1991). Evolution of life: fossils, molecules, and 
culture.  Springer-Verlag, New York; Tokyo.

Pääbo, S., Poinar, H., Serre, D., Jaenicke-Deprés, V., Hebler, J., Rohland, 
N., Kuch, M., Krause, J., Vigilant, L. e Hofreiter, M. (2004). Genetic 
Analyses from ancient DNA. Annu. Rev. Genet. 38: 645-679.

Palmer, J.D. (1985). Chloroplast dna and molecular phylogeny. Bioessays 
2: 263-267.

Patterson, C. (1988). Homology in classical and molecular biology. Mol. 
Biol. Evol. 5: 603-625.

Phillips, A., Janies, D. e Wheeler, W. (2000). Multiple sequence alignment 
in phylogenetic analysis. Mol. Phylogenet. Evol. 16: 317-330.

Piontkivska, H and Nei, M. (2003). Birth-and-Death Evolution in Primate 
MHC Class I Genes: Divergence Time Estimates. Mol Biol Evol. 
20: 424-434.

Russo, C.A.M. (1997). Efficiencies of different statistical tests in supporting 
a known vertebrate phylogeny. Mol. Biol. Evol. 14:1078-1080.

Russo, C.A.M., Takezaki, N. e Nei, M. (1995). Molecular phylogeny and 
divergence times of drosophilid species. Mol. Biol. Evol. 12: 391-404

Russo, C.A.M., Takezaki, N. e Nei, M. (1996). Efficiencies of different 
genes and different tree-building methods in recovering a known 
vertebrate phylogeny. Mol. Biol. Evol. 13: 525-536.

Satta, Y., Klein, J. e Takahata, N. (2000). DNA archives and our nearest 
relative: the trichotomy problem revisited. Mol. Phylogenet. Evol. 
14: 259-275.

Slowinski, J.B. (1998). The number of multiple alignments. Mol. 
Phylogenet. Evol. 10: 264-266.

Sturmbauer, C., Levinton, J.S. e Christy, J. (1996). Molecular phylogeny 
analysis of fiddler crabs: Test of the hypothesis of increasing 
behavioral complexity in evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
93: 10855-10857.

Sullivan, J. e Joyce, P. (2005). Model selection in phylogenetics. Annu. 
Rev. Ecol. Evol. Syst. 36: 445-466.

Takezaki, N. (1998). Tie trees generated by distance methods of 
phylogenetic reconstruction. Mol. Biol. Evol. 15: 727-737.

Takezaki, N. e Gojobori, T. (1999). Correct and incorrect vertebrate 
phylogenies obtained by the entire mitochondrial DNA sequences. 
Mol. Biol. Evol. 16: 590-601.

Thompson, J.D, Higgins, D.G. e Gibson, T.J. (1994). CLUSTAL W: 
improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment 
through sequence weighting, positions-specific gap penalties and 
weight matrix choice. Nucleic Acid Res. 22: 4673-4680.

Titus, T.A. e Frost, D.R. (1996). Molecular homology assessment and 
phylogeny in the lizard family Opluridae (Squamata: Iguania). Mol. 
Phylogenet. Evol. 6: 49-62.

Uzzell, T. e Corbin, K.W. (1971). Fitting discrete probability distribution 
to evolutionary events. Science 172: 1089-1096.

Wiens, J.J. e Servedio, M.R. (1998). Phylogenetic analysis and 
intraspecific variation: performance of parsimony, likelihood, and 
distance methods. Syst. Biol. 47: 228-253.

Wittzell, H., Bernot, A., Auffray, C. e Zoorob, R. (1999). Concerted 
evolution of two Mhc Class II B loci in pheasants and domestic 
chickens. Mol. Biol. Evol. 16: 479-490.

Woese, C.R., Kandler, O. e Wheelis, M.L. (1990). Towards a natural 
system of organisms: Proposal for the domains Archaea, Bacteria 
and Eucarya. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 4576-4579.

Yang, Z. (1993). Maximum likelihood estimation of phylogeny from 
DNA sequences when substitution rates differ over sites. Mol. Biol. 
Evol. 10:1396-1401

Yang, Z. (1996). Among-site rate variation and its impact on phylogenetic 
analyses. Trends Ecol. Evol. 11:367-372.

Zimmer, E.A., Hamby, R.K., Arnold, M.L.,. Leblanc, D.A e Theriot. E.C. 
(1989). Ribosomal RNA phylogenies and flowering plant evolution. 
In Fernholm, B., Bremer, K. e Jornvall, H. (eds.), The hierarchy of 
life, 205-214. Elsevier Science, Amsterdam.

Apêndice. Algumas páginas na rede relevantes em estudos de evolução molecular

Bancos de dados: 
 Nucleotídeos:
  GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez)
  EMBL (http://www.ebi.ac.uk)
  DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp)
  Genome Sequence (http://www.ncgr.org/). 

 Proteínas:    
  UniProt (http://www.uniprot.org/)
  Swiss-Prot (http://ca.expasy.org)

Alinhamento:
 ClustalW 
  http://www.clustal.org/

Programas de Filogenia:  
 Revisão 
  (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html) 
 MEGA 
  (http://www.megasoftware.net/)

Árvore da vida:
 http://tolweb.org/tree/phylogeny.html
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17.1. Histórico

 Desde os primórdios da biologia evolutiva, uma das prin-
cipais questões tem sido a caracterização e a explicação da varia-
bilidade genética intra e interpopulacional. Atualmente existem 
muitas metodologias para a descrição da variabilidade genética, 
porém, até a década de 60, havia apenas alguns poucos organismos 
conhecidos adequados para esse tipo de estudo. Alguns tipos de 
variação fenotípica com herança mendeliana clássica podiam ser 
estudados, como o polimorfismo de grupos sanguíneos em huma-
nos e algumas mutações em drosófila e milho. Além disso, havia 
os estudos com cromossomos politênicos em drosófila realizados 
pela escola de Dobzhansky, onde o principal objetivo era avaliar 
o efeito de grandes porções do genoma no valor adaptativo das 
populações. Nesses casos, embora os cromossomos politênicos 
oferecessem um alto grau de resolução na detecção de rearranjos 
estruturais, as interpretações eram limitadas no que se refere aos 
genes propriamente ditos.
 As abordagens utilizadas limitavam, portanto, os organis-
mos que podiam ser estudados: além de possuírem os marcadores 
adequados, precisam ser adaptados a condições de laboratório, 
pois havia a necessidade do acompanhamento por gerações con-
secutivas. Uma outra limitação era a quantificação de diferenças 
interespecíficas, até então impossível.
 Quanto à interpretação das variações observadas, os gene-
ticistas estavam praticamente divididos em dois pontos de vista 
conflitantes: Dobzhansky e seus colaboradores pertenciam ao que 
ele denominou de “escola balanceada”, sustentando que, em uma 
população de reprodução sexuada, cada indivíduo seria heterozi-
goto para a maioria dos locos e que essa situação seria mantida 
por heterose (Dobzhansky, 1955). Por outro lado, os modelos ma-
temáticos da denominada “escola clássica” de genética sustentava 
que praticamente todos os locos seriam homozigotos, com raras 
mutações deletérias que seriam responsáveis pela “carga genética”  
das populações (Muller, 1950). Um dos grandes problemas era 
que cada escola estava envolvida com metodologias e sistemas 
diferentes de estudo. Enquanto os seguidores da escola balancea-
da eram eminentemente drosofilistas, a escola de Muller contava 
com geneticistas que trabalhavam com mutações e que estavam 
preocupados com os efeitos da radiação e com uma legislação que 
limitasse sua utilização e regulamentasse os testes nucleares (a 
tecnologia nuclear era então relativamente recente e o impacto das 
explosões de Hiroshima e Nagasaki, ainda vívido—Crow, 1998).

 Conceitualmente, a Genética de Populações estava li-
mitada quanto a suas fontes de informação e dividida quanto à 
interpretação dos padrões de variabilidade encontrados. No início 
da década de 1960, já existia a metodologia de sequenciamento 
de aminoácidos em cadeias protéicas, porém sua aplicação para 
estudos populacionais ainda era impensável devido aos custos e 
à quantidade de trabalho envolvidos.
 Em 1966, dois grupos publicaram independentemente seus 
resultados experimentais, introduzindo a técnica de eletroforese 
de proteínas (Harris, 1966; Hubby e Lewontin, 1966; Lewontin 
e Hubby, 1966). O método em si consistia da aplicação de dois 
conhecimentos correntes na época: sabia-se que a atividade e, 
portanto, a presença de algumas enzimas podia ser visualizada em 
extratos simples de organismos, através de coloração citoquími-
ca. Sabia-se também que até mesmo a substituição de um único 
aminoácido em uma proteína podia alterar seu ponto isoelétrico, 
de forma que ela se movimentaria de forma diferente quando 
exposta a um campo elétrico (ou seja, a variação eletroforética 
em proteínas já era conhecida).
 Do ponto de vista da aquisição de dados, pode-se dizer 
que a eletroforese de isozimas empregada em escala populacional 
representou uma revolução para a genética de populações: pela 
primeira vez, era possível ter acesso a um grande número de locos 
em qualquer organismo que se pretendesse estudar—bactérias, 
fungos, plantas e animais, dos mais diversos ambientes—e, em 
grande parte das vezes, utilizando apenas uma amostra de tecido 
do organismo. Por um certo tempo, houve uma verdadeira explo-
são no número de trabalhos descrevendo os padrões eletroforéticos 
dos mais diversos organismos. Pode-se dizer que foi uma época 
de exploração experimental da nova metodologia, antes de se 
começar a utilizá-la como uma ferramenta poderosa e aplicável 
a questões evolutivas.
 Quanto à interpretação dos resultados, a grande quanti-
dade de polimorfismos revelada com essa técnica mostrou que a 
manutenção da variabilidade observada não podia ser explicada 
pela heterose, como propunha o modelo balanceado. Tampouco 
estava de acordo com o modelo clássico, que postulava a exis-
tência de pouca variabilidade e alguns eventos raros de mutações 
deletérias.
 Em 1971, foi proposto o modelo neutralista de evolução 
molecular, segundo o qual, ainda que alguns polimorfismos 
estivessem sendo mantidos por forças seletivas, a maior parte 
da variabilidade observada seria neutra; as novas mutações 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   165 9/8/2012   16:28:12



166

Biologia Molecular e Evolução

167

Matioli & Fernandes (eds.)

poderiam ser fixadas por processos estocásticos e os polimor-
fismos observados seriam transitórios (Kimura e Ohta, 1971, 
Ohta, 1974). 
 A primeira metade da década de 1970 foi marcada por 
discussões apaixonadas entre os chamados selecionistas e os 
neutralistas, reavivando o antigo debate sobre o significado e a 
manutenção dos polimorfismos genéticos. Os selecionistas pro-
curavam explicar a variabilidade enzimática como adaptativa, 
interpretando os padrões encontrados como resultado de processos 
seletivos. Já os neutralistas consideravam improvável tamanha 
quantidade de variação mantida por seleção e tratavam os padrões 
de variabilidade segundo modelos neutros.
 Atualmente, alguns trabalhos foram capazes de demons-
trar que diferentes genótipos alozímicos podem ter valores 
adaptativos diferentes, sendo inclusive possível correlacioná-
los com fatores ambientais (Nevo, 1990; Powers et al., 1991). 
Entretanto, são muito poucos os casos onde se conseguiu de-
monstrar diferenças no valor adaptativo de genótipos alozímicos. 
As isozimas (enzimas que atuam sobre o mesmo substrato) têm 
sido usadas para estudos de biologia evolutiva através de duas 
maneiras principais: o estudo detalhado de um loco e suas va-
riantes alélicas (alozimas), e a utilização de muitos locos para 
estudos populacionais.
 Quando se utilizam polimorfismos enzimáticos para a 
comparação entre populações ou espécies, diversos locos são 
amostrados em cada indivíduo analisado. Os métodos de análise 
tratam todos os locos da mesma maneira, ou seja, como adapta-
tivamente neutros.

17.2. Fundamentos Metodológicos

 O princípio básico da eletroforese é a migração diferencial 
de moléculas com cargas e tamanhos diferentes, quando submeti-
das a um campo elétrico. As proteínas são compostas por um ou 
mais polipeptídeos, que são cadeias de aminoácidos. A sequência 
de aminoácidos em um polipeptídeo é determinada pela sequên-
cia de nucleotídeos no gene que o codifica. Pequenas mudanças 
na sequência do DNA podem alterar a estrutura e, portanto, a 
mobilidade eletroforética de uma proteína. Uma das vantagens 
dessa técnica é que se pode amostrar vários indivíduos por vez e 
ter diversos locos analisados para cada um. A seguir, apresenta-
mos um sumário das principais etapas dessa metodologia. Uma 
descrição detalhada pode ser encontrada em Alfenas (1998).

17.2.1. Suportes de Eletroforese
 A eletroforese pode ser desenvolvida em vários tipos de 
suporte, sendo os mais utilizados para enzimas, o amido e a po-
liacrilamida, por permitir melhor separação que outros suportes, 
como agarose e acetato de celulose, por exemplo. Os géis podem 
ser preparados com tampões de composição e pH variados, de 
acordo com as enzimas que serão estudadas. A eletroforese pode 
ser feita em sistemas contínuos, onde os tampões do gel e do 
eletrodo são os mesmos, ou em sistemas descontínuos, onde o 
tampão do gel é distinto daquele dos eletrodos. 

17.2.2. Extração das enzimas
 A extração das enzimas é feita a partir da homogeneiza-
ção de indivíduos inteiros (por exemplo, pequenos insetos) ou 
apenas órgãos ou tecidos, como fígado de vertebrados ou folhas, 
plântulas, sementes etc. Para a extração, é feito um macerado em 
solução tampão; para tecidos vegetais, é necessária a adição de 
alguns compostos ao tampão de extração para reduzir a formação 
de complexos fenólicos. 

17.2.3. Aplicação das amostras no gel
 O extrato de cada indivíduo pode ser aplicado diretamente 
nos géis em cavidades feitas durante a polimerização do gel ou 
ainda a solução de extração pode embeber pequenos retângulos 
de papel de filtro, aplicados em uma fenda feita no gel após a sua 
solidificação. 

17.2.4. Corrida eletroforética
 As condições, tanto de voltagem aplicada ao gel como de 
duração do tempo de corrida, variam de acordo com o sistema 
tampão utilizado. A corrida pode durar de 3 a 24 horas, com 2 a 
12 v/cm. Como o princípio da técnica envolve a manutenção da 
atividade enzimática, o sistema como um todo, desde a extração 
do material individual até a corrida eletroforética, deve ser con-
duzido a baixas temperaturas. A Figura 17.1 ilustra um sistema 
de eletroforese horizontal.

17.2.5. Coloração
 A distância de migração das enzimas é evidenciada por 
coloração histoquímica. O mecanismo de coloração inclui a pre-
sença do substrato específico da enzima, coenzimas, cofatores e 
um corante que precipita, oxida ou fluoresce em consequência da 
reação principal. 

17.2.6. Interpretação dos géis
 Para a interpretação do zimograma (padrão de bandas), é 
necessário o conhecimento da estrutura quaternária das enzimas. 
Assim, uma enzima monomérica (constituída por uma única 
cadeia polipeptídica) apresentará duas bandas no heterozigoto. 
Já uma enzima dimérica (formada pela união de duas cadeias 
polipeptídicas) apresentará três bandas no heterozigoto, e uma 
enzima tetramérica apresentará cinco, como ilustrado na Figura 
17.2.
 Os géis corados para os diferentes sistemas enzimáticos 
podem ser “lidos” interpretando-se geneticamente as bandas en-
contradas (Figura 17.3). Os genótipos individuais são anotados. 
Com isso, os dados podem ser utilizados para a obtenção de todos 
os parâmetros que levam em conta frequências gênicas e genotí-
picas, além de praticamente todas as análises desenvolvidas para 
variação qualitativa.

17.3. Polimorfismos Enzimáticos e Biologia Evolutiva
 Os estudos sobre isozimas têm fornecido informações 
importantes para a biologia evolutiva. Esses dados têm permitido, 
entre outras coisas, a quantificação de níveis de variabilidade 
genética, estimativas de fluxo gênico, elucidação de limites 
interespecíficos e estabelecimento de relações evolutivas entre 
diferentes táxons.

Figura 17.1. Esquema de um sistema para eletroforese horizontal 
em gel de amido.
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 É uma técnica de custo relativamente baixo, facilmente 
adaptável para qualquer grupo de organismos e que permite 
analisar um grande número de indivíduos e muitos locos de 
cada amostra. Existem, também, algumas dificuldades inerentes 
à metodologia e que devem ser consideradas quando de sua 
escolha—os níveis de variabilidade podem estar sendo subesti-
mados, pois mutações no material genético nem sempre levam a 
alterações na estrutura protéica e nem toda alteração na sequência 
de aminoácidos provoca diferença na mobilidade eletroforética. 
Considerações sobre as aplicações e as limitações da eletroforese 
de isozimas podem ser encontradas em Murphy et al. (1996).

17.3.1 Medidas da variabilidade genética
 A variabilidade genética de uma população pode ser quan-
tificada através das frequências gênicas obtidas com a análise de 
isozimas. Pode-se considerar que os locos analisados representam 
uma amostra aleatória do genoma e, dessa maneira, seria repre-
sentativa da população. Os parâmetros obtidos são interpretados 
como indicadores populacionais.
 De um modo geral, a análise de isozimas é a maneira mais 
direta e rápida de avaliar genotipicamente muitos locos em um 
grande número de indivíduos. Por ser um marcador codominante 
(todos os alelos são evidenciados no gel, salvo quando da existência 
de alelos nulos), os genótipos individuais podem ser inferidos atra-
vés do padrão de bandas. Pode-se calcular as frequências gênicas e 
genotípicas, a heterozigosidade observada na amostra e a esperada, 
testar se a população está em equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW), 
a proporção de locos polimórficos e os coeficientes de endogamia. 
Pode-se, ainda, testar modelos de isolamento por distância.
 Outro aspecto que se observa nos estudos de variação 
genética é que ela difere entre os táxons superiores. Inicialmente, 
considerou-se que os invertebrados teriam níveis de variação enzi-
mática maiores que os vertebrados (Selander, 1976). Nevo (1978), 
no entanto, demonstrou que essa diferença não era significativa se os 
dados sobre as espécies de Drosophila fossem removidos dos cálcu-
los. Posteriormente, verificou-se que os índices de variabilidade po-
deriam ser alterados, dependendo dos locos que eram considerados 
nos estudos comparativos, sendo alguns deles caracteristicamente 
mais polimórficos que outros (Koehn e Eanes, 1978). Entretanto, 
Ward et al. (1992) revisaram o assunto e concluíram que, de fato, 
é encontrada maior variabilidade entre os invertebrados, mesmo se 
levando em consideração essas restrições.
 A comparação da variabilidade enzimática (em geral 
traduzida por valores de heterozigosidade média) entre várias 
espécies levou ao estabelecimento de correlações entre os níveis 
de variabilidade encontrados e componentes adaptativos e de 
ciclo de vida dos organismos. Uma das questões amplamente 

discutidas foi se a variabilidade encontrada nas proteínas estaria 
relacionada à heterogeneidade ambiental (Levene, 1953; Soulé e 
Stewart, 1970; Hedrik, 1986). Algumas associações foram estuda-
das, como, por exemplo, a correlação de padrões de variabilidade 
genética com distribuição geográfica (Bryant, 1974), a ocupação 
de diferentes microhábitats pela espécie (Powell e Taylor, 1979) 
e a estabilidade temporal de recursos tróficos (Ayala et al., 1975; 
Valentine, 1976). Em 1978, Nevo apresentou uma revisão para 
243 espécies de animais e vegetais, sugerindo que espécies ge-
neralistas, de ampla distribuição geográfica, grande mobilidade e 
que exploram um grande número de nichos ecológicos apresentam 
maior variabilidade genética do que espécies especialistas, com 
distribuição geográfica restrita e baixa mobilidade. 
 As estimativas de variabilidade genética frequentemente 
também são usadas para fazer inferências sobre eventos históricos 
que tenham influenciado a estrutura genética das populações. Por 
exemplo, baixos níveis de heterozigosidade nos locos enzimáticos 
podem ser interpretados como eventos recentes de afunilamento 
populacional, especialmente quando espécies relacionadas pos-
suem níveis muito mais altos de variabilidade, embora, segundo 
alguns autores, a heterozigosidade nem sempre seja um bom 
indicador dos afunilamentos populacionais ocorridos no passado 
(Nei et al., 1975; Chakraborty e Nei, 1977; Leberg, 1992). 

17.4. Estrutura Genética Populacional

 A subdivisão populacional, por si só, pode afetar as fre-
quências genotípicas. O modelo clássico de deriva mostra que 

Figura 17.2. Zimogramas de sistemas com diferentes estruturas quaternárias.

Figura 17.3. Exemplos de zimogramas em gel de amido de 
Pleurothallis (Orchidaceae). Desidrogenase do 6-fosfogluconato 
(6PGD); sistema com um loco, enzimas diméricas. Fosfoglicomu-
tase (PGM); sistema com dois locos, com enzimas monoméricas 
(Borba et al., 2000).
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as frequências gênicas vão diferir entre as subpopulações e na 
espécie como um todo. Os genótipos homozigotos vão aumentar 
em frequência às expensas dos heterozigotos. Esse efeito pode ser 
quantificado através da estatística F (Fst de Wright). Esse índice 
reflete a proporção da variabilidade genética encontrada entre 
populações, ou seja, devido à subdivisão populacional. Segundo 
Wright (1978), valores de Fst entre 0,15 e 0,25  indicam estru-
turação populacional moderadamente alta, enquanto que valores 
acima de 0,25 refletem estruturação muito alta. A interpretação 
dos valores de Fst, no entanto, depende do estudo das distribuições 
das frequências alélicas nas populações.
 O polimorfismo protéico em populações naturais tem sido 
usado para descrever as mudanças de frequências alélicas, tanto no 
tempo quanto no espaço. Na escala espacial, a estrutura genética 
populacional é inferida a partir da distribuição geográfica das 
frequências alélicas. Em muitos casos, a variabilidade genética 
encontra-se distribuída em diferentes níveis hierárquicos, que se 
correlacionam com parâmetros da história de vida (Chesser, 1993). 
 A variabilidade alozímica também pode ser usada para 
inferir eventos históricos que influenciaram a estrutura genética 
das populações, tais como o “efeito gargalo” (bottleneck, em 
inglês). Níveis muito baixos de heterozigosidade em grandes 
extensões geográficas podem significar que um ou mais bot-
tlenecks drásticos possam ter ocorrido num passado recente. 
No entanto, estimativas de heterozigosidade nem sempre são 
bons indicadores de gargalos populacionais (Nei et al., 1975; 
Chakraborty e Nei, 1977; Leberg, 1992).
 Estudos alozímicos, através da análise da distribuição ge-
ográfica de frequências alozímicas, podem fornecer informações 
úteis para a inferência de padrões de fluxo gênico e estruturação 
de acasalamentos (Slatkin, 1985, 1993). Outras abordagens tam-
bém têm sido consideradas consistentes com esse tipo de análise. 
Por exemplo, a partir dos valores de Fst, podem ser estimadas as 
taxas de migração entre as subpopulações analisadas (Borba et 
al., 2000, 2001).
 Por outro lado, muitas vezes, estudos genéticos mostram 
deficiência de heterozigotos na amostra estudada, o que pode ser 
consequência de endocruzamento ou ainda do efeito Wahlund (a 
inclusão de duas ou mais populações com frequências gênicas 
diferentes numa única amostra, mesmo que cada uma delas esteja 
em equilíbrio de HW individualmente). 
 Variação geográfica é encontrada em muitas espécies 
de insetos (Powell e Taylor, 1979; Slatkin, 1985; Futuyma e 
Peterson, 1985; Nevo, 1988) e surge por processos evolutivos 
locais, que envolvem interações de mecanismos genéticos e pro-
cessos ambientais. A variação geográfica expressa-se em várias 
características biológicas (Baker e Tomas, 1987) e tem sido bem 
documentada em diversos grupos de organismos por diferentes 
abordagens, como análise alozímica, morfométrica, cromossômica 
e da variabilidade do DNA (White, 1973; Lewontin, 1974; Powell, 
1975; Nevo, 1983a,b; Parsons, 1983, 1991; Lewontin, 1991; Daly, 
1985; Nevo, 1988; Roderick, 1996).
 Vários tipos de eventos podem levar à diferenciação ge-
nética entre populações: colonização de um novo hábitat (Bartlett 
e Richardson, 1986; Holt, 1987; Rice e Salt, 1988); colonização 
de um novo território ou região (efeito do fundador) (Barton e 
Charlesworth, 1984; Carson e Templeton, 1984; Bartlett e Ri-
chardson, 1986); afunilamento populacional (Nei et al., 1975; 
Hedrick, 1986); mudanças genéticas por eventos estocásticos, 
tais como deriva genética e mutação (Templeton, 1980; Bush, 
1981), ou seleção natural (direcional e desruptiva) (Rice, 1987; 
Barker e Tomas, 1987). Embora esses processos sejam invocados 
para explicar a maioria dos modelos de especiação (para revisão, 
ver Barton e Charlesworth, 1984), a diferenciação genética das 

populações não conduz necessariamente à especiação, mas leva 
ao reconhecimento de categorias taxonômicas infra-específicas 
(Endler, 1977).
 Além de as informações sobre a estrutura de populações 
naturais permitirem estudos de natureza evolutiva, também podem 
ser utilizadas como apoio em programas de manejo de espécies 
ameaçadas de extinção. 

17.5. Medidas de Distâncias Genéticas

 As distâncias genéticas são medidas da diferenciação 
entre populações utilizando dados de frequências genotípicas. 
É uma medida estatística, de quantificação das diferenças gené-
ticas. As frequências gênicas e genotípicas, obtidas a partir da 
eletroforese de enzimas para indivíduos tomados ao acaso nas 
populações naturais, também podem fornecer uma estimativa da 
diferenciação intra e interespecífica. Essas frequências podem 
ser transformadas em uma série de índices que permitem estimar 
o grau de similaridade ou de distância genética entre diferentes 
espécies e populações. Além disso, variantes alélicas muitas vezes 
são encontradas isoladas em alguma população ou táxon e, nesse 
caso, podem ser usadas como um meio de identificação. Esse tipo 
de abordagem tem sido muito eficiente no reconhecimento de 
espécies de difícil identificação morfológica (crípticas) (Selander, 
1976; Gould 1993). Entretanto, espécies de ampla distribuição 
geográfica podem apresentar diferenças locais para as variantes 
alélicas. 
 Embora as medidas de distância genética mais largamente 
usadas sejam aquelas propostas por Nei (1972, 1978), que não são 
estritamente geométricas, contamos ainda com outros algoritmos 
para o cálculo de distâncias, tais como os propostos por Farris 
(1981) e Rogers (1972). Uma exposição detalhada sobre os dife-
rentes métodos de cálculo das distâncias genéticas é apresentada 
no Capítulo 13. 

17.6. Perspectivas

 O estudo de populações naturais por eletroforese de 
isozimas parece ter seguido uma tendência de crescimento 
expressivo durante as décadas de 1980 e 1990, seguida de 
um declínio a partir do início do século XXI (Figura 17.4). 
Várias são as possíveis razões para esse tipo de progressão. 
Em primeiro lugar, muitas espécies que vinham sendo alvo 
de estudos sistemáticos, em especial aquelas do hemisfério 
norte, já foram intensivamente caracterizadas com o emprego 
dessa metodologia. Além desse fator, houve a popularização 
da tecnologia da análise de DNA, pelos métodos de RFLP e de 
sequenciamento direto, especialmente com o emprego conjunto 
da técnica de PCR (veja Capítulos 18 e 19). Existem alguns 
componentes que podem ter contribuído para esse desvio de 
enfoque na pesquisa relacionada à medida de variabilidade ge-
nética e da quantidade de diferenciação populacional, aspectos 
que são mais frequentemente levados em consideração pelos 
estudos que envolvem alozimas. Em primeiro lugar, amostras 
que se destinam à análise por eletroforese de alozimas devem 
ser conservadas principalmente pela criopreservação, uma vez 
que a temperatura baixa é fundamental para a preservação da 
atividade enzimática, sem a qual seria impossível a detecção 
física das enzimas. As análises de DNA são muito menos ri-
gorosas nesse sentido, pois se pode extrair DNA de amostras 
fixadas em solventes como álcool, simplesmente secas ou até 
mesmo de material muito antigo, com milhares ou até milhões 
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de anos de idade (Anchordoquy e Molina, 2007). Outro fator 
que também pode ser importante é a redução de custo das me-
todologias para a análise de DNA, que foi muito significativa, 
ao passo que o custo da análise de amostras por eletroforese de 
isozimas praticamente não se alterou. Por exemplo, o grama de 
Beta-NAD custava, em 1975, a quantia, atualizada pela inflação 
acumulada, de 40 dólares, ao passo que, em 2010, a mesma 
substância do mesmo fornecedor, custa cerca de 60 dólares. O 
custo do sequenciamento de DNA em 1990 era orçado por cerca 
de 10 dólares por base, atualmente é uma fração de centavo de 
dólar. Finalmente, há o aspecto da tradição do laboratório que 
pode influenciar na aplicação da metodologia de alozimas, pois 
a curva de aprendizado para o emprego desta é mais lenta que 
aquela que existe naquelas relativas aos marcadores de DNA 
(experiência pessoal das autoras).
 Apesar do declínio observado nas pesquisas que em-
pregam eletroforese de isozima na caracterização genética de 
populações naturais, esse tipo de metodologia tem revelado 
padrões que são únicos, quando comparado com métodos ba-
seados na tecnologia de DNA. Estudos recentes que abordaram 
justamente a comparação entre marcadores genéticos alozímicos 
e não alozímicos revelaram que o papel da seleção natural pode 
ser mais relevante nos marcadores alozímicos que em outros 
marcadores. Riginos et al. (2002) sugeriram que a introgressão 
do marisco Mytilus edulis em populações do Mar Báltico de M. 
trossulis deixou um efeito bem maior em marcadores de DNA 
nucleares que nos marcadores alozímicos devido ao efeito da 
seleção natural estabilizadora ou balanceada que atua nestes 
últimos. Em populações das ilhas britânicas de M. edulis, Silva 
e Skibinski (2009) também apontaram a ação de seleção natural 
balanceada em locos de alozimas para explicar os diferentes 
padrões de variabilidade genética observado nas populações 
desses animais. Os diferentes padrões de variabilidade genéti-
ca revelados por alozimas, marcadores de DNA mitocondriais 
e nucleares também foram apontados como efeito de seleção 
estabilizadora ou balenceada que atuariam em alguns locos 
de alozimas em populações de ostras (Arnauld-Haond et al., 
2003). Por outro lado, uma comparação feita com relação à 
variabilidade genética de marcadores genéticos alozímicos, de 
DNA nuclear e de DNA mitocondrial, com base em milhares de 
estudos revelou diferenças marcantes na variabilidade do DNA 
nuclear, que é mais homogênea (Bazin et al., 2006). Os autores 
apontam a ação da seleção natural positiva que atuaria no caso 
dos genoma mitocondriais

17.7. Considerações Gerais

 O estudo dos padrões de variabilidade genética em po-
pulações naturais fornece um subsídio para hipóteses acerca das 
causas dos padrões observados, mas não necessariamente incluem 
a análise direta dos mecanismos. Esses podem ser inferidos a partir 
do estudo correlato de diferentes características biológicas, aliado 
a um desenho experimental cuidadoso, incluindo amostragens em 
escalas temporal e espacialmente significativas. Apenas o conjunto 
de dados poderá fornecer a oportunidade de interpretar os meca-
nismos responsáveis pelos processos demográficos, reprodutivos 
e geográficos das espécies em questão.
 Um das grandes dificuldades está na escolha dos marcadores 
moleculares mais adequados a serem empregados. Essa escolha 
muitas vezes é influenciada pela disponibilidade de recursos, além 
do modismo e da experiência dos pesquisadores. O desenvolvi-
mento das metodologias que permitiram a análise direta dos ácidos 
nucléicos deu a impressão de que a eletroforese de alozimas seria 
abandonada. De fato, esses marcadores apresentaram uma potencia-
lidade maior para estudo de polimorfismos, dada sua abundância. 
Na maioria dos casos, todavia, marcadores moleculares anônimos, 
como é a maioria daqueles empregados com a metodologia de 
DNA, não têm funções fisiológica e bioquímica conhecidas, o que 
não ocorre com as isozimas. Além disso, quando há variabilidade 
alozímica, essa não só é uma abordagem para estimar a variabi-
lidade genética, como ainda hoje fornece um grande número de 
informações sobre a variabilidade genética intra e interespecífica. 
Por esses motivos, a análise de isozimas ainda é uma das melhores 
abordagem para o estudo de espécies próximas, assim como o de 
populações conspecíficas (Avise, 1994). 
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  Capítulo 18
RFLP: O emprego de enzimas de restrição para detecção de 
polimorfismos no DNA
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“A razão é um apoio fundamental à minha crença, é um imenso suporte à minha 
fé. Como cientista, examino os fatos e, baseado neles, formulo raciocínios, alguns 
testáveis, outros não, pois nem tudo é Ciência.” (Paulo Nogueira Neto)

18.1. Histórico e Impacto das Técnicas de Análise de DNA na 
Detecção de Variabilidade Genética

 Desde o desenvolvimento da eletroforese em gel de amido 
(Smithies, 1955) e da visualização histoquímica das enzimas em 
géis (Hunter e Market, 1957), os estudos clássicos de Hubby e 
Lewontin (1966) e Lewontin e Hubby (1966) levaram à descoberta 
e utilização de uma nova classe de marcadores genéticos, como foi 
detalhado no Capítulo 17. A análise de enzimas representou um 
avanço frente às técnicas citológicas e morfológicas, já que esses 
marcadores genéticos, as enzimas, não são tão profundamente 
afetados pela interação com o ambiente e possibilitaram um grande 
avanço na compreensão dos processos micro e macroevolutivos, 
através de variadas aplicações. Apesar da extensiva utilização da 
técnica de eletroforese de proteínas, os estudos de estrutura popu-
lacional e outras aplicações para análises intraespecíficas requeriam 
níveis suficientes de variabilidade, de maneira que os resultados 
das análises de isoenzimas não se mostravam suficientemente va-
riáveis em alguns organismos, fazendo com que, para esses casos, 
a eletroforese de proteínas não fosse a técnica mais apropriada.
 No fim da década de 1960, Linn e Arber (1968) e Mesel-
son e Yuan (1968) revolucionaram a nascente biologia molecular 
com a descoberta das enzimas de restrição ou endonucleases de 
restrição. Essas enzimas foram isoladas e purificadas de várias 
linhagens de bactérias e são capazes de digerir uma determinada 
sequência específica de DNA dupla fita, de quatro, cinco ou seis 
pares de bases (pb) de comprimento. Nas bactérias, as enzimas 
de restrição agem protegendo a célula contra a invasão de DNA 
exógeno. O DNA da própria bactéria é protegido da ação das 
endonucleases por um sistema específico de metilação. A deno-
minação das enzimas de restrição tem relação com a linhagem 
bacteriana da qual foram isoladas, por exemplo, a enzima Eco 
RI, foi extraída da bactéria Escherichia coli e digere a sequência 
específica 5’-GAATTC-3’. 
 As enzimas de restrição começaram a ser de extrema utili-
dade nos laboratórios de genética molecular, encontrando diversas 
aplicações especialmente para a detecção de polimorfismos no 
DNA, este tipo de marcador foi denominado RFLP (do inglês, 
Restriction Fragment Length Polymorphism) e está baseado no 
padrão de fragmentos produzidos ao digerir um determinado DNA 
com uma endonuclease específica.

 A variabilidade detectada através do RFLP reflete as 
variações nas sequências de DNA, as quais são a base da 
diversidade dentro de uma espécie. Em muitos casos, essa variação 
de sequência é fenotipicamente neutra, pois grande parte das 
mutações que alteram a sequência de nucleotídeos (e, portanto, 
a sequência de reconhecimento de uma determinada enzima de 
restrição) somente é mantida porque são mutações silenciosas, 
isto é, não causam efeito no indivíduo. O número dessas variações 
é elevado, podendo chegar a 1 de cada 100 nucleotídeos, e não 
está sujeito à influência do ambiente, representando, desta forma, 
uma rica fonte de polimorfismo a ser explorada.
 O desenvolvimento de técnicas para o estudo do DNA 
através do RFLP propiciou um enorme e acelerado conhecimento 
da biossistemática, evolução e genética de animais e plantas. A 
grande sensibilidade destas técnicas, associada à descoberta de 
regiões com alto grau de variabilidade, tem permitido avanços 
significativos em estudos de genética de populações e biogeografia 
de diversos organismos, e em particular em populações humanas, 
onde foram desenvolvidas aplicações na medicina forense, na 
determinação de paternidade e no diagnóstico de doenças here-
ditárias.
 Os marcadores do tipo RFLP apresentam algumas van-
tagens em relação a marcadores morfológicos, citológicos ou 
de isozimas. Entre eles, destacam-se: (a) são herdados como 
marcadores mendelianos livres de efeitos pleiotrópicos; (b) não 
são afetados pelo ambiente; (c) podem ser obtidos em número 
elevado; e (d) têm distribuição aleatória no genoma.

18.2. Princípios da Técnica de RFLP 

 A técnica de RFLP envolve a clivagem de moléculas de 
DNA por enzimas de restrição, separação dos fragmentos gerados 
por eletroforese em gel e visualização dos mesmos em forma de 
bandas. Cada banda corresponde a um grupo de moléculas de mes-
mo tamanho. Padrões diferentes de tamanho de fragmentos podem 
ser encontrados entre diferentes indivíduos, essa variabilidade 
é o reflexo de inserções, deleções, rearranjos (como inversões) 
que possam ter ocorrido em uma região ou, ainda, substituições 
de base na sequência de nucleotídeos, que é reconhecida por 
uma determinada enzima de restrição, alterando, dessa forma, o 
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número de sítios de clivagem e, como consequência, o tamanho 
dos fragmentos.
 Para a realização dessa técnica, três fatores devem ser 
levados em conta: (1) o tipo de DNA que será analisado; (2) 
o substrato eletroforético a ser usado; e (3) os métodos de 
visualização dos fragmentos. Esses três fatores encontram-se 
intimamente relacionados. O tipo de DNA a ser estudado é um 
item que merece maior destaque e, portanto, será discutido em 
seção específica.

18.2.1. Substrato para eletroforese
 Normalmente, o substrato mais utilizado para a separação 
dos fragmentos por eletroforese é a agarose, mas a poliacrilamida 
também é utilizada. Esses dois substratos formam uma malha fina 
por onde as moléculas de DNA migram, de acordo com a carga e o 
tamanho dos fragmentos, quando uma corrente elétrica é aplicada 
ao substrato. Fragmentos menores migram mais facilmente por 
essa malha que os fragmentos maiores. A molécula de DNA possui 
carga negativa quando em pH neutro, portanto migra em direção ao 
ânodo durante a eletroforese. A taxa de migração é determinada pelo 
tamanho dos fragmentos gerados após digestão com endonucleases. 
O tipo de substrato eletroforético a ser usado é determinado em 
função dos tamanhos dos fragmentos que se deseja separar. Um gel 
de agarose é indicado para separar fragmentos grandes, variando de 
300 a 20.000 pb. Ainda é possível variar a concentração da agarose 
para uma boa resolução de fragmentos grandes ou pequenos, de 
acordo com os objetivos desejados. Por exemplo, géis menos 
concentrados (0,6 - 0,8%) são indicados quando se deseja separar 
com boa resolução fragmentos grandes e géis mais concentrados (1,0 
- 2,0 %) quando se deseja separar fragmentos pequenos. Atualmente 
pode-se contar com outros tipos de agarose que permitem separar 
com boa resolução fragmentos menores que 300 pb. A poliacrilamida 
é indicada para a separação também de fragmentos pequenos. 
Podemos, de acordo com a concentração usada (3,5 a 20%), separar 
fragmentos de 10 a 1000 pb.

18.2.2. Visualização dos fragmentos
 Depois da corrida eletroforética o passo seguinte é a visu-
alização dos fragmentos, o que normalmente ocorre por métodos 
químicos. Quando se tem uma quantidade de DNA de mais de 
50ng por banda, o brometo de etídeo é o indicado. Esse agente 
intercala a dupla fita de DNA e se torna fluorescente quando 
exposto à luz ultravioleta. Pelo fato de intercalar em moléculas 
de DNA, fragmentos maiores apresentam bandas mais intensas, 
podendo-se então fazer uma correlação direta entre a intensi-
dade da banda e o tamanho do fragmento com a quantidade 
de DNA. É importante lembrar que o brometo de etídeo é um 
agente mutagênico, de modo que se deve sempre trabalhar com 
luvas e evitar contaminação de bancadas e cubas. A coloração 
por prata também tem sido empregada para ácidos nucléicos e, 
apesar de envolver várias etapas, é um método mais sensível, 
podendo detectar pequenas quantidades de DNA (picogramas). 
Um terceiro método de detecção de bandas em gel é por meio 
de material radioativo. Essa metodologia implica a marcação 
das moléculas de DNA com fósforo ou enxofre radioativos (P32 
e S35, respectivamente) antes do fracionamento dos fragmentos 
em gel. Esse método é extremamente sensível e a intensidade 
das bandas não possui uma relação direta com o tamanho do 
fragmento. A detecção dos fragmentos dá-se, nesse método, pela 
exposição do gel a um filme de raio X. Esse tipo de marcação 
é extremamente eficaz na detecção de fragmentos pequenos. 
Outra técnica altamente empregada, quando o rendimento de 
ácidos nucléicos, especialmente DNA, é baixo devido à má 
preservação do material ou mesmo à pouca quantidade de tecido 

disponível para a extração do DNA, é a técnica de “Southern 
blot” (Southern, 1975). O nome dessa técnica poderia ser tra-
duzido como “mata borrão de Southern”, devido ao sobrenome 
do pesquisador que a desenvolveu. Como uma espécie de troca-
dilho, as transferências de gel de eletroforese para membranas 
de proteínas e de RNA foram denominadas de “Western blot” e 
de “Northern blot”, respectivamente. A metodologia designada 
como “Southern blot” envolve a digestão do DNA por enzimas de 
restrição, separação em gel de agarose e posterior transferência 
dos fragmentos para uma membrana de náilon ou nitrocelulo-
se. A membrana é então hibridizada com uma sonda de DNA 
fria ou radioativa (Figura 18.1). As condições de hibridação, 
como temperatura ou concentração de sais, são determinadas 
de acordo com o grau de similaridade entre o DNA-alvo a ser 
detectado e o DNA da sonda. Normalmente, utilizam-se con-
dições bem restritivas, ou seja, temperaturas altas (58 - 60oC), 
quando se trata de sonda derivada do mesmo organismo (sonda 
específica), e condições mais brandas (50oC) quando se realiza 
a hibridação entre organismos pertencentes a espécies, gêneros 
e mesmo ordens diferentes (sondas interespecíficas). O uso de 
sonda interespecífica muitas vezes pode levar a falsos resultados 
pelo fato de apresentar menor similaridade com o DNA alvo e 
poder se ligar a outras regiões que não aquelas de interesse. No 
entanto, não devem ser descartadas, mas sim analisadas com 
mais critério. No caso de uso de sondas radioativas, a revelação 
dos fragmentos dá-se pela exposição da membrana a um filme 
de raio X e, no caso de sonda fria, a revelação dá-se por imu-
noensaio e precipitação de corante na própria membrana. Para 
a análise de RFLP, podemos usar sondas para todo um genoma, 
como no caso do mitocondrial, ou somente para algumas regiões 
do genoma que são hipervariáveis, como as regiões de mini e 
microssatélites de origem nuclear.
 Em todo gel a ser analisado, independentemente da metodo-
logia aplicada, deve-se sempre acrescentar um marcador de tamanho 
molecular, o qual permitirá uma estimativa, por interpolação através 
de uma curva de calibração em escala logarítmica, do tamanho dos 
fragmentos gerados em suas amostras. Normalmente utilizamos o 
DNA do fago lambda digerido com HindIII para fragmentos que 
variam de 23.000 a 500 pb e o DNA do fago f	X174 RF digerido 
com HaeIII para fragmentos entre 1300 e 300 pb. Existe uma grande 
variedade desses marcadores e devem ser escolhidos de acordo com 
o tamanho dos fragmentos que se esperam.

Figura 18.1. Esquema representando a técnica de “Southern 
Blot”, incluindo extração de DNA total de um organismo (A e 
B), separação desse DNA em gel de agarose por eletroforese 
após digestão com enzimas de restrição (C), transferência dos 
fragmentos para uma membrana (D), hibridação da membrana 
com uma sonda específica (E) e revelação da membrana 
apresentando os fragmentos marcados (F).
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 Detalhes e protocolos sobre as técnicas para análise de 
RFLP poderão ser obtidos em Sambrook et al. (1989), Ausubel 
et al. (1993) e Hillis et al. (1996).

18.3. Natureza da Variação de Tamanho de Fragmentos

 Enzimas de restrição (RFLP)  têm sido amplamente utili-
zadas em estudos envolvendo o DNA (nuclear, mitocondrial e ou 
de cloroplasto) para análise da variabilidade genética intra e inte-
respecífica. Como foi descrito no item anterior, a técnica de RFLP 
pode ser descrita sucintamente pela digestão de um determinado 
fragmento de DNA com uma ou várias enzimas de restrição, separa-
ção dos fragmentos gerados de acordo com seu peso molecular em 
um gel de eletroforese e finalmente a visualização e interpretação 
dos fragmentos gerados. Dessa forma, o DNA de cada indivíduo 
analisado apresentará seu próprio padrão de fragmentos específicos, 
denominado perfil de digestão, sendo que, entre várias amostras 
de DNA, podem ser detectados perfis invariáveis, ou seja, padrões 
de fragmentos idênticos para uma mesma endonuclease, ou perfis 
variáveis, isto é, padrões de bandas diferentes entre indivíduos.
 As diferenças nos perfis de digestão para uma mesma en-
donuclease entre indivíduos pode ser resultado de vários eventos: 
(a) alteração no número e distribuição dos sítios de restrição devido 
à substituição de bases dentro dos sítios de reconhecimento (corte) 
da enzima; e (b) alterações no DNA devido a adições ou deleções 
de sequências (indels). Cada uma dessas forças de variação produz 
mudanças características no padrão de fragmentos gerados. Dessa 
forma, a variação pode ser detectada através do número ou do tamanho 
dos fragmentos gerados. Na Figura 18.2, estão representados alguns 
eventos que geram polimorfismo nos fragmentos de restrição e o 
padrão de bandas esperado quando analisadas em gel por eletroforese.
 Cada enzima de restrição possui um sítio específico de 
reconhecimento onde é realizado o corte. Geralmente essas 
sequências são simétricas e possuem entre quatro e seis pares 
de bases, podendo produzir fragmentos com extremidades 3’ e 
5’ protuberantes (coesivas) ou extremidades retas (Fig. 18.3). A 
substituição de bases ou pequenos eventos de inserção ou deleção 
podem criar ou eliminar sítios de restrição numa determinada 
sequência para uma enzima em particular, alterando desta forma 
o número de fragmentos gerados e o tamanho dos mesmos.
 Na análise de RFLP, é possível identificar o polimorfismo 
como diferença de tamanho nos fragmentos gerados, mas não é 
possível identificar diretamente sua origem. Essa variação pode 
ser examinada por outras técnicas moleculares.
 Rearranjos de sequência, como duplicações e inversões 
ou eventos de inserção ou deleção de segmentos maiores, tipica-
mente alteram o padrão de fragmentos não apenas para uma senão 
para várias enzimas simultaneamente, resultando numa alteração 

correlacionada com o padrão de restrição de diferentes enzimas, 
mostrando, dessa forma, a não independência entre caracteres, o 
que será discutido com maior detalhe na próxima seção.

18.4. Herança, Reproducibilidade e Independência do Mar-
cador RFLP

 Quando se trabalha com fragmentos de DNA produzidos 
por uma enzima de restrição (RFLP), assume-se que os marca-
dores gerados são herdáveis, que podem ser reproduzidos, isto é, 
têm reproducibilidade e que esses caracteres são independentes.
 Assumindo-se que os fragmentos produzidos por RFLP são 
herdáveis, devem ser considerados dois elementos: fidelidade de 
transmissão e o modo de herança. A fidelidade de transmissão pode 
ser alterada no caso de sítios reconhecidos por enzimas sensíveis 
à metilação. A variação no estado de metilação da molécula de 
DNA pode imitar o estado de perda ou ganho de sítios de restrição, 
alterando a interpretação dos resultados. Esses artefatos gerados 
por diferentes estados de metilação podem ser evitados com a 
utilização de isoesquizômeros, que são enzimas de restrição isoladas 
de diferentes bactérias, que reconhecem a mesma sequência de 
DNA, mas que diferem em sua sensibilidade a sítios metilados. 
No entanto, a metilação aparentemente não é problema quando se 
trata de análise de RFLP de DNA mitocondrial (mtDNA) ou DNA 
de cloroplasto (cpDNA), mas pode resultar numa variação maior 
do que realmente existe e uma aparente homoplasia (veja Capítulo 
12) de sítios específicos em sequências nucleares.

Figura 18.2. Mapa de restrição (A) indicando o padrão de corte 
de uma determinada enzima e a representação dos possíveis me-
canismos que podem alterar esse padrão (B – E). O esquema à 
direita representa a separação dos fragmentos em gel de agarose 
e seus respectivos tamanhos em Kb. MM: marcador molecular 
l/Hind III. 

Figura 18.3. Sequências de nucleotídeos que constituem sítios 
de clivagem para duas enzimas de restrição. A enzima Eco RI 
reconhece uma sequência de seis pares de base e, ao cortá-la, 
gera extremidades coesivas (A); a enzima Rsa I reconhece uma 
sequência de quatro pares de base e a corta ao meio gerando 
pontas retas (B).
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 O modo de herança deve ser considerado com extremo 
cuidado quando se trabalha com RFLP, pois, dependendo da molé-
cula (tipo de DNA) com que se trabalha, o modo de herança pode 
apresentar diferenças, levando a erros na interpretação do padrão 
de bandas obtido. Em geral, sabe-se que o DNA mitocondrial 
animal (com algumas exceções) é herdado por via materna. No 
caso do DNA de cloroplasto, há espécies que apresentam herança 
biparental (materna e paterna) e espécies que apresentam herança 
exclusivamente paterna. No caso do DNA nuclear, na maioria 
das vezes, o comportamento dos fragmentos gerados por RFLP 
é característico de herança mendeliana.
 Outra característica importante do marcador RFLP é sua 
reproducibilidade, ou seja, o padrão de fragmentos produzidos por 
uma determinada enzima de restrição para um dado DNA deve 
ser mantido e permanecer constante quando a digestão é refeita. 
Quando isto não ocorre, pode se pensar em artefatos de técnica 
produzidos por alteração em algum parâmetro específico, como 
tempo de corrida, concentração do gel e do tampão, concentração 
do DNA-alvo ou de enzima, temperatura e tempo de digestão, 
somente para citar alguns dos principais fatores que podem alterar 
a reproducibilidade de um padrão de bandas no gel.
 Finalmente, para a premissa de independência de 
caracteres no RFLP, é importante saber que, se as sequências de 
reconhecimento de duas enzimas de restrição se sobrepõem, esse 
marcador já não será independente. Para exemplificar, vejamos o 
caso da enzima MboI, cuja sequência de reconhecimento (GATC) 
se sobrepõe à da enzima BamHI (GGATCC). Dessa maneira, a não 
independência de caracteres pode causar erros na estimativa da 
divergência de sequência ou da filogenia a partir de dados de RFLP.

 
18.5. Utilização de RFLP para a Construção de Mapas de 
Restrição

 Uma das primeiras caracterizações normalmente feitas 
para moléculas de DNA ou mesmo para fragmentos isolados de 
DNA é a análise por enzimas de restrição. Conhecer quais enzimas 
cortam um dado fragmento e o número de sítios de restrição por 
elas gerados é extremamente útil em vários aspectos. Os sítios de 
restrição, quando mapeados, dão uma identidade para a molécula 
de DNA, ou melhor, caracterizam essa molécula, fornecendo 
pontos específicos, cujas distâncias entre eles são conhecidas. 
Esse mapeamento serve como base para a localização de genes, 
para a clonagem de regiões de interesse em vetores moleculares 
e também como marcador em estudos evolutivos.
 Construir um mapa de restrição para uma dada molécula de 
DNA, seja apenas de um fragmento isolado ou de todo um genoma, 
como no caso do mitocondrial, significa posicionar os vários 
sítios de restrição gerados por várias enzimas uns em relação aos 
outros. Para obter essa relação, é necessário que digestões simples 
e duplas sejam realizadas, de modo que possamos comparar os 
padrões gerados por duas enzimas individualmente e quando 
combinadas, situação em que se espera que bandas novas surjam 
e outras desapareçam. É importante, para a construção de mapas 
de restrição, conhecermos o tamanho do fragmento ou genoma na 
sua forma íntegra, pois, após as digestões, a soma dos fragmentos 
gerados deve totalizar o tamanho do DNA em estudo. Bandas muito 
pequenas muitas vezes não são visualizadas em géis de agarose, 
porém a diferença entre o tamanho total conhecido e o obtido nas 
digestões pode nos dar uma idéia do tamanho do fragmento não 
visualizado. Muitas vezes, bandas duplas podem ser geradas. Isto 
é, fragmentos de regiões diferentes, porém com o mesmo tamanho, 
migram para a mesma posição no gel. Essas bandas normalmente 
aparecem mais espessas ou mais intensamente coradas com brometo 

de etídio, dando uma indicação desse tipo de situação. Outras 
técnicas de mapeamento, como digestões parciais ou hibridização 
em série, também podem ser aplicadas (Hillis et al., 1996), mas 
a comparação do padrão de fragmentos originado por simples e 
duplas digestões é a mais frequentemente usada.
 Como, então, proceder? Enzimas que reconhecem seis 
bases como seu sítio de clivagem geram um menor número 
de fragmentos, enquanto que aquelas que reconhecem quatro 
bases geram um número bem maior. Se o fragmento ou genoma 
que desejamos mapear for muito pequeno, provavelmente 
apresentará poucos sítios para enzimas que cortam em 
sequências de seis bases e um número razoável de sítios para 
enzimas que reconhecem quatro bases. Para fragmentos grandes 
ou mesmo para um genoma completo, como o mitocondrial, 
teremos um número razoável de fragmentos gerados pelas 
enzimas que reconhecem seis bases e um número muito grande 
de fragmentos para as enzimas que reconhecem quatro bases. 
Neste último caso, teremos muita dificuldade em analisar tanto 
o número de fragmentos gerados, como construir um mapa de 
restrição com essas enzimas. Um outro fator que deve ser levado 
em conta é o conteúdo de bases do genoma ou do fragmento de 
DNA a ser analisado. Genomas ricos em A+T, quando digeridos 
por enzimas que reconhecem uma sequência composta por C e 
G, sendo de seis ou mesmo quatro bases, resultarão em poucos 
fragmentos. Portanto, a escolha do tipo de enzima a ser utilizada 
dá-se de acordo com os objetivos, o tamanho e as características 
da sequência de DNA em análise.
 O tamanho total do DNA em análise e a soma dos tamanhos 
dos fragmentos gerados devem ser consistentes, assim como o 
número de bandas observadas nas digestões simples deve ajudar 
a inferir o número de bandas esperado quando se realizam duplas 
digestões. Por exemplo, uma enzima que reconhece apenas um 
sítio resulta em apenas uma banda, quando se trata de genoma 
circular. Quando combinada com uma segunda enzima que 
reconhece dois sítios, e portanto produz dois fragmentos, espera-se 
como resultado dessa dupla digestão três bandas no gel, cuja soma 
de tamanhos deve totalizar o tamanho total do DNA em análise. 
Um número de bandas menor que o previsto pode ser devido a 
dois fatores: (1) fragmentos do mesmo tamanho migrando para a 
mesma posição (comigração); ou (2) sítios de restrição das duas 
enzimas muito próximos, gerando um fragmento tão pequeno que 
pode ter saído do gel durante a eletroforese. Neste último caso, a 
soma total dos fragmentos deverá ser apenas ligeiramente menor 
que a esperada para toda a molécula. 
 A realização de duplas digestões utilizando diferentes 
combinações de enzimas poderá esclarecer a proximidade dos 
sítios de restrição. A escolha das enzimas a serem combinadas 
duplamente deve dar-se de acordo com o número de vezes que 
cada uma corta individualmente a molécula em estudo. Normal-
mente começa-se por aquelas que cortam em número menor e, 
estando estas mapeadas, pode-se combinar aquelas que apre-
sentam padrões mais complexos. Por hora, vamos tomar como 
exemplo, baseando-nos em Hillis et al. (1996), uma molécula 
de DNA circular de 4 Kb. Essa molécula foi digerida por quatro 
enzimas de restrição diferentes (E, H, P e X), individualmente e 
combinadas duas a duas, os fragmentos foram separados em gel 
de agarose e visualizados por coloração com brometo de etídeo. 
O tamanho dos fragmentos gerados foi calculado a partir do DNA 
padrão, cujos fragmentos são de tamanhos conhecidos, separados 
no mesmo gel; esses valores estão apresentados na Tabela 18.1. 
 Vamos começar com as enzimas P e H, que parecem 
cortar essa molécula de 4 Kb apenas uma vez cada uma; essas 
seriam as indicadas para o início do mapeamento. Vale ressaltar 
aqui a diferença no padrão de corte por enzimas entre genomas 
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circulares e fragmentos ou genomas lineares. Normalmente, em 
genomas circulares, enzimas que cortam apenas uma vez geram 
fragmentos lineares cujo tamanho corresponde ao tamanho do 
próprio genoma intacto. Devido a essa característica, muitas vezes 
podemos incorrer no erro de pensar que a enzima não cortou o 
DNA em estudo. A certeza de que houve ou não clivagem só pode 
ser obtida mediante duplas digestões com enzimas que também 
supostamente cortem uma única vez ou poucas vezes. Esse pro-
blema não é visto quando se trabalha com genomas ou fragmentos 
lineares. Sempre que a enzima cortar, teremos como resultado 
duas bandas e, se não cortar, teremos o fragmento intacto. O único 
problema ocorre quando o sítio de corte é muito próximo a uma 
das extremidades do DNA linear em estudo. Voltando ao nosso 
exemplo, as enzimas H e P parecem cortar esse genoma circular 
apenas uma vez, tornando-o linear. A dupla digestão realizada 
apresentou dois fragmentos, um de 2,5 e outro de 1,5 kb. Assim, 
as duas enzimas cortam esse DNA e o mapa proposto é:

 O ponto zero desse fragmento foi considerado no ponto de 
corte da enzima H. Uma terceira enzima (E) corta essa molécula 
em dois sítios, de maneira que, quando combinada com H ou P, 
apresenta três fragmentos (Tabela 18.1). As possibilidades para 

a relação entre H e E podem ser:

 Os dados obtidos para essas duas enzimas não nos per-
mitem concluir qual das duas possibilidades é a correta. Acres-
centando dados de uma terceira enzima (P), poderemos chegar 
a uma conclusão. As possibilidades para a relação entre os sítios 
das enzimas P e E são:

 Como concluir qual das duas possibilidades é a correta? 
A resposta está no resultado obtido pela dupla digestão de E + H. 
Com base no tamanho dos fragmentos obtidos nessa dupla digestão 
(Tabela 18.1), concluimos que a possibilidade correta é a 1.
 Incluindo em nossa análise a enzima X, que também corta 
essa molécula duas vezes e que, quando combinada separadamente 
com as enzimas H e P, gera três fragmentos, podemos ter diferentes 
possibilidades de mapa. Com relação à enzima H:

 Com relação à enzima P, temos:

 A resposta para as posições corretas no mapa vem da di-
gestão P + X e do tamanho dos fragmentos gerados (Tabela 18.1), 
de modo que a possibilidade 2 é a correta. Para acompanhar todo 
esse raciocínio, é necessário ter o tamanho dos fragmentos gerados 
nas digestões simples e duplas, e verificar qual possibilidade de 
mapeamento dos sítios é condizente com o padrão e tamanho de 
bandas gerados. Nosso mapa final para essas quatro enzimas é o 
seguinte:

 Uma vez tendo o mapa determinado, ele poderá servir 
de base para o mapeamento de novas enzimas e mesmo para o 
mapeamento de outros indivíduos. O grau de dificuldade neste 
último caso dependerá da divergência entre os organismos 
estudados, sendo que muitas vezes é necessário um mapeamento 
em separado para sequências cujos padrões são de difícil 
interpretação entre ganho e perda de sítios.
 A Figura 18.4 ilustra um mapa de restrição para o genoma 
mitocondrial obtido para uma espécie de abelha-sem-ferrão do 

Tabela 18.1. Tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restrição P, H, E e X após a digestão do nosso DNA circular 
hipotético de 4 kb. Os tamanhos estão apresentados em kb. 

Enzimas P H PH E EP EH X XP XH
Tamanho
dos
fragmentos

4 4 2,5 3 3 2,2 3,2 2 2,7
- - 1,5 1 0,7 1,0 0,8 1,2 0,8
- - - - 0,3 0,8 - 0,8 0,5

Total 4 4 4 4 4 4 4 4 4
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Brasil, Plebeia remota (Francisco et al., 2001). Para tanto, foram 
realizadas digestões simples e duplas, e o padrão de bandas foi 
visualizado por “Southern blot” utilizando sonda mitocondrial 
interespecífica, derivada da abelha Apis mellifera. 
 Em estudos de caráter evolutivo, o mapeamento de regiões 
homólogas entre diferentes organismos (populações, subespécies 
e espécies) fornece-nos dados sobre a homologia entre os sítios 
de restrição mapeados. Tais dados podem ser utilizados para gerar 
uma matriz com caracteres binários (presença e ausência de sítios), 
para análise filogenética posterior.

18.6. RFLP do DNA Mitocondrial Animal

 O DNA mitocondrial (mtDNA) animal é uma molécula 
de fita dupla circular (genomas mitocondriais lineares são des-
critos na literatura, porém constituem exceções) e que codifica 
aproximadamente 5% de toda a maquinaria necessária para o 
funcionamento da mitocôndria. Foram descritos 37 genes, dos 
quais 13 codificam RNA mensageiros para proteínas envolvidas 
diretamente no processo do transporte de elétrons e fosforilação 
oxidativa, dois para subunidades ribossômicas e 22 para RNA 
transportadores. Existe uma região não codificadora, conhecida 
como A+T nos invertebrados, ou “alça D” ou “D-loop” nos ver-
tebrados, que contém o controle da replicação e transcrição desse 
genoma. O mtDNA é tido como uma molécula econômica, pois 
toda sua sequência de nucleotídeos possui função codificadora. 
Regiões espaçadoras são raramente descritas e introns, pseudo-
genes e sequências repetitivas são estruturas ainda mais raras ou 
ausentes. A Figura 18.5 ilustra uma molécula de mtDNA animal. 
O conteúdo em termos de genes e o arranjo em sua ordem são 
extremamente conservados; algumas diferenças na ordem são 
relatadas normalmente em comparações entre organismos que 
divergiram há muito tempo, como entre táxons ao nível das cate-
gorias taxonômicas de ordem e classe. Na maioria das vezes, essas 

alterações de ordem, ou seja, translocações de genes, envolvem 
genes codificadores de RNA transportador.
 Além dessa estrutura simples de organização, uma 
outra característica que torna essa molécula muito atrativa para 
estudos populacionais e evolutivos é o fato de apresentar herança 
citoplasmática, isto é, ser herdada via materna, de modo que ela 
não segue os padrões mendelianos de segregação e não sofre 
recombinação. Algumas exceções são descritas na literatura, 
mostrando contribuição paterna na herança do mtDNA (Zouros 
et al., 1992) e evidências de recombinação entre moléculas de 
mtDNA (Ashkenas, 1997; Howell, 1997). A herança materna—e a 
não recombinação entre as moléculas—faz com que um genótipo 
ou haplótipo mitocondrial possa servir para traçar uma genealogia 
materna ou mesmo filogenia materna, o que muitas vezes pode 
ajudar a entender o modo de dispersão de muitos organismos, 
acasalamentos preferenciais etc.
 Uma terceira característica fundamental dessa molécula é 
sua alta taxa de evolução. Acredita-se que seja dez vezes superior 
à de um gene de cópia nuclear única (veja também o Capítulo 7). 
Algumas explicações apontadas para esse fenômeno são uma baixa 
eficiência do sistema de reparo na mitocôndria, visto que todas as 
enzimas envolvidas nesse processo são codificadas pelo genoma 
nuclear e, portanto, importadas para a mitocôndria ou, ainda, sua 
alta exposição a radicais livres que possam ser gerados durante 
o processo da respiração. Apesar dessa alta taxa de evolução, os 
indivíduos normalmente são homoplásmicos, isto é, apresentam 
somente um tipo de molécula de mtDNA em todas as células de 
todos os tecidos. Parece existir uma tendência para a homogenei-
zação dessas moléculas quando condições de heteroplasmia (isto é, 
existência de mais de um tipo de mtDNA em um mesmo indivíduo) 
ocorrem. Apesar da homogeneidade qualitativa das moléculas de 
mtDNA em um mesmo indivíduo, existe uma diferença entre a 
taxa de acúmulo de substituições de base entre os diferentes genes 
ou regiões do mtDNA. Alguns genes acumulam mais rapidamente 
essas substituições, dentre eles os genes codificadores das subuni-

Figura 18.4. Exemplo de construção de um mapa de restrição para o genoma mitocondrial de uma espécie de abelha endêmica do 
Brasil (simplificado de Francisco et al., 2001). (a) Esquema com o resultado de “Southern blot” utilizando sonda fria para detecção 
dos fragmentos de restrição resultantes de simples e duplas digestões (1. Marcadores de peso molecular l/HindIII e f	X174/ HaeIII; 
2. DNA de Apis mellifera/HindIII; 3-14 DNA de Plebeia remota digerido com as respectivas enzimas: 3. HindIII; 4. HindIII/PstI; 5. 
PstI; 6. Pst I/XbaI ; 7. XbaI; 8. XbaI/HindIII; 9. BglII; 10. BglII/Eco RI; 11. Eco RI; 12. Eco RI/HindIII; 13. Eco RI/Pst I; 14. Eco RI/
XbaI). (b) Mapa de restrição de P. remota cujo tamanho total do genoma é aproximadamente 18,5 Kb. As letras indicam os sítios de 
restrição: A (HaeIII), B (BclI), C (ClaI), E (Eco RI), H (HindIII ), N (NdeI), P (PstI). Para um maior refinamento, utilizou-se também 
a técnica PCR+RFLP, onde fragmentos conhecidos foram amplificados e, posteriormente, clivados pelas enzimas, permitindo não só 
o melhor posicionamento para sítios muito próximos, mas também a localização de alguns genes mitocondriais.
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dades da desidrogenase da NADH e a oxidase do citocromo e dos 
RNA transportadores. No entanto, os genes codificadores para as 
subunidades ribossômicas e para o citocromo b estão entre os mais 
conservados entre os organismos. As regiões A+T ou “D-loop” são 
as que mais acumulam mutações, podendo ser do tipo substituição 
de base ou inserção/deleção, esse último muito comum para essa 
região, levando a alterações no tamanho total dessa molécula.
 Devido às características descritas acima, a partir da 
década de 1980, o mtDNA tem sido amplamente empregado em 
estudos genéticos e evolutivos, utilizando-se a técnica de RFLP, 
principalmente em comparações intra e interespecíficas. Os níves 
de variação populacional detectados com essa molécula são maio-
res do que aqueles obtidos com o uso de isozimas. Outra vantagem 
é que, com relação ao DNA nuclear, a análise do mtDNA é muito 
mais simples, pois não envolve recombinação gênica. A análise 
por RFLP do mtDNA é, portanto, muito sensível e tem fornecido 
informações relevantes em estudos de estrutura populacional de 
espécies, biogeografia, dispersão, fluxo gênico e colonização.
 Por ser uma molécula circular, quando analisada por 
enzimas de restrição, o número de bandas geradas corresponde ao 
número de sítios de restrição reconhecidos pela enzima emprega-
da. Em estudos populacionais ou de caracterização inicial dessa 
molécula, com a finalidade de estabelecer os sítios polimórficos, 
normalmente são utilizadas de dez a 20 enzimas de restrição, que 
reconhecem de cinco a seis bases como seus sítios de clivagem. 
Dessa forma, temos que um total de 250 a 600 pb são analisados 
por indivíduo. Em estudos populacionais, o número amostral 
geralmente é alto, chegando a ser por volta de várias centenas de 
indivíduos. A variação encontrada entre indivíduos, geralmente 
resulta de mutações pontuais que alteram a sequência reconhecida 
pela enzima de restrição, causando o aparecimento ou perda de 
sítios. Os padrões individuais gerados por uma dada enzima de 
restrição constituem-se nos haplótipos, geralmente designados 
por letras. Podemos ter, então, os haplótipos A, B, C etc. para a 
enzima Eco RI, com um, dois e três cortes, respectivamente, por 
exemplo. Quando se analisam indivíduos com diferentes enzi-
mas de restrição e se determina o número de sítios de clivagem, 
podemos construir o haplótipo composto, isto é, a combinação 
dos haplótipos individuais por enzima, gerando combinações 
do tipo AACDB, a qual seria um haplótipo para um indivíduo 

resultante da análise com cinco enzimas de restrição, cada letra 
correspondendo ao haplótipo de cada enzima isoladamente.
 Os haplótipos determinados por enzima podem ser 
analisados quanto ao padrão de interconversão entre eles (Fig. 
18.6). Por probabilidade, é mais fácil se perderem sítios de 
restrição que ganhá-los, pois uma única mutação de ponto é 
suficiente para alterar a sequência de bases reconhecida por uma 
enzima. Portanto, os haplótipos que apresentam um maior número 
de sítios para uma dada enzima seriam considerados como os 
mais plesiomórficos e teriam dado origem aos outros haplótipos 
pela perda de sítios. No entanto, é difícil poder afirmar qual foi o 
curso da evolução sem análises adicionais.
 Quando se trabalha com diferentes espécies e se pretende 
verificar as relações evolutivas entre elas, podemos estabelecer 
uma matriz de presença e ausência de sítios e depois submetê-la 
a análises filogenéticas. Alguns trabalhos de caráter filogenético 
apresentam matrizes de ausência ou presença de fragmentos, 
mas é preciso tomar certo cuidado com esse tipo de análise, pois 
fragmentos podem comigrar e fragmentos menores originar-se de 
um único maior. Desse modo, podemos subestimar as caracterís-
ticas compartilhadas entre os organismos em estudo. É, portanto 
recomendável que se construam matrizes baseadas em sítios que 
podem ou não ser compartilhados. Como obter tais resultados? 
Como já apresentado em detalhe anteriormente, quando se constrói 
um mapa de restrição para o genoma mitocondrial de um organis-
mo ou indivíduo, estamos posicionando os sítios uns em relação 
aos outros. Na comparação entre indivíduos ou espécies, quando 
seus mapas estão determinados, fica fácil e claro detectar os sítios 
comuns e os únicos e, a partir dessa análise, pode-se construir uma 
matriz (presença ou ausência de sítios) e submetê-la às análises 
filogenéticas.

18.7. RFLP do DNA de Cloroplasto 

 O DNA do cloroplasto é dezenas de vezes maior que 
o das mitocôndrias, variando de 120 a 217 Kb, sendo que a 
maioria dos cpDNA possui tamanho ao redor de 140-160 Kb. As 
alterações de tamanho nesse genoma são devidas a dois fatores 
principais: quantidade de sequências repetidas e alterações 
na complexidade da sequência (expansão ou contração de 
duplicações invertidas que muitas vezes envolvem os genes 
para as subunidades ribossômicas). Apesar dessa variação em 
tamanho, a ordem dos genes tem se mostrado mais conservada 
que em relação ao genoma mitocondrial de plantas. A taxa 

Figura 18.6. (a) Padrão de bandas para uma determinada enzima 
visualizado em gel. Cada padrão (A-D) constitui um haplótipo 
distinto. (b) Interconversão entre os haplótipos. As setas indicam o 
sentido de perda de sítio de restrição. MM: marcador molecular l/
Hind III. Os números indicam os tamanhos dos fragmentos em Kb.

Figura 18.5. Genoma mitocondrial de Apis mellifera (adaptado 
de Crozier e Crozier, 1993).
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de substituição de nucleotídeos é menor que a observada 
no genoma nuclear animal e de plantas e, portanto, menor 
ainda em comparação com aquela do genoma mitocondrial 
animal (veja o Capítulo 10). Uma das características mais 
intrigantes dessa organela é seu modo de herança. Enquanto o 
genoma mitocondrial, com raras exceções, é herdado através 
da via materna, o cloroplasto pode ser herdado também 
biparentalmente e paternalmente em várias angiospermas 
estudadas. Quando herdado biparentalmente, sua transmissão 
parece ser do tipo clonal, já que nenhuma evidência foi 
encontrada de recombinação entre as moléculas de diferentes 
cloroplastos. No entanto, alguns estudos têm mostrado que 
ocasionalmente ocorre transmissão de sequências de cpDNA 
para o núcleo; dados da literatura também apóiam que no 
passado tenham ocorrido trocas entre os genomas nuclear, 
mitocondrial e do cloroplasto.
 Apesar de ser uma molécula com características muito 
peculiares, o fato de ser muito grande e apresentar baixa taxa 
de substituição de bases parece ter restringido o seu uso pelos 
pesquisadores a estudos filogenéticos e evolutivos. Estudos do 
tipo RFLP têm sido conduzidos apenas para algumas regiões do 
genoma e os resultados indicaram alguma variação intraespecífica.

18.8. RFLP do DNA Nuclear

 Embora o DNA mitocondrial tenha sido a molécula mais 
extensivamente utilizada com a técnica de RFLP, sequências no 
genoma nuclear fornecem uma fonte rica de marcadores genéticos 
para análises de variação intraespecífica e interespecífica. Vários 
genes nucleares têm sido utilizados para inferências filogenéticas 
e mesmo para diagnóstico e prevenção de algumas doenças.
 Entre as sequências nucleares estudadas através de RFLP, 
destacam-se as sequências de cópia simples scnDNA, (“single 
copy nuclear DNA”, em inglês), conhecidas ou anônimas, isto 
é, sem um produto gênico identificado e o estudo de sequências 
repetidas. A análise de sequências de cópia simples do DNA 
nuclear tem sido realizada tradicionalmente utilizando-se o 
procedimento de “Southern blot”. Entre as sequências analisadas, 
têm sido utilizados genes de função conhecida e, nos diversos 
organismos, esse tipo de estudo tem revelado certo grau de 
polimorfismo e fornecido importantes informações sobre a 
história evolutiva e a diversidade nas populações, informações 
sobre os efeitos da seleção natural e da deriva genética, além de 
aspectos importantes da evolução molecular. Entretanto, regiões 
não codificantes dos genes—os íntrons—também estão sendo 
analisadas por RFLP e PCR devido a serem mais variáveis que 
as regiões codificantes.
 Regiões anônimas do DNA nuclear de poucas cópias 
no genoma têm sido examinadas por RFLP, revelando padrões 
de polimorfismo intraespecífico. Frequentemente, a análise de 
DNA de cópia simples tem sido utilizada para se estabelecerem 
padrões de relações entre populações. Normalmente, populações 
diferentes são examinadas para verificar a presença ou ausência 
de determinado fragmento ou para verificar a frequência de 
determinado “alelo”, para posteriormente serem realizadas 
análises filogenéticas.
 Para a análise de sequências repetidas tradicionalmen-
te, têm sido utilizados genes ribossômicos, ou famílias gênicas, 
que no núcleo da célula eucariótica existem como uma série de 
elementos repetidos. No DNA ribossômico, cada unidade de repe-
tição possui uma sequência altamente conservada. Essas unidades 
de repetição podem existir em um ou vários sítios dos cromosso-
mos. As regiões espaçadoras não transcritas dessas unidades de 

repetição têm revelado variação intraespecífica quando analisadas 
via RFLP, frequentemente devido à variação de tamanho (veja o 
Capítulo 8).

18.9. Análise por PCR - RFLP 

 A técnica de PCR, apresentada no Capítulo 19, tem sido 
extremamente utilizada para a obtenção de fragmentos de geno-
ma, em especial do mitocondrial e de cloroplasto, para posterior 
digestão com as enzimas de restrição. Essa metodologia é fre-
quentemente conhecida com PCR-RFLP. O sucesso na obtenção 
desses resultados depende inicialmente da amplificação da região 
pretendida e, posteriormente, da existência de sítios de restrição. 
A técnica de PCR tem uma limitação com relação à amplificação 
de fragmentos grandes e, portanto, quanto menor o fragmento 
menor a chance de existência de um número expressivo de sítios 
de corte para as enzimas de restrição. 
 Os fragmentos de 600 a 2.000 pb geralmente, são amplifi-
cados com facilidade. Nesse caso, recomenda-se o uso de enzimas 
que reconheçam sequências de quatro a cinco bases como seus 
pontos de clivagem, pois são mais prováveis de existirem nesses 
pequenos fragmentos. Desse modo, torna-se mais plausível a 
detecção de polimorfimos. A Figura 18.7 ilustra padrões de RFLP 
de um fragmento mitocondrial amplificado de Apis mellifera. Esse 
fragmento corresponde a uma região intergênica presente entre os 
genes COI e COII. Essa região, quando digerida com a enzima 
DraI, gera padrões de RFLP de forma distinta. Esses padrões 
estão intimamente relacionados com a distribuição geográfica e 
com as linhagens evolutivas que deram origem ao grande número 

Figura 18.7. Padrões de RFLP verificados para a região intergê-
nica COI-COII de Apis mellifera. O fragmento foi amplificado 
por PCR e digerido pela enzima de restrição DraI. Cada raia 
corresponde a um padrão de RFLP, mostrando a alto grau de po-
limorfismo dessa região. Estão indicados os tamanhos de apenas 
alguns fragmentos (adaptada de Collet et al., 2006).

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   178 9/8/2012   16:28:23



178

Biologia Molecular e Evolução

179

Matioli & Fernandes (eds.)

de subespécies de Apis mellifera presentes na Europa e África 
(Garnery et al., 1993; Collet et al., 2006). 
 Utilizando essa metodologia, é possível amplificar várias 
regiões do genoma ou, em alguns casos, todo o genoma de orga-
nelas em uma série de fragmentos que se sobrepõem. Um mapa 
de restrição pode ser obtido e, como já descrito (seção 18.6), esses 
dados podem ser utilizados em análises intra e interespecíficas. 
 Uma extensa e interessante revisão dos tópicos comen-
tados brevemente neste capítulo podem ser obtidas nos livros de 
Hillis et al. (1996) e de Avise (1994).
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Capítulo 19
Métodos baseados em PCR para análise de polimorfismos de 
ácidos nucléicos 
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“E agora enleada na tênue cadeia 
Debalde minh’alma se embate, se irrita... 
O braço, que rompe cadeias de ferro, 
Não quebra teus elos,
Ó laço de fita!”
(Castro Alves, Espumas Flutuantes)

19.1. O Impacto do Método de PCR em Pesquisas Genéticas

 O desenvolvimento da técnica da reação em cadeia da 
polimerase (PCR, do inglês, polymerase chain reaction) aumen-
tou muito a eficiência de detecção de polimorfismos no nível do 
DNA ou RNA, traduzida em redução do tempo de execução dos 
experimentos, de seu custo e de sua complexidade. A concepção 
inicial da técnica foi de Kary Mullis, um bioquímico que traba-
lhava com síntese química de oligonucleotídeos em uma firma 
biotecnológica da Califórnia, a Cetus Corporation. O mais im-
pressionante do desenvolvimento dessa técnica, em 1985, é que 
todos os elementos necessários para a sua execução já estavam 
disponíveis havia muito tempo dentro da área de Biologia Mole-
cular. Segundo o historiador da Ciência Paul Rabinow (1996), foi 
possível para Kary Mullis desenvolver essa técnica, pois, além 
de possuir os conhecimentos necessários na área de Biologia 
Molecular, também programava computadores e, portanto, a idéia 
de ciclos que se repetem muitas vezes (tais como nos programas 
de verificação de números primos ou de cálculo de fatoriais) era, 
para ele, bem familiar.

19.2. Apresentação da Técnica de PCR

 Um gene de cópia única em um genoma complexo, como 
o humano, representa um segmento de DNA muito raro. Sua de-
tecção envolve o emprego de técnicas com sensibilidade muito 
grande, da ordem de partes por milhão. Antes do advento da PCR, 
era possível a detecção de polimorfismos por sondas marcadas 
radioativa ou quimicamente, as quais eram hibridadas em mem-
branas contendo o DNA-alvo (Capítulo 18). Apenas dessa maneira 
obtinha-se sinal suficiente para detectarem-se essas sequências 
polimórficas. Essa metodologia necessita que, além do material 
radioativo, a quantidade de DNA-alvo utilizada seja muito grande. 
Essas dificuldades foram resolvidas com a introdução da técnica 

de PCR, que possibilita a obtenção de quantidades muito grandes 
de fragmentos específicos de DNA através de amplificação em 
ciclos. Teoricamente, cada ciclo de síntese duplica a quantidade 
de DNA-alvo. Assim, em 10 ciclos haveria 1024 vezes mais DNA 
alvo do que na amostra original (1024 = 210); em 20 ciclos, cerca 
de 1 milhão de vezes mais e, em 30 ciclos, mais de um bilhão 
de vezes mais! Essa é uma estimativa teórica, pois, na prática, 
não há eficiência de 100% na reação e cada ciclo é estequiome-
tricamente diferente do anterior, pois há alteração na quantidade 
de substratos e produtos (Velikanov e Kapral, 1999). Na Figura 
19.1, um dos ciclos está esquematizado. Na Figura 19.2, os três 
primeiros ciclos de uma PCR mostram a natureza exponencial do 
aumento do número de moléculas específicas.

Fatores que influenciam a PCR
 Atualmente, a técnica de PCR é largamente difundida, 
sendo utilizada tanto em laboratórios acadêmicos como em pri-
vados, e em áreas bastante distintas. Isso é possível pois existem 
conjuntos-padrão (os chamados kits) vendidos por fabricantes de 
produtos acompanhados de protocolos muito fáceis de serem utili-
zados. Entretanto, para que essa técnica não seja utilizada apenas 
como uma “caixa-preta” e também para auxiliar na resolução de 
possíveis problemas, descreveremos cada um dos componentes 
da reação e sua função, bem como a justificativa das quantidades, 
volumes e concentrações dos reagentes empregados normalmente.
 Uma PCR tipicamente realiza-se em volumes pequenos, 
de 10 a 100 microlitros. Atualmente esse volume pode ser muito 
menor, por exemplo em microcâmaras com volumes da ordem de 
dezenas de picolitros ou nas amplificações feitas em emulsões, 
como aquelas empregadas no processo de pirossequenciamento, 
descrito mais adiante. A quantidade de DNA que deverá ser 
adicionada depende fundamentalmente da quantidade estimada 
de DNA-alvo que exista na amostra. Teoricamente, basta uma 
única molécula de DNA-alvo na reação para que essa possa ser 
amplificada, mas, na prática, resultados melhores são obtidos 
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com 103 a 104 moléculas originais. O fator mais importante é a 
complexidade do genoma a ser estudado. Por exemplo, em 1 ng 
de DNA de Escherichia coli, existem aproximadamente 240.000 
genomas, enquanto que na mesma quantidade de DNA humano 
existem cerca de 300 genomas apenas. A qualidade do DNA tam-

bém é importante, pois, se esse estiver degradado, apenas uma 
parcela das moléculas-alvo será amplificada (caso de DNA antigo, 
extraído, por exemplo, de organismos preservados em condições 
não ideais por muito tempo). O DNA para PCR pode ser extra-
ído de maneira simplificada, pois os contaminantes (que podem 
influenciar a reação) acabam sendo bastante diluídos. Existem 
protocolos de extração que não passam de simples fervura, que 
serve apenas para inativar, por aquecimento, as enzimas DNAlí-
ticas, como aquele descrito por Valsecchi (1998). O tamanho do 
fragmento amplificado também é importante para o sucesso da 
reação. Fragmentos maiores que 3 a 4 mil pares de bases podem 
apresentar problemas. A solução, nesses casos, é uma PCR com 
o emprego de mistura de polimerases (normalmente conhecida 
como long PCR; Cheng et al., 1994), sendo que uma fração peque-
na delas tem a propriedade de “revisão” do processo de extensão 
(ou elongação), ou seja, essas polimerases têm a capacidade de 
remover nucleotídeos mal incorporados, os quais interrompem a 
síntese pela polimerase Taq do DNA.
 Outros componentes de uma PCR são os trifosfatos de 
desoxirribonucleotídeos, que, idealmente, devem existir na mesma 
proporção que aquela presente na molécula que será sintetizada. 
Na prática, utilizam-se proporções de dATP, dCTP, dGTP e dTTP 
equimolares; outras proporções diferentes podem ser empregadas 
quando se sabe de antemão que há desvios muito grandes dessas 
proporções. Tipicamente, a quantidade de cada um dos nucleotídeos 
varia entre 50 mM a 200 mM (sendo esse o máximo possível, na 
prática, por motivos de solubilidade). Uma quantidade correspon-
dente a uma concentração de 50 mM de cada um dos nucleotídeos 
em um volume de 25 microlitros é suficiente para a síntese de cerca 
de 3 microgramas de DNA. Essa é uma quantidade apreciável. 
Como referência, uma banda de produto de PCR totalizando 50 
nanogramas em um gel corado por brometo de etídeo pode ser 
visualizada. A concentração de sais (normalmente sob a forma de 
cloreto de potássio ou de sódio a 50 mM) é um fator crítico que deve 
ser levado em conta quando existem sais de cátions monovalentes 
na amostra de DNA (como o cloreto de sódio, por exemplo). Outro 
componente importante é a quantidade de cloreto de magnésio 
necessária para a síntese (Innis e Gelfand, 1990). Essa quantidade 
fica em torno de 2,5 mM, mas em amostras com muito EDTA ou 
outro agente que diminui a quantidade efetiva de cátions divalentes, 
essa concentração pode ser aumentada (uma única molécula de 
EDTA sequestra 4 cátions magnésio). O pH ideal de uma PCR é 
de 7,5, pois a enzima Polimerase Taq do DNA tem seu ótimo nessa 
faixa. Entretanto, os tampões utilizados têm valor mais alto de pH 
em temperatura ambiente (8,5 a 9,0), pois na temperatura ótima 
para a enzima, 72 oC, o pH diminui e chega naquele que é o ótimo 
para a enzima. A taxa de erros de incorporação também é depen-
dente do pH, conforme a enzima empregada (Cline et al., 1996). 
Certos protocolos empregam uma proteína na solução (albumina 
bovina, isenta de nucleases, ou gelatina) que adere aos possíveis 
sítios compatíveis que existam nas paredes do tubo, de tal forma 
que a polimerase não o faça e deixe de atuar na reação. Existem 
atualmente polimerases termo-resistentes que somente se tornam 
ativas depois que a temperatura atinge um valor alto (primeiro 
ciclo de desnaturação). Essas enzimas são conhecidas como “hot 
start” (início quente) e servem para evitar que a polimerização de 
produtos inespecíficos comece enquanto se prepara a solução de 
amplificação ou se aguarda para se colocar as placas ou tubos no 
termociclador.
 A concentração de oligonucleotídeos (primers) gira em 
torno de 1 micromolar para cada um deles. Para um volume de 25 
microlitros, isso significa a existência de um potencial de síntese 
de 1,5 x 1013 novas cadeias, ou seja, estão sempre presentes em 
excesso.

Figura 19.1. O primeiro ciclo de uma PCR. A. Na temperatura 
alta, as cadeias da fita dupla de DNA desnaturam. B. Quando a 
temperatura fica inferior à Tm dos primers, eles hibridizam nas 
regiões complementares a eles. C. A fita nova de DNA é elongada 
a partir da extremidade 3’ dos primers.

Figura 19.2. Os três primeiros ciclos de uma PCR mostrando a 
natureza exponencial da amplificação. Embora haja extensão das 
cadeias de DNA que “ultrapassam” as regiões complementares 
aos primers no primeiro ciclo, a amplificação restringe-se ao 
tamanho relativo à distância das extremidades 5’ correspondentes 
às regiões de hibridização.

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   182 9/8/2012   16:28:25



182

Biologia Molecular e Evolução

183

Matioli & Fernandes (eds.)

 As temperaturas de cada ciclo correspondem à fase de 
desnaturação (onde as fitas são separadas), de hibridação com os 
oligonucleotídeos e da extensão da cadeia que será sintetizada. A 
temperatura de desnaturação (cerca de 94 oC) é suficientemente 
alta para permitir a separação das fitas de DNA e suficientemente 
baixa para não provocar degradação da enzima. Raramente se 
sugere alteração nessa temperatura, normalmente recomendada 
pelo fabricante. A duração dessa fase depende muito do termo-
ciclador e dos volumes e tubos empregados, pois há diferenças 
da condutividade térmica entre os sistemas. Não há necessidade 
de que essa fase tenha mais que 1 minuto, a não ser em situações 
excepcionais, como a amplificação em volumes elevados (maiores 
que 50 microlitros) ou de regiões ricas em GC.
 A temperatura de hibridação do DNA-alvo com o oligonu-
cleotídeo é a mais crítica da PCR. Essa depende da temperatura de 
fusão da molécula, que é a temperatura em que 50% das moléculas 
estão hibridadas, em um equilíbrio dinâmico. Essa temperatura é 
conhecida por Tm e é calculada, pelo fabricante ou por programas 
de computadores, a partir da sequência de bases e do tamanho do 
oligonucleotídeo. Oligonucleotídeos em geral têm 18-28 nucleo-
tídeos com 50-60% de G+C. Uma regra geral para calcular a Tm 
é considerar 2 oC para A ou T e 4 oC para G ou C. A Tm deve 
ser semelhante para os dois oligonucleotídeos a serem utilizados 
em uma reação de PCR e a temperatura de hibridação deve ser 
um pouco inferior (de 0 a 10 oC) do que a Tm mais baixa dos 
oligonucleotídeos empregados. Pode haver situações, no entanto, 
em que se empregam temperaturas mais altas que a própria Tm, 
quando há necessidade de muita especificidade, em detrimento 
da eficiência. A duração dessa fase também depende do conjunto 
equipamento-tubo-volume e raramente deve ser maior que 1 
minuto.
 A temperatura de extensão também depende do ótimo da 
enzima empregada (no caso da polimerase Taq do DNA, é de 72 
oC). A duração, nesse caso, depende também do tamanho do frag-
mento que será amplificado. É bom observar que a taxa de síntese 
da polimerase Taq do DNA a 72 oC chega a 150 nucleotídeos por 
segundo por molécula! 
 PCRs que produzem arrastos quando visualizados em gel 
após eletroforese (fragmentos com vários tamanhos) resultam de 
falta de especificidade da reação. Nesse caso, a solução pode ser 
(em ordem de fatores mais prováveis de resultar em sucesso):

1. Aumento da temperatura de hibridação, que pode ser mais alta 
nos primeiros ciclos e menor nos subsequentes. A essa prática, 
dá-se o nome de touchdown (Don et al., 1991), aterrissagem 
em inglês, em uma analogia com a diminuição paulatina de 
altura. A razão disso é que o aumento da temperatura em todos 
os ciclos compromete a eficiência da reação quando há escas-
sez relativa de substratos, o que acontece nos últimos ciclos.

2. Diminuição de DNA-alvo na amostra. 
3. Diminuição na concentração de cloreto de magnésio.
4. Diminuição na concentração dos oligonucleotídeos.
5. Diminuição da concentração de dNTPs.

 PCRs que “falham”, ou seja, não apresentam amplificação 
alguma, também podem ser resultado de falta de especificidade 
(na verdade, há um arrasto, que corresponde a uma enormidade 
de fragmentos diferentes que são amplificados, mas que não são 
visualizados). Nesse caso, as soluções são as mesmas que aquelas 
apresentadas acima. Se houver excesso de especificidade, não há 
a hibridação dos primers com as cadeias alvo e não há, portanto, 
amplificação alguma. Nesse caso, as soluções são inversas com 
relação àquelas acima, na mesma ordem. A melhor estratégia para 
a otimização de uma PCR é a verificação da melhor temperatura 

de hibridação, mantendo-se constante os demais fatores, em 
geral empregando-se aqueles recomendados pelo fabricante dos 
reagentes e equipamentos. Se nenhuma temperatura de hibridação 
apresentar resultados satisfatórios, tentam-se outras mudanças. É 
importante que se façam sempre controles positivos (uma amostra 
de DNA que se sabe conter o fragmento alvo) e negativos (sem 
DNA) em cada experimento de otimização. Uma amplificação 
que ocorre na ausência de DNA adicionado pode ser resultado 
de contaminação de um dos reagentes, o que inclui a própria po-
limerase, normalmente purificada de uma bactéria recombinante. 
Descobrir a fonte de contaminação é um processo trabalhoso, caro 
e demorado, de modo que todos os cuidados devem ser tomados 
na prevenção da contaminação. 

19.3. A Combinação de PCR com RFLP

 A primeira aplicação de PCR na detecção de polimorfis-
mos foi a combinação com a RFLP (Capítulo 18), apresentada 
inicialmente no mesmo trabalho em que a técnica de PCR foi 
descrita (Saiki et al., 1985). Nesse caso, a etapa de amplificação 
precede a digestão. Um cuidado especial que deve ser tomado 
quando os fragmentos amplificados são digeridos é a verificação 
da compatibilidade dos tampões de amplificação e de digestão. 
As enzimas de digestão têm exigências variáveis no que se refere 
principalmente à concentração de sais. Quando as exigências 
são semelhantes, a digestão pode ser feita diretamente a partir da 
mesma solução onde ocorreu a amplificação. Quando as concen-
trações são muito diferentes, um ajuste no tampão ou uma etapa 
de purificação podem ser necessárias previamente à digestão. 
Com relação à análise dos fragmentos digeridos, toda a estratégia 
pode ser a mesma que aquela descrita no Capítulo 18, sendo que 
a obtenção dos mapas de sítios para enzima de restrição é funda-
mental para estudos filogenéticos ou de polimorfismos. A grande 
diferença é que, por causa da limitação prática de amplificação de 
fragmentos muito grandes, é possível apenas a análise de sítios 
em fragmentos pequenos, da ordem de alguns milhares de pares 
de bases. Nesse caso, escolhem-se enzimas de restrição com sítios 
de reconhecimento de 4 ou 5 pb, que são mais prováveis de existir 
em tais fragmentos.

19.4. Uso de Primers Flanqueadores de Regiões Repetitivas 
(Microssatélites) 

 Essa técnica, até recentemente, era a mais difundida na 
análise de polimorfismos. O termo “microssatélite”, em uma 
primeira análise, parece referir-se a um objeto natural ou artificial 
que orbita um astro. A origem do termo no que se refere ao DNA 
realmente tem algo a ver com o termo astronômico. A técnica de 
ultracentrifugação em equilíbrio com cloreto de césio permite que 
se possa separar macromoléculas através de diferenças em densi-
dade, pois uma solução desse sal, quando submetida a forças cen-
trífugas muito grandes, tende a formar um gradiente de densidade 
e as macromoléculas concentram-se na região que tem a mesma 
densidade ao longo do gradiente formado. Quando amostras de 
DNA total são analisadas através dessa técnica, é normal que se 
observe, acima e abaixo da maior parte do DNA, frações que 
consistem em bandas definidas. O termo “DNA satélite” surgiu 
pois essas frações visualmente pareciam com órbitas em torno 
de um planeta (com um pouco de imaginação, evidentemente). 
Esse DNA revelou constituir-se, segundo estudos posteriores, em 
sequências repetitivas. Desde a década de 1960, com o emprego 
de experimentos de dissociação-reassociação de DNA, sabia-se 
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da existência de DNA altamente repetitivo, moderadamente repe-
titivo e de cópias únicas. Com a obtenção maciça de sequências 
de DNA, convencionou-se chamar de DNA satélite aquele que 
tem trechos longos repetidos, de DNA minissatélite aquele com 
sequências médias repetidas e de DNA microssatélite aquele 
com sequências bem curtas repetidas. Não existe, na literatura, 
um consenso exato sobre quais seriam os limites entre as classes, 
mas, de qualquer forma, são limites arbitrários. 
 No caso dos microssatélites, a natureza da variação é o 
número de repetições que existem das unidades repetidas (Tautz, 
1989 e Weber e May, 1989, inicialmente demonstraram a utilidade 
desses marcadores na caracterização de polimorfismos). A estra-
tégia para a análise é a amplificação do fragmento que contém 
as repetições, utilizando-se, como primers, oligonucleotídeos 
que hibridam com as regiões que flanqueiam as repetições. Essa 
técnica também é conhecida como STR (short tandem repeats, 
em inglês) ou SSR (simple sequence repeats). 
 O fator limitante para o emprego da técnica de microssaté-
lites é a disponibilidade de informação (em termos de sequências 
de nucleotídeos) a respeito de regiões que possuam repetições 
para o organismo que se deseja estudar. No caso em que não 
esteja disponível o sequenciamento da região e/ou do genoma 
do organismo de interesse, para a obtenção de informações que 
permitam o emprego de primers correspondentes às regiões que 
flanqueiam os microssatélites, é necessária a construção de uma 
biblioteca genômica do organismo em questão. Essa biblioteca 
pode ser restrita a um determinado tamanho de fragmento clo-
nado, por exemplo, de 200 a 600 pares de bases. Essa faixa de 
tamanho normalmente é escolhida porque é possível, através de 
eletroforese, a detecção de variação que consiste de diferença de 
dois a cinco nucleotídeos. Nessa faixa de tamanho de fragmentos, 
o processo de sequenciamento não apresenta dificuldades. 
 Após a construção da biblioteca genômica, é necessário que 
se encontrem, dentre os clones, aqueles que possuam sequências 
repetidas. Isso pode ser conseguido através de duas estratégias: 
na mais tradicional, hibrida-se o DNA dos clones imobilizados 
em uma membrana com sondas marcadas que consistem de 
oliogonucleotídeos sintetizados que se constituem em repetições. 
Por exemplo, se se quer detectar repetições ACACACAC…, 
os oligonucleotídeos 5´-(ACAC)4 ou 5´- (GTGT)4 podem ser 
utilizados, pois, no clone que está sendo testado, há ambas as 
fitas complementares do DNA. A mesma biblioteca pode ser tes-
tada para vários tipos de repetições. Uma vez que os clones que 
contenham as sequências repetitivas tenham sido detectados, é 
necessário que se obtenha a sequência das regiões que flanqueiam 
as repetições e que também se confirme a existência da repetição. 
Isso confirmado, a etapa seguinte é o desenho dos primers que 
deverão ser empregados na análise de genótipos.
 Com a publicação de grande parte da sequência do cromos-
somo 22 humano, com 14 milhões de pares de bases, verificou-se 
a existência de cerca de 130.000 repetições de dinucleotídeos, 
18.000 de trinucleotídeos, 47.000 de tetranucleotídeos e apenas 
1.600 de pentanucleotídeos (Dunham et al., 1999). 
 Embora os dinucleotídeos sejam os mais abundantes em 
repetições, a análise de genótipos com polimorfismos dessas regiões 
é um pouco mais difícil, pois a técnica a ser empregada deve ser 
sensível o suficiente para a detecção de diferenças de apenas dois 
nucleotídeos. Isso normalmente é possível apenas com o emprego 
de géis denaturantes. Diferenças como aquelas observadas nos 
polimorfismos de regiões de tetranucleotídeos repetidos podem ser 
detectadas com gel de agarose, muito mais simples de se lidar. 
 Atualmente existem outras estratégias que permitem a 
obtenção de dados de sequências de forma mais eficiente e rápida 
do que a descrita acima. Uma dessas estratégias é aquela em que 

há um enriquecimento prévio do DNA digerido, que será clonado 
com fragmentos que contenham as sequências repetitivas através 
do emprego de oligonucleotídeos sintéticos associados a partículas 
paramagnéticas (Refseth et al., 1997). Utilizam-se oligonucleo-
tídeos com regiões repetitivas (por exemplo, 5’-AGCAGCAG-
CAGCAGC-3’) que sejam ligados quimicamente à biotina. Como 
a hibridação com esses oligonucleotídeos necessita que o DNA 
esteja em fita simples, é necessário um truque para que esse possa 
retornar ao estado de fita dupla. Esse truque é o emprego de “adap-
tadores” com sequências conhecidas que serão utilizadas para a 
amplificação por PCR. Os adaptadores são ligados às extremida-
des coesivas resultantes da digestão por enzimas de restrição com 
a ligase do DNA. Em seguida, o DNA é denaturado e hibridado 
com os oligonucleotídeos repetitivos. Partículas paramagnéticas 
recobertas com estreptavidina (uma proteína com alta afinidade 
por biotina) são então adicionadas e, em seguida, atraídas por 
ímãs. As partículas são lavadas e, quando aquecidas, liberam os 
fragmentos que contenham sequências 5’GCTGCTGCTGCT...3’ 
(no caso do emprego do oligonucleotídeo exemplificado acima). A 
PCR possibilita tanto o enriquecimento da fração do genoma que 
tem as repetições desejadas, como a reconstituição da fita dupla, 
o que possibilita a clonagem posterior. Os clones individuais têm 
então seus insertos sequenciados e aqueles que possuem tanto as 
sequências com repetições e as regiões flanqueadoras são utili-
zados para o desenho dos primers.

19.5. Primers Arbitrários ou Aleatórios

 Muitas vezes, não se tem a disponibilidade, em um laborató-
rio, das técnicas e equipamentos necessários para obter o conheci-
mento de sequências de nucleotídeos que apresentem polimorfismos 
que possam ser analisados tanto pela técnica de PCR-RFLP ou 
de STR (microssatélites). Existem, nesse caso, alternativas que 
dispensam esse conhecimento para que se possa obter informação 
a partir de locos polimórficos em pesquisas genéticas. A primeira 
técnica, conhecida mais popularmente como RAPD, foi desenvol-
vida simultânea e independentemente por dois grupos de pesquisa 
(Welsh e McClelland 1990; Williams et al., 1990). O termo RAPD 
significa “DNA polimórfico amplificado ao acaso” (random ampli-
fied polymorphic DNA, em inglês). O termo AP-PCR, menos usado, 
significa “PCR com primers arbitrários” (arbitrarily primed PCR, 
em inglês). O princípio da técnica é o seguinte: em primeiro lugar, 
constroem-se primers com sequências arbitrárias, que satisfaçam 
algum critério com relação a suas propriedades de hibridação. O 
procedimento mais comum é que tenham dez nucleotídeos e que 
pelo menos seis deles sejam C ou G. Isso garante que, para uma 
dada temperatura e concentração salina, haja hibridação caso as 
sequências dos primers sejam perfeitamente complementares às 
sequências existentes no genoma e que a hibridação seja bem me-
nor, caso as sequências não sejam perfeitamente complementares. 
Utiliza-se, em geral, um único primer, de tal forma que, se houver 
duas sequências que hibridem com esse primer, dispostas de modo 
palindrômico a uma distância igual ou menor que 2 Kb, haverá 
amplificação do fragmento interno, tal como é mostrado na Figura 
19.3. Caetano-Anolles et al. (1991) propuseram ainda a utilização 
de primers ainda menores, na técnica que foi por eles denominada 
de DAF (DNA Amplification Fingerprinting).
 O polimorfismo é evidenciado quando há presença ou 
ausência de bandas após amplificação e eletroforese em gel. 
Normalmente, o padrão de herança de bandas produzidas por 
essa técnica é dominante, pois basta a presença de um único ge-
noma que possibilite a amplificação do fragmento, que a banda 
será visualizada. No caso de indivíduos heterozigotos, a banda 
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também será observada, impossibilitando a distinção de um dos 
homozigotos do heterozigoto. Se houver polimorfismos de indels 
(inserções/deleções) entre os sítios de ligação dos primers RAPD, 
as bandas poderão apresentar um comportamento de herança 
codominante, pois fragmentos de dois tamanhos diferentes serão 
evidenciados nos heterozigotos.
 As limitações dessa técnica, além do mecanismo de he-
rança dominante, dizem respeito à falta de reprodutibilidade dos 
resultados, principalmente entre laboratórios diferentes, pois as 
condições de hibridação para a detecção dos polimorfismos têm 
que ser discriminantes dentro de um espectro muito curto das 
condições experimentais. Algumas publicações destacam a pro-
dução de artefatos de técnica com o emprego de RAPD, como 
a existência de somente uma fração de bandas que se comporta 
mendelianamente (Bucci e Menozzi, 1993; Ellsworth et al., 
1993, por exemplo). Para empreender-se um estudo com RAPD, 
é importante que se disponha de meios para testar a herança dos 
padrões de bandas.
 Na técnica de RAPD, utilizam-se primers curtos por 
uma razão probabilística. Existem 410 sequências diferentes com 
10 nucleotídeos, cerca de um milhão delas. Consideremos um 
genoma de 100.000.000 nucleotídeos. Supondo que a sequência 
seja completamente aleatória, é esperado que, em média, existam 
para cada uma das sequências de RAPD, cerca de 100 sequências 
que sejam idênticas, no genoma, à sequência de RAPD. Caso 
elas estejam dispostas palindromicamente, há a amplificação por 
PCR. Se uma sequência aleatória apresentasse 15 nucleotídeos, 
haveria uma probabilidade de apenas 1/10 de haver, por acaso, 
uma sequência idêntica em um genoma com 100 milhões de 
nucleotídeos, pois 415 é aproximadamente 1 bilhão. 

19.6. Primers Arbitrários Repetitivos

 Conforme discutido no item anterior, o grande problema 
da técnica RAPD é a dificuldade de padronização, pois tem que 
haver uma discriminação exata entre a existência de um sítio 
RAPD que hibrida com o primer para que os polimorfismos 

possam ser caracterizados. O aumento do tamanho dos primers, 
que asseguraria uma melhor reprodutibilidade na amplificação, 
acarretaria uma diminuição na probabilidade de produção de 
bandas, conforme já mencionado anteriormente. Uma solução 
engenhosa foi proposta por Gupta et al. (1994), com o emprego 
de também um único primer, de tamanho maior, mas que con-
siste em repetições. Como se sabe da existência de repetições 
em vários genomas, o problema da diminuição de probabilidade 
com o aumento de tamanho não se aplica. A essa técnica foi atri-
buído o nome de SPAR (Single Primer Amplification Reaction). 
Nesse caso, ao contrário do que acontece na análise de locos de 
microssatélites, o que é amplificado é um fragmento que existe 
entre duas regiões repetitivas. Essa técnica também é conhecida 
como ISSR (Inter Simple Sequence Repeats).
 A vantagem da técnica SPAR ou ISSR sobre a de RAPD é 
que há grande reprodutibilidade na primeira, havendo resultados 
semelhantes com variações grandes nas condições de amplificação. 

19.7. AFLP

 A sigla AFLP significa amplified fragment length poly-
morphism, ou seja, polimorfismo de tamanho de fragmentos 
amplificados. Essa técnica permite que fragmentos anônimos do 
genoma sejam amplificados por PCR após terem sido originados 
pela digestão do genoma por enzimas de restrição. Essa técnica foi 
descrita inicialmente por Vos et al. (1995) e envolve as seguintes 
etapas (mostradas na Figura 19.4): 1. digestão do genoma por uma 
enzima de restrição; 2. ligação de “adaptadores” aos fragmentos 
gerados; e 3. amplificação dos fragmentos a partir de primers que 
hibridam com os adaptadores. 
 Como as sequências que existem nos adaptadores são 
escolhidas arbitrariamente, a grande vantagem desse método 
é que as condições de amplificação são ótimas de acordo com 
parâmetros determinados livremente pelo pesquisador. A fase 
crítica diz respeito à quantificação cuidadosa do DNA digerido e 
dos adaptadores para a reação de ligação.

Figura 19.3. Esquema de detecção de polimorfismos através da 
técnica RAPD. O polimorfismo é detectado na região de comple-
mentaridade da cadeia de DNA com o primer empregado.

Figura 19.4. Esquema mostrando a técnica AFLP. Os polimor-
fismos detectados podem resultar tanto da existência de sítios de 
restrição como da existência de variação de tamanho de fragmen-
tos entre os sítios.
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19.8. DS-PCR

 Na técnica de SPAR, ao contrário do que acontece com 
os RAPDs, o repertório de primers é reduzido, principalmente 
porque certas sequências estariam sujeitas ao artefato conhecido 
como dímero de primer. Por exemplo, se tentarmos utilizar um 
oligonucleotídeo com a sequência 5´GATCGATCGATCGATC, 
haveria a hibridação dele com ele mesmo (um primer no sentido 
5´- 3´ e o outro no sentido 3´- 5´), o que reduziria sobremaneira 
a eficiência da PCR. Para combinar a versatilidade, em termos de 
sequências diferentes da técnica RAPD, com a estabilidade propor-
cionadas com os primers empregados em SPAR, Matioli e Brito 
(1995) desenvolveram a técnica denominada de DS-PCR (double 
stringency PCR, em inglês, “PCR de dupla restritividade”). Con-
forme a Figura 19.5, a PCR é dividida em duas fases distintas. Na 
primeira, a reação procede como na técnica de SPAR, mas durante 
um número de ciclos que não permite a visualização dos produtos. 
Na fase seguinte, com menor restritividade (proporcionada pela 
temperatura de hibridação mais baixa), há amplificação diferencial 
de fragmentos que contenham ou não sítios RAPD íntegros, o que 
gera, na maioria dos casos, bandas com segregação codominante. 
Essa técnica mostrou-se mais robusta que a de RAPD, pois a 
hibridação com os primers curtos ocorre a partir de uma fração 
previamente enriquecida por ciclos de alta restritividade.

19.9. SNPs 

 Os SNPs (single nucleotide polymorphisms) são resultantes 
de alterações pontuais, associadas a uma baixa taxa de mutação 
nova. Os SNPs são bialélicos, correspondendo a substituição 
de uma única base que ocupa uma localização em particular do 
genoma, sendo que a frequência do alelo menos comum é maior 
ou igual a 1%. Estima-se que, no genoma humano, há cerca de 

um SNP a cada 1.000-2.000 bases e que há cerca de seis SNPs 
por região codificadora por gene (Collins et al., 1998; The In-
ternational SNP map working group, 2001). Uma vez que são 
abundantes (por exemplo há mais de 10 milhões no genoma hu-
mano já catalogados) e apresentam uma baixa taxa de mutação, 
os SNPs constituem bons indicadores para estudos evolutivos. 
O conhecimento da variabilidade entre os indivíduos poderá ter 
um papel importante na elucidação da história e organização do 
genoma humano, bem como na identificação de genes associados 
à susceptibilidade a determinadas doenças relativamente comuns, 
como diabetes, esquizofrenia, defeitos de tubo neural, fissuras 
lábio-palatinas, obesidade as quais têm um componente genético 
associado a fatores ambientais na sua etiologia. Atualmente, os 
SNPs representam o sistema polimórfico mais utilizado para o 
estudo dessas doenças comuns. Nesse contexto, foi estabelecido 
um mapa de alta densidade do genoma humano a partir da carac-
terização de milhares de SNPs ao longo do genoma, que constitui 
uma referencia mundial na área de genética humana e medica, 
o HapMap. O efeito funcional da grande maioria dos SNPs é 
desconhecida, mas há vários exemplos em que estão associadas 
a alterações transcricionais de um dado gene (http://hapmap.ncbi.
nlm.nih.gov/).
 Parte dos métodos atuais de análise de SNPs depende de 
uma reação inicial de PCR. Tais produtos podem ser analisados 
por diversas técnicas para a diferenciação dos dois alelos, que 
não utilizam necessariamente a eletroforese em gel para a ob-
servação dos resultados. Inicialmente os métodos possibilitavam 
a análise de SNPs individuais, como, por exemplo, o uso do 
sistema TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, 
EUA). Nessa abordagem, dois tipos de sequências são forneci-
dos: um contendo o alelo de menor frequência do polimorfismo e 
outro contendo o de maior frequência. Uma sonda e um corante 
fluorescente (específico para o alelo presente) são ligados a cada 
sequência e, durante a reação de polimerização do DNA, a se-
quência pareada emitirá fluorescência, revelando se o alelo do 
polimorfismo é o selvagem ou o polimórfico. A discriminação 
alélica, então, classificará as amostras como homozigotas ou 
heterozigotas. A maioria das técnicas de genotipagem de SNPs 
dependem de equipamentos específicos, como um PCR em 
tempo real no exemplo acima. 
 Atualmente se faz uso de técnicas de alta resolução, como 
os microarrays (chips de SNPs) de DNA, os quais se tratam de 
arranjos de dezenas a centenas de milhares de sondas diferentes 
de oligonucleotídeos ligados a um substrato inerte, como uma 
lâmina. Cada SNP é representado por um conjunto de sondas 
que correspondem às sequências de cada alelo possível e, com 
essa metodologia, é possível analisar os SNPs de um genoma 
inteiro, caso haja interesse. A maneira de como a amostra de 
DNA é processada dependerá de qual metodologia ou plataforma 
será utilizada, mas em qualquer das situações irá envolver rea-
ções de PCR. Os genótipos são gerados a partir da utilização de 
programas de informática com algoritmos específicos, os quais 
permitem classificar os SNPs em homozigotos para um dado 
alelo ou para o outro alelo, ou ainda em heterozigotos. Para essa 
classificação, o algoritmo toma por base a intensidade de sinal 
fluorescente emitido pelo conjunto de sondas relacionadas a cada 
alelo de cada SNP.
 

19.10 Sequenciamento direto

 Até meados da década de 1970, a obtenção de sequências 
de ácidos nucléicos era um processo muito trabalhoso, análogo 
à obtenção de sequências de aminoácidos em polipeptídeos que 

Figura 19.5. Esquema mostrando a técnica DS-PCR. No caso 
de haver heterozigotos para o trecho que hibrida com o primer 
RAPD, ambas as cadeias são amplificadas, gerando um padrão 
de bandas duplas para os heterozigotos.
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envolvia a purificação de RNA, sua fragmentação enzimática ou 
química e degradação, nucleotídeo a nucleotídeo, por métodos 
químicos ou enzimáticos e análise cromatográfica de cada um 
dos nucleotídeos (para uma revisão, veja Gilham, 1970). A partir 
desse ano, duas publicações sugeriram métodos bem mais sim-
ples. O método de Maxam e Gilbert (1977) envolve a marcação 
radioativa de uma das extremidades da fita dupla de DNA, a 
degradação química por quatro maneiras diferentes, o que gera 
fragmentos interrompidos em posições específicas (G, A+G, C, 
C+T). Uma separação eletroforética seguida de autorradiografia 
permite a inferência da sequência nucleotídea da fita marcada. 
Sanger et al., (1977) propuseram um método no qual há síntese 
de cadeias complementares a uma fita molde que é interrompida 
em um nucleotídeo específico. São feitas quatro reações onde, 
em cada uma delas, adiciona-se um nucleotídeo modificado qui-
micamente em pequena proporção que não é reconhecido pela 
polimerase do DNA, o que promove interrupções na síntese da 
cadeia sempre no mesmo nucleotídeo. Como a fita sintetizada 
é marcada na extremidade 5’ (por marcação do primer), os 
diferentes fragmentos são analisados por eletroforese seguida 
também de autorradiografia. Como o método de Sanger et al. 
(1977) é mais simples e pode ser facilmente comercializado 
em “kits”, tornou-se muito difundido. Os grandes projetos de 
sequenciamentos genômicos inicialmente utilizaram o método 
de Sanger e de suas modificações, especialmente aquelas que 
utilizam-se de reagentes quimioluminescentes para distinguir 
cada uma das interrupções em bases. 

19.11. Pirosequenciamento

 O pirosequenciamento adota uma estratégia bastante 
diferente em relação aos procedimentos descritos acima. Esses 
procedimentos envolvem a interrupção da síntese complementar 
de uma cadeia de DNA e posterior eletroforese dos fragmentos 
obtidos. O pirosequenciamento foi desenvolvido em 1996 por 
Ronaghi et al. e não envolve a eletroforese de fragmentos. O 
nome “pirossequenciamento” deve-se à detecção do pirofosfato 
liberado cada vez que um nucleotídeo é incorporado à sequên-
cia complementar que está sendo sintetizada (Figura 19.6). O 
método de pirosequenciamento descrito a seguir é aquele que 
tem sido mais empregado recentemente e é realizado em um 
equipamento conhecido popularmente como 454 (454 Life 
Science Corp., Margulies et al., 2005) Em primeiro lugar, um 
fragmento de DNA de fita simples é imobilizado pela ligação 
covalente de sua extremidade 3’ a um substrato (uma esfera de 
resina), em condições tais em que a maioria das esferas tenha 
uma única molécula de DNA. As esferas então são colocadas 
em óleo mineral e emulsificadas com uma solução contendo os 
reagentes para PCR. Essa mistura é emulsificada de tal forma que 
as esferas ficam em “câmaras” imersas em óleo, que é submetida 
aos ciclos térmicos para amplificação. As fitas complementares, 
não ligadas às esferas, são removidas e as esferas são passadas 
para um aparato onde em cada célula cabe uma única esfera 
que, por sua vez, contém cópias de um único trecho de DNA. 
Em seguida, um primer 5’-3’ é hibridado nessa extremidade e 
serve de ponto de iniciação da síntese. Soluções contendo apenas 
um dos nucleotídeos A, C, G ou T são adicionados e removidos 
sequencialmente (Figura 19.7). Quando há coincidência do nu-
cleotídeo adicionado, a polimerase presente na solução catalisa 
a extensão da cadeia promovendo a liberação do íon pirofosfato 
detectado por uma reação de quimioluminescência. A intensidade 
da luz produzida é registrada, que é importante para a detecção 
de subsequências homopoliméricas, CCC, por exemplo. Nesse 

caso, a intensidade luminosa é teoricamente o triplo daquela pro-
duzida por um único nucleotídeo C. Os resultados são plotados 
em um gráfico, como mostrado na Figura 19.8. Outros métodos 
de sequenciamento direto de DNA vem sendo desenvolvidos 
de forma bastante célere, com tecnologias que vão desde o 
emprego de microarranjos de sondas até o desenvolvimento de 
um circuito eletrônico que “lê” as bases de moléculas de DNA 
de fita simples à medida que essa passa por um nanoporo. Para 
uma revisão recente sobre o assunto, a revisão de Shendure e Ji 
(2008) pode ser consultada.

Figura 19.6. Esquema mostrando o princípio de detecção do nu-
cleotídeo que está sendo incorporado com o emprego do método 
de pirosequenciamento. No caso, uma molécula de trifosfato de 
desoxiadenosina (dATP), ao ser incorporada, com a ação da po-
limerase do DNA, libera uma molécula de pirofosfato que reage 
com uma molécula de sulfato de adenila originando uma molécula 
de ATP. A detecção luminosa dá-se pela reação da luciferina com 
o ATP na presença de luciferase. Não confunda dATP (desoxinu-
cleotídeo) com ATP (cofator energético).

Figura 19.7. Esquema mostrando o mecanismo utilizado para 
o pirossequenciamento onde cada uma das células (à esquerda) 
contém uma microesfera ligada a DNAs de um único tipo. A adi-
ção sequencial da mistura de reação que contém um dos quatro 
tipos de nucleotídeos de cada vez permite o sequenciamento em 
paralelo através da detecção de luz em cada uma das células.
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19.12. Exemplos de Utilização

19.12.1. Utilização de microssatélites no diagnóstico molecular 
e no mapeamento de genes humanos
 Na Figura 19.8, está exemplificada a análise de um mi-
crossatélite polimórfico, D2S2109, em uma família brasileira 
com distrofia muscular progressiva do tipo cinturas e de herança 
autossômica recessiva (DMC2). As DMC2s são um grupo bas-
tante heterogêneo de doenças, sendo que existem pelo menos 
oito locos distintos que podem causar essa doença (ver revisões 
em Passos-Bueno et al., 1999; Zatz et al., 2000). Como pode ser 
observado na Figura 19.9a, todos os afetados receberam dois 
alelos iguais do marcador microssatélite D2S2109, enquanto 
os indivíduos normais receberam apenas um ou nenhum desses 
alelos. O estudo dessa família exemplifica um caso de ligação 
entre um marcador de microssatélite mapeado no cromossomo 
2, que é uma região candidata para DMC, e a doença presente 
nessa família. Esse resultado significa que a doença está sendo 
causada por uma mutação em um gene localizado próximo desse 
marcador. Essa sugestão de ligação foi também confirmada por 
testes estatísticos (o chamado teste de Lod score; Lathrop et al., 
1984). Já na Figura 19.9b, essa mesma família foi analisada com 
o marcador de microssatélite do cromossomo 17 (D17S250). 
Observa-se, contudo, que não há segregação entre qualquer alelo 
desse microssatélite e a doença, reforçando que o loco que causa 
a doença situa-se, de fato, no cromossomo 2. 
 A análise entre um marcador polimórfico, como o exempli-
ficado acima, e uma doença é conhecida como “estudo de ligação”. 
Ou seja, o estudo de ligação consiste em verificar-se a segregação 
de dois marcadores através da meiose: se dois marcadores segrega-
rem sempre juntos, sugere-se que eles estão ligados, ou seja, estão 
fisicamente próximos; por outro lado, se a segregação entre esses 
marcadores for independente, conclui-se que esses dois locos não 
estão ligados e, portanto, estão genética e possivelmente distantes 
entre si fisicamente. No exemplo da DMC2, citado acima, foi reali-
zada análise de segregação utilizando-se a informação das possíveis 
localizações dos genes que podem causar esse fenótipo. Contudo, 
em casos em que não se conhece a região cromossômica onde está o 
gene associado com a doença, pode-se utilizar o método de análise 
de ligação para mapear o loco em questão. Na Figura 19.10, está 
exemplificada uma família com a síndrome de Knobloch, que é uma 
condição genética de herança autossômica recessiva. O gene que 
causa essa doença foi mapeado no braço longo do cromossomo 21 
(Sertié et al., 1996). Para obter-se esse resultado, foram utilizados 
mais de 400 marcadores de microssatélites dispersos ao longo do 

genoma e verificou-se que apenas os marcadores do cromossomo 21 
segregavam junto com a doença (Figura 19.10). O mapeamento de 
genes é realizado quase que exclusivamente através do uso da PCR, 
uma vez que há marcadores polimórficos do tipo microssatélites 
identificados ao longo de todos os cromossomos humanos (www.
ncbi.nlm.nih.gov).
 Atualmente, em vez de se utilizarem os 400 marcadores 
de microssatelites para os estudos de ligação, utiliza-se microar-
rays de SNPs, o que significa um aumento na eficiência e rapidez 
quanto à obtenção dos resultados, pois, em um único experimento, 
é possível analisar o genoma humano inteiro com uma densidade 
de marcadores dispersos a cada 20cM. 

19.12.2 Análises de locos para caracteres quantitativos
 O emprego de marcadores moleculares para a detecção 
de variação genética com efeitos fenotípicos não se restringe 
apenas aos caracteres qualitativos, tais como aqueles relacionados 
a doenças genéticas de segregação mendeliana, conforme visto 
no item anterior. Existe também a possibilidade de empregar 
marcadores associados a caracteres de variação contínua, tais 
como peso, altura, velocidade etc. A essa área de estudo da 
genética contemporânea dá-se o nome de estudo de QTLs (do 
inglês, Quantitative Trait Loci). Para uma revisão a respeito desse 
assunto, recomendamos a consulta do arttigo de MacKay, 2001)
 Há que se fazer uma ressalva quanto às características ditas 
quantitativas e as características que também são influenciadas por 
muitos locos mas que são qualitativas, como no caso de doenças 
multifatoriais, conforme exemplificadas na seção 19.9. Essas 
doenças são causadas por uma combinação de fatores genéticos e 
ambientais, quando esses atingem um determinado limiar. Nesse 
caso, não há acesso à variável que tem uma distribuição contínua 
de valores. De qualquer maneira, a abordagem é semelhante àquela 
utilizada nos estudos de QTLs, como descrito abaixo.
 Para o estudo dos QTLs, existem duas estratégias básicas. 
A primeira delas refere-se ao estudo de “locos candidatos”. A 
partir do estudo da variação genética em genes que podem estar 
envolvidos fisiologicamente no caráter que se pretende estudar e 
também a partir de análises estatísticas de grupos que se diferen-

Figura 19.8. Esquema mostrando a intensidade luminosa obtida 
em uma célula do equipamento de pirossequenciamento ao longo 
da sequência de adição de nucleotídeos A, C, G e T que se repete, 
abaixo da interpretação da sequência complementar reversa. 

Figura 19.9. Análise de segregação entre um loco da distro-
fia muscular tipo Cinturas e um marcador de microssatélite 
(D2S2109) do cromossomo 2 (A) e um marcador de microssatélite 
(D17S250) do cromossomo 17 (B) humanos.

Figura 19.10. Análise de segregação entre o loco da síndrome 
de Knobloch e um marcador de microssatélite (D21S171) do 
cromossomo 21 humano.
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ciam por classes genotípicas, pode-se testar a hipótese de que a 
variação genética existente no loco candidato esteja relacionada 
com a variação fenotípica. Esse tipo de abordagem tem sido 
empregado com sucesso em organismos dos quais se dispõe de 
conhecimentos razoáveis em termos do papel fisiológico desem-
penhado pelos genes. Mas, mesmo assim, não há garantias de que 
a variação genética importante seja localizada por essa estratégia, 
pois o desconhecimento do papel fisiológico da maioria dos genes 
é muito grande, mesmo em organismos simples.
 A alternativa para o estudo de locos candidatos é o empre-
go de marcadores genéticos que apresentam variação genética, 
espalhados de maneira idealmente uniforme pelo genoma. Nesse 
caso, o que se observa nas análises é a segregação conjunta de 
genes que, de fato, são importantes para a característica fenotí-
pica, com os marcadores polimórficos pela simples ligação física 
dessas entidades. Um exemplo do emprego dos marcadores para 
a caracterização de variação genética relativa à morfologia de 
populações de Drosophila está ilustrado por Matioli e Templeton 
(1999). Nesse estudo, ficou evidenciado que pode haver regiões 
do genoma que, individualmente, não contribuem com a variação 
fenotípica, mas que, em conjunto, apresentam efeitos signifi-
cativos. Com o emprego de um grande número de marcadores 
moleculares e de métodos estatísticos sofisticados, a resolução de 
regiões do genoma que contêm variação genética importante para 
a variação fenotípica pode permitir a localização de genes e de 
interações entre eles que nem sequer poderiam ser considerados 
como suspeitos anteriormente, o que aumenta muito o potencial 
da caracterização funcional dos genomas. A metodologia de 
QTLs também permitiu, por exemplo, detectar-se interações de 
diferentes locos dsistribuídos pelo genoma de camundongos que 
interferem no comportamento materno de construção de ninhos 
(Peripato et al., 2002), como do próprio tamanho da ninhada 
(Peripato et al., 2004).

19.12.3. Análise de variação genética em populações naturais
 Conforme já visto nos Capítulos 17 e 18, há grande 
interesse na caracterização da variação genética de populações 
naturais. Nos Capítulos 21 e 22, esse tema será retomado em pro-
fundidade, incluindo uma comparação do potencial de utilização 
dos marcadores genéticos polimórficos, descritos nesse capítulo, 
para programas de conservação da biodiversidade. 
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Capítulo 20
Introdução às Árvores Genealógicas e à Teoria da 
Coalescência

Flora Maria de Campos Fernandes (flozinha123@yahoo.com.br)
Laboratório de Biologia Computacional
Instituto de Biologia - Universidade Federal da Bahia, UFBA

Tudo o que já foi é o começo do que vai vir.
Guimarães Rosa em Grande Sertão Veredas

Coalescent theory represents the most significant progress in theoretical population 
genetics in the past two decades of this century. It is now widely recognized as a 

cornerstone for rigorous statistical analyses of molecular data from populations. In the 
future, challenges from the rapidly expanding body of molecular data will continue to 

inject fresh blood into the development of coalescent theory.
Norm Bourg

20.1. Para Começar

 Vamos começar do começo, esclarecendo uma dúvida 
muito comum: “Qual é a diferença entre genealogias e filoge-
nias?” Bem, a diferença é enorme! Quando tratamos de filoge-
nias, procuramos entender as relações evolutivas entre espécies 
(ou mesmo entre níveis taxonômicos superiores) diferentes, ou 
seja, relações evolutivas interespecíficas—o que quer dizer que 
nos baseamos em uma ou mais regiões genômicas homólogas 
para entendermos a história evolutiva de diferentes táxons (e 
aqui falamos sobre árvores de espécies). Diferentemente, quan-
do tratamos de genealogias, o interesse está em saber como foi 
a história evolutiva de determinados genes e seus alelos e/ou 
haplótipos dentro de uma espécie particular (isto é, em suas po-
pulações), ou seja, será uma análise intraespecífica (neste caso, 
falamos sobre árvores de genes, Figura 20.1). Não importa que 
sejam utilizados os mesmos genes para as análises—os objetivos 
são completamente diferentes 
 Em algumas situações, árvores de genes e árvores de es-
pécies podem ser coincidentes, mas nem sempre isso acontece. 
Uma olhada no clássico esquema de Nei (1987) é suficiente para 
entender (Figura 20.2). Como veremos em detalhe mais adiante, 
a deriva genética associada ao tempo de geração (T) e ao tamanho 
efetivo da população (Ne, parcela da população que efetivamente 
deixa descendentes) é que influencia nas diferenças ou seme-
lhanças entre topologias de árvores de genes e de espécies. Por 
exemplo, no caso de populações com tamanho efetivo pequeno e 
tempo de geração grande e somente sob o efeito da deriva genética, 
a probabilidade de topologias diferentes é grande. Inversamente, 
populações com tamanho efetivo grande e tempo de geração 
pequeno, apenas a deriva genética faz com que a probabilidade 
de topologias coincidentes seja grande (Figura 20.3).

20.2. Genes, Alelos e Populações

 Imagine uma população diplóide com N=2 indivíduos, 
que possua um gene com dois alelos (D e d). Quantos estados 
alélicos essa população pode apresentar com relação, por exem-

plo, ao alelo D? Simples, cinco! 0, 1, 2, 3, 4, no total, ou seja, 
ou o alelo D não está presente na população (estado 0), ou a 
população é composta por um heterozigoto (Dd) e um homozi-
goto recessivo (dd) (estado 1), ou por um homozigoto dominante 
(DD) e um recessivo (dd) (estado 2), ou por um heterozigoto 
(Dd) e um homozigoto dominante (DD) (estado 3) ou então 
por dois homozigotos dominantes (DD e DD) (estado 4). Isto 
quer dizer que as frequências alélicas são o que determinam 
os estados gênicos (ou alélicos) populacionais. Generalizando, 
podemos dizer que em uma população com 2N genes com dois 
alelos, os estados alélicos populacionais variam de 0 (zero) a 
2N. No exemplo anterior, se olharmos para os estados extremos, 
teremos duas situações: 0, ausência total do alelo D (evidencian-
do a perda de um dos alelos), ou 4, presença total do alelo D 
(fixação alélica). Esses são os chamados estados de absorção, 
nos quais, na ausência de mutações diretas ou reversas (um alelo 
dominante tornar-se um recessivo e vice-versa), a população 
continuará do jeito que está em termos de frequência alélica. O 
processo evolutivo estocástico subjacente a essas situações é a 
deriva genética.

Figura 20.1. Árvore de espécies (esquerda) e árvore de genes (di-
reita, representada pelas linhas internas). Letras indicam diferentes 
espécies, números indicam os alelos presentes em cada população.
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 Para entendermos melhor as flutuações das frequ-
ências alélicas em uma população natural ao longo das 
gerações, podemos lançar mão de modelos matemáticos. O 
modelo matemático mais simples e elegante para fenômenos 
estocásticos que envolvem tempo (que é o nosso caso, pois 
trabalhamos com gerações) é aquele baseado em cadeias de 
Markov. Nesse caso, temos uma cadeia de variáveis aleatórias 
em que o estado futuro depende apenas do estado presente 
(lembrando que estado, aqui, representa a frequência alélica 
em uma população em uma dada geração). Por isso, dizemos 
que cadeias de Markov não têm memória ou qualquer tipo de 
“inércia”, ou seja, estados passados não exercem qualquer 
influência na transição do estado presente para o estado da 
próxima geração. 

Suponha que o estado atual de uma população seja i 
e o da próxima geração seja j; desse modo, a probabilidade de 
transição de i para j será:

�	

P Xn +1 = j | Xn = i( )= Pij .

 Assim, é possível construir uma matriz de probabilidades 
de transição de um estado qualquer para outro estado qualquer, a 
qual chamaremos de matriz P:

�	

matriz P =

P11   P12   P13...P1n

P21   P22   P23...P2n

  .      .      .      .

Pn1   Pn 2   Pn3 ...Pnn

	

	

	
	
	
	

	

	

	
	
	
	

e a 

�	

Pij
j

∑
 deverá ser sempre 1 (um), pois as populações apre-

sentam um número limitado de estados, 2N+1 para populações 
diplóides e N+1 para populações haplóides.
 Há classes de cadeias de Markov em que se chega a um 
limite de probabilidades, ou seja,

�	

p j = lim
n→∞

Pij
n

,

o que é independente de i. Em outras palavras, pi pode ser interpre-
tado como a proporção de tempo (gerações) em que a população 
permanece no estado i. Esse é o chamado estado estacionário de 
uma população, no qual a probabilidade de fixação de um dado alelo 

será igual à frequência desse alelo na população ancestral. Além 
disso, para populações em estado estacionário, a cadeia de Markov 
representará probabilidades fixas de transição de um estado para 
outro. Esses são conceitos fundamentais quando realizamos análises 
de coalescência.

Mas o que é coalescência? O que é coalescer quando 
estudamos a história de alelos ao longo das gerações de uma 
população? Coalescer significa unir, juntar. Mas como alelos se 
unem? Basta olharmos o tempo pregresso e veremos que alelos 
se unem em um ancestral comum (Figura 20.4). Como muito 
bem definido por Alan Templeton (com. pess.), a coalescência 
pode ser vista como o inverso temporal da replicação do DNA 
(Figura 20.5). 

20.3. A Teoria da Coalescência

 Há poucos anos, Joseph Felsenstein (2003) propôs uma 
analogia muito interessante para o processo da coalescência, 
a qual denominou “bugs in a box” (besouros numa caixa). 
Nessa analogia, k besouros extremamente vorazes, insaciáveis, 
hiperativos e nada discriminantes são colocados em uma caixa 
fechada. Dentro dela, permanecem voando incansavelmente. 
Ocasionalmente, dois insetos colidem e um deles devora o outro. 

Figura 20.2. Três possíveis relações entre árvores de genes e 
árvores de espécies. A e B representam momentos de divergên-
cia gênica. Notar que apenas nas topologias I e II as histórias 
gênicas e as das espécies são coincidentes (modificado de 
Nei, 1987).

Figura 20.3. Tempo de geração (T) grande e tamanho efetivo 
(Ne) pequeno, probabilidade de topologias gênica e de espécie 
diferentes (esquerda). T pequeno e Ne grande, probabilidade de 
topologias gênica e de espécie iguais.

Figura 20.4. Esquema representativo do comportamento dos 
genes na população ao longo de seis gerações. Observar que as 
cópias dos alelos “1” da geração atual compartilham um único e 
mesmo alelo ancestral na geração 1. u = tempo de coalescência.
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Como são insaciáveis, o devorador retoma seu vôo e novas co-
lisões acontecem (aqui, a coalescência, “dois besouros colidem 
e resta um”). Nesse processo, o número de besouros dentro da 
caixa vai se reduzindo de k para k-1, k-2, k-3… até que restará 
apenas um besouro. Assim, o número de pares de besouros que 
podem colidir será 

�	

k k -1( )
2 .

 Se na caixa há 2N lugares que possam ser ocupados, então 
a probabilidade de colisões será de

�	

k k -1( )
4N ,

e, uma vez que o volume da caixa representa o tamanho 
populacional, se dobrarmos este volume e não aumentarmos o 
número inicial de besouros, o processo de colisões será duas 
vezes mais lento 

�	

k k -1( )
8N .

 Esse processo pode ser transferido para o comportamento 
dos alelos ao longo das gerações de uma população, apenas visto 
no sentido temporal contrário.
 Formalmente, se examinarmos bem à frente no tempo 
em qualquer geração, chegaremos a um momento em que todos 
os alelos de um loco descenderão de uma das 2N cópias de um 
gene da população atual. Igualmente, se examinarmos bem re-
motamente em qualquer geração, chegaremos a um momento em 
que todos os alelos atuais de um dado loco se encontram em uma 
única cópia de um gene no passado (Fu & Li, 1999; Kingman, 
2000) (Figura 20.4). A maneira com que todas as cópias alélicas 
se remetem a um único gene ancestral é denominada coalescência 
e aquele gene ancestral único é chamado coalescente (Ridley, 
2006) ou ancestral comum mais recente (MRCA – most recent 
common ancestor) (Hudson, 1991). Na Figura 20.4, também é 
possível observar que a existência de um único gene ancestral 
para todos os alelos atuais em um loco não significa que apenas 
um gene existiu naquele período (a geração zero possuía tantos 
genes quanto qualquer outra geração). No entanto, alguns genes 

foram se perdendo ao acaso ao longo das gerações. No caso de 
esquema apresentado na Figura 20.4, podemos dizer que o tempo 
de coalescência (representado pela letra grega upsilon - u) do 
alelo “1” ocorreu há cinco gerações passadas. A Figura 20.6 traz 
a forma como a topologia da árvore gênica pode ser representada 
neste caso.

20.4. Trabalhando com Probabilidades

 Como demonstrado por Wright nos anos 1960, a probabili-
dade de um descendente possuir um ancestral, na geração anterior, 
é igual a 1 e a probabilidade de um segundo descendente possuir 
o mesmo ancestral que o primeiro é igual a 

�	

1
2N .

 Logo, a probabilidade de dois alelos compartilharem o 
mesmo ancestral na geração anterior será igual a

�	

1
2N ,

sendo N o tamanho da população. Assim, a cada geração, há 

�	

1
2N

de chance de dois alelos coalescerem, de modo que a esperança 
do tempo de coalescência de dois alelos será dada por E(u)=2N. 
Mais tarde, Sir John Kingman (2000) generalizou o raciocínio 
para k cópias de um alelo (lembre-se dos besourinhos na caixa!):

�	

probabilidade (k cópias serem reduzidas para k -1 cópias) =  
k k -1( )

4N

assim,

�	

E(υ k ) =
4N

k k -1( ) ,

o que  ficou conhecido como a “coalescência n de Kingman” 
(Kingman’s n-coalescent).

Figura 20.5. A coalescência é o inverso temporal da replicação.

Figura 20.6. Esquema comparativo entre comportamento alélico 
e topologia que o representa.
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20.5. O Parâmetro Q (Theta)

 Como foi dito no começo, se quisermos entender a his-
tória evolutiva dos genes, teremos que trabalhar com modelos 
matemáticos, probabilidades e, quando possível (o que é raro), 
com informações adicionais. Para isso, vamos introduzir mais 
alguns conceitos para entender o que é o parâmetro Q. Primei-
ramente, como já vimos, a coalescência envolvendo k cópias 
alélicas é definida em termos de tamanho populacional (N) e 
tempo (gerações). No entanto, nesses estudos, não podemos 
medir tempo, mas podemos inferir divergências gênicas. De 
um modo geral, as equações matemáticas envolvidas podem 
ser formuladas em termos de tamanho populacional (N), tempo 
(gerações) e taxa de mutação (m). Com isso, podemos descrever 
o parâmetro Q como:

�	

Q = 4Nm para populações diplóides

Q = 2Nm para populações haplóides .

 Naqueles casos raros em que temos informações adicio-
nais sobre a história evolutiva da população, é possível separar 
Q de m.
 Na prática, esbarramos com algumas limitações em 
análises de coalescência, mas comecemos pelos casos em que 
essas limitações são reduzidas (em outras palavras, por casos 
hipotéticos, mas que modelos matemáticos não se valem de casos 
hipotéticos?). Outro ponto importante é que metodologias de 
análises filogenéticas podem ser valiosas em análises de coales-
cência, em especial os algoritmos de máxima verossimilhança 
(veja Capítulo 21).
 Os dados que podemos obter de imediato são os dados 
atuais, ou seja, podemos detectar os alelos/haplótipos de um de-
terminado gene na população vivente; segundo, também é possível 
estabelecer um modelo evolutivo de substituição de nucleotídeos 
(veja Capítulo 14) para aquela amostra em particular. E, isto feito, 
basta inverter temporalmente o modelo! Se for assim, os passos 
a serem seguidos são: {abordagem A, mais simples} 1 – coletar 
as sequências gênicas; 2 – estimar a árvore alélica (ou gênica) 
desprezando eventos de recombinação; 3 – pronto! A história 
estaria pronta para ser contada. Mas vamos ser mais realistas: 
{abordagem B}, 1 – sequências coletadas; 2 – considerar todas as 
possibilidades genealógicas, incluindo recombinação (lembrando 
que esta é bastante comum em alguns genomas), além de modelos 
evolutivos de substituição de nucleotídeos testados e não rejeita-
dos (Capítulo 14); 3 – computar o valor de verossimilhança para 
cada genealogia obtida; 4 – estimar parâmetros que maximizem 
a verossimilhança dos dados e testar modelos evolutivos compa-
rando a verossimilhança sob diferentes hipóteses.
 Considerando os passos descritos acima, é importante 
lembrar que: (a) os estados alélicos de diferentes locos podem 
ser estatisticamente dependentes devido à ligação gênica; (b) 
os estados alélicos de diferentes haplótipos podem ser estatis-
ticamente dependentes devido à ancestralidade comum; (c) tais 
dependências são resultados de uma única história de mutações, 
recombinações e coalescência. Assim, se desejamos uma análise 
estatisticamente coerente dos dados, mutação, recombinação e 
coalescência devem ser incorporadas. Além disso, vale a pena 
ressaltar que métodos filogenéticos por si sós não são suficientes 
para as análises, podendo levar a um viés na interpretação dos 
resultados. Por esse motivo, também lançamos mão de modelos 
estocásticos para modelar o passado. Isso é possível porque a 
coalescência é um processo estocástico, além de ser uma extensão 
natural dos modelos clássicos da genética de populações.

20.6. Construindo Genealogias

Imagine um conjuto de dados composto por sequências 
gênicas com 10kb cada, coletadas ao acaso de 20 indivíduos de 
uma população qualquer. Suponha, agora, que nesse conjunto de 
dados haja 100 sítios polimórficos. Numa situação como essa, 
após a reconstrução genealógica, a topologia de árvore revelará 
tanto a história da coalescência das linhagens como a história das 
mutações envolvidas nos sítios polimórficos! Suponha, agora, que 
não haja sítios polimórficos no conjunto de dados (mas mesmo 
assim, é claro que há história genealógica!). Nesse caso, pode-se 
pensar em restrições seletivas ou então que os indivíduos amos-
trados sejam extremamente relacionados em termos de parentesco 
(mas, se são escolhidos randomicamente, isso é difícil acontecer). 
A interpretação vai depender tão-somente da genealogia, da qual 
não se tem qualquer certeza de que seja a verdadeira. Por isso, 
temos que enxergar genealogias como randômicas, da mesma 
forma que fazemos com as mutações (veja Capítulo 5). Na Figura 
20.7, está apresentado um esquema mostrando quatro topologias 
geradas com o mesmo modelo—“coalescência padrão para amos-
tras com N=10”. As variações observadas refletem apenas o acaso.

20.7. Modelo de Mutações e Coalescência Neutra

Nesse modelo, assume-se que as mutações se acumulam nas 
linhagens como uma variação de Poisson com uma taxa µ por unidade 
de tempo t (gerações), bem como o modelo dos sítios infinitos (em 
que cada sítio pode sofrer mutação apenas uma vez). Considerando 
t gerações a partir de um ancestral comum entre duas linhagens, 
teremos S2 representando o número de mutações que ocorreram nas 
duas linhagens e que apresenta distribuição de Poisson com esperança

�	

E S2[ ]= 2mt ,

em que o número 2 está indicando que cada uma das linhagens 
acumula µt mutações. Se t é o número de gerações, vamos 
considerar Tc como o tempo total da genealogia, ou Tempo de 
Coalescência. Além disso, no modelo dos sítios infinitos, S re-
presentará o número de sítios que variam. Conjugando o que foi 
visto, podemos escrever,

�	

E S[ ]= E mTc[ ]= mE Tc[ ],

e se considerarmos n alelos e o tempo (momento) na genealogia 
em que há i linhagens – T(i) -, teremos

�	

E Tc[ ]= iE T i( )[ ]= 2N
i= 2

n

∑ 1
i -1i= 2

n

∑
,

e se conhecemos E[S] e E[Tc], é possível associá-los como

Figura 20.7. Árvores geradas empregando-se um mesmo modelo 
para o mesmo tamanho populacional, evidenciando a aleatorieda-
de subjacente (figura adaptada de Rosemberg e Nordborg, 2002).
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�	

E Sn[ ]= mE Tc[ ]= 2Nm 1
i -1i= 2

n

∑
,

e, resgatando o parâmetro Q (=2Nµ, populações haplóides e 4Nµ, 
para populações diplóides), teremos

�	

2Nm = Q =
Sn

1
i -11= 2

n

∑
,

ou seja, Q é um ótimo meio de se estimar 2Nµ!
 Fica fácil perceber na última fórmula que, quanto maior a 
taxa de mutação (µ), maior a variação das sequências (Sn), o que 
também vale para o tamanho da população (N).

20.8. Coalescência e Recombinação

 A recombinação é a responsável pelo fato de sítios ligados 
poderem apresentar árvores genealógicas distintas. Isso ocorre 
porque recombinações dividem uma linhagem em duas ou mais. 
Árvores genealógicas envolvendo recombinação nem sequer 
podem ser chamadas de árvores, mas preferencialmente de 
gráficos (ARG – Ancestral Recombination Graph).
 Dois fatores estão envolvidos nos efeitos da recombinação: 
o crossing over por gene por geração e o tamanho da população. 
Para esses casos, é necessário um meio de estimar a taxa de 
recombinação, mas até o momento não existe um meio ideal. Nas 
Figuras 20.8 e 20.9, está representada a história evolutiva de três 
linhagens envolvendo apenas um evento de recombinação e suas 
consequências para as inferências genealógicas, respectivamente.
 Ao lado da recombinação, a estrutura populacional e 
as flutuações no tamanho da população também podem alterar 
topologias genealógicas. A taxa de coalescência pode ser 
alterada por fatores como sucesso reprodutivo, estrutura etária 
da população e razão sexual. As dificuldades não param por aqui. 
A seleção natural é outro fator complicante, pois com ela alguns 
genótipos deixam mais descendentes que outros (por possuírem 

maior valor adaptativo naquele momento evolutivo e ambiente), 
ou seja, as linhagens atuais não escolheram seus parentais e, 
nesse caso, muita informação é perdida. Outro processo evolutivo 
bastante complicador é a migração seguida de fluxo gênico…

20.9. Coalescência e Migração

 Migrações podem ser uni-, bi- e multidirecionais, e 
sabemos que este último caso é bastante comum. Havendo fluxo 
gênico histórico entre populações migrantes e receptoras, a teoria 
analítica da coalescência encontra um grande problema. Porém, 
é possível simular algumas situações.
 Tomemos dois casos: (a) duas populações de tamanho N 
em que haja alta taxa de migração bidirecional ao longo do tempo, 
com proporção constante de migrantes; e (b) duas populações de 
tamanho N em que haja baixa taxa de migração ao longo do tempo, 
com proporção constante de migrantes (Figura 20.10). Fica claro 
que, no primeiro caso, as frequências gênicas atuais serão similares 
interpopulacionalmente, ao passo que, no segundo caso, estas serão 
bastante diferentes. Ainda vale lembrar que excesso de migração pode 
interferir nas inferências genealógicas por mascarar divergências.
 Em termos práticos, alguns cuidados devem ser tomados 
em análises genealógicas para que se evitem vieses ou erros de 
interpretação. Para isso, é recomendável: trabalhar com vários 
locos simultaneamente (pelo menos três); para inferência de 
migração, as sequências utilizadas devem ter um mínimo de 
300 pb; para estimativas de recombinação, as sequências devem 
ter um mínimo de 1000 pb; e, de um modo geral, 20 indivíduos 

Figura 20.8. Efeito da recombinação na genealogia. MRCA: 
ancestral comum mais recente de todos os alelos destacados; C1, 
C2, C3: eventos de coalescência; R: evento de recombinação.

Figura 20.9. Topologias induzidas por cada uma das sequências 
originadas por recombinação. Siglas seguem as da figura anterior. 
Observar as diferenças flagrantes entre ambas. 

Figura 20.10. Genealogias representando possíveis consequências 
da troca alélica, devido à migração, entre duas subpopulações. A. 
Eventos recentes. B. Evento antigo. Note que eventos recorrentes 
e recentes podem levar a uma diminuição da diversidade alélica 
interpopulacional, enquanto que, em B, observa-se o contrário.
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amostrados por população são suficientes para inferências 
genealógicas.
 Em termos computacionais, existem vários programas com 
algoritmos robustos para análises de coalescência. Dentre eles, 
destacamos: LAMARC - Likelihood Analysis with Metropolis 
Algorithm using Random Coalescence; MIGRATE - Estimation 
of migration rate and effective population size; e RECOMBINE 
- Metropolis-Hastings Markov Chain Monte Carlo Genealogy 
Sampler (http://evolution.gs.washington.edu/lamarc/index.html). 
Todos eles estão disponíveis para Windows, Linux e Macintosh, 
e são comentados em maiores detalhes no Capítulo 21. Como 
todo e qualquer software empregado em análises genealógicas, 
alguns cuidados devem ser tomados para que as análises não 
fiquem “rodando” até o fim dos tempos. Entre eles, não efetuar 
muitas questões ao mesmo tempo, não estipular um modelo 
de análise restrito, pouca memória computacional (em alguns 
casos recomenda-se o uso de vários computadores em paralelo), 
muitos indivíduos sendo analisados ao mesmo tempo (como já 
mencionado, mais que 20 é desnecessário). Muitas vezes podemos 
dispor de mais de 20 amostras por população. Em situações como 
estas, recomenda-se a exclusão aleatória de sequências e não a 
exclusão sistemática de sequências similares.

20.10. Para lembrar

Alguns pontos fundamentais discutidos neste capítulo 
foram:

o A coalescência é definida em termos de tamanho popula-
cional (N) e tempo (gerações);

o Não se pode medir o tempo “olhando” apenas para os 
genes, porém se pode medir divergências;

o Cálculos empregam equações reescalonadas em termos de 
N, tempo e taxa de mutação (µ);

o Não é possível estimar N, porém é possível estimar o 
parâmetro composto Q;

o Q = 4Nµ em populações diplóides e 2Nµ em populações 
haplóides;

o Informações adicionais podem dar maior consistência às 
inferências genealógicas.

20.11. Para Terminar

Dentre as muitas aplicações das análises genealógicas, 
queremos ressaltar que, nos dias atuais, com as condições 
ambientais deterioradas de nosso planeta, ecossistemas alterados, 
a poluição engolindo rios e mares, o efeito antrópico encolhendo 
áreas de fauna e flora e a desatenção com a saúde ambiental, 
informações genealógicas podem ser de grande valia para a 
detecção de estresses genéticos e ambientais em populações 
naturais, contribuindo para subsidiar programas de conservação 
de populações ameaçadas, buscando restituir uma vida melhor e 
mais equilibrada para a Terra.
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“Much in evolution makes even more sense in the light of historical genealogy.” 
(Avise, 2000, em complemento a Dobzhansky, 1973)

21.1. Introdução

Filogeografia é o estudo dos princípios e processos, 
históricos e contemporâneos, que influenciaram a distribuição 
geográfica das linhagens genealógicas dentro de uma espécie ou 
entre espécies próximas (Avise et al., 1987). Assim como as for-
ças evolutivas (mutação, deriva genética, fluxo gênico e seleção 
natural), eventos demográficos (como colonização ou extinção de 
populações locais, expansão ou declínio populacional, e migração) 
deixam assinaturas na história genealógica das populações. A fi-
logeografia visa decifrar essas assinaturas e entender como esses 
fatores moldaram a distribuição atual da variabilidade genética 
em uma espécie. Em síntese, a filogeografia preocupa-se com a 
história evolutiva de uma espécie, no espaço e no tempo.

A abordagem filogeográfica surgiu quando o biólogo John 
Avise, nos anos 1970, teve a idéia brilhante de analisar dados de 
polimorfismos de restrição (RFLP, veja Capítulo 18) do DNA 
mitocondrial de maneira qualitativa. John Avise estudava a gené-
tica de populações de roedores do gênero Geomys com alozimas 
e resolveu analisar os mesmos indivíduos usando RFLP do DNA 
mitocondrial. Também foi muito antes do advento da PCR, de 
modo que o estudo necessitava do isolamento das mitocôndrias 
e da purificação do DNA mitocondrial por ultracentrifugação em 
gradiente de cloreto de césio. A primeira observação importante 
dessa abordagem trabalhosa foi que o corte com enzimas de res-
trição do DNA das mitocôndrias de cada indivíduo não resultava 
em uma infinidade de bandas quando analisado por eletroforese. 
Isso significava que as mitocôndrias de cada indivíduo se compor-
tavam de maneira clonal, ou seja, todas as mitocôndrias tinham 
basicamente o mesmo DNA. Por outro lado, existia variabilidade 
intrapopulacional nos padrões de restrição, condição necessária 
para o uso de uma molécula para estudos de genética populacio-
nal. O hábito de analisar genes com comportamento mendeliano 
inicialmente dificultava a abordagem do DNA mitocondrial, que 
é haplóide. John Avise teve, então, a idéia de usar para a análise 
uma abordagem semelhante à usada pelos antropólogos no es-
tudo da herança dos sobrenomes humanos. A diferença é que os 
sobrenomes, na maior parte das sociedades, têm herança paterna, 
enquanto o DNA mitocondrial tem herança materna. Dessa forma, 
cada indivíduo foi tratado como uma unidade taxonômica ope-

racional (UTO) independente e os dados não foram reduzidos a 
medidas de distância gênica entre populações, como feito com 
alozimas. Essa mudança de abordagem revolucionou os estudos 
populacionais desde então. Tratar indivíduos como UTOs permitiu 
analisá-los sem criar agrupamentos a priori. Além disso, como 
cada haplótipo passou a ser analisado individualmente, tornou-se 
possível o mapeamento das mutações (detectadas por polimorfi-
mos de restrição) entre os indivíduos de forma muito semelhante 
à usada pelos cladistas nas análises filogenéticas com as quais 
John Avise já se tornara familiar na época. Houve, portanto, uma 
quebra de paradigma entre a análise populacional mendeliana (que 
era a única existente na época) e a análise de padrões mutacio-
nais mapeados entre haplótipos de herança materna tratados de 
maneira independente. John Avise inovou também na maneira de 
apresentar os resultados: até então, os resultados de trabalhos de 
genética populacional eram visualizados na forma de árvores em 
que cada população ocupava uma posição terminal. Ao trabalhar 
com haplótipos, Avise decidiu visualisar as correlações entre 
indivíduos por meio de uma rede de haplótipos interconectados, 
em que as mutações eram indicadas nas linhas que ligavam os 
haplótipos mais semelhantes. O próximo passo, que também foi 
fundamental na criação dessa nova abordagem, foi a sobreposi-
ção da rede de haplótipos em um mapa com os locais onde os 
indivíduos haviam sido coletados (Avise, 1991). Anos mais tarde, 
esse novo campo de estudo foi denominado “filogeografia”, por 
incorporar tanto dados das relações genéticas entre os indivíduos 
como seus posicionamentos geográficos (Avise et al., 1987). 
Para um relato interessante sobre o amadurecimento da idéia da 
filogeografia, veja Avise (2006).

Duas características tornam os marcadores mitocondriais 
extremamente úteis para análises filogeográficas. A mais importan-
te é que as sequências de genes ou regiões mitocondriais contêm 
informação genealógica, ou seja, elas possibilitam a reconstrução 
das linhagens genéticas das populações. A segunda vantagem é 
que, devido à herança exclusivamente materna e à ausência de 
recombinação, reconstruir a história genealógica de uma espécie 
a partir de marcadores mitocondriais é muito mais simples do que 
fazê-lo usando marcadores nucleares. Evidentemente, o marcador 
mitocondrial escolhido deve ter um nível de variabilidade ade-
quado para a questão estudada. Inicialmente, o sequenciamento 
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de números grandes de indivíduos era muito custoso, o que 
limitava os estudos a espécies carismáticas ou economicamente 
importantes. Entretanto, durante os vinte anos passados desde o 
surgimento da filogeografia, o sequenciamento de DNA tornou-se 
cada vez mais acessível para estudos populacionais, de modo que 
a maioria dos estudos filogeográficos atuais se baseia na análise 
de sequências mitocondriais.

Recentemente, métodos de análise sofisticados foram 
desenvolvidos para aproveitar a quantidade de informação 
obtida com as sequências e os locos nucleares hiper-variáveis, 
como os microssatélites. Esses métodos utilizam as expectativas 
da Teoria da Coalescência, que foi formalizada por Kingman 
(1982) e Hudson (1991), e estabelece a base teórica que permite 
a reconstrução das genealogias a partir de alelos e sequências 
gênicas (veja Capítulo 20). Eles também usam abordagens de 
máxima verossimilhança ou Bayesianas para analisar simultane-
amente vários locos gênicos e inferir parâmetros populacionais, 
como taxas de migração, tamanho populacional efetivo, sinal de 
crescimento ou declínio populacional, e tempo desde a separação 
das populações. Algumas dessas análises conseguem detectar o 
número de populações mais provável a partir dos dados sem qual-
quer informação a priori sobre a origem geográfica das amostras 
e também identificam o limite entre essas populações. Outras 
análises incorporam a informação geo-referenciada de coleta das 
amostras para definir populações. Os métodos desenvolvidos nos 
últimos anos prometem substituir as análises tradicionais de ge-
nética de populações, fornecendo parâmetros muito mais precisos 
que os que podiam ser estimados anteriormente.

As análises filogeográficas possibilitam uma compreensão 
mais ampla da história evolutiva das espécies, que é valiosa em 
qualquer estudo de genética de populações. Neste capítulo, são 
abordados os conceitos básicos usados na filogeografia. Também 
são apresentados os principais métodos de análise filogeográfica 
e discutidas suas vantagens em relação aos métodos tradicional-
mente utilizados em genética de populações.

21.1.1.Abordagem filogeográfica x genética de populações 
clássica

Antes de tratar dos métodos filogeográficos, é importante 
considerar os métodos que eram utilizados anteriormente em 
Genética de populações. Esses métodos serão chamados, ao longo 
do texto, de métodos clássicos ou tradicionais, e são derivados dos 
trabalhos de Wright (1931, 1951, 1965) sobre a estruturação es-
pacial da variação genética nas populações. Wright (1951) propôs 
três estatísticas sintéticas, chamadas estatísticas F, que descrevem 
a organização da variação genética em níveis hierárquicos em uma 
espécie. O índice de fixação FST, que mede a diferenciação genética 
entre populações, passou a ser amplamente utilizado em estudos 
de estruturação populacional (Weir e Cockerham 1984). Várias 
estatísticas análogas ao FST, adequadas às particularidades dos 
marcadores moleculares que surgiam, foram desenvolvidas, assim 
como testes da hipótese de panmixia a partir dessas estatísticas 
(e.g., GST, Nei, 1978; θ, Weir e Cockerham, 1984; ФST, Excoffier 
et al., 1992; RST, Slatkin, 1995).

De acordo com a relação entre a diferenciação gené-
tica e o fluxo gênico prevista no equilíbrio migração-deriva 
(FST = 1 / (4Nem + 1)), é teoricamente possível estimar indire-
tamente o fluxo gênico entre populações a partir do FST (Slatkin 
1985, 1987, Neigel 1997, 2002). Devido à dificuldade de estimar 
diretamente o fluxo gênico a partir de métodos ecológicos (tais 
como o método de marcação e recaptura), essa abordagem tornou-
se popular. Entretanto, a estimativa do fluxo gênico a partir do 
FST baseia-se em uma série de pressupostos que são irreais em 
muitas situações, e pode ser tão imprecisa a ponto de tornar-se 

inútil (Bossart e Prowell, 1998a, 1998b; Whitlock e McCauley, 
1999; Pearse e Crandall, 2004). A utilidade do próprio FST como 
descritor da estruturação genética também foi questionada, prin-
cipalmente no caso de espécies ameaçadas, que frequentemente 
não estão em equilíbrio (Pearse e Crandall, 2004).

Nos últimos quinze anos, a redução do custo do sequencia-
mento e das genotipagens permitiu análises de números grandes de 
indivíduos em estudos populacionais. Como resposta ao acúmulo 
desses dados de alta resolução e também do aumento da capaci-
dade de processamento dos computadores, foram desenvolvidos 
métodos analíticos que conseguem utilizar melhor a informação 
contida nos dados, além de relaxarem vários dos pressupostos 
assumidos pelos métodos convencionais (Emerson et al., 2001; 
Pearse e Crandall, 2004). Além disso, os novos métodos forne-
cem estimativas muito mais precisas de parâmetros, como grau 
de diferenciação e fluxo gênico entre populações, e tamanhos 
populacionais efetivos. Por essa razão, eles são mais adequados 
aos estudos de conservação, onde parâmetros precisos são mais 
necessários, pois são usados na definição de táxons prioritários e 
das estratégias de manejo (Pearse e Crandall, 2004).

Ao mesmo tempo em que esses métodos surgiam, as 
limitações da abordagem tradicional, baseada no FST, ficaram 
mais evidentes. Uma importante desvantagem do FST (e de 
todos os seus análogos) é a redução da informação que acon-
tece quando apenas as frequências são usadas, cujo resultado 
final é uma estimativa isolada (“estatística sintética”). Uma 
estimativa como o FST é incapaz de discriminar, por exemplo, 
entre populações isoladas que divergiram recentemente e po-
pulações que mantém alto fluxo gênico, ou entre populações 
que divergiram recentemente e apresentam baixa migração, e 
populações separadas há muito tempo, mas com muita migração 
(Templeton, 1998; Nielsen e Wakeley, 2001; Pearse e Crandall, 
2004). Outros problemas com o FST resultam das premissas do 
modelo de ilhas no qual ele se baseia (Waples, 1998; Whitlock e 
McCauley, 1999; Taylor et al., 2000). O modelo de ilhas assume 
infinitas populações, todas com mesmo tamanho e mesma taxa 
de migração, sendo a migração simétrica e totalmente aleatória, 
além de ausência de seleção ou mutação. Ele também assume 
que as populações persistem indefinidamente e atingiram o 
equilíbrio deriva-migração. Todas essas premissas são irreais, 
principalmente nos estudos de conservação, pois as espécies 
ameaçadas frequentemente sofreram declínio e/ou fragmentação 
populacional (Pearse e Crandall, 2004).

A previsível violação de algumas das premissas pode ter 
efeitos graves sobre a estimativa do fluxo gênico (Nem) a partir 
do FST (Bossart e Prowell, 1998a; Whitlock e McCauley, 1999; 
Pearse e Crandall, 2004). Entretanto, apesar do reconhecimento 
das limitações do FST, ele ainda é considerado um bom estimador 
da estruturação por ser em geral bastante robusto frente às inevi-
táveis violações de suas premissas (Neigel, 2002). Ele também é 
mais adequado para análises com um número pequeno de mar-
cadores nucleares, onde outras abordagens frequentemente são 
estatisticamente menos poderosas. Assim, o FST continua sendo 
usado com sucesso para análises populacionais. Além disso, seu 
uso permite que sejam feitas comparações com métodos mais 
recentes (Neigel, 2002).

21.1.2. Primeiros métodos filogeográficos
Por atuar na fronteira intra/inter-específica, inicialmente a 

filogeografia combinava métodos de genética de populações e de 
sistemática molecular. No primeiro estudo filogeográfico (Avise et 
al., 1979), a sobreposição da rede de haplótipos mitocondriais com 
o mapa das localidades de coleta revelou uma grande divergência 
entre os ratos-toupeira do leste e os do oeste da região sudeste dos 
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Estados Unidos. Estudos subsequentes, com várias outras espécies 
terrestres e marinhas da mesma região, revelaram uma grande 
concordância nos padrões filogeográficos, correlacionados com o 
padrão de cobertura por gelo nas glaciações do Pleistoceno. Um 
dos primeiros estudos filogeográficos de espécies que ocorrem no 
Brasil foi realizado por Eizirik et al. (1998). Os autores usaram 
sequências da região de controle do genoma mitocondrial para 
investigar a filogeografia de dois felinos na América Central e 
do Sul: a jaguatirica (Leopardus pardalis) e o gato-maracajá (L. 
wiedii). As árvores filogenéticas construídas mostraram um padrão 
semelhante entre as duas espécies, refletindo subdivisões popula-
cionais antigas. Foram observados quatro clados na filogenia da 
jaguatirica, e três clados na do gato-maracajá, com distribuições 
geográficas praticamente iguais. A partir do posicionamento dos 
clados nas árvores filogenéticas e de suas distribuições, os auto-
res propuseram que as duas espécies teriam surgido no norte da 
América do Sul, colonizado a América Central e, posteriormente, 
o sul da América do Sul (Eizirik et al., 1998).

Em outro estudo, da Silva e Patton (1998) analisaram 
filogeneticamente sequências do gene mitocondrial citocromo b 
de 15 gêneros de roedores e marsupiais para testar hipóteses sobre 
a diversificação de espécies na Amazônia. Uma das hipóteses tes-
tadas foi a de “barreiras fluviais”, proposta por Wallace em 1852, 
que explica a diversidade de espécies por eventos de vicariância 
causados pela formação dos rios da Bacia Amazônica, que teriam 
produzido as especiações. As filogenias de quatro pequenos roe-
dores, construídas usando amostras de localidades ao longo e nas 
duas margens do Rio Juruá, são incompatíveis com essa hipótese, 
pois a maior diferenciação observada foi entre localidades de 
um mesmo lado do rio. Curiosamente, as filogenias das quatro 
espécies mostram uma divisão no mesmo local geográfico, que 
coincide com uma formação geológica conhecida como Arco 
Iquitos (ou Jutaí). Assim, é possível que a atividade tectônica 
tenha sido, direta ou indiretamente, responsável pela divergência 
das linhagens nas quatro espécies. O estudo também apoiou um 
cenário de diversificação mais antiga (Plioceno ou até Mioceno 
tardio) que tradicionalmente evocado (Pleistoceno tardio ou mais 
recente, da Silva e Patton, 1998).

Apesar dos exemplos apresentados acima, nem sempre os 
métodos filogenéticos conseguem detectar padrões filogeográfi-
cos. Isso acontece porque esses métodos foram desenvolvidos 
para o estudo das relações evolutivas entre espécies ou grupos 
supra-específicos e, por isso, têm dificuldades no nível intra-
específico. Por exemplo, eles necessitam de um grande número 
de caracteres variáveis para conseguir determinar as relações filo-
genéticas e, em análises populacionais, os indivíduos apresentam 
muita similaridade em suas sequências. Outro problema é que os 
métodos filogenéticos representam a história evolutiva por meio 
de bifurcações, mas no nível populacional, um mesmo haplótipo 
pode originar vários outros (multifurcações). Nesse nível, também 
são mais frequentes as homoplasias e introgressões, que não são 
bem resolvidas em árvores filogenéticas. Por fim, os métodos 
filogenéticos não foram criados para lidar com situações em que 
ancestrais estão incluídos na amostra, mas em análises popula-
cionais haplótipos ancestrais normalmente estão presentes (na 
verdade, espera-se que o haplótipo mais comum seja o ancestral 
de todos da população). As duas últimas limitações das árvores 
filogenéticas podem ser contornadas usando redes de haplótipos, 
que são uma representação gráfica mais conveniente e adequada 
da evolução no nível intra-específico (Posada e Crandall, 2001). 
Mas a observação direta de uma rede de haplótipos também pode 
ser insuficiente para revelar um padrão filogeográfico, porque 
populações em regiões distintas podem diferir quantitativamente, 
mas não qualitativamente (veja explicação na próxima seção).

21.1.3. Polimorfismo ancestral e separação das linhagens
Se acompanharmos a história das linhagens de uma po-

pulação inicialmente panmítica a partir de um instante no qual 
ocorre subdivisão populacional, veremos que as linhagens pre-
sentes na população original se dividirão nas populações filhas 
(Figura 21.1). Em um primeiro momento, as populações filhas 
serão parafiléticas, porque alguns dos indivíduos presentes nelas 
serão mais próximos geneticamente aos da outra população do 
que dos da própria população. Com a extinção de algumas das 
linhagens ancestrais, as populações filhas passarão por estágios 
de parafiletismo até se tornarem, eventualmente, monofiléticas 
(quando os indivíduos de cada população compartilharem um 
ancestral mais recente do que o ancestral que compartilham com 
a outra população) (Tajima, 1983). Esse processo é chamado de 
separação das linhagens (“lineage sorting”, em inglês) e termina 
quando as populações passam a ser monofiléticas entre si (sepa-
ração completa das linhagens) (Avise, 2000).

O tempo requerido para que populações recém isoladas 
atinjam o monofiletismo recíproco é, em média, 4Ne gerações (2Ne 
gerações para marcadores mitocondriais; Neigel e Avise, 1986, 
Avise, 2000). Durante esse tempo, as populações não serão mo-
nofiléticas devido ao compartilhamento de polimorfismos ances-
trais. Por isso, métodos filogenéticos não são capazes de detectar 
padrões filogeográficos, nem estruturação genética. Enquanto a 

Figura 21.1. Processo de separação das linhagens (“lineage 
sorting”) devido ao surgimento de uma barreira ao fluxo gênico 
em uma população originalmente panmítica. À medida que o 
tempo passa, as populações filhas (1 e 2) passam por estágios de 
parafiletismo (em T = 1 e 2), até se tornarem monofiléticas (T = 
3), por causa da extinção de algumas linhagens. A separação das 
linhagens está completa quando as populações atingem o mono-
filetismo recíproco (modificado de Avise 2000).
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separação das linhagens for incompleta, não haverá diferenças 
qualitativas entre as populações, embora diferenças quantitativas 
possam ser percebidas. Populações atualmente isoladas podem 
compartilhar haplótipos, mas diferir em suas frequências.

De acordo com o grau de separação genético e geográfi-
co das linhagens, Avise et al. (1987) definiram cinco categorias 
filogeográficas, que integram um contínuo desde uma separação 
antiga, em que o monofiletismo recíproco claramente demonstra 
fragmentação alopátrica entre populações (categoria 1), até um 
sinal fraco de estruturação causado pela separação recente ou pela 
existência de fluxo gênico atual entre as populações (categorias 
4 e 5, Figura 21.2).

Nas duas primeiras categorias filogeográficas, métodos 
filogenéticos tradicionais podem ser empregados para a construção 
de árvores de genes nas quais os indivíduos são posicionados nas 

UTOs. Nesses casos de separação mais antiga, aconteceu sepa-
ração completa das linhagens no período entre as ramificações e, 
portanto, as árvores de genes (que mostram a separação das linha-
gens) e de populações (que refletem a separação das populações) 
são frequentemente iguais. Nas outras categorias, a probabilidade 
de que as linhagens não tenham se separado entre as ramificações 
é grande, porque o intervalo entre esses eventos é curto, o que leva 
a uma diferença entre a árvore de genes e de populações (Wake-
ley e Hey, 1997, Edwards e Beerli, 2000—veja próxima seção). 
Nesses casos, os métodos filogenéticos não conseguem recuperar 
a separação das populações, porque não há sinal filogenético, 
devido à ausência de diferenças fixadas ou ao pequeno número de 
caracteres variáveis. Ao longo deste capítulo, serão apresentados 
métodos filogeográficos adequados para o estudo de populações 
com todos os graus de divergência possíveis.

 

Figura 21.2. Categorias filogeográficas propostas por Avise et al. (1987), de acordo com o grau de divergência genética dos hapló-
tipos e seus padrões de distribuição geográfica.
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21.1.4. Abordagem genealógica e árvores de genes
Como grande parte dos estudos filogeográficos se encontra 

na interface da evolução dentro/entre espécies, é preciso utilizar 
uma abordagem alternativa aos métodos filogenéticos que seja 
adequada ao nível de divergência encontrado. O estudo da história 
evolutiva das populações deve adotar uma abordagem genealó-
gica, na qual as linhagens da espécie estudada são reconstruídas. 
Mas a abordagem filogenética e a genealógica não diferem apenas 
por uma questão de escala de tempo: elas também retratam fe-
nômenos diferentes. Ramificações em uma árvore de populações 
marcam eventos de fragmentação, enquanto as bifurcações nas 
árvores de genes correspondem a eventos de replicação (Avise, 
1989, Maddison, 1997). 

Como consequência dessa distinção, a separação das linha-
gens nas populações pode ou não corresponder temporalmente à 
divergência entre populações. No nível intra-específico, algumas 
separações de linhagens genealógicas acontecem antes e outras 
após a separação das populações (Figura 21.3, veja também o 
Capítulo 20). Assim, as árvores de genes não correspondem per-
feitamente às árvores de populações. A discordância entre as duas 
pode ser provocada por separação incompleta das linhagens, por 
extinção, por hibridação ou outros fatores (Avise, 1989, Maddison, 
1997). Em relação à separação incompleta das linhagens, quanto 
menor o intervalo entre os eventos de separação populacional, 
maior é a probabilidade de retenção de polimorfismos ancestrais 
entre as populações (Wakeley e Hey, 1997, Maddison, 1997). 
Além disso, como comentado antes, o processo de separação 
das linhagens é afetado pela demografia: quanto maior a popula-
ção, maior o número de linhagens e maior a probabilidade de as 
populações compartilharem polimorfismos ancestrais, causando 
discordância entre a árvore de genes e a de populações (Maddison, 
1997). Nesse caso, uma amostragem maior pode ser necessária 
para obter uma representação precisa da genealogia da espécie 
(Avise, 2000).

A perda das linhagens durante o processo de separação 
resulta da diferença nos tamanhos de prole entre as fêmeas, porque 
algumas não se reproduzem u geram apenas filhos machos, que não 
passam o DNA mitocondrial para as gerações seguintes. Ou seja, 
a separação das linhagens ocasionada pela extinção de algumas 
delas é um fenômeno probabilístico. A genealogia obtida depende 
de quais linhagens persistiram e, por isso, diferentes amostras e 
diferentes marcadores podem resultar em árvores genealógicas 
diferentes (Figura 21.4; Avise, 1989; Maddison, 1997). Ou seja, 
uma genealogia construída a partir de um loco gênico é um re-

trato isolado do passado, sujeito à estocasticidade do processo de 
separação das linhagens. A única forma de reduzir essa variância 
na reconstrução do passado da espécie é ampliar a amostragem de 
locos, porque cada um funciona como uma réplica independente 
do processo de coalescência (Edwards e Beerli, 2000; Arbogast et 
al., 2002). Naturalmente, isso implica na análise de locos nucleares, 
pois o DNA mitocondrial não apresenta recombinação e, portanto, 
evolui conjuntamente como um único loco, mesmo quando são 
analisados vários genes mitocondriais diferentes.

Quando muito tempo se passou desde a divisão da popu-
lação original, como em estudos entre espécies diferentes, a sepa-
ração das linhagens para a maioria dos marcadores será completa 
e as árvores de genes serão equivalentes às árvores de espécies 
(Wakeley e Hey, 1997; Avise, 2004). Nesses casos, métodos 
filogenéticos são adequados. Devido à disparidade entre árvores 
de genes e de populações, análises filogeográficas baseadas em 
vários locos geram resultados mais confiáveis. Nos últimos anos, 
o campo da filogeografia tem mostrado uma tendência de uso de 
mais de um loco, acompanhada do desenvolvimento de métodos 
de análise multilocos. Também tem havido um esforço de desen-
volvimento de análises que consideram as diversas genealogias 
possíveis e usam critérios para escolher as mais prováveis.

21.2. Filogeografia Estatística

Quando espécies que estão nas categorias filogeográficas 
3, 4 e 5 são estudadas, deve-se optar por métodos de filogeografia 
estatística, que se dividem em dois grupos. O primeiro correspon-
de à Análise de Clados Hierarquizados (Nested Clade Analysis, 
NCA; ou Nested Clade Phylogeographic Analysis, NCPA—Tem-
pleton et al., 1995; Templeton, 1998). Embora alguns autores não 
considerem a NCA como um método de filogeografia estatística 
(Knowles e Maddison, 2002, por exemplo), incluí-la nesse grupo 
de métodos é conveniente, porque a NCA foi o primeiro método 
filogeográfico a empregar testes estatísticos, ao contrário do méto-
do filogeográfico proposto inicial por Avise et al. (1987). Convém 
lembrar que até o surgimento da NCA, a análise filogeográfica 
era feita a partir da simples sobreposição de árvores ou redes de 
haplótipos sobre mapas e pela procura de padrões entre a filogenia 
e a geografia, que eram explicados por hipóteses ad hoc. Ou seja, 
era um método indutivista.

A NCA testa estatisticamente a associação entre a distri-
buição dos haplótipos em uma rede e suas distribuições geográ-

Figura 21.3. Distinção entre árvore de populações (desenhada 
com linha grossa) e árvore de genes (linha fina). A árvore de 
genes retrata eventos de replicação, enquanto a árvore de popu-
lações corresponde à interrupção do fluxo gênico (surgimento de 
populações diferenciadas). Por isso, pode haver separações de 
linhagens da árvore de genes anteriores e posteriores à separação 
das populações (linha tracejada) (modificado de Avise 2000).

Figura 21.4. Discordância entre dois marcadores. Diferenças 
no processo de separação das linhagens de dois genes levam à 
reconstrução de diferentes árvores a partir dos mesmos indivíduos 
amostrados. A árvore do gene B não corresponde à árvore de 
populações (modificado de Bradley 2008).
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ficas. Em primeiro lugar, é construída uma rede de haplótipos 
com o emprego do critério de máxima parcimônia (veja Capítulo 
12), e aqueles que diferem por apenas um passo mutacional são 
agrupados em clados, que por sua vez são agrupados, um nível 
acima, com outros clados aos quais se ligam por apenas um passo 
mutacional etc., até que todos os clados sejam reunidos. Esse ar-
ranjo hierarquizado introduz um eixo temporal à análise, no qual 
clados de nível mais alto são mais antigos e os haplótipos (clados 
de nível zero) são a camada mais recente. Nos clados em que é 
encontrada associação significativa entre a distribuição genética 
e a geográfica, usam-se previsões baseadas na teoria da genética 
de populações e na teoria da coalescência para inferir as possí-
veis causas dos padrões encontrados. As inferências, feitas com 
auxílio de uma chave dicotômica, dividem-se em fragmentação 
alopátrica, aumento da distribuição e isolamento por distância 
(Templeton, 1998, 2001).

A grande vantagem dessa análise é que ela consegue sepa-
rar o componente histórico (fragmentação alopátrica e aumento 
da distribuição) do atual (restrições ao fluxo gênico no presente). 
Outro ponto positivo é que a NCA é capaz de detectar inadequa-
ções do tamanho amostral, quando a análise é incapaz de produzir 
resultados conclusivos. Essas imperfeições da amostragem podem 
então ser corrigidas. Por fim, a NCA não requer hipóteses a priori 
(Templeton, 1998, 2001). Por isso mesmo, ela não pode ser con-
siderada como um método completamente hipotético-dedutivista, 
já que as inferências não são testadas especificamente. O que a 
NCA testa é a hipótese nula de não associação entre a distribuição 
geográfica dos haplótipos e suas posições na rede. As inferências 
feitas não podem ser aceitas como hipóteses testadas. Assim, a 
NCA é uma análise exploratória e suas inferências devem ser 
testadas especificamente a posteriori.

Alternativamente à NCA, existem métodos baseados em 
modelos, que dependem de hipóteses a priori sobre o passado 
demográfico e evolutivo de uma espécie, assim como de eventos 
biogeográficos que podem tê-los influenciado. Esses métodos 
usam estratégias Bayesianas ou de máxima-verossimilhança para 
verificar a probabilidade de ocorrência de cada modelo alternativo 
de acordo com os dados observados—que serão apresentados 
mais adiante.

21.2.1. A Análise de Clados Hierarquizados (NCA)
O primeiro passo da NCA é a construção de uma rede de 

haplótipos a partir do método de 95% de parcimônia de Temple-
ton et al. (1992), usando o programa TCS (Clement et al., 2000). 
Nesse método, a rede é construída respeitando a probabilidade 
cumulativa (≥95%) de que todas as diferenças entre cada duas 
sequências sejam produto de substituições únicas (estado par-
cimonioso). Essa precaução é necessária porque, quando dois 
haplótipos são muito divergentes, aumenta a probabilidade de que 
eles compartilhem nucleotídeos não por ancestralidade comum, 
mas por convergências e paralalelismos. Assim, quando haplóti-
pos muito diferentes são analisados, a probabilidade de que cada 
substituição nucleotídica entre dois haplótipos seja o resultado de 
um evento mutacional único diminui. Na abordagem de Templeton 
et al. (1992), quando existe uma probabilidade maior que 5% de 
que cada evento mutacional não seja único, a rede de haplótipos é 
rompida e os haplótipos muito divergentes são colocados fora dela.

Nem sempre as redes de haplótipos são únicas: algumas 
vezes existem redes alternativas, com o mesmo número de passos. 
Dizemos, então, que existe uma ambiguidade, que é representada 
em uma rede de consenso em que aparecem todas as conexões 
igualmente parcimoniosas. Essas ambiguidades na rede podem 
ser resolvidas de acordo com as regras descritas em Crandall e 
Templeton (1993). Basicamente, são usados três critérios: frequên-

cia, topologia e geografia. O critério de frequência corresponde à 
expectativa de que haplótipos mais frequentes sejam mais antigos 
e, portanto, teriam tido mais tempo para evoluir e dar origem a 
outros haplótipos, do que haplótipos pouco frequentes (e recentes). 
Assim, quando há incerteza sobre a conexão de um haplótipo com 
outros dois, pode-se resolver essa ambiguidade assumindo que o 
haplótipo em questão deve ter surgido a partir do mais frequente 
(ou seja, mais antigo), dentre as opções mostradas na rede. O 
critério da topologia é parecido, pois assume que haplótipos mais 
antigos tendem a ser mais internos na rede, pois teriam tido mais 
tempo para sofrer mutações que teriam gerado outros haplótipos. 
De fato, frequentemente se atribui a conformação em forma de 
estrela a um evento de expansão no qual vários haplótipos teriam 
surgido a partir do haplótipo central, ancestral (Slatkin e Hudson, 
1991). Essa observação também auxilia na resolução das ambi-
guidades, pois se espera que o haplótipo sobre o qual há dúvida se 
ligue ao haplótipo mais interno na rede, dentre os possíveis. Por 
fim, o critério da geografia prevê que haplótipos geneticamente 
próximos provavelmente se localizam em uma mesma área geo-
gráfica, em vez de estarem em áreas distantes.

Se não for simples resolver as ambiguidades da rede se-
guindo as regras explicadas acima, aconselha-se fazer a análise 
de cada rede alternativa independentemente (Templeton et al., 
1995; Pfenninger e Posada, 2002; Brisson et al., 2005). Algumas 
vezes, as ambiguidades não afetam o esquema de hierarquização 
dos clados e, portanto, não interferem na análise.

É possível usar outros algoritmos para a construção da 
rede de haplótipos. Por exemplo, Cassens et al. (2005) testaram 
quatro métodos com dados de sequência (parcimônia estatística 
– programa TCS; distâncias mínimas – programa Arlequin; e 
agrupamento médio – programa Network) e concluíram que o 
método de união de redes de parcimônia, por eles desenvolvido, 
pode funcionar melhor em alguns casos. Dessa forma, pode ser 
interessante explorar outros programas de construção de redes 
a fim de verificar diferenças entre as redes obtidas com outros 
métodos, e escolher a mais adequada.

Para prosseguir com a NCA, o desenho dos clados é tra-
çado (manualmente) sobre a rede obtida. Os clados são sequen-
cialmente hierarquizados desde o nível dos haplótipos (nível 0) 
até o nível mais alto, cada clado separado por uma substituição 
(Templeton, 1998, 2001). Os clados são nomeados usando a no-
tação x-y, na qual x denota o nível do clado e y, sua identidade.

A associação geográfica dos clados hierarquizados é testa-
da estatisticamente com o programa GeoDis (Posada et al., 2000). 
Esse programa calcula a distância entre as localidades de coleta 
a partir de suas coordenadas geográficas. Alternativamente, uma 
matriz par-a-par das distâncias geográficas entre os centros das 
localidades de coleta pode ser usada, em vez das coordenadas 
geográficas, no caso de espécies distribuídas ao longo de um 
ambiente unidimensional (costeiras ou fluviais, por exemplo), ou 
quando há barreiras conhecidas para a dispersão dos indivíduos.

O teste da existência de associação entre a distribuição 
geográfica e genética dos clados é feito usando duas estatísticas: 
a distância do clado (Dc) e a distância do clado hierarquizado (Dn). 
Dc mede o alcance geográfico do clado (ou haplótipo) e Dn mede 
como um clado está geograficamente distribuído em relação a 
outros clados no mesmo nível hierárquico. Essas estatísticas são 
calculadas apenas para os clados que contêm variação genética e 
geográfica. O cálculo do Dc e do Dn emprega as distâncias geo-
gráficas (fornecidas em uma matriz ou calculadas pelo programa 
a partir das coordenadas geográficas, usando a fórmula para dis-
tâncias sobre um grande círculo) e as frequências dos haplótipos 
em cada localidade. As fórmulas estão explicadas em Templeton 
et al. (1995) e descritas detalhadamente em Posada et al. (2006). 
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Na NCA, também é usado o contraste entre clados internos e 
externos, que fornece informação sobre processos históricos. 
Assim, também são calculados Dc e Dn do contraste interior/ponta.

A significância estatística de cada valor de Dc e Dn é testada 
pelo método de Monte Carlo, por aleatorizações. A tabela de dados 
para cada clado e nível hierárquico é aleatorizada, mantendo-se as 
frequências dos haplótipos e tamanhos amostrais, de maneira que 
Dc e Dn são recalculados após cada aleatorização, a fim de construir 
suas distribuições nulas. Para um nível de significância de 0,05, 
devem ser usadas 1000 aleatorizações (Posada et al., 2000, 2006).

Uma das críticas à NCA baseia-se na observação de um ex-
cesso de resultados significativos (falsos positivos) de até 70% em 
avaliações do método usando dados simulados de populações pan-
míticas (Knowles e Maddison, 2002; Panchal e Beaumont, 2007; 
Knowles, 2008). Esses estudos relatam um número excessivo de 
inferências de restrição ao fluxo gênico por isolamento por distân-
cia e de expansão da distribuição. Templeton (2008) defende que 
os falsos positivos observados podem ser minimizados com uma 
correção para testes múltiplos, como a de Bonferroni, Bonferroni 
sequencial (Rice, 1989) ou correção por permutação de Westfall e 
Young (1993). Assim, usando a correção de Bonferroni simples, 
os valores de P dos clados significativos devem ser multiplicados 
pelo número de testes realizados, que é igual ao número de clados 
analisados pelo GeoDis. Os novos valores de P são comparados 
com o nível de significância de 0,05 e aceitos se forem inferiores 
a ele. A correção sequencial de Bonferroni é um pouco menos 
rigorosa na detecção de falsos positivos, mas tem menor efeito 
no poder do teste (Rice, 1989; Verhoeven et al., 2004). Nela, os 
valores de P são ordenados por ordem de maior significância e 
cada P é multiplicado pelo número de testes realizado até o mo-
mento no qual aquele valor de P foi calculado, em vez do número 
de testes total da análise (Rice, 1989). A correção de Westfall e 
Young (1993) é similar à sequencial, mas uma distribuição dos 
valores de P, obtida por reamostragem, é usada para correção dos 
valores de P observados. Uma outra abordagem promissora, que 
talvez represente o caminho a ser seguido para a NCA, é o uso 
simultâneo de locos gênicos diferentes e independentes. Espera-se 
que as associações espúrias que resultam de erros estatísticos do 
tipo I (rejeitar a hipótese nula da panmixia quando ela é verdadei-
ra) em uma análise não devem se repetir em árvores com genes 
diferentes. Assim, a análise concomitante dos resultados de NCA 
de locos diferentes permite detectar as associações falsas, para 
reter apenas aquelas concordantes nas análises.

Os resultados significativos da análise de clados hierarqui-
zados são interpretados usando a chave de inferência mais recente, 
que está disponível no sítio do programa GeoDis. A interpretação 
é feita a partir dos valores de Dc e Dn dos clados e do contraste 
interior/ponta que foram significativamente maiores ou menores 
que o esperado e da localização geográfica dos haplótipos de cada 
clado analisado. Informações sobre a biologia da espécie podem 
ser requeridas em alguns passos da chave, assim como testes 
adicionais para confirmar algumas inferências.

O programa ANeCA (Panchal, 2007) foi desenvolvido 
para automatizar a NCA e possibilitar testes do seu desempenho. 
Apesar de o ANeCA realizar todas as etapas da NCA de forma 
automática, sua utilização não é recomendada, já que a análise 
envolve diversos passos nos quais o pesquisador deve fazer es-
colhas e melhores decisões dependem da familiaridade com os 
dados e etapas da análise. Entretanto, pode ser interessante usar o 
programa posteriormente para comparar a análise “semi-manual” 
com a automática, detectando possíveis diferenças.

Um bom exemplo do uso da NCA foi o estudo filogeo-
gráfico da subespécie de mandioca selvagem Manihot esculenta 
flabellifolia, progenitora da mandioca domesticada, que ocorre 

no ecótono floresta-cerrado (Olsen, 2002). A NCA a partir de um 
gene nuclear (G3pdh) inferiu processos históricos que explicariam 
a configuração atual da variabilidade genética dessa subespécie 
no Brasil. Nos três níveis da análise, foram obtidas inferências de 
fluxo gênico restrito devido a isolamento por distância, mostran-
do que esse foi um processo recorrente no passado evolutivo da 
mandioca selvagem. Além disso, clados dos níveis mais recentes 
(1 e 2) indicaram uma fragmentação recente entre as áreas do 
extremo nordeste (norte do Tocantins) e noroeste (Acre e Rondô-
nia) da distribuição da espécie, hoje separadas por uma barreira 
vegetacional (Floresta Amazônica). Essa conexão recentemente 
rompida entre as duas áreas explicaria tanto a similaridade genéti-
ca entre elas, que é incongruente com a distribuição atual, quanto 
a maior diversidade que elas apresentam, compatível com uma 
origem mais antiga em relação às demais populações. A partir dos 
resultados da NCA, o autor propôs um cenário evolutivo no qual 
a distribuição original da mandioca selvagem se estendia entre 
essas duas áreas extremas, até ser fragmentada pela expansão da 
Floresta Amazônica sobrejacente, que teria causado o desloca-
mento de populações do meio da distribuição para áreas mais ao 
sul (Goiás e sul do Mato Grosso), possivelmente durante o último 
máximo glacial (há 18.000 anos; Olsen, 2002).

Conforme discutido anteriormente, as inferências da NCA 
devem ser tratadas como hipóteses que precisam ser testadas. 
Essas inferências dividem-se em três grupos: fragmentação 
alopátrica, expansão da distribuição e isolamento por distância. 
Cada inferência da análise deve ser testada usando métodos 
independentes da NCA. A seguir, são discutidos possíveis testes 
dessas hipóteses.

A fragmentação alopátrica inferida pela NCA pode ser 
antiga e corresponder a um evento de especiação. Templeton 
(2001) detalha um procedimento para a detecção de especiações 
usando a NCA. Um exemplo do uso da NCA com esse objetivo 
foi a investigação da situação taxonômica dos golfinhos do gê-
nero Sotalia, até então considerados uma única espécie (Sotalia 
fluviatilis), com um ecótipo fluvial e outro marinho. A NCA de 
sequências da região controle mitocondrial detectou uma frag-
mentação alopátrica antiga entre a linhagem fluvial e a marinha, 
compatível com a existência de duas espécies (Figura 21.5A). 
Essa hipótese foi testada também com métodos filogenéticos 
(Máxima-Verossimilhança, Neighbour-Joining e Parcimônia), que 
demonstraram que os animais marinhos e fluviais estão separa-
dos em grupos reciprocamente monofiléticos (Figura 21.5B). A 
partir desses resultados e de diferenças morfológicas e ecológicas 
previamente conhecidas, a conclusão foi que os golfinhos mari-
nhos e fluviais constituem espécies diferentes (S. guianensis e S. 
fluviatilis, respectivamente; Cunha et al., 2005).

Quando inferida em um nível mais recente de diferencia-
ção, a fragmentação alopátrica corresponde à diferenciação das 
populações com uma descontinuidade geograficamente abrupta 
entre elas (Figura 21.6) e pode ser verificada com testes sequen-
ciais de subdivisão populacional.

A análise preferencialmente utilizada para o estudo da 
estruturação populacional com dados de sequência é a Análise de 
Variância Molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992), realizada 
no programa Arlequin (Schneider et al., 2000). Esse programa 
computa as estatísticas Φ, análogas às estatísticas F (Wright, 
1978), que incorporam a informação sobre a distância molecu-
lar para separar a variância molecular em níveis hierárquicos 
e testar diferentes hipóteses de estruturação. Dessa maneira, a 
fragmentação indicada pela NCA pode ser testada como cenário 
de estruturação. Embora a AMOVA tenha maior sensibilidade 
para detectar diferenciação populacional recente que os métodos 
tradicionais, ela também não é capaz de identificar eventos do 
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passado evolutivo da espécie e requer a atribuição a priori dos 
indivíduos às populações para o teste de estruturação genética 
(Templeton, 1998, Pearse e Crandall, 2004). Essa atribuição 
normalmente é feita por localidade de coleta e frequentemente é 
baseada em critérios logísticos, mais do que hipóteses a priori de 
diferenciação, de modo que os agrupamentos acabam sendo defi-
nidos a posteriori a partir das suas significâncias. Se é feita uma 
análise de NCA inicial, os agrupamentos detectados podem ser 
testados como hipótese a priori na análise de variância molecular.

Uma análise relacionada é a SAMOVA, ou Análise 
Espacial de Variância Molecular, realizada pelo programa de 
mesmo nome (Dupanloup et al., 2002). O programa encontra o 
melhor cenário de estruturação dentre os possíveis considerando 
agrupamentos das localidades de coleta adjacentes. Isso é feito por 
uma AMOVA de todas as combinações de k populações (grupos de 
localidades), sendo que o usuário estipula o número de populações 

a ser testado em cada análise e o programa informa a combinação 
com maior índice de fixação significativo. O SAMOVA usa as 
coordenadas geográficas das localidades para determinar quais são 
adjacentes e estabelecer os grupos possíveis. Como na AMOVA, a 
significância dos índices de fixação é testada pela permutação dos 
haplótipos, indivíduos ou populações entre indivíduos, populações 
ou grupos de populações. Após cada permutação, os índices são 
recalculados para obtenção de suas distribuições nulas e pelo 
menos 1000 permutações devem ser usadas para um nível de 
significância de 0,05. Subsequentemente à AMOVA ou SAMOVA 
a partir de sequências mitocondriais, o cenário de estruturação 
pode ser reavaliado usando outros marcadores e métodos (como, 
por exemplo, microssatélites e métodos de agrupamento). Apesar 
da abordagem SAMOVA ter a vantagem de comparar todos os 
agrupamentos possíveis de populações, seu resultado continua 
sendo uma hipótese ad hoc de estruturação. A associação com 
os resultados da NCA permite uma inferência mais robusta 
da estruturação populacional, por representarem abordagens 
radicalmente diferentes, apesar de usarem os mesmos dados.

Outra inferência possível da NCA é a expansão da 
distribuição, que pode corresponder a um aumento da distribuição 
ou a um aumento populacional. Essas duas hipóteses podem ser 
testadas usando uma Análise da Distribuição das Diferenças 
(“Mismatch Distribution Analysis”, Rogers e Harpending, 
1992), que pode ser feita no programa Arlequin. O princípio 
dessa análise é o fato de que populações que experimentam 
crescimento populacional súbito apresentam uma distribuição 
unimodal do número de diferenças entre pares de sequências, 
enquanto populações estáveis mostram distribuições multimodais. 
O Arlequin compara a distribuição observada com a esperada 
sob a hipótese nula de crescimento populacional e verifica se 
as duas são estatisticamente diferentes a partir da comparação 
da soma dos quadrados dos desvios. Se a diferença não for 
significativa, os dados são compatíveis com um cenário de 
expansão demográfica. Mais recentemente, Ray et al. (2003) 
demonstraram que a expansão geográfica também pode causar 
uma distribuição unimodal, de modo que o programa Arlequin 
passou a testar as duas hipóteses (de aumento demográfico ou 
da distribuição geográfica). As duas hipóteses são interessantes 
para testar a inferência de expansão feita inicialmente pela NCA.

A expansão populacional também pode ser verificada por 
testes de neutralidade que, como o nome indica, foram criados 
para testar a neutralidade dos marcadores, mas funcionam bem 
na detecção de sinais de expansão populacional. Os mais usados 
são os que usam os índices FS (Fu, 1997) e o D (Tajima, 1989), 
ambos executáveis pelo Arlequin. Além desses, outros índices 
usados em testes de crescimento populacional são o F* e o D* 
(Fu e Li, 1993), calculados no programa DnaSP (Rozas et al., 
2003). Os programas também obtêm a significância dos índices 
por aleatorizações, sendo que valores significativos mostram 

Figura 21.5. A. Rede de haplótipos da região controle de Sotalia 
guianensis (haplótipos A a O) e S. fluviatilis (haplótipos AM), 
com o desenho de clados hierarquizados. Ovais representam 
intermediários faltantes. Clados significativos (P < 0,05) estão 
marcados com um asterisco. Os códigos das localidades de coleta 
estão entre parênteses. O nível hierárquico está denotado como 1-x 
para o primeiro nível, 2-x para o segundo etc., onde x identifica 
o clado. B. Árvore de Neighbour-Joining (NJ) (distância p) entre 
os haplótipos da região controle de S. guianensis e S. fluviatilis. 
Máxima-Verossimilhança (ML) e Parcimônia (P) recuperaram a 
mesma topologia. Os valores de bootstrap (NJ/ML/P) maiores que 
50% são mostrados. Sinapomorfias hipotéticas dos haplótipos da 
região controle e do citocromo b dos grupos marinho e fluvial são 
indicadas pelos traços verticais. O traço mais grosso representa 
dez sinapomorfias.

Figura 21.6. Diferenciação entre estruturação causada por isola-
mento por distância e por uma descontinuidade abrupta, como a 
causada por fragmentação alopátrica. As distâncias geográficas 
são calculadas a partir de um ponto em um dos extremos da 
distribuição.
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evidência de expansão. Para o FS, o nível de significância deve 
ser de 0,02 e valores negativos significativos são indício de 
crescimento populacional (Fu, 1997).

A última inferência que pode resultar da análise pela NCA 
é a de isolamento por distância, que sugere que as populações 
estão estruturadas de acordo com esse modelo, no qual o fluxo 
gênico entre as populações diminui com o aumento da distância 
geográfica. Essa hipótese pode ser verificada com um teste 
de Mantel. Como a divergência genética entre as populações 
pode aumentar com a distância geográfica, mesmo quando elas 
não estão estruturadas, é interessante poder testar a hipótese 
de isolamento por distância apenas quando há um indício 
independente de sua ocorrência, como quando a NCA faz essa 
inferência. No teste de Mantel, é verificada a correlação entre duas 
matrizes: de distância genética e geográfica entre as populações. 
As matrizes são aleatorizadas e é calculada a correlação entre elas 
a cada aleatorização. Se menos de 5% das correlações aleatórias 
forem maiores que a observada, existe evidência de isolamento por 
distância. O teste de Mantel pode ser feito em vários programas, 
dentre eles o Arlequin, o FSTAT (Goudet et al., 1995) e o SPAGeDi 
(Hardy e Vekemans, 2002).

A NCA tem sofrido críticas desde que surgiu, no fim dos 
anos 90. Algumas deficiências da análise foram apontadas durante 
esse intervalo e ela passou por pequenas modificações, dentre as 
quais a inclusão de alguns testes suplementares (Templeton, 2001, 
2004, 2008). As principais críticas à NCA são: a ocorrência de 
falsos positivos quando conjuntos de dados simulados são testa-
dos (Knowles e Maddison, 2002; Panchal e Beaumont, 2007), 
o fato de se basear em uma determinada rede de haplótipos (em 
vez de considerar todas as genealogias possíveis) de um único 
marcador (Wakeley, 2003; Knowles e Maddison, 2002) e sua 
relativa subjetividade (Knowles e Maddison, 2002). Templeton 
(2004, 2008) tem discutido as críticas, usando-as para refinar a 
análise ou rebatendo-as. Apesar de haver opositores da NCA, 
ela é o método filogeográfico mais popular atualmente: 700 
artigos citaram o artigo de Posada et al. (2000) em que é feita a 
descrição do programa GeoDis, o que sugere que grande parte 
desses usaram a análise (dados obtidos no Web of Knowledge, 
em novembro de 2010).

O problema dos falsos positivos e uma possível solução 
para ele já foram comentados acima. Knowles e Maddison (2002) 
e Panchal e Beaumont (2007) relataram um excesso de resulta-
dos significativos levando a falsas inferências de isolamento por 
distância e fragmentação alopátrica. Templeton (2008) frisa que 
esses estudos se basearam em dados simulados, que não retrataram 
situações reais ou violaram limites previamente reconhecidos 
da análise ou seus pressupostos. Em uma avaliação feita a partir 
de conjuntos de dados reais com 150 expectativas a priori de 
fragmentação alopátrica e de expansão geográfica, a NCA teve 
um bom desempenho (Templeton, 2004). Porém, ainda não está 
descartada a possibilidade de que a NCA gere algum excesso de 
inferências de expansão da distribuição falsas: algumas das infe-
rências de expansão obtidas nesse estudo podem ser verdadeiras, 
mas não esperadas, o que teria inflado artificialmente a taxa de 
falsas inferências (Templeton, 2004, 2008). Além de sugerir que 
uma correção para testes múltiplos seja aplicada, Templeton 
(2008) propõe duas formas de testar se inferências de isolamento 
por distância e expansão da distribuição são falsas, pela verificação 
de padrões de agrupamento temporal dessas inferências a partir 
de um conjunto de dados. Esses testes baseiam-se na previsão de 
que as expansões, sendo eventos localizados no tempo, devem 
agrupar-se temporalmente em um ou poucos momentos, enquanto 
o isolamento por distância não deve se restringir a alguns mo-
mentos, pois não é um evento discreto. Se as inferências forem 

falsas, ambas devem apresentar o mesmo padrão de distribuição 
uniforme ao longo do tempo.

O fato de ser uma análise baseada em um único loco é uma 
deficiência da NCA—compartilhada por todas as análises feitas 
a partir de um único marcador— que deixa de ser um problema 
importante se a NCA for reconhecida como exploratória, porque 
suas inferências podem ser posteriormente avaliadas usando ou-
tros marcadores. Quando é feita a NCA de diferentes marcadores, 
devemos aceitar apenas as inferências em comum entre eles, como 
uma forma de “validação cruzada” (Templeton, 2002, 2008).

Por fim, devido às várias etapas manuais, alguma subjetivi-
dade é introduzida na análise de NCA, o que não é algo tão grave, 
se considerarmos que os métodos alternativos a ela requerem hipó-
teses a priori, o que certamente introduz subjetividade na análise. 
Afinal, definir populações a priori com base em suas localidades 
de coleta, o que é feito rotineiramente nessas análises, também é 
subjetivo. Além disso, Panchal e Beaumont (2007) compararam 
as respostas de diversos pesquisadores a um questionário sobre 
como eles realizam a NCA e encontraram pouca variação nas 
respostas, o que sugere que a aparente subjetividade, na verdade, 
tem pouco impacto na análise.

Os oponentes da análise de NCA têm recrudescido seus 
ataques a partir das simulações usando o programa ANeCA, 
chegando a propor que a análise seja abandonada (Petit, 2008; 
Beaumont e Panchal, 2008; Knowles, 2008), enquanto outros 
a defendem (Pearse e Crandall, 2004; Templeton, 2004, 2008). 
Esses ataques podem ter sido responsáveis por uma diminuição 
no número de artigos publicados usando NCA a partir de 2008, 
após uma grande aceleração desde a sua criação (Figura 21.7).

Garrick et al. (2008) ponderam que, apesar de suas 
limitações, a NCA oferece uma série de vantagens, que mais 
que justificam seu uso como análise exploratória. Segundo eles, 
descartar a NCA seria como “jogar fora o bebê junto com a água 
da banheira”. Afinal, trata-se da única análise filogeográfica que 
considera simultaneamente vários processos evolutivos históricos 
e contemporâneos, que podem ter acontecido em locais diferen-
tes da distribuição de uma espécie ao mesmo tempo ou em um 
mesmo local em tempos diferentes. Além disso, há um esforço 
contínuo de aperfeiçoamento da análise que merece ser acompa-
nhado de mais avaliações de seu desempenho (Templeton, 2004, 
2008; Garrick et al., 2008). Por fim, vale lembrar que, se a NCA 
for aplicada como uma análise exploratória e se suas inferências 
forem especificamente testadas, a maioria das críticas deixa de ser 
aplicável. Nós acreditamos que, de fato, apesar dos avisos iniciais 
do autor da abordagem sobre suas limitações (Templeton, 2002), 

Figura 21.7. Evolução no uso da análise de clados hierarquizados 
(NCA) desde a publicação do programa GeoDis (pesquisa feita 
de artigos até novembro de 2010).
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ela foi aplicada indiscriminadamente e muitos artigos usaram seus 
resultados de maneira pouco crítica. Possivelmente, muitas das 
análises publicadas, particularmente em que são relatados eventos 
de expansão de distribuição e isolamento por distância (Panchal e 
Beaumont, 2007), estão incorretas, o que é obviamente um resul-
tado indesejável para o uso de um programa. Esse fato deve-se, 
em grande parte, à falta de atenção para os pressupostos de cada 
abordagem por parte dos pesquisadores, especialmente quando 
métodos novos se tornam disponíveis sem que eles tenham sido 
testados adequadamente. Apesar dos inúmeros avisos da limitação 
da abordagem quando é usado apenas um loco, mais de 95% de 
todos os trabalhos publicados com NCA fizeram exatamente isso. 
Curiosamente, esse contrassenso não parece ter ocorrido por im-
possibilidade de produzir dados de sequência de locos diferentes, 
mas principalmente porque não foram publicados programas de 
computador que permitam esse tipo de análise. É provável que 
esse quadro mude consideravelmente quando a metodologia de 
NCA multilocos automática se torne disponível. De qualquer 
forma, mesmo para análises de um loco e levando-se em conta as 
limitações de seus pressupostos, a abordagem de NCA pode ser 
extremamente útil como geradora de hipóteses a serem testadas 
com outros métodos independentes, e seu caráter subjetivo pode 
ser, de fato, um ponto positivo nessa análise exploratória dos 
resultados.

21.2.2. Outros métodos de filogeografia estatística
Um outro método filogeográfico estatístico baseia-se na 

modelagem de cenários populacionais alternativos a partir da 
teoria da coalescência e na comparação dos padrões esperados 
produzidos por esses modelos com os observados. Esse método 
precisa de hipóteses a priori e se apóia em outros métodos para 
obter parâmetros para a construção dos modelos alternativos (veja 
seção “Modelagem de cenários evolutivos alternativos”, abaixo).

Vários métodos estimam parâmetros populacionais in-
teressantes para análises filogeográficas. A maioria deles usa 
uma abordagem de Máxima-Verossimilhança ou Bayesiana para 
verificar a probabilidade de observação dos dados de acordo 
com o(s) modelo(s) escolhido(s). A partir das genealogias mais 
prováveis, são estimados parâmetros como tamanho populacional 
efetivo, taxas de migração assimétricas e tempo de divergência 
entre as populações, e também pode ser investigada a ocorrência 
de crescimento ou declínio demográfico. Esses métodos utilizam 
dados de sequência ou de frequência (principalmente de microssa-
télites), de um ou mais marcadores, sendo que alguns programas 
aceitam dados de mais de um tipo de marcador ao mesmo tempo. 
Os princípios nos quais esses métodos se baseiam e descrições 
de alguns métodos filogeográficos alternativos interessantes, são 
apresentados a seguir.

O principal avanço teórico que possibilitou o desenvol-
vimento da maioria desses métodos foi a teoria da coalescência, 
apresentada no Capítulo 20. O modelo de coalescência permite 
que a informação genealógica contida nas sequências ou nos 
alelos seja utilizada, ao contrário do que ocorre com os métodos 
tradicionais de genética de populações, nos quais apenas as fre-
quências são usadas. Dessa forma, os novos métodos aproveitam 
melhor a informação disponível (Emerson et al., 2001; Nielsen e 
Wakeley, 2001; Pearse e Crandall, 2004).

Uma importante previsão da teoria da coalescência é a 
relação entre o tempo de coalescência e o tamanho populacional. 
Populações pequenas coalescem em pouco tempo, porque a 
extinção por acaso de poucas linhagens ocorre mais rápido 
que a de muitas linhagens. Assim, em populações pequenas, 
o ancestral comum de todos os indivíduos está em um ponto 
mais recente do que em populações grandes, sendo que o tempo 

estimado para a coalescência de todos os indivíduos, a partir de 
sequências mitocondriais, é Ne gerações. Quanto menor o tamanho 
populacional, mais eventos de coalescência são esperados. Se a 
população estiver declinando, o número de eventos coalescentes 
recentes será grande. Já quando a população está em expansão, 
a maioria das coalescências ocorrerá no passado mais distante. 
Assim, reduções ou aumentos no tamanho populacional (número 
de linhagens) deixam sinais na genealogia, que são usados para 
inferir o passado demográfico da espécie (Emerson et al., 2001; 
Rosenberg e Nordborg, 2002; Pearse e Crandall, 2004).

Com base na teoria da coalescência, o polimorfismo das 
sequências, o número de linhagens e o tempo estimado até seu an-
cestral comum são usados para inferir parâmetros populacionais. 
Para isso, além do modelo básico de coalescência, modelos mais 
sofisticados têm sido desenvolvidos. Programas como o Migrate 
(Beerli e Felsenstein, 2001), Genetree (Bahlo e Griffiths, 2000) 
e Lamarc (Kuhner, 2006) usam modelos elaborados baseados na 
coalescência para estimar fluxo gênico, tamanho populacional e 
tempo de divergência das populações, a partir de estratégias de 
máxima verossimilhança ou Bayesianas.

Muitos dos métodos aqui apresentados baseiam-se em 
abordagens Bayesianas ou de máxima verossimilhança para 
estimativa de parâmetros populacionais.

As abordagens de verossimilhança assumem que os dados 
observados derivam de um modelo probabilístico no qual os 
parâmetros são desconhecidos. A estimativa dos parâmetros é 
feita usando vários valores possíveis (função de verossimilhança) 
e verificando qual apresenta maior verossimilhança (Máxima-
Verossimilhança, MV) de acordo com o modelo escolhido e 
os dados observados. Na análise de MV, é feita uma estimativa 
pontual correspondente ao valor do parâmetro que maximiza a 
probabilidade de ocorrência dos dados (Wade, 2000; Beaumont 
e Rannala, 2004).

Na inferência Bayesiana (IB), informações a priori podem 
ser adicionadas ao modelo para otimizar as estimativas. Em vez de 
uma estimativa pontual do parâmetro, na IB são obtidas probabili-
dades posteriores, que são definidas em função de probabilidades 
a priori (“prior probabilities”). A probabilidade a priori refere-se 
à distribuição dos valores do parâmetro antes da observação dos 
dados, e a probabilidade posterior retrata a distribuição desses 
valores após considerar os dados. As inferências são feitas a partir 
da probabilidade posterior, que é o resultado da integração do 
produto da função de verossimilhança (simulação com todos os 
valores possíveis dos parâmetros) com a probabilidade a priori. 
A própria distribuição posterior fornece uma medida da incerteza 
relacionada com a estimativa, e sua média pode ser usada como 
estimativa pontual (Wade, 2000; Beaumont e Rannala, 2004).

Nos métodos desenvolvidos recentemente, todas as gene-
alogias possíveis são consideradas, enquanto vários parâmetros 
populacionais são estimados ao mesmo tempo a partir dos dados. 
Assim, os cálculos da função de verossimilhança e da distribuição 
posterior são somas ou integrais complexas, que não podem ser 
resolvidas analiticamente e cuja aproximação geralmente é feita 
por simulação Monte Carlo de cadeias de Markov (MCMC) 
(Pritchard et al., 2000; Beerli e Felsenstein, 2001; Beaumont e 
Rannala, 2004).

As cadeias de Markov modelam processos estocásticos 
com um número finito de estados nos quais o estado futuro de-
pende apenas do estado presente do sistema e nunca do estado em 
momentos passados (Emerson et al., 2001; Beaumont e Rannala, 
2004). Elas são usadas para obter a função de verossimilhança ou 
de probabilidade posterior de diferentes genealogias (e parâme-
tros) dentre as possíveis, já que é impossível calcular todas elas 
devido à demanda computacional. A cadeia move-se pelo espaço 
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de soluções possíveis, calculando a cada passo a verossimilhança 
de uma mudança na genealogia e comparando-a com a atual. Se 
a verossimilhança (no caso da MV) ou a distribuição posterior 
(IB) da nova genealogia for maior que a atual, a cadeia aceita a 
mudança. Se for menor, o valor da razão nova:atual é compa-
rado com um valor entre 0 e 1 gerado aleatoriamente e a nova 
genealogia é descartada somente se a razão for também inferior 
a esse valor. Em seguida, a cadeia torna a avaliar outra mudança, 
e assim por diante. Dessa forma, são amostradas as genealogias 
que contribuem para estimativas melhores (mais prováveis) dos 
parâmetros.

Quando a estratégia MCMC é adotada, os primeiros está-
gios da cadeia de Markov são descartados (“burn-in”), a fim de 
gerar uma distribuição na qual os valores encontrados são menos 
influenciados pelos valores iniciais, privilegiando-se, assim, a 
busca na distribuição estacionária. Além disso, procura-se simu-
lar cadeias de Markov longas o suficiente, assim como réplicas 
(cadeias) independentes, para assegurar que o espaço de soluções 
foi eficientemente explorado (o que é avaliado pela convergên-
cia entre as iterações). As inferências são, então, feitas a partir 
dessa distribuição. Na análise Bayesiana, a distribuição obtida 
é a probabilidade posterior conjunta de um ou mais parâmetros 
(Beaumont e Rannala, 2004).

Uma estratégia alternativa à de MV ou IB com MCMC é 
o cálculo Bayesiano aproximado (ABC, “Approximate Bayesian 
Computation”, em inglês; Beaumont et al., 2002). Pelo ABC, são 
inferidos parâmetros demográficos a partir da aproximação de 
suas distribuições posteriores, sem cálculos de verossimilhança. 
Primeiro é gerado um grande número de dados usando parâmetros 
conhecidos em um determinado modelo, e para cada conjunto 
de dados são calculadas estatísticas sintéticas. Essas estatísticas 
sintéticas simuladas são comparadas com as observadas e as que 
forem mais diferentes do que o limite de tolerância escolhido são 
rejeitadas. É feita, então, uma regressão linear local dos valores 
dos parâmetros associados às estatísticas aceitas, que aproxima a 
distribuição posterior e pode ser usada para estimar os parâmetros 
de interesse. O ABC é vantajoso nos casos em que é impossível 
estimar as verossimilhanças devido à grande complexidade 
demográfica dos modelos (Beaumont et al., 2002). Usando essa 
abordagem, podem ser estimados tamanhos populacionais efetivos 
(Talmon et al., 2004) e taxas de migração recentes após eventos 
de expansão, além do tempo decorrido desde então (Hamilton 
et al., 2005).

Nesses métodos, são estimados os parâmetros θ e M, pro-
porcionais ao tamanho populacional efetivo e à taxa de migração 
de longo prazo, respectivamente. Como é impossível desvincular 
o tamanho populacional (Ne) e a taxa de migração (m) da taxa de 
mutação (µ), estima-se θ e M, sendo θ = xNeµ, e M = m/µ, onde x é 
1 para marcadores mitocondriais e 4 para nucleares (Beerli, 2004).

O pacote Lamarc reúne vários programas (Fluctuate, Mi-
grate, Coalesce e Recombine) e estima simultaneamente vários 
parâmetros populacionais a partir de genealogias usando um es-
quema de Máxima-Verossimilhança ou Bayesiano de inferência, 
ambos a partir de MCMC (Kuhner, 2006; Kuhner e Smith, 2007). 
A versão atual do Lamarc estima o tamanho populacional efetivo 
de longo-prazo e as taxas de migração assimétricas entre as po-
pulações, detecta crescimento ou declínio populacional e calcula 
a taxa de crescimento exponencial usando dados de sequência ou 
frequência, combinados ou não.

O programa Migrate, que integra o Lamarc, também existe 
em versão solo, na qual a inferência Bayesiana é implementada 
de forma diferente da do Lamarc. Esse programa estima as ta-
xas de migração assimétricas entre n populações, assim como 
seus tamanhos populacionais efetivos de longo-prazo (Beerli e 

Felsenstein, 1999, 2001). Métodos para estimar fluxo gênico, 
como o implementado no Migrate, são muito mais úteis do que 
os disponíveis anteriormente baseados no FST (veja discussão 
no início do capítulo). Além de não apresentar as limitações dos 
métodos baseados no FST, a estimativa de fluxo gênico por MV ou 
IB possui outras vantagens, como, por exemplo, a possibilidade 
de obtenção de uma estimativa da migração assimétrica entre 
duas populações, que é uma expectativa bastante realista, e o fato 
de fornecer intervalos de confiança para os parâmetros (Beerli e 
Felsenstein, 2001; Beerli, 2004).

Usando o Migrate, Roman e Palumbi (2003) estimaram o 
tamanho populacional efetivo de longo prazo das baleias jubarte, 
fin e minke (Megaptera novaeangliae, Balaenoptera physalus e 
B. acutorostrata, respectivamente) no Atlântico Norte a partir de 
sequências da região controle mitocondrial. Essas três espécies 
de baleia tiveram suas populações reduzidas devido à caça, mas 
dados sobre seus tamanhos populacionais anteriores à exploração 
não são confiáveis, porque os registros são incompletos. Por outro 
lado, é importante obter dados sobre a abundância dessas espécies, 
já que há alegações de que elas estejam atualmente próximas da 
capacidade suporte, o que justificaria a retomada da caça. Os au-
tores observaram tamanhos populacionais históricos de 240.000, 
360.000 e 265.000 para as jubartes, fin e minkes, respectivamente. 
Esses valores são dez vezes superiores aos previamente supostos 
(para as jubartes e fin) e muito maiores que os atuais (10.000, 
56.000 e 150.000). A análise mostrou também que, para que a atual 
diversidade genética fosse explicada pelos tamanhos históricos 
previamente propostos, o tempo de geração e a taxa de mutação 
precisariam ser muito maiores do que se acredita hoje (Roman 
e Palumbi, 2003).

Outro exemplo é o estudo da estruturação populacional de 
baleias-nariz-de-garrafa-do-Norte (Hyperoodon ampullatus), com 
amostras de três áreas no Atlântico Norte e utilizando marcadores 
mitocondriais e microssatélites (Dalebout et al., 2006). Os autores 
compararam as estimativas de fluxo gênico obtidas pelo método 
tradicional e pelo Migrate, que fornece a taxa de migração entre 
cada par de populações, nos dois sentidos. Além de conseguir 
estimar o fluxo gênico mesmo em uma situação onde não seria 
possível estimá-la pelo FST (pois o FST entre as populações não 
foi significativamente diferente de zero), o Migrate permitiu 
detectar uma assimetria da migração entre as populações. Esse 
foi um resultado importante, porque mostrou que a população 
do Gully (um canyon submarino a 300 Km da Nova Escócia) 
recebia em média apenas um ou nenhum migrante das outras 
populações a cada geração. Dessa forma, a população do Gully, 
que foi extensivamente caçada, requer medidas de conservação, 
pois sua extinção dificilmente será seguida de recolonização a 
partir das outras populações.

O programa Genetree (Bahlo e Griffiths, 2000) é seme-
lhante ao Migrate, mas utiliza somente dados de sequências. Ele 
também estima o fluxo gênico assimétrico entre populações e 
seus tamanhos populacionais efetivos a partir de MV e MCMC, 
produzindo resultados similares aos obtidos com o Migrate, 
aproximadamente com mesmo esforço e tempo computacional 
(Beerli e Felsenstein, 2001). Uma das principais diferenças entre 
os dois programas está na estratégia exclusivamente de MV do 
Genetree, o que pode ser limitante. Beerli (2006) concluiu que 
a IB funciona melhor em conjuntos de dados de um único loco 
ou de vários locos com baixa variabilidade e que a MV pode ser 
incapaz de atingir boas estimativas nesses casos. Além disso, o 
Migrate permite definir diferentes modelos de mutação, enquanto 
o Genetree assume o modelo de sítios infinitos. Por outro lado, o 
Genetree faz outras inferências sobre a história das populações, 
como o tempo decorrido desde o ancestral comum mais recente 
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de todos os indivíduos analisados e de cada população, em que 
local os ancestrais estavam originalmente e onde cada mutação 
surgiu (Bahlo e Griffiths, 2000).

Usando o programa IM, a partir de dados de um loco ou 
de vários locos, é possível testar se duas populações originadas 
de uma mesma população ancestral divergiram recentemente e 
trocam poucos migrantes, ou se estão separadas há muito tempo, 
mas apresentam alto fluxo gênico (Nielsen e Wakeley, 2001, 
Hey e Nielsen, 2004). Esse programa usa MCMC e MV ou IB 
para comparar os dois modelos e decidir qual é o mais provável 
e também estima o tempo desde a divergência das populações e 
seus tamanhos populacionais efetivos em relação à população 
ancestral. Uma versão mais recente (IMa) incorpora um novo 
método de inferência, mais rápido e preciso, mas não modela 
todos os parâmetros incluídos no IM (Hey e Nielsen, 2007). Esses 
dois programas não assumem que as populações estão trocando 
migrantes por um longo período de tempo (ou seja, não assumem 
que atingiram o equilíbrio migração-deriva) e, portanto, seriam 
mais adequados para populações recentemente separadas (Hey e 
Nielsen, 2004).

Além dos métodos citados acima, existem outras formas 
de inferir a demografia passada de uma espécie. Um exemplo é 
o método de “skyline plot”, que se aproveita da relação entre a 
distribuição do número de nós em uma genealogia (eventos de 
coalescência) e o tamanho populacional efetivo. Usando sequên-
cias, é construída uma genealogia a partir da qual é calculado o 
parâmetro Mi, proporcional ao tamanho populacional efetivo de 
longo prazo e à taxa de mutação. Os valores de Mi são plotados 
contra os intervalos de tempo entre os nós, fornecendo um gráfico 
que mostra a demografia passada da espécie (“skyline plot”; Pybus 
et al., 2000). Uma modificação foi posteriormente introduzida 
ao método, reduzindo a quantidade de ruído no gráfico (“ge-
neralized skyline plot”). Nos dois métodos, diferentes modelos 
demográficos produzem gráficos distintos, o que possibilita a 
comparação entre o gráfico observado a partir dos dados com os 
previstos pelos diferentes modelos (Emerson et al., 2001; Pybus 
e Rambaut, 2002).

A desvantagem dos “skyline plots” é que eles se baseiam 
em uma genealogia estimada que, devido à estocasticidade do 
processo coalescente e da reconstrução filogenética, pode não 
corresponder à genealogia verdadeira. Para resolver esse proble-
ma, foi desenvolvido o “skyline plot” Bayesiano, que incorpora 
intervalos de confiança que fornecem uma medida dessas incer-
tezas (Drummond et al., 2005). Esse método, implementado no 
programa BEAST (Drummond e Rambaut, 2007), usa MCMC para 
estimar as probabilidades posteriores dos tamanhos populacionais 
efetivos ao longo do tempo a partir das sequências, de acordo com 
um modelo de substituição especificado, que pode ser escolhido 
com ajuda do programa Modeltest (Posada e Crandall, 1998).

Usando o “skyline plot” Bayesiano, Drummond et al. 
(2005) re-analisaram dados de sequências mitocondriais obtidas 
de bisões (Bison cf. priscus) congelados na “permafrost” da Be-
ringia. O bisão foi um dos grandes mamíferos mais abundantes 
durante o final do Pleistoceno. Shapiro et al. (2004) analisaram 
essas sequências e observaram um longo crescimento popula-
cional, seguido de um declínio há cerca de 37.000 anos, que os 
autores atribuíram às mudanças climáticas do Pleistoceno. O 
modelo do “skyline plot” Bayesiano mostrou um cenário parecido 
com o anteriormente observado, porém mais detalhado. Nele, ao 
fim do período de declínio, percebe-se um gargalo populacional 
ainda mais acentuado, há cerca de 10.000 anos, que coincide com 
a extinção de vários representantes da megafauna da América do 
Norte e com o primeiro assentamento humano no Alasca. Embora 
o início do declínio anteceda a presença humana na América do 

Norte em ambos os modelos, o “skyline plot” Bayesiano demons-
tra que o papel dos humanos na redução populacional do bisão foi 
maior do que se imaginava (Drummond et al., 2005).

A ocorrência de gargalos evolutivos também pode ser tes-
tada usando testes como o implementado no programa Bottleneck 
(Piry et al., 1999) e o teste de “M-Ratio” (Garza e Williamson, 
2001). O Bottleneck consegue detectar gargalos usando dados de 
frequência genotípica de pelo menos quatro locos a partir de 20 a 
30 indivíduos em uma população. O programa baseia-se no fato de 
que, durante reduções drásticas do tamanho populacional, alelos 
raros são perdidos mais rapidamente do que a heterozigosidade. 
Assim, um excesso de heterozigosidade esperada (He), relativa-
mente à heterozigosidade esperada no equilíbrio (Heq), indica um 
gargalo, porque o cálculo de Heq leva em consideração o número 
de alelos (Cornuet e Luikart, 1996; Luikart e Cornuet, 1998). A 
distribuição de Heq é obtida por simulações do processo coales-
cente considerando uma amostra do mesmo tamanho da analisada 
e dois modelos evolutivos. Esses dois modelos (modelo de alelos 
infinitos e modelo de mutação passo-a-passo) representam tipos 
extremos de evolução e tanto o modelo de alelos infinitos quanto 
qualquer modelo intermediário levam a um excesso de heterozi-
gosidade como consequência de gargalos. Dentre os três testes da 
hipótese nula de ausência de gargalo (He = Heq), o de Wilcoxon é 
o que tem maior poder (Piry et al., 1999).

Um outro teste que usa propriedades dos microssatélites 
e a rápida perda de alelos raros para inferir gargalos evolutivos 
a partir de frequências genotípicas é o da razão M (“M-Ratio”, 
Garza e Williamson 2001). Nele, calcula-se a razão entre o 
número de alelos em um locus (k) e a distância, em pares de 
bases, entre o alelo de menor e o de maior tamanho (r): M = k / 
r. Como os alelos raros desaparecem rapidamente após um gar-
galo, enquanto a distância entre o menor e o maior alelo tende a 
permanecer igual, a razão M geralmente é menor em populações 
que passaram por estrangulamentos populacionais drásticos. 
Uma distribuição do valor de M no equilíbrio é simulada e M é 
considerado significativamente menor que o esperado se menos 
de 5% dos valores simulados forem menores que o observado. Por 
meio de simulações, também é calculado Mc, que é o valor crítico 
de M abaixo do qual uma população mostra um sinal de declínio 
abrupto recente. O teste pode ser feito usando dois programas 
disponíveis na página do Dr. J.C. Garza (M_P_Val e Critical_M). 
Como o Bottleneck e o teste da razão M baseiam-se em diferentes 
propriedades dos microssatélites e testam diferentes sinais de 
gargalo, quando ambos fornecem resultados concordantes, há uma 
maior confiança na inferência de estrangulamento populacional 
(Pearse e Crandall, 2004).

O tempo de divergência entre as populações pode ser 
estimado pelo IM, IMa (Hey e Nielsen, 2007) e Genetree (Bahlo 
e Griffiths, 2000) (descritos acima) ou pelo BEAST (Drummond 
et al., 2006). Divergências mais antigas (entre espécies) também 
podem ser datadas usando qualquer programa que implemente 
o relógio molecular clássico ou relaxado, como o BEAST e o 
Multidivtime (Kishino et al., 2001).

A datação da divergência entre linhagens foi impossibilita-
da por muito tempo porque dependia da veracidade dos relógios 
moleculares na evolução, até que surgiram modelos que relaxam 
o relógio molecular. Esses métodos não assumem que a taxa evo-
lutiva é constante ao longo dos ramos e entre as linhagens—em 
vez disso, modelam as taxas de evolução ao longo da filogenia. 
Thorne et al. (1998) e Kishino et al. (2001) desenvolveram um 
método para estimar a idade de separação de ramos em árvores 
filogenéticas usando IB e MCMC, e um modelo de relógio mo-
lecular relaxado, com autocorrelação das taxas evolutivas entre 
as linhagens. Esse método utiliza os programas PAML (Yang, 
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1997, 2007) e Multidivtime. As análises são feitas a partir de 
filogenias prontas.

O programa BEAST usa IB e MCMC para a análise filo-
genética ou genealógica de sequências. A grande diferença desse 
programa é que as árvores que são construídas possuem informa-
ção sobre o tempo decorrido entre os nós, assumindo um relógio 
molecular estrito, ou modelos de relógio relaxado (Drummond 
et al., 2006, Drummond e Rambaut, 2007). Diferentemente do 
Multidivtime, no BEAST são implementados modelos não correla-
cionados de relógio molecular. Embora os tempos de divergência 
estimados sejam altamente sensíveis à escolha do modelo de 
relógio, ainda não há avaliações definitivas sobre o desempenho 
dos diferentes modelos. Lepage et al. (2007) compararam esti-
mativas feitas com vários dos modelos de relógio existentes e 
também com dois novos e concluíram que os modelos com taxas 
autocorrelacionadas fornecem estimativas mais confiáveis.

Diferentes modelos de divergência populacional podem ser 
testados com o programa Mesquite (Maddison e Maddison, 2008). 
Nessa abordagem, são usados modelos de cenários demográficos 
alternativos, cada um descrito por uma árvore de populações 
diferente. O programa é capaz de simular, a partir do modelo de 
coalescência, árvores de genes sob diferentes cenários de diver-
gência populacional (ou seja, árvores de populações) com ou sem 
migração e também de mudança de tamanho das populações.

Com a finalidade de testar hipóteses filogeográficas al-
ternativas, o Mesquite simula árvores de genes de acordo com 
um determinado modelo (digamos, modelo A) e mede o grau 
de discordância entre elas e a árvore de populações prevista sob 
um modelo alternativo (modelo B). A partir dessas simulações, 
é construída uma distribuição nula dos valores de discordância. 
A discordância é medida por uma estatística baseada no número 
de coalescências antigas (Maddison, 1997). O valor observado 
de discordância é comparado com o esperado (distribuição nula): 
se a discordância observada for menor que aquela observada em 
95% dos valores da distribuição esperada, não é possível rejeitar 
o modelo B. Dessa forma, é possível avaliar o nível de confiança 
estatístico de que uma genealogia corresponda a um modelo 
específico (Knowles e Maddison, 2002).

Usando esse método, Knowles et al. (2007) testaram se 
populações atuais do gafanhoto Melanoplus marshalli, restritas 
a topos de montanhas dos Estados Unidos, se originaram de um 
mesmo refúgio durante a última glaciação do Pleistoceno, ou de 
múltiplos refúgios. Se o modelo de refúgio único fosse real, a 
discordância observada entre as árvores de genes e a de popula-
ções seria maior que a esperada a partir das simulações usando 
o modelo de múltiplos refúgios. Como a discordância observada 
foi menor, os autores concluíram que as populações atuais se 
formaram a partir de vários refúgios glaciais.

O método baseado em modelagem é vantajoso em situa-
ções de divergência recente, quando ainda não houve separação 
completa das linhagens, já que considera várias árvores de genes 
possíveis a partir dos dados e fornece uma estimativa da confiança 
estatística das inferências. Entretanto, aceitar um modelo pela re-
jeição estatística do alternativo não significa necessariamente que 
o modelo aceito reflita o passado verdadeiro, porque a evolução 
real do grupo pode simplesmente não ter sido representada em 
nenhum dos modelos testados. Além disso, aceitar um modelo 
porque ele não foi rejeitado é uma inferência estatística fraca, pois 
resulta da aceitação da hipótese nula. A forma como os modelos 
foram definidos também pode tendenciar os resultados (Pearse 
e Crandall, 2004; Excoffier e Heckel, 2006; Templeton, 2008). 
Outra desvantagem é que o número de cenários evolutivos que 
podem ser modelados é limitado. A fim de guiar a elaboração dos 
modelos, alguns autores recomendam o uso de dados paleoam-

bientais e fósseis para a construção de paleodistribuições que, 
pela comparação com as distribuições atuais, ajudem a formular 
hipóteses (Knowles e Carstens, 2007, Richards et al., 2007).

A estimativa das taxas de migração recentes pode ser 
obtida a partir de análises de IB e MCMC sobre genótipos mul-
tilocos. Essa abordagem é implementada no programa BayesAss 
(Wilson e Rannala, 2003), que também infere a ancestralidade 
dos indivíduos, as frequências alélicas das populações e seus 
coeficientes de endocruzamento. O BayesAss não estipula que as 
populações devam estar em equilíbrio de Hardy-Weinberg, mas 
assume que todas os grupos populacionais diferentes daquela 
espécie na natureza foram amostrados, o que é um pressuposto 
dificilmente verdadeiro. Para estimar o fluxo gênico recente, o 
programa faz uma análise de atribuição (“assignment”) na qual o 
genótipo multiloco de cada indivíduo é usado para designar qual 
é sua população de origem e para identificar migrantes e descen-
dentes de migrantes, a partir dos quais são obtidas as taxas de 
migração assimétricas entre populações. Por ser um tipo de teste 
de atribuição, ele não tem a limitação dos métodos baseados na 
coalescência, que precisam assumir que as populações mantiveram 
tamanho constante ou cresceram exponencialmente nas últimas 
4Ne gerações (o que é irreal para espécies com Ne grandes ou que 
vivem em ambientes sujeitos a grandes perturbações) (Wilson e 
Rannala, 2003).

A possibilidade de estimar o fluxo gênico recente é interes-
sante porque permite uma comparação entre estimativas de longo 
prazo e atuais. Por exemplo, Palstra et al. (2007) usaram dados de 
microssatélies para analisar o fluxo gênico entre salmões (Salmo 
salar) desovando em vinte rios do Canadá. As taxas de migração 
de longo prazo assimétricas foram estimadas usando o programa 
Migrate e as taxas de migração assimétricas recentes foram obtidas 
pelo BayesAss. Dessa forma, foi possível observar que o fluxo 
gênico atual entre as populações é mais limitado que ao longo do 
passado da espécie, o que tem consequências para seu manejo. A 
direção do fluxo gênico também foi um resultado importante, que 
contrariou as expectativas. O manejo dessas populações de desova 
do salmão considerava que sua dinâmica obedecia a um modelo 
de “populações fonte e escoadouro” (“source-sink”, em inglês), 
ou seja, que populações grandes serviam de fonte de migrantes 
para as populações pequenas. As análises de Palstra et al. (2007) 
mostraram que, em muitos casos, a migração ocorria no sentido 
inverso. Isso significa que a estratégia de manejo para a espécie 
precisa ser revista, estendendo a proteção às populações pequenas.

O desempenho do BayesAss foi avaliado por Faubet et al. 
(2007). Os autores concluíram que o programa consegue estimar 
com acurácia as taxas de migração quando a história demográ-
fica da espécie corresponde às premissas do modelo e quando 
a diferenciação entre as populações não é muito baixa. Nesses 
casos, mesmo taxas de migração elevadas podem ser precisamente 
estimadas. Em situações muito diferentes das assumidas pelo mo-
delo, porém, o programa só produz estimativas confiáveis quando 
a taxa de migração é muito baixa e a diferenciação, alta. Assim, 
é necessário avaliar com cautela o quanto a espécie estudada se 
encaixa no modelo, que prevê baixa taxa de migração (a proporção 
de migrantes em cada geração deve ser igual ou menor a 1/3) e 
assume que a migração e a deriva não alteraram as frequências 
alélicas das populações ao longo das últimas gerações.

21.3. Abordagem Integrada

Embora as duas abordagens da filogeografia estatística sejam 
conceitualmente diferentes, elas não são mutuamente excludentes 
(Templeton, 2004, 2008). Na realidade, o ideal seria usar as duas 
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de forma complementar, permitindo que hipóteses geradas pela 
NCA sejam testadas usando os demais métodos. É conveniente 
lembrar que os resultados obtidos com os métodos filogeográficos 
alternativos, baseados na modelagem de cenários evolutivos, serão 
satisfatórios apenas se os modelos construídos para as análises fo-
rem realistas—e em grande parte dos qauis, não existe informação 
a priori para sua elaboração (Pearse e Crandall, 2004; Excoffier 
e Heckel, 2006; Templeton 2008). Assim, com uma abordagem 
integrada, é possível tirar vantagem do melhor de cada um dos 
dois grupos de métodos: considerando múltiplos fatores causais 
(como na NCA), em vez de um modelo demográfico simplificado, 
e também testando a confiança estatística de diferentes árvores de 
populações hipotéticas (como nos demais métodos; Knowles e 
Maddison, 2002; Wakeley, 2003; Templeton, 2004, 2008).

21.4. Filogeografia e Delimitação de Populações: Fluxo 
Gênico no Presente

 Em contraposição aos métodos filogeográficos, que tentam 
reconstruir o passado evolutivo das espécies, análises modernas de 
estruturação populacional visam detectar padrões de fluxo gênico 
recentes ou atuais, que possibilitem a delimitação geográfica das 
populações. As duas abordagens, porém, são importantes para a 
compreensão dos padrões de distribuição da variabilidade genética 
atual e dos processos que devem ser mantidos para assegurar a 
preservação dessa variabilidade, assim como das populações e 
das espécies.

A delimitação de populações é uma questão fundamental 
no caso das espécies ameaçadas, assim como nas espécies selva-
gens exploradas comercialmente (Avise, 1989, Allendorf e Lui-
kart, 2006). Nas duas situações, pretende-se obter informação, a 
partir de marcadores genéticos, que ajude a garantir a persistência 
de unidades demográficas independentes. Essas unidades são cha-
madas de “estoques”, quando aplicadas às espécies exploradas, e 
“populações”, “Unidades de Manejo” (“Management Units”, MU) 
ou “Unidades Evolutivamente Significativas” (“Evolutionarily 
Significant Units”, ESU), para as espécies ameaçadas.

Identificar o limite geográfico entre as populações é 
mais difícil no caso de espécies com distribuição contínua. Até 
recentemente, esse era um dos maiores desafios no estudo da 
estruturação genética, porque os métodos tradicionais requerem a 
definição a priori das populações. Essa definição geralmente era 
feita usando a localidade de origem das amostras e cada localidade 
era tratada como uma “população” potencial. A identificação dos 
agrupamentos de localidades que formam “populações” era feita, 
por exemplo, pelo teste da significância dos índices FST entre cada 
par de populações. Dessa forma, a hipótese de panmixia não pode 
ser rejeitada para localidades que não possuem valores de FST 
significativos entre si e o limite entre as populações é marcado 
por valores de FST significativos. A desvantagem desse método 
é que, conforme discutido no início do capítulo, o FST confunde 
eventos do passado com a estruturação atual e não permite uma 
estimativa minimamente precisa do fluxo gênico entre as popu-
lações (Bossart e Prowell, 1998a, b; Whitlock e McCauley, 1999; 
Pearse e Crandall, 2004).

Nos últimos anos, a redução do custo de genotipagem 
produziu um incremento do uso dos microssatélites, com aumento 
tanto do número amostral quanto de locos analisados. Como con-
sequência, foram desenvolvidos métodos analíticos que partem 
da informação no nível do indivíduo para detectar padrões de 
estruturação e estimar parâmetros populacionais atuais e passados. 
Esses métodos, chamados “métodos de atribuição”, usam estra-
tégias de Máxima-Verossimilhança ou Inferência Bayesiana para 

calcular a probabilidade de observar os diferentes genótipos em 
cada população e atribuem os indivíduos às populações de acordo 
com as probabilidades de seus genótipos pertencerem a elas. Ou 
seja, eles conseguem descobrir a qual população um indivíduo 
pertence, independentemente de seu local de coleta, o que é um 
enorme avanço sobre os métodos disponíveis até então (Pearse e 
Crandall, 2004, Beaumont e Rannala, 2004).

Os métodos de atribuição usam a informação no nível dos 
indivíduos com diferentes finalidades em estudos populacionais 
(Paetkau et al., 2004; Manel et al., 2005; Excoffier e Heckel, 
2006). A seguir, serão apresentados métodos de atribuição com 
duas finalidades (além da fundamental, que é a atribuição dos 
indivíduos às populações): delimitação de populações e estimativa 
da taxa de migração contemporânea.

21.4.1. Quantas e quais populações: métodos de agrupamento
Para serem capazes de encontrar os limites entre popula-

ções, alguns métodos de atribuição também são métodos de agru-
pamento. O método original e mais popular é o de Pritchard et al. 
(2000), implementado no programa Structure. Esse programa usa 
inferência Bayesiana para, a partir dos genótipos multilocos dos 
indivíduos, estimar o número de populações que melhor explica 
os dados, ao mesmo tempo em que os indivíduos são atribuídos 
às populações. O critério para agrupamento em populações é o 
de minimizar os desequilíbrios de Hardy-Weinberg e de ligação 
dentro delas. Assim, as populações são definidas pelos dados, 
sem qualquer inferência a priori. Posteriormente, a informação 
sobre a origem geográfica das amostras pode ser incorporada à 
análise para aumentar a resolução dos limites entre as populações 
(Pritchard et al., 2000, Pritchard e Wen, 2004).

Um exemplo do uso do Structure é um estudo recente sobre 
a estruturação populacional dos ameríndios, que usou uma ampla 
amostragem geográfica (83 povos indígenas, sendo 29 nativos 
das Américas) e genômica (678 locos de microssatélites) (Wang 
et al., 2007). A análise de agrupamento foi feita em escala inter 
e intracontinental. No primeiro caso, o Structure mostrou que os 
ameríndios formam um grupo distinto dos povos indígenas de 
outros continentes, mas existe um gradiente de similaridade em 
relação aos siberianos, que decresce com o aumento da distância 
em relação ao Estreito de Bering. Esse resultado corrobora a teoria 
de que a colonização das Américas aconteceu por essa rota (Figura 
21.8). Na análise intracontinental, o número de grupos mais pro-
vável foi sete, sendo quatro deles formados exclusivamente por 
povos isolados do Brasil (Karitiana e Surui), Colômbia (Ticuna) 
e Paraguai (Ache). Os povos nativos do norte da América do 
Norte e os Pima do México formam dois outros grupos. Apesar 
da distância geográfica, os povos da América Central e dos Andes 
formam um mesmo agrupamento, o único que corresponde a um 
grupo linguístico (Chibchan-Paezan). A partir desses resultados, 
pelo menos três hipóteses sobre a demografia histórica dos ame-
ríndios foram corroboradas: a colonização a partir da Sibéria, uma 
dispersão costeira, em contraposição às rotas interiores, e um pro-
cesso de divergência populacional que pode ter sido influenciado 
por diferenças linguísticas (Wang et al., 2007).

Em avaliações a partir de dados simulados, o Structure 
funcionou bem em condições de alta diferenciação e baixo 
fluxo gênico, mas, como na maior parte das outras abordagens, 
teve dificuldade para identificar populações nos cenários de alta 
migração (Rosenberg et al., 2001; Evanno et al., 2005; Waples 
e Gaggiotti, 2006). Outros fatores que afetaram o desempenho 
foram o número de locos e seu grau de polimorfismo, e o número 
de indivíduos analisados (Waples e Gaggiotti, 2006).

Programas similares ao Structure são o Partition (Dawson 
e Belkhir, 2001), o BAPS (Corander et al., 2003, 2006), o Gene-
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land (Guillot et al., 2005), o Geneclust (François et al., 2006) e o 
TESS (Chen et al., 2007). Os quatro últimos diferem do Structure 
por incorporar explicitamente a informação geográfica, usando-a 
para determinar os agrupamentos. O BAPS também é diferente 
do Structure, porque, além de usar a informação de origem das 
amostras, trata as populações como unidades, ou seja, não faz a 
análise no nível do indivíduo. Esse programa estima as frequências 
alélicas de cada população e determina quais são diferentes, em 
vez de separar os indivíduos em populações com base em seus 
genótipos multilocos. Já o Partition tem a desvantagem de não 
permitir que os indivíduos tenham ancestralidade misturada, ao 
contrário do Structure.

Rowe e Beebee (2007) compararam os resultados obtidos 
com três desses métodos (Structure, BAPS e Geneland), usando 
dados de microssatélites de uma rã (Bufo calamita) ameaçada de 
extinção na Grã-Bretanha. Os três métodos mostraram resultados 
similares, mas houve algumas inconsistências, principalmente na 
região geográfica que os autores acreditam ter uma estruturação 
mais complexa (South Cumbria). Nesse caso, o programa Gene-
land foi o que apresentou resultados mais consistentes.

Latch et al. (2006) usaram dados simulados para comparar 
o desempenho dos programas Structure, Partition e BAPS em ce-
nários de baixa diferenciação populacional (FST ≤ 0,1). O Partition 
conseguiu detectar o número de populações corretamente apenas 
em situações acima de FST = 0,09, enquanto Structure e BAPS fun-
cionaram muito bem mesmo em valores de FST entre 0,02 e 0,03. 
O número de atribuições corretas de indivíduos chegou a mais 
de 97% quando FST ≥ 0,05. Os autores frisam que a substituição 
da MCMC por um algoritmo estocástico de otimização (“greedy 
optimization”) tornou a versão nova do BAPS (Corander et al., 
2006) muito veloz, mas defendem que ele seja usado junto com 
o Structure, já que a concordância entre os dois gera uma maior 
confiança nos resultados. De uma maneira geral, essa conclusão 
aplica-se a todas as abordagens: é interessante observar como os 
diversos algoritmos, cada qual com seus pressupostos e modelos 
diferentes, particionam as populações. Pontos de concordância 
entre as várias análises podem ser considerados mais robustos, 
enquanto que pontos de discordância devem ser analisados com 
maior detalhe, levando em conta as vantagens e limitações de 
cada abordagem face ao tipo de dados e a biologia das espécies 
estudadas.

21.4.2. Métodos de estimativa do fluxo gênico atual
Os métodos filogeográficos que estimam fluxo gênico 

e tamanho populacional efetivo fornecem uma média desses 
parâmetros ao longo do tempo evolutivo, que pode não corres-
ponder aos valores atuais. Entretanto, os valores contemporâneos 
são importantes para auxiliar nas decisões para conservação e 
manejo das espécies. Nos últimos anos, análises que partem 
do nível dos indivíduos foram desenvolvidas para possibilitar 
a estimativa de parâmetros populacionais na escala de tempo 

ecológico. Alguns desses métodos são análogos genéticos de 
técnicas de marcação-recaptura, que utilizam amostras dos 
animais para identificá-los individualmente usando vários mar-
cadores genéticos hipervariáveis e acompanhá-los no tempo e 
no espaço. A análise pode ser planejada para detectar as relações 
entre pais e filhos, usando um número de locos ainda maior que 
o necessário para a identificação individual, o que maximiza a 
informação obtida a partir das amostras (Palsbøll, 1999; Pearse et 
al., 2001). Essa abordagem foi batizada de “marcação genética” 
(“genetic tagging”).

Os métodos de atribuição são capazes de detectar indivídu-
os migrantes na geração atual de forma direta a fim de estimar flu-
xo gênico no presente. Esses métodos usam reamostragens Monte 
Carlo para obter a distribuição dos genótipos de indivíduos de uma 
população e fornecer os valores de verossimilhança críticos para 
determinar se um indivíduo amostrado pertence àquela população. 
Assim, a verossimilhança de um indivíduo pertencer àquela po-
pulação serve de critério para identificá-lo como migrante, sendo 
que a hipótese nula é a que ele tenha nascido na população onde 
foi amostrado. A partir da identificação dos migrantes e de suas 
populações de origem, é possível calcular as taxas de migração 
(Paetkau et al., 2004, Manel et al., 2005).

Uma limitação importante dessa abordagem é que os mé-
todos de atribuição acertam mais quando a diferenciação entre as 
populações é grande e, por conseguinte, a migração é rara. Nesses 
casos, mesmo uma amostragem muito grande poderia ser incapaz 
de detectar migrantes (Manel et al., 2005). Paetkau et al. (2004) 
testaram dois métodos, implementados nos programas Geneclass 
(Cornuet et al., 1999) e IMMANC (Rannala e Mountain, 1997). 
Eles observaram, usando dados simulados, que as reamostra-
gens precisavam preservar o desequilíbrio de ligação causado 
pela entrada recente de migrantes nas gerações e a variância da 
amostragem. Por isso, os autores desenvolveram outro esquema 
de reamostragem Monte Carlo, que teve alto poder de detecção 
de migrantes quando um grande número de amostras foi analisado 
e quando todas as populações de origem potenciais foram consi-
deradas. Esse novo esquema de reamostragem foi incorporado à 
nova versão do Geneclass (Geneclass2).

21.5. Limitações e Perspectivas

Os pesquisadores que desejam realizar análises filogeo-
gráficas precisam explorar os novos métodos de análise, mas é 
fundamental que compreendam suas premissas e limitações. É 
preciso verificar se o método escolhido já foi avaliado por autores 
diferentes dos que o desenvolveram, usando dados empíricos ou 
simulados. Especialmente se o desempenho do método tiver sido 
insatisfatório sob condições potencialmente compatíveis com as 
da espécie estudada, os resultados devem ser interpretados com 
cautela.

Figura 21.8. Gráfico da proporção do genótipo multilocos de cada indivíduo que corresponde a cada uma das cinco populações 
mundiais detectadas pelo programa Structure. Os ameríndios mostram um gradiente de identidade com os siberianos, que decresce 
com o aumento da distância em relação ao estreito de Bering (adaptado de Wang et al. 2007).

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   211 9/8/2012   16:29:08



212

Biologia Molecular e Evolução

213

Matioli & Fernandes (eds.)

De forma geral, como esses métodos somente puderam ser 
desenvolvidos após avanços teóricos e computacionais recentes, 
eles ainda não foram extensivamente avaliados. Falhas e limita-
ções detectadas a partir de avaliações mais completas poderão ser 
corrigidas graças ao aumento da capacidade de processamento dos 
computadores e ao aperfeiçoamento das teorias que fundamentam 
os métodos. Além disso, o barateamento das análises genéticas 
também favorecerá o uso de vários marcadores em estudos no 
nível populacional. Assim, espera-se que os métodos filogeográ-
ficos sejam cada vez mais capazes de recriar o passado evolutivo 
das espécies de forma ainda mais precisa.

Naturalmente, como as análises são em geral muito com-
plexas e impossíveis de serem refeitas manualmente, é funda-
mental que o pesquisador analise os resultados de maneira crítica, 
procurando avaliar o significado biológico do observado. Existe 
atualmente uma tendência lamentável da valorização excessiva 
dos programas mais novos em detrimento dos já estabelecidos e 
bem testados. Essa pressa tem provocado, muitas vezes, o uso dos 
programas como “caixas pretas”, de modo que os pesquisadores 
limitam seu esforço a aprender como fazer o arquivo de entrada 
de dados, e os resultados são aceitos diretamente, sem considerar 
a filosofia e os limites de cada abordagem. Essas decisões não 
são inócuas, no sentido que o uso de métodos inadequados pro-
põem reconstruções equivocadas—e às vezes inclusive decisões 
equivocadas de conservação. Não devemos perder de vista que 
nosso objetivo é a compreensão dos fenômenos biológicos e, para 

isso, a análise crítica e o bom senso podem ser instrumentos mais 
valiosos que o uso de programas mais “modernos” ou aparente-
mente sofisticados.
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Capítulo 22
A genética e a conservação da Natureza

Antonio M. Solé-Cava (sole@biologia.ufrj.br)
Laboratório de Biodiversidade Molecular, Departamento de Genética
Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro
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“(...) em um mundo cheio de feridas (...) um cientista pode endurecer-se e 
fingir que as consequências da ciência que faz não lhe dizem respeito, ou pode 
ser o doutor que vê os sinais da morte em uma população que acredita que 
está bem e que não quer ouvir dizer que não está.” (Aldo Leopold, 1943)

22.1. Introdução

O desenvolvimento de nossa espécie permitiu prodígios 
incríveis, como a comunicação entre locais distantes, o tratamento 
de muitas doenças, as altas tecnologias, o desenvolvimento da 
ciência, das artes e do lazer, e o transporte em grande escala 
de produtos agrícolas e industriais. Esses desenvolvimentos 
permitiram que a população humana crescesse de maneira sem 
precedentes na história de nosso planeta, de modo que somos 
hoje uma das espécies animais mais abundantes: estima-se que, 
em 2050, a população mundial chegará a quase nove bilhões de 
pessoas (Cohen, 2003). Uma consequência desse crescimento 
foi a destruição de grandes áreas ocupadas anteriormente por 
outras espécies. A biomassa de nossa espécie em 2008 era de 
aproximadamente 240 milhões de toneladas e consumimos cerca 
de 30% de toda a produção primária terrestre, incluídas a produção 
agrícola, pecuária e de florestas para produção de papel e madeira 
(Haberl et al., 2007). Nunca uma única espécie consumiu uma 
proporção tão grande dos recursos naturais. Podemos dizer, 
portanto, que o crescimento da população humana foi feito, até 
hoje, à custa da destruição da biodiversidade, causando a extinção 
de um número enorme de espécies (http://www.iucnredlist.org/).

Apesar de ser muito popular hoje em dia, a expressão 
“diversidade biológica” somente começou a ser usada na 
literatura há pouco tempo (Norse e McManus, 1980). A expressão 
“biodiversidade” é mais recente ainda, tendo sido usada pela 
primeira vez em 1985, por W.G. Rosen, para uma reunião do Foro 
Nacional de Biodiversidade (norte-americano), em Washington. 
Desde sua origem, a expressão diversidade biológica já trazia a 
idéia do conjunto da variabilidade ecológica (número de espécies 
de uma comunidade e suas interações) e genética (diversidade de 
alelos nos vários locos de uma espécie). O componente genético 
da biodiversidade é fundamental, pois é a variação genética que 
fornece o material básico para a seleção natural e, portanto, para 
a evolução de todas as espécies (Allcock et al., 1995). O objetivo 
central da genética aplicada à conservação é o uso de marcadores 
moleculares e sua interpretação ecológica e evolutiva para ajudar 
a minimizar os danos causados pelas atividades humanas nas 
populações das espécies.

A ciência da genética para a conservação (do inglês, 
“conservation genetics”) foi criada há cerca de 30 anos e os 
primeiros livros a reverem o assunto foram publicados logo 
em seguida (Soulé e Wilcox, 1980; Frankel e Soulé, 1981; 
Schonewald-Cox et al., 1983). Naquele momento, o campo 
resumia-se praticamente a estimativas de variabilidade genética 
(heterozigosidade) e sua extrapolação para a estimativa do 
tamanho efetivo de populações ameaçadas ou que haviam 
sofrido estrangulamentos populacionais recentes (“bottlenecks” 
em inglês, também chamados de gargalos populacionais; Soulé, 
1980). Por causa dessa limitação, a aplicação da genética para 
a conservação foi criticada no final dos anos 80 como um 
desperdício de dinheiro e de esforços, que poderiam ser mais bem 
usados na manutenção de parques e reservas ambientais, pois as 
questões demográficas—como o número absoluto de indivíduos e 
variações estocásticas nesses números—seriam mais importantes 
do que as questões genéticas, pelo menos da forma que eram 
apresentadas na época (Lande, 1988). No entanto, com a maior 
compreensão pelos geneticistas dos problemas enfrentados pelos 
conservacionistas, que, por sua vez, compreenderam melhor o 
potencial que marcadores genéticos têm para a abordagem de seus 
problemas, a genética voltou a ser vista como uma ciência útil para 
a conservação. Dessa forma, ao contrário dos livros produzidos 
nos anos 80, uma grande diversidade de problemas foi abordada 
em publicações recentes sobre genética aplicada à conservação 
(boas revisões recentes podem ser vistas em Avise e Hamrick, 
1996; Avise, 1998; Allendorf e Luikart, 2006—para trabalhos 
feitos no Brasil, veja Galetti Jr. et al., 2008) e o campo está 
claramente em expansão, incluindo a publicação de uma revista 
inteiramente dedicada ao assunto (“Conservation Genetics”), 
assim como de livros-texto de boa qualidade (e.g., Frankham 
et al., 2002; Frankham et al., 2004; Allendorf e Luikart, 2006; 
Mills, 2006).

A variabilidade genética, também chamada de Biodiver-
sidade Molecular, além de importante para a evolução, pode ser 
usada como instrumento de investigação por ecólogos e siste-
matas em diversos ramos, como para verificar as afinidades e os 
limites entre as espécies, para identificar a origem de bioinvasões 
e auxiliar em seu controle, para detectar modos de reprodução 
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e estrutura familiar, para estimar níveis de migração e dispersão 
nas populações e até mesmo para ajudar na identificação de restos 
animais, como conteúdos estomacais e produtos industrializados 
(principalmente peles e carne) de espécies ameaçadas de extin-
ção (Avise, 2004). Os dados básicos para esses estudos são os 
chamados marcadores moleculares, que são locos gênicos que 
apresentam alguma variabilidade no escopo do problema a ser 
estudado (Silva e Russo, 2000; Avise, 2004).

Lamentavelmente, os recursos disponíveis para a 
preservação da biodiversidade são, em geral, muito reduzidos 
por conta de decisões políticas dos governos que raramente 
priorizam a conservação ambiental. Portanto, é necessário 
evitar que recursos tão necessários na criação, manutenção e 
fiscalização de parques e reservas nacionais sejam desviados, 
apenas por questões de modismo, para pesquisas genéticas 
(que são geralmente bastante caras), a não ser nos casos em 
que os problemas estão claramente definidos e para os quais a 
abordagem genética realmente pode fornecer dados originais 
impossíveis de obter de outras maneiras. Esse é um dos 
problemas mais frequentes em trabalhos na área: apesar de os 
artigos terem objetivos bem definidos para pesquisa básica, 
muitas vezes eles têm implicações vagas para a Conservação 
em suas conclusões (Vernesi et al., 2008). Genética para 
conservação não deveria apenas ser a genética de populações 
ou filogeografia aplicada a organismos ameaçados de extinção 
ou carismáticos. Para que um trabalho se pudesse intitular 
“genética para conservação”, ele precisaria ter implicações claras 
para a definição de políticas e estratégias para a conservação 
das espécies estudadas. Por exemplo, em 2006, noventa e 
seis artigos indexados no Web of Science tinham a expressão 
“conservation genetics” em seus títulos, mas apenas 25% deles 
tinham indicações claras nas conclusões sobre o emprego dos 
resultados no gerenciamento de espécies (Vernesi et al., 2008). 
Uma análise rápida de publicações autointituladas como de 
“genética para conservação” revela que muitas delas, em suas 
conclusões, apenas adicionam a frase “os resultados desta 
pesquisa terão consequências para a conservação da espécie” 
(e suas variantes), sem indicar quais são, exatamente, essas 
consequências. Esse fato é preocupante, porque os tomadores de 
decisão não necessariamente são treinados para a interpretação 
dos resultados, tornando necessário que os pesquisadores 
explicitem quais medidas são apoiadas pelos resultados obtidos 
(Latta, 2008). Se o objetivo desses trabalhos é guiar estatégias 
de manejo e conservação eficientes, não é aceitável que os 
autores deleguem a interpretação dos resultados aos tomadores 
de decisão.

Naturalmente devemos lutar, a partir da educação e da 
sensibilização da opinião pública (em última análise, a moeda 
corrente com maior valor nas decisões governamentais), para que a 
escolha não seja entre o estudo e a preservação da biodiversidade. 
Mas também devemos ser seletivos na aplicação de recursos na 
genética para conservação, a fim de evitar desperdícios. Muitos 
problemas que podem ser abordados por ecólogos ou sistematas 
também poderiam ser abordados molecularmente, com maior ou 
menor eficiência. Entretanto, seria lamentável se os recursos para 
projetos de conservação, já tão limitados, fossem concentrados 
em abordagens moleculares, que geralmente são bastante caras, 
apenas por estarem mais na moda ou por terem o “sex appeal” 
das tecnologias modernas de DNA. Portanto, devemos concentrar 
o uso da genética para conservação naqueles aspectos que sejam 
importantes e ao mesmo tempo difíceis—ou impossíveis—de 
serem abordados de outras formas. Assim, a genética aplicada à 
conservação revela-se uma ciência útil para o trabalho dos outros 
profissionais interessados na conservação da biodiversidade 

e a colaboração com eles passa a ter efeito multiplicativo nos 
resultados obtidos.

O objetivo deste texto é apresentar, brevemente, como 
os marcadores moleculares, interpretados sob a luz da genética 
de populações, podem ser usados para auxiliar no estudo e na 
conservação da biodiversidade.

22.2. Marcadores Moleculares

A matéria bruta dos estudos em biodiversidade molecular 
é a mesma envolvida na evolução das espécies: a variabilidade 
gênica. É essa variabilidade que nos permite comparar indivíduos, 
populações ou espécies diferentes. Em outros capítulos deste 
livro, foram apresentadas as principais técnicas de estimativa 
da variabilidade gênica (aloenzimas, no Capítulo 17; RFLP, no 
Capítulo 18; RAPDs, microssatélites, sequenciamento de DNA, 
no Capítulo 19) e, portanto, não vamos nos estender aqui na sua 
descrição (outras revisões sobre marcadores moleculares podem 
ser encontradas em Hoelzel, 1992; Parker et al., 1998; Silva e 
Russo, 2000; Avise, 2004). O mais importante, do ponto de vista 
da genética para a conservação, é que marcadores moleculares 
diferentes podem ter taxas de substituição/evolução diferentes, de 
modo que, através de uma escolha judiciosa desses marcadores, 
podemos estudar desde problemas de identificação de indivíduos 
até a detecção de espécies crípticas ou formulação de hipóteses 
filogenéticas em grupos supra-específicos. Os marcadores 
disponíveis atualmente podem ser classificados de acordo com 
a existência de dominância: padrões com dominância, como 
os gerados com RAPD ou AFLP, são menos úteis em análises 
populacionais, pois exigem um pressuposto importante e 
frequentemente violado—o equilíbrio de Hardy-Weinberg—
para que possam ser estimadas as frequências gênicas a partir 
dos dados brutos obtidos. Podem ser classificados ainda em 
relação à possibilidade de viés sexual (DNA mitocondrial em 
geral é transmitido apenas pelas fêmeas), às taxas evolutivas 
(microssatélites e RAPDs evoluem muito rapidamente, 
aloenzimas evoluem mais lentamente), entre outros critérios que 
estão relacionados na Tabela 22.1.

A escolha do método a ser usado na abordagem de 
cada problema depende de vários critérios científicos e não 
científicos. Entre os critérios científicos está, em primeiro 
lugar, a adequação do grau de variabilidade do marcador 
molecular escolhido ao nível de divergência que se deseja 
estudar (Capítulo 16 deste livro). Marcadores que evoluem 
rapidamente são úteis para o estudo de indivíduos, famílias 
e populações, enquanto que marcadores que evoluem mais 
lentamente são mais bem utilizados no estudo de espécies ou 
táxons supra-específicos. Essa escolha é crítica: se escolhermos 
um marcador que evolui de forma demasiadamente lenta 
para o nível estudado, teremos pouca variabilidade e uma 
saturação de plesiomorfias nos dados (ou seja, todas as 
semelhanças observadas serão devidas à ancestralidade dos 
alelos e não haverá eventos novos capazes de discriminar 
os grupos estudados). Se, por outro lado, escolhermos um 
marcador que evolui rápido demais para o nível escolhido, 
teremos um excesso de variabilidade e uma saturação de 
homoplasias nos dados (ou seja, as semelhanças observadas 
serão frequentemente devidas à convergência acidental 
dos alelos—devido ao caráter finito do espaço amostral—e 
cometeremos erros na discriminação dos grupos).

Outro critério importante na escolha é o tipo de material 
disponível para estudos. Em estudos com aloenzimas, por 
exemplo, necessitamos de quantidades maiores de material 
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biológico (pelo menos 200 mg para uma análise completa de 
30 locos enzimáticos), que deve necessariamente estar fresco 
ou congelado (as enzimas se desnaturam ou são digeridas por 
proteases quando mantidas à temperatura ambiente, mesmo 
quando o material está preservado em solventes como o álcool). 
Essa limitação pode ser importante se pretendemos estudar 
espécies raras (a coleta de tecido geralmente é destrutiva) ou 
muito pequenas. Esse problema não existe para a maioria dos 
métodos com DNA graças ao advento da PCR, que permite o 
uso de quantidades muito pequenas de tecido, incluindo aquelas 
preservadas em álcool ou desidratadas e até mesmo de ossos. 
Embora técnicas como sequenciamento de DNA possam ser 
onerosas demais em estudos populacionais em que um grande 
número de indivíduos deve ser analisado, estudos com espécies 
ameaçadas evidentemente nunca empregam um tamanho 
amostral tão grande.

Entre os critérios não científicos que costumam 
determinar a escolha do marcador está a tradição do laboratório; 
frequentemente, os laboratórios se tornam proficientes para 
um número limitado de técnicas e as aplicam ao maior número 
possível de problemas (Solé-Cava e Thorpe, 1994). Esses 
autores lembram um velho ditado russo que diz que “para 
quem tem um martelo novo, tudo parece prego”. Outro critério 
não científico refere-se à moda: técnicas mais “modernas” ou 
“sofisticadas” são frequentemente consideradas melhores—e 
mais fáceis de obter financiamentos—do que técnicas mais 
antigas, mesmo quando as duas oferecem os mesmos tipos de 
resultados (Allcock et al., 1995). Um aspecto não científico, 
mas muito importante na escolha do método a ser usado é o 
custo: para qualquer problema biológico, podemos escolher um 
número grande de abordagens. Faz parte do bom senso sermos 
financeiramente parcimoniosos quando tivermos que escolher 
entre técnicas igualmente informativas mas com custos muito 
diferentes.

A escolha do marcador molecular a ser usado depende, 
portanto, de vários fatores. O fundamental é que o problema a ser 
estudado esteja bem definido, que exista uma adequação do grau 
de polimorfismo do marcador escolhido ao tipo de divergência 
evolutiva a ser estudada, que os pressupostos da análise dos 
dados sejam bem explicitados e, por fim, que o pesquisador evite 
o fetiche da técnica, não perdendo de vista o problema original 
em seu estudo.

22.3. Aplicações de Marcadores Moleculares na Conservação 
das Espécies

Como dito acima, marcadores moleculares podem ser 
usados como auxiliares para pesquisas em diferentes campos. 
Marcadores desse tipo foram usados, com sucesso, por exemplo, 
para: (a) estimar os níveis de heterozigosidade e relacioná-los 
com parâmetros importantes na sobrevivência das espécies, 
como eficiência reprodutiva e resistência a doenças; (b) analisar 
estruturas familiares, os efeitos da reprodução assexuada 
na população e determinar o sexo de animais com pouco 
dimorfismo sexual externo; (c) estimar o tipo de distribuição 
espacial e temporal das populações em relação ao fluxo gênico, 
permitindo desenhar políticas adequadas de parques e reservas; 
(d) verificar a biodiversidade nominal e os níveis de endemismo e 
cosmopolitismo das espécies, por meio de estudos de sistemática 
molecular; (e) identificar e acompanhar a dispersão de espécies 
bioinvasoras; e (f) identificar a origem de produtos industrializados 
para controlar a comercialização fraudulenta de espécies de venda 
proibida ou restrita.

Essas aplicações serão brevemente comentadas a seguir.

22.3.1. Heterozigosidade e fragilidade populacional
Populações naturais normalmente têm níveis altos de 

variação genética. Essa variação é introduzida continuamente 
nas populações por mutação ou migração de indivíduos de outras 
populações e é perdida por deriva genética, por endocruzamento e, 
no caso de genes não neutros, pela maior parte dos tipos de seleção 
natural (Nei, 1987). As medidas de variabilidade são tratadas no 
Capítulo 21, mas basicamente são estimadas ou a variabilidade 
nas frequências dos alelos de um gene, pela heterozigosidade ou 
diversidade haplotípica, ou as variabilidades qualitativas entre as 
sequências desses alelos, pela diversidade nucleotídica.

Um conceito importante para o estudo de populações ame-
açadas é o seu tamanho efetivo, Ne (Wright, 1931). O tamanho 
efetivo das populações não é igual ao número total de indivíduos, 
como normalmente se considera em ecologia. O tamanho efetivo 
leva em conta o número de indivíduos que está efetivamente con-
tribuindo para a evolução de uma população. Ou seja, o tamanho 
efetivo de uma população tem um componente histórico e, em um 
dado momento, considera apenas os indivíduos participando na 
produção da próxima geração, excluindo os indivíduos jovens ou 

Tabela 22.1. Comparação dos principais métodos de estimativa da biodiversidade molecular. P&D – custo de pesquisa e desenvol-
vimento para adequação da técnica a cada projeto; Dados – velocidade na produção de dados; Técnica – facilidade de interpretar 
geneticamente os dados. Abreviações: AFLP, “amplified fragment length polymorphism”; PCR/RFLP, “Polymerase chain reaction/
Restriction fragment length polymorphism”; SNP, “single nucleotide polymorphism”; RAPD, “Random amplified polymorphic DNA”.

Abordagem P&D Custo Dados Herança Técnica Maior problema
AFLP baixo médio rápido dominante média Falta de homologia, dominância
Aloenzimas baixo médio muito rápido codominante difícil Precisa de material fresco
Microssatélites alto médio rápido codominante média Alelos nulos associados com o uso de 

primers heterólogos1. Alto custo de desen-
volvimento de primers específicos. 

Minissatélites baixo médio rápido codominante difícil Falta de homologia (exceto SL-VNTR)
PCR/RFLP baixo baixo rápido variável fácil Escolha do gene
SNP médio médio muito rápido codominante fácil Busca de primers, desenvolvimento 

dos sistemas. Difícil em espécies pouco 
conhecidas

RAPD baixo baixo muito rápido dominante fácil Falta de homologia, dominância, baixa 
consistência metodológica

Sequenciamento baixo médio rápido variável fácil Escolha do gene
1 Primers desenvolvidos para uma espécie diferente da estudada.
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velhos demais para a reprodução. Por exemplo, quando a propor-
ção sexual na população se afasta de 1:1 entre machos e fêmeas, 
os indivíduos do sexo mais raro acabam contribuindo mais para 
a próxima geração, o que diminui a variabilidade total. Assim, o 
tamanho efetivo de população é afetado pela proporção sexual, 
de acordo com a fórmula

Ne = 4NmNf / (Nm + Nf),

onde Nm e Nf são, respectivamente, os números de machos e 
fêmeas contribuindo para a reprodução da espécie. Por exemplo, 
as populações do lobo-marinho-do-sul (Arctocephalus austra-
lis) foram muito exploradas na costa do Peru, além de sofrerem 
reduções populacionais devido à escassez de alimento causada 
pelos eventos periódicos de aquecimento das águas (fenômeno 
conhecido como El Niño). Em um senso populacional feito em 
1996, foram contados 24.481 indivíduos, dos quais 10.720 eram 
fêmeas em idade reprodutiva e 2.903 eram machos em idade re-
produtiva. O lobo-marinho-do-sul apresenta um sistema poligínico 
(mais de uma fêmea para cada macho), com formação de haréns, 
que faz com que alguns machos fecundem um grande número de 
fêmeas, enquanto muitos não conseguem se reproduzir. Usando a 
fórmula acima, percebe-se que o Ne dos 13.623 indivíduos adultos 
observados era, de fato, de apenas 9.138 (de Oliveira et al., 2006).

O efeito da proporção sexual no tamanho efetivo popula-
cional tem implicações importantes para o manejo de populações 
ameaçadas: por exemplo, se temos espaço/recursos para manter 50 
tigres em cativeiro em um programa de recolonização, poderia ser 
demograficamente mais interessante ter um macho e 49 fêmeas, 
pois em última análise é o número de fêmeas que vai determinar 
o número de filhotes produzidos. No entanto, aplicando-se a fór-
mula verificamos que, nesse caso, o tamanho efetivo de população 
seria de apenas (4 X 1 X 49) / (1+49), ou seja, o Ne seria apenas 
3,92 indivíduos! Se, por outro lado, tivéssemos 25 machos e 25 
fêmeas, todos adultos e em idade reprodutiva, teríamos um ta-
manho efetivo de 50, mas talvez nesse caso o número de filhotes 
produzidos fosse pequeno para fins de recolonização. A decisão 
na administração dessa população vai depender, portanto, da 
obtenção de uma proporção sexual que maximize o número de 
filhotes produzidos com um prejuízo menor na perda de varia-
bilidade gênica.

O tamanho efetivo de população, como dissemos, também 
incorpora um fator histórico: uma população com um número 
grande de indivíduos, originados há poucas gerações de um nú-
mero pequeno de ancestrais, terá um tamanho efetivo menor do 
que populações que permaneceram demograficamente estáveis há 
muito tempo. O tamanho efetivo de uma população em um dado 
momento pode ser estimado pela média harmônica dos tamanhos 
efetivos das n gerações passadas, de acordo com a fórmula

Ne = n / [S(1/Ni)],

onde Ni é o tamanho efetivo da população na geração i. Imagi-
nemos, por exemplo, que, no caso anterior dos tigres, o macho 
e as 49 fêmeas da primeira geração produzissem em sua vida 
um total de 200 filhotes (100 machos e 100 fêmeas) e que es-
ses filhotes, por sua vez, produzissem uma F2 de 800 filhotes 
(400 machos e 400 fêmeas). Ao final dessas três gerações o 
tamanho efetivo da população dessa F2 seria de apenas Ne = 3/
[(1/3,92)+(1/200)+(1/800)] = 11,48 indivíduos. Isso indica que a 
recuperação do tamanho efetivo de população é muito lenta após 
um estrangulamento populacional. Voltando ao nosso exemplo 
dos lobos marinhos, vimos que o tamanho efetivo populacional, 
corrigido para a proporção sexual, em 1996 no Peru foi de 9.138. 

No período 1997-1998, houve um forte evento de El Niño, de 
modo que, em 1999, o tamanho efetivo populacional havia sido 
reduzido para 1.220 (de Oliveira et al., 2006). Assim, o tamanho 
efetivo populacional, levando em conta as oscilações temporais, 
seria de 2/[(1/9.138)+(1/1.220)] = 2.153 indivíduos.

A relação existente entre variação genética e tamanho 
efetivo da população pode ser expressa na seguinte fórmula, com 
base no modelo de alelos infinitos (Wright, 1978):

�	

he =
4Nem

4Nem +1( )
,

onde he é a heterozigosidade esperada (sob equilíbrio de Hardy-
Weinberg) e m é a taxa de mutação para o gene estudado. A di-
minuição do tamanho efetivo da população é, portanto, um dos 
principais responsáveis pela perda de variabilidade em populações 
ameaçadas de extinção.

Um problema adicional enfrentado por populações peque-
nas (<1000 indivíduos) é a fixação aleatória de alelos deletérios 
pré-existentes ou oriundos de novas mutações. As populações 
de tamanho normal costumam apresentar um grande número de 
alelos deletérios com frequências reduzidas (a chamada “carga 
genética” da população). Esses alelos, geralmente recessivos, são 
mantidos em frequências baixas pela ação leve, mas constante, 
da seleção natural sobre os homozigotos. No entanto, em popu-
lações pequenas, a não ser em regimes seletivos muito fortes, 
pode acontecer a fixação aleatória desses alelos deletérios. Uma 
vez fixados, esses alelos não são mais sujeitos à ação da seleção 
natural, pela ausência de alternativa genética que possa ser sele-
cionada. Dessa forma, enquanto que, para os alelos letais ou alta-
mente deletérios, o endocruzamento significa uma “purificação”, 
para alelos levemente deletérios ele pode significar a imposição 
de uma carga genética crônica que pode levar a população ao 
colapso (Lynch, 1995).

Alguns autores estimam que um tamanho populacional 
efetivo mínimo para evitar depressão por endocruzamento seja 
de 50 indivíduos (Soulé e Wilcox, 1980; Franklin e Frankham, 
1998). Esse número sobe para 500 indivíduos se se deseja 
também evitar a perda de variabilidade devido à deriva gênica 
(Franklin e Frankham, 1998). Esses valores, embora tenham sido 
empregados como padrão, originaram-se de estudos realizados 
com drosófilas na década de 1950 e dependem naturalmente da 
variabilidade genética e da arquitetura genética dessa variação, 
que é importante fenotipicamente. Por esse motivo, devemos ser 
cautelosos na determinação de valores mínimos de tamanhos 
populacionais para fins de conservação. Por exemplo, uma 
vez perdida a variabilidade gênica, ela só é recuperada muito 
lentamente (por mutação ou migração), de modo que, mesmo 
tomando providências para aumentar o tamanho populacional de 
uma espécie, ela pode continuar ameaçada de extinção (Avise, 
2004). Um conceito interessante para a conservação é o de 
tamanho mínimo viável de uma população (MVPS, “minimum 
viable population size”), que expressa o tamanho (em número de 
indivíduos) que uma população deve ter para poder persistir na 
natureza (Shaffer, 1981). Estima-se que esse número seja bem 
maior que os números calculados para populações manejadas e 
uma meta-análise recente, de dados de 212 espécies, chegou a um 
valor mediano de MVPS de mais de 4.000 indivíduos (intervalo 
de 95% de confiança = 3577–5129 indivíduos; Traill et al., 2007).

Um dos exemplos mais claros do tempo que leva para recu-
perar a variabilidade perdida é o caso dos elefantes-marinhos-do-
norte, Mirounga angustirostris. Essa espécie foi caçada de 1820 
a 1880 devido ao alto valor de seu óleo. A caça foi tão intensa 
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que, por volta de 1884, a espécie foi considerada extinta, até que 
se encontrou uma população sobrevivente na Ilha de Guadalupe, 
na Baixa Califórnia. Alguns censos indicaram que menos de 20 
indivíduos haviam sobrevivido, quando os governos americano 
e mexicano tomaram medidas radicais, aprovando leis rígidas 
para impedir a extinção desses animais. A partir daí a população 
começou a se expandir e fundar novas colônias, aumentando o 
tamanho populacional, hoje estimado em 175.000 indivíduos. 
No entanto, esse estrangulamento do tamanho populacional não 
ocorreu sem consequências. Como o tamanho efetivo da popula-
ção é influenciado fortemente pelos estrangulamentos passados, 
os níveis de heterozigosidade nessa espécie permaneceram ex-
tremamente baixos, a ponto de vários estudos não conseguirem 
detectar variação genética alguma em 55 locos de aloenzimas 
(Bonnell e Selander, 1974) e pouquíssima variação em marca-
dores com alto grau de polimorfismo, como a região controle do 
DNA mitocondrial (Slade, 1998). Poderia ser argumentado que os 
elefantes-marinhos, como muitos grandes mamíferos, teriam nor-
malmente variabilidade genética baixa. No entanto, outra espécie 
do mesmo gênero, o elefante-marinho-do-sul (M. leonina), que 
apresenta tamanhos populacionais elevados e alta conectividade 
entre populações (Fabiani et al., 2003), apresenta variabilidade 
gênica cerca de cinco vezes maior (Slade, 1998), o que indica que 
a baixa variabilidade não é uma característica do gênero e, mais 
provavelmente, está realmente relacionada ao estrangulamento 
populacional recente dos elefantes marinhos do norte. Isso foi 
confirmado por comparações diretas de genes extraídos de peles 
de elefante-marinho, que mostraram que, antes do grande estran-
gulamento populacional de 1890, a variabilidade gênica na região 
controle do DNA mitocondrial era dezenas de vezes maior do que 
a atual (Weber, 2000). A redução da diversidade genética tam-
bém foi documentada no golfinho-de-Hector (Cephalorhynchus 
hectori), uma espécie ameaçada endêmica da Nova Zelândia. Na 
Ilha Norte, há uma população pequena (134 indivíduos), que não 
recebe migrantes de outras áreas, e que apresenta apenas um ha-
plótipo na região controle mitocondrial. Porém, quando amostras 
de museu dessa população foram analisadas, foram encontrados 
outros haplótipos, mostrando que historicamente ela possuía di-
versidade maior. A curva da diversidade haplotípica ao longo do 
tempo mostrou uma queda acentuada nos anos 70, coincidindo 
com a introdução das redes de espera na Ilha Norte. Essas redes 
passaram a ser a maior causa de mortalidade desses golfinhos 
(Pichler e Baker, 2000). Dessa forma, foi possível identificar não 
só a perda da diversidade nessa população, mas sua causa mais 
provável. Outro exemplo de espécie ameaçada com baixíssimo 
nível de heterozigosidade é o lobo-cinza (Canis lupus), que tem 
50% da heterozigosidade de outros canídeos e apenas um hapló-
tipo mitocondrial nas populações naturais (Randi, 1993; Randi 
et al., 1995; Wayne, 1996), apesar de estar atualmente mostrando 
sinais de recuperação populacional, com expansão de sua faixa 
de distribuição nos Alpes Italianos e Suíços (Fabbri et al., 2007).

Os guepardos (Acinonyx jubatus jubatus) também têm 
baixa variação gênica tanto em aloenzimas (52 locos monomór-
ficos) como no complexo principal de histocompatibilidade (cuja 
sigla, em inglês, é MHC, de Major Histocompatibility Complex, 
um grupo de proteínas ligadas ao sistema imunológico dos ver-
tebrados). Esse complexo costuma apresentar alta variabilidade, 
associada a uma maior resistência imunológica. Guepardos são 
geneticamente tão homogêneos que seus indivíduos aceitam 
enxertos de pele uns dos outros sem nenhuma rejeição (O’Brien 
et al., 1983; Menotti-Raymond e Stephen, 1993; O’Brien, 1994). 
O mesmo ocorre com o leão-asiático (Panthera leo persica), cuja 
população é muito reduzida (cerca de 250 animais, depois de 
um estrangulamento populacional que fez com que a população 

chegasse a 20 indivíduos, no início do século XX), e, consequen-
temente, não tem nenhuma variação aloenzimática (em 50 locos 
testados; Wildt et al., 1987) ou no sistema MHC (avaliada com 
RFLP; O’Brien, 1994).

A perda de variabilidade gênica frequentemente indica 
altos graus de endocruzamento, que podem estar associados a 
problemas importantes na reprodução e biologia das espécies. 
Como foi visto, o guepardo apresenta baixíssimos níveis de he-
terozigosidade e nessa espécie é observada contagem de esperma 
dez vezes menor que em outros felinos, elevado índice de malfor-
mações em embriões (79%) e também de assimetria bilateral do 
esqueleto—todos fenômenos comuns em espécies com alto grau 
de endocruzamento (O’Brien, 1994). No lobo-cinza-mexicano 
(Canis lupus baileyi), as linhagens endocruzadas apresentam 
uma redução significativa de qualidade em seu esperma, tanto 
sob análise microscópica como na eficiência reprodutiva (Asa et 
al., 2007). Da mesma forma, o leão-asiático possui contagem de 
esperma dez vezes menor que o leão-da-Tanzânia (Panthera leo), 
que tem tamanhos populacionais muito mais elevados. Anomalias 
nos espermatozóides, que ocorrem em 25% dos espermatozóides 
dos leões-da-Tanzânia, atingem 65% dos espermatozóides dos 
leões-asiáticos. Finalmente, os níveis de testosterona circulante 
nos leões-asiáticos são dez vezes menores (0,1 ng/ml) que nos 
leões-da-Tanzânia (1,3 ng/ml; Wildt et al., 1987). O endocru-
zamento pode reduzir, portanto, a fecundidade das populações 
envolvidas. Baseado nesses e em outros resultados, foi sugerido 
que 10% na redução do tamanho da população acarretaria, devido 
à depressão de endocruzamento, uma redução de 10 a 25% em 
seu desempenho reprodutivo (Franklin e Frankham, 1998). Isso, 
por sua vez, pode causar uma nova redução no tamanho efetivo 
da população e, portanto, reduzir a habilidade de persistência 
da população ao longo do tempo (Gilpin e Soulé, 1986). Espé-
cies presas nesse círculo vicioso eventualmente se extinguem, 
principalmente se levarmos em conta que, além dos problemas 
genéticos, existem outros elementos comportamentais (algumas 
espécies precisam de uma densidade populacional mínima para 
se reproduzirem) e demográficos que podem precipitar a extinção 
dessas espécies (Andrewartha e Birch, 1954).

Além dos efeitos negativos na reprodução, a baixa heterozi-
gosidade também pode estar correlacionada à taxa de mortalidade 
de uma espécie. Essa correlação já foi demonstrada, por exemplo, 
nos leões-marinhos-da-Califórnia (Zalophus californianus), nos 
quais filhotes homozigotos para vários locos mostraram maior 
vulnerabilidade a infecções pelo verme-gancho (Uncinaria spp.), 
que é a maior causa isolada de mortalidade de filhotes da espécie 
(causando até mais de 40% das mortes) (Acevedo-Whitehouse et 
al., 2006). A mesma associação foi observada na foca-do-porto 
(Phoca vitulina): indivíduos jovens homozigotos foram mais 
susceptíveis à infecção pelo verme-do-pulmão (Otostrongylus 
circumlitus) (Rijks et al., 2008).

Parece claro, então, que um dos objetivos a serem buscados 
na conservação de espécies ameaçadas é a diminuição do endo-
cruzamento, principalmente em espécies mantidas em cativeiro 
para recolonização (Borlase et al., 1993; Avise e Hamrick, 1996).

Existem alguns dados, no entanto, que indicam que a 
baixa heterozigosidade talvez não seja tão problemática. Por 
exemplo, os elefantes-marinhos, discutidos anteriormente, apesar 
da baixa heterozigosidade, parecem estar vivendo muito bem, 
com tamanhos populacionais elevados e ainda em crescimento. 
O mesmo foi observado em castores da Escandinávia, que quase 
se extinguiram devido à caça no século passado e agora apresen-
tam, previsivelmente, uma baixíssima heterozigosidade, mas têm 
populações estáveis de mais de 100.000 animais (Ellegren et al., 
1993). Outro exemplo é o tordo-preto (“black robin”, Petroica 
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traversi) das Ilhas Chatham, na Nova Zelândia, uma ave cuja 
população permaneceu abaixo de 200 indivíduos pelos últimos 
100 anos, tendo atingido um mínimo de cinco indivíduos em 1980, 
dos quais um casal conseguiu se reproduzir e a população, sob 
intensa proteção, voltou a aumentar novamente até 200 indivíduos 
nos anos 90. Esses indivíduos têm baixíssima heterozigosidade, 
mas são saudáveis e se reproduzem normalmente, indicando 
que essa baixa variação gênica não parece estar prejudicando 
suas chances de sobrevivência, pelo menos nas condições atuais 
(Ardern e Lambert, 1997).

Uma possível explicação para esse sucesso reprodutivo, 
apesar da baixa variabilidade, é que os exemplos dados são 
de animais que teriam passado suas crises de endocruzamento 
há muito tempo e teriam sobrevivido, saindo, no processo, 
“purificados” das mutações deletérias. Como comentado 
anteriormente, um dos problemas do endocruzamento é a 
ocorrência de homozigose de alelos deletérios recessivos, 
existentes normalmente nas populações naturais. Portanto, poderia 
ser argumentado que inúmeras espécies que no século XIX 
sofreram reduções populacionais já se extinguiram por colapso 
de endocruzamento, e que os elefantes-marinhos-do-norte, os 
castores dinamarqueses e os tordos-pretos são alguns dos poucos 
exemplos de espécies que escaparam desse cataclismo genético 
por terem populações iniciais muito grandes, poucos alelos 
levemente deletérios (o que diminuiria a chance de fixação desses 
alelos sub-ótimos por deriva genética) ou apenas por acaso. Como 
as taxas de mutação para caracteres morfológicos de herança 
quantitativa são de até três ordens de grandeza maiores do que 
aquelas observadas para a maioria dos caracteres moleculares 
(com exceção dos microssatélites; Slatkin, 1995), é possível 
que elas já tenham inclusive recuperado parte de seu potencial 
evolutivo nesses caracteres, apesar da baixa variabilidade 
molecular. Outras espécies, como o guepardo e os lobos-cinzas. 
estariam ainda lutando em seu purgatório evolutivo, seu futuro 
dependendo, em última análise, da proporção de genes deletérios 
fixados ou dos acidentes demográficos que suas populações 
possam sofrer. Claramente, o que parece ser o problema nas 
populações ameaçadas não é tanto a baixa variabilidade genética, 
mas sim o alto endocruzamento (entretanto, veja abaixo discussão 
sobre alguns locos onde a variabilidade é importante, como 
aqueles do sistema imunológico). Baixa variabilidade genética, 
em última análise, representa um problema em termos de potencial 
de resposta a desafios ambientais, pois a variabilidade é, como 
Darwin bem demonstrou, a condição necessária para a seleção 
natural. O alto endocruzamento representa, contudo, um problema 
bem maior, pela questão da expressão da carga genética da 
população, causada pela homozigose de genes deletérios.

Existem caracteres moleculares com grande importância 
adaptativa, entretanto, para os quais o grau de polimorfismo é 
fundamental. Para esses, a “purificação do endocruzamento” é, 
na verdade, muito prejudicial, por reduzir a variabilidade gênica 
e comprometer, assim, as chances de sobrevivência da espécie 
a curto e médio prazo. Um sistema gênico típico desse caso é o 
de proteínas do sistema MHC. Essas proteínas são responsáveis 
pelo reconhecimento de peptídeos virais ou de outros patógenos e 
pela transmissão dessa mensagem aos linfócitos T no processo de 
resposta imune às infecções (Klein et al., 1993). Existe uma co-
evolução constante entre os organismos patogênicos e o sistema 
de reconhecimento. Nesse processo, cada mutação que altera os 
peptídeos virais, diminuindo sua chance de reconhecimento pelo 
sistema imunológico, é favorecida e, conseqüentemente, aumenta 
em freqüência na população viral. Uma vez que tal peptídio mu-
tante passe a ser comum nesses vírus, cada mutação no sistema de 
reconhecimento que permita a detecção do novo peptídeo também 

é favorecida (Hughes e Nei, 1992a, b). Esse processo de ação e 
reação constante também é conhecido como a hipótese evolutiva 
da “Rainha Vermelha” (Red Queen, em inglês), por referência à 
frase em “Alice atrás do espelho”, de Lewis Carroll, “Você tem de 
estar sempre correndo para poder continuar no mesmo lugar” (Van 
Vallen, 1973; para uma crítica à hipótese da Rainha Vermelha, 
veja Rios, 2008). Organismos com um número maior de locos 
heterozigotos no sistema MHC são favorecidos nessa co-evolução 
(seleção dependente de frequência) e, consequentemente, o grau 
de polimorfismo desses sistemas em populações naturais está 
entre os mais elevados para genes não neutros (Hughes, 1988, 
Hughes e Nei, 1990).

Um exemplo de espécie com baixa variabilidade no 
MHC é a vaquita (Phocoena sinus), um pequeno golfinho com 
distribuição restrita à parte norte do Golfo da Califórnia, cuja 
única população vivente está estimada em 567 indivíduos. As 
vaquitas não apresentam variabilidade alguma na região controle 
mitocondrial (Rosel et al., 1999) e baixíssima variabilidade no 
MHC (apenas um alelo no locus DQB e dois no DRB; Munguia-
Vega et al., 2008). Simulações demográficas mostraram que a 
homogeneidade genética da vaquita provavelmente se deve a um 
evento fundador na origem da espécie, que teria mantido um baixo 
tamanho populacional desde então (Taylor e Rojas-Bracho, 1999). 
Assim, a vaquita teria expurgado seus alelos de efeito deletério 
médio e elevado. Por outro lado, alelos levemente deletérios 
teriam escapado da seleção e aumentado em frequência por causa 
da forte deriva. Isso explicaria a alta incidência de malformações 
esqueléticas, como a polidactilia e fusões vertebrais, que 
aparentemente não afetam a sobrevivência ou a fertilidade desses 
animais. Embora nenhuma doença infecciosa tenha sido até hoje 
observada na vaquita e sua carga parasitária seja normal, a falta 
de variabilidade no MHC pode significar alta susceptibilidade da 
espécie a novos agentes infecciosos (Munguia-Vega et al., 2008).

Outras espécies que apresentam graus anormalmente baixos 
de polimorfismo no sistema MHC devido a estrangulamentos 
populacionais são: os castores-escandinavos (Ellegren et 
al., 1993), nos quais o MHC é monomórfico; as populações 
remanescentes do bisão-europeu (Bison bonasus; Udina e 
Shaikhaev, 1998); uma espécie ameaçada de peixe de água-doce 
dos EUA (Poeciliopsis o. occidentalis; Hedrick e Parker, 1998); 
os leões-asiáticos (Packer et al., 1991); e o guepardo (Yuhki e 
O’Brien, 1990). Com essa baixa variabilidade no sistema MHC, 
essas espécies estão potencialmente mais vulneráveis a doenças 
virais. De fato, uma epidemia do vírus da peritonite felina, que em 
gatos domésticos (que têm variabilidade normal no sistema MHC) 
costuma matar no máximo 5% dos gatos afetados, praticamente 
dizimou uma população experimental de guepardos nos EUA nos 
anos 80, matando mais de 60% de toda a população e severamente 
debilitando os sobreviventes (O’Brien et al., 1985).

As espécies com baixa variabilidade do sistema MHC 
devido ao endocruzamento podem estar, portanto, vivendo uma 
situação de bomba-relógio, na qual o aparecimento de uma cepa 
viral que consiga driblar o sistema imunológico de um indivíduo 
rapidamente se espalhe por toda a população. Elas teriam 
vencido a batalha contra os próprios genes deletérios durante a 
crise do endocruzamento, se tornando, no processo, mais puras e 
homogêneas, para serem, em seguida, derrotadas por um agente 
externo justamente por sua homogeneidade e consequente falta 
de potencial evolutivo. Assim, a perda de heterozigosidade tem 
um efeito inicial forte, pela depressão de endocruzamento e 
expressão de alelos deletérios raros, que leva a um decréscimo 
populacional importante, que depois pode ter dois destinos 
distintos: a entrada em um processo de genetic meltdown (colapso 
genético), com a consequente extinção da espécie; ou a diminuição 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   222 9/8/2012   16:29:12



222

Biologia Molecular e Evolução

223

Matioli & Fernandes (eds.)

em frequência, por seleção natural, dos alelos deletérios, de 
forma que a espécie fica “purificada” e razoavelmente imune a 
efeitos posteriores do endocruzamento. Isso é o que ocorre, em 
parte, com animais domésticos, onde o cruzamento entre irmãos 
se tornou, ao longo do tempo, biologicamente viável pela baixa 
frequência de alelos deletérios recessivos em suas populações 
atuais. Por outro lado, mesmo passada a crise inicial da depressão 
de endocruzamento, as espécies que perdem variabilidade gênica 
continuam evolutivamente frágeis por causa da consequente baixa 
imunidade a doenças, devido à homogeneidade genética nos 
sistemas de defesa e reconhecimento imunológico. Apesar da 
relação demonstrada em muitas espécies entre variabilidade no 
sistema MHC e resistência a doenças, nem sempre essa relação 
é observada. Por exemplo, no elefante-marinho-do-norte existem 
doenças, como em outros mamíferos aquáticos, sem que elas 
atinjam proporções epidêmicas (Colegrove et al., 2005). Da 
mesma forma, populações de bois selvagens no norte da Inglaterra 
(Bos taurus) apresentam baixíssima variabilidade no sistema 
MHC, mas possuem resistência a doenças parasitárias (Visscher 
et al., 2001). Portanto, apesar da relação entre variabilidade no 
sistema MHC e resistência a doenças, encontrada em várias 
espécies ameaçadas, essa relação é complexa e seguramente outros 
sistemas gênicos estão envolvidos, o que demanda cuidado na 
interpretação dos resultados dessa variação (Acevedo-Whitehouse 
e Cunningham, 2006).

De qualquer forma, nosso papel não deve ser de 
observadores passivos dessa roleta russa do endocruzamento, 
deixando que o acaso decida sobre a sobrevivência das espécies. 
Como vimos, em geral, a variabilidade genética é importante para 
a persistência evolutiva das espécies, mesmo em curto prazo, e 
programas de tentativa de recuperação de populações reduzidas 
devem se preocupar com a manutenção da pouca variabilidade 
restante. A crise do endocruzamento pode ser evitada se os 
tamanhos populacionais forem mantidos acima de um nível crítico, 
com o monitoramento regular dos níveis de heterozigosidade 
e com cruzamentos que maximizem a variabilidade gênica e 
minimizem o endocruzamento (Borlase et al., 1993). Em casos 
extremos, em que a espécie está claramente debilitada e em vias de 
extinção, pode ser até considerada a hibridação com subespécies 
próximas para tentar diminuir a depressão de endocruzamento. 
Esse procedimento normalmente não é recomendado, pois a 
hibridação é frequentemente vista como uma outra maneira, 
mais sutil, de extinguir uma espécie, por meio da sua “diluição” 
em genomas de outra linhagem evolutiva (Rhymer e Simberloff, 
1996) ou mesmo pela entrada de agentes patogênicos novos 
na população (Nishi et al., 2002), trazidos pelos indivíduos 
que serviriam para rejuvenecê-la. Entretanto, se o destino mais 
provável de alguns poucos indivíduos restantes de uma espécie é a 
extinção devido a problemas reprodutivos e outros decorrentes do 
endocruzamento, essa medida pode ser considerada. No caso dos 
leões-asiáticos, por exemplo, observou-se que os cruzamentos em 
cativeiro eram raramente bem-sucedidos (muitos machos tinham 
dificuldades de cruzar e, daqueles que cruzavam, apenas 15% das 
gestações chegavam a termo nos zoológicos; O’Brien, 1994). No 
entanto, em um parque nos EUA, observou-se, inesperadamente, 
um grande sucesso reprodutivo nesses leões em uma colônia 
começada com apenas cinco indivíduos. Um estudo posterior 
feito com aloenzimas mostrou que, desses cinco indivíduos, 
dois eram, na verdade, leões-africanos, que pertencem a uma 
outra subespécie. O sucesso da reprodução em cativeiro tinha 
sido, portanto, provavelmente devido ao vigor híbrido (Wildt 
et al., 1987). Introgressões contínuas e controladas desses leões 
revigorados com leões asiáticos puros podem servir para injetar 
alguma variabilidade gênica nessa subespécie, sem que sejam 

perdidos em demasia seus genes originais. Em populações 
altamente endocruzadas de lobos-cinza na Escandinávia e com 
baixa capacidade de recuperação, a chegada de apenas um 
lobo migrante foi suficiente para fazer com que a população 
voltasse a crescer (Vila et al., 2003). A hibridação pode ser a 
última esperança para uma das espécies de tartaruga-gigante-de-
Galápagos (Geochelone abingdoni), cujo único representante 
vivo é Lonesome George (George Solitário). Após três décadas 
de infrutíferas tentativas de reprodução de Lonesome George com 
fêmeas de outras espécies do gênero Geochelone, marcadores 
moleculares revelaram, em uma ilha vizinha, um indivíduo de 
origem híbrida, cujo pai era G. abingdoni e a mãe, híbrida entre 
G. hoodensis e G. becki (Russello et al., 2007). Infelizmente, 
o indivíduo em questão era macho. Entretanto, como somente 
oito tartarugas foram analisadas nessa ilha, é possível que ainda 
existam também fêmeas híbridas descendentes de G. abingdoni, 
que seriam excelentes candidatas a companheiras de Lonesome 
George e poderiam salvar a espécie da extinção.

A estratégia de hibridização pode falhar, no entanto, 
se houver baixo sucesso reprodutivo dos híbridos. Na Ilha 
Macquarie, no Pacífico Sul, os lobos-marinhos foram extintos 
no século XIX devido à caça. Nos anos 1940, três espécies 
(Arctocephalus gazella, A. forsteri e A. tropicalis) recolonizaram 
a ilha e atualmente um alto nível de hibridização entre elas é 
observado (17-30%). Marcadores moleculares mostraram que os 
machos híbridos, apesar de terem a mesma aptidão para conquistar 
e manter territórios em relação aos machos puros, tiveram um 
menor número de filhotes (Lancaster et al., 2007). Além disso, 
alguns autores alertam contra o uso disseminado de tentativas 
de recuperação de variabilidade genética pelo intercruzamento 
de indivíduos que provenham de áreas geográficas distintas 
(justificado mais adiante).

Os estudos apresentados acima são, em sua maioria, com 
espécies ditas “carismáticas”, que atraem a atenção do público 
e dos órgãos financiadores. No entanto, processos semelhantes 
devem estar acontecendo com todas as espécies ameaçadas de 
extinção, de modo que devemos procurar sempre a preservação 
de seus tamanhos populacionais acima de um nível crítico, para 
evitar tanto os acidentes demográficos, como a depressão por 
endocruzamento.

22.3.2. Indivíduos e estruturas familiares
Marcadores moleculares com altas taxas de mutação, 

como SNPs, mini e microssatélites e, de maneira mais limitada, 
aloenzimas, RAPD ou AFLP, podem ser usados com vantagem 
no estudo das estruturas clonais e das composições familiares nas 
espécies (Hughes, 1998; Avise, 2004). Usando marcadores de 
RAPD, por exemplo, se pôde estabelecer que a última população 
remanescente de uma espécie de eucalipto australiana (Eucalyptus 
phylacis) provavelmente era constituída de um único clone, 
ou seja, geneticamente apenas um indivíduo desse eucalipto 
sobreviveu à expansão da agricultura naquele país (Rossetto et 
al., 1999).

Além disso, marcadores moleculares são úteis para 
revelar o sistema de acasalamento das espécies, uma informação 
fundamental para a definição das estratégias de manejo a serem 
adotadas para as que estão em risco. Com o uso de marcadores 
moleculares, foi possível, por exemplo, verificar que a suposta 
monogamia de muitas espécies de aves estava errada, ao se 
verificar que, para marcadores nucleares polimórficos, muitas 
ninhadas apresentavam mais de quatro alelos, o que seria 
impossível se todos fossem filhos de um único casal (Haig et al., 
1996; Petrie, 1998; Alderson et al., 1999; revisão em Griffith et 
al., 2002).
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Outro exemplo é o dragão-de-Komodo (Varanus komo-
doensis), uma espécie de lagarto ameaçada pela fragmentação 
de hábitat. Uma estratégia para evitar a extinção da espécie tem 
sido a manutenção de indivíduos em cativeiro, para posterior re-
colonização de áreas recuperadas. Entretanto, muitos zoológicos 
mantêm apenas fêmeas e os machos são transportados entre as 
instituições. Essa estratégia foi recentemente confrontada por um 
estudo que demonstrou que os dragões-de-Komodo realizam par-
tenogênese, alternadamente com a reprodução cruzada. O “DNA 
fingerprinting” revelou que embriões de duas fêmeas mantidas 
em cativeiro, isoladas de machos, eram todos homozigotos para 
um ou outro dos alelos das mães. Esse resultado sugere que, a 
fim de manter a diversidade genética da espécie, os zoológicos 
devem evitar manter fêmeas sem a presença de machos (Watts 
et al., 2006).

Outra aplicação importante da genética para a conservação 
é na determinação não invasiva do sexo em espécies sem dimorfis-
mo sexual, como ocorre em muitas aves, onde cerca de 50% das 
espécies não apresentam dimorfismo sexual visível (Griffiths et 
al., 1998). Frequentemente, pessoas lidando com conservação e 
criação em cativeiro de espécies de aves ameaçadas de extinção 
se deparam com o problema de não saber quais aves devem ser 
pareadas para formar casais reprodutores. O perna-longa Himanto-
pus novaezelandiae, por exemplo, é uma das aves mais ameaçadas 
de extinção do mundo, com apenas 24 adultos existentes. Muitas 
tentativas de reprodução dessas aves em cativeiro foram mal su-
cedidas por envolverem pares do mesmo sexo, já que a formação 
dos pares nas condições de criação era aleatória. Com o uso de 
marcadores moleculares ligados aos cromossomos sexuais (nas 
aves o sexo heterogamético é o feminino, que apresenta em seu 
cariótipo os cromossomos sexuais W e Z, enquanto que os machos 
são ZZ), esses pássaros puderam ser agrupados em casais, o que 
aumentou o sucesso na reprodução da espécie em programas de 
reintrodução na natureza (Millar, 1997). Marcadores de sexo em 
aves, portanto, são muito importantes e várias estratégias têm sido 
seguidas, como a busca empírica de bandas sexo-específicas em 
padrões de RAPD (Lessells e Mateman, 1998) ou de minissaté-
lites (Miyaki et al., 1997; Miyaki et al., 1998; Wink et al., 1998). 
Esses últimos trabalhos são particularmente interessantes e tem 
envolvido cientistas brasileiros, que usam marcadores molecu-
lares no estudo de populações de várias espécies de papagaios 
(Psittacidae).

Uma abordagem que parece ser muito promissora, se-
melhante à usada por Miyaki et al. (1998), é o uso de genes de 
uma enzima ligada à replicação do DNA—os genes da helicase 
de ligação cromossômica (CHD – “chromo-helicase-DNA bin-
ding”, em inglês), que são evolutivamente muito conservados e 
que estão localizados nos cromossomos sexuais. O gene CHD-W 
existe apenas nas fêmeas, enquanto que o CHD-Z existe nos dois 
sexos. Os dois genes têm introns de tamanhos diferentes, mas têm 
homologia e similaridade em regiões conservadas, para as quais 
podem ser desenhados iniciadores para PCR. Assim, uma única 
reação de PCR produz para cada gene um fragmento de DNA de 
tamanho diferente. Esses produtos de PCR podem ser facilmente 
visualizados por eletroforese, de forma que o macho apresenta 
apenas uma banda e a fêmea, duas bandas. Esses genes são 
evolutivamente muito conservados e aparentemente ocorrem em 
todas as aves exceto nos avestruzes e em outros Struthioniformes, 
onde estão em cromossomos autossômicos (Griffiths et al., 1998). 
Dessa forma, eles poderão ser usados facilmente como marcadores 
moleculares na determinação do sexo da maioria das aves onde 
não exista dimorfismo sexual externo, facilitando enormemente 
todos os estudos com reprodução em cativeiro e reintrodução na 
natureza de espécies ameaçadas.

Marcadores moleculares podem ser usados também para 
a sexagem de mamíferos, quando a sexagem morfológica é di-
ficultada ou porque o material disponível não inclui genitálias 
em bom estado (como em amostras degradadas, que incluem 
apenas alguns tecidos ou provenientes da análise direta de pele, 
fezes ou de pelos). Nesse caso, a abordagem é semelhante à feita 
com aves, usando-se, entretanto, marcadores do cromossomo Y, 
como o fator de diferenciação testicular SRY, ou regiões pseu-
dohomólogas com sequências diferentes no X e no Y, como os 
genes das proteínas “zinc finger” (ZFX e ZFY). Quando o SRY 
é usado, machos produzem uma banda (referente ao fragmento 
presente no Y) e fêmeas não apresentam nenhuma banda (au-
sência do Y). Por isso, é essencial que controles positivos sejam 
co-amplificados, a fim de distinguir entre falhas na amplificação 
(que levariam à designação equivocada do sexo) e ausência do 
marcador sexo-específico na amostra. O sistema ZFX/ZFY é um 
pouco diferente, porque se baseia na amplificação simultânea de 
fragmentos presentes nos cromossomos X e Y: nos machos, são 
produzidas duas bandas, enquanto, nas fêmeas, uma banda é am-
plificada (devido à presença do cromossomo X apenas). Assim, o 
próprio ZFX funciona como controle positivo. Os sistemas ZFX/
ZFY e SRY têm sido empregados, por exemplo, no boto-cinza e 
no tucuxi (Sotalia guianensis e S. fluviatilis) (Cunha e Solé-Cava, 
2007; Figura 22.1). Como a maioria dos cetáceos, o boto-cinza 
e o tucuxi não apresentam dimorfismo sexual externo facilmente 
observável, o que atrapalha estudos de estrutura social baseados 
na foto-identificação, uma técnica que possibilita o acompanha-
mento temporal e espacial dos indivíduos usando marcas naturais. 
Determinar visualmente o sexo dos indivíduos foto-identificados 
é dificílimo, porque depende da observação de sua região ventral, 
um evento raro no campo. A aplicação dos sistemas ZFX/ZFY e 
SRY nessas espécies tem permitido a determinação molecular do 
sexo de indivíduos foto-identificados, amostrados por biópsia re-
mota. A técnica também é capaz de sexar carcaças cuja putrefação 
impede a sexagem convencional, feita a partir do exame morfo-
lógico. Como carcaças são a principal fonte de amostras para os 
pesquisadores que trabalham com essas espécies, a possibilidade 

Figura 22.1. Padrões observados na sexagem molecular do boto-
cinza (S. guianensis) usando os sistemas ZFX/ZFY e SRY. M: 
machos; F: fêmeas; 1Kb: marcador de tamanho. Fonte: Cunha e 
Solé-Cava (2007).
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de sexá-las é valiosa, por aumentar o conteúdo informativo para 
as análises, assim como o próprio tamanho amostral.

Embora as técnicas moleculares de sexagem venham sendo 
cada vez mais aplicadas em espécies ameaçadas, muitos estudos 
não realizam uma avaliação da performance dos sistemas na iden-
tificação correta do sexo dos indivíduos (Robertson e Gemmell, 
2006). Por essa razão, é aconselhável que os estudos que usam a 
sexagem molecular incluam uma etapa de teste com um número 
razoável de indivíduos de sexo conhecido, como foi feito no caso 
dos botos-cinza e tucuxis.

As estruturas familiares também têm importância quando 
consideramos espécies ameaçadas. Em populações naturais, gru-
pos geneticamente mais relacionados (“famílias”) frequentemente 
se distribuem espacialmente de maneira agregada. As consequ-
ências desse comportamento são várias, inclusive o aumento de 
endocruzamento e, algumas vezes, a necessidade da manutenção 
de tais estruturas familiares para a reprodução da espécie (Avise, 
2004). Marcadores moleculares permitiram verificar que várias 
espécies de baleias (Amos et al., 1993), tartarugas (Bowen et al., 
1996; Bowen e Karl, 2007) e inúmeras aves (Avise, 1996; Haig 
et al., 1996) e peixes (Barluenga e Meyer, 2004) têm compor-
tamentos migratórios com fidelidade à região natal (filopatria) e 
frequentemente se mantêm agregadas em estruturas familiares 
muito fechadas, com pouco intercâmbio entre grupos (Avise, 
2004). Essa característica tem influência direta para a conserva-
ção, porque afeta os padrões de migração das espécies e leva a 
situações de não-panmixia (veja próxima seção).

22.3.3. Estruturação genética e estratégias de conservação
O estudo das estruturas populacionais por meio de téc-

nicas moleculares é talvez a parte mais importante da genética 
para conservação e tem sido útil tanto no estudo de populações 
exploradas comercialmente (ou seja, abundantes, mas com riscos 
populacionais devido à superexploração), como nas espécies já 
ameaçadas de extinção. Naturalmente, a própria definição do 
que seja uma população é assunto complexo (Waples e Gag-
giotti, 2006), mas para as pessoas envolvidas em conservação 
os conceitos mais usados são os de “unidades evolutivamente 
significativas” (“Evolutionarily Significant Unit”, ESU; Ryder, 
1986) e de “unidades de manejo” (“Management Unit”, MU; 
Moritz, 1994). As ESU geralmente são identificadas com base 
no monofiletismo recíproco das linhagens, enquanto que, para a 
delimitação de MU, podem ser usadas diferenças quantitativas 
(por exemplo, nas frequências alélicas) (Moritz, 1994). Assim, as 
MU diferenciam-se das ESU por serem menos restritivas e mais 
próximas do presente demográfico da espécie (Moritz, 1994; 
Palsboll et al., 2007).

Peixes e outros organismos marinhos são os únicos animais 
selvagens consumidos por nossa espécie em grande escala pela 
exploração direta de populações naturais. Assim, os problemas (e 
as soluções) encontrados em sua exploração são completamente 
diferentes daqueles oriundos da exploração das plantas e animais 
domésticos. O risco de extinção, por exemplo, não é um problema 
para a exploração de animais terrestres como vacas e ovelhas, 
mas se torna um problema constante na exploração de populações 
marinhas. As baleias, por exemplo, que eram abundantes até o 
século XIX, constituindo recurso alimentar e industrial notável, 
quase se extinguiram em meados do século XX (Baker et al., 
1996), e a pesca ilegal continuada de algumas espécies poderá 
ainda levá-las à extinção (Baker et al., 2000b). De fato, a caça 
descontrolada foi o fim de outros mamíferos aquáticos, como a 
vaca-marinha-de-Steller (Hydrodamalis gigas) e a foca-monge-
do-Caribe (Monachus tropicalis). A vaca-marinha era uma espécie 
de sirênio gigante (que alcançava 8m) que foi extinta pela caça 

apenas 27 anos após sua descoberta, que aconteceu em 1741, antes 
mesmo de sua descrição (publicada em 1780). No primeiro relato 
sobre o animal, seu descobridor citava o delicioso sabor de seu 
óleo (“que lembra o de amêndoas doces”; Steller, 1751). A foca-
monge-do-Caribe também foi superexplorada por causa de sua 
gordura e o último indivíduo da espécie foi observado em 1952.

O colapso da pesca de várias espécies de vertebrados e 
invertebrados é um exemplo de como populações, que pareciam 
ser (e, frequentemente, eram) enormes, se mostram frágeis quando 
exploradas intensivamente (Grant e Bowen, 1998). A genética das 
espécies marinhas exploradas comercialmente, também conhecida 
como “genética pesqueira”, é um campo de pesquisas enorme e 
interessante. O leitor poderá encontrar mais informações sobre 
esse assunto em várias revisões (Ryman e Utter, 1987; Carvalho 
e Hauser, 1995; Thorpe et al., 2000; Ward, 2000).

Antes de falar especificamente sobre a questão das implica-
ções da estruturação genética sobre as abordagens de conservação 
em populações ameaçadas, é necessário que definir brevemente  
estruturação gênica e mostrar como podemos estimar os níveis 
de fluxo gênico (dispersão e migração) entre populações naturais.

Populações naturais frequentemente não mantêm panmi-
xia, ou seja, a probabilidade de reprodução entre dois indivíduos 
quaisquer da população não é sempre a mesma, e depende de 
fatores biológicos e geográficos. Os motivos para essa limitação 
em relação à panmixia são muitos e, frequentemente, complexos 
(revisões desses conceitos e processos podem ser encontradas 
em Wright, 1978; Lewontin, 1985). Alguns fatores que limitam 
a panmixia são:

•	 Pouco deslocamento dos adultos ou das larvas/sementes 
(para uma panmixia real, o deslocamento potencial de uma 
espécie deveria ser igual a sua faixa de distribuição);
•	 Em organismos fixos, como plantas e vários organismos 
marinhos, pouca viabilidade gamética (o que leva a uma pro-
babilidade maior de cruzamentos entre vizinhos);
•	 Seleção de hábitat com fidelidade natal (filopatria);
•	 Cruzamentos com escolha de parceiro (“assortative ma-
ting”, em inglês);
•	 Recrutamento (entrada de novos indivíduos na popula-
ção) caótico (alta dispersão, mas dispersantes endocruzados 
migrando em conjunto e de maneira caótica, com ciclos dis-
persivos muito longos e de seleção pós-fixação).

Essa ausência de panmixia provoca uma estruturação (sub-
divisão) das populações em subpopulações. Os motivos são: (1) 
novidades evolutivas (mutações) surgidas em algumas partes vão 
levar muito tempo para se espalharem para toda a população; (2) 
endocruzamento local diminuirá a variabilidade genética de cada 
subpopulação; e (3) deriva genética e seleção poderão levar a uma 
divergência entre indivíduos agrupados em diferentes partes da 
distribuição. Dessa forma, populações estruturadas vão apresentar 
um equilíbrio dinâmico entre fatores de diferenciação (mutação, 
deriva genética e seleção natural direcional ou disruptiva diferente 
em cada área) e fatores de homogeneização (migração, seleção 
natural purificadora e seleção natural balanceada ou direcional 
igual em cada área). A importância relativa de cada um dos fatores 
vai variar de acordo com o tamanho populacional e as diferenças 
ambientais ao longo da faixa de distribuição da espécie.

De acordo com a bionomia da espécie—em particular o 
tipo de dispersão—,podemos observar três tipos principais de 
estruturação de populações (Wright, 1978):

•	 Isolamento por distância, em que o fator principal para a 
diferenciação é a limitação da dispersão em função da dis-
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tância geográfica, dentro de uma população sem subdivisões 
aparentes. Nesse modelo, não existe panmixia, mas também 
não existe uma diferenciação abrupta ou descontinuidade que 
permita a delimitação de subpopulações;
•	 Modelo de ilhas, em que a diferenciação entre as popu-
lações não depende da distância entre elas, os recrutas sendo 
oriundos de uma única população de tamanho infinito (modelo 
infinito; Wright, 1978) ou de outras ilhas, sem relação com sua 
posição espacial (modelo finito; Slatkin, 1985);
•	 Modelo passo-a-passo (“stepping stones”; Wright, 1978), 
em que cada subpopulação somente pode trocar migrantes 
com as populações vizinhas.

Uma maneira gráfica de visualizar os diferentes modos de 
estruturação gênica em populações naturais é considerar que, em 
uma dada região geográfica, foram amostradas três localidades ao 
longo de uma linha (por exemplo, três praias diferentes ao longo 
de uma costa). Se denominarmos os gametas produzidos pelos 
indivíduos dos três pontos contíguos, respectivamente, de A, B e 
C (Figura 22.2), teremos panmixia quando a probabilidade de cru-
zamentos entre gametas de uma mesma localidade (PA-A, PB-B 
e PC-C) for igual à probabilidade dos cruzamentos entre gametas 
de localidades diferentes (PA-B, PB-C e PA-C). Por outro lado, 
teremos uma população estruturada quando as probabilidades de 
cruzamentos dentro de cada localidade (PA-A, PB-B e PC-C) 
forem maiores do que as probabilidades de cruzamentos entre 
gametas de localidade diferentes (PA-B, etc).

Usando essa notação, podemos dizer que, tomando 
como referência a população A, na Figura 22.2:

(a) Panmixia:  PA-A = PB-B = PC-C = PA-B = PA-C
(b) Isolamento por distância: PA-A = PB-B = PC-C > PA-B > PA-C
(c) Ilhas: PA-A = PB-B = PC-C >> PA-B = PA-C
(d) Passo-a-passo: PA-A = PB-B = PC-C >> PA-B >> PA-C @ 0

De uma maneira geral, é esperado que espécies com alta 
capacidade de dispersão, mas exibindo algum tipo de filopatria, 
como várias espécies de aves e peixes, se apresentem estruturadas 
conforme o modelo de ilhas. Por outro lado, espécies em que os 
dispersores têm vida curta ou por algum outro motivo não podem 
cobrir toda a distância da distribuição da espécie, se apresentarão 
estruturadas conforme o modelo de isolamento por distância ou 
passo-a-passo (Avise, 2004). Naturalmente, esses modelos, como 
todos os modelos, são simplificações da realidade e, portanto, 
podemos observar na natureza casos de transição entre os modelos 
(Neigel, 1997).

A verificação da existência de estruturação gênica nas 
populações naturais e a estimativa do fluxo gênico entre essas 
subpopulações pode ser feita a partir da variância das frequências 
gênicas entre localidades diferentes (FST, Wright, 1978), como 
visto no Capítulo 21 (estruturação populacional). O uso do FST 

como medida de estruturação populacional pode ser problemá-
tico em espécies nas quais o equilíbrio entre deriva e migração 
(o chamado equilíbrio de Wright-Fisher) ainda não foi atingido 
(Whitlock e McCauley, 1999). Entretanto, apesar de não ser 
recomendado para a estimativa direta do fluxo gênico entre popu-
lações, o FST ainda pode ser útil mesmo em populações ameaçadas 
(e, portanto, fora do equilíbrio) como uma medida razoável de 
sua estruturação histórica (Neigel, 2002).

Um outro tipo de análise da estruturação de populações é a 
Análise de Variância Molecular (AMOVA; Excoffier, 1994). Nessa 
abordagem, de forma semelhante à usada na análise estatística de 
covariância (Sokal e Rohlf, 1995), a variância nas frequências 
gênicas é subdividida em vários componentes hierarquicamente 
inclusivos, como a variância entre grupos de subpopulações (FCT) 
e a variância entre subpopulações (FSC). Uma das vantagens des-
se tipo de abordagem é que ele pode ser usado com um número 
grande de tipos de marcadores moleculares (ao contrário do FST e 
do GST, que se aplicam mais a dados de marcadores codominantes). 
A interpretação dos valores de FST, GST ou FCT é semelhante: valo-
res não significativos nos dizem que a hipótese nula de panmixia 
não pode ser rejeitada e indicam a necessidade de outros estudos 
para verificação da homogeneidade. A AMOVA também pode ser 
complementada com o uso das informações da distribuição espacial 
dos indivíduos, considerando todos os agrupamentos ad hoc pos-
síveis, em uma análise chamada de AMOVA espacial (SAMOVA; 
Dupanloup et al., 2002). Uma das limitações em análises ad hoc 
como FST e AMOVA é a necessidade de se definirem os grupos a 
priori. Na prática, os grupos em geral são definidos como grupos de 
amostragem, ou seja, os organismos coletados em um determinado 
local. Isso significa que locais de mistura populacional serão trata-
dos como se fossem homogêneos e muitas localidades amostradas 
nas quais ocorre a mesma população poderão viciar a análise da 
estruturação global. Uma maneira de contornar esse problema é 
tratar cada individuo separadamente, em procedimentos chamados 
de Análises de Atribuição. Esses tipos de análise, geralmente feitos 
com abordagens Bayesianas empregando algoritmos de MCMC 
(Markov Chain Monte Carlo), são explicados no Capítulo 21.

As implicações das análises populacionais para estudos 
de conservação são muito importantes: se uma espécie ameaçada 
que ocupa uma determinada área se apresenta estruturada, então a 
estratégia de conservação deve procurar preservar a diversidade 
da espécie em toda a sua distribuição, pois já podem existir 
adaptações locais que se perderiam no caso de as populações 
serem misturadas ou serem extintas. Por outro lado, se a espécie 
é homogênea ao longo de toda a área de ocorrência, então é viável 
concentrar sua proteção em apenas uma área, usando indivíduos 
dessa área para recolonização das outras quando necessário (Haig, 
1998). Em outras palavras, para estudos de recolonização ou 
conservação de espécies ameaçadas, deve ser levado em conta não 
a espécie, mas as unidades de manejo, que são as subpopulações 
diferenciadas geneticamente (Berg et al., 1996).

Por exemplo, um estudo com sequenciamento da região 
controle mitocondrial do veado-dos-pampas (Ozotoceros 
bezoarticus) revelou que suas populações estavam estruturadas 
(FST=0,20), indicando também uma relação entre diferenciação 
populacional e distância geográfica ao longo de um transecto entre 
as latitudes 5 e 41o sul, desde o cerrado brasileiro até a Argentina 
(Gonzalez et al., 1998b). A consequência para a conservação 
dessa espécie é que a preservação dos hábitats deve ocorrer 
ao longo de toda sua distribuição. Se políticas de reintrodução 
forem implementadas, elas devem ser feitas a partir de estoques 
reprodutores específicos para cada região (estoques autóctones).

As populações da tartaruga-de-pente (Eretmochelys 
imbricata), apesar de sua grande capacidade de dispersão, 

Figura 22. 2. Probabilidades de cruzamentos entre indivíduos em 
três populações e dentre essas populações.
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também estão muito estruturadas, desta vez seguindo um 
modelo de ilhas (Bass et al., 1996). Graças ao conhecimento das 
diferenças genéticas entre as várias populações dessa tartaruga, foi 
possível verificar que os indivíduos existentes em uma região de 
alimentação, em Porto Rico, vinham de toda a região caribenha. 
Esse resultado indicou que projetos de conservação das regiões 
de desova dessas tartarugas, apesar de importantes, seriam inúteis 
se não fossem acompanhados de sua preservação também nas 
áreas de alimentação, que podiam estar muito distantes (Bowen 
et al., 1996). Uma consequência interessante desse resultado 
é que, para espécies com alto grau de dispersão, as fronteiras 
políticas são irrelevantes e a conservação do estoque nativo de 
uma espécie precisa ser feita de maneira coordenada entre vários 
países (Bowen et al., 1996).

Outro exemplo de espécie que requer uma ação coordenada 
entre diferentes países é a toninha (Pontoporia blainvillei), 
única espécie de golfinho considerada ameaçada de extinção no 
Brasil. Em um estudo usando sequenciamento da região controle 
mitocondrial de amostras brasileiras da espécie, foi observada 
uma alta diferenciação (FCT = 0,401; P<0,0001) entre o Rio 
de Janeiro e o Rio Grande do Sul (Secchi et al., 1998). Com 
base nesses dados e em parâmetros biológicos e populacionais, 
foram propostas quatro unidades de manejo para a espécie, se 
estendendo entre Brasil, Uruguai e Argentina (Secchi et al., 2003). 
Posteriormente, a estruturação genética das toninhas no Uruguai e 
na Argentina foi estudada e, de maneira geral, apoiou a proposta 
feita por Secchi et al. (2003) (Lazaro et al., 2004; Mendez et al., 
2008). A delimitação das unidades de manejo é fundamental para 
a avaliação do impacto das capturas acidentais em redes de pesca, 
a maior causa de mortalidade não natural nessa espécie. Como a 
taxa de mortalidade por captura excede a taxa de natalidade das 
populações, a conservação da espécie depende da redução das 
capturas acidentais.

Na Tabela 22.2, apresentamos uma compilação de resul-
tados de vários estudos moleculares feitos com populações de 
espécies ameaçadas. De uma maneira geral, observamos que 
populações de espécies em declínio se encontram frequentemente 
estruturadas, o que é esperado, pois em geral a degradação am-
biental leva à formação de refúgios ou “oásis”, onde pequenas po-
pulações das espécies persistem, sem contudo poder trocar genes 
através das áreas impactadas, que são o “deserto” em volta delas.

A idéia geral, portanto, é que, ao se manejarem populações 
de espécies ameaçadas, devemos procurar preservar também sua 
diversidade geográfica, a não ser nos casos de pouca diferen-
ciação genética, ou seja, nos casos em que as populações estão 
pouco estruturadas. No entanto, se a variabilidade local já tiver 
sido perdida devido ao endocruzamento, mas ainda houver uma 
alta diversidade entre populações isoladas, pode-se considerar, 
em casos extremos, o cruzamento de indivíduos de populações 
diferentes para diminuir a depressão por endocruzamento. Por 
exemplo, a foca-monge-havaiana (Monachus schauinslandi), 
apesar de décadas de proteção e esforços de aumento das cinco 
populações conhecidas, se manteve até hoje com um número 
muito reduzido de indivíduos. Um estudo com sequenciamento 
da região controle do mtDNA e com minissatélites encontrou um 
baixíssimo nível de variabilidade dentro de cada população, mas 
uma alta diferenciação entre elas (FST=0,17; Kretzmann et al., 
1997). A baixa eficiência reprodutiva dessas focas foi interpretada 
como resultado do endocruzamento e a nova política de proteção 
e tentativas de proliferação de suas populações serão feitas a partir 
do cruzamento de indivíduos de colônias diferentes, para tentar 
reverter o quadro de depressão por endocruzamento.

Dentro desse espírito, também foram reintroduzidas, com 
sucesso, indivíduos de duas espécies de jacu, Penelope obscura 

bronzina e P. superciliaris jacupemba, como parte de um esquema 
de reflorestamento posterior à construção de uma represa hidre-
létrica em São Paulo. Marcadores moleculares (minissatélites) 
foram usados para acompanhar o processo de liberação e intro-
gressão das aves reintroduzidas nas populações nativas (Pereira e 
Wajntal, 1999), que parecem ter se adaptado bem à reintrodução.

Como vimos, a estimativa da estruturação populacional é 
um passo importante em estudos de genética para a conservação, 
pois permite direcionar os esforços de conservação para um uso 
mais eficiente dos recursos disponíveis. Naturalmente, os pro-
gramas de conservação sugeridos por esses estudos são cenários 
ideais, que nem sempre podem ser seguidos por questões de lo-
gística ou vontade política. De qualquer forma, os instrumentos 
existem e podem ser usados como guias para a formulação de 
políticas de conservação, principalmente quando são realizados 
estudos comparativos de várias espécies de um mesmo ambiente, 
permitindo a corroboração mútua das melhores estratégias (o que 
foi chamado por John Avise de “perspectiva regional da conser-
vação”; Avise e Hamrick, 1996; Avise, 1998).

22.3.4. Revelando a biodiversidade escondida
Muitas vezes estudos moleculares revelam a existência 

de espécies biológicas diferentes dentro do que os taxônomos 
haviam considerado ser apenas uma espécie. Quando essas es-
pécies têm pequenas diferenças, que haviam sido consideradas 
pelos taxônomos como simples variabilidade intraespecífica, elas 
são chamadas de espécies semicrípticas. Quando são, de fato, 
morfologicamente indistinguíveis, são denominadas espécies 
crípticas. Ambos os casos têm consequências importantes para a 
conservação (Bickford et al., 2007).

A biodiversidade do planeta foi estimada em 13 milhões 
de espécies, das quais cerca de 1,75 milhões já foram descritas 
(Heywood e Watson, 1996), distribuídas em 64 filos, 146 classes, 
869 ordens e cerca de 7.000 famílias. Os animais, com 1,5 milhões 
de espécies (das quais cerca de 900.000 são insetos), excedem 
em muito o número de espécies de plantas (60.000 conhecidas, 
200.000 em total estimado).

Além da subestimativa da biodiversidade, causada pela 
deficiência de financiamentos para estudos de zoologia e de 
botânica de regiões pouco conhecidas (Wheeler, 1995), existe 
também uma outra fonte de subestimativa: a existência de espécies 
crípticas dentro de espécies consideradas como bem conhecidas 
(Knowlton, 1993; Thorpe e Solé-Cava, 1994; Knowlton, 2000). 
Neste campo, a genética tem contribuído enormemente, desco-
brindo inúmeras espécies novas, com a consequente redução 
da distribuição geográfica suposta para espécies anteriormente 
consideradas cosmopolitas. Pelo menos para o ambiente marinho, 
parece que, com exceção das espécies bioinvasoras (veja item 3.5), 
devem ser muito raras as espécies verdadeiramente cosmopolitas.

As consequências da descoberta de espécies crípticas 
dentro de espécies anteriormente consideradas cosmopolitas é 
particularmente importante, porque, justamente por sua suposta 
abundância e ampla distribuição, essas espécies são frequentemen-
te usadas como modelos para estudos biológicos e para pesquisas 
em produtos naturais (Thorpe e Solé-Cava, 1994).

O mexilhão-europeu, Mytilus edulis, por exemplo, foi 
escolhido por sua ubiquidade no hemisfério norte como modelo 
de estudos de controle de poluição (“The mussel watch pro-
gramme”; Daskalakis, 1997). No entanto, estudos moleculares 
indicaram que essa espécie tem regiões de ampla hibridação 
com outras duas espécies do gênero (M. trossulus e M. gallo-
provincialis), o que complica seu uso para controle ambiental 
(Skibinski et al., 1978; Quesada et al., 1995). Da mesma forma, 
descobriu-se que o anfípode Hyalella azteca, que há anos vinha 
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Tabela 22.2. Exemplos de populações naturais ameaçadas analisadas quanto aos seus níveis de estruturação gênica. 
Grupo Nome vulgar Espécie Local Gene Método Estruturação REF
Ave “Shrike” Lanius ludovicianus Canadá mtDNA sequenciamento baixa 1
Ave Pica-pau Picoides borealis EUA nuclear minissatélites alta 2
Ave “Clapper rail” Rallus longirostris EUA ambos RAPD baixa 3
Ave “Grouse” Lagopus lagopu Escócia nuclear microssatélites alta 4
Ave Tangará dançarino Chiroxiphia caudate Brasil nuclear microssatélites baixa 5
Coral Coral chifre-de-

veado
Acropora cervicornis Caribe ambos sequenciamento Moderada (nucle-

ar) e alta (mtDNA)
6 

Coral Coral vermelho Corallium rubrum Mediterrâneo nuclear sequenciamento, 
microssatélites

alta 7 

Aranha Aranha Macrothele calpeiana Europa e Norte 
da África

mtDNA sequenciamento alta 8 

Crustáceo Pitu Austropotamobius pallipes Suíça nuclear aloenzimas alta 9
Crustáceo Pitu Austropotamobius pallipes Inglaterra mtDNA PCR/RFLP baixa 10
Inseto Mariposa Papilio machaon Inglaterra ambos RAPD baixa 11
Inseto Libélula Coenagrion mercuriale Inglaterra nuclear microssatélies moderada 12 
Inseto Cigarra Cycas fairylakea China ambos AFLP alta 13 
Inseto Besouro Hydrophilus piceus Inglaterra nuclear microssatélites moderada 14 
Mamífero Foca cinza Halichoerus grypus Europa/Canadá mtDNA PCR/RFLP alta 15
Mamífero Boto do porto Phocoena phocoena Inglaterra mtDNA PCR/RFLP baixa 16
Mamífero Boto de Dall Phocoenoides dalli Europa mtDNA PCR/RFLP baixa 17
Mamífero Toninha Pontoporia blainvillei Brasil mtDNA sequenciamento alta 18
Mamífero Toninha Pontoporia blainvillei Argentina, 

Uruguai
mtDNA sequenciamento moderada 19, 20 

Mamífero Morcego-raposa Pteropus scapulatus Europa nuclear RAPD / aloen-
zimas

baixa 21

Mamífero Koala Phascolarctos cinereus Austrália ambos RAPD alta 22
Mamífero Veado-dos-pampas Ozotoceros bezoarticus Brasil/Argentina mtDNA sequenciamento alta 23
Mamífero Urso Ursus arctos Japão mtDNA sequenciamento alta 24
Mamífero Bisão Bison bison EUA nuclear microssatélites baixa 25
Mamífero Morcego Nyctalus azoreum Açores nuclear microssatélites alta 26
Mamífero Preguiça Bradypus torquatus Brasil mtDNA sequenciamento alta 27 
Molusco Mexilhão-de-água-

doce
Pyganodon grandis EUA ambos aloenzimas /

RFLP
alta 28

Molusco Haliote da Califórnia Haliotis cracherodii Califórnia, EUA ambos sequenciamento, 
microssatélites, 
AFLP

moderada 29

Réptil Tartaruga radiada Geochelone radiata Madagascar nuclear microssatélites moderada 30 
Réptil Tartaruga de pente Eretmochelys imbricata Caribe mtDNA sequenciamento alta 31
Réptil Lagarto Podarcis atrata Espanha mtDNA sequenciamento alta 32
Réptil Cascavel Sistrurus catenatus Canadá ambos RAPD, micros-

satélites
alta 33, 34

Réptil Serpente-marinha Aipysurus laevis Austrália mtDNA sequenciamento alta 35 
Anfíbio Sapo Litoria áurea Austrália mtDNA sequenciamento alta 36 
Anfíbio Sapos “corroboree” Pseudophryne corroboree

Pseudophryne pengilleyi
Austrália ambos sequenciamento, 

microssatélites
alta 37 

Anfíbio Sapos Proceratophrys boiei e
Ischnocnema gr. ramagii

Brasil ambos sequenciamento alta 38 

Peixe “Razzorback sucker” Xyrauchen texanus EUA mtDNA PCR/RFLP alta 39
Peixe Cyrprinodontideo Valencia Espanha nuclear aloenzimas alta 40
Peixe Espátula Polyodon spathula EUA mtDNA sequenciamento alta 41
Peixe Tubarão-baleia Rhincodon typus Todos os oce-

anos
mtDNA sequenciamento moderada 42

Peixe Bagre gigante Pangasianodon gigas Tailândia e Cam-
boja

ambos sequenciamento, 
microssatélites

baixa 43 

Peixe Espadarte Xiphias gladius Atlântico mtDNA sequenciamento moderada 44 
Planta Pau-brasil Caesalpinia echinata Brasil ambos RAPD alta 45
Planta Armeria maritima Dinamarca nuclear aloenzimas alta 46
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sendo usado como indicador em testes de ecotoxicologia para 
estudo de qualidade da água em vários laboratórios do mundo, 
é, na verdade, um aglomerado de pelo menos quatro espécies 
diferentes (Hogg et al., 1998).

Outra consequência importante da subestimativa da 
biodiversidade para a conservação e a exploração racionais das 
populações naturais acontece quando populações de um organismo 
explorado comercialmente são constituídas, na verdade, de mais 
de uma espécie (ver Thorpe et al., 2000, para uma revisão desse 
problema para pesca de invertebrados marinhos). Ao se conside-
rarem espécies diferentes exploradas comercialmente como se 
fossem apenas uma espécie, corre-se um grande risco de extinguir 
a espécie ecologicamente mais frágil sem que sequer se tenha 
percebido. Se o controle de estoques pesqueiros depende muito 
da delimitação dos estoques, conforme visto acima, ele depende 
ainda mais da detecção de espécies crípticas, que podem ser vistas 
como um caso mais extremo de diferenciação populacional. No 
Brasil, por exemplo, se considerava a existência de apenas uma 
espécie de cação-anjo (Squatina argentina), uma espécie pescada 
comercialmente principalmente na região sul do país. No entanto, 
um estudo molecular provocado por diferenças observadas por 
biólogos pesqueiros na dinâmica das populações deste cação re-
velou que, na verdade, existiam três espécies diferentes do gênero 
no sul do Brasil, que eram confundidas com “variação ontogené-
tica” ou “polimorfismos naturais” de S. argentina (Solé-Cava et 
al., 1983; Solé-Cava e Levy, 1987). Também foi descoberto por 
análises moleculares que a espécie de camarão comercialmente 
mais importante da costa brasileira (Farfantepenaeus subtilis) 
é, na verdade, a soma de duas espécies distintas (Gusmão et al., 
2000). O mesmo foi observado com o camarão-sete-barbas (Xi-
phopenaeus kroyeri), que, de fato, inclui duas espécies diferentes 
no Brasil (Gusmão et al., 2006). Da mesma forma, dificuldades na 
aquacultura da ostra-do-mangue, Crassostrea rhizophorae, podem 
ser explicadas pelo fato dela corresponder, de fato, a duas espécies 
(Ignacio et al., 2000). A dificuldade em muitos cruzamentos dessas 
ostras em laboratório se devia, portanto, à tentativa involuntária 
de efetuar cruzamentos entre espécies diferentes.

Outros exemplos são a tartaruga-lora (Lepidochelys kem-
pii)—uma espécie rara, confundida com a tartaruga-oliva (L. 
olivacea) — e a orquídea do Arkansas (Cypripedium kentuckien-
se)—interpretada inicialmente como variedade de uma orquídea 
comum nos EUA, C. parviflorum. Nos dois casos, o táxon mais 
raro teria sido extinto se não fossem consideradas suas diferenças 
evolutivas e, consequentemente, tomadas medidas específicas de 
proteção. Isso só foi possível com trabalhos de genética, usando 
mtDNA, no caso da tartaruga (Bowen et al., 1991), e aloenzi-
mas, no caso da orquídea (Case et al., 1998). Assim como nesses 

exemplos, também é provável que existam espécies crípticas de 
peixe-boi-marinho (Trichechus manatus), que corresponderiam 
às ESU detectadas usando a região controle mitocondrial (Garcia 
Rodriguez et al., 1998; Vianna et al., 2006). Esse resultado tem 
consequências importantes para a preservação, pois mostra que 
o peixe-boi-marinho, ameaçado em toda sua distribuição, é ainda 
mais frágil do que se pensava.

Espécies crípticas são encontradas em todos os grupos de 
organismos (Pfenninger e Schwenk, 2007), não se restringindo, 
portanto, apenas a grupos obscuros de invertebrados. Por exem-
plo, análises moleculares feitas com sequências de quatro genes 
nucleares (Roca et al., 2001) revelaram que o elefante-africano 
era constituído, na verdade, de duas espécies diferentes, uma nas 
savanas (Loxodonta africana) e outra nas florestas (L. cyclotis). No 
caso das girafas, os resultados foram ainda mais surpreendentes: 
o que era considerada uma única espécie (Giraffa cameloparda-
lis) revelou ser, após uma análise de sequências mitocondriais e 
microssatélites, um conjunto de seis espécies crípticas (Brown 
et al., 2007).

Um caso recente de identificação de espécies crípticas em 
um mamífero aquático no Brasil foi o dos golfinhos do gênero 
Sotalia. Após mais de um século de incerteza taxonômica, marca-
dores moleculares mostraram que os “ecótipos” marinho e fluvial 
de Sotalia fluviatilis na realidade são espécies diferentes (Cunha 
et al., 2005). A existência de duas espécies havia sido sugerida 
por um estudo morfológico (Monteiro et al., 2002) e também era 
indicada por diferenças em parâmetros biológicos e ecológicos 
dos dois ecótipos. Com a verificação das diferenças genéticas, a 
espécie Sotalia guianensis foi revalidada para os animais mari-
nhos, enquantos os fluviais retiveram o binômio Sotalia fluviatilis. 
Esse resultado teve importantes implicações para a conservação 
dessas espécies, pois S. fluviatilis passou a ser o único delfinídeo 
exclusivamente fluvial do mundo e também uma espécie endêmica 
da Bacia Amazônica (Cunha et al., 2005).

Estudos de biodiversidade molecular aplicada à estimativa 
da biodiversidade nominativa, portanto, serviram para aumentar, 
na maioria das vezes, o número de espécies conhecidas. No entan-
to, em alguns casos, os estudos genéticos indicaram o contrário, 
ou seja, que espécies consideradas distintas eram, na verdade, 
variedades ou híbridos de outras espécies. Esses resultados têm 
muita relevância para a conservação, pois permitem que recursos 
não sejam desperdiçados na proteção ou tentativa de manutenção 
em cativeiro de indivíduos que não têm independência evolutiva. 
É como se, ao observarmos um eventual declínio na população 
de burros e mulas, resolvêssemos investir grandes somas em sua 
preservação em zoológicos etc., sem saber que, de fato, eles são 
híbridos de jumentos com éguas... Como a biologia dos burros 

Tabela 22.2. Exemplos de populações naturais ameaçadas analisadas quanto aos seus níveis de estruturação gênica.  (cont.)

Referências: 1 - Mundy et al., 1997; 2 - Haig et al., 1993; 3 - Nusser et al., 1996; 4 - Piertney et al., 1998; 5 – Francisco et al., 2007; 6 - Vollmer e 
Palumbi, 2007; 7 - Costantini et al., 2007; 8 - Arnedo e Ferrández, 2007; 9 - Lortscher et al., 1998; 10 - Grandjean et al., 1997; 11 – Hoole et al., 
1999; 12 - Watts et al., 2004; 13 - Jian et al., 2006; 14 – Beebee, 2007; 15 - Boskovic et al., 1996; 16 - Walton, 1997; 17 - McMillan e Bermingham, 
1996; 18 – Secchi et al., 1998; 19 – Lazaro et al., 2004; 20 – Mendez et al., 2008; 21 - Sinclair, 1996; 22 – Fowler et al., 1998; 23 – Gonzalez et 
al., 1998a; 24 – Matsuhashi et al., 1999; 25 - Wilson e Strobeck, 1999; 26 - Salgueiro et al., 2008; 27 - Lara-Ruiz et al., 2008; 28 - Liu et al., 1996; 
29 – Gruenthal e Burton, 2008; 30 - Paquette et al., 2007; 31- Bass et al., 1996; 32 – Castilla et al., 1998; 33 – Gibbs et al., 1994; 34 – Gibbs et 
al., 1997; 35 - Lukoschek et al., 2007; 36 - Burns et al., 2007; 37 - Morgan et al., 2008; 38 - Carnaval e Bates, 2007; 39 - Dowling et al., 1996; 
40 - Perdices et al., 1996; 41 - Epifanio et al., 1996; 42 - Castro et al., 2007; 43 - Ngamsiri et al., 2007; 44 - Bremer et al., 2005; 45 - Cardoso et 
al., 1998; 46 - Weidema et al., 1996; 47 - Case et al., 1998; 48 - Stefenon et al., 2007; 49 – Barbará et al., 2008; 50 - Gonzalez-Astorga e Castillo-
Campos, 2004; 51 – Telles et al., 2003.

Planta Orquídea Cypripedium kentuckiense EUA nuclear aloenzimas alta 47
Planta Araucária Araucaria angustifolia Brasil nuclear AFLP, microssa-

télites
moderada e alta 48

Planta Bromélia Alcantarea glaziouana Brasil nuclear microssatélites alta 49
Planta Bromélia Tillandsia achyrostachys México nuclear aloenzimas alta 50
Planta Cagaiteira Eugenia dysenterica Brasil nuclear aloenzimas alta 51
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e mulas é bem conhecida, isso não aconteceria. Mas e se isso 
acontecesse com espécies menos conhecidas? Por exemplo, uma 
subespécie de um pardal-caiçara-americano (o “dusky sea-side 
sparrow”, Ammodramus maritimus nigrescens) foi descrita no 
século XIX e era relativamente abundante na Flórida até a metade 
do século XX. Quando a destruição de seus hábitats pela especu-
lação imobiliária levou a uma grande diminuição da população 
dessa ave, foram feitos programas na tentativa de preservação 
desses pardais. Esses programas foram mal-sucedidos até que o 
último exemplar morreu em cativeiro em 1987. No entanto, um 
estudo posterior, feito com marcadores de DNA mitocondrial, 
revelou que o A. maritimus nigrescens era geneticamente indis-
tinguível de outras supostas raças dessa espécie na costa leste 
Americana (mas diferente das raças da parte próxima ao Golfo 
do México), sendo, provavelmente, apenas uma forma melânica 
de alguma delas (Avise e Nelson, 1989). Apesar da perda daquela 
população ser de qualquer forma lamentável, ela foi, do ponto de 
vista genético, uma perda limitada de alguns genes diferenciados 
naquela população.

A genética, portanto, tem tido um papel fundamental na 
reavaliação da biodiversidade nominal. Já se passaram quase 40 
anos desde a publicação do artigo visionário de John Avise sobre 
o uso de métodos moleculares na sistemática (Avise, 1974). Desde 
então, um número enorme de trabalhos científicos demonstrou 
que os sistematas frequentemente haviam sido conservadores 
demais na atribuição de espécies, aceitando como variações 
intraespecíficas diferenças sutis que, na verdade, marcavam 
espécies diferentes. Os pesquisadores trabalhando atualmente 
com biodiversidade estão mais conscientes desse problema e 
mais preocupados em analisar melhor a biologia das espécies (e, 
quando necessário, sua genética) antes de construírem amplas 
listas de sinonímia ou de expandirem a distribuição geográfica 
de espécies pela citação de novas ocorrências. A sistemática 
molecular certamente nunca substituirá os métodos descritivos 
criteriosos da sistemática baseada em morfologia (para uma 
crítica sobre os limites na identificação molecular rápida e 
unidimensional, por uma abordagem chamada de Barcodes de 
DNA, veja Solé-Cava, 2008a) ou seu trabalho de construção 
do sistema completo conectando as espécies em grupos mais 
abrangentes. No entanto, a sistemática molecular tem auxiliado 
enormemente na detecção de espécies crípticas (Thorpe e Solé-
Cava, 1994; Knowlton, 2000) e poderá ser muito útil, também, 
na definição de taxa supra-específicos, talvez funcionando como 
base de um padrão universal que permita atribuir a esses níveis 
algum sentido evolutivo (Avise e Johns, 1999).

22.3.5. Bioinvasões
Se, por um lado, um dos resultados dos estudos genéticos 

tem sido a descoberta de que as distribuições geográficas amplas 
atribuídas a muitas espécies estão exageradas (ver acima), 
por outro, esses estudos têm servido também para detectar e 
acompanhar um processo inverso—o da invasão, com auxílio 
antropogênico direto ou indireto, de várias regiões do planeta por 
espécies exóticas (Holland, 2000).

As espécies mais intimamente associadas a nossa 
espécie, como nossos parasitas e comensais, têm distribuição tão 
cosmopolita quanto nós, de modo que podemos encontrar, por 
exemplo, piolhos, camundongos e ácaros das mesmas espécies 
distribuídos desde as regiões equatoriais até os círculos polares. 
O mesmo se observa com os animais e plantas domesticados, 
que atualmente têm distribuições completamente cosmopolitas.

A questão das bioinvasões, no entanto, refere-se a espécies 
não tão diretamente associadas a nossa e, consequentemente, 
menos conhecidas, sem por isso serem menos importantes. O 

impacto causado por bioinvasões é muito maior do que geralmente 
se reconhece. Somente nos Estados Unidos, por exemplo, foram 
registradas, até 1993, mais de 4.500 espécies invasoras (Mills et 
al., 1994). Estima-se que bioinvasores sejam o segundo maior 
problema para a conservação no planeta, perdendo apenas para a 
destruição de hábitats (Clavero e Garcia-Berthou, 2005).

Um número enorme de espécies marinhas teve sua dis-
tribuição geográfica aumentada pelo transporte involuntário nos 
cascos de navios (Carlton e Hodder, 1995; Southward et al., 
1998) e, mais recentemente, nos tanques de lastro (Carlton e 
Geller, 1993). Os navios são vetores importantes na introdução 
de espécies exóticas: existem atualmente mais de 35.000 navios 
cargueiros circulando no globo (Carlton, 1985). Considerando-se 
que um único grande cargueiro pode carregar mais de 150.000 
toneladas de água de lastro (Schormann et al., 1990), podemos 
verificar o potencial desse tipo de transporte para as bioinvasões 
(Pierce et al., 1997). Várias das espécies bioinvasoras marinhas 
representam verdadeiras pragas. Elas podem provocar: destruição 
de hábitats naturais (Lafferty et al., 2005); competição (Russell et 
al., 1994; Fleming, 2000) ou predação (Kuris, 1991) de espécies 
nativas; produção de toxinas (Hamer, 1991); e encrustamento de 
estruturas construídas pelos seres humanos, como pilares em cais 
de portos, tubos de refrigeração de usinas nucleares, plataformas 
de petróleo etc. (Lafferty e Kuris, 1996; Cohen e Carlton, 1998). 
Marcadores moleculares podem ser usados para auxiliar tanto na 
identificação das espécies invasoras (May e Marsden, 1992; Geller 
et al., 1994; Southward et al., 1998) e de sua origem geográfica 
(Holland, 2000), como no acompanhamento da evolução do pro-
cesso invasivo (Cohen et al., 1995; Holland, 2000) e no controle 
das populações invasoras (Hampton et al., 2004).

Populações invasoras em geral têm baixa variabilidade 
gênica, principalmente se as invasões ocorrem a partir de um 
número pequeno de organismos fundadores (Holland, 2000). 
No entanto, também já foram observadas variabilidades gênicas 
altas em espécies invasoras e chegou a ser argumentado que altas 
heterozigosidades facilitariam o sucesso da bioinvasão (Pappert et 
al., 2000), embora isso não tenha sido ainda testado. Essa relação 
entre evento de invasão e baixa heterozigosidade foi observada 
na mosca invasora Zaprionus indianus, que invadiu o Brasil 
provavelmente a partir da África no final do século XX (Mattos-
Machado et al., 2005). Por outro lado, altos níveis de variabilidade 
(Lizarralde et al., 2008) foram observados nos castores invasores 
da Terra do Fogo (Castor canadensis), cuja população foi fundada 
por 25 casais em 1946 (para criação e comércio de peles), mas 
que se tornou espécie invasora e atualmente conta com mais de 
100.000 indivíduos.

Um fator importante no sucesso de espécies invasoras é 
a “saúde” do ambiente invadido: da mesma forma que um corpo 
fragilizado por doenças é mais facilmente invadido por bactérias e 
virus, os ambientes abalados por poluição ou outros desequilibrios 
também são mais facilmente colonizados. Em um lago no estado 
de Nova Iorque, por exemplo, um estudo molecular com formas 
dormentes do cladócero asiático invasor Daphnia curvirostris 
encontrados nas diversas camadas dos sedimentos revelou que 
a invasão ocorreu nos anos 50, atingindo um pico populacional 
nos anos 60 e 70, durante a época em que o lago foi mais poluído. 
No entanto, a recuperação do lago, após programas de controle 
da poluição nos anos 80, levou a espécie invasora a desaparecer, 
sendo substituída por espécies locais (Duffy et al., 2000).

No ambiente terrestre, as bioinvasões também são um 
grande problema (Manchester e Bullock, 2000). Um exemplo 
bastante próximo de nós foi a bioinvasão causada pela liberação 
acidental de abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera no 
Estado de São Paulo nos anos 1950. Essa variedade é bastante 
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agressiva e, desde então, se espalhou por todo o país, chegando 
a atingir, através da América Central, o sul dos EUA (uma boa 
revisão deste incidente pode ser encontrada em Sheppard e Smith, 
2000). Existia um debate se a alta dispersão dessa variedade de 
abelha se devia aos zangões, que regularmente abandonariam a 
colônia e migrariam, cruzando com a variedade européia aonde 
chegassem, ou se seriam enxames completos que de vez em 
quando fariam uma migração. Essas hipóteses foram testadas 
pela comparação da estruturação genética das populações des-
sas abelhas nas regiões invadidas, estimada usando marcadores 
nucleares (transmitidos pelos zangões e pelas rainhas) e usando 
marcadores mitocondriais (transmitidos apenas pelas rainhas). 
O resultado observado foi que, apesar da ocorrência de alguma 
introgressão entre as duas variedades (Lobo et al., 1989), ao longo 
da distribuição atual das abelhas africanas, o padrão de mtDNA 
não mudava muito e era diferente do padrão da abelha européia, 
apoiando, assim, a hipótese dos enxames (Hall, 1992).

Bioinvasores podem interferir na evolução das espécies 
nativas, como foi recentemente documentado na bacia do Rio 
Colorado, EUA. Marcadores mitocondriais e nucleares mostraram 
que uma espécie de peixe (o “white sucker”, Catostomus com-
mersoni), introduzida nessa bacia no início do século XX, está 
hibridizando com duas espécies nativas: o “flannelmouth sucker” 
(C. latipinnis) e o “bluehead sucker” (C. discobolus). A análise 
de atribuição revelou ainda a existência de híbridos de segunda 
ou mais gerações, que possuem genótipos com contribuição das 
três espécies (os “muttsuckers”). Ou seja, a introdução dos “whi-
te suckers” levou à ruptura do isolamento reprodutivo entre as 
espécies nativas, que antes não hibridizavam entre si. A situação 
é mais grave para o “flannelmouth”, que parece hibridizar mais 
facilmente com a espécie introduzida (McDonald et al., 2008). 
Apesar de esses peixes não serem ameaçados, processos semelhan-
tes podem estar acontecendo com espécies em risco submetidas 
ao contato com bioinvasores.

Um exemplo de aplicação de marcadores genéticos no 
controle de populações invasoras é o dos porcos ferais, que são 
uma praga na Austrália. Esses bioinvasores são um risco para as 
espécies nativas ameaçadas, por causa da predação, competição, 
por modificarem os hábitats, e também pela disseminação de 
doenças. Como a erradicação de vertebrados bioinvasores é con-
siderada extremamente difícil ou impossível (Bomford e O’Brien, 
1995), o controle em muitos casos restringe-se a minimizar o 
impacto das populações invasoras. A fim de controlar o tamanho 
das populações de porcos ferais, esses animais são periodicamente 
abatidos. Entretanto, a abundância de algumas populações não 
diminuía após os abates. Para entender esse fenômeno, dados de 
microssatélites foram usados em uma análise de atribuição com 
amostras coletadas ao longo de uma grande área no leste da Aus-
trália. O resultado mostrou que as populações que não reduziam de 
tamanho eram geneticamente similares a outras populações porque 
recebiam migrantes dessas populações logo após os abates. Como 
consequência, a estratégia de controle somente funcionaria se as 
populações que trocam migrantes forem agrupadas em Unidades 
de Erradicação (sensu Robertson e Gemmel, 2004) e se os abates 
forem realizados concomitantemente em toda a extensão de cada 
Unidade de Erradicação. Naquele estudo, foram detectadas cinco 
Unidades de Erradicação para os porcos ferais na região (Cowled 
et al., 2008).

Um outro caso interessante de bioinvasão foi detectado 
recentemente, mostrando que os guaxinins das Índias Ocidentais 
(Bahamas, Guadalupe e Barbados) não constituem espécies in-
sulares endêmicas e ameaçadas (Procyon maynardi, de Bahamas, 
e P. minor, de Guadalupe) e tampouco uma espécie extinta (P. 
gloveralleni, de Barbados). Em vez disso, as populações dessas 

ilhas pertencem à espécie invasora P. lotor (dos Estados Unidos), 
conforme demonstrado tanto pela morfologia quanto pelo DNA 
mitocondrial (Helgen et al., 2008). Observando a rede de hapló-
tipos, verifica-se que os haplótipos insulares se posicionam no 
meio dos continentais, o que também indica que houve múltiplas 
introduções no Caribe. Esse resultado tem consequências impor-
tantíssimas, já que essas “espécies” de guaxinins eram conside-
radas ameaçadas e recebiam grandes esforços de conservação, 
incluindo a introdução de indivíduos em outras ilhas. No entanto, 
com a conclusão de que os guaxinins são invasores, passa a ser 
necessário inverter a estratégia, buscando erradicá-los, já que esses 
animais predam espécies verdadeiramente nativas e ameaçadas, 
como iguanas, tartarugas marinhas e aves que nidificam no solo, 
em especial o papagaio-das-Bahamas (Amazona leucocephala 
bahamensis) (Helgen et al., 2008).

Um problema na aplicação de marcadores moleculares no 
estudo de populações bioinvasoras é que os modelos de estrutu-
ração gênica geralmente usados foram desenvolvidos para um 
estado de equilíbrio de endocruzamento, que leva muitas gerações 
para ser atingido depois de eventos de fundação de novas áreas. 
Por exemplo, se estudarmos uma população de uma ascídia que 
ocorre em Hong Kong e a compararmos com uma outra, intro-
duzida por acidente há 100 anos no Rio de Janeiro, poderemos 
encontrar, a partir de um estudo com marcadores moleculares, 
um FST baixo, indicando um suposto alto fluxo gênico entre as 
duas áreas, que de fato não tem ocorrido desde então! Isso ocorre 
porque as frequências gênicas não terão tido tempo para divergir, 
deflacionando, assim, nossa estimativa de endocruzamento local 
(Crochet, 1996). Uma solução parcial para esse problema é o uso 
de marcadores com taxas de mutação muito elevadas (como os 
microssatélites), que podem ser interpretados usando-se modelos 
genéticos de desequilíbrio (Davies et al., 1999). Portanto, os 
métodos capazes de detectar estruturação em situações fora do 
equilíbrio migração-deriva são extremamente úteis tanto no caso 
de espécies ameaçadas quanto nas bioinvasões (exemplos desses 
métodos são apresentados no Capítulo 21).

22.3.6. Identificação forense para conservação
Um aspecto importante da conservação da biodiversidade 

é a formulação de leis de controle do uso, comércio e exporta-
ção de produtos de animais e plantas ameaçadas de extinção. O 
problema é que, pelo menos até a cultura do consumo daquele 
produto se extinguir, o aumento da demanda causado pelo 
controle—e consequente escassez—dele faz com que seu preço 
aumente, estimulando os comerciantes a burlar a lei (Baker et al., 
1996; De Salle e Birstein, 1996; Rehbein et al., 1997; Palumbi e 
Cipriano, 1998). Os valores envolvidos podem ser muito altos. 
Por exemplo, os atuns maiores podem render mais de U$ 6.000 
por peixe (Ward, 1995); as ovas de esturjão custam U$ 2.400 por 
quilo (De Salle e Birstein, 1996); a pele de crocodilo pode custar 
de U$ 200 a US$ 500 por pele (Brazaitis et al., 1998); e a carne 
de várias espécies de baleia pode custar mais de U$ 50 por quilo 
(Sweijd et al., 2000b).

O problema é ainda mais complicado quando existem 
espécies próximas cujo comércio é legalizado ou quando a espé-
cie protegida pode ser comercializada se proveniente de cultivo. 
Nesses casos, as fazendas de cultivo podem ser usadas para a 
legalização fraudulenta de produtos das espécies protegidas e 
sua inserção no mercado. Já se observou, por exemplo, que a 
comercialização mundial de peles de jacarés (gênero Caiman) é 
superior a um milhão de peles por ano, das quais apenas a metade 
vem realmente de fontes legalizadas (Brazaitis et al., 1998). A es-
pécie brasileira mais vulnerável do gênero é o jacaré-do-pantanal 
(Caiman yacare) e sua importação pelos EUA está proibida. No 
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entanto, numa tentativa de driblar esse bloqueio de importação, foi 
argumentado recentemente que essa espécie teria três subespécies, 
uma das quais poderia ser explorada (ver Brazaitis et al., 1996, 
para um histórico do caso). Felizmente, estudos genéticos com 
sequenciamento de DNA demonstraram que essa subdivisão não 
era justificada (Brazaitis et al., 1998) e a importação de pele de 
C. yacare continua proibida nos EUA.

No caso do jacaré, a identificação das peles pode ser 
feita pelo padrão de manchas e pelo seu relevo. No entanto, em 
outras situações, como na comercialização da carne de animais 
protegidos, essa identificação não é tão simples. Nesses casos, 
marcadores moleculares podem ser de extrema valia ao permitirem 
a identificação não ambígua mesmo de produtos industrializados, 
como carnes salgadas, cozidas, defumadas ou enlatadas (Ram 
et al., 1996; Quintero et al., 1998). Métodos moleculares foram 
usados, por exemplo, para demonstrar que um carregamento 
de carne de caranguejo (Paralithodes camtschatica) havia sido 
obtido em uma área de sua distribuição onde era ilegal a pesca 
(Seeb et al., 1990). Em outro caso, esses métodos foram usados 
para provar na justiça que a carne do haliote (os gastrópodes de 
maior valor comercial do mundo, do gênero Haliotis) vendida na 
África do Sul como “haliote australiano” na verdade pertencia 
a Haliotis midae, uma espécie local cuja pesca estava proibida 
(Sweijd et al., 2000).

A demonstração mais dramática e elegante do uso forense 
de marcadores moleculares foi o trabalho feito pelo grupo de 
Stephen Palumbi sobre o comércio ilegal de carne de baleia 
no Japão. As baleias eram animais abundantes nos oceanos até 
o advento, no início do século XX, dos navios a vapor e seus 
canhões de arpão, seguidos, após a Segunda Guerra Mundial, 
dos navios-fábrica. Estima-se, por exemplo, que de 1920 até 
1986, quando uma moratória na caça indiscriminada das baleias 
foi imposta, mais de um milhão de baleias tenham sido mortas 
pelos baleeiros (Baker et al., 1996). A moratória teve um efeito 
importante na proteção das baleias. No entanto, um buraco na 
lei permite que baleias caçadas “para fins científicos” sejam 
consumidas nos países que as caçaram (ou seja, a lei proíbe 
a exportação, mas permite o consumo, Baker et al., 2000a). 
Os resultados disso foram que: (a) o Japão passou a ser o país 
com o maior número de pesquisas sobre baleias (o Japão é 
também o maior consumidor de carne de baleia do mundo...); 
e (b) o comércio de carne de baleia “legalizada” nos mercados 
japoneses continuou.

O trabalho feito por S. Palumbi e seu grupo consistiu 
na construção inicial de uma “biblioteca de sequências”— um 
banco de dados com as sequências de DNA da região controle 
mitocondrial de todas as baleias conhecidas, incluindo amostras 
intraespecíficas de várias partes do globo, coletadas por dardos de 
biópsia, que retiram uma pequena quantidade de tecido sem gerar 
qualquer ferimento grave na baleia. A região controle mitocondrial 
é altamente variável em mamíferos, permitindo a distinção fácil 
de todas as espécies e, inclusive, em muitos casos, possibilitando 
até a determinação da origem geográfica de cada baleia (Baker 
e Palumbi, 1994). Tendo construído essa biblioteca, amostras 
rotuladas como “carne de baleia” foram compradas em feiras e 
mercados do Japão por agentes da ONG ambientalista Earthtrust 
e enviadas clandestinamente para os laboratórios de Palumbi nos 
EUA para um estudo preliminar. Nesse estudo, foi descoberto que, 
das 17 amostras compradas, apenas nove pertenciam a baleias-
minke-do-sul (B. bonaerensis), as quais o governo japonês tem 
permissão de caçar (para fins científicos). As outras oito amostras 
eram provenientes de baleias de captura proibida, como a jubarte, 
cuja caça é proibida desde 1966, ou de botos e golfinhos (ou seja, 
enganando também o consumidor japonês).

Esse estudo preliminar estimulou um novo estudo, 
dessa vez com uma preocupação forense, a fim de processar as 
companhias responsáveis pela comercialização ilegal da carne da 
baleia. Como a exportação de produtos de baleia é proibida e o 
DNA é um produto da baleia, os dados do estudo, se envolvessem 
DNA de baleia exportado do Japão para os EUA, não poderiam 
ser usados como prova de acusação por terem sido obtidas 
ilegalmente (Palumbi e Cipriano, 1998; Palumbi e Cipriano, 
1999). A solução encontrada foi montar um “laboratório portátil” 
de extração de DNA, PCR e purificação dos produtos do PCR e 
usá-lo in loco no Japão. O procedimento realizado foi comprar 
a carne com documentação fotográfica, extrair o DNA e fazer o 
PCR usando primers biotinados. Depois do PCR, a biotina ligada 
aos primers foi usada para auxiliar a remoção do DNA original 
da baleia através do uso de minúsculas bolas magnéticas cobertas 
de streptavidina, que se liga fortemente à biotina que estava nos 
primers e, portanto, aos fragmentos de DNA amplificados por 
PCR. Esse DNA “livre de DNA original de baleia” foi então 
exportado para os EUA, onde foi analisado em sequenciadores 
automáticos. Nesse segundo estudo, também foram usados 
primers de genes nucleares para evitar o possível argumento pela 
defesa de que as espécies estavam identificadas incorretamente 
porque teriam vindo de hibridações na natureza (em cujo caso 
seriam identificadas erroneamente como se pertencessem à 
espécie da mãe). O resultado desse estudo foi que, num total 
de 237 amostras analisadas, 149 pertenciam a baleias minke 
(sendo 107 minkes do hemisfério sul, B. bonaerensis), 49 eram 
golfinhos e botos, e as demais amostras eram de outras espécies 
de baleias. Ou seja, mais de um terço das amostras não pertenciam 
a baleias caçadas legalmente (Palumbi e Cipriano, 1998). Devido 
ao sucesso dessas pesquisas, a Comissão Baleeira Internacional 
(IWC) decidiu, em 1999, empregar a técnica desenvolvida por 
Palumbi e seu grupo como metodologia oficial de controle da 
comercialização da carne de cetáceos.

Outra espécie ameaçada de extinção, por causa da intensa 
exploração comercial, é o tubarão-elefante (Cetorhinus maximus). 
A comercialização de sua barbatana pode alcançar valores elevados 
no mercado (essas barbatanas podem custar mais de U$ 50.000 
cada uma!). A identificação específica das barbatanas de tubarão 
é muito difícil, o que atrapalha o controle da comercialização 
das espécies ameaçadas. Entretanto, a identificação genética das 
barbatanas foi possível a partir de PCR multiplex de espaçadores 
ribossomais transcritos (ITS), que permitiram detectar a qual 
espécie pertencia cada barbatana, revelando que barbatanas 
de tubarão-elefante eram vendidas em várias localidades do 
mundo, inclusive nos EUA, onde a venda de espécies protegidas 
é fortemente regulada (Magnussen et al., 2007).

Uma aplicação direta da genética forense para conservação 
que teve resultados concretos imediatos foi a análise feita com 
carne de tartaruga em Porto Rico, onde mais de 1500 tartarugas 
marinhas eram mortas por ano para o preparo de guisados em 
restaurantes. Apesar de os donos de restaurantes dizerem que as 
carnes usadas eram de espécies de caça permitida, a análise por 
PCR/RFLP do gene mitocondrial do citocromo b revelou que a 
maior parte dos restaurantes testados comercializava carne de 
captura ilegal, o que resultou em 11 condenações (Moore et al., 
2003).

No Brasil, também há exemplos de estudos com 
genética forense aplicada à conservação. A identificação forense 
já foi aplicada em amostras de olhos e genitálias de botos 
comercializadas como talismãs nos mercados populares da região 
norte do País. De acordo com superstições locais, os olhos e 
genitálias do boto-vermelho (Inia geoffrensis) possuem poderes 
mágicos e são capazes de atrair parceiros sexuais para as pessoas 
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que carregam tais amuletos. A análise genética de olhos vendidos 
em três mercados (em Belém, Manaus e Porto Velho) revelou que 
todos os olhos obtidos de golfinhos pertenciam a outra espécie, 
o boto-cinza (Sotalia guianensis). Das amostras de Porto-Velho, 
90% na verdade eram olhos de porco ou ovelha (Gravena et al., 
2008). Em outro estudo, amostras de genitálias do mercado Ver-
O-Peso, de Belém, foram analisadas e também foram identificadas 
como S. guianensis (Sholl et al., 2008).

 As abordagens Bayesianas de atribuição permitiram que 
fossem desenvolvidas análises de identificação forense mais 
sensíveis. Com essas abordagens, é possível identificar não apenas 
a espécie à qual pertence uma amostra, mas também sua origem 
populacional. Por exemplo, uma análise de atribuição baseada 
em microssatélites permitiu verificar que alguns indivíduos de 
cervos-vermelhos (Cervus elaphus) em Luxemburgo haviam sido 
ilegalmente translocados de outras regiões para agregar valor às 
terras de um fazendeiro (Frantz et al., 2006).

22.4. Perspectivas

Como pudemos ver ao longo deste texto, a genética pode 
ter aplicações importantes na conservação da natureza (Amos e 
Balmford, 2001). Esse é um ramo fascinante da ciência, com um 
número grande de abordagens e desafios diferentes. Marcadores 
moleculares de vários tipos podem ser usados para a identificação 
de produtos de uma espécie protegida, servindo de subsídio para o 
cumprimento da lei. Eles podem servir para determinar o sexo de 
animais antes de serem tentados cruzamentos em cativeiro, servem 
para a descoberta de espécies crípticas—permitindo a reavaliação 
da biodiversidade—e para a verificação da heterogeneidade 
espacial na biodiversidade molecular de cada espécie.

A maior parte dos estudos em genética para a conservação 
feitos até hoje envolveu espécies carismáticas, que atraem grande 
interesse público e, portanto, bons financiamentos para pesquisa. 
No entanto, é certo que esses processos tenham acontecido e 
estejam acontecendo em muitas outras espécies menos felizes 
em sua atração do interesse público. Muitos desses organismos 
já podem ter se extinguido sem que sequer tenhamos notado que 
eles existiam.

É fundamental que as políticas de preservação das espécies 
contemplem a questão da variabilidade gênica como um todo, para 
que não preservemos apenas espécies “aleijadas” geneticamente, 
que permanecerão indefinidamente sob custódia humana. O 
custo da proteção de uma espécie é, em geral, exponencial e 
inversamente proporcional a sua abundância: proteger uma 
área, pela demarcação e fiscalização de parques nacionais, tem 
um custo infinitamente menor do que tentar manter/reproduzir 
em cativeiro cada uma das espécies daquela área uma vez que 
estejam ameaçadas (Adams e Carwardine, 1990; Solé-Cava, 
1993). Estudos genéticos podem ser úteis também na sugestão 
de políticas de preservação em seus estágios iniciais e mais 
simples, como na determinação de estruturas populacionais e 
na análise filogeográfica. No entanto, devido à miopia evolutiva 
de nossa espécie, e particularmente daqueles em posições com 
poder para tomada de decisões, a ciência tem sido usada mais 
frequentemente no estudo de espécies com populações já muito 
reduzidas, muitas vezes em fase terminal, como pôde ser visto ao 
longo deste artigo. A genética certamente é instrumento poderoso 
nesses estudos, juntamente com a ecologia. Mas a prevenção do 
processo de extinção por meio da proteção ambiental seria um uso 
mais inteligente dos recursos. Lamentavelmente, a preocupação 
com a cura, não só no Brasil, mas na maioria dos países, vem 
somente após a catástrofe.

Os trabalhos em conservação têm uma urgência particular 
quando comparados com outros estudos em ecologia molecular, 
pois o próprio objeto das pesquisas desaparece rapidamente. 
Assim, faz parte da motivação das pessoas que querem trabalhar 
na área a compaixão pelas espécies e a admiração da beleza da 
natureza (Miller, 2005; veja também Orr, 1992 e outros do mesmo 
autor). De certa forma, a ciência muitas vezes acaba funcionando 
de maneira contrária à conservação. Isso não é devido apenas 
ao fato de a ciência ter sido a base do grande desenvolvimento 
industrial que tem levado à destruição da natureza, mas também 
por uma questão psicológica, ao se apresentar como salvadora 
eventual de todas as crises (Orr, 2002). Há alguns exemplos 
claros. Um trabalho recente com os resultados da criação de 
camundongos transgênicos com uma pequena sequência de DNA 
obtida de material de museu de uma espécie extinta (o lobo da 
Tasmânia) foi recebido com entusiasmo exagerado pela mídia. 
Muitas pessoas viram nesse experimento a esperança da redenção 
de nossos pecados ambientais. Entretanto, mais do que oferecer 
uma solução, esse tipo de publicidade pode ter um efeito muito 
negativo, ao diminuir nossa sensação de responsabilidade para 
com as espécies que extinguimos (Solé-Cava, 2008b).

É fundamental que as pessoas que trabalham com genética 
para conservação não fiquem apenas em seus laboratórios cercados 
de micropipetas e termocicladores: apenas com o contato direto 
com o problema, realizando trabalhos de campo e colaboração 
estreita com as pessoas diretamente envolvidas com os problemas 
de conservação, poderemos realmente fazer alguma diferença. 
Como disse uma vez o grande divulgador da biologia evolutiva, 
Stephen J. Gould, “para ganhar a luta de salvar as espécies e os 
ambientes, é necessário estabelecer uma ligação emocional com 
a Natureza... Devemos encontrar espaço para a Natureza em 
nossos corações”. 
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 As palavras estrangeiras estão em itálico (L. latim e I. inglês). As palavras definidas no próprio glossário estão sublinhadas.

A
Abiótico. Sem a presença de vida.
Ácido graxo. Ácido orgânico com uma longa cadeia alifática (de 

carbono e hidrogênio).
Actina. Proteína que participa da contração muscular e de outro 

tipos de movimentos celulares.
Aeróbico. Que depende de oxigênio para viver.
Aflatoxina. Toxina produzida pelo fungo Aspergillus flavus.
Agarose. Polissacarídeo purificado do agár-agár, material gelifi-

cante extraído de algas.
Alelos. Formas alternativas de um gene para um determinado loco.
Aleurona. Uma das camadas externas do endosperma da semente 

de monocotiledôneas.
Algoritmo. Série de procedimentos logicamente encadeados para 

a resolução de um problema.
Alozimas. Isozimas decorrentes de formas alélicas de seus genes.
Alquilação. Reação química onde um radical alquila (acetila, 

metila, propila, etc.) é adicionado a uma molécula orgânica.
Aminoácido.  Composto orgânico que se caracteriza por possuir 

um grupo carboxila e um gupo amina ligados a um átomo de 
carbono. São os componentes das proteínas

Anabolismo. Reações químicas do metabolismo envolvidas na 
síntese de substâncias.

Anaeróbico. Que não depende de oxigênio para viver.
Aneuploidia. Condição em que uma célula ou indivíduo contem 

um número cromossômico que não é múltiplo do número 
básico característico da espécie.

Ânion. Íon carregado negativamente (ex.: Cl-, SO4--).
Ânodo. Eletrodo com carga positiva que atrai ânions.
Anticorpos. Proteínas sintetizadas por linfócitos que têm a ca-

pacidade de se agregar com substâncias estranhas ao corpo.
Antígeno. Substância que desencadeia a síntese de anticorpos 

específicos para essa substância.
Antissenso. Macromolécula que, por ser complementar a uma 

determinada macromolécula sintetizada na célula, bloqueia 
a atuação desta.

Apomórfico. Condição de um caráter que apresenta o estado 
derivado.

Apoptose. Morte celular efetuada por mecanismos endógenos.
Arginina. Aminoácido de característica básica por possuir um 

grupo amina em sua cadeia lateral.
Arquéia. Sinônimo de Arqueobactéria.
Arqueobactéria. Organismo procarioto que possui diéter de 

isoprenila glicerol e lipídios tetraéter como constituintes de 
sua parede celular. Um dos três domínios dos seres vivos. Os 
outros dois são as eubactérias e os eucariotos.

ATP. Sigla em inglês do trifosfato de adenosina, ribonucleotídeo 
rico em energia.

ATPase. Enzima que catalisa a reação de hidrólise de um grupo 
fosfato do ATP.

Autocatalítico. Propriedade de uma molécula que permite cata-
lisar uma reação química em si própria.

Autossomo. Cromossomo presente sob a forma diploide nos dois 
sexos que não possuem genes para a determinação primaria 
do sexo.

Autótrofo. Organismo que obtêm energia a partir de reações 
químicas que independem de produtos de outros organismos.

Auxotrófico. Estado em que um organismo depende de um de-
terminado nutriente para sobreviver.

Avidina. Proteína que se liga à biotina com alta afinidade.

B
Bacteriófago. Vírus que infecta bactérias provocando sua lise ou 

que pode incorporar-se ao genoma do hospedeiro.
Bipedalismo. Propriedade de animais que se locomovem por ação 

de seus membros posteriores.
Biogeografia. Disciplina relativa ao estudo da distribuição geo-

gráfica dos organismos.
Bioinformática. Disciplina que emprega técnicas computacionais 

no estudo de biopolímeros, genomas e demais constituintes 
das células e tecidos.

Bioinvasora. Qualidade de uma espécie que pode colonizar há-
bitats em regiões nas quais não era encontrada anteriormente.

Biopolímero. Polímero de origem biológica.
Biotina. Composto orgânico heterocíclico com dois anéis. Vita-

mina H ou B7.
Bipedalismo. Propriedade de organismos que andam sobre duas 

patas.
Bootstrap (I.) Procedimento em que se verifica a proporção de 

vezes em que uma determinada estimativa ocorre além de 
um limite prestabelecido através de sorteios repetidos, com 
reposição, dos dados originais.

C
Cadeia de Markov. Processo estocástico descontínuo que de-

pende das probabilidades de mudança de estado e dos estados 
anteriores.

Cadeia respiratória. Série de reações químicas que resulta na 
oxidação de moléculas orgânicas pelo oxigênio. 

Capsídeo. Envólucro proteico de vírus.
Carcinogênese. Processos envolvidos na origem de neoplasias.
Caspase. Família de proteínas com função de proteases que 

apresenta um resíduo de cisteína em seu sítio ativo.
Catabolismo. Reações químicas do metabolismo envolvidas na 

degradação de substâncias.
Catalisador. Agente que participa de uma reação química aumen-

tando a velocidade da mesma, sem no entanto se modificar 
durante a reação.

Cátion. Íon carregado positivamente (ex:. Na+, Mg++).
Cátodo. Eletrodo com carga negativa que atrai cátions.
cDNA. DNA obtido a partir de RNA pela ação da transcriptase 

reversa.
Células germinativas. Células de um organismo diploide que 

originarão gametas.
Células somáticas. Células de um organismo que não passam 

material genético aos descendentes.
Centrômero. Porção do cromossomo onde o mesmo se liga às 

fibras do fuso durante a divisão celular.
Chaperona. Proteína que é sintetizada em condições de estresse 

(altas temperaturas por exemplo) e que participa do dobra-
mento correto de outras proteínas.

Chip (I.) Arranjo bidimensional de circuitos eletrônicos.
Chip de DNA (I.) Arranjo bidimensional de oligonucleotídeos
ou polinucleotídeos.
Cianobactérias. Também chamadas de algas azuis, são micro-

organismos procarióticos que têm a capacidade de realizar 
fotossíntese.

Ciliados. Grupo de protistas que se locomovem pela ação de 
cílios.

Cistron.  Região do genoma bacteriano ou virótico que contém a 
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sequência codificante para um único polipeptídeo.
Citocromo. Molécula constituída por uma cadeia polipeptídica 

e por um grupo prostético heme que participa da cadeia res-
piratória.

Citoesqueleto. Conjunto de elementos estruturais do citoplasma, 
composto principalmente por proteínas de natureza filamen-
tosa e microtúbulos.

Citogenética. Disciplina relativa ao estudo dos cromossomos.
Citoquímica. Disciplina relativa ao estudo de componentes 

químicos e bioquímicos das células através de visualização 
in situ com corantes.

Clado. Representação gráfica de um grupo monofilético em uma 
filogenia.

Cladogênese. Evento de especiação.
Clone. 1. Conjunto de células que são cópias originadas a partir 

de reprodução assexuada originários de uma única célula. 
2. Conjunto de réplicas de macromoléculas originadas pela 
inserção, em um organismo, de uma única macromolécula. 3. 
Indivíduo produzido por reprodução assexuada.

Clorofila. Pigmento que atua na fotossíntese.
Cloroplasto. Organela membranosa onde ocorre a fotossíntese.
Código genético. Correspondência de cada um dos 64 códons 

possíveis com a ação que ocorre durante a síntese protéica 
(incorporação de um aminoácido ou término da síntese).

Codominância. Modo de herança onde o indivíduo heterozigo-
to possui um fenótipo intermediário relativo aos indivíduos 
homozigotos para os alelos que possui.

Códon. Sequência de três bases nitrogenadas que corresponde a 
um aminoácido durante a síntese protéica, de acordo com o 
código genético.

Coenzima. Cofator que não permanece ligado com a enzima.
Coevolução. Processo evolutivo em que as interações ecológicas 

entre duas ou mais espécies resulta em adaptações recípro-
cas (ex.: aumento concomitante de velocidades em presas e 
predadores, desenvolvimento de mecanismos químicos de 
defesa em hospedeiros e metabolização dos produtos tóxicos 
pelos parasitas, etc.).

Cofator. Molécula ou íon necessário para que uma reação seja 
catalizada por uma enzima.

Complexo de Golgi. Organela membranosa relacionada com o 
retículo endoplasmático e com o processo de secreção.

Complexo de Histocompatibilidade. Conjunto de genes rela-
cionados com a histocompatibilidade.

Condritos. Minerais rochosos constituintes de meteoros forma-
dor por poeira e grânulos que estiveram presentes durante a 
formação do Sistema Solar.

Cotilédone. Folha embrionária presente em sementes de esper-
matófitas (Gimnospermas e Angiospermas).

Covariância. Medida de codispersão de dois tipos de dados de 
uma mesma amostra.

cpDNA. DNA de cloroplastos.
Criofratura. Técnica em que um tecido é rompido em tempera-

turas muito baixas para a visualização de estruturas tridimen-
sionais por microscopia de varredura.

Cromátide. Uma das réplicas de cromossomos produzidas du-
rante a divisão destes.

Cromatina. Fração do núcleo de células eucarióticas que têm 
afinidade por corantes ácidos.

Cromatografia. Migração de substâncias pelo deslocamento de 
um solvente através de um substrato sólido poroso.

Cruciforme. Que tem a forma de uma cruz.

D
Datação. Estimativa da época de ocorrência de um determinado 

evento.
Deleção. Tipo de mutação onde um ou mais nucleotídeos são 

removidos no meio de uma cadeia. Quando se refere a grandes 
segmentos perdidos que podem ser detectados em análises 
cromossômicas é dita deleção cromossômica.

Dendrograma. Representação gráfica em forma de ramos e 
nós onde as entidades são agrupadas de acordo com suas 
similaridades.

Desaminação. Reação de clivagem de um gupo amina (-NH2).
Desidrogenase. Classe de enzimas que catalizam a reação de 

transferência de dois átomos de hidrogênio para um cofator.
Desoxirribonucleotídeo. Nucleotídeo cujo açúcar é a desoxir-

ribose.
Desoxirribose. Açúcar com estrutura semelhante à da ribose 

diferindo desta por possuir um hidrogênio no carbono 2 ao 
invés de uma hidroxila.

Dicotiledôneas. Plantas cujas sementes têm dois cotilédones.
DNA. Sigla em inglês do ácido desoxirribonucléico.
Dominância. Modo de herança onde o indivíduo heterozigoto 

possui um fenótipo igual a um dos indivíduos homozigotos.
dsRNA. RNA de fita dupla (“double stranded RNA” em inglês)
Duplicação gênica. Processso pelo qual um gene origina duas có-

pias ou mais que são transmitidas para um mesmo descendente.

E
Ecotoxicologia. Disciplina relativa ao estudo de toxidez de pro-

dutos químicos que são lançados no ambiente.
Efetora. Substância qua altera a atividade de uma enzima 

diminuíndo-a ou aumentando-a.
Elementos móveis. Sequências do genoma que têm a capacidade 

de mudar de posição, deixando ou não uma cópia no local 
original.

Eletrodo. Terminal elétrico metálico em contato com uma so-
lução.

Eletroforese. Migração de substâncias eletricamente carregadas 
movidas pela ação de um campo elétrico.

Enantiômeros. Cada um dos isômeros ópticos de moléculas or-
gânicas com carbono assimétrico, ou seja, que possui quatro 
ligantes diferentes.

Endemismo. Distribuição geográfica restrita.
Endonuclease. Classe de enzimas que catalisam a hidrólise da 

cadeia polinucleotídica a partir de uma posição interior da 
mesma.

Endonuclease de restrição. Endonuclease que cliva uma mo-
lécula de fita dupla de DNA em um trecho que contém uma 
seqência específica de nucleotídeos.

Endosperma. Tecido de sementes rico em nutrientes.
Endossimbiose. Relação ecológica onde um dos organismos vive 

no citoplasma das células de um outro organismo.
Epigênese. 1. Propriedade relativa à formação de caracteres que 

resulta da interação entre componentes individuais. 2. Teoria 
segundo a qual o desenvolvimento de um organismo se dá 
pelo aumento gradativo de complexidade, em contraposição 
à teoria preformacionista, segundo a qual há somente aumento 
de tamanho.

Epigenético. Relativo à epigênese. Diz-se dos mecanismos de 
transmissão de informações não relacionados diretamente 
ao DNA.

Enzima. Catalisador de origem biológica que possui polipeptídios 
em sua estrutura

Eócito. Grupo hipotético de arqueobactérias ancestral dos eu-
cariotos.

Especiação. Processo pelo qual uma espécie origina uma ou mais 
espécies diferente(s) da espécie ancestral.

Especialista. Organismo com pequena amplitude ecológica.
Espécie. 1. Grupo de indivíduos que compartilham o mesmo 

conjunto de características biologicamente relevantes e que 
não podem ser divididos em outros grupos mais inclusivos 
pelo mesmo critério. 2. Grupo de indivíduos que reproduzem-
se entre si e não o fazem com outros grupos semelhantes. 3. 
Grupo de indivíduos que compartilham o mesmo destino 
evolutivo. 4. Grupo de indivíduos semelhantes. (N. do E. há 
dezenas de conceitos de espécies na literatura, não havendo 
consenso devido a circunstâncias nas quais um dos conceitos 
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é mais aplicável que outro).
Espectrometria de massa. Método químico analítico que permite 

a identificação de moléculas orgânicas.
Espermatogênese. Processo de formação de espermatozoides.
Esteroide. Classe de lipídios derivados do ciclopentano peridro-

fenantreno (ex. colesterol, testosterona, estrógeno).
Estocástico. Processo que é influenciado por efeitos do acaso.
Estrógeno. Hormônio esteroide produzido pelos ovários das 

fêmeas de mamíferos.
Estromatólito. Rocha formada por camadas oriundas de atividade 

bacteriana.
Eubactéria. Organismo procarioto que possui derivados de diacila 

glicerol como constituinte de sua parede celular. Um dos três 
domínios dos seres vivos. Os outros dois são as arqueobacté-
rias e os eucariotos.

Eucarioto. Organismo cujas células possuem um ou mais núcleos 
delimitados por membrana lipoprotéica (carioteca).

Excisão. Corte interno seguido de emenda.
Exon. Sequência que efetivamente codifica para a síntese do 

polipeptídeo correspondente.
Exonuclease. Classe de enzimas que catalisam a hidrólise da cadeia 

polinucleotídica a partir de uma das extremidades da mesma.

F
Fago. O mesmo que bacteriófago.
Fagocitose. Processo pelo qual uma partícula ou um micro-

organismo é introduzido em uma célula através do seu encap-
sulamento pela membrana plasmática da célula.

Fagossomo. Cápsula intracelular resultante do processo de fa-
gocitose.

Família gênica. Conjunto de genes de sequências similares que 
se originaram por duplicação gênica.

Fenotípico. Referente ao fenótipo.
Fenótipo. 1. A aparência de uma característica de um organismo. 

2. O resultado da interação entre o genótipo de um organismo 
e o ambiente onde ele se desenvolveu.

Filogenia. Esquema que representa a relação evolutiva de paren-
tesco entre as entidades consideradas.

Filogeografia. Estudo histórico da distribuição geográfica de 
organismos.

Filopatria. Tendência à reprodução na região geográfica natal.
Fingerprinting (I.) Técnica de detecção de locos polimórficos 

correspondentes a minissatélites.
Fitness (I.). Aptidão darwiniana, estado de estar adaptado ao 

ambiente.
Fitopatógeno. Organismo que causa doença em vegetais.
Fluorescência. Propriedade de uma molécula que consiste na 

emissão de luz quando atingida por luz de um determinado 
comprimeto de onda. A luz emitida tem um comprimento de 
onda maior que a luz atingida.

Fosfatase. Enzima que catalisa a hidrólise de um grupo fosfato.
Fosfodiéster. Ligação que existe entre uma molécula de açúcar 

e um fosfato.
Fosfodiesterase. Classe de enzimas que catalisam a hidrólise de 

ligações fosfodiéster.
Fóssil. Resto mineralizado ou marca deixada por um organismo 

morto há muito tempo. 
Fotoliase. Classe de enzimas que utilizam a energia da luz absor-

vida na realização de reparo direto do DNA.
Fotorreativação. Fenômeno no qual organismos expostos à luz 

apresentam menor quantidade de mutantes após irradiados com 
luz ultravioleta do que aqueles que permaneceram na escuridão. 

Fotossíntese. Conjunto de reações químicas onde a energia pro-
veniente da luz é utilizada na síntese de moléculas orgânicas 
a partir de CO2 e H2O.

G
Gama (distribuição). Distribuição de frequências que é um caso 

geral de outras distribuições com formas mais definidas.

Genoma. O conjunto de genes de um lote haploide de um or-
ganismo.

Genótipo. O potencial de um organismo referente ao seu material 
genético.

Glicerol. Trihidroxi propano. O mesmo que glicerina.
Glicólise. Série de reações anabólicas a partir da glicose.
Glicoproteína. Proteína associada a polissacarídeos.
Glicosilase. Classe de enzimas que catalisam a hidrólise de liga-

ções glicosídicas.
Glicossomo. Organela membranosa que contém enzimas da 

glicólise de tripanosomatídeos.
Globina. Polipeptídeo encontrado na hemoglobina.
Gluteína. Uma das proteínas encontradas no glúten, que é a fração 

protéica da farinha de trigo, cevada ou centeio.
Grupo prostético. Cofator que se liga de forma duradoura com 

a enzima.

H
Hábitat. Conjunto dos espaços físicos ocupado por um organismo.
Haploide. Célula, indivíduo ou ornanismo que contém uma cópia 

do conjunto dos cromossomos característicos da espécie .
Haplótipo. Combinação de alelos de um segmento colinear de 

DNA.
Hematopoiese. Porcesso de produção de células sanguíneas.
Heme. Grupo prostético dos citocromos, mioglobinas e hemo-

globinas, constituído por anéis de porfirina e um íon de Ferro.
Hemoglobina. Molécula constituída por globinas e um grupo 

prostético heme.
Herança materna. Modo de herança uniparental onde o material 

genético origina-se do ancestral fêmea.
Herança uniparental. Modo de herança onde o material genético 

é herdado de um dos pais.
Herdabilidade. Fração da variância fenotípica que é devida à 

variância genética aditiva.
Heterocromatina. Região cromossômica que é intensamente 

corada após tratamento alcalino, que se condensa durante a 
intérfase.

Heteroduplex. Fita dupla de ácido nucléico onde cada uma das 
fitas tem origem diferente.

Heterogamético. Sexo no qual os cromossomos sexuais são 
diferentes, por exemplo, o sexo masculino XY em mamíferos 
e o sexo feminino ZW em aves.

Heterose. Condição onde o descendente híbrido possui caracte-
rísticas aumentadas em relação a ambos os pais.

Heterótrofo. Organismo que obtêm energia a partir de reações 
químicas que dependem de produtos de outros organismos.

Heterozigosidade. Proporção de heterozigotos em uma amostra 
populacional.

Heterozigoto. Que possui um loco com dois alelos diferentes.
Heurístico. Procedimento algorítmico simplificado e eficiente 

mas que não garante a solução exata de um determinado 
problema.

Hidrofobicidade. Medida que reflete o quanto uma molécula é 
insolúvel em água.

Hidrogenossomo. Organela membranosa de protistas anaeróbicos 
relacionada com fermentação.

Hidrolase. Classe de enzimas que catalizam a reação de hidrólise.
Hidrólise. Reação química em que uma ligação covalente é rom-

pida com a produção de uma molécula de água.
Hipercolesterolemia. Taxa de colesterol do sangue mais elevada 

que aquela encontrada em um intervalo considerado como 
normal.

Histocompatibilidade. Propriedade que um tecido tem de não 
sofrer o processo de rejeição por parte do sistema imune de 
um receptor após um transplante.

Histona. Proteína de caráter básico encontrada nos cromossomos 
e que participa da estrutura destes associando-se ao DNA.

Homeobox. Sequência consenso de cerca de 180 nucleotídeos 
que codificam para o homeodomínio. 

Biologia Molecular e Evolucao - 2a Edicao_Final.indd   241 9/8/2012   16:29:21



242

Biologia Molecular e Evolução

243

Matioli & Fernandes (eds.)

Homeodomínio. Sequência consenso de cerca de 60 aminoácidos 
que está presente em fatores de transcrição que atuam durante 
o desenvolvimento, tais como os genes homeóticos.

Homeotérmicos. Organismos com alta capacidade endógena de 
regulação térmica.

Homeótico. Tipo de gene que atua durante o desenvolvimento 
relacionado com a presença de estruturas específicas para os 
diferentes segmentos do corpo.

Homogamético. Diz-se do sexo que é determinado pela presença 
de dois cromossomos sexuais do mesmo tipo, por exemplo 
o sexo feminino XX em mamíferos ou o sexo masculino ZZ 
em aves.

Homologia. Propriedade de estruturas biológicas com uma origem 
evolutiva comum.

Homoquiralidade. Propriedade de uma substância que possui 
somente um tipo de isômero óptico.

Homoplasia. Semelhança entre condições apomórficas surgidas 
de forma paralela ou convergente. Semelhança não-homóloga.

Homozigoto. Que possui um loco com dois alelos iguais.

I
Imino. Grupo químico C=NH.
Imunoensaio. Método de detecção de um antígeno pela reação 

com seu anticorpo.
Imunoglobulina. Proteína com a propriedade de se ligar a antí-

genos. Anticorpo.
In situ (L.). Situação experimental que é feita no próprio material 

biológico.
In vitro (L.). Situação experimental independente de tecidos vivos.
In vivo (L.). Situação experimental dependente de tecidos vivos.
Indel. Evento que envolveu uma deleção ou inserção nucleotídica, 

pressuposto através da comparação de cadeias nucleotídicas 
homólogas com comprimentos diferentes.

Indutivismo. Premissa epistemológica segundo a qual o conhe-
cimento pode ser obtido através do acúmulo de observações.

Inserção. Tipo de mutação onde um ou mais nucleotídeos são 
inseridos no interior de uma cadeia nucleotídica.

Interferência do RNA. Processo no qual moléculas transcritas 
de RNA interferem na expressão de outras moléculas de RNA 
por possuírem sequências complementares a estas.

Interferon. Proteína de cadeia curta liberada por células infec-
tadas por vírus.

Intergênica. Refere-se à região dos genomas situada entre genes.
Introgressão. Fluxo gênico unidirecional como consequência de 

cruzamentos entre indivíduos de espécies,  raças,  subespécies, 
variedades ou populações distintas.

Intron. Sequência de DNA que intercala sequências codificantes 
mas cuja informação não é traduzida no polipeptídeo corres-
pondente.

Invaginação. Movimento de uma membrana em direção ao con-
teúdo que a mesma recobre.

Íon. Átomo carregado eletricamente.
Isócoros. Sequências de DNA com relação dos nucleotídeos AG/

CT semelhantes.
Isoenzimas. O mesmo que isozimas.
Isoesquizômeros. Endonucleases de restrição de organismos 

diferentes que catalizam a hidrólise da mesma sequência 
nucleotídica.

Isômeros. Moléculas com a mesma fórmula química mas com 
estrutura diferente.

Isótopos. Átomos de um mesmo elemento que diferem em massa 
pela quantidade do número de nêutrons em seu núcleo. 

Isozimas. Formas de enzimas diferentes que catalizam a mesma 
reação.

K
Kb. Kilobase, ou 1.000 pb.
Knock-down. [gênico] (I.). Supressão experimental da expressão 

de um gene.

L
Ligase. Classe de enzimas que catalizam a formação de uma 

ligação fosfodiéster entre duas cadeias de polinucleotídeos.
Linfócito. Célula da série branca do sangue relacionada com a 

resposta imune.
Lipídios. Compostos químicos insolúveis em água existentes 

nas células nas membranas ou sob a forma de gotículas. O 
mesmo que gordura. 

Lipossomo. Organela membranosa rica em lipídios.
Loco. Posição de um gene no cromossomo.

M
Meia-vida. Tempo que leva para que a metade dos elementos de 

um conjunto seja extinta ou transformada.
Meiose. Processo de divisão celular onde uma célula diploide 

origina quatro células haploides.
Merofilético. Grupo não monofilético (parafilético ou polifilético)
Metabolismo. Conjunto de reações químicas de um organismo.
Metilação. Adição de um radical metila a uma molécula orgânica.
Metilase. Classe de enzimas que catalizam a alquilação de uma 

molécula com uma metila.
Microcromossomo. Cromossomo excepcionalmente muito 

pequeno.
Microhábitats. Subdivisões do hábitat de um organismo.
Mícron. Um milésimo de milímetro. O mesmo que micrômetro, 

10-6 m.
Microssatélite. Sequência de DNA que consiste em repetições de 

subsequências muito curtas (2 a 10 nucleotídeos).
Microssomal. Referente aos microssomos.
Microssomo. Vesícula intracelular que se origina pela fragmen-

tação do retículo endoplasmático.
Microtúbulos. Estruturas proteicas em forma de tubos que exis-

tem no citoplasma das células.
Minicromossomo. Cromossomo excepcionalmente pequeno.
Minissatélite. Sequência de DNA que consiste em repetições de 

subsequências curtas (11 a 100 nucleotídeos).
Mitocôndria. Organela membranosa dos eucariotos onde ocorrem 

as reações da cadeia respiratória.
Monocotiledôneas. Plantas cujas sementes têm apenas um co-

tilédone.
Monofilético. Diz-se de um grupo taxonômico de organismos 

constituído por todos os descendentes de uma única espécie 
ancestral.

Monômeros. Cada uma das estruturas químicas básicas da qual 
um polímero é formado.

Mosaicismo. Presença em um organismo, órgão ou tecido de 
células diferentes em seu conteúdo genético.

mRNA. RNA mensageiro.
miRNA. Micro-RNA, cadeia curta de RNA (20 a 26 ribonucle-

otídeos) com efeito na expressão de genes.
mtDNA. DNA mitocondrial.
multienzimático. Diz-se de complexos proteicos que possuem 

diversas propriedades catalíticas diferentes.
Mutação. Alteração do material genético que é herdada.
Mutagênese. Processos envolvidos na origem de mutantes.
Mutagênico. Condição de natureza física ou química que aumenta 

a chance de produção de uma lesão no material genético e, 
consequentemente, de uma mutação genética.

Mutante. Indivíduo ou macromolécula que apresenta uma mu-
tação.

N
ncRNA. RNA não codificante, ou seja, que é transcrito mas não 

codifica para polipeptídeos.
nDNA. DNA do núcleo da célula.
Nemátodo. Verme da classe Nematoda, do filo Aschelminthes.
Neoplasia. Tumor maligno.
Neutralismo. Pressuposição de que a maioria dos polimorfismos 

e substituições moleculares não têm influência na adaptação 
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dos organismos.
Northern blot (I.) Processo de transferência por capilaridade 

de fragmentos de RNA de um gel de eletroforese para uma 
membrana de nitrocelulose ou de nylon para que posterior-
mente sejam detectados com sondas específicas de DNA ou 
RNA marcadas. O nome “Northern” (do norte) trata-se de 
um trocadilho feito a partir da analogia com o Southern blot, 
pois Southern significa, além do nome do autor da técnica, 
“do Sul”, em inglês.

Nucleosídeo. Molécula composta por uma base nitrogenada e 
um açúcar.

Nucleotídeo. Molécula composta por uma base nitrogenada, um 
açúcar e um grupo fosfato.

O
Oligonucleotídeo. Polímero de nucleotídeos de cadeia curta (até 

cerca de 35 monômeros).
Oligopeptídeo. Polímero de aminoácidos com poucos resíduos. 
Oncogene. Gene que tem o potencial de causar neoplasias.
Oogênese. Processo de formação de óvulos.
ORF. Sigla em inglês de Quadro Aberto de Leitura (de “Open 

Reading Frame”), ou seja, uma sequência de nucleotídeos 
que se inicia com o códon de início de leitura distante de um 
número arbitrário de nucleotídeos correspondentes a um códon 
sem sentido ou de parada.

Organela. Corpúsculo intracelular mebranoso presente no cito-
plasma de organismos procarióticos.

Ortologia. Homologia decorrente de especiação.
Oxidase. Classe de enzimas que catalizam uma reação de oxi-

redução.
Ovíparo. Modo de reprodução através de ovos onde o desenvol-

vimento do descendente ocorre após a postura.
Ovovivíparo. Modo de reprodução através de ovos, onde o de-

senvolvimento do descendente ocorre antes da postura.
Ozônio. Molécula em anel costituída por três átomos de oxigênio.

P
Paleobiologista. Especialista no estudo de formas de vida antigas. 
Paleoclima. Clima de eras passadas.
Palíndromo. Forma de anagrama onde uma sequência de letras é 

a inversa da original (Ex.: Amor, Roma). Quando se fala em 
palíndromos em uma molécula de DNA, a sequência palin-
drômica está na cadeia complementar (ex.: 5’ ACGGCCGT 
3’, que é complementar a 3’ TGCCGGCA 5’).

Panmítica. Propriedade de uma população onde há panmixia.
Panmixia. Cruzamentos ao acaso.
Parafilético. Agrupamento, em uma filogenia,  que exclui um ou 

mais descendentes de um mesmo ancestral.
Paralogia. Homologia decorrente de duplicação gênica.
Paralelismo. Mudanças evolutivas independentes de caracteres 

para o mesmo estado.
Paramagnético. Que apresenta a propriedade de ser atraído  por 

um campo magnético.
Parcimônia. Adoção da hipótese mais simples.
Partenogênese. Forma de reprodução onde fêmeas não fecun-

dadas produzem descendência com indivíduos de um mesmo 
sexo, sendo arrenótoca aquela que produz somente machos e 
telítoca aquela que produz somente fêmeas.

Patógeno. Organismo que causa alguma doença.
pb. Pares de bases. Medida de comprimento de ácidos nucléicos 

de fita dupla que equivale a 1 par de nucleotídeos.
PCR. Sigla em inglês de Reação em Cadeia da Polimerase.
Pecilotérmicos. Organismos com reduzida capacidade endógena 

de regulação térmica.
Penetrância. Probabilidade empírica de manifestação fenotípica 

de uma característica genética, utilizada principalmente em 
características com herança dominante. 

Peritonite. Inflamação do peritônio, membrana que reveste a 
cavidade abdominal.

Permeabilização. Ato de tornar permeável, de possibilitar a 
passagem de moléculas.

Peroxissomo. Organela membranosa rica em peroxidases.
pH. Cologaritmo da concentração hidrogeniôncia de uma solu-

ção. Reflete a acidez (pH < 7,0) ou a basicidade (pH > 7,0) 
da mesma.

Pirimidina. Base nitrogenada que consiste em uma cadeia fechada 
com carbono, nitrogênio e hidrogênio.

Plastos. Organelas encontradas em plantas e algas que podem ser 
pigmentadas (cromoplastos) ou não (leucoplastos).

Pleitotropia. Influência de um gene em mais de um caráter.
Plesiomorfia. Estado primitivo de carateres.
Poisson (distribuição de). Tipo de distribuição de frequências, 

onde o desvio-padrão é maior que a média, originando-se de 
um caso particular da distribuição binomial (p+q)n, onde p é 
muito maior que q.

Policistrônico Diz-se de uma região de DNA cujo transcrito 
codifica para dois ou mais cistrons. 

Poliacrilamida. Polímero hidrossolúvel utilizado como matriz 
porosa para eletroforese.

Poliadenilação. Polimerização de uma cadeia polinucleotídica 
com o nucleotídeo Adenina como monômero na ausência de 
molde.

Poliamina. Moléculas orgânicas com múltiplos radicais amina 
(NH2) que possuem natureza policatiônica. Ex.: Putrescina 
(diamina), Espermidina (triamina).

Polifilético. Diz-se de um grupo, em uma filogenia, constituído 
por descendentes de mais de um ancestral.

Polimerase. Enzima que catalisa uma reação de polimerização.
Polimerização. Reação química onde monômeros são unidos 

resultando em cadeias mais longas.
Polimorfismo. Propriedade de um loco gênico em uma população 

onde há dois ou mais alelos segregando, cujas frequências são 
superiores a 1% ou 5%.

Polipeptídeo. Polímero resultante da polimerização de aminoáci-
dos através da ligação de um grupo amina de um aminoácido 
com um grupo carboxila de outro (ligação peptídica).

Poliploidia. Estado da célula, tecido ou organismo que apresenta 
três ou mais cópias do conjunto cromossômico característico 
para a espécie.

Polipurina. Sequência de nucleotídeos cujas bases nitrogenadas 
são purinas.

Polissacarídeo. Polímero cujo monômero é uma molécula de 
açúcar.

Polissomia. Estado da célula que apresenta um cromossomo 
duplicado.

Politênico. Cromossomo gigante que resulta da replicação das 
cromátides sem que estas se separem.

Politômico. Que se separa em mais de dois ramos.
Ponto isoelétrico. pH no qual a molécula possui carga elétrica 

líquida neutra.
Porfirina. Molécula com 4 anéis alifáticos que se associa a um 

íon de metal pesado, normalmente o Ferro.
Predação. Relação ecológica onde um organismo (predador) 

alimenta-se de outro (presa), provocando a morte deste.
Primer (I.). Oligonucleotídeo que inicia uma reação de polimeri-

zação a partir de sua hibridação com a cadeia molde.
Procarioto. Organismo cujas células não possuem núcleo deli-

mitado por membrana lipoprotéica
Progênie. O conjunto dos indivíduos que são resultantes da re-

produção de um indivíduo ou de um casal.
Progenota. Ancestral hipotético de todos os organismos.
Protease. Enzima que catalisa a reação de hidrólise de polipeptídeos.
Proteína. Macromolécula cuja cadeia principal é constituída por 

um ou mais polipeptídeos.
Protistas. Reino dos eucariotos que compreende protozoários e 

algas unicelulares.
Protocélula. Estrutura ancestral da célula.
Proto-oncogene. Genes que tem o potencial de tornarem-se 

oncogenes por meio de certos tipos de mutação.
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Prototrófico. Estado em que um organismo não depende de 
nutrientes adicionais.

Pseudoaleatório. Número produzido através de um algoritmo 
computacional, cuja série tem propriedades que, idealmente, 
não a permitem distinguir de uma série de números aleatórios.

Pseudogenes. Sequências polinucleotídicas do genoma que não 
são funcionais, mas que possuem similaridades com sequên-
cias funcionais.

Purina. Base nitrogenada que consiste em duas cadeias fechadas 
com carbono, nitrogênio e hidrogênio.

Q
Quiasma. Figura em forma de cruz resultante de recombinação 

entre cromátides de cromossomos homólogos que pode ser 
visualizada durante a meiose.

Quiralidade. Propriedade de moléculas com relação aos seus 
isômeros ópticos.

Quinase. Enzima que catalisa a transferência de um fosfato de 
um ATP para outra molécula.

R
Radioativo. Material que, ao se desintegrar, emite radiação 

ionizante.
rbcL. O mesmo que Rubisco.
rDNA. Sequências de DNA do genoma que codificam para rRNA.
Recombinação. Processo em que o material genético de um in-

divíduo forma uma nova combinação com o material genético 
proveniente de outro indivíduo.

Reducionismo. Pressuposto filosófico em que os fenômenos 
que são estudados em uma das áreas da Ciência podem ser 
explicados pelos fenômenos que são estudados nas áreas com 
níveis menores de complexidade.

Redutase. Classe de enzimas que catalisam uma reação de oxir-
redução preferencialmente no sentido da redução do substrato 
que não é o cofator.

Replicação. Processo pelo qual uma entidade origina duas enti-
dades iguais à original.

Replicase. Enzima hipotética que catalisa a reação que produz 
réplicas dela própria.

Retículo endoplasmático. Conjunto de membranas duplas exis-
tente nos citoplasmas de eucariotos.

Retroelementos. Transposons que se inserem no genoma a partir 
de RNA

Retrotransposição. Transposição onde há a produção de uma 
molécula intermediária de RNA.

Retrotransposons. Elementos móveis de DNA que, por transcri-
ção reversa, originam cópias sob a forma de RNA.

Retrovírus. Vírus que tem o RNA como seu material genético.
Ribonuclease. Classe de enzimas que catalizam a hidrólise do RNA.
Ribonucleoproteína. Molécula formada por RNA e polipeptídeos.
Ribonucleotídeo. Nucleotídeo cujo acúcar é a ribose.
Ribose. Açúcar (polihidroxi aldeído ou cetona) com 5 carbonos 

em uma cadeia fechada.
Ribossomo. Corpúsculo citoplasmático composto por RNA e 

proteínas onde se dá a síntese protéica.
Ribozima. RNA com propriedades catalíticas.
RNA. Sigla em inglês do ácido ribonucléico, polímero de ribo-

nucleotídeos.
RNAi. Interferência de RNA, fenômeno em que pequenos trechos 

de RNA de fita dupla interferem na expressão de genes com 
sequências complementares a uma de suas fitas.

RNAse. Ribonuclease.
rRNA. RNA ribossômico.
Rubisco. Proteína encontrada em abundância nos cloroplastos. 

(carboxilase do difosfato 1,5 da ribose).

S
Selecionismo. Pressuposição de que a maioria dos polimorfis-

mos e substituições moleculares têm influência na adaptação 
dos organismos e estão, portanto, sujeitos à ação da seleção 
natural.

Sequenciamento. Obtenção da sequência de monômeros de um 
biopolímero.

Silenciamento. Supressão da expressão de um gene.
Simbiogênese. Origem a partir de simbiose.
Simbiose. Associação ecológica entre dois organismos de origens 

evolutivas diferentes.
Similaridade. 1. Semelhança. 2. Proporção de sítios idênticos 

(para sequências de macromoléculas).
Sinergia. Ação de dois ou mais fatores que resulta em um efeito 

maior que a simples soma de cada um dos fatores considerados 
isoladamente.

SINES. Sequências de microssatélites dispersas pelo genoma.
Sintetase. Enzima que catalisa a síntese de uma molécula a partir 

de outras duas ou mais moléculas menores.
siRNA.  Moléculas curtas de RNA que têm a propriedade de 

participar no processo de interferência do RNA. (“small in-
terfering RNA”, em inglês).

Sítio ativo. Região de uma macromolécula onde ocore a catálise.
snoRNA. RNA pequeno nucleolar. 
snuRNA. RNA pequeno nuclear.
Sociobiologia. Ciência que estuda os determinantes biológicos 

dos comportamentos sociais sob uma perspectiva evolutiva.
Southern blot (I.) Literalmente significa “mata borrão de Sou-

thern”, devido ao pesquisador (Southern) que desenvolveu 
a técnica de transferência por capilaridade de fragmentos 
de DNA de um gel de eletroforese para uma membrana 
de nitrocelulose ou de nylon para que posteriormente seja 
hibridizada com sondas específicas de DNAcomplementar 
marcado.

Splicing (I.) Processamento de mRNA que consiste na junção 
dos segmentos correspondentes aos exons.

Superexpressão. Expressão de genes muito aumentada em relação 
ao seu nível normal.

T
Tautômero. Tipo de isômero que ocorre durante frações do tempo 

da existência de uma molécula.
Táxon. Conjunto dos organismos pertencentes a um dos níveis 

taxonômicos (ex. gênero, tribo, família).
Telomerase. Enzima da classe das transcriptases reversas que 

participa da síntese de sequências repetitivas de DNA encon-
tradas nos telômeros.

Telômero. Estrutura presente nas extremidades dos cromossomos 
formada por DNA repetitivo.

Terapia gênica. Tecnologia que é usada no tratamento de doenças 
cujas causas são genéticas em que se procura alterar as causas 
das manifestações clínicas dos pacientes.

Termociclador. Aparelho que altera ciclicamente a temperatura 
de soluções utilizado para executar reações de amplificação 
de DNA.

Termófilo. Que vive em temperaturas altas.
Terpenoide. Ou terpenos. Classe diversificada de moléculas or-

gânicas derivadas do ácido mevalônico, presentes em plantas 
como metabólitos secundários.

Testosterona. Hormônio esteroide produzido pelos testículos dos 
machos de mamíferos.

Topologia. Estudo das propriedades das formas e de suas mo-
dificações.

Transcriptase reversa. Enzima que catalísa a polimerização de 
uma molécula de DNA a partir de um molde de RNA.

Transecto. Linha imaginária que liga dois pontos geográficos 
diferentes na superfície terrestre.

Transesterificação. Reação química onde os substratos são um 
álcool e um éster e os produtos são também um álcool e um 
éster nas moléculas de forma recíproca.

Transfecção. Processo pelo qual material genético é introduzido 
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passivamente para o interior de uma célula. 
Transferase. Enzima que cataliza a reação de transferência de 

um grupo químico de uma molécula para outra.
Transição. Mutação onde uma purina dá lugar a outra purina ou 

uma pirimidina dá lugar a outra pirimidina.
Transmembrânico. Parte da estrutura de uma macromolécula 

que atravessa uma membrana lipoprotéica.
Transposase. Enzima que cataliza a reação de transposição do DNA.
Transposição. Reação de transferência de uma sequência 

nucleotídica para o interior de uma região do genoma.
Transposon. Sequência de nucleotídeos que tem a capacidade 

de mudar sua posição no genoma deixando ou não uma cópia 
no local original.

Transversão. Mutação onde uma purina dá lugar a uma pirimidina 
ou vice-versa.

tRNA. RNA transportador.
Trófico. Que diz respeito à alimentação de um organismo.
Tubulina. Proteína constituinte de microtúbulos.

U
Ultracentrifugação. Centrifugação a velocidades muito elevadas 

(acima de 50.000 rotações por minuto)
Ultraestrutura. Estrutura intracelular observada a partir de 

ampliações obtidas com microscópio eletrônico (5.000 X a 
100.000 X).

UTO. Sigla de “unidade taxonômica operacional”.
UV. Sigla de ultravioleta, emissão eletromagnética com compri-

mento de onda inferior a 340 nm.

V
Variância. Medida de dispersão de dados.
Variável. Em matemática, diz-se de um quantidade que pode ser 

qualquer valor que depende do contexto. Usa-se em contrapo-
sição a uma constante, cujo valor é sempre o mesmo.

Verossimilhança. 1. Adoção da hipótese mais provável. 2. Esti-
mativa numérica da probabilidade.

Vivíparo. Modo de reprodução através de parto.
Voltagem. Diferença de potencial elétrico.

W
Western blot (I.) Processo de transferência por capilaridade de 

polipeptídeos de um gel de eletroforese para uma membrana 
de nitrocelulose ou de nylon para que posteriormente sejam 
detectados com sondas específicas que consistem em anticorpos 
marcados. O nome “Western” (do oeste) trata-se de um trocadi-
lho feito a partir da analogia com o Southern blot, pois Southern 
significa, além do nome do autor da técnica, “do Sul”, em inglês.

X
Xenologia. Homologia decorrente de transferência horizontal de 

material genético.
Xeroderma pigmentosum. Doença de pele onde há pigmentação acen-

tuada e outras malformações com grande sensibilidade à luz solar.

Z
Zigoto. Célula diploide que se origina pela fecundação do óvulo 

pelo espermatozoide.
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