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RESUMO 
 
 

Com o advento da técnica de seqüenciamento automático de nucleotídeos tornou-se 

possível, em um curto intervalo de tempo, um aumento considerável de informações 

sobre o genoma de diversos organismos. O seqüenciamento de DNA mitocondrial de 

moluscos vem aumentando consideravelmente nos últimos anos. Do gênero 

Biomphalaria, somente uma espécie (B. glabrata) tinha o seu genoma mitocondrial 

totalmente seqüenciado. Neste trabalho foi seqüenciado e caracterizado o DNAmt  de  

Biomphalaria tenagophila, molusco hospedeiro intermediário do Schistosoma mansoni  

no Brasil. Esta espécie possui linhagens suscetíveis à infecção pelo S. mansoni, bem 

como cepa totalmente resistente, como é o caso da linhagem geográfica da Reserva 

Biológica do Taim (RS), foco do presente estudo. O tamanho do genoma encontrado foi 

de 13.722 pb:13 RNAs mensageiros (RNAm), 22 RNAs de transferência (RNAt) e dois 

RNAs ribossomais (RNAr). Além do seqüenciamento, foi analisada a organização do 

genoma de B. tenagophila pelo conteúdo e localização das regiões codificantes e não 

codificantes, regiões de sobreposições de genes. Foi realizada a comparação das 

seqüências dos aminoácidos; dos códons de iniciação e de parada das seqüências 

nucleotídicas dos RNAt,  dos RNAr12S e dos RNAr16S e da organização dos genes 

entre B. tenagophila e B. glabrata, hospedeira intermediária mais importante do Brasil. 

Além disso, foram desenhadas as estruturas secundárias de seis RNAt, de B. 

tenagophila; e estimada a relação filogenética entre moluscos que tinham seu genoma 

mitocondrial completo depositado no GenBank, utilizando os métodos de agrupamento 

de vizinho, da máxima parcimônia e da máxima verossimilhança. Foram encontradas 

diferenças no tamanho e na composição dos genes entre B. tenagophila e B. glabrata. A 

ordem gênica mitocondrial de B. tenagophila foi a mesma de B. glabrata. A seqüência 

completa do genoma mitocondrial de B. tenagophila foi depositada no banco de dados 

GenBank com o número de acesso EF433576. 
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ABSTRAT 
 
 
 With the advent of the automatic sequencing of nucleotides it has been possible 

in a short period of time to obtain a great amount of information about genomes of 

different organisms. The mitochondrial DNA sequencing has been considerably 

increasing in the last years.  Just one species of the genus Biomphalaria – Biomphalaria 

glabrata – had its mitochondrial genome totally determined.  In this study, the mtDNA 

of Biomphalaria tenagophila, a mollusc that acts as an intermediary host for 

Schistosoma mansoni in Brazil, was determined and characterized.  This species 

presents susceptible strains to S. mansoni infection, as well as a totally resistant strain, 

e.g. the geographic strain originating from the Biological Reserve in Taim (RS, Brazil), 

that is the target of this study.  The size of the actual genome was 13,722 bp: 13 protein 

coding genes, 22 transfer RNA genes (tRNAs) and two ribosomal subunit genes 

(rRNAs).  Besides the sequencing, analysis of the genome organization of B. 

tenagophila was performed by gene alignment, contents and localization of the coding 

and noncoding regions.  Sequences of amino acids were compared, as well as of the 

start and  stop codons, nucleotides sequences of the tRNA, rRNA12S and of the 

rRNA16S and of the organization of genes between B. tenagophila and B. glabrata, the 

most important  intermediary host in Brazil.  Besides, we have assembled the secondary 

structures of six tRNA for B. tenagophila, and evaluated the phylogenetic relation 

among several molluscs that had their complete mitochondrial genome deposited in the 

GenBank, using the methods of neighbor-joining, maximum parsimony and maximum 

likelihood.  Some differences in size and composition of genes between B. tenagophila 

and B. glabrata were detected.  The gene order of B. tenagophila and B. glabrata was 

similar.  The complete nucleotide sequence of the mitochondrial genome of B. 

tenagophila has been submitted to GenBank, and the accession number is EF433576.   
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1- INTRODUÇÃO  
1-1- Posição sistemática do gênero Biomphalaria no filo Mollusca 

O filo Mollusca constitui o maior grupo de invertebrados, depois dos artrópodes. 

Os organismos deste filo são um dos mais fascinantes do Reino Animal, graças à 

extraordinária diversidade e adaptações ambientais, sendo encontrados em habitats 

marinhos, dulcículas e terrestres.  

Este filo é constituído por sete classes: Gastropoda, Polyplacophora, 

Cephalopoda, Bivalvia, Scaphopoda, Aplacophora e Monoplacophora (Fig. 1.1) (Brusca 

& Brusca).  

A classe Gastropoda, de maior sucesso adaptativo, possui cerca de 70.000 

espécies, entre as quais, espécies de importância médica e veterinária. Os representantes 

desta classe caracterizam-se por apresentar cabeça bem desenvolvida com um ou dois 

pares de tentáculos, pé achatado na superfície ventral, geralmente com concha, com 

abertura na região anterior do corpo, devido à torção de 180º da massa visceral. Eles 

podem ser monóicos (hermafroditas) ou dióicos (sexos separados).  

Zilch (1959-1960) divide esta classe em duas: Streptoneura e Euthyneura. 

Entretanto pelo esquema clássico mais utilizado (Thiele 1929-1935 1992, Grassé 1960-

1968, Hyman 1967, Gotting 1974, Rios 1994) esta classe é dividida em três subclasses: 

Prosobranchia, Pulmonata e Opisthobranchia. Os Prosobranchia possuem representantes 

exclusivamente marinhos (Archaegastropoda e Neogastropoda) e sem interesse 

parasitológico, e representantes que vivem em ambientes marinho, terrestre e de água 

doce (Megastropoda). Os Opistobranchia também são exclusivamente marinhos e sem 

interesse parasitológico. Os moluscos da subclasse Pulmonata são na maioria de água 

doce ou terrestre, respiram por pulmões especiais e possuem concha espiralada reduzida 

ou ausente. São hermafroditas e ovíparos. Esta subclasse é dividida em quatro ordens: 

Archaeopulmonata, Stylommatophora, Soleolifera, Basommatophora (Fig. 1.2). 

A ordem Archaeopulmonata é representada pelos pulmonatas primitivos. 

A ordem Stylommathophora é a maior, sendo que os seus representantes são                            

espécies terrestres, possuindo dois pares de tentáculos (o par inferior anterior pode não 

ser evidente) e seus olhos situam-se em cima do par superior. A abertura genital é única 

tanto para o masculino como para o feminino. 

A ordem Soleolifera (Systellommatophora) é representada por espécies 

marinhas e terrestres, desprovidas de concha, possuem dois pares de tentáculos, sendo  
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que os olhos se localizam na extremidade dos tentáculos posteriores. Possuem duas 

aberturas genitais, uma feminina e outra masculina.  

A ordem Basommatophora é constituída, principalmente, por moluscos de água 

doce, com concha cônica, discoidal e lisa, possuem um par de tentáculos, na base dos 

quais se localizam os olhos. Os seus ovos são depositados em cápsulas gelatinosas, e as 

aberturas genitais masculina e feminina são separadas. No Brasil, essa ordem é 

representada por 5 famílias: Lymnaeidae, Planorbidae, Physidae, Ancylidae e 

Chilinidae. Na família Planorbidae, entre vários gêneros, está a Biomphalaria, que 

possui espécies hospedeiras intermediárias do Schistosoma mansoni. Normalmente, 

estes moluscos são encontrados em água doce parada ou de correnteza, com velocidade 

inferior a 30cm/s, em pequenos córregos, em margens de lagoas, brejos, poços, valas, 

pântanos, podendo adaptar-se a diferentes condições ambientais. Eles têm preferência 

por locais ricos em matéria orgânica e microflora, pouca turbidez, pH entre 6 a 8 e 

temperatura média entre 20°C e 25°C (Paraense 1972). Estes moluscos estão sujeitos 

aos fenômenos de diapausa1 ou estivação2 com adaptações e aparecimento de lamelas 

para proteção contra a dessecação (Paraense 1957, Richards 1963). Eles podem se 

enterrar na lama ou no solo úmido podendo melhor resistir à dessecação e a ação de 

moluscicidas, são hermafroditas reproduzindo-se preferencialmente por fecundação 

cruzada quando pareados. Quando criados isoladamente são capazes de se reproduzirem 

por autofecundação, sendo que apenas um indivíduo pode produzir milhões de 

descendentes (Paraense 1955). Em relação à oviposição os tipos de suporte preferidos 

são as folhas ou hastes de plantas aquáticas ou qualquer suporte sólido submerso como 

pedras, madeira, paredes de concreto etc.  

 

1-2- Importância epidemiológica das espécies do gênero Biomphalaria 
 

Para as Américas e a África são referidas 37 espécies de Biomphalaria, porém, 

acredita-se que entre estas, muitas estejam em sinonímia (Mandahl-Barth 1957, Malek 

1985, Brown 1994, Paraense 2004) (Tabela 1.1). Entretanto, segundo Paraense 

(comunicação pessoal 2005), é importante salientar que várias espécies - principalmente  

______________________________________________________________________ 
 

1 Diapausa - brusca parada no desenvolvimento, controlada por fatores internos, mesmo quando as 
condições do meio são favoráveis. 
2 Estivação - quiescência, que é determinada diretamente por condições desfavoráveis do meio, 
manifestando-se na forma de parada do desenvolvimento, induzida pela elevação da temperatura. 
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as africanas - são mal definidas anatomicamente, o que torna impossível diferençá-las. 

Quanto à susceptibilidade, oito são consideradas suscetíveis, oito infectaram-se 

experimentalmente, nove são refratárias e as demais não foram estudadas quanto à 

suscetibilidade ao S. mansoni (Tabela 1.1).  

As três espécies hospedeiras intermediárias do S. mansoni no Brasil, são 

Biomphalaria glabrata, B. straminea e B. tenagophila. A B. glabrata é a mais 

importante hospedeira intermediária do S. mansoni nas Américas, cujo organismo, 

devido à sua alta compatibilidade com o trematódeo, facilita a infecção e reprodução, 

eliminando um número elevado de cercárias (Souza et al. 1995). Experimentos de 

suscetibilidade utilizando B. glabrata originárias de diversas regiões do Brasil (20 

populações) e de três populações oriundas de Porto Rico, Ilhas St. Kitts e da Venezuela, 

revelaram índices de infecção variando de 0 a 100%, sendo que 17 (74%) populações 

apresentaram taxas de infecção superiores a 50% (Paraense & Corrêa 1963). Esses 

experimentos foram realizados com amostra de S. mansoni isolada de paciente de Belo 

Horizonte, MG, Brasil.  

B. straminea é menos suscetível que a B. glabrata, sendo responsável pela 

transmissão da esquistossomose na região Nordeste do país. Entretanto, esta espécie 

possui a distribuição mais abrangente entre as três espécies. De fato, estudos realizados 

durante os anos de 1954 e 1955 com B. straminea, oriundas de 17 municípios do Estado 

de Pernambuco (Barbosa & Coelho 1956) revelaram taxas de infecção inferiores a 1%. 

Entretanto, quando analisamos os dados de prevalência obtidos em 1950 (Paraense & 

Corrêa 1963), deparamos com taxas de infecção humana, em 14 desses municípios, 

superiores a 50%. Estes dados demonstram que apesar de serem encontradas no campo 

com baixas taxas de infecção, B. straminea é capaz de manter elevadas taxas de 

infecção humana.  

B. tenagophila tem importância epidemiológica na transmissão do S. mansoni 

nos estados da região Sul e Sudeste e será a seguir, motivo de maiores considerações 

por ser objeto do nosso estudo. 

   

1-3 - Biomphalaria tenagophila (Gastropoda: Pulmonata) e a esquistossomose 

mansoni 
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A esquistossomose mansoni foi introduzida no Brasil nas zonas de canaviais da 

região Nordeste, espalhando-se para a região Sudeste, à medida que fatores sócio-

econômicos exigiram migração da mão de obra escrava para a região aurífera e de  

Tabela 1.1 - Moluscos do gênero Biomphalaria 
 

 
Espécie Distribuição geográfica Suscetibilidade ao 

Schistosoma 
mansoni 

B. glabrata  (Say, 1818) Antigua, Brasil, Curaçao, Dominica, Egito, Guadeloupe, Guiana Francesa, Haiti, Ilhas 
Ts. Kitts, Martinica, Montserrat, Nigéria, Porto Rico, República Dominicana, Saint 

Martin, Santa Lúcia, São Cristóvão, Suriname, Venezuela, Vieques 

SUSC 

B. pfeifferi (Krauss, 1848)  Africa do Sul (localidade tipo); Algeria, Angola, Botsuana, Camarões, Chade, 
Congo, Daomé (atual Benin), Etiópia, Gabão, Gâmbia, Gana, Guiné, Libéria, Líbia, 

Madagascar, Malaui, Moçambique, Nigéria, Quênia, República Centro-Africana, 
Rodésia, Senegal, Serra Leoa, Somália, Suazilândia, Sudão, Tanzânia, Transvaal, 

Uganda, Zaire, Zâmbia 

SUSC 

B. alexandrina (Ehrenberg, 1831) Egito, Sudão SUSC 
B. sudanica (Martens, 1870) Sudão, Uganda, Etiópia, Quênia, Tanzânia, Zaire, Zâmbia SUSC  
B. straminea   (Dunker, 1848) Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Brasil, Paraguai. Argentina, 

Dominica, Granada, Guadalupe, Martinica, República Dominicana, Trinidad, 
Uruguai, Costa Rica e China  

SUSC 

B. tenagophila   (Orbigny, 1835) Argentina, Paraguai, Uruguai, Brasil, Peru, Bolívia e República Democrática do 
Congo 

SUSC 

B. choanomphala (Martens, 1879) Tanzânia, Uganda, Quênia SUSC 
B. camerunensis (Boettger, 1941) Mongongo, Camarões, Gana, Nigéria, República Centro-Africana, Zaire SUSC 
B. amazonica Paraense, 1966 Brasil, Bolivia e Colômbia IE 
B. peregrina (Orbigny, 1835) Equador, Bolívia, Chile, Brasil, Paraguai, Peru, Uruguai, Argentina e Colômbia IE 
B. aff. straminea Paraense & Corrêa, 
1989 

Espinillar, Uruguai IE 

B. havanensis   (Pfeiffer, 1839) Haiti, Porto Rico (EU  A), Cuba, Venezuela  IE 
B. helophila  (Orbigny, 1835) Peru, Cuba, Costa Rica, Guatemala, Belize, Haiti, México, Saint Thomas, Costa Rica, 

El Salvador, República Dominicana, Porto Rico, Barbados e Nicaragua 
IE 

B. stanleyi (Smith, 1888 Congo, Uganda, Chade, Ruanda IE 
B. sericea (Dunker, 1848) Equador IE 
B. smithi Preston, 1910 Uganda IE 
B. obstructa (Morelet, 1849) Estados Unidos, México, Porto Rico, Guatemala, El Salvador, Belize e Cuba REF 
B. intermedia  Paraense & Deslandes, 
1962 

Brasil e Argentina REF 

B. occidentalis    Paraense, 1981 Brasil, Paraguai e Argentina REF 
B. oligoza  Paraense, 1974 Bolívia, Brasil e Argentina REF 
B. tenagophila guaibensis (Paraense 
1984) 

Brasil, Uruguai e Argentina  REF 

B. kuhniana  (Clessin, 1883) Suriname, Brasil, Venezuela, Panamá e Colômbia REF 
B. schrammi   (Crosse, 1864)   Guiana Francesa, Guadalupe e Brasil REF 
B. orbignyi   Paraense, 1975 Argentina e Uruguai REF 
B. trigyra  (Philippi, 1869) Peru e Equador REF 
B. hermanni (Boettger, 1910) Namibia SI 
B. germaini (Ranson, 1953) Algeria SI 
B. gaudi (Ranson, 1953)  Dakar SI 
B. angulosa Mandahl-Barth, 1957 Tanzânia, Malawi, Zâmbia SI 
B. temascalensis (Rangel-Ruiz, 1987) México SI 
B. prona    (Martens, 1873) Venezuela SI 
B. subprona (Martens, 1899) México e Guatemala SI 
B. andecola   (Orbigny, 1835) Bolívia, Peru e Chile SI 
B. equatoria (Cousin, 1887) Equador SI 
B. cousini   Paraense, 1966 Equador SI 
B. nicaraguana (Morelet, 1851) Nicaragua SI 
B. edisoni Estrada et al. 2006 Colômbia SI 

Suscetível = SUSC; Refrataria = REF; Infecção experimental = IE; Sem informação = SI 
 

 6



  Introdução 
 

 

 

 

diamantes do nordeste do estado de Minas Gerais. Apesar da importância desta doença 

no país, o inquérito parasitológico nacional mais abrangente refere-se ao ano de 1950, 

realizado por Pellon e Texeira. Este inquérito revelou uma prevalência da doença de 

10%. Entretanto, Amaral et al. (2006), relatam dados disponíveis do ano de 2003, do 

Programa de Controle da Esquistossomose, Ministério da Saúde, onde foram realizados 

testes parasitológicos em 6.510.477 indivíduos. Destes, 433.950 estavam parasitados, 

com uma prevalência da doença de 6,7%. A doença está diretamente relacionada com a 

falta de saneamento básico e de educação em saúde, com a existência de moluscos 

suscetíveis e a presença de indivíduos infectados, completando o ciclo evolutivo do 

parasito. 

B. tenagophila é uma espécie importante na transmissão da esquistossomose no 

Brasil. Esta espécie já foi notificada em 603 municípios de 10 estados brasileiros, sendo 

encontrada na larga faixa costeira, desde o sul da Bahia até o Chuí no Rio Grande do 

Sul (Fig. 1.3). Esta espécie é a única transmissora da esquistossomose em extensas áreas 

do Estado de São Paulo, como também é responsável por focos isolados nos Estados de 

Minas Gerais, Santa Catarina, Rio de Janeiro (Paraense 1986).  

B. tenagophila possui populações suscetíveis à infecção pelo S. mansoni 

(Paraense & Correa 1978) e populações resistentes, como a população do Taim (RS), 

que será o foco de nosso estudo. Os moluscos B. tenagophila desta população do Taim 

já foram desafiados por diferentes cepas de S. mansoni e número variável de miracídios, 

mostrando-se sempre resistente à infecção (Santos et al. 1979, Bezerra et al. 2003, 

Martins-Souza et al. 2003 e Rosa et al. 2004, Rosa et al. 2006). Vários estudos já foram 

realizados para melhor compreensão dessa resistência a infecção. Barbosa et al. (2006) 

conseguiram reverter o fenótipo de suscetibilidade à infecção, através do transplante do 

órgão hematopoiético da população resistente para uma suscetível. Martins-Souza et al. 

(2003) não tiveram sucesso na tentativa de inibição da resistência da população do Taim 

após inoculação de sílica. Bezerra et al. (2003) submeteram esta população a diferentes 

doses de radiação gama, e também não tiveram sucesso na inibição da resistência. 
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Municípios com presença de Biomphalaria 
               • B. tenagophila (603) 

 

 

 

Figura 1.3 – Mapa do Brasil com a distribuição espacial de B. tenagophila (Carvalho et 

al. in press)  
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Pouco se sabe a respeito dos genes que conferem resistência a esta população. 

Santos et al. (1979) fizeram cruzamento da B. tenagophila do Taim com B. tenagophila 

suscetíveis, originários de Belo Horizonte, e seus descendentes (F1) tiveram uma taxa 

de infecção de 4,1% à cepa “SJ”. Freitas et al. (1985) fizeram cruzamentos entre B. 

tenagophila Joinville (população suscetível) e B. tenagophila Taim. Os descendentes 

(F1) mostraram taxas de infecção variando de 0 a 4,5% à cepa LE. Rosa et al. (2002), 

estudando os descendentes resultantes também do cruzamento entre uma B. tenagophila 

do Taim com B. tenagophila de Joinville (população suscetível) observou uma 

segregação mendeliana dominante, ou seja, os descendentes F1 foram 100% resistentes 

à infecção. Através da injeção de plasma de B. tenagophila do Taim para B. tenagophila 

Cabo Frio (suscetível) foi possível passar a resistência à infecção ao S. mansoni (Coelho 

& Bezerra 2006). 

Estudos moleculares também foram realizados utilizando esta espécie. Através 

da LS-PCR foi possível separar a B. tenagophila da B. occidentalis, espécies que 

possuem a morfologia das conchas e dos órgãos internos muito semelhantes (Pires et al. 

1997). Posteriormente, um estudo mais completo utilizando a PCR-RFLP da região ITS 

do DNAr foi possível separar o complexo B. t. tenagophila, B. t. guabensis e B. 

occidentalis (Spatz et al. 1999). Rosa et al. (2005) utilizaram a RAPD na busca de 

marcadores genéticos associados à resistência nos descendentes F2 resistentes e 

suscetíveis resultantes do cruzamento entre B. tenagophila do Taim (resistente) e B. 

tenagophila Joinvile (suscetível), não obtendo sucesso em seus estudos.  Estudos 

utilizando a PCR-RFLP identificaram um marcador de caráter dominante presente na 

região espaçadora transcrita interna do DNAr da população do Taim, desta população 

não ocorrendo, portanto, em outras populações (Barbosa 2001). 

Até o momento estudos genéticos com B. tenagophila têm sido realizados 

utilizando o DNA nuclear. Entretanto, a importância de estudos utilizando o DNA 

mitocondrial vem aumentando, devido as suas propriedades únicas que serão abordadas 

a seguir. 
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1-4-DNA mitocondrial 
 

Acredita-se que, originalmente, as mitocôndrias foram bactérias de vida livre, 

que durante um longo período estabeleceram uma simbiose com suas células 

hospedeiras eucarióticas e finalmente evoluíram para organelas dentro das células 

animais, trazendo consigo o seu próprio DNA. Estruturalmente a mitocôndria 

caracteriza-se pela presença de duas membranas (externa e interna), separadas por um 

espaço intermembranar. O espaço interno delimitado por uma membrana é preenchido 

pela matriz mitocondrial (Fig. 1.4). A matriz mitocondrial possui uma densidade 

moderada onde estão imersas as cadeias de DNA, ribossomos e pequenos grânulos.  

 

Figura 1.4-  Mitocôndria (http://www.cientic.com/tema_celula_img4.html)  
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O DNAmt dos animais é uma molécula circular dupla fechada, que codifica: 13 

RNAs mensageiros (RNAm), 22 RNAs de transferência (RNAt) e 2 RNAs ribossomais 

(RNAr), constituindo-se em uma importante fonte de informação genética extra-nuclear 

(Avise 1986) (Fig. 1.5).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5 – DNA mitocondrial de humano  

(http://biologia.uab.es/biocomputacio/tutorial/sessio6/tutorialdnamit.htm) 
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Boore (1999) em sua revisão sobre o DNAmt (Tabela 1.2) relaciona os 

componentes básicos do DNAmt de animais que são 13 proteínas, dois RNAr e 22 

RNAt.  

 

Tabela 1.2 - Componentes básicos do DNA mitocondrial de animais.   

Codificador de proteínas 
 

Designação do DNAmt em animais Sinônimo 

Citocromo oxidase 

subunidades I,II e III 

COI, COII, COIII cox1, cox2, cox3, 

Citocromo apoenzima Cytb Cob 

NADH dehydrogenase 7 

subunidades 1-6, 4L 

ND1-6, 4L nad1-6, 4L 

ATP sintetase subunidade 6,8 A6, A8 ou ATP6, ATP8 atp6,atp8 

Subunidade maior do RNA 

ribossomal 

RNArl Ml 

Subunidade menor do RNA 

ribossomal 

RNArs Ms 

18 RNAs transportadores cada 

um especificando um 

aminoácido 

Com a primeira letra do aminoácido 

correspondente 

trnX 

Dois RNAs transportadores 

específicos para leucina 

Diferenciado pelo código reconhecido 

L(CUN) ou L(URR) 

Diferenciado pelo 

código 

Dois RNAs transportadores 

específicos para serina 

Diferenciado pelo código reconhecido 

S(AGN) ou S(UCN) 

Diferenciado pelo 

código 

 

O DNAmt contém regiões não codificadoras de tamanhos variáveis com sítios 

de iniciação para a transcrição e replicação (Wostenholme 1992). Frações dessas regiões 

não codificadoras, algumas vezes são duplicadas, resultando para alguns organismos, 

em moléculas de DNAmt de tamanho variáveis.  

As proteínas codificadas pelos RNAs mensageiros são componentes do sistema 

de fosforilação oxidativa, diretamente responsável pela função respiratória: citocromo b 

(Cytb), subunidades I-III da citocromo c oxidase (COI, COII, COIII), subunidades 6 e 8 

do complexo ATPsintetase (ATP6, ATP8) e subunidades 1-6 e 4L da NADH 
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desidrogenase (ND1- ND6, ND4L). As demais subunidades destes complexos protéicos 

e todas as enzimas envolvidas na replicação e transcrição do DNAmt são importadas do 

citoplasma por meio de sinais específicos de um sistema de transporte através das 

membranas mitocondriais (Alberts et al. 1994). O gene 8 do complexo ATPase não é 

encontrado no DNAmt em nematóides (Okimoto et al. 1991), platelmintos (Le et al. 

2000)  e em alguns moluscos (Hoffmann et al. 1992, Milbury & Gaffney 2005, Breton 

et al. 2006, La Roche et al. 1990, Cao et al. 2004, Kim et al. 1999 não publicado).  

Os genes codificadores de proteínas são analisados quanto ao tamanho e 

seqüências dos nucleotídeos, seqüências de aminoácidos e de códon. Com relação à 

posição das bases dos códons sabe-se que a terceira tem sido considerada neutra por 

alguns autores. O motivo é que as mutações que ocorrem nesta posição raramente levam 

a mudança de aminoácido. Para Garesse (1988) a substituição na terceira base, muda a 

eficiência de tradução não sendo um caráter verdadeiramente neutro. 

Os RNAt são pequenas moléculas de RNA que geralmente apresentam cerca de 

70 a 90 nucleotídeos (Watson et al. 1987). Um RNAt possui duas propriedades cruciais:  

representa um único aminoácido, e contém uma seqüência trinucleotídica, o anticódon 

que é complementar ao códon que representa o seu aminoácido. O anticódon reconhece 

o códon através do emparelhamento de bases complementares. As seqüências dos RNAt 

formam estruturas secundárias na forma de uma folha de trevo (Fig. 1.6) na qual o 

emparelhamento de bases complementares forma hastes que sustentam alças de fitas 

simples. As estruturas haste-alça são denominadas de braços do RNAt. Os quatro braços 

principais são: o braço TΨC; o braço D; o braço aceitador; o braço anticódon. O braço 

aceitador consiste de uma haste com bases emparelhadas que termina em uma seqüência 

não emparelhada cujo grupo 2’ou 3’-OH pode ser ligado a um aminoácido e o braço 

anticódon sempre contém a trinca do anticódon no centro da alça. Alguns RNAt 

possuem um outro braço chamado de braço adicional, que fica entre os braços TΨC e 

do anticódon.  As principais variações de tamanho ocorrem na alça D, e no braço TΨC, 

além do braço adicional ser altamente variável (Lewin 2001). 
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Figura 1.6 - Estrutura secundária de um RNA de transferência (Lewin 2001) 

 

Já os RNAr têm um importante papel na síntese protéica. O genoma 

mitocondrial possui 2 genes para o RNAr , a subunidade maior chamada de 16S e a 

subunidade menor chamada de 12S. Estes genes possuem seqüências e estruturas 

conservadas, e por isso são utilizados em análise filogenética de diversos grupos 

(DeJong et al. 2003, Yoshida et al. 2006). 

Embora o DNAmt de animais seja conhecido por evoluir rapidamente, seu 

arranjo freqüentemente permanece inalterado por longo período de tempo. Como 

exemplo temos o arranjos dos genes entre humanos e trutas que são idênticos, além 

disso, os DNAmt de animais tem homologia com DNAmt de plantas, fungos e/ou 

protista (Boore 1999). Assim sendo, com algumas exceções, os arranjos dos genes são 

estáveis dentro dos grupos maiores e variáveis entre eles. Comparações desses arranjos 

gênicos têm um grande potencial para resolver algumas questões relacionadas à 

filogenia dos metazoários (Boore 1999). Comparações de arranjos do DNAmt tem 

possibilitado a obtenção de uma filogenia sólida em casos onde todos os outros dados 

são inconclusivos, como a relação entre dois grandes grupos: equinodermos e 

artropódes.  

Através do DNAmt é possível traçar um ancestral comum de uma espécie, 

produzindo informações a respeito da dinâmica e migrações de populações (Avise 
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1986). Em virtude disso, muitos autores vem estudando a herança do DNAmt, 

demonstrando resultados variados. Em humanos, por exemplo, esta herança é 

unicamente materna (Giles et al. 1980), enquanto no molusco Mytilus é biparental 

(Hoeh et al. 1991, Zouros et al. 1992).  

Os introns estão ausentes nas seqüências dos DNAmt de vários vertebrados 

(Anderson et al. 1981, 1982, Bibb et al. 1981) e invertebrados (Clary & Wolstenholme 

1985, Wolstenholme et al. 1968). O tamanho do DNAmt pode variar de 14Kb a 42Kb 

dependendo da espécie, com exceção de cnidários do gênero Hydra, cujo DNAmt é uma 

molécula linear com 8 Kb de tamanho (Warrior & Gall 1985). Em animais o DNAmt 

tem evoluído muito mais rápido que o DNA nuclear (Brown et al. 1979). A molécula 

não possui mecanismos eficientes de reparo acumulando mais mutações que o DNA 

nuclear (Clayton et al. 1974) e, além disso, ocorre em um grande número de cópias por 

célula. 

O pequeno tamanho deste genoma, a alta taxa de mutação comparada com o 

genoma nuclear faz do DNA mitocondrial um bom marcador em estudos filogenéticos 

entre espécies (Harrison 1989, Boore 1999, Rawlings et al. 2001, Yamazaki et al. 1997). 

Além de ser uma poderosa ferramenta no estudo de genética de populações (Lansman et 

al. 1981, Moritz et al. 1997, Simonsen et al. 1998, Avise et al. 1979, Brown & Simpson 

1981, Ferris et al. 1983, Després et al. 1991, James et al. 1997). A história evolutiva de 

uma grande variedade de organismos tem sido explorada devido ao polimorfismo 

presente em regiões do DNAmt de diferentes populações da mesma espécie (Avise 

1986, Bermingham et al. 1998). Entretanto, recentes pesquisas têm suscitado a questão 

de que análises utilizando o genoma mitocondrial são mais precisas do que as baseadas 

somente em um gene mitocondrial (Whelan et al. 2001). Diante disso, a seqüência 

completa do DNAmt vem aumentando em grande escala para vários organismos. Em 

pesquisa recente (novembro 2006) realizada no “Genbank” 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/), identificamos dez moluscos da classe Gastropoda com 

seqüências completas do  DNAmt depositadas, sendo que do gênero Biomphalaria 

somente o DNAmt de B. glabrata está totalmente seqüenciado  

 

1-4-1- Seqüenciamento do DNA mitocondrial de moluscos 

  Os moluscos possuem uma grande variação na organização dos genes 

mitocondriais (Boore & Brown, 1994a) e nas seqüências (Lecanidou et al. 1994), 
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quando comparado com outros grupos. O DNAmt de moluscos é uma molécula circular, 

cujo o tamanho varia entre o grupo (Tabela 1.3). 

Hoffman et al. (1992) publicaram a primeira seqüência completa do DNAmt de 

um moluscos da espécie Mytilus edulis (Mollusca: Bivalvia) e verificaram que a 

organização de seus genes foi diferente do reportado para outros metazoários, além de 

possuir um número de nucleotídeos não codificantes incomum, não apresentar o gene 

para ATP8 no DNAmt e ter um RNAt de metionina extra. Estas características 

despertaram o interesse de pesquisadores em estudar moluscos. O tamanho do DNAmt  

reportado para M. edulis foi de 17,1Kb.  Posteriormente, a seqüência completa foi 

obtida para moluscos Katharina tunicata (Mollusca: Polyplacophora) e gastrópodes das 

espécies Euhadra herklostsi (Gastropoda: Pulmonata), Cepaea nemoralis (Gastropoda: 

Pulmonata) e Albinaria coerulea (Gastropoda: Pulmonata). Estes pulmonados 

compartilham um arranjo idêntico dos genes que é altamente divergente daquele 

encontrado em outros animais (Boore 1999).  

Lecanidou et al. (1994) e Hatzoglou et al. (1995) também pontuam que os 

moluscos parecem ser a grande exceção entre os metazoários por apresentarem grande 

variação na organização dos genes. De fato, a organização dos genes de M. edulis e dos 

moluscos terrestres mostrou-se distinta. Kurabayashi & Ueshima (2000) seqüenciaram o 

DNAmt do Pupa strigosa (Gastropoda: Opistobranquia) cujo tamanho foi muito 

semelhante ao encontrado em espécies de moluscos pulmonados terrestre do gênero 

Albinaria e Cepaea. O arranjo dos genes mitocondriais foi idêntico aos do molusco 

pulmonado terrestre do gênero Albinaria, mas divergente do Littorina saxatilis 

(Gastropoda: Prosobranchia). A região não codificante é pequena com apenas 46 

nucleotídeos, similar aos moluscos pulmonados terrestres. 

A seqüência dos nucleotídeos do DNAmt do molusco Roboastra europaea 

(Gastropoda: Opistobranchia) foi determinada por Grande et al. 2002. A organização 

dos genes foi a mesma encontrada para outros moluscos Opistobranchia e Pulmonata. A 

seqüência completa do DNAmt de B. glabrata (Gastropoda: Pulmonata: 

Basommatophora)  foi  publicada em 2004 (DeJong et al. 2004). A ordem dos genes 

deste molusco foi muito similar com a de Albinaria coerulea (Gastropoda: Pulmonata 

Stylommatophora) concordando com a monofilia1 dos gastrópodes pulmonados. Os 

autores acharam 11 seqüências identificadas pelos EST de S. mansoni. Maynard et al. 

(2005) seqüenciaram o DNAmt de Haliotis rubra (Mollusca: Gastropoda), a ordem dos  

 1Monofilia – A condição de um grupo que é monofilético 
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Tabela 1.3 - Tamanho do DNAmt de molusco da classe Gastropoda 

 

 

Espécie do molusco 

 

 

Tamanho do DNAmt 

(pb) 

 

Referência 

 

* Euhadra herklostsi 

 

14.500 

 

Yamazaki et al. (1997) 

 

Cepaea nemoralis 

 

14.100 

 

Terrett et al. (1996) 

 

*Albinaria turrita 

 

14.500 

 

Lecanidou et al. (1994) 

 

Albinaria coeruleta 

 

14.130  

 

Hatzoglou et al. (1995) 

 

Pupa strigosa 

 

14.189 

 

Kurabayashi & Ueshima (2000) 

 

Roboastra europaea 

 

14.472 

 

Grande et al. (2002) 

 

Biomphalaria glabrata 

 

13.670 

 

DeJong et al. (2004) 

 

Haliotis rubra 

 

16.907 

 

Maynard et al. (2005) 

 

Aplysia california 

 

14.117 

 

Knudsen et al. (2006) 

 

Lophiotoma cerithiformis 

 

15.380 

 

Bandyopadhyay et al. (2006) 

 

Lottia digitalis 

 

26.836 

 

Simison et al. (2006) 

 

Ilyanassa obsoleta 

 

15.264 

 

Simison et al. (2006) 

* as seqüências destes moluscos não foram depositados no GenBank 
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genes desse molusco foi idêntica ao de Katharina tunicata diferindo somente na posição 

de 3 RNAts  O genoma mitocondrial completo de Aplysia california (Gastropoda: 

Opistobranchia) foi seqüenciado, sendo que a ordem dos seus genes foi idêntico aos de 

outros Opistobranchia e semelhante aos dos Pulmonata, já seqüenciados.  

   

1-5- Uma hipótese inferindo a filogenia do filo Molusca 
 

O provável ancestral comum dos moluscos era pequeno (~1mm de 

comprimento) com uma superfície ventral achatada, com a qual se movimentava por 

deslizamento auxiliado por um conjunto de cílios (semelhante a um aplacoforo 

diminuto) (Brusca & Brusca 2007). A figura 1.7 reflete o paradigma atual sobre a 

evolução dos moluscos. Para facilitar a discussão, foram colocados números no 

cladograma1 indicando o conjunto de sinapomorfia2 que definem cada linhagem ou 

clado3. Sinopomorfia do Filo Mollusca: (1) - redução do celoma e desenvolvimento de 

um sistema circulatório hemocélico, aberto; (2) - parede dorsal do corpo forma um 

manto; (3) - produção de espícula calcária por glândulas da concha e sua deposição 

externa ao manto; (4) - músculo da parede ventral do corpo desenvolve-se originando 

um pé musculoso (ou precursor do pé); (5) - rádula; (6) - coração compartimentado com 

átrio e ventrículo separados. Sinopomorfia da classe Aplacophora 

(Chaetodermomorpha+ Neomeniomorpha) definindo o nó4 f: (56) - corpo vermiforme; 

(57) - pé reduzido; (58) - cavidade do manto posterior muito reduzida; (59) - gônadas 

desembocando na cavidade pericárdica, os gametas sendo transferidos para a cavidade 

do manto por gametodutos em forma de U; (60) - nefrídios ausentes. Sinapomorfias dos 

Chaetodermomorpha: (7) - espículas calcárias da parede do corpo formam escamas 

imbricadas; (8) - perda completa do pé. Sinapomorfias dos Neomeniomorpha: (9) - 

extremidade posterior do sistema reprodutor com espícula copulatórias; (10) ctenídios 

ausentes. Sinapomorfias dos moluscos com concha definindo o nó b: (11) - 

concentração das glândulas da concha difusas pelo manto em um ou mais glândulas 

distintas, para produzir uma concha calcária sólida, constituindo uma ou várias placas; 

(12) - desenvolvimento da sola rastejadora em um pé ventral grande e musculoso;  

 

 

 

________________________________________________________________________ 
1- Cladograma - diagrama indicando as relações de parentesco filogenético entre ramos 

terminais, que podem ser populações, espécies ou grupos monofiléticos supra-específicos. 
2- Sinapomorfia - compartilhamento da condição apomórfica de um caráter por um grupo, 

supostamente exclusiva dele. 
3- Clado - representação gráfica de um grupo monofilético. 
4- Nó – representa unidades taxonômicas
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(13) - aumento na complexidade do trato digestivo com o desenvolvimento de uma 

grande massa de cecos digestivos; (14) - múltiplos músculos retratores do pé; (15) - 

membrana rádular móvel. Sinapomorfias da classe Polyplacophora:(16) - concha 

exclusiva com 7 a 8 placas (e com 7-8 regiões de glândulas da concha) com camada de 

articulamento e estetos; (17)- múltiplas brânquias (talvez não homólogas aos ctenídios 

de outros moluscos); (18)-cinturão do manto expandido e altamente cuticularizado, o 

qual se funde com as placas da concha. Sinapomorfias do grupo irmão do 

Polyplacophora, definindo o nó c: (19) - tentáculos pré-orais; (20) - perda das espículas 

calcárias da parede do corpo; (21) - presença de uma e bem definida glândula da concha 

e presença de concha larval (protoconcha); (22) - concha de uma única peça (univalve) 

(nota: considera-se a concha bivalve como derivada da condição univalve); (23) - 

concha constituída de três camadas (perióstraco, camada prismática, camada nacarada); 

(24) - margens livres do manto dotadas de três pregas paralelas, cada uma especializada 

para funções específicas; (25) - estilete cristalino; (26) – estatocistos. Sinapomorfias da 

classe Monoplacophora: (27) – três-seis pares de ctenídios; (28) - três-sete pares de 

nefrídios; (29) - oito pares de músculos retratores do pé; (30) - dois pares de gônadas; 

(31) - coração com dois pares de átrios. Sinapomorfias da linhagem Gastropoda-

Cephalopoda, definindo o nó d: (32) - vísceras concentradas dorsalmente; (33) - concha 

enrolada; (34) - cabeça bem definida e nitidamente demarcada; (35) - cavidade do 

manto restrita a região anal. Sinapomorfias da classe Gastropoda: (36) - torção e 

condições anatômicas dela decorrentes; (37) - maior concentração dos órgãos internos, 

formando a corcova visceral. Sinapomorfias da classe Cephalopoda: (38) - expansão do 

celoma e fechamento do sistema circulatório; (39) - concha septada; (40) - saco da tinta; 

(41) – sifúnculo; (42) - mandíbulas em forma de bico; (43) pé modificado em braços 

tentáculos preênseis e funil (=sifão); (44) - ampla fusão dos gânglios nervosos formando 

um cérebro. Sinapomorfias da linhagem Bivalvia-Scaphopoda definindo o nó e: (45) - 

redução da cabeça; (46) - descentralização do sistema nervoso; (47) - expansão da 

cavidade do manto para envolver o corpo por completo; (48) - modificação do pé para 

uma forma mais espatulada. Sinapomorfias da classe Bivalvia: (49) - concha bivalve e 

modificações do manto e ctenídios a ela associadas; (50) - perda da rádula; (51) – bisso; 

(52) - compressão lateral do corpo. Sinapomorfias da classe Scaphopoda: (53) - concha 

em forma de presa de elefante com extremidades abertas; (54) - perda dos ctenídios; 

(55) - captáculos. 
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Figura 1.7 – Cladograma ilustrando uma das hipóteses sobre a filogenia1 dos Mollusca. 

Os números indicam o conjunto de sinapomorfia que definem cada linhagem ou clado 

(Brusca & Brusca 2007). 

A relação filogenética entre as diferentes classes do filo Mollusca não está bem 

estabelecida em parte devido à falta de dados moleculares e genômicos.  

Para inferir a história filogenética dos organismos, o seqüenciamento de 

nucleotídeos é a técnica molecular mais informativa. 

Knudsen et al. (2006) utilizando seqüências de proteínas do genoma 

mitocondrial, construíram as relações de parentescos entre alguns gêneros do filo 

Mollusca, utilizando o método de máxima verossimilhança. Estes autores demonstraram 

que pelo menos dois grandes grupos filogenéticos estão presentes na classe Gastropoda: 

os Euthyneura (Opistobranchia e Pulmonata) e os Prosobranchia (Fig 1.8). Pode-se 

observar nesta árvore que o gênero Biomphalaria mostrou-se mais relacionado à classe  
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1 - Filogenia – A história evolutiva de um grupo, incluindo as relações de parentesco entre suas 
espécies ancestrais em vários níveis e as espécies descendentes. 



  Introdução 
 

 

Opistobranchia, do que a própria classe Pulmonata. Este dado revela a dificuldade e 

limitação para entender a filogenia dos Gastropoda, sugerindo que mais análises 

moleculares são necessárias, aumentando o número de representantes dos Pulmonata e 

de outros grupos dos moluscos Prosobranchia.  Entre os Euthyneura existe uma alta 

conservação entre as ordens dos genes, indicando ser um grupo monofilético1. Por outro 

lado, existe uma significativa variação na ordem dos genes entre os Euthyneura e os 

genomas mitocondriais dos Prosobranchia e as classes de moluscos Bivalvia, 

Scaphopoda e Cephalopoda.  

As seqüências nucleotídicas de parte dos genes do rRNA16S e das subunidades 

do citocromo oxidase I do DNAmt foram regiões de escolha em muitas análises de 

filogenia molecular de moluscos (DeJong et al. 2001, Jones et al. 2001 e Lydeard et al. 

2002 )  

A comparação entre as estruturas secundárias da subunidade maior do DNAr 

mitocondrial também tem sido utilizada em análise filogenética de moluscos 

principalmente quando usado juntamente com caracteres morfológicos  (Lydeard et al. 

2000).  

Comparação da ordem dos genes mitocondriais e de tRNAs podem ser de 

grande valor em estudos sobre história filogenética, particularmente em eventos onde 

seqüências de nucleotídeos e aminoácidos têm dificuldades em resolver (Boore & 

Brown 1994a, Boore 1999). Bandyopadhyay et al. 2006 estudando a filogenia de 

moluscos através de posição de RNAts sugeriram que a ordem dos genes do Gastropoda 

ancestral foi muito similar a dos K. tunicata e O. vulgaris e que os Gastropodas e os 

Cephalopodas são grupos irmãos. Estes autores confirmam que a ordem dos genes dos 

moluscos Pulmonata e Opistobranchia, seqüenciados até no momento, é idêntica entre 

si, mas altamente divergente da ordem dos genes dos outros moluscos. O quadro geral 

que surge é que a ordem dos genes é relativamente conservada entre os Pulmonata e 

Opistobranchia, diferentemente dos outros Gastropoda.  

 

 
 
1 – Monofilético - Grupo constituído de uma espécie ancestral e todos os seus descendentes 
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Figura 1.8 – Árvore filogenética do Filo Mollusca, baseada na seqüência de proteínas 

do genoma mitocondrial de alguns gêneros (Knudsen et al. 2006). A - Filogenia do 

Filo Mollusca. B – Filogenia do filo Mollusca sem os Bivalvia. 



 
Justificativa 
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2 - JUSTIFICATIVA 

 O número de seqüências de DNA mitocondrial disponibilizado no GenBank 

tem aumentado nos últimos anos, sendo que já foram completamente 

seqüenciados o mtDNA de 11 espécies de Gastropoda. Dentro desta classe, no 

Brasil, encontra-se 10 espécies e uma subespécie de moluscos do gênero 

Biomphalaria. Até o momento, somente a Biomphalaria glabrata, teve sua 

seqüência completa depositada no GenBank.  

O molusco B. tenagophila é a única espécie transmissora da 

esquistossomose mansoni em extensas áreas do Estado de São Paulo, como 

também é responsável por focos isolados nos Estados de Minas Gerais, Santa 

Catarina e Rio de Janeiro. Esta espécie possui populações suscetíveis à infecção 

pelo Schistosoma mansoni (Paraense & Corrêa 1978), bem como população 

totalmente resistente ao parasito, como é o caso dos moluscos oriundos da 

Reserva Ecológica do Taim (RS), que será o foco de nosso estudo. Moluscos B. 

tenagophila desta população já foram desafiados por diferentes cepas de S. 

mansoni e número variável de miracídios, mostrando-se sempre resistentes à 

infecção (Santos et al. 1979, Bezerra et al. 2003, Martins-Souza et al. 2003 e Rosa 

et al. 2004, Rosa et al 2006).  

Devido à escassez de dados sobre o genoma mitocondrial de moluscos do 

gênero Biomphalaria e considerando que este genoma pode ser usado como 

marcador molecular em estudos genéticos e evolutivos, o objetivo da presente tese 

foi seqüenciar e analisar o DNA mitocondrial de B. tenagophila da população do 

Taim. Esta população poderá ser utilizada como modelo de introdução do 

patrimônio genético da resistência em moluscos suscetíveis da mesma espécie, já 

que o caráter de resistência é dominante e será transmitido aos descendentes dos 

cruzamentos entre a população resistente e a suscetível. Além disso, com o 

genoma mitocondrial seqüenciado, poderemos desenhar iniciadores para estudar a 

herança do DNA mitocondrial de B. tenagophila, e ampliar os conhecimentos 

sobre as características deste DNA de mais uma espécie de molusco, o que tornará 

possível a aplicação de métodos mais robustos e realistas em análises genéticas 

(Moritz et al 1987), contribuindo para aprofundar os conhecimentos sobre a 

filogenia dos Pulmonata e dos Euthyneura. 
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3 - OBJETIVO GERAL 
 
Seqüenciar o DNA mitocondrial de Biomphalaria tenagophila originária da reserva 

ecológica do Taim 

 

 
3-1- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
3-1-1- Amplificar partes das regiões cytocromo b (Cytb); 12S do rDNA; 

citocromo oxidase I (COI); e 16S do rDNA utilizando iniciadores 

universais 

 
3-1-2- Amplificar as regiões COI-16S, 16S-Cytb, Cytb-12S,12SL- COI do DNA 

mitocondrial de B. tenagophila  

 
3-1-3- Clonar as regiões COI-16S, 16S-Cytb, Cytb-12S,12SL-COI do DNA do 

DNA mitocondrial de B. tenagophila 

 
3-1-4- Seqüenciar os quatro clones a partir de “primer walking”  

 
3-1-5-  Anotar o conteúdo do genoma mitocondrial de B. tenagophila 

 
3-1-6- Comparar o genoma mitocondrial de B. tenagophila e B. glabrata 

 
3-1-7- Construir a estrutura secundária de RNAs de transferência de B. 

tenagophila. 

 
3-1-8- Comparar a ordem gênica do DNA mitocondrial de B. tenagophila com a 

de B. glabrata  

 
3-1-9- Comparar o genoma mitocondrial de B. tenagophila e de outros moluscos 

para estimar as relações filogenéticas entre os organismos do filo 

Mollusca utilizando diferentes métodos de inferência. 
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4 – METODOLOGIA  

4.1 - Moluscos  

Foi utilizado um exemplar de B. tenagophila proveniente da Reserva biológica 

do Taim, Rio Grande do Sul, Brasil com 10mm de diâmetro, que foi identificado 

morfologicamente segundo Paraense (1975) e molecularmente (Barbosa, 2001). Essa 

população vem sendo mantida no moluscário “Lobato Paraense” do Instituto René 

Rachou/Fiocruz desde 2001.  

No estudo de filogenia foram utilizadas seqüências de aminoácidos do DNAmt 

de vários moluscos que estão citados na tabela 4.8. Para comparação do genoma 

mitocondrial foram utilizadas as seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos do 

molusco B. glabrata.  

 

 

4.2- Extração de DNA 

Como fonte de DNA total foi utilizado um fragmento da região cefalopodal do 

molusco B. tenagophila do Taim. Este fragmento foi incubado em solução tampão de 

extração (50mM Tris-HCl da GIBCO pH 8,0; 50 mM EDTA, 100mM NaCl , SDS 

0,5%) junto com 20μg/mL de proteinase K por 12 horas a 37ºC. O DNA foi extraído 

utilizando o kit Wizard® da Promega. O DNA foi utilizado como molde para a reação 

da cadeia da polimerase (PCR). 

 

4.3- Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para a amplificação do DNA mitocondrial foram utilizados iniciadores 

universais que amplificaram partes das regiões: cytocromo b (Cytb) com 

aproximadamente 227pb; 12S do rDNA com aproximadamente 460pb; citocromo 

oxidase I (COI) com aproximadamente 695pb; e 16S do rDNA com aproximadamente 

485pb. Estas regiões foram seqüenciadas diretamente de produtos amplificados pela 

PCR, após purificação com a enzima ExoSap (Amersham, Biosciences). Os iniciadores 

utilizados para amplificar estas quatro regiões estão descritos na tabela 4.4.  

 25



Metodologia 

 

Tabela 4.4 – Iniciadores universais utilizados para amplificar regiões do DNA 

mitocondrial de B. tenagophila  

 
Iniciador 

 

 
Localização (gene) 

 

 
Seqüências 

 
Referências 

LCO COI 5´GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3´ Folmer et al. 1994 

HCO COI 5´TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3´ Folmer et al. 1994 

16Sar 16S 5´CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3´ Palumbi  1996            

16Sbr 16S 5`CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3´ Palumbi 1996 

12Sai 12S 5´AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT 3´ Simon et al. 1990 

12Sbi 12S 5´AAGAGCGACGGGCGATGTGT 3´ Simon et al. 1990 

Cyb1 Cytb 5´AAAGGAAGAACTAAGCCTTTAGG 3´ Desenhado a partir 
de seqüência de B. 
glabrata 

CB3 Cytb 5´GGCAAATAGGAARTATCATTC 3´ Kocher et al. 1989 

 

Após obtenção das seqüências nucleotídicas foram desenhados iniciadores 

específicos, (Tabela 4.5) para amplificar os quatro fragmentos do DNA mitocondrial de 

B. tenagophila (Fig. 4.10). Foram utilizados os iniciadores COI2-16SL1 para amplificar 

o fragmento 16S-COI com tamanho de 2.200 pb; os iniciadores 16SL2-CybLR para 

amplificar o fragmento 16S-Cytb com tamanho de 4.500 pb; os iniciadores CybF-

12SLR para amplificar o fragmento Cytb-12S com tamanho de 2.800 pb; os iniciadores 

12SLF- COIR4 para amplificar o fragmento 12S-COI com tamanho de 4.500 pb. Desta 

maneira foi garantida a cobertura completa de todos os nucleotídeos que compõem o 

DNA mitocondrial.  
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Tabela 4.5 – Iniciadores desenhados a partir das seqüências nucleotídicas obtidas da 

primeira amplificação. 

 

Iniciador 

 

Localização 

(gene) 

 

Seqüências 

16SL1 16S 5´GCACAGTCAAGGTACTGCGGCCATTTAAAAAAAATATCACTGG 

16SL2 16S 5´AATCTCAAATGTATCCTGCCCAGTGATATTTTTTAAATGG 

COIL2 COI 5´GGCCTGGTTGGAACTGGGTTATCTTTACTTATTCGTTTAGAGC 

COIR 4 COI 5´CCAAGCTCTAAACGAATAAGTAAAGATAACCCAGTTCCAACCAG 

CybL F Cytb 5´AAAGGAAGAACTAAGCCTTTAGGAGATTTAAACCATTTGG 

CybLR Cytb 5´TTAAATGGGATTTTTTCCAAATGGTTTAAATCTCCTAAAGG 

12SLR 12S 5´ATAATTAATGAATTTCTTTGATTTTGTGCACACATTGCCC 

12SLF 12S 5´AAAGAAATTCATTAATTATATATTTTTTAGTTACTTTTAAGTCC 

 

Para as reações de PCR foram utilizados em um volume final de 10μL, 1ng de 

DNA alvo, 5 pmoles de cada um dos iniciadores, 200μM de cada desoxinucleotídeo tri-

fosfato (dNTP- PROMEGA), 0,8 unidades de TaqDNA polimerase High-fidelity 

(Invitrogen) em um tampão de 10mM Tris - HCl, pH 8,5, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2. 

Após o preparo, cada reação foi coberta com aproximadamente 20μL de óleo mineral 

para evitar evaporação durante os ciclos de temperatura da PCR.  

As amostras foram amplificadas em termocicladores da marca MJ Research, 

Inc; modelo PTC-100 (Programmable Thermal Controller). O programa envolveu 35 

ciclos. No primeiro ciclo a desnaturação foi feita a 95°C por 3 min, o anelamento a 

50°C por 1 min e a extensão a 72°C por 30 s, seguido por 34 ciclos com a desnaturação 

a 95°C por 1 min, anelamento a 50°C por 1 min e a extensão a 72°C por 1 min, sendo 

que no último ciclo o tempo de extensão foi alterado para 7 min.  

O programa utilizando os iniciadores da tabela 4.5 (PCR Longo – Cheng et al. 

1994) envolveu 30 ciclos. No primeiro ciclo a desnaturação foi feita a 94°C por 1 min, o 

anelamento e extensão a 68°C por 15 min, seguido por 29 ciclos com a desnaturação a 

98°C por 15 s e o anelamento e extensão a 68°C por 15 min. 
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Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 

1% corados com brometo de etídio e os fragmentos visualizados em transluminador 

com luz ultravioleta (UV). 

 

 4-4- Clonagem molecular dos produtos de PCR 

Os fragmentos obtidos pela PCR foram clonados em diferentes plasmídeos de 

acordo com o seu tamanho: fragmento de 2.200pb foi clonado no TOPO TA cloning 

(Invitrogen - Life Tecnologies, Europa), de 2.800pb foi clonado no pGEM-T EASY 

(Promega) e por último os de 4.500pb no TOPO XL PCR cloning (Invitrogen- Life 

Tecnologies, Europa). O protocolo utilizado para a reação de ligação de cada plasmídeo 

foi o recomendado pelo fabricante, a partir daí cada fragmento foi denominado de 

“minipreps”. 

Para facilitar o seqüenciamento, as “minipreps” contendo os fragmentos de 

4.500pb foram digeridas com a enzima de restrição Hind III (7μL) e os produtos 

subclonados no plasmídeo pBIISK digerido com a enzima de restrição Hind III(1μL) 

adicionado de T4 ligase (1μL), tampão da T4 10x (2μL) e água (9μL). A reação 

permaneceu a 4°C durante 16 horas. 

Bactérias Escherichia coli cepa TOPO 10 F` foram preparadas para 

transformação química de acordo com o protocolo descrito por Sambrook et al (1989). 

Estas células foram transformadas com os plasmídeos recombinantes da seguinte forma: 

50μL de células competentes foram incubados, a 4ºC com 5μL do produto da ligação 

durante 30 min. Em seguida, as células foram incubadas a 42°C por 45 s e colocadas no 

gelo por 2 min. Após este tempo foi adicionado às amostras 1mL de meio LB líquido 

(10g de peptona de caseína, 5g de Select yeast estract, 5g de NaCl, qsp 1000mL de água 

milli-q, pH- 7,5) e estas foram incubadas a 37°C sobre agitação por 1h. Em seguida as 

células foram centrifugadas a 13.000g (Eppendorf Mini Spin, Alemanha) por 30 s, 

foram descartados 800μL de LB do sobrenadante e o sedimento ressuspendido no 

restante do meio. Após esta etapa, as células foram espalhadas em placas de Petri 

contendo meio LB sólido (meio LB líquido acrescentado de 7,5 g de Select agar), 

100μg/mL de ampicilina, 0,1 mM de IPTG (isopropli-B-D-tiogalactopiranosida) (Ge 

Healthcare-Amersham, Europa), e 20 mg/mL Xgal (5-bromo-4cloro-3indolil-B-D-

galactopiranosida) (Invitrogen, USA). Somente as células transformadas com os 

plasmídeos pCR-XL-TOPO (Invitrogen - Life Tecnologies, Europa) foram espalhadas 
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em meio LB, com kanamicina (50μg/mL) . Para verificar a presença do inserto nas 

colônias que cresceram, foi feita a PCR dessas colônias utilizando os iniciadores M13F 

e M13R de acordo com o vetor utilizado na clonagem (Tabela 4.6). Os produtos da PCR 

das colônias foram submetidos à eletroforese em géis de agarose 1% (Promega), 

corados com brometo de etídio. Os géis foram visualizados através de luz ultravioleta 

(UV) e as imagens digitalizadas pelo aparelho Eagle Eye II (Stratagene). Os clones 

foram considerados positivos quando o fragmento encontrado apresentava tamanho 

compatível com o produto da PCR correspondente. 

As colônias que apresentavam o inserto foram transferidas para tubos de 50mL 

contendo 5mL de meio LB líquido acrescido de 100μg/mL de ampicilina ou kanamicina 

e incubadas sob agitação a 220 rpm por 16 horas a 37°C. A extração dos plasmídeos foi 

realizada por meio do Kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Valencia, CA, USA). O 

protocolo utilizado foi fornecido pelo fabricante. As minipreps foram armazenadas a  

-20°C. 

 

Tabela 4.6 - Seqüências dos iniciadores M13F e M13R 

Vetor M13F M13R 

TOPO TA 5`GTAAAACGACGGCCAG 5`CAGGAAACAGCTATGAC 

TOPO XL 5`GTAAAACGACGGCCAG 5`CAGGAAACAGCTATGAC 

pGEM-T EASY 5`GTTTTCCCAGTCACGAC 5`TCACACAGGAAACAGCTATGAC 

PBIISK 5`GTTTTCCCAGTCACGAC 5`TCACACAGGAAACAGCTATGAC 

 

 

4-5 - Seqüenciamento automático 

Para obter as seqüências dos nucleotídeos dos clones positivos utilizou-se o Kit 

DYEnamic ET dye terminator (Amersham Pharmacia Biotech, Madison-USA) com 

dideoxinucleotídeos marcados com fluorocromos (chamados de dye terminators). Esta 

técnica de seqüenciamento é mais rápida, mais barata e mais segura do que o 

seqüenciamento manual. Nas reações de seqüenciamento foram utilizados 200ng de 

DNA, 5 pmoles dos iniciadores e 4μL do Kit DYEnamic ET dye terminator com volume 

final de 10μL. No primeiro momento foram utilizados iniciadores universais (M13F e 

M13R) complementares às regiões dos plasmídeos. Em seguida foram desenhados 

iniciadores internos “primer walking” (Tabela 4.7 e Fig. 4.9) com base nas seqüências 

obtidas para dar continuidade ao seqüenciamento do clone que continham insertos 
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maiores de 1.000pb. Alguns iniciadores não apresentaram bons resultados no 

seqüenciamento, sendo então utilizados para amplificar, a partir do DNA total extraído, 

fragmentos menores do que os clones originais e sequenciados. O programa utilizado no 

termociclador (Mastercycler, Eppendorf) para amplificar as reações de seqüência foi: 25 

ciclos de 95°C para desnaturação por 20 s, 50°C para o anelamento por 15 s e 60°C para 

extensão por 1 min.  

 

 

 

 

 

4500pb 4500pb 2200pb2800pb4500pb 4500pb 2200pb2800pb

 

Figura 4.9 – Desenho esquemático de “primer walking” 

 

Os produtos da reação de seqüenciamento foram purificados por precipitação de 

acordo com o seguinte protocolo: a cada poço da placa de seqüenciamento foi 

adicionado 1μL de acetato de amônio e 30μL de etanol 96% (Merck, Brasil). A placa 

foi agitada no vórtex rapidamente e incubada por 20 min a temperatura ambiente. Em 

seguida a placa foi centrifugada a 4.000 rpm por 45 min a 7°C. O sobrenadante foi 

descartado e foram adicionados 100 μL de etanol 70% gelado. A placa foi centrifugada 

a 4.000 rpm por 10 min a 7°C. Novamente o sobrenadante foi descartado, a placa 

invertida sobre um papel absorvente e centifugada por 1 s a 900rpm. As amostras foram 

ressuspendidas em 10μL de tampão de amostra (Amersham Biosciences – UK limited, 

England) agitada no vórtex por 2 mim. Para obter as seqüências nucleotídicas dos 

clones, as placas foram colocadas no seqüenciador automático MEGABACE 500 DNA 

Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech). De cada região, três seqüências de no 

mínimo dois clones foram seqüenciadas e alinhadas, para garantir a confiabilidade da 

seqüência final. 
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Tabela 4.7 – Seqüências dos iniciadores internos (“primer walking”) utilizados nas 

reações de seqüenciamento 

Iniciador Localização (gene) Seqüências 
COI (F) 1 COI 5´ TATCTAGAATAGTTGAAGG 
16S (R) 1 16S 5`TAATCTCAAATGTATTCTGC 
COI (6) COI 5`GGCGAGGTATTCCTGATAA 
12S w1(R) ATP6 5´GGATGTATAAGAATTTATTC  
COIw 2 (F) a  COI 5´GCAGTTCCTACAGGAAT 
Cybw F 1  Cytb 5´CCAGAAAATTTCACAATAGC 
COILw4f COI 5´ ATCAGGAATACCTCGCCG 
12S Lw2r ATP6 5´GGGCTCCTCTTCCACTTG 
16SLw3r 16S 5´CTGGGCAGAATACATTTG 
CybLW4F ND2 5`AACACATATTCAACCTGAATG 
ATP6  ATP8 5´CAATTAAGACCAACATCTGG 
CybW5F Cytb 5´CCAAAATATGGAATAGCAG 
ND5R ND5 5´GCTTTATCTACTTTAAGAC 
ND5W1F ND5 5`ATAACAATAAAAACATCACC 
16SW5F COI 5´TTTCATTTATAATATGTATCAG 
CybLW6F Cytb 5´GATTAGCAGTTCCATGTAC 
COIW5F COI 5´TATTTTTTTATTTACACTTGG 
16SWF 16S 5´AATTTTGTTGGGGCGACAAG 
GLN tRNA 5`TTTTTACTTGGAAGGTAACT 
COII COII 5` CTTTGTTAAATAAGTTACTGA 
ND2 ND2 5`GTAAAAATAATCTTATAAATATAAA 
ND4R (3) ND4 5`GAATTAATCCATAACCACCA 
ND4F(1) ND4 5`GCATTTTTCTGGTTTTTATTA 
ND5R(2) ND5 5`CCAAATGATATTAATAATAC 
ND5F(2) ND5 5`CTGGTAAATTTATATGAAGTC 
ND4R(3) ND4 5`GTAAATATAATATATATCAG 
ND2R(2) ND2 5`CCAATTATCCCAACTTCTA 
ND5R(3) ND5 5`GATTTAAAAAAAATTATTGCTT 
ND4L(1) ND4L 5`CCAATAGCTGCTTCACAC 
ND1R2ult ND1 5´CACGTCATCGATTTGATT 
ND1F2ult ND1 5´CTATAATAGGTGCAACAAC 
ND1R3ult ND1 5´AATTTTATATGTTGTTGCAC 
ND5F4ult ND5 5´CTATTAAACAAAATCCCCTA 
ND5R4ult ND5 5´ TAACTATTTAAGTTGAATCAT 
ND5rR5ult ND5 5´ AACATTAGTTACTGCTGGAA 
ND5F5ult ND5 5´ ATCTTCTAAAAGGATACTGAG 
ND5R6ult ND5 5´ TGTGAATTTTCGTTTTCTAT 
ND5F6ult ND5 5´ TAGAAAACGAAAATTCACAT 
ND6R1ult ND6 5´ TTGGTGGGTTGTTAGTATTA 
ProF1ult tRNAPro 5 AACTCCCAAAGTTAATGTT 
ValF1ult tRNAVal 5´ AAATCTAGACCTTCTTATTG 
ND4F1ul ND4 5´ AAATGCAATTATTGGGTAAA 
ND3F1ult ND3 5´ CGGATTTGAACCTTTAAGT 
12sR1ult 12S 5´ GGTATGACCGCGACTG 
COIIF1ult COII 5´ TATAACAATCGAAGTCTAGG 
AspF1ult tRNAAsp 5´ CTTTGATTTGACAAACCAATAT 
CybR2ul Cytb 5´ TTTGTTGGATTTCTTGTTTT 
CybF2ult Cytb 5´ CACGTCCAACATGAAAAT 
CybR3ult Cytb 5´ TGCTAATGGAGCAAGTTT 
060 R COII 5´AATGTTCAGAAATTTGTGG 
ND1F(1) ND1 5´GGAATCATTAAAAAAGTAACT 
COIIIR(2) COIII 5`CCTCAGCAATTGAAAATATA 
COIIIF(1) COIII 5´CCATTATTAAATACTTCGGT 
ND1R(2) ND5 5´ GTGTTTTACTTTTTTCTTGAC 
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4-6- Análise do genoma e filogenomas 

Após o seqüenciamento, realizado por seqüenciadores automáticos, é preciso 

reunir os diferentes fragmentos e reposicioná-los na ordem em que figuram no genoma 

em estudo. Neste ponto, começa o chamado processo de anotação do genoma. A 

anotação é a localização e identificação numa seqüência de milhões de bases 

nitrogenadas (muitas das quais sem nenhuma função), que se associam para comandar a 

síntese de proteínas - os chamados genes. Um exame atento dessas seqüências pode 

então levar à determinação da função de cada um dos genes e ao entendimento do 

significado biológico do genoma.  

As seqüências obtidas foram analisadas no programa phred-Phrap-Consed. 

(Ewing et al. 1998, Ewing & Green 1998, Gordon et al. 1998).  O programa Phred 

consiste na leitura binária dos cromatogramas gerados pelo seqüenciador, 

transformando-os em formato texto (Ewing et al. 1998). Foi considerado para o 

agrupamento das seqüências o valor de qualidade de phred ≥ 20. Regiões de vetores de 

clonagem foram filtradas pelo programa Cross-match (Ewing et al.1998), que comparou 

a seqüência analisada com arquivos de seqüências de vetores. Neste arquivo de vetores 

foram depositadas as seqüências dos vetores utilizados neste estudo: TOPO TA, TOPO 

XL, pBIISK e pGem. 

O programa Phrap (Phragment Assembly Program) é responsável pela 

montagem dos fragmentos de DNA seqüenciados em regiões contíguas (Ewing & Green 

1998). Levando em consideração a seqüência de bases e os valores de qualidades 

calculados pelo phred, o programa Phrap (Ewing et al. 1998) gera uma seqüência 

consenso, com base na sobreposição de seqüências. As seqüências que não 

apresentaram homologia1 com nenhuma outra, são reunidas em um arquivo chamado 

seqüências únicas ou singlets. O programa Phrap (Phragment Assembly Program) foi 

utilizado para a construção da seqüência do contíguo através de um mosaico de partes 

das seqüências de alta qualidade e a utilização de informações da qualidade dos dados 

computados internamente (Ewing & Green 1998). A visualização e edição das 

seqüências geradas após a montagem foram visualizadas e analisadas no editor de 

seqüências Consed (Gordon et al. 1998).  

 

 

 

 
1- Homologia – característica derivada de um ancestral comum compartilhada por 
duas ou mais espécies. 
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Em seguida realizou-se uma busca de similaridade1 no GenBank através do 

programa BLASTn (NCBI), para determinação da identidade2 das seqüências 

nucleotídicas. Foi utilizado o programa Clustal W (Thompson et al. 1994), ferramenta 

gratuita disponível na internet, para fazer o alinhamento múltiplo dos nucleotídeos e 

aminoácidos encontrados no DNA mitocondrial de B. tenagophila, B. glabrata e dos 

outros moluscos (Tabela 4.8). Este programa busca otimizar o alinhamento múltiplo 

pela pesquisa de alinhamento que minimize globalmente as diferenças entre as 

seqüências, colocando gaps3. A inspeção visual do alinhamento das seqüências é 

necessária para garantir um alinhamento razoável. 

 Para a visualização e anotação das seqüências do DNA mitocondrial utilizou-se 

o programa Artemis (Rutherford et al. 2000). A comparação das proteínas codificadas 

no genoma mitocondrial de B. tenagophila foi realizada utilizando o código genético de 

invertebrados (Tabela 4.9). Os RNAts foram identificados pelo tRNA-Scan e pelo 

alinhamento com o seu correspondente em B. glabrata. Os alinhamentos dos 

nucleotídeos e dos aminoácidos foram visualizados utilizando o programa Jalview 

(Clamp et al. 2004). A identidade das seqüências de nucleotídeos e de aminoácidos foi 

calculada utilizando o programa Alistat, que pertence a um pacote de programas 

chamado Squid.  

Os métodos de máxima parcimônia (MP), agrupamento de vizinhos “neighbor-

joining” (NJ) e máxima verossimilhança – “maximum likelihood” (ML) foram 

utilizados para a reconstrução filogenética. O programa PHYML (Guidon & Gascuel 

2003) foi utilizado para a reconstrução filogenética, alinhando seqüências de 

aminoácidos das proteínas (com exceção do ATP8). O método utilizado foi máxima 

verossimilhança (maximum likelihood) utilizando o modelo JTT (Whelan & Goldman 

2001) de evolução de aminoácidos com taxa de variação gama, incluindo bootstrap de 

100 replicações. As análises da máxima parcimônia (MP) e agrupamento de vizinhos 

(NJ), também utilizaram seqüências de aminoácidos das proteínas (com exceção do 

ATP8) e foram feitas usando algoritmos provenientes do “Phylogenetic Analysis Using 

Parsimony” preparado para o Macintosh (PAUP v.4.0 Swofford 2002). 

 

 

 

 

______________________________________________________________________________________________________

1Similaridade - semelhança 
2 Identidade – número de nucleotídeos ou aminoácidos que são idênticos entre as 
seqüências alinhadas. 
3Gaps – número de espaçamentos que foram incluídos para possibilitar um melhor 
alinhamento 
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As análises de MP utilizaram buscas heurísticas pelo modo de rearranjo dos 

ramos. Este método envolve a mudança de ramos para novas partes da árvore 

produzindo novas topologias. Nesta análise todos os caracteres eram sem raiz e sem 

peso, os espaços (gaps) introduzidos foram tratados como erros de dados, e as restrições 

topológicas não foram aplicadas. Para testar o grau de confiabilidade das árvores 

filogenéticas foi utilizado o método de bootstrap (Felsentein 1985) com 100 

replicações. 

Para a análise de distância, a árvore de NJ (Saitou & Nei 1987) foi gerada 

utilizando a distância padrão: diferença média de caracter, taxa de variação entre os 

sítios, incluindo bootstrap de 100 replicações.  

Em todas as análises, valores de “bootstrap”, considerados significativos 

(robusto) encontravam-se acima de 95%, independentemente da repetibilidade. Valores 

moderados (70-94%) ou fracos (51-69%), se repetidos com vários marcadores 

diferentes, foram considerados como indicativos de suporte para o clado (Hillis & Bull, 

1993, Li 1997, Chen et al. 2003, Schneider 2003). 

Nas análises filogenéticas foi escolhido como grupo externo o molusco Katarina 

tunicata (Polyplacophora), pelo fato de possuir características morfológicas distintas 

dos outros moluscos estudados e pertencer a um grupo parafilético. 

Na tabela 4.8 podem ser vistos os moluscos utilizados no estudo de filogenia. 
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Tabela 4.8 - Moluscos utilizados no estudo filogenético 
Molusco GenBank Sigla Referência 

Lampsilis ornata AY365193 Lam orn Serb & Lydeard (2003) 
Haliotis rubra AY588938 Hal rub Maynard et al. (2005) 
Lophiotoma cerithiformis DQ284754 Lop cer Bandyopadhyay et al. (2006) 
Nautilus macromphalus DQ472026 Nau mac Boore (2006) 
Lottia digitalis DQ238599 Lot dig Simison et al. (2006) 
Ilyanassa obsoleta DQ238598 Ily obs Simison et al. (2006) 
Aplysia californica AY569552 Apl cal Knudsen et al. (2006) 
Octopus ocellatus AB240156 Oct oce Akasaki et al. (2006) 
Crassostrea virginica AY905542 Cra vir Milbury & Gaffney (2005) 
Mytilus trossulus AY823625 Myt tro Breton et al. (2006) 
Watasenia scintillans AB240152 Wat sci Akasaki et al. (2006) 
Sepioteuthis lessoniana AB240154 Sep les Akasaki et al. (2006) 
Sepia officinalis AB240155 Sep off Akasaki et al. (2006) 
Roboastra europaea AY083457 Rob eur Grande et al. (2002) 
Placopecten magellanicus DQ088274 Pla mag La Roche et al. (1990) 
Mytilus galloprovincialis AY497292 Myt gal Cao et al. (2004) 
Albinaria coerulea X83390 Alb coe Hatzoglou et al. (1995) 
Todarodes pacificus AB158364 Tod pac Yokobori et al. (2004) 
Octopus vulgaris AB158363 Oct vul Yokobori et al. (2004) 
Biomphalaria glabrata AY380531 Bio gla DeJong et al. (2004) 
Graptacme eborea AY484748 Gra ebo Boore et al. (2004) 
Mytilus edulis AY484747 Myt edu Hoffmann et al. (1992) 
Siphonodentalium lobatum AY342055 Sip lob Dreyer & Steiner (2004) 
Crassostrea gigas AF177226 Cra gig Kim et al. (1999 não publicado) 
Cepaea nemoralis U23045 Cep nem Yamazaki et al. (1997) 
Loligo bleekeri AB029616 Lol ble Tomita et al. (1998) 
Pupa strigosa AB028237 Pup str Kurabayashi & Ueshima (2000) 
Katharina tunicata U09810 Kat tun Boore (1994b) 
 
Tabela 4.9- Código genético mitocondrial de invertebrados  
TTT  F  Phe TTC F  Phe TTA L  Leu TTG L  Leu 
TCT  S  Ser TCC S  Ser TCA S  Ser TCG  S Ser 
TAT Y Tyr TAC Y Tyr TAA  * Ter TAG *  Ter 
TGT C  Cys TGC C  Cys TGA W Trp TGG W Trp 
    
CTT  L Leu CTC  L  Leu CTA  L   Leu CTG  L   Leu 
CCT  P  Pro CCC  P  Pro CCA  P   Pro CCG  P   Pro 
CAT  H  His CAC  H  His CAA  Q  Gln CAG  Q  Gln 
CGT  R  Arg CGC  R  Arg CGA  R  Arg CGG  R  Arg 
    
ATT  I  Ile ATC  I  Ile ATA  M  Met ATG  M  Met 
ACT T Thr ACC T Thr ACA  T  Thr ACG  T  Thr 
AAT N Asn AAC N Asn AAA  K  Lys AAG  K  Lys 
AGT S  Ser AGC S  Ser AGA  S   Ser AGG  S   Ser 
    
GTT V  Val GTC  V  Val GTA V  Val GTG  V  Val 
GCT A  Ala  GCC  A  Ala GCA A  Ala GCG  A  Ala 
GAT D  Asp GAC  D  Asp GAA E  Glu GAG  E  Glu 
GGT G  Gly GGC  G  Gly GGA G  Gly GGG  G  Gly 
* códon de parada 
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4-7- Estratégia utilizada para o seqüenciamento do DNAmt de B. tenagophila. 

 
 

Para seqüenciar o DNAmt de B. tenagophila foi extraído o DNA total de parte 

da região cefalopodal de um molusco, previamente identificado por técnicas 

morfológicas e moleculares. Iniciadores universais foram utilizados para amplificar as 

regiões cytocromo b (Cytb); 12S do rDNA; citocromo oxidase I (COI); e 16S do rDNA 

que foram clonadas e seqüenciadas. Diante dessas seqüências, iniciadores específicos 

foram desenhados para amplificar quatro grandes fragmentos do DNA mitocondrial de 

B. tenagophila: 1) COI-16S, 2) 16S-Cytb, 3) Cytb-12S, 4) 12S-COI (Fig. 1.9). Desta 

maneira foi garantida a cobertura completa do DNA mitocondrial. Estes quatro 

fragmentos foram clonados e sequenciados. No primeiro momento foram utilizados 

iniciadores universais complementares a regiões dos plasmídeos, e no segundo 

momento foram desenhados iniciadores internos “primer walking” com base nas 

seqüências obtidas para continuar o seqüenciamento do clone que continham insertos 

grandes.  

As seqüências obtidas foram submetidas ao programa phred-Phrap-Consed que 

no final forneceu apenas uma seqüência consenso. Este consenso foi submetido ao 

programa Artemis onde foram feitas as anotações do genoma. O DNAmt de B. 

tenagophila foi comparado com o DNAmt de B. glabrata e de outros moluscos. Foram 

desenhadas algumas estruturas secundárias dos RNAs de transferências, e foi inferido a 

filogenia do filo Mollusca utilizando três métodos diferentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 36



Metodologia 

 

16S

C
O

I

12S

C
ytb

 

. 

 

 

 2.
20

0p
b

4.500pb

2.800pb

4.500pb

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 Figura 4.10 - Desenho esquemático do DNAmt mostrando as regiões, onde foram 

desenhados os iniciadores e as setas indicam o sentido dos iniciadores.   
 
 
 
 
 
 
 
 
4-8 – Submissão ao GenBank 

 
As seqüências obtidas neste trabalho foram depositadas no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sob o número de acesso EF433576. 
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5 – RESULTADOS 
 

5-1- Reação em cadeia da polimerase (PCR) de parte do COI 

Os iniciadores universais LCO foward e HCO reverse  foram utilizados na PCR 

para amplificar uma região do COI do DNAmt de B. tenagophila. Estes iniciadores 

amplificaram um fragmento de 695pb. A figura 5.11 mostra a seqüência encontrada e a 

região onde foram desenhados os iniciadores específicos COIL2 foward e COIR4 

reverse.  

 
AAGATAGTGGGTACATTGTACATAGCCTTTGGCAATTAGATGTGGCCTGGTT
GGAACTGGGTTATCTTTACTTATTCGTTTAGAGCTTGGTACAACTCTTGTTTT
GATAGATGAACATTTTTATAATGTCATTGTTACGGCTCATGCTTTTATTATAA
TTTTTTTTATGGTTATACCTATAATAATTGGTGGATTTGGAAATTGAATAGTT
CCTTTATTAATTGGTGCTCCTGATATAAGTTTTCCTCGAATAAATAATATATC
ATTTTGATTACTTCCTCCTTCATTTATTTTATTATTAGTATCTAGAATAGTTG
AAGGTGGTGTAGGAACAGGTTGAACAGTTTATCCTCCTTTAAGTGGGCCTAT
TGCTCATGGAGGAGCATCTGTCGATTTAGCGATTTTTTCTTTACATTTGGCA
GGAATAAGTTCAATTTTAGGTGCTATTAATTTTATTACTACAATTTTTAATAT
ACGAGCTCCTGGAATTACAATAGAACGTTTATCATTATTTGTTTGATCTGTA
TTAATTACAGCATTTTTACTTTTATTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATT
ACAATACTTTTAACTGATCGAAATTTTAATACTAGATTTTTGACCCTGTCAG
GAGGAGGTGATCCTATTCTATATCAACATTCGTTTGATTGCTGGGGAACGGG
GGGGGGGGGGG 
 
Figura 5.11 - Seqüência parcial da região COI do DNA mt de B. tenagophila. Nesta 

figura está representada a seqüência nucleotídica do fragmento do DNAmt de B. 

tenagophila amplificado com os iniciadores universais LCO e HCO. Em vermelho está 

representada a região onde foi desenhado o iniciador específico COIL2 foward e em 

verde a região onde foi desenhado o iniciador específico COIR4 reverse. A região 

sublinhada é a região onde os dois iniciadores se sobrepõem e as setas indicam a direção 

dos iniciadores forward (     ) e reverse (    ). 

 

5-2- Reação em cadeia da polimerase (PCR) de parte do 16S 

Os iniciadores universais 16Sar foward e 16Sbr reverse foram utilizados na PCR 

para amplificar parte da região do 16S do DNAmt de B. tenagophila. Estes iniciadores 

amplificaram um fragmento de 485pb. A figura 5.12 mostra a seqüência nucleotídica 

encontrada e a região onde foram desenhados os iniciadores específicos 16SL1 reverse, 

16SL2 foward.  
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GGGGCCNCGCCTGTTTATCAAAAACATAGTTTGAGGAAATAATCTCAAATG
TATCCTGCCCAGTGATATTTTTTTTAAATGGCCGCAGTACCTTGACTGTGCTA
AGGTAGCATAATCAATTGGCTTCTAATTAGAGTCTAGAATGAAAGGAATTA
TGAGGTAATTCTGTCTTAAAAGATTTTTTTTTAATTTATTTAAATGATGAAAA
TATCATTTTTTAGAAAAAAGACGAGAAGACCCTTAGAGTTTAATTTTTTAAT
TTTGTTGGGGCGACAAGTAAACATTTTGAACTTTACTAAATAATTTAATCGA
TTTATAATAAGGATAAAAAAACTACCTTAGGGATAACAGCATTATATTTTTA
TATGATTGTGACCTCGATGTTTGGACTAGGAACTTTATGGCTAGCCGTCAAA
AAAGCAATTTGTTCTGTTCGAACAATATTATCCTACGTGATCTGAGTTCAGA
CCGGGACCCCCCCCCCC 
 
Figura 5.12 - Seqüência parcial da região 16S do DNA mt de B. tenagophila. Nessa 

figura está representada a seqüência nucleotídica do fragmento do DNAmt de B. 

tenagophila amplificado com os iniciadores universais 16Sar e 16Sbr. Em vermelho 

está representada a região onde foi desenhado o iniciador específico 16SL2 e em verde a 

região onde foi desenhado o iniciador específico 16SL1. A região sublinhada é a região 

onde os dois iniciadores se sobrepõem e as setas indicam a direção dos iniciadores 

forward (     ) e reverse (     ). 

 

5-3- Reação em cadeia da polimerase (PCR) de parte do Cytb 

O iniciador universal CB3 reverse e o iniciador desenhado a partir da seqüência 

do citocromo B de B. glabrata, Cyb1 foward, foram utilizados na PCR para amplificar 

parte do Cytb do DNAmt de B. tenagophila. Estes iniciadores amplificaram um 

fragmento de 227pb. A figura 5.13 mostra a seqüência encontrada e o local onde foram 

desenhados os iniciadores específicos CybLF foward, CybLR reverse  

 

AAAGGAAGAACTAAGCCTTTAGGAGATTTAAACCATTTGGAAAAAATCCCA
TTTAATCCTTATTTTACTTGAAAAGATTTTGTTGGATTTCTATGTTTTAATAG
TTTTTGTTTGTTTTATTGTGTATTTTTTTCCTAATGCATTAGGGGATCCAGAA
AATTTCACAATAGCTAATTTTAAAGTTACACCAACACATATTCAACCTGAAT
GATATTTCCTATTTGCCA 
 
Figura 5.13 - Seqüência parcial da região Cytb do DNA mt de B. tenagophila. Nesta 

figura está representada a seqüência nucleotídica do fragmento do DNAmt de B. 

tenagophila amplificado com os iniciadores universais CB3 e Cyb1. Em vermelho está 

representada a região onde foi desenhado o iniciador específico CybLF e em verde a 

região onde foi desenhado o iniciador específico CybR. A região sublinhada é a região 

onde os dois iniciadores se sobrepõem e as setas indicam a direção dos iniciadores 

forward (     ) e reverse (     ). 
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5-4- Reação em cadeia da polimerase (PCR) de parte do 12S 

Os iniciadores universais 12Sai foward e 12Sbi reverse foram utilizados na PCR 

para amplificar parte da região 12S do DNAmt de B. tenagophila. Estes iniciadores 

amplificaram um fragmento de 460 pb. A figura 5.14 mostra a seqüência nucleotídica 

encontrada e o local onde foram desenhados os iniciadores específicos 12SLR, 12SLF 

AAGAGCGACGGGCAATGTGTGCACAAAATCAAAGAAATTCATTAATTATAT
ATTTTTTAGTTACTTTTAAGTCCATCTTAAGTGAATTTTTTATTTTCAAAACT
GAAAAAAAGTAATATTGTAACTCACCTTAAGACTTAAACATATGCTACACT
ATGACCTGTTATGTATTAATATTAATAATTGATTTCTCCTTAAGGGAAAACA
CAACGGCAATATATAAGCTATTAGCTTTAAGCTGATGACACTTGAGGGTTAT
CAATCTATCTGGTAACGTTCCCCTAAAGTTCTGATCTTTACCGCCACTAATTT
CCAAGTTCTANATATTATTCCTATTTTAGTGCTTAGNATTAATTGACTGTGTT
CTAAANATAATAGGGTATCTAATCCTAGTTTAAGGAGCGAATTCGCAGCAC
ACTGGCGGCCGTATTAAACGATCGGGCTCGTACCAGCTGGTATC 

 

Figura 5.14 - Seqüência parcial da região 12S do DNA mt de B. tenagophila. Nessa 

figura está representada o fragmento do DNAmt de B. tenagophila amplificada com os 

iniciadores universais 12Sai e 12Sbi. Em vermelho está representada a região onde foi 

desenhado o iniciador específico 12SLR e em verde a região onde foi desenhado o 

iniciador específico 12SLF. A região sublinhada é a região onde os dois iniciadores se 

sobrepõem e as setas indicam a direção dos iniciadores forward (     ) e reverse (     ). 

 
5-5- Reação em cadeia da polimerase (PCR) dos 4 fragmentos do DNA 

mitocondrial 

 
Os iniciadores específicos 16SL1, 16SL2, COIL2, COIR4, CybLF, CybLR, 

12SLR, 12SLF utilizados na PCR, amplificaram quatro fragmentos do DNA 

mitocondrial de B. tenagophila (ver figura 4.10 a estratégia utilizada). Os iniciadores 

CybF-12SLR amplificaram um fragmento de 2.800pb correspondente a região do Cytb 

- 12S  (Fig. 5.15 canaleta 2); os iniciadores 12SLF-COIR4 amplificaram um fragmento 

de 4.500pb correspondente a região 12S-COI (Fig. 5.15 canaleta 3); os iniciadores 

COI2-16SL1 amplificaram um fragmento de 2.200pb correspondente a região COI-16S 

(Fig. 5.15 canaleta 4); os iniciadores 16SL2-CybLR amplificaram um fragmento de 

4.500pb  correspondente a região 16S-Cytb (Fig. 5.15 canaleta 5). A amplificação 

desses 4 fragmentos garantiu a cobertura completa do DNA mitocondrial. Estes quatro 

fragmentos foram clonados e seqüenciados conforme o tamanho. 



 
Resultados 

 

 41

 

 1    2    3   4   5   6    

2036-

4072-

1    2    3   4   5   6    

2036-

4072-

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura. 5.15 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio contendo os quatro 

fragmentos do DNA mitocondrial de B. tenagophila amplificados pela PCR, com 

iniciadores específicos CybF-12SLR, 12SLF-COIR4, COI2-16SL1, 16SL2-CybLR, 

respectivamente: canaleta 1- padrão de peso molecular 1Kb; canaleta 2- região Cytb-

12S; canaleta 3 – região 12S - COI; canaleta 4 - região COI-16s; canaleta 5- região 

16S-Cytb; canaleta 6 – controle negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

5-6- PCR de colônia dos fragmentos clonados 

5-6-1- Região COI-16S 

A figura 5.16 mostra a PCR das colônias que foram transformadas com os 

plasmídeos contendo o inserto da região COI-16S. Esta PCR foi amplificada com os 

iniciadores universais M13F e M13R do Kit TOPO TA. Nesta figura podemos observar 

que nem todas as colônias continham o inserto. Dez colônias (canaletas 2, 4, 6, 7, 8, 10, 

14, 17, 19, 22) estavam positivas, ou seja, apresentavam o fragmento de 2.200pb 

esperado.  
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Figura 5.16 – PCR de colônia - Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

mostrando os produtos de amplificação pela PCR de colônias, utilizando iniciadores 

M13F e M13R, identificando a colônia com o inserto. Canaleta 1- padrão de peso 

molecular 1Kb; canaletas 2, 4, 6, 7, 8, 10, 14, 17, 19, 22 - colônias transformadas 

com o plasmídeo contendo o inserto COI-16S. As demais canaletas correspondem às 

colônias transformadas, porém sem o plasmídeo com o inserto. 

 

 

 

5-6-2- Região 16S-Cytb 

A figura 5.17 mostra o PCR das colônias que foram transformadas com os 

plasmídeos contendo o inserto da região 16S-Cytb. Este PCR foi amplificado com 

os iniciadores universais M13F e M13R do Kit TOPO XL. Nesta figura podemos 

observar que nem todas as colônias continham o inserto. Somente sete colônias 

(canaletas 3, 5, 8, 10, 15, 18, 23) estavam positivas, ou seja, apresentavam o 

fragmento de 4.500pb esperados.  
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Figura 5.17– PCR de colônia. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

mostrando os produtos de amplificação de colônias pela PCR utilizando iniciadores 

M13F e M13R, identificando a colônia com o inserto. Canaleta 1- padrão de peso 

molecular 1Kb; canaletas 3, 5, 8, 10, 15, 18, 23 – colônias transformadas com o 

plasmídeo contendo o inserto 16S-Cytb. As demais canaletas correspondem às 

colônias transformadas, porém sem plasmídeo com o inserto. 

 

 

5-6-3- Região Cytb-12S 

A figura 5.18 mostra a PCR das colônias que foram transformadas com os 

plasmídeos contendo o inserto da região Cytb-12S. Esta PCR foi amplificada com os 

iniciadores universais M13F e M13R do Kit pGEM. Nesta figura podemos observar 

que nem todas as colônias continham o inserto. Doze colônias (canaletas 2, 3, 6, 8, 9, 

14, 15, 16, 18, 19, 22, 24) estavam positivas, ou seja, apresentavam o fragmento de 

2.800pb esperados.  
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Figura 5.18 – PCR de colônia. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

mostrando os produtos de amplificação de colônias pela PCR utilizando iniciadores M13F 

e M13R, identificando a colônia com o inserto. Canaleta 1- padrão de peso molecular 

1Kb; canaletas 2, 3, 6, 8, 9, 14, 15, 16, 18, 19, 22, 24 colônias transformadas com o 

plasmídeo contendo o inserto Cytb-12S. As demais canaletas correspondem as colônias 

transformadas, porém sem o plasmídeo com o inserto. 

 

5-6-4- Região 12S-COI 

A figura 5.19 mostra o PCR das colônias que foram transformadas com os 

plasmídeos contendo o inserto da região 12S-COI. Este PCR foi amplificado com os 

iniciadores universais M13F e M13R do Kit TOPO XL. Nesta figura podemos observar 

que nem todas as colônias continham o inserto. Dez colônias (canaletas 2, 4, 6, 7, 8, 12, 

13, 22, 24, 25) estavam positivas, ou seja, apresentavam o fragmento de 4500pb 

esperados.  
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Figura 5.19 – PCR de colônia. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídio, 

mostrando os produtos de amplificação de colônias pela PCR utilizando iniciadores M13F 

e M13R, identificando a colônia com o inserto. Canaleta 1 - padrão de peso molecular 

1Kb; canaletas 2, 4, 6, 7, 8, 12, 13, 22, 24, 25 – colônias transformadas com o plasmídeo 

contendo o inserto 12S-COI. As demais canaletas correspondem às colônias 

transformadas, porém sem plasmídeo com o inserto. 

 

5-7-Conteúdo do mtDNA 

 

O DNAmt de B tenagophila foi totalmente seqüenciado e caracterizado. O 

tamanho do genoma encontrado foi de 13.722 pb. Este genoma codificou dois RNAr, 

13 genes para proteína e 22 RNAt. O conteúdo de AT encontrado foi de 75,78%.  

No DNAmt foram encontradas 9 regiões não codificadoras, que variaram entre 1 

a 54 pb, totalizando 110 pb (Tabela 5.10). As maiores regiões não codificadoras 

localizaram-se entre os genes NAD1 e NAD4L com 54pb e entre COIII e RNAtIle com 

42 pb.  
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Tabela 5.10 – Regiões não codificadoras no DNA mitocondrial de B. tenagophila 

 

 
Regiões 

 
Tamanho (pb) 

 
 

NAD1/NAD4L 
 

54 
 

Cytb/RNAtAsp
 
3 

 
RNAtCys/RNAtPhe

 
4 

 
RNAt Leu/ATP8 

 
1 

 
ATP8/RNAtAsn

 
1 

 
RNAtSer/NAD4 

 
2 

 
COIII/RNAtIle

 
42 

 
RNAtIle/NAD2 

 
1 

 
RNAtAla/RNAtPro

 
2 

 
TOTAL  

 
110 

 

 

Foram encontradas 19 regiões de sobreposição no DNAmt de B. tenagophila. A 

tabela 5.11 mostra estas regiões. A maior sobreposição foi encontrada entre os genes 

NAD4L e Cytb com um total de 29 pb. 
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Tabela 5.11 – Regiões de sobreposição de nucleotídeos no DNA mitocondrial de B. 

tenagophila 

 

Regiões 

 

Tamanho (pb) 

NAD5/NAD1 17 

NAD4L/Cytb 29 

COII/RNAtTyr 16 

RNAtTyr/RNAtTrp 3 

RNAtTrp/RNAtGly 1 

RNAtGly/RNAtHis 5 

RNAtGln/RNAtLeu 10 

RNAtArg/RNAtGlu 20 

RNAtGlu/12S 6 

RNAtMet/NAD3 6 

NAD3/RNAtSer 1 

RNAtSer/RNAtSer 5 

NAD4/RNAtThr 1 

RNAtThr/COIII 12 

NAD2/RNAtLys 7 

RNAtLys/COI 6 

16S/RNAtLeu 2 

RNAtLeu /RNAtAla 5 

RNAtPro/NAD6 23 

TOTAL 175 

Entre os genes ND6, ND5, ND1, ND4l, Cytb, não foi encontrado nenhum 

RNAt. Entre os genes Cytb, e COII foram encontrados os RNAts para Asp, Cys e Phe, 

entre o COII e ATP8 foram encontrados 6 RNAts (Tyr, Trp, Gly, His, Gln, Leu), entre 

o ATP8 e ATP6 foi encontrado o RNAtAsn, entre o ATP6 e RNAr 12S foram 

encontrados 2 RNAts (Arg e Glu), entre RNAr 12S e o NAD3 foi encontrado o 

RNAtMet entre o NAD3 e o NAD4 foram encontrados 2 RNAt para Ser, entre o NAD4 

e COIII foi encontrado o RNAtThr, entre COIII e o NAD2 foi encontrado o RNAtIle, 
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entre o NAD2 e COI o RNAtLys, entre  o COI e o RNAr 16S o RNAtVal , e entre o 

RNAr 16S e o NAD6 foram encontrados 3 RNAts (Leu, Ala, Pro). 

 

5-7-1- Genes para proteínas 

 

Os genes encontrados no genoma mitocondrial que codificam proteínas foram 

analisados com base no código genético mitocondrial de invertebrados (Tabela 4.9). A 

maioria dos genes que codificaram as proteínas estava na fita plus (NAD5, NAD1, 

NAD4L, Cytb, COII, NAD4, NAD2, COI, NAD6). Os genes que codificaram as 

proteínas ATP6, ATP8, NAD3 e COIII foram encontrados na fita minus. 

Foram encontrados quatro códons de iniciação codificados pelo DNAmt de B. 

tenagophila, sendo eles:  ATT (em cinco proteínas), ATA (cinco), ATG (duas) e TTG 

(uma). O primeiro codifica para o aminoácido isoleucina, os dois seguintes para 

metionina e o último para leucina de acordo com o código genético mitocondrial de 

invertebrados. Entretanto, todos estes códons foram considerados codificantes da 

metionina como produto final na proteína (Wolstenholme, 1992). 

Os códons de parada foram TAA (em 6 proteínas) e TAG (duas) que são os 

descritos para genes mitocondriais (Wolstenholme, 1992). Códons de parada 

incompletos foram encontrados em cinco proteínas.  

Nos alinhamentos abaixo cada aminoácido está representado por uma cor.  

 

5-7-1-1- ATP F0 sintase subunidade 6 (ATP6)   

 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

213. Esta proteína apresentou o mesmo tamanho do ATP6 de B. glabrata. O grau de 

identidade dos aminoácidos foi de 87%. O códon de iniciação para esta proteína foi 

ATT (isoleucina) e o de parada foi incompleto (T--), sendo completado por adição de A 

durante a transcrição do RNAm. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da 

proteína ATP6 de B. tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.20). 
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Figura 5.20 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína ATP6 de B. 

tenagophila e B. glabrata 

 

 

5-7-1-2- ATP F0 sintase subunidade 8 (ATP8) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

35. Esta proteína apresentou o mesmo tamanho do ATP8 de B. glabrata. O grau de 

identidade entre as seqüências de B. tenagophila e B. glabrata foi de 60%. O códon de 

iniciação para essa proteína foi ATT (isoleucina), e o de parada foi incompleto (T--), 

sendo completado por adição de A durante a transcrição do RNAm. A figura 5.21 

mostra o alinhamento dos aminoácidos da proteína ATP8 de B. tenagophila e B. 

glabrata. 

 

 
 

Figura 5.21 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína ATP8 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-1-3- Citocromo c oxidase subunidade I (COI) 

 O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

508. A proteína COI de B. tenagophila apresentou o mesmo tamanho de B. glabrata. A 

identidade entre as duas seqüências foi de 98%. O tamanho do alinhamento desta 

proteína para as duas espécies foi de 508 aa. O códon de iniciação foi TTG (leucina) e 

de parada foi TAG. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína COI de B. 

tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.22). 

 
 

Figura 5.22-Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína COI de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

 



 
Resultados 

 

 51

 

5-7-1-4- Citocromo c oxidase subunidade II (COII) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

222. Esta proteína apresentou tamanho diferente entre as duas espécies de moluscos: B. 

tenagophila (222 aa) e B. glabrata (215 aa).  Esta diferença está concentrada no meio 

da proteína. A identidade entre as duas seqüências das duas espécies foi de 92%. O 

códon de iniciação para essa proteína foi ATA (metionina), e o de parada foi TAA. 

Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína COII de B. tenagophila e B. 

glabrata (Fig. 5.23). 

 
Figura 5.23 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína COII de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-1-5- Citocromo c oxidase subunidade III (COIII) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

262. Esta proteína apresentou o mesmo tamanho do COIII de B. glabrata. O grau de 

identidade dos aminoácidos foi de 94%. O códon de iniciação para esta proteína foi 

ATA (metionina) e o de parada foi incompleto (T--), sendo completado por adição de A 

durante a transcrição do RNAm. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da 

proteína COIII de B. tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.24). 
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Figura 5.24 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína COIII de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

 

 

5-7-1-6- Citocromo B (Cytb) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

366. A proteína Cytb de B. tenagophila apresentou o mesmo tamanho de B. glabrata. A 

identidade entre as duas seqüências de aminoácido foi de 91%. O tamanho do 

alinhamento desta proteína para as duas espécies foi de 366 aa. O códon de iniciação 

para esta proteína foi ATT (isoleucina) e o de parada foi TAA. Abaixo, encontra-se 

alinhado os aminoácidos da proteína Cytb de B. tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.25). 
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Figura 5.25 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína Cytb de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

 

5-7-1-7- NADH 1 desidrogenase unidade 1 (NAD1) 

A proteína NAD1 de B. tenagophila apresentou um tamanho de 296 aa. Esta 

proteína foi menor que o de B. glabrata em 11 aa. A identidade entre as duas 

seqüências de aminoácidos foi de 90%. O códon de iniciação para esta proteína foi 

ATG (metionina), e o de parada foi TAA. Abaixo encontra-se  alinhado os aminoácidos 

da proteína NAD1 de B. tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.26). 
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Figura 5.26 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD1 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-1-8- NADH 2 desidrogenase subunidade 2 (NAD2) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

303. Esta proteína diferiu no tamanho de B. glabrata em um aa, sendo a diferença 

encontrada no meio da proteína. A identidade entre as duas seqüências de aminoácidos 

foi de 83%. O códon de iniciação para esta proteína foi ATT (isoleucina) e o de parada 

foi incompleto (T--), sendo completado por adição de A durante a transcrição do 

RNAm. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína NAD2 de B. 

tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.27). 
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Figura 5.27 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD2 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-1-9- NADH 3 desidrogenase unidade 3 (NAD3) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

115. A proteína NAD3 de B. tenagophila apresentou o mesmo tamanho de B. glabrata. 

A identidade entre as duas seqüências de 78%. O códon de iniciação foi ATT 

(isoleucina) e de parada foi TAA. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da 

proteína NAD3 de B. tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.28). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.28 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD3 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

 

 



 
Resultados 

 

 56

 

 

5-7-1-10 - NADH 4 desidrogenase subunidade 4 (NAD4) 

A proteína NAD4 de B. tenagophila apresentou um tamanho de 435 aa. Esta 

proteína diferiu em tamanho de B. glabrata em dois aa, sendo que esta diferença está no 

meio da proteína. A identidade entre as duas seqüências de aminoácidos foi de 82%. O 

códon de iniciação para esta proteína foi ATA (metionina) e o de parada foi incompleto 

(T--), sendo completado por adição de A durante a transcrição do RNAm. Abaixo, 

encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína NAD4 de B. tenagophila e B. glabrata 

(Fig. 5.29). 

 
Figura 5.29 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD4 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-1-11- NADH 4L  desidrogenase subunidade 4L (NAD4L) 

A proteína NAD4L de B. tenagophila apresentou um tamanho de 103 aa. Esta 

proteína diferiu em tamanho de B. glabrata em quatro aa, sendo que esta diferença está 

no inicio da proteína. A identidade entre as duas seqüências de aminoácidos foi de 

78%. O códon de iniciação para essa proteína foi ATG (metionina) e o de parada foi 

TAA. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína NAD4L de B. 

tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.30). 

 
 

Figura 5.30 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD4L de 

B. tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-1-12 - NADH 6 desidrogenase unidade 6 (NAD6) 

O número de aminoácidos encontrado nesta proteína para B. tenagophila foi de 

152. Esta proteína diferiu no tamanho do NAD6 de B. glabrata em um aa. Esta 

diferença está no meio da proteína. O grau de identidade dos aminoácidos foi de 82%. 

O códon de iniciação para esta proteína foi ATA (metionina) e o de parada TAA. 

Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína NAD6 de B. tenagophila e B. 

glabrata (Fig. 5.31). 

 
Figura 5.31 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD6 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-1-13 - NADH 5 desidrogenase subunidade 5 (NAD5) 

O número de aminoácidos encontrados nesta proteína para B. tenagophila foi de 

545. Esta proteína apresentou o mesmo tamanho de B. glabrata. A identidade entre as 

duas seqüências foi de 86%. O códon de iniciação foi ATA (metionina) e de parada foi 

TAG. Abaixo, encontra-se alinhado os aminoácidos da proteína NAD5 de B. 

tenagophila e B. glabrata (Fig. 5.32). 

 
 

Figura 5.32 - Alinhamento das seqüências de aminoácidos da proteína NAD5 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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A comparação entre os códons de iniciação e parada de cada proteína de B. 

tenagophila e B. glabrata pode se visualizada na tabela 5.12. 

 

 

Tabela 5.12 - Códons de iniciação e parada encontrados em proteínas codificados 

pelo DNA mitocondrial de B. tenagophila e B. glabrata.  Os códons em vermelho são 

os diferentes entre as espécies. 

 

Códon de iniciação Códon de parada  

Proteína 

 
Bt Bg Bt Bg 

ATP6 ATT ATT *T-- *T-- 

ATP8 ATT ATA *T-- *T-- 

COI TTG TTG TAG TAA 

COII ATA ATA TAA TAG 

COIII ATA ATA *T-- *T-- 

Cytb ATT ATT TAA TAA 

NAD1 ATG ATG TAA TAA 

NAD2 ATT ATT *T-- *T-- 

NAD3 ATT ATA TAA TAA 

NAD4 ATA ATT *T-- *T-- 

NAD4L ATG ATA TAA TAA 

NAD5 ATA ATA TAG TAG 

NAD6 ATA ATA TAA TAA 

* códon de parada é completado por adição de A na porção 3` do RNAm 

 
 

Um resumo da comparação do comprimento e da porcentagem de identidade 

encontrado entre as proteínas de B. tenagophila e B. glabrata encontra-se representado 

na tabela 5.13. 
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Tabela 5.13 - Comparação entre as proteínas encontradas em B. tenagophila e B. 
glabrata 

 
 

Comprimento (aa) 
 

Proteína 
Bt Bg 

 
Identidade 

Bt em relação Bg (%) 
 

ATP6 
 

213 
 

213 
 

87 
 

ATP8 
 

35 
 

35 
 

60 
 

COI 
 

508 
 

508 
 

98 
 

COII 
 

222 
 

215 
 

92 
 

COIII 
 

262 
 

262 
 

94 
 

Cytb 
 

366 
 

366 
 

91 
 

NAD1 
 

296 
 

307 
 

90 
 

NAD2 
 

303 
 

302 
 

83 
 

NAD3 
 

115 
 

115 
 

78 
 

NAD4 
 

435 
 

433 
 

82 
 

NAD4L 
 

103 
 

99 
 

78 
 

NAD5 
 

545 
 

545 
 

86 
 

NAD6 
 

152 
 

153 
 

82 
 

5-7-2- RNA de transferência  
 

Para identificar o RNAt de B. tenagophila no genoma mitocondrial, primeiro 

utilizamos o programa tRNA-Scan (Lowe & Eddy 1997) que seleciona potenciais 

regiões que formam estruturas secundárias em forma de folha de trevo (cloverleaf). 

Entretanto, dos 22 RNAt, o programa encontrou somente seis (Asp, Asn, Thr, Val, Ala, 

Pro). Os demais RNAts foram identificados pelo alinhamento nucleotídico com o seu 

correspondente em B. glabrata.  

 

A seguir o alinhamento das seqüências nucleotídicas dos 22 RNAs de 

transferência de B. tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-1-RNAtAsp  

 

O tamanho deste RNAt foi de 66 nucleotídeos para B. tenagophila e de 64 para 

B. glabrata.  O grau de identidade entre estas duas espécies foi de 80%. O anticódon 

encontrado em B. tenagophila foi GTC, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.33). 

 

 

Figura 5.33 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtAsp de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

 

5-7-2-2- RNAtCys  

O RNAtCys  de B. tenagophila e de B. glabrata apresentaram o mesmo tamanho 

de 63 nucleotídeos.  O grau de identidade entre estas duas espécies foi de 81%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi GCA, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 

5.34). 

 
Figura 5.34 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtCys  de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-3- RNAtPhe   

Ao analisarmos o RNAtPhe observamos que este RNAt apresentou o mesmo 

tamanho nas duas espécies estudadas, com 63 nucleotídeos. O grau de identidade 

encontrado foi de 97%. O anticódon encontrado em B. tenagophila foi GAA, sendo o 

mesmo do B. glabrata (Fig. 5.35).  

 
Figura 5.35 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtPhe de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

5-7-2-4- RNAtTyr

O RNAtTyr apresentou um tamanho de 61 nucleotídeos, para as duas espécies 

estudadas. O grau de identidade entre estas duas espécies foi de 93%. O anticódon 

encontrado em B. tenagophila foi GTA, sendo o mesmo da B. glabrata (Fig. 5.36). 

 
Figura 5.36- Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do  RNAtTyr de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-5- RNAtTrp 

O tamanho do RNAtTrp de B. tenagophila foi de 63 nucleotídeos. Este RNAt foi 

maior do que o de B. glabrata em 1 nucleotídeo, com um grau de identidade de 83%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TCA, sendo o mesmo do B. glabrata (Fig. 

5.37). 

 
Figura 5.37 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do  RNAtTrp de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-6- RNAtGly 

 

O tamanho do RNAtGly de B. tenagophila foi de 60 nucleotídeos. Este RNAt foi 

menor do que o de B. glabrata em 6 nucleotídeos, com um grau de identidade de 92%. 

O anticódon encontrado em B. tenagophila foi TCC, sendo o mesmo de B. glabrata 

(Fig. 5.38). 

 

 
Figura 5.38 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do  RNAtGly de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-7- RNAtHis 

 

Ao analisarmos o RNAtHis observamos que este RNAt apresentou um tamanho 

de 63 nucleotídeos em B. tenagophila e de 65 para B. glabrata. O grau de identidade 

encontrado entre estas duas espécies foi de 78%. O anticódon encontrado em B. 

tenagophila foi GTG, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.39). 

  

 
 

Figura 5.39 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtHis  de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-8- RNAtGln 

O RNAtGln apresentou o mesmo tamanho de 64 nucleotídeos, para as duas 

espécies estudadas. O grau de identidade entre estas duas espécies foi de 88%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TTG. O anticódon para B. glabrata 

depositado no GenBank foi CAA. Este anticódon de acordo com o código genético 

mitocondrial de invertebrado é um RNAtLeu (Fig. 5.40). 

 
Figura 5.40 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do  RNAtGln de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-9- RNAtLeu  

O RNAtLeu apresentou o mesmo tamanho de 62 nucleotídeos, para as duas 

espécies estudadas. O grau de identidade foi de 92%. O anticódon encontrado neste 

RNAt foi TAA, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.41). 

 
Figura 5.41 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtLeu de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

5-7-2-10- RNAtAsn 

Ao analisarmos o RNAtAsn observamos que este RNAt apresentou um tamanho 

de 63 nucleotídeos em B. tenagophila e de 69 para B. glabrata. O grau de identidade 

encontrado foi de 70%. O anticódon encontrado em B. tenagophila foi GTT, sendo o 

mesmo de B. glabrata (Fig. 5.42). 

 
Figura 5.42 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtAsn de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-11- RNAtArg 

O tamanho do RNAtArg de B. tenagophila foi de 64 nucleotídeos. Este RNAt foi 

maior do que o de B. glabrata em 1 nucleotídeo, com um grau de identidade de 89%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TCG, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 

5.43). 

 
Figura 5.43 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtArg de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-12- RNAtGlu 

O tamanho do RNAtGlu de B. tenagophila foi o mesmo de B. glabrata, 69 

nucleotídeos. O grau de identidade encontrado foi de 88%. O anticódon encontrado em 

B. tenagophila foi TTC, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.44). 

 
Figura 5.44 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtGlu de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-13- RNAtMet 

O tamanho do RNAtMet de B. tenagophila foi de 63 nucleotídeos. Este RNAt foi 

menor do que o de B. glabrata em 1 nucleotídeo, com um grau de identidade de 98%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TAT, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 

5.45). 

 
Figura 5.45 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtMet de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-14- RNAtSer 

O RNAtSer apresentou o mesmo tamanho de 65 nucleotídeos, para as duas 

espécies estudadas. O grau de identidade foi de 87%. O anticódon encontrado em B. 

tenagophila foi TGA, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.46). 

 
Figura 5.46 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtSer de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-15- RNAtSer2  

O RNAtSer2 apresentou o mesmo tamanho de 52 nucleotídeos, para as duas 

espécies estudadas. O grau de identidade foi de 72%. O anticódon encontrado em B. 

tenagophila foi GCT, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.47). 

 
Figura 5.47 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtSer2 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-16- RNAtThr 

Ao analisarmos o RNAtThr observamos que este RNAt apresentou um tamanho 

de 62 nucleotídeos em B. tenagophila e de 63 para B. glabrata. O grau de identidade 

encontrado foi de 97%. O anticódon encontrado em B. tenagophila foi TGT, sendo o 

mesmo de B. glabrata (Fig. 5.48). 

 
Figura 5.48 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtThr de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-17- RNAtIle 

Ao analisarmos o RNAtIle observamos que este RNAt apresentou um tamanho 

de 63 nucleotídeos em B. tenagophila e de 62 para B. glabrata. O grau de identidade 

encontrado foi de 100%. O anticódon encontrado em B. tenagophila foi GAT, sendo o 

mesmo do B. glabrata (Fig. 5.49). 

 
Figura 5.49 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtIle de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-18- RNAtLys 

O tamanho do RNAtLys de B. tenagophila foi o mesmo para B. glabrata, com 67 

nucleotídeos. O grau de identidade encontrado foi de 72%. O anticódon encontrado em 

B. tenagophila foi TTT, sendo o mesmo de B. glabrata (Fig. 5.50). 

 
Figura 5.50 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtLys de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-19- RNAtVal 

O tamanho do RNAtVal de B. tenagophila foi de 62 nucleotídeos. Este RNAt 

apresentou o mesmo tamanho de B. glabrata, com um grau de identidade de 97%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TAC, sendo o mesmo do B. glabrata (Fig. 

5.51). 

 
Figura 5.51 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtVal de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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5-7-2-20- RNAtLeu2 

O tamanho do RNAtLeu2 de B. tenagophila foi de 64 nucleotídeos. Este RNAt foi 

menor do que o de B. glabrata em 1 nucleotídeo, com um grau de identidade de 85%. O 

anticódon encontrado em B. tenagophila foi TAG, sendo o mesmo do B. glabrata (Fig. 

5.52). 

 
Figura 5.52 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtLeu2 de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-21- RNAtAla 

O RNAtAla apresentou o mesmo tamanho de 62 nucleotídeos, para as duas 

espécies estudadas. O grau de identidade foi de 88%. O anticódon encontrado em B. 

tenagophila foi TGC, sendo o mesmo do B. glabrata (Fig. 5.53). 

 
Figura 5.53 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtAla de B. 

tenagophila e B. glabrata. 

 

5-7-2-22- RNAtPro 

O tamanho do RNAtPro de B. tenagophila foi de 65 nucleotídeos. Este RNAt foi 

maior do que o de B. glabrata em 2 nucleotídeos, com um grau de identidade de 97%. 

O anticódon encontrado em B. tenagophila foi TGG, sendo o mesmo do B. glabrata 

(Fig. 5.54). 

 
Figura 5.54 - Alinhamento das seqüências de nucleotídeos do RNAtPro de B. 

tenagophila e B. glabrata. 
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Pode-se observar na tabela 5.14 uma comparação compactada entre os 22 RNAt 

de B. tenagophila e B. glabrata. 

Tabela 5.14 - Comparação entre os RNAt de B. tenagophila (Bt) e B. glabrata (Bg) 
 

 
RNAt  

 
Espécie 

 
Anticódon 

 
Tamanho  (pb) 

Identidade entre 
as espécies (%) 

*Asp Bt 
Bg 

GTC 
GTC 

66 
64 

 
80 

Cys Bt 
Bg 

GCA 
GCA 

63 
63 

 
81 

Phe Bt 
Bg 

GAA 
GAA 

63 
63 

 
97 

Tyr Bt 
Bg 

GTA 
GTA 

61 
61 

 
93 

Trp Bt 
Bg 

TCA 
TCA 

63 
64 

 
83 

Gly Bt 
Bg 

TCC 
TCC 

60 
66 

 
92 

His Bt 
Bg 

GTG 
GTG 

63 
65 

 
78 

Gln Bt 
Bg 

TTG 
- 

64 
64 

 
88 

Leu Bt 
Bg 

TAA 
TAA 

62 
62 

 
92 

*Asn Bt 
Bg 

GTT 
GTT 

63 
69 

 
70 

Arg Bt 
Bg 

TCG 
TCG 

64 
63 

 
89 

Glu Bt 
Bg 

TTC 
TTC 

69 
69 

 
88 

Met Bt 
Bg 

TAT 
TAT 

63 
64 

 
98 

Ser Bt 
Bg 

TGA 
TGA 

65 
65 

 
87 

Ser Bt 
Bg 

GCT 
GCT 

52 
52 

 
72 

*Thr Bt 
Bg 

TGT 
TGT 

62 
63 

 
97 

Ile Bt 
Bg 

GAT 
GAT 

63 
62 

 
100 

Lys Bt 
Bg 

TTT 
TTT 

67 
67 

 
72 

*Val Bt 
Bg 

TAC 
TAC 

62 
62 

 
97 

Leu Bt 
Bg 

TAG 
TAG 

64 
65 

 
85 

*Ala Bt 
Bg 

TGC 
TGC 

62 
62 

 
88 

*Pro Bt 
Bg 

TGG 
TGG 

65 
63 

 
97 

*tRNAs identificados pelo programa tRNAscan-SE 
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5-7-3- Estrutura secundária dos RNAts  
 

 Foi utilizado programas que desenham estruturas secundárias de RNAt, 

entretanto com estes programas não foi possível desenhar estruturas tipo folha de trevo 

para as seqüências de RNAt de B. tenagophila obtidas no seqüenciamento. Por isso, as 

estruturas secundárias dos RNAts identificados pelo tRNA-Scan foram desenhadas a 

mão (Fig. 5.55). Os desenhos foram feitos colocando na base três nucleotídeos que 

correspondiam ao anticódon. De cada lado do anticódon foram colocados dois 

nucleotídeos, e depois foi feito o emparelhamento das bases de acordo com Watson-

Crick (1953). Somente no RNAtThr foram colocados em cada lado do anticódon três 

nucleotídeos para melhor emparelhamento entre as bases.   

Somente o RNAtAla não apresentou o braço extra. Os  RNAt para Asn (Fig. 

5.55A), Asp (Fig. 5.55B), Ala (Fig. 5.55C), Thr (Fig. 5.55D) e Pro (Fig. 5.55F) 

apresentaram sete pares de base no braço aceitador, sendo que o RNAt para Asp (Fig. 

5.55B) uma base não emparelhou U-U. O RNAt para Val (Fig. 5.55E)  apresentou 6 

pares de bases no braço aceitador, sendo que três bases não emparelharam.    
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igura 5.55- Representação esquemática das estruturas secundárias dos RNAts . Em 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F
vermelho está representado o anticódon : A - RNAtAsn ; B- RNAt Asp; C- RNAtAla; D-
RNAtThr, E- RNAtVal  F- RNAtPro
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-7-4- Gene para o RNAr 
 

5-7-4-1- RNA ribossomal unidade maior 16S 
 

 RNA ribossomal 16S apresentou um tamanho de 981 nucleotídeos, o mesmo de B. 

5

O

glabrata. A identidade encontrada entre as duas seqüências de Biomphalaria foi de 

88%. O alinhamento entre as seqüências do 16S do RNAr  das duas espécies de 

Biomphalaria está representada na figura 5.56.  
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Figura 5.56 - Alinhamento das seqüências do RNAr 16s de B. tenagophila e B. glabrata 
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5-7-4-2- RNA ribossomal unidade menor 12S 

O RNA ribossomal 12S apresentou tamanho de 708 nucleotídeos, o mesmo de 

B. glabrata. A identidade encontrada entre as duas seqüências de Biomphalaria foi de 

84%. O alinhamento entre as seqüências do RNAr 12S das duas espécies de 

Biomphalaria está representada na figura 5.57.  
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Figura 5.57 - Alinhamento das seqüências do RNAr 12s de B. tenagophila e B. glabrata 
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5-8 - Ordem gênica 

Na figura 5.58 pode-se observar a comparação da localização dos genes 

mitocondriais entre B. tenagophila e B. glabrata. Podemos observar que as duas 

espécies apresentaram a mesma posição de todos os seus genes.   
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5-9 Análise filogenética 

Foram alinhadas seqüências de aminoácidos do DNAmt (exceto ATP8) de 29 

organismos pertencentes ao filo Mollusca (tabela 4.8). Após o alinhamento estas 

seqüências foram utilizadas para inferir sobre a filogenia do filo. 

As árvores apresentaram topologia semelhante, independente da metodologia, 

havendo a formação de cinco grandes grupos: I) Na árvore MP (Fig. 5.59), ML (Fig. 

5.60) este grupo foi formado por seis moluscos da classe Bivalvia (sub classe 

Protobranchia, super ordem Pteriomorphia), uma espécie da classe Gastropoda 

(Prosobranchia) e uma espécie da classe Scaphopoda (Gadelida), o valor do bootstrap 

foi de 94% (MP) e 99% (ML).  Na árvore NJ (Fig. 5.61) este grupo foi formado pelos 

mesmos moluscos das árvores MP e ML com exceção da espécie da classe Scaphopoda 

(Gadelida) que posicionou-se no grupo III, sendo o valor do bootstrap de 100%; II) Em 

todas as árvores este grupo foi formado pela classe Gastropoda, contendo as sub classes 

Pulmonata e Opistobranchia. O valor do bootstrap para este grupo foi de 100% para as 

três árvores; III) Este grupo posicionou-se basalmente aos grupos I e II, sendo que nas 

árvores MP e ML uma espécie da classe Scaphopoda (Dentaliida) e uma espécie da 

classe Bivalvia (sub classe Protobranchia, super ordem Heterodonta) posicionaram-se 

próximas. Enquanto que na árvore NJ, três espécies posicionaram-se próximas, duas 

espécies Scaphopoda (Dentaliida e Gadelida) e a mesma espécie da classe Bivalvia (sub 

classe Protobranchia, super ordem Heterodonta). O valor de boostrap para este grupo 

foi de 97% (NJ), 94% (ML), 74% (MP); IV) Este grupo foi composto por espécies da 

classe Cephalopoda, independentemente da árvore, com um valor de bootstrap alto 

(100%) para todas as árvores; V) Espécies da classe Gastropoda, (sub classe 

Prosobranchia) agruparam-se independentemente da árvore, sendo o valor de bootstrap 

de 100% (NJ, ML) e de 82% (MP). 
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Os valores de bootstrap estão demonstrados acima dos ramos. Katarina tunicata foi 
utilizada como outgroup 
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Figura 5.59 - Árvore filogenética do Filo Mollusca obtida após análise de seqüências de 

aminoácidos utilizando o método MP. As abreviaturas das espécies estão na tabela 4.8.  
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Os valores de bootstrap estão demonstrados acima dos ramos. Katarina tunicata foi 

utilizada como outgroup 
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Figura 5.60 - Árvore filogenética do Filo Mollusca obtida após análise de seqüências de 

aminoácidos utilizando o método ML. As abreviaturas das espécies estão na tabela 4.8. 

nchia
Pulm

onata

II

B
ivalviaI

Gastropoda
Prosobranchia

Scaphopoda

BivalviaIII

C
ephalopoda

IV

G
astropoda

Prosobranchia

V

Cra vir

Cra gig

Pla mag

Lot dig

Myt edu

Myt gal

Myt tro

Sip lob

Rob eur

Pup str

Apl cal

Bio ten

Bio gla

Cep nem

Alb coe

Gra ebo

Lam orn

Wat sci

Tod pac

Lol ble

Sep les

Sep off

Oct oce

Oct vul

Nau mac

Lop cer

Ily obs

Hal rub

Kat tun

100

85

40

98

100

100
99

55 57

100

100
100

98

79

94

98

80
53

100

100

100

100
100

100

100

B
ivalviaI

Gastropoda
Prosobranchia

ScaphopodaScaphopoda

G
astropoda

O
pistobra

Pulm
onata

nchia II

Scaphopoda

BivalviaIII

C
ephalopoda

IV

G
astropoda

Prosobranchia

V



 
Resultados 

 

 81

Os valores de bootstrap estão demonstrados acima dos ramos.  Katarina tunicata foi 

utilizada como outgroup 
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Figura 5.61 - Árvore filogenética do Filo Mollusca obtida após análise de seqüências de 

aminoácidos utilizando o método NJ. As abreviaturas das espécies estão na tabela 4.8. 
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6 - DISCUSSÃO  
 

O filo Mollusca é o segundo maior filo animal, onde estão vários invertebrados 

como as ostras, lulas, polvos e caramujos. O filo possui uma longa historia geológica, 

sendo conhecidas cerca de 35.000 espécies fósseis. Os moluscos Biomphalaria possuem 

registro desde o Jurássico, tendo sobrevivido a grandes variações e pressões ambientais. 

Em decorrência desenvolveram ao longo deste período, uma série de mecanismos de 

escape e sobrevivência tais como: autofecundação, diapausa, estivação, capacidade de 

se enterrar e alta prolificidade (Paraense 1955), encontrando-se atualmente adaptados a 

diferentes condições ambientais. Biomphalaria tenagophila é uma espécie de grande 

importância na transmissão da esquistossomose, nas regiões sudeste e sul do Brasil. 

Esta espécie tem despertado o interesse cientifico de vários pesquisadores por possuir 

populações tanto suscetíveis como resistente à infecção ao S. mansoni. 

Neste trabalho focamos o estudo no seqüenciamento do DNAmt de B. 

tenagophila do Taim (população resistente à infecção pelo S. mansoni). As seqüências 

obtidas foram comparadas ao DNAmt de B. glabrata, suscetível ao S. mansoni. Este 

DNA foi escolhido pela sua utilidade na reconstrução das relações filogenéticas, além 

de possuir vantagens sobre o genoma nuclear tais como: é um genoma compacto, 

haplóide sem recombinação, possui diferentes taxas de mutação, seqüências de 

aminoácido conservadas e com herança materna em alguns organismos (Boore 1999, 

Rawlings et al. 2001, Yamazaki et al. 1997). Além disso, o seqüenciamento completo 

deste DNA pode fornecer novas fontes de informação filogenética, tais como a ordem 

dos genes e estruturas secundárias de proteínas e de RNAs (Boore 1999, Lydeard et al. 

2000).  

No presente estudo, o DNAmt de B. tenagophila foi totalmente seqüenciado e 

caracterizado. Um fragmento da região cefalopodal foi escolhido para a extração do 

DNA por ser uma região de fácil obtenção e ser possível extrair um DNA mais puro, do 

que, por exemplo, a glândula digestiva, que é uma região com muito DNA 

contaminante para uma PCR. A estratégia utilizada foi extrair o DNA total da região 

cefalopodal do molusco e utilizar iniciadores exclusivamente complementares as 

seqüências do DNAmt. Esta estratégia foi escolhida pela dificuldade em separar e 

purificar a mitocôndria e depois extrair o seu DNA.  
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O seqüenciamento automático de nucleotídeos é uma técnica molecular que 

propicia em curto intervalo de tempo aumento considerável de informações sobre o 

genoma de diversos organismos. O número de organismos com seu genoma 

mitocondrial completo depositado no GenBank vem aumentando e só em 2006, foram 

depositadas seqüências mitocondriais completas de 11 moluscos. Além disso, estudos 

filogenéticos utilizando o genoma mitocondrial vêm auxiliando pesquisas nas quais os 

dados morfológicos não são precisos.  

O seqüenciamento de DNA pode ser feito através de produtos amplificados pela 

PCR ou através de clonagem de um inserto contendo o fragmento alvo. Neste trabalho 

foi utilizado o seqüenciamento direto de produtos amplificados pela PCR, quando a 

região a ser seqüenciada era pequena e foi possível, com apenas uma reação, obter a 

seqüência completa do fragmento. A clonagem foi utilizada em fragmentos maiores de 

2.000 pb, uma vez que seria impossível seqüenciar estes fragmentos com somente uma 

reação de seqüência. A clonagem facilitou a utilização de “primer walking”, ou seja, a 

medida que se obtinha uma região seqüenciada um novo iniciador era desenhado 

(complementar a extremidade final da última região seqüenciada). Em seguida, os 

produtos clonados foram seqüenciados utilizando esses iniciadores sem a necessidade 

de se realizar outra PCR. Dessa forma economizou-se tempo e reagentes utilizados na 

PCR. 

O tamanho do DNAmt encontrado para B. tenagophila foi de 13.722 pb. Este 

genoma possui o mesmo número de genes da maioria dos moluscos seqüenciados, dois 

genes para o RNAr, 13 genes para proteínas e 22 genes para RNAt. O seu tamanho foi 

maior do que o DNAmt de B. glabrata (13.670 pb), que é o menor genoma de molusco 

já seqüenciado até hoje. O conteúdo de AT (75,78%) foi maior do que o encontrado 

para B. glabrata (74,6%). Os genes encontrados nas fitas plus e minus que codificaram 

as proteínas de B. tenagophila, foram os mesmos de B. glabrata.  

As seqüências dos genes do DNAmt de B. tenagophila do Taim, resistente à 

infecção ao S. mansoni, foram comparadas com as seqüências  de B. glabrata,  

suscetível ao S. mansoni, sendo posteriormente realizado um estudo filogenético 

utilizando as seqüências de aminoácidos do DNAmt de outros moluscos, cujos genoma 

mitocondriais completos, encontravam-se depositados no GenBank. 

Analisando as regiões não codificantes do DNAmt de moluscos observou-se que 

estas regiões são  pequenas para todos eles. Em B. tenagophila esta região (110pb) foi 
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maior do que a de B. glabrata (62pb). Em B. tenagophila, a menor região não 

codificante, foi encontrada entre os genes RNAtLeu e ATP8,  ATP8 e RNAtAsn  e  

RNAtIle e NAD2 com 1 pb e em B. glabrata nas regiões entre os genes RNAtCys e 

RNAtPhe, entre o RNAtPhe e COII, entre o ATP6 e RNAt Arg, entre o RNAtSer e NAD4 e 

entre o RNAtIle e NAD2 também com 1 pb . Entretanto, a maior região não codificante, 

em B glabrata foi entre os genes COIII/RNAtIle, com 42 pb. Esta região foi a segunda 

maior região não codificante em B. tenagophila (COIII/RNAtIle, com 42 pb). A maior 

foi entre os genes NAD1/NAD4L com 54 pb.  

Entre os 37 genes encontrados no genoma de B. tenagophila foram detectadas 

19 regiões de sobreposição entre os nucleotídeos com um total de 175 pb 

compartilhados. Estas sobreposições também contribuíram para tornar o genoma 

mitocondrial deste molusco pequeno.   

Em relação ao tamanho das proteínas, COII, NAD2, NAD4, NAD4L foram 

maiores em B. tenagophila do que em B. glabrata.  As proteínas NAD1 e NAD6 foram 

menores em B. tenagophila em relação a B. glabrata. Nas proteínas ATP8, ATP6, 

NAD2, NAD4 e COIII o códon de parada foi completado por adição de A durante a 

transcrição do RNAm. Códons de parada incompletos já foram descritos para os outros 

moluscos (DeJong et al. 2004, Hatzoglou et al. 1995). A proteína que apresentou a 

maior diferença, em tamanho, entre as duas espécies foi o NAD1, com 11 aminoácidos 

a mais em B. glabrata. A proteína menos conservada foi ATP8 com 60% de identidade 

e a mais conservada foi o COI com 98% de identidade entre estas duas espécies. 

O gene COI é um marcador mitocondrial frequentemente usado para estudos 

evolutivos por ser o maior das três subunidades mitocondriais codificadoras da proteína 

citocromo oxidase (Clary & Wolstenholme, 1985) e por sua seqüência protéica conter 

domínios funcionais altamente conservados e também regiões variáveis (Saraste 1990). 

Parte de regiões do gene COI tem sido utilizada em estudos filogenéticos (Yoshida et al. 

2006). A análise de seqüências deste gene apresenta níveis de variação considerados 

apropriados para estudos intra e interespecíficos e tem sido muito utilizado em estudos 

de diferenciação entre espécies (Stothard & Rollinson 1997, Clark et al. 2001, Campbel 

et al. 2000, Vidigal et al. 2002). Baxter (2003) considera esta região como uma das mais 

indicadas para caracterização específica de organismos, numa identificação que ele 

nomeou de código de barra (“DNA barcode”). Este autor propõe que todos os 
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organismos tenham seu próprio código de barra para que possam ser identificados a 

partir dele.  

Os RNAt são pequenas moléculas de RNA que geralmente apresentam cerca de 

70 a 90 nucleotídeos (Watson et al. 1987). Os 22 genes para o RNAt encontrados no 

genoma mitocondrial são capazes de ler todos os quatro códons correspondente a 

família (Barrel et al. 1980, Anderson et al. 1981). Os dois primeiros nucleotídeos 

emparelhados são suficientes para estabilizar a interação anticódon-codon (Lagerkvist 

1981). Em B. tenagophila, dos 22 genes que codificam o RNAt, 16 foram identificados 

pelo alinhamento nucleotídico com o seu correspondente em B. glabrata e apenas seis 

pelo programa tRNA-Scan. Este programa identifica potenciais regiões que formam 

estruturas secundárias. Utilizando este mesmo programa, DeJong et al. (2004) só 

conseguiram identificar cinco RNAt em B. glabrata, os outros 17 foram identificados 

comparando-os com seqüências de outros moluscos. Estes autores não publicaram as 

estruturas secundárias dos RNAt de B. glabrata.  

Os RNAt de B. tenagophila apresentaram um tamanho médio de 63 

nucleotídeos, sendo que apenas um (RNAtGlu) possui 69 nucleotídeos. Este pequeno 

tamanho e a pressão do compacto DNAmt de moluscos, poderão ter mudado a estrutura 

secundária dos RNAts, devido a redução no comprimento da sua cadeia (Yamazaki et 

al. 1997). De fato, quando tentamos desenhar uma estrutura típica de RNAt, utilizando 

as seqüências nucleotídicas encontradas no seqüenciamento de RNAt de B. tenagophila 

só tivemos sucesso nos RNAts identificados pelo tRNA-Scan. De acordo com Yokobori 

e Paabo (1995), os genes RNAts de moluscos mostram erros no emparelhamento de 

suas seqüências gênicas no braço aceitador. A maioria destes erros está em regiões de 

sobreposição com genes adjacentes. Os moluscos Euhadra herklotsi, Cepaea nemoralis 

e Albinaria turrita, apresentaram um a quatro erros no braço aceitador (Yokobori & 

Paabo 1995). Estes autores ressaltam que os RNAts de Pulmonata tem estruturas 

atípicas, e parece que os RNAt sofrem processos pós-transcrição, para restaurar as bases 

emparelhadas do braço aceitador (Yokobori & Paabo 1995). Nas estruturas secundárias 

de B. tenagophila o RNAtAsp apresentou um erro no emparelhamento e o RNAtVal 

apresentou três erros no emparelhamento nesta região. 

 Entretanto, alguns autores desenharam estruturas secundárias para os RNAts de 

moluscos Pulmonata (Yamazaki et al. 1997, Knudsen et al. 2006). Estas estruturas (Fig. 
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Figura 6.62 - Estruturas secundárias de RNAt de E. herklotsi (direita), C. nemoralis 

(esquerda) (Yamazaki et al 1997). 
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6.62) foram muito parecidas com as estruturas desenhadas para o seis RNAts de B. 

tenagophila (Fig. 5.55). 

A localização dos RNAts de B. tenagophila foi idêntica a de B. glabrata. A 

comparação estrutural entre os RNAts de B. tenagophila e B. glabrata não mostraram 

diferenças relevantes. Além disso, os anticódons utilizados para as duas espécies foram 

os mesmos (Tabela 12), com exceção do RNAtGln de B. glabrata, cujo anticódon 

publicado no GenBank (CCA) não corresponde ao do RNAtGln.  

Por outro lado, os genes do RNA ribossomal são compostos por duas 

subunidades: a menor, denominada RNAr 12S e a maior, RNAr 16S. A diferença no 

tamanho do gene do RNAr 16S nos organismos é aceitável, uma vez que não há o 

comprometimento das bases em formar os códons, mas apenas em formar uma estrutura 

secundária adequada para sua função (Wolstenholme 1992). Entretanto, não houve 

diferença no tamanho do RNAr 16S e nem do RNAr 12S entre estas duas espécies. O 

RNAr 16S apresentou um identidade maior do que o RNAr 12S quando comparado com 

B. glabrata. 

 Parte da região do RNAr 16S foi utilizada em estudo de análise filogenética de 

Cephalopoda (Bonnaud et al. 1994,1996,1997). Estes estudos mostraram a monofilia 

dos Sepiidae (Cephalopoda). As seqüências parciais de 12S, COI, e 16S também foram 

utilizadas em estudos de filogenia de Cephalopoda (Yoshida et al. 2006).  

A ordem dos genes no DNA mitocondrial de animais tende a ser conservada nos 

níveis mais altos da taxonomia (filo). Conseqüentemente, quando o rearranjo dos genes 

ocorre, eles podem fornecer marcadores de ancestralidade na história filogenética 

(Saccone et al. 1999). Tal característica tem comprovado ser útil para resolver divisões 

caracterizando superfilo, filo e classe, divisões estas que a análise de seqüências de 

nucleotídeos tem problemas em resolver (Boore et al. 1995). Entretanto, 

freqüentemente, estes rearranjos são associados com o movimento dos RNAts que 

permitem um papel de elemento móvel dentro do genoma mitocondrial (Saccone et al. 

1999).  

 A organização destes genes tem sido utilizada por vários autores para conhecer 

a filogenia de Mollusca (Yamazaki et al. 1997, Kurabayashi & Ueshima 2000, 

Bandyopadhyay et al. 2006). Knudsen et al. (2006) realizaram um trabalho filogenético 

mais completo, analisando a ordem de genes de moluscos utilizando representantes das 

classes Gastropoda, Polyplacophora, Cephalopoda, Scaphopoda e Bivalvia (Fig. 6.63). 
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Estes autores mostraram que, na classe Gastropoda, os Euthyneura (Opistobranchia e 

Pulmonata) apresentaram a mesma ordem gênica, com exceção do Cepaea, em que o 

COIII o NAD4 tiveram a sua posição trocada, enquanto os genes de RNAt tiveram uma 

variação de localização maior entre organismos deste grupo. Quando comparamos a 

ordem gênica de B. tenagophila com a de B glabrata (Fig. 5.58) verificamos que foi a 

mesma para ambas espécies, tanto para os genes de proteínas quanto para os genes dos 

RNAs. Podemos com este resultado reforçar a hipótese que os Pulmonata e os 

Opistobranchia apresentam a mesma ordem gênica. Entre as outras classes estudadas os 

autores encontraram mudanças na ordem gênica (Fig. 6.63). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.63 – Ordem dos genes das proteínas e dos RNAr do genoma mitocondrial de 

moluscos (Knudsen et al. 2006) 
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A reconstrução filogenética consiste em estimar as relações de ancestralidade 

para um determinado número de organismos (táxa). A história evolutiva inferida pelas 

análises filogenéticas é geralmente representada através de árvores (árvores 

filogenéticas) que retratam, a partir de seus ramos, o agrupamento entre os organismos 

analisados sendo que, os organismos que se encontram em um mesmo grupo são mais 

relacionados entre si. As características utilizadas para construção da árvore podem ser 

fenotípicas ou seqüências de aminoácidos, ou de pares de base. As análises filogenéticas 

na biologia molecular consistem em quatro passos: alinhamento das seqüências, 

determinação do modelo de cálculo a ser usado, construção de árvore filogenética e 

avaliação dessa árvore. 

Segundo Swofford et al. (1996), Pereira et al. (2001) e Scheneider (2003) os 

métodos de construção de árvores filogenéticas podem ser baseadas em: matrizes de 

distância ou em análise de estados de caráter. No primeiro caso, estão os métodos de 

agrupamento de pares não ponderados, baseados na média aritmética UPGMA 

(unweighted pair group method with arithmetic means), quadrados mínimos, evolução 

mínima e agrupamento de vizinhos (NJ, neighbor-joining). No segundo estão os 

métodos de máxima parcimônia (MP, maximum parsimony), máxima verossimilhança 

(Ml, maximum likelihood) e da inferência Bayesiana (IB, Bayesian Inference). 

Em nosso estudo a reconstrução filogenética dos moluscos foi realizada 

utilizando o alinhamento das seqüências de proteínas (exceto ATP8) de todo o genoma 

mitocondrial, utilizando os métodos de inferência de agrupamento de vizinhos 

neighbor-joining (NJ), máxima verossimilhança (ML, maximum likelihood) e da 

máxima parcimônia (MP). As seqüências da proteína ATP8 não foram utilizadas, uma 

vez que os moluscos Crassostrea virginica, Mytilus trossulus, Placopecten 

magellanicus, Mytilus galloprovincialis, Crassostrea gigas, Mytilus edulis não possuem 

gene que codifica essa proteína no DNAmt. 

O agrupamento de vizinhos (NJ) (Saitou & Nei 1987) é baseado no princípio da 

evolução mínima no qual a árvore com a menor soma total de ramos é procurada (Li 

1997), utilizando algoritmos no cálculo da distância genética. Entretanto, remove a 

premissa que os dados sejam ultramétricos, isto é, que as taxas evolutivas dos caracteres 

sejam iguais para os organismos analisados. 

O principio básico da máxima verossimilhança (ML) consiste em estimar a 

probabilidade, com base em um determinado modelo, de um conjunto de dados estarem 
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representando um processo que realmente ocorreu. Em termos de evolução de 

seqüências de DNA ou aminoácidos, o método irá calcular a probabilidade de que 

aquelas seqüências em estudo tenham sido geradas seguindo as premissas do modelo 

evolutivo escolhido. Nesse caso, a topologia e o comprimento dos ramos de uma árvore 

são parâmetros a serem estimados, dadas as seqüências finais nas extremidades dos 

ramos. A probabilidade deve ser calculada para todas as topologias possíveis, variando 

o tamanho dos ramos para um grupo de unidades taxonômicas operacionais (OTU) 

(espécies, gênero, populações, genes ou qualquer outra unidade evolutiva). A árvore que 

apresentar a maior verossimilhança (probabilidade) é considerada a melhor estimativa 

da filogenia. O número de árvores filogenéticas geradas aumenta exponencialmente 

com o número de taxa. Entretanto, quando na análise é utilizado um grande número de 

taxa e de genes, nem todas as árvores possíveis podem ser vistas, em função da enorme 

exigência computacional.   

A máxima parcimônia (MP) assume que a evolução ocorre pelo caminho mais 

curto e envolve a identificação de árvores que minimizem a quantidade de mudanças 

evolutivas necessárias para explicar as diferenças existentes entre as OTUs. Este método 

utiliza o princípio da homologia, ou seja, se dois taxa compartilham uma característica é 

porque essa foi herdada do último ancestral comum a ambos. Ainda que a evolução 

possa não ser sempre estritamente parcimoniosa, o método assume que o critério da 

parcimônia determina o maior número de acertos da árvore verdadeira quando se 

minimiza o número de passos evolutivos aceitos na árvore. 

Um teste para dar suporte aos resultados gerados, pelos métodos acima 

mencionados, é conhecido como bootstrap (Felsenstein 1985). Este método estatístico 

dá validade às árvores geradas realizando uma re-amostragem dos dados. A freqüência 

com que um ramo é encontrado durante a análise é registrada como valor de bootstrap 

(0 a 100%) e reflete o nível de confiança em que está apoiado cada ramo. 

A escolha do outgroup é importante. O outgroup deve ser qualquer espécie ou 

táxon que não pertence ao grupo monofilético sob estudo em uma análise filogenética. 

Essa escolha deve ser criteriosa, de modo a minimizar o impacto de longos ramos das 

árvores, que podem alterar a relação entre os táxons. Os grupos externos são usados 

para enraizar a árvore. 

Neste estudo as topologias das árvores obtidas utilizando os diferentes métodos 

(NJ, MP, ML) foram semelhantes. As três árvores dividiram-se em cinco grupos. Nas 
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árvores ML e MP, o primeiro grupo foi formado por: exemplares da classe Bivalvia, um 

exemplar da classe Scaphopoda (Gadelida) e um exemplar da classe Gastropoda 

(Prosobranchia). Na árvore NJ a diferença que ocorreu no grupo I, foi que o exemplar 

da classe Scaphopoda (Gadelida), se posicionou em outro grupo (III). O único exemplar 

da classe Bivalvia que não se posicionou no grupo I, é um molusco de água doce e tem 

o gene codificador para a proteína ATP8 no DNAmt, os demais exemplares da classe 

Bivalvia são marinhos e não possuem este gene no DNAmt. Os exemplares da classe 

Gastropoda posicionaram-se em grupos diferentes, sendo que os exemplares da sub-

classe Opistobranchia e os da sub-classe Pulmonata agruparam-se em um grupo (II), e a 

maioria dos Prosobranchia posicionaram-se no grupo V, sendo que apenas um exemplar 

da sub-classe Prosobranchia sempre posicionou-se no grupo dos Bivalvia (I). Este 

molusco apresenta um DNAmt muito maior do que dos outros Prosobranchia, com 

regiões repetitivas. Realmente, o tamanho do DNAmt deste Prosobranchia (26.836 pb) é 

mais parecido com os dos Bivalvia. Além disto, este molusco só apresenta 20 genes 

codificando RNAt, enquanto os outros moluscos Prosobranchia apresentam 22 genes. 

Estes resultados mostram que Gastropoda é um grupo parafilético. Houve um grupo que 

mostrou-se constante em todas as árvores, foi aquele composto por exemplares da classe 

Cephalopoda, grupo IV, mostrando ser um grupo monofilético. O valor do bootstrap 

encontrado nas árvores foi alto, mostrando a confiabilidade destes resultados. Nas três 

árvores o grupo III foi formado por exemplares da classe Scaphopoda (Gadelida) e um 

exemplar da classe Bivalvia de água doce, sendo este grupo basal aos grupos I e II. O 

grupo V (Gastropoda-Porsobranchia) foi o grupo basal dos outros quatros grupos e 

independentemente da árvore foi formado por exemplares da Classe Gastropoda (sub-

classe Prosobranchia). O outgroup utilizado no estudo filogenético foi a Katarina 

tunicata (Polyplacophora), uma vez que este molusco possui características 

morfológicas distintas dos demais moluscos estudados e pertence a um grupo 

parafilético.  

Analisando a B. tenagophila podemos inferir que este molusco posicionou-se em 

um ramo junto com B. glabrata, entretanto, ambos encontram-se mais próximos dos 

Opistobranchia do que dos demais Pulmonata estudados, com valor do boostrap alto 

(98% e 100%). Com este resultado podemos dizer que Pulmonata é um grupo 

parafilético, ao contrário dos Opistobranchia que posicionaram-se todos em um único 

ramo mostrando ser um grupo monofilético. Resultado semelhante foi obtido para os 
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Euthyneura (Opistobranchia + Pulmonata). Os moluscos B. glabrata e B. tenagophila 

mostraram constituir grupo irmão dos Opistobranchia.  

Se analisarmos os resultados obtidos com as três árvores utilizando seqüências 

dos aminoácidos do DNAmt com o cladograma obtido com os caracteres morfológicos 

(Fig. 1.7), podemos observar resultados diferentes. No cladograma os Gastropoda estão 

próximo dos Cephalopoda, e o Bivalvia dos Scaphopoda. Nas árvores obtidas no nosso 

estudo os Cephalopoda estão mais próximos dos Gastropoda, Prosobranchia e distante 

dos Gastropoda Euthyneura, e os Bivalvia estão mais próximos dos Euthyneura, 

entretanto o valor de boostrap que sustentou este agrupamento foi baixo 56% (NJ), 55% 

(ML) e 64% (MP).  

Knudsen et al. (2006) estudaram a filogenia de moluscos utilizando seqüências 

completas de aminoácidos de todas as proteínas mitocondriais (exceto ATP8), 

mostrando que o molusco B. glabrata posicionou-se em um ramo separado dos 

Pulmonata (Albinaria e Cepaea) (Fig.1.8), suportando a hipótese dos Pulmonata serem 

um grupo parafilético e, a ordem Basommatophora, como taxa irmão dos 

Opistobranchia. Mostraram ainda que os Opistobranchia e os Euthyneura compõem  

grupo monofilético. Estes resultados foram confirmados no nosso trabalho, quando 

acrescentamos mais um Pulmonata, o B. tenagophila. 

 Podemos observar que a nossa árvore foi muito semelhante à árvore obtida por 

Knudsen et al. (2006) (Fig.1.8), que também utilizou seqüências de aminoácidos do 

DNAmt, apesar dos exemplares de  moluscos não serem os mesmos.    

Vários outros autores estudaram a filogenia deste filo. Lydeard et al. 2000 

utilizaram seqüências dos genes do RNAr 16S de moluscos em estudos filogenéticos 

utilizando a máxima parcimônia. Quando os bivalvia foram colocados como grupo 

externo, os dados encontrados agruparam em um clado Cephalopoda e Gastropoda e 

não colocaram os Gastropoda como um grupo monofilético. Entretanto estes autores 

utilizaram somente dois Gastropoda e dois Cephalopoda nos seus estudos, além de 

analisarem apenas uma região do DNAmt.   

Alguns estudos filogenéticos utilizam como fonte de dados seqüências de 

nucleotídeos, entretanto, as seqüências de aminoácidos são consideradas mais úteis para 

comparação entre organismos e inferências filogenéticas do que as seqüências de 

nucleotídeos por serem imunes as substituições sinônimas, e, portanto menos 

influenciadas por altas taxas de mutação (Foster et al. 1997). Diante disso, vários 
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pesquisadores vêm utilizando seqüências de aminoácidos para inferir filogenia dos 

organismos. 

Grande et al. 2004 amplificaram uma região do DNAmt (COI-parcial, rrnL, 

NAD6-completa, NAD5-parcial) de Gastropoda. Estes autores utilizaram as seqüências 

dos aminoácidos desta região para inferir a filogenia dos Euthyneura (Opistobranchia + 

Pulmonata). O resultado encontrado rejeitou a monofilia dos Opistobranchia, Pulmonata 

e Euthyneura. Entretanto, os Pulmonata são considerados, de acordo com dados 

morfológicos (presença de pulmão, muitas espécies tem concha, embora esta possa estar 

modificada ou ausente em alguns grupos), como grupo monofilético  

 Entretanto, Whelan et al. 2001 ressaltam que recentes pesquisas utilizando o 

genoma mitocondrial têm tido resultados mais precisos do que análises feitas baseadas 

somente em genes mitocondriais individuais. 

Em função do exposto, podemos concluir que a relação filogenética do filo 

Mollusca é de definição complexa, devido a grande diversidade entre os organismos que 

o compõe e ao número de variações no arranjo gênico, quando comparado com outros 

grupos. Portanto, para melhor compreendermos a relação filogenética deste filo será 

necessário que um número maior de espécies de moluscos seja seqüenciado. 
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7 - CONCLUSÕES 

 
- O tamanho do DNAmt de B. tenagophila é 13.722 pb.  

- O DNAmt de B. tenagophila codificou  o mesmo número de genes da maioria dos 

organismos isto é : dois genes para o RNAr, 13 genes para proteína e 22 genes para 

RNAt. 

- B. tenagophila possui mais regiões não codificantes do que B. glabrata 

- Existem 19 regiões de sobreposição entre genes do DNAmt de B. tenagophila. 

- Existem quatro códons de iniciação (ATT, ATA, ATG e TTG) e dois códons de 

parada (TAA e TAG). 

- Nos genes ATP8, ATP6, NAD2, NAD4 e COIII o códon de parada é completado por 

adição de A durante a transcrição do RNAm. 

- A organização dos genes mitocondriais de B. tenagophila e B. glabrata é a mesma. 

- Nas três árvores filogenéticas a sub classe Pulmonata é parafilética. 

- Os moluscos B. glabrata e B. tenagophila são grupo irmão dos moluscos da sub classe 

Opistobranchia. 

- A sub classe Opistobranchia é monofilético. 
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