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Abstract 

The cuttlefish, Sepia officinalis, Linnaeus, 1758, is one of the cephalopod species 

more easily cultivated in laboratory since the late 1960s, because it presents a set of biological 

characteristics that make it highly suitable for intensive culture on large scale. However, after 

the production of 6-7 successive generations under controlled conditions, a reproductive 

breakdown occurs, and inbreeding has been suggested as the potential cause. Thus, in this 

study it was investigated the genetic variability in three successive generations of cuttlefish, 

by analysing the microsatellite markers Sof1, Sof2b, Sof3c, Sof4b, Sof5, Sof6 and Sof7b, as a 

first indicator of the genetic health, followed by analysis of the parental contribution pattern 

in order to determine the culture characteristics that aimed maintenance of the genetic 

variability at acceptable levels in successive generations under control conditions.  

In the present study, a decrease in genetic variability throughout the generations has 

been observed by decreasing in the number of alleles and expected heterozygosity. Under the 

sex-ratio used of 2 males to 1 female, it was found that only half of the males could originate 

offspring, in a multi-paternity pattern, attributed to competition among males. The causes of 

decreased genetic variability were given to a possible founder effect at the time of obtaining 

the 1
st
 generation (wild) and during selection of the individuals for the following generations. 

The participation of only half of the males to the next generation genetic pool, also 

contributed to the decrease of genetic variability. 
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Resumo 

O choco, Sepia officinalis Linnaeus, 1758, é uma das espécies de cefalópodes mais 

facilmente cultivada em laboratório desde o final da década de 1960 porque apresenta um 

conjunto de características biológicas que a tornam altamente adequada para a cultura 

intensiva em larga escala. Contudo, após a produção de algumas gerações sucessivas em 

condições controladas, verifica-se um colapso na reprodução tendo a consanguinidade sido 

apontada como potencial causadora. Desta forma, no presente estudo, investigou-se a 

variabilidade genética em três gerações sucessivas de choco, através da análise dos 

marcadores moleculares microssatélites Sof1, Sof2b, Sof3c, Sof4b, Sof5, Sof6 e Sof7b, como 

primeiro indicador da saúde genética, seguido pela análise dos padrões da contribuição 

parental de forma a determinar as características de cultivo que visam manter a variabilidade 

genética em níveis aceitáveis, nas gerações produzidas em condições controladas.  

Os resultados indicam uma diminuição da variabilidade genética ao longo das três 

gerações através da redução do número de alelos e da heterozigotia esperada. No rácio sexual 

presente no sistema de cultivo de aproximadamente 2 machos para 1 fêmea, constatou-se que 

apenas metade dos machos conseguiram originar descendência com as fêmeas num padrão de 

multipaternidade, atribuído à elevada competição presente entre os machos. As causas da 

diminuição da variabilidade genética foram atribuídas ao possível efeito fundador presente no 

momento da obtenção da 1ª geração (selvagem) e na seleção dos indivíduos para as gerações 

seguintes, juntamente com a participação de apenas metade dos machos para o conjunto de 

informação genética dos progenitores. 
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1. Introdução 

 O aumento da população humana provocou uma maior procura de produtos 

pesqueiros, o que determinou a intensificação e a diversificação das capturas. Embora tenha 

ocorrido uma diminuição no consumo e na produção de peixe nos países desenvolvidos 

(FAO, 2010), globalmente, o consumo de peixe duplicou desde o início de 1970 (Delgado et 

al., 2003). Este perfil de crescimento verificou-se em diferentes grupos de recursos 

pesqueiros, incluindo os cefalópodes. Entre 1950 e 1970, as capturas de cefalópodes 

aumentaram de 20 milhões de toneladas para 70 milhões de toneladas (Amaratunga, 1983). 

Atualmente, as espécies de cefalópodes representam, em todo o mundo, uma importante fonte 

de recursos marinhos utilizados para o consumo humano contribuindo para, 

aproximadamente, 4% das capturas a nível mundial registado em 2010 (FAO, 2012). Alguns 

aspetos da biologia e da fisiologia dos cefalópodes, juntamente com o facto de possuírem 

elevado valor comercial em diversos mercados, principalmente na Ásia e na bacia do 

Mediterrâneo, torna-os bons candidatos para a sua exploração em aquacultura (Kunisaki, 

2000; Ruíz-Capillas et al., 2002). Globalmente, a produção pesqueira encontra-se estável nas 

90 milhões de toneladas, tendo atingido o seu potencial máximo. Com o atual aumento da 

população humana, a produção em aquacultura possui o potencial de realizar uma 

contribuição significativa de forma a manter o consumo da crescente população, embora que 

para tal tenha de conseguir atingir as 80 milhões de toneladas em 2050 (FAO, 2012). 

O interesse sobre o cultivo dos cefalópodes tem aumentado durante as últimas décadas 

(Lee et al., 1998), com base na identificação de algumas espécies potenciais para a 

aquacultura comercial (Boucaud-Camou, 1990; Hanlon et al., 1991; Lee et al., 1998). O 

choco, Sepia officinalis Linnaeus, 1758, é uma espécie necto-bentónica que ocorre 

predominantemente em fundos arenosos e lodosos desde a linha de costa (2-3 metros de 

profundidade) até aproximadamente 200 metros de profundidade, com maior abundância nos 

primeiros 100 metros. A vida em águas costeiras expõe esta espécie a condições hidrológicas 

variáveis, sendo desta forma S. officinalis relativamente tolerante a variações na salinidade 

(Guerra, 2006). Na sua área de distribuição (Atlântico Este e Mar Mediterrâneo) constitui um 

importante recurso comercial, compreendendo as capturas mundiais valores entre as 14000 e 

as 26000 toneladas entre 2008 e 2011 (FAO). O choco é geralmente comercializado fresco ou 

congelado e é um alimento bastante apreciado em países como o Japão, República da Coreia, 

Itália e Espanha (FAO). Em Portugal, os indivíduos de menor dimensão são considerados 

uma iguaria e têm maior valor comercial (Sykes et al., 2006a). 
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Segundo alguns autores, o choco apresenta um conjunto de características biológicas 

que o tornam altamente adequado para a cultura intensiva em larga escala, sendo uma das 

espécies de cefalópodes mais facilmente cultivada em laboratório desde o final da década de 

60 do século passado (Richard, 1971; Pascual, 1978; Boletzky e Hanlon, 1983; Forsythe et 

al., 1994; Lee et al., 1998; Domingues et al., 2001a, 2001b). Entre essas características, 

encontra-se a elevada capacidade de adaptabilidade à vida em cativeiro, a produção de ovos 

relativamente grandes, a elevada taxa de sobrevivência dos recém-nascidos, o comportamento 

sedentário, a tolerância a elevadas densidades de cultivo, com reduzida taxa de canibalismo, a 

aceitação de alimento morto e fácil reprodução em cativeiro durante várias gerações (Forsythe 

et al., 1994; Sykes et al., 2006a).  

Contudo, após a produção de algumas gerações sucessivas em condições controladas, 

verifica-se um colapso na reprodução de S. officinalis, em que apenas algumas fêmeas 

efetuam posturas e os embriões resultantes não eclodem, sendo necessária a obtenção de 

novos reprodutores selvagens. Esta problemática foi inicialmente reportada por Forsythe et al. 

(1994), que comprovaram o colapso da reprodução ao fim de sete gerações produzidas em 

condições controladas. Este colapso traduziu-se na incapacidade da realização de todo o 

comportamento associado à reprodução, quer pelos machos, quer pelas fêmeas. Estes autores 

referem, igualmente, que a taxa de fertilidade sofreu uma tendência negativa ao longo das 

gerações sucessivas. Todavia, consideram que a possível causa da falha da 7ª geração se deve 

a um problema de natureza zootécnica, atribuindo pouco valor à consanguinidade como 

possível causa do colapso na reprodução. Mais recentemente, Sykes et al. (2006b) 

observaram, ao fim de seis gerações sucessivas em condições controladas a obtenção de ovos 

não viáveis, comprovando os resultados obtidos por Forsythe et al. (1994). Sykes et al. 

(2006b) consideram a consanguinidade como causa determinante para a produção de ovos não 

viáveis, embora a composição da dieta possa também ter influência na percentagem de ovos 

não viáveis e nos valores de mortalidade superiores observados na geração terminal.  

A consanguinidade é geralmente reconhecida pelos efeitos negativos que provoca no 

desempenho reprodutivo, e atua primeiramente no aumento de homozigóticos nas populações 

através da diminuição de diversidade genética (Eldik et al., 2006). Este aumento de 

homozigóticos muitas vezes origina reduzida viabilidade e fecundidade (“inbreeding 

depression”) (Ralls e Ballou, 1983). Este efeito está descrito em inúmeras espécies, 

nomeadamente, no peixe-zebra (Danio rerio) (Mrakovcic e Haley, 1979), na truta arco-íris 

(Salmo gairdneri) (Gjerde et al.,1983), e no guppy (Poecilia reticulata) (Nakadate et al., 

2003). Adicionalmente, a perda de diversidade genética acarreta outras consequências 
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deletérias, nomeadamente na resistência a doenças, no crescimento, na sobrevivência, e no 

risco de extinção (Gjerde et al., 1983; Reed et al., 2002; Spielman et al., 2004). 

O desenvolvimento de marcadores moleculares baseados no ADN provocou um 

impacto revolucionário nos estudos de genética, o que permitiu o rápido progresso em 

diversas áreas científicas, incluindo a aquacultura. Da elevada diversidade de marcadores 

moleculares são constituintes: aloenzimas, ADN mitocondrial, RFLP, RAPD, AFLP, SNP, 

EST e microssatélites. (Liu e Cordes, 2004).  

Os microssatélites consistem em várias cópias de sequências simples repetidas (SSRs) 

dispostas em tandem que variam em dimensão entre 1 a 6 pares de bases (Tautz, 1989). Os 

microssatélites constituem uma ferramenta robusta de análise da variabilidade genética e da 

contribuição parental, uma vez que estes são marcadores codominantes, hipervariáveis e uni-

locus facilmente analisáveis (Avise, 2004; Pemberton, 2009). Adicionalmente, são herdados 

de forma Mendeliana, ocorrem de forma uniforme e abundante no genoma, são loci de 

tamanho reduzido e com elevado polimorfismo (Liu e Cordes, 2004). A sua natureza 

altamente variável torna estes marcadores particularmente adequados para estudos de relações 

de parentesco e de análise de paternidade (O`Connell e Wright, 1997). 

Para determinar se uma população é saudável geneticamente, torna-se necessário 

averiguar a sua variabilidade genética (Frankham et al.,2004). Para o choco esta encontra-se 

documentada em diversas populações selvagens. Segundo Pérez-Losada et al. (2002), para 

amostras com origem no Atlântico Nordeste e na costa Mediterrânea da Península Ibérica, os 

autores relataram encontrar-se perante elevada variabilidade genética, recorrendo ao uso de 

sete microssatélites descritos por Shaw e Pérez-Losada (2000). Nesse mesmo estudo também 

foi detetada elevada estruturação subpopulacional. Wolfram et al. (2006), através da 

utilização dos mesmos sete microssatélites, averiguou a variabilidade genética entre 

populações do Golfo da Biscaia, Canal da Mancha, Mar do Norte, e sul de Portugal (Faro). 

Com exceção da última, todas as populações mostraram diminuta diferenciação genética. No 

âmbito do cultivo do choco, não existe atualmente nenhum trabalho que tenha incidido sobre 

o estado genético das populações cativas, daí a importância do presente trabalho.  

Nos estudos de contribuição parental é necessário compreender se esta se realiza de 

um modo aleatório ou se existe a tendência de apenas um determinado conjunto de machos 

contribuírem para a descendência (Chesser e Baker, 1996). Avanços recentes na análise 

genética demonstraram que a paternidade múltipla é frequente em invertebrados e em 

vertebrados (Ireland et al., 2003), e que a frequência é importante em situações relacionadas 

com a aptidão dos machos e das fêmeas em estratégias de acasalamento alternativas (Zane et 
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al., 1999). Para S. officinalis existem estudos como o de Boal (1997) que aborda a escolha de 

machos por parte das fêmeas, e o de Hanlon et al. (1999) que incide sobre a importância da 

competição espermática nesta espécie. Segundo Chesser e Baker (1996) a frequência de 

paternidade múltipla é também potencialmente importante e com impacto na heterozigotia das 

diferentes gerações. A bibliografia sobre a utilização de microssatélites para a aferição da 

paternidade é abundante para diferentes espécies de peixes como Gambusia holbrooki (Zane 

et al., 1999), Solea senegalensis (Porta et al., 2006), Sparus aurata (Castro et al., 2007), Raja 

clavata (Chevolot et al., 2007), e outros vertebrados como a tartaruga verde Chelonia mydas 

(Ireland et al., 2003) e o pato-real Anas platyrhychos (Denk et al., 2004).  

Tendo em conta a importância da variabilidade genética, tanto para mais em 

populações com diminuto número de indivíduos, como são geralmente as populações 

produzidas em cativeiro, foi desenvolvido este estudo com o objetivo de perceber se ocorre 

um processo de diminuição de variabilidade genética nas gerações sucessivas de choco, que 

ponha em causa a saúde genética dos mananciais cultivados e a sua viabilidade. Com a análise 

da contribuição parental, deverá ser possível observar o processo de transferência de 

informação genética nas gerações cultivadas e, por conseguinte, verificar os efeitos da mesma 

sob a variabilidade genética. Assim, pretende-se, utilizando os microssatélites como 

marcadores moleculares, conhecer a variabilidade genética em gerações sucessivas de choco 

produzidas em condições controladas e determinar a contribuição parental em cada uma 

dessas gerações.  

Desta forma, os resultados deste trabalho podem contribuir para o desenvolvimento de um 

programa de seleção adequado e que vise manter a variabilidade genética em níveis aceitáveis 

nas gerações de choco produzidas em condições controladas. 
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2. Material e métodos 

2.1. Desenho experimental 

A informação utilizada no presente trabalho resultou da produção de três gerações 

sucessivas de S. officinalis, em condições controladas. O cultivo destes indivíduos foi 

efetuado no âmbito dos projetos em curso no grupo de investigação em Biologia Pesqueira e 

Hidroecologia do Centro de Ciências do Mar. O sistema de cultivo utilizado encontra-se 

descrito por Sykes et al. (2006b), consistindo num sistema aberto com fluxo de água de 12 

Lh
-1

, que assegurava excelente qualidade de água do ponto de vista físico, químico e 

bacteriológico. 

A primeira geração analisada neste estudo (F1) teve origem num conjunto de ovos 

recolhido na Ria Formosa, tendo esta sido cultivada desde Julho de 2010 até Janeiro de 2011. 

A segunda geração (F2), obtida a partir do cruzamento entre indivíduos da F1, foi produzida a 

partir de Setembro de 2010 até inícios de Junho de 2011, com as posturas de F1. A última 

geração considerada neste estudo (F3), resultante do cruzamento entre indivíduos da F2, foi 

obtida a partir de Maio de 2011 e cultivada até Março de 2012. O número de indivíduos 

utilizados em cada geração F1, F2 e F3, encontram-se na Tabela 2.1. 

 

Tabela 2.1 – Número de indivíduos das gerações F1, F2 e F3 em função dos sexos e com os 

respetivos rácios sexuais (nº total de machos/ nº total de fêmeas = proporção de machos para 1 fêmea). 

 

Machos Fêmeas 

Rácio Sexual 

(M:F) Indeterminados Total 

F1 42 25 1,68:1 6 73 

F2 46 22 2,1:1 3 71 

F3 12 14 0,85:1 25 51 

 

 Para a recolha de amostras foram realizadas amostragens periódicas após as posturas. 

Contudo, as amostras de alguns indivíduos foram recolhidas fora destes períodos, aquando da 

sua morte, antes e durante o período de reprodução. Adicionalmente, alguns indivíduos não 

puderam, de todo, ser amostrados, devido à morte ter ocorrido durante o período noturno o 

que tornava a recolha inviável no dia seguinte, pois nenhum material biológico restava, à 

exceção da siba. As amostras consistiam num fragmento (com cerca de 2,5x2,5 cm) recolhido 

da musculatura do manto ou dos tentáculos, sendo armazenadas em falcons de 15mL, com 

etanol a 80%, e mantidos a cerca de -20ºC. 
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2.2. Análise genética 

2.2.1. Extração de ADN 

Para a extracção do ADN foi utilizado o método de precipitação salina, adaptado do 

protocolo descrito por Miller et al. (1988). Para tal, adicionaram-se 300 L de solução tampão 

lise 1 (0,1 M de Tris-HCl a pH 8,0; 0,1 M de EDTA a pH 8,0) num microtubo com tampa de 

rosca de 1,5 mL. De seguida, juntaram-se, aproximadamente, 10 mg de tecido triturado 

seguido de 300 L de solução tampão lise 2 (0,1 M de Tris-HCl a pH 8,0; 0,1 M de EDTA a 

pH 8,0; 1% SDS). Cada tubo foi colocado no vortex durante 1 minuto, adicionando-se 32 L 

de solução de precipitação (NaCl a 6 M) e 40 L de proteinase k (20 mg/mL). Posteriormente, 

os tubos foram colocados a 55ºC, sob agitação contínua, durante pelo menos 12 horas, de 

modo a assegurar a digestão completa das proteínas. Após o período de digestão, e tendo o 

tubo atingido a temperatura ambiente, adicionaram-se 30 L de RNase (10 mg/mL), 

colocando em seguida a incubar a 37ºC, durante uma hora. Após o período de incubação, 

juntaram-se 160 L de solução de precipitação (NaCl a 6 M) e colocaram-se a -20ºC durante 

20 minutos, de forma a melhorar a precipitação das proteínas. Centrifugaram-se durante 3 

minutos a 13000 rpm, por duas vezes. Caso não ocorresse formação de depósito ou se o 

sobrenadante mantivesse alguma turbidez, voltava-se a centrifugar até 20 minutos, a 13000-

14000 rpm. Após a centrifugação, o sobrenadante foi retirado e colocado num novo 

microtubo. Seguidamente, adicionaram-se 160 L de isopropanol, invertia-se o tubo cerca de 

25 vezes e executava-se uma centrifugação de 10 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante foi 

retirado e descartado, colocando-se o microtubo com o sedimento a secar a 37ºC e eluía-se em 

aproximadamente 30 L de água bidestilada (Mili Q) autoclavada. De seguida mantinham-se 

a 4ºC durante 24 horas para posterior utilização. 

2.2.2. Quantificação de ADN  

De forma a verificar a qualidade e a integridade do ADN extraído, este foi analisado 

através da técnica de eletroforese em gel de agarose, a 0,8%, contendo 1 L de uma solução 

comercial GelRed™ a 10000x, que permitia a visualização das bandas do gel, quando 

submetido a luz ultravioleta (Sambrook e Russell, 2001). 

Adicionalmente, a amostra de ADN foi submetida a um processo de 

espectrofotometria, com o objetivo de determinar a quantidade de ADN e de contaminantes 

após o processo de extração. Para tal foi utilizado o espectrofotómetro ScanDrop
®
 (Analytik 

Jena) que quantificou o ADN de cadeia dupla de acordo com a lei de Lambert-Beer: 



13 

 

 

 

sendo C a concentração de ADN em ng/L, Abs a absorvância (neste caso 

correspondendo a 260nm, ou seja, ao pico de absorção de luz ultravioletas do ADN), e o 

coeficiente de extinção (que para o ADN de cadeia dupla é de 50 ng.cm/L) e b a altura da 

coluna criada pelo espectrofotómetro. 

Para determinar a pureza do ADN, o espectrofotómetro realizou também uma medição 

das absorvâncias a 280 nm, que corresponde ao valor máximo de absorção de luz ultravioleta 

de proteínas, e a 230 nm, que corresponde ao valor máximo de absorção de luz ultravioleta de 

contaminantes orgânicos (Glasel, 1995; Held, 2001).  

2.2.3. Amplificação por reações em cadeia da Polimerase (PCR) 

Inicialmente, este trabalho foi planeado de forma a ser realizado um único PCR para a 

amplificação simultânea dos 7 loci pretendidos e descritos por Shaw e Pérez-Losada (2000). 

Após análise dos oligonucleótidos (doravante designados oligos) no programa AutoDimer v1 

(Vallone e Butler, 2004) para avaliar as suas interações, foi necessário redesenhar os oligos 

Sof2, Sof3, Sof4 e Sof7, de forma a ser possível a realização de um PCR multiplex (Tabela 

2.2).  

 Desta forma, o PCR multiplex foi otimizado para todos os parâmetros necessários e 

revelou-se funcional. Infelizmente, devido a uma contaminação da taq-polimerase utilizada, 

foi necessário adquirir nova enzima, sendo esta diferente da anterior, o que inviabilizou o 

protocolo de PCR multiplex otimizado anteriormente. Todavia, devido ao tempo e 

investimento necessários para otimizar de novo este procedimento foi adotada uma estratégia 

alternativa, que consistiu na otimização de um PCR multiplex com quatro oligos (Sof1, Sof2b, 

Sof5, Sof7b) e três PCR´s simplex para cada um dos oligos restantes (Sof3c, Sof4b, Sof6). Os 

oligos referidos anteriormente que foram modificados sofreram alterações na extremidade 5` 

ou nas extremidades 5´ e 3´ (Tabela 2.2). Para que os produtos de PCR fossem devidamente 

detetados pelo sequenciador automático, foi necessário marcar um dos oligos por locus com 

diferentes fluorocromos, tendo sido optado por marcar todos os oligos Reverse. 

 Cada reação de PCR foi realizada utilizando um volume final de 10 μL. Para a reação 

de PCR multiplex utilizaram-se 2 μL de tampão de reação (1x), 1 μL de dNTP´s a 2mM, 1 μL 

de MgCl2 a 25mM, 0,2 e 0,4 μL a 10μM dos oligos Reverse e Forward, respetivamente, 0,2  
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Tabela 2.2 – Caracteristicas do 7 loci polimórficos de S.officinalis utilizados neste estudo (adaptado de Shaw e Pérez-Losada, 2000). Locus, Oligo em que 

For: forward e Rev: reverse, motivo de repetição, número de alelos, temperatura de hibridação, quantidade de oligo (μL). 

* Oligos modificados de Shaw e Pérez-Losada (2000), na extremidade 5´. 

** Oligos modificados de Shaw e Pérez-Losada (2000), nas extremidades 5´ e 3´.  

Locus Oligo (5´-3´) Motivo 
Número 

de alelos 

Temperatura 

de hibridação 

Quantidade de 

Oligo (μL) 

Sof1 
For: CGCGGTTTGTCTACACCAG 

(ATT)17 16 60ºC 
0,4 

Rev:Vic AATCATTTCAGTATGTCGGAAG 0,2 

Sof2b 
For: AGTTATATCAGTTTTCCAAAGC* 

(AAT)16 11 60ºC 
0,4 

Rev:Vic ACGACATTAACAGTTTTCAGC** 0,2 

Sof3c 
For: AGTTATATCAGTTTTCCAAAGC** 

(AAT)15 23(16) 58ºC 
0,4 

Rev:Pet AGTCTATTGGAGTCTTTACC* 0,2 

Sof4b 
For: GTTTATAACTCTGAGATGAGG** 

(ATT)10…5…4 14 62ºC 
0,4 

Rev:Fam ACTATGTCATCTTCGTTG** 0,2 

Sof5 
For: TCTTGTTTCGACTGGGTATG (TTA)11TCA 

(TTA)11TCA(TTA)6 
18 60ºC 

0,4 

Rev:Ned CGGGCAATATGTGAACCTATC 0,2 

Sof6 
For: GGATTGTTGAGGTTTTCGTG 

(ATT)17 14 60ºC 
0,4 

Rev:Fam CAACTAGCCCAGAACGATTG 0,2 

Sof7b 
For: CACGACAAGCTAGATATGG 

(ATT)8 5 60ºC 
0,4 

Rev:Fam AGCGATTCAGAGTAATGAGC 0,2 
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μL de soro de albumina bovina, 0,2 μL da enzima Taq a 5u/μL (GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase, Promega), 1 μL de ADN extraído a 30 ng/μL e 2,2 μL H2O bidestilada (Mili Q) 

autoclavada. Para cada reação de PCR simplex utilizaram-se 2 μL de tampão de reação (1x), 1 

μL de dNTP´s a 2mM, 0,8 μL de MgCl2 a 25mM, 0,2 e 0,4 μL a 10μM dos primes Reverse e 

Forward, respetivamente, 0,2 μL de soro de albumina bovina, 0,2 μL da enzima Taq a 5u/μL 

(GoTaq® Flexi DNA Polymerase, Promega), 1 μL de ADN extraído a 30 ng/μL e 4,2 μL H2O 

bidestilada (Mili Q) autoclavada. 

 Os programas de reação de PCR multiplex e simplex otimizados iniciaram-se por uma 

primeira fase de desnaturação do ADN por aquecimento da amostra a 94ºC durante 5 minutos. 

Seguiu-se uma fase de três etapas cíclicas (35 ciclos) compostas por desnaturação a 94ºC 

durante 30 segundos, temperatura específica de hibridação dos oligos durante 30 segundos, 

síntese de nova cadeia a uma temperatura de 72ºC durante 45 segundos. Após a realização dos 

35 ciclos ocorreu uma etapa final de extensão a 72ºC durante 10 minutos (Figura 2.1). Estes 

foram realizados num termociclador Prime Elite (Tecne®). 

 

Figura 2.1 – Representação esquemática da reação em cadeia da polimerase (PCR) usada, em que TºC 

corresponde à temperatura específica de hibridação otimizada dos oligos. 

2.2.4. Genotipagem 

 Para a determinação do tamanho dos alelos, adicionou-se, a 1 μL de cada produto de 

PCR, 8 μL de solução de migração da amostra, composta por 7,7 μL de Hi-Di Formamida e 

0,3 μL de marcador molecular GeneScan 
TM 

500Liz
®
. Seguidamente as amostras foram 

desnaturadas a 95ºC durante 5 minutos e mantidas a 4ºC durante 10 minutos, efetuando-se, 

94ºC 94ºC 

   72ºC    72ºC 

   4ºC 

   TºC 

 
 Desnaturação                                                          Extensão  

 35 Ciclos 
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em seguida, eletroforese em sequenciador automático Genetic Analyzer 3130XL de 16 

capilares (Applied BioSystems, E.U.A). 

Os ficheiros com os resultados da genotipagem foram analisados com o auxílio do 

programa STRand 2.4.59 (Veterinay Genetics Lab), que permitiu visualizar e selecionar 

corretamente os alelos amplificados e genotipados. Para a efetiva aferição do número de 

alelos, suas posições e posterior exportação dos dados, foi utilizado o pacote MsatAllele 1.03 

(Alberto, 2009) implementado através do programa de computação estatística e gráfica R 

3.0.0. 

2.2.5. Erros de genotipagem, caracterização genética e análise de paternidades 

Os erros de genotipagem ocorrem quando o genótipo determinado após análise 

molecular não corresponde ao genótipo real do indivíduo em causa. Hipoteticamente, 

qualquer conjunto de dados genéticos contém erros de genotipagem, que podem alterar 

consideravelmente os resultados, principalmente em estudos baseados na identificação 

individual. Estes podem ter origem em qualquer fase do processo de genotipagem 

(amostragem, extração de ADN, análise molecular, análise dos dados), com diversas causas 

(humanas, artefactos técnicos) (Bonin et al., 2004). Quando são utilizados microssatélites, os 

erros de genotipagem podem surgir devido à diminuta quantidade e/ou qualidade do ADN, 

característica típica de estudos que recolhem amostras de tecido de forma não-invasiva, 

tornando a reação em cadeia da polimerase pouco confiável. Como consequência, um 

problema comum é a incapacidade estocástica de amplificar um alelo, dando origem a que 

heterozigotas, aparentemente, só possuam um alelo, designados por alelos nulos (Taberlet et 

al., 1996). 

Os erros de genotipagem representam uma importante causa na diminuição da 

potência dos testes de atribuição parental (Vandeputte et al., 2006), uma vez que a aquisição 

de genótipos errados contribui para distorcer a identificação individual (Paetkau, 2003), tal 

como a posterior análise parental (Miller et al., 2002). De forma a assegurar a diminuição 

deste efeito, foi estimada a probabilidade de erro de genotipagem, pela repetição da 

amplificação pela reação de PCR de 10 amostras para todos os loci, separadamente por 6 

vezes. Para tal, foi utilizado o programa GIMLET 1.3.3 (Valière, 2002) com o objetivo de 

estimar o tipo e a probabilidade dos diferentes erros de genotipagem e construir um genótipo 

consenso. Este genótipo consenso foi elaborado através do método de Threshold (valor 2), em 

que um alelo é aceite quando este figure, pelo menos, duas vezes nos replicados e se 
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ocorrerem mais que dois alelos diferentes mantidos, o genótipo é considerado ausente dos 

dados (Valière, 2002). 

 Para a caracterização genética, foi utilizado o programa GENETIX 4.05 (Belkhir et 

al., 2004) tendo sido calculadas as frequências alélicas, a heterozigotia observada (Ho), a 

heterozigotia esperada (He) e o coeficiente de endogamia (Fis) por locus, calculado segundo 

Weir e Cockerham (1984). Com o programa CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007), 

calcularam-se o conteúdo de informação polimórfica (PIC), baseada nas frequências alélicas 

observadas (Botstein et al., 1980; Hearne et al., 1992), avaliou-se a existência de equilíbrio de 

Hardy-Weinberg, através do teste do chi-quadrado (χ
2
), com a correção de Yates e respetiva 

significância com a correção de Bonferroni (Nei, 1987), e a determinação dos progenitores 

mais prováveis para cada indivíduo da descendência.  

Para a atribuição de paternidades, recorreu-se à utilização do método de exclusão, no 

qual o genótipo dos progenitores é comparado com o da descendência, sendo excluídos os 

indivíduos que não apresentam semelhanças. Todavia, nem sempre é possível determinar 

apenas um par de progenitores, uma vez que inúmeros candidatos podem não ser excluídos. O 

programa utilizado calcula a probabilidade do rácio de verosimilhança (likelihood ou LOD 

ratio), permitindo distinguir estatisticamente os candidatos não excluídos, calculando a razão 

entre a probabilidade do par candidato ser o verdadeiro e a probabilidade desse par não ser o 

verdadeiro. A obtenção de um LOD positivo indica que a probabilidade do par candidato ser o 

verdadeiro é maior que a de um par candidato escolhido ao acaso. Porém, um LOD negativo 

significa que a probabilidade do par em causa ser o verdadeiro candidato é menor que a de um 

par escolhido ao acaso, sendo a confiança estatística deste teste determinada pelo valor de 

delta (diferença entre LOD do par com maior probabilidade e o LOD do segundo par mais 

provável) (Kalinowski et al., 2007). 

Nas duas simulações da análise de paternidade realizadas, foram consideradas as 

frequências alélicas de todos os possíveis progenitores amostrados (F1: 25 fêmeas e 42 

machos; F2: 22 fêmeas e 46 machos), considerando uma amostragem de 100% e 10000 

descendentes. A proporção de erro utilizado foi de 0,088, calculado a partir da média das 

taxas de erro obtidas com o programa GIMLET, e considerando que cada amostra continha no 

mínimo 4 dos 7 loci genotipados. A escolha destes critérios foi realizada em função das 

considerações feitas por Marshall et al. (1998). 
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 3. Resultados 

 3.1. Extração de ADN 

 Como é possível verificar na Figura 3.1, o processo de extração de ADN não exibiu 

uma taxa de eficiência estável. Algumas amostras apresentaram uma banda bem marcada, 

definida e forte (F, L, M, N,O), enquanto outras possuíam uma banda mal definida e muito 

ténue (B, C, D, E, I, J, K). Também é possível observar a presença de amostras que 

demonstraram um perfil de degradação do ADN (A, H). Por análise dos valores de 

concentração de ADN por espectrofotometria, o valor médio de ADN extraído por amostra 

correspondeu a 60 ng/L, variando, aproximadamente entre 10 ng/L e 500 ng/L. 

 

 
Figura 3.1 – Separação por eletroforese em gel de agarose de ADN genómico do choco. No poço do 

lado direito foi colocado o marcador molecular (Ladder) de 50bp. 

 

 3.2. Caracterização genética e erros de genotipagem 

Desde a geração F1 até à geração F3, as frequências alélicas sofreram alterações 

visíveis (Figura 3.2), apresentando o número de alelos em grande parte dos loci analisados 

uma tendência decrescente. Os loci Sof2b, Sof3c, Sof6 e Sof7b apresentaram uma diminuição 

do número de alelos ao longo das três gerações: de 9 para 7, de 9 para 8, de 14 para 7, e de 8 

para 5, respetivamente (Figura 3.2, Figura 3.3). Todavia, foi possível verificar na Figura 

3.2, a presença de alguns alelos para estes loci nas gerações seguintes, mas que não se 

encontraram representadas na F1, nomeadamente, o alelo 160 no locus Sof2b, os alelos 176 e 

185 no locus Sof3c, e o alelo 225 no locus Sof6. 

A       B       C       D       E       F     G        H      I        J        K       L      M      N      O    Ladder  



19 

 

 

Alelos 

 

Figura 3.2 – Frequências alélicas de cada loci nas três gerações analisadas. F1: , F2: , F3: . 
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Figura 3.3 – Representação do número de alelos por locus por geração. Total de alelos: F1=66; 

F2=63; F3=52. 

 

Os loci Sof1 e Sof4b manifestaram essa mesma diminuição do número, se 

observarmos apenas estes valores entre a F1 e F3. Contudo, na geração F2, surgiram alelos 

que se encontravam ausentes da análise da geração anterior (F1). Para o locus Sof1 verificou-

se a ausência dos alelos 228 e 241, e para o locus Sof4, a ausência dos alelos 120,140,155,e 

160 (Figura 3.2). 

O número de alelos no locus Sof5 aumentou da geração F1 até à geração F3. Na 1ª 

geração (F1) encontrou-se ausentes os alelos 113, 118, 130, 132 e 178; na F2 os alelos 113, 

130, 132, e 141. Na geração F3 apenas se encontrou ausente o alelo 118 (Figura 3.2). 

Por estimativa dos erros de genotipagem, evidencia-se a presença de alelos nulos em 

proporções relativamente elevadas (8 a 13%) nos loci Sof1, Sof5 e Sof7b. Quanto aos alelos 

falsos, a estimativa não permitiu revelar a sua presença (Tabela 3.1). 

 

Tabela 3.1 – Análise dos erros detetados para cada um dos sete loci utilizados; HF = Homozigóticos 

falsos ou alelos nulos; FA = Falsos Alelos. 

Locus         HF FA 

Sof1 0,083 0 

Sof2b 0 0 

Sof3c 0 0 

Sof4b 0 0 

Sof5 0,094 0 

Sof6 0 0 

Sof7b 0,133 0 
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As gerações F1, F2 e F3 apresentaram um total de 66, 63 e 52 alelos, respetivamente 

(Figura 3.3). A diversidade de alelos por geração diminuiu da geração F1 até à geração F3 

(Tabela 3.2) com 9,3 alelos por locus na F1 até 7,4 alelos por locus na F3. Ao analisar os 

valores médios de Ho e He, por geração (Tabela 3.2), verifica-se que esta diminuiu, desde 

0,7507 (F1) até 0,7134 (F3). Contudo, ao analisar os valores de Ho, verificou-se que estes se 

encontram numericamente afastados de He, e apresentaram uma distância mais marcada entre 

si, aumentando de geração para geração (0,4346 na F1 até 0,614 na F3).  

 

Tabela 3.2 – Valores médios, por geração, do número de alelos por locus (A), da heterozigotia 

esperada (He), da heterozigotia observada (Ho), e do conteúdo de informação polimórfica (PIC). 

  A He Ho PIC 

F1 9,286 0,751 0,435 0,717 

F2 9,000 0,746 0,520 0,712 

F3 7,429 0,713 0,614 0,667 

 

Na geração F1, os valores de heterozigotia observados (Ho) variaram entre 0,333 e 

0,617, e os de heterozigotia esperados (He) entre 0,617 e 0,8255 (Tabela 3.3). A geração 

seguinte (F2), apresentou valores de Ho entre 0,339 e 0,75, e 0,6713 e 0,84, He (Tabela 3.3). 

Por último, a geração F3, apresentou valores de Ho entre 0,375 e 0,8431, e de He entre 0,5955 

e 0,8321 (Tabela 3.3).  

Os valores calculados para o coeficiente de endogamia (Fis) estão indicados na Tabela 

3.3. Para os loci Sof1, Sof2b, Sof3c e Sof5 verificou-se a diminuição desde a geração F1, 

passando pela geração F2, até à geração F3, com valores entre 0,557 e 0,263; 0,521 e 0,099; e 

0,497 e -0,098, respetivamente. Este parâmetro, por sua vez, aumentou no caso do locus 

Sof4b da 1ª até à 3ª geração. Para os loci Sof6 e Sof7b, os valores de Fis aumentaram da F1 

para a F2 e diminuíram da F2 para a F3 (Tabela 3.3). 

Para todos os loci, os valores de conteúdo de informação polimórfica (PIC) situaram-

se entre 0,575 e 0,809 (F1), 0,607 e 0,821 (F2), e 0,519 e 0,8111 (F3) (Tabela 3.3), com 

valores médios por geração de 0,717, 0,712, e 0,667, respetivamente (Tabela 3.2). 

A realização do teste do chi-quadrado na geração F1 mostrou-se significativo para os 

loci Sof1, Sof2b, Sof5, Sof6, e Sof7b, rejeitando assim a hipótese destes encontrarem-se em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg. Na geração F2, o mesmo teste detetou diferenças 

significativas para os loci Sof2b, Sof6, e Sof7b. Não foram detetadas diferenças significativas 

para os loci Sof4b e Sof5. Apesar de o valor de p para o locus Sof5 (p=0,016) ter sido inferior 

ao maior α considerado (α= 0,05), e desta forma significativo, após a correção de Bonferroni 
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as diferenças não foram significativas. Nesta mesma geração F2, o programa utilizado não 

efetuou o teste do chi-quadrado para os loci Sof1 e Sof3c por considerar os dados 

insuficientes. Para a última geração, o programa também não realizou a estatística de teste 

para os loci Sof3c e pela mesma razão referida anteriormente. O locus Sof6 mostrou-se 

significativo antes da correção de Bonferroni, mas após a mesma, juntamente com os loci 

Sof1 Sof2b, Sof5, Sof7b, as diferenças não foram significativas. 

 

Tabela 3.3 – Representação do número de alelos (K), heterozigotia observada (Ho), heterozigotia 

esperada (He), coeficiente de endogamia (Fis), conteúdo de informação polimórfica (PIC), teste do 

chi-quadrado (χ
2
), valor de p (Valor-p), e significância para desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg 

(HW),
 
para cada geração e loci. *= significativo para α de 0,05; **= significativo para α de 0,01; ***= 

significativo para α de 0,001; NS= não significativo, NR= não realizado por dados insuficientes. 

  K Ho He Fis PIC χ
2
 Valor-p HW 

F1 
        

Sof1 9 0,464 0,775 0,409 0,745 31,242 0,000 *** 

Sof2b 9 0,333 0,761 0,567 0,724 22,192 0,000 *** 

Sof3c 9 0,492 0,825 0,410 0,805 2,875 0,090 NS 

Sof4b 7 0,444 0,693 0,368 0,645 1,265 0,261 NS 

Sof5 9 0,338 0,756 0,557 0,718 50,630 0,000 *** 

Sof6 14 0,617 0,826 0,263 0,809 11,819 0,001 ** 

Sof7b 8 0,353 0,617 0,434 0,575 19,531 0,000 *** 

F2                 

Sof1 11 0,75 0,825 0,099 0,803 NR NR NR 

Sof2b 8 0,529 0,737 0,288 0,696 12,548 0,006 * 

Sof3c 9 0,672 0,840 0,208 0,821 NR NR NR 

Sof4b 9 0,426 0,679 0,382 0,638 2,126 0,145 NS 

Sof5 10 0,549 0,772 0,295 0,749 5,794 0,016 NS 

Sof6 10 0,339 0,698 0,521 0,67 17,167 0,000 *** 

Sof7b 6 0,377 0,671 0,445 0,607 17,093 0,000 *** 

F3                 

Sof1 7 0,590 0,636 0,086 0,577 0,417 0,519 NS 

Sof2b 7 0,714 0,756 0,066 0,716 0,228 0,633 NS 

Sof3c 8 0,814 0,832 0,034 0,811 NR NR NR 

Sof4b 5 0,375 0,711 0,497 0,658 NR NR NR 

Sof5 13 0,843 0,761 -0,098 0,726 0,543 0,461 NS 

Sof6 7 0,486 0,702 0,321 0,659 3,910 0,048 NS 

Sof7b 5 0,476 0,596 0,212 0,519 1,166 0,280 NS 
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 3.3. Análise de paternidades 

 3.3.1. F1 para F2 

 Na simulação de paternidade, o programa previu a atribuição de paternidade a 33% da 

descendência com 95% de confiança, e a 64% da descendência com 80% de confiança. 

Todavia, os valores efetivos de atribuição de paternidades não corresponderam aos 

verificados através da simulação, com a atribuição de paternidade a 3% da descendência com 

95% de confiança e a 25% com 80% de confiança (Tabela 3.4). 

 

Tabela 3.4 – Representação da atribuição de paternidade (F1 para F2) esperada e observada em 

função de diferentes níveis de confiança 

Nível 

Confiança 

(%) 

Delta 

Critico Atribuições Taxa de Atribuições 

   

Observado Esperado Observado Esperado 

Strict 95 2,66 2 23 3% 33% 

Relaxed 80 0,99 17 44 25% 64% 

Unassigned  

  

52 25 75% 36% 

Total    

  

69 69 100% 100% 

 

A análise da contribuição de cada progenitor do sexo feminino de forma isolada 

demonstrou que das 25 fêmeas da geração F1, 23 (92%) contribuíram para a geração F2, 

ocorrendo apenas 2 (8%) fêmeas que não contribuíram para a geração seguinte (Figura 3.4 

A). Por sua vez, a contribuição de cada progenitor do sexo masculino isoladamente 

demonstrou que dos 42 machos da 1ª geração, 27 (64%) contribuíram para a geração seguinte 

e 15 (36%) não deixaram descendência (Figura 3.4 B).  

 

 
Figura 3.4 – Contribuição das fêmeas e dos machos F1 para a geração seguinte (F2).  

92% 

8% 

Fêmeas com descendência
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Machos sem descendência A)                                                                           B) 



24 

 

 

A observação do Figura 3.5, com a contribuição em percentagem de todas as fêmeas 

da F1, permitiu verificar a ocorrência de uma fêmea que contribuiu relativamente mais que as 

restantes. A fêmea 4 contribuiu 15,7% para a descendência da F1. É possível constatar a 

presença de outras fêmeas que contribuíram bastante menos, em comparação com a referida 

anteriormente. Seis fêmeas contribuíram para a descendência, cada uma, com 1,4%; sete com 

2,9%; duas com 4,3%; quatro com 5,7%; uma com 7,1% e duas com 8,6%. 

 

 
Figura 3.5 – Contribuição percentual de cada fêmea para a descendência da geração F1.  

 

 Quanto à contribuição para a descendência por parte dos indivíduos do sexo masculino 

da 1ª geração, verificou-se que os valores variaram entre 10,3% e 1,5% (Figura 3.6). Um 

macho apenas (individuo 55) contribuiu para a descendência com um total de 10,3% para a 

F2. Os restantes contribuíram individualmente 7,4% (dois machos), 5,9% (dois machos), 4,4 

(oito machos), 2,9% (cinco machos) e 1,5% (nove machos).  

Através do gráfico de cruzamento dos machos com as fêmeas da geração F1 (Figura 

3.7), observou-se a ocorrência de um conjunto de machos que apenas se cruzaram com uma 

fêmea (machos 20, 22, 27, 32, 36, 44, 45, 78), embora essas fêmeas se tenham cruzado com 

outros machos. 

 No conjunto de machos que se cruzaram com mais do que uma fêmea observou-se que 

cada macho individualmente contribuiu para a descendência de cada fêmea geralmente nas 

mesmas proporções, com a exceção dos machos 5, 26, 30, 33 e 55. 
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Figura 3.6 – Contribuição percentual de cada macho para a descendência da geração F1.  

 

  

 

 
Figura 3.7 – Representação dos cruzamentos de cada macho com as fêmeas na geração F2 nas 

respetivas proporções numéricas. M: macho, f: fêmea. 

 3.3.2. F2 para F3 

Na segunda simulação de paternidade referente à descendência da F2, previu-se a 

atribuição de paternidade a 31% e 66% da descendência com 95% e 80% de confiança 

respetivamente. Contudo, os valores obtidos da atribuição de paternidade situaram-se nos 4% 

para um nível de confiança de 95% e 34% para um nível de confiança de 80% (Tabela 3.5). 
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Tabela 3.5 – Representação da atribuição de paternidade (F2 para F3) esperada e observada em 

função de diferentes níveis de confiança. 

Nível 

Confiança 

(%) 

Delta 

Critico Atribuições Taxa de Atribuições 

   

Observado Esperado Observado Esperado 

Strict 95 2,9 2 16 4% 31% 

Relaxed 80 0,97 17 33 34% 66% 

Unassigned  

  

33 17 66% 34% 

Total    

  

50 50 100% 100% 

 

A análise da contribuição de cada progenitor do sexo feminino isoladamente mostrou 

que das 22 fêmeas da F2, 19 (86%) contribuíram para a F3, e 3 (14%) não deixaram 

descendência (Figura 3.8 A). 

 A análise dos machos da F2 revelou, por sua vez, que em 46 indivíduos, apenas 22 

(48%) contribuíram para a geração F3 e 24 (52%) não deixaram descendência (Figura 3.8 B). 

 

 

Figura 3.8 – Contribuição das fêmeas e dos machos F2 para a geração seguinte (F3). 

 

Por observação do Figura 3.9, onde se encontrou representado a percentagem de 

contribuição das fêmeas da F2 para a geração F3, é claramente visível a presença da fêmea 2 

que contribuiu com cerca de 22% para a geração seguinte. Com os segundos valores mais 

elevados encontraram-se as fêmeas 17 e 25 com 10% de contribuição (individualmente), 

seguidos de 8% para a fêmea 46 e 53. Abaixo destes valores a fêmea 4 contribuiu com 6% 

para a F3, e individualmente, cinco fêmeas contribuíram com 4% e outras oito com 2%. 
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Figura 3.9 – Contribuição percentual de cada fêmea para a descendência da geração F2.  

 

A contribuição para a F3 por parte dos machos da F2 demonstrou, mais uma vez, a 

presença de um macho (individuo 52) com maior percentagem de contribuição: 14%. Com 

valores inferiores verificaram-se, individualmente, os machos 31, 60 e 64, com 8%, seguidos 

dos indivíduos 20, 44, 65 e 73, com uma contribuição de 6%. Com valores de 4% e 2%, 

encontraram-se cinco e nove machos, respetivamente (Figura 3.10). 

 

 
Figura 3.10 – Contribuição percentual de cada macho para a descendência da geração F2. 

 

Na geração F2 ocorreram alguns machos que apenas se cruzaram com uma fêmea, 
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indivíduos 57, 63, 66 e 77 cruzaram-se, cada um, com uma fêmea diferente que apenas gerou 

descendência de cada um destes machos, ou seja, dando origem a casais no caso destes quatro 

machos. As fêmeas que se cruzaram com os machos 57, 63, 66 e 77 são, respetivamente, a 40, 

39, 33 e 32. Os restantes machos 49, 51, 55, 56 e 71, cruzaram-se com fêmeas que também 

geraram descendência de outros machos (Figura 3.11). 

 No conjunto de machos que se cruzaram com mais do que uma fêmea, verificou-se 

que todos se cruzam individualmente com proporções semelhantes, com exceção dos machos 

52 e 60. O macho 52 gerou descendência de duas fêmeas, a 2 e a 17, numa proporção de cinco 

para dois, respetivamente. Por sua vez, o macho 60 cruzou-se com três fêmeas, a 4, a 16 e a 

25, numa proporção de um para dois para um, respetivamente (Figura 3.11). 

 

Figura 3.11 – Representação dos cruzamentos de cada macho com as fêmeas na geração F2 nas 

respetivas proporções numéricas. M: macho, f: fêmea. 

 

 

 

  

f2 f2 f2 f2 f2 f2 

f2 

f4 f4 f4 f10 

f11 

f13 

f16 

f17 

f17 f17 

f17 f19 f19 f25 f25 

f25 

f25 f25 

f29 

f29 

f32 f33 f39 f40 f41 f41 

f42 

f42 f43 

f46 

f46 

f46 

f46 

f53 

f53 

f53 

f53 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

M 5 M

20

M

27

M

31

M

44

M

49

M

51

M

52

M

55

M

56

M

57

M

60

M

62

M

63

M

64

M

65

M

66

M

67

M

71

M

73

M

74

M

77

N
ú

m
er

o
 d

e 
d

es
ce

n
d

en
te

s 



29 

 

4. Discussão 

Este estudo constitui a primeira abordagem utilizando microssatélites como 

marcadores moleculares para a conhecer a variabilidade genética e o contributo parental em 

gerações sucessivas de choco produzidas em condições controladas. Na sequência do 

isolamento de microssatélites para o choco por Shaw e Pérez-Losada (2000), foram 

posteriormente desenvolvidos alguns estudos que permitiram conhecer as características 

genéticas de populações selvagens. Pérez-Losada et al. (2002) avaliaram a variabilidade 

genética e a estrutura populacional de diversas populações de choco ao longo da Península 

Ibérica, tanto na costa Atlântica como no Mar Mediterrâneo, caracterizando a variabilidade 

genética como elevada (He média = 0,725). No entanto, com a utilização dos mesmos 

microssatélites, a diversidade genética foi também verificada e comparada entre populações 

geograficamente mais afastadas desde do sul de Portugal até ao Canal da Mancha (Wolfram et 

al., 2006). Posteriormente, verificou-se a presença de evidências de declínio da diversidade 

genética em algumas amostras de populações Atlânticas e Mediterrâneas (Pérez-Losada et al., 

2007), cujos autores relacionaram com a possível sobre-exploração da espécie. 

Os trabalhos anteriormente referidos constituíram os alicerces necessários para o 

desenvolvimento do presente trabalho, uma vez que disponibilizaram as ferramentas 

moleculares necessárias à sua realização (Shaw e Pérez-Losada, 2000), nomeadamente o 

desenvolvimento de microssatélites para o choco, bem como a determinação dos indicadores 

de variabilidade genética das populações selvagens (Pérez-Losada et al., 2002; Wolfram et 

al., 2006; Pérez-Losada et al., 2007). Estes são indicadores essenciais para estabelecer uma 

base de referência e comparativa para o estudo desenvolvido com exemplares produzidos em 

condições controladas. 

4.1. Extração de ADN 

A presença de ADN de diminuta qualidade e/ou quantidade, podem tornar ineficazes 

os processos pelos quais o mesmo pode ser amplificado, designadamente por PCR. Assim, 

para a utilização de marcadores moleculares, a existência de ADN de elevada qualidade 

constitui uma base fundamental (Aljanabi e Martinez, 1997; Hoffman e Amos, 2005). 

Durante as extrações de ADN efetuadas ao longo deste estudo, verificou-se que a técnica de 

extração salina utilizada não apresentou sempre a mesma eficácia. Aljanabi e Martinez (1997) 

provaram a utilidade da extração salina na obtenção de ADN de elevada qualidade para 

posterior amplificação por PCR. Todavia, o tecido utilizado pelos autores era fresco, ao 

contrário do tecido utilizado para a obtenção de ADN neste estudo, que se encontrou 
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conservado em etanol a 80%. No presente estudo, o ADN demonstrou a presença de proteínas 

e outros contaminantes, quando analisado em gel de agarose e, posteriormente, por 

espetrofotometria. A estrutura corporal dos cefalópodes é principalmente muscular, sendo o 

principal constituinte as proteínas (Kreuzer, 1984). No caso particular do choco, a 

musculatura do manto constitui 30% do total do peso corporal (Wells, 1990) e o seu 

metabolismo energético é semelhante ao de Octopus vulgaris, ambos baseados em proteínas 

(Tait, 1986). Tendo em conta o modelo animal utilizado neste estudo (S. officinalis) e as 

características referidas, talvez outro método de extração de ADN com rendimento superior 

deva ser ponderado. Em outros estudos com cefalópodes, alguns são os exemplos da 

utilização de outras técnicas de extração que obtiveram bons resultados. Murphy et al. (2002) 

utilizou com sucesso o método de extração de ADN com fenol-clorofórmio em amostras de 

O. vulgaris. Embora este método permita obter ADN com um grau de pureza elevado, este 

requer vários procedimentos laboratoriais que aumentam o risco de contaminação por 

transporte das amostras, sendo ainda necessários cuidados laboratoriais específicos devido à 

toxicidade dos solventes utilizados, em particular do fenol (Rivero et al., 2006). Também 

pode ser referido o método de Chelex, utilizado igualmente em estudos com O. vulgaris 

(Söller et al., 2000; Cabranes et al., 2008). Este é um método de extração de troca catiónica e 

permite obter ADN bastante puro (Jacobsen e Rasmussen, 1992). É considerado simples e 

rápido e não envolve solventes orgânicos tóxicos (Walsh et al., 1991). Por fim, a utilização de 

kits comerciais também constitui muitas vezes uma opção, uma vez que são métodos 

geralmente com maior sensibilidade e pureza. Contudo são financeiramente muito 

dispendiosos, em comparação com os métodos convencionais (Löffler et al., 1997), não se 

tornando financeiramente rentável quando se pretende analisar um número elevado de 

amostras. 

 Outro fator que pode ter influenciado a qualidade do ADN extraído refere-se ao 

método utilizado para conservar as amostras de tecido até ao processo de extração. A 

preservação de tecidos em etanol ou isopropanol para posterior extração de ADN constitui 

uma prática comum (Sibley e Ahlquist, 1981; Nietfeldt e Ballinger, 1989). Contudo, existem 

outros métodos disponíveis para a preservação de tecidos. Seutin et al. (1991) sugerem a 

utilização da solução salgada DMSO (dimetilsulfóxido) como substituto do etanol. Além 

deste, encontram-se descritos diferentes soluções tampão para a preservação de tecidos, 

nomeadamente o tampão lise de Queen (Seutin et al., 1991) e o tampão de Longmire 

(Longmire et al., 1997).  
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Kilpatrick (2002) avaliou a capacidade de preservação de tecidos com três métodos 

químicos na ausência de refrigeração ou de congelação, e verificou que a utilização de etanol 

a 95% apresenta uma eficácia moderada na preservação do ADN, dando origem a grandes 

quantidades de ADN de baixo peso molecular. Outros autores constataram também que 

tecidos preservados em etanol originaram fragmentos extremamente degradados de ADN 

(Houde e Braun, 1988; Seutin et al., 1991). Contudo, Kilpatrick (2002) considera que grande 

parte da degradação do ADN em tecidos armazenados em etanol ocorre durante o processo de 

extração em vez do processo de armazenamento. Por sua vez, a utilização da solução DMSO 

constitui um método de preservação tão eficaz como a criopreservação (Seutin et al.,1991). 

Este é um método extremamente eficiente na preservação do ADN em tecidos, à temperatura 

ambiente, em períodos iguais ou superiores a 2 anos, e PCR´s realizados com ADN extraído 

destas amostras apresentam um rendimento superior ao de amostras conservadas com etanol 

ou tampão de Longmire, que apresentam diminuto rendimento (Kilpatrick, 2002) 

 Apesar da solução DMSO apresentar um custo moderado e elevada eficácia na 

preservação do ADN, a sua disponibilidade em comparação com o etanol pode limitar a sua 

utilização. Além do mais, o DMSO deve ser utilizado com alguma precaução, uma vez que 

provoca irritações cutâneas e pode servir como agente transportador, para o interior do corpo 

humano, de compostos tóxicos encontrados em amostras ou na pele. Por sua vez, o etanol é 

um composto de fácil acesso e que não necessita de precaução especial para a sua utilização, 

sendo até mais barato que o DMSO e o tampão de Longmire (Kilpatrick, 2002). 

 Neste estudo, as amostras foram conservadas em etanol a 80%, o que por si, pode ter 

diminuído o efeito da preservação do etanol, quando comparado com a utilização de uma 

concentração de 95%, ou superior. Todavia, as amostras foram mantidas no congelador a -

20ºC, condição que contribuiu para a conservação das amostras. No entanto, após as 

amostragens realizadas, o etanol não foi mudado, o que certamente contribuiu para a 

diminuição do rendimento da preservação, sendo a qualidade da preservação com etanol 

melhorada quando ocorre a renovação do mesmo após 2 ou 3 dias do armazenamento inicial 

(Kilpatrick, 2002). 

4.2. Consanguinidade em gerações sucessivas  

Na análise das três gerações consecutivas de S. officinalis em cativeiro, verificou-se a 

diminuição da diversidade alélica e de heterozigotia esperada, ambos indicadores da perda de 

diversidade genética. Os valores da diversidade alélica decresceram desde 9,4 até 7,4 na 3ª 

geração. Pérez-Losada et al. (2002) relataram, para amostras de choco originadas em Faro, o 
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valor médio do número de alelos de 10,7. Em 2006, para amostra da mesma área geografia, 

Wolfram et al. (2006) verificaram valores semelhantes (10,9). É possível observar que desde 

a 1ª geração, a diversidade alélica apresenta um valor inferior ao reportado pelos autores 

referidos anteriormente. A causa desta diferença pode ser atribuída possivelmente ao efeito 

fundador, uma vez que a 1ª geração teve origem num conjunto de ovos obtidos na Ria 

Formosa (Faro) que pode não representar o conjunto genético total das populações residentes 

na área geográfica em causa. O efeito fundador é normalmente classificado como causador da 

redução de diversidade alélica, e da heterozigotia, embora para esta última ocorra com menos 

frequência (Hufbauer et al., 2004; Pruett e Winker, 2005). No caso do salmão do Atlântico 

(Salmo salar), Skaala et al. (2004) verificaram que apenas 58% da riqueza alélica das 

populações selvagens estudadas se encontravam presente nas estirpes domésticas. Os autores 

justificaram a perda da diversidade alélica com o efeito fundador ou deriva genética ao longo 

das gerações nos programas de reprodução. O mesmo foi verificado para outras espécies 

marinhas como o Ictalurus punctatus (Simmons et al., 2006), Salmo clarki (Allendorf e 

Phelps, 1980), Haliotis rubra e Haliotis midae (Evans et al., 2004), e Cyprinus carpio (Thai 

et al., 2007). 

 A heterozigotia esperada (He) decresceu desde 0,7505 (F1) até 0,7134 (F3), e aqui, o 

efeito fundador também deve ser considerado como causador desta diminuição de He, mas 

aquando da seleção dos indivíduos para as gerações seguintes. Ao compararmos estes valores 

com os reportados para populações selvagens com a mesma origem geográfica verificamos 

mais uma vez que a 1ª geração possui He inferior aos selvagens mesmo tendo origem 

selvagem. Pérez-Losada et al. (2002) observa He de 0,783 e Wolfram et al. (2006) He de 

0,795. Esta diferença pode ser mais uma vez justificada pelo efeito fundador referido 

anteriormente. Quando o número efetivo de indivíduos fundadores diminui e o número de 

efeitos de gargalo aumenta, as populações seguintes apresentam valores de heterozigotia em 

multiplos loci, proporções de loci polimórficos e número de alelos inferiores em comparação 

com a população que lhes deu origem (Leberg, 1992). A ocorrência desses efeitos de gargalo 

apresenta um efeito mais marcado na diversidade alélica que na heterozigotia (Nei et al., 

1975; Leberg, 1992), sendo a redução da diversidade alélica em microssatélites com espécies 

cultivadas bastante frequente (Desvignes et al., 2001). 

Embora se verifique um perfil decrescente neste estudo nos resultados da diversidade 

alélica e da heterozigotia esperada de geração para geração, os valores de heterozigotia 

observada (Ho) retratam uma situação diferente. Ho cresce desde 0,4346 na geração F1 até 

0,614 na geração F3. Estes valores são substancialmente diferentes aos observados por outros 
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autores para populações selvagens, com valores de Ho de 0,700 e 0,701 (Pérez-Losada et al., 

2002; Wolfram et al., 2006). Contudo, embora o valor reduzido de Ho possa ser remetido 

para o efeito fundador, este parâmetro aumenta desde a 1ª até à 3ª geração. Numa situação de 

cultivo com gerações sucessivas onde é esperado que a variabilidade genética diminua, se não 

forem optadas medidas para compensar a percentagem de consanguinidade por geração, Ho 

apresenta um perfil duvidoso. Ao analisar a heterozigotia esperada e observada é sempre 

necessário ter uma certa prudência no valor efetivo destes parâmetros. Tipicamente, verifica-

se que Ho é mais sensível à variação do número de amostras que He (Frankham et al., 2004). 

Tendo em conta que, para cada locus e de geração para geração o número efetivo de amostras 

analisadas variava em função da dificuldade em amplificar e genotipar todos os loci para 

todos os indivíduos, esta pode ter tido um papel importante nas diferenças da heterozigotia 

observada. Além do mais, a heterozigotia é considerada uma medida da variabilidade genética 

imperfeita, uma vez que o número e distribuição dos alelos são variáveis importantes. A 

heterozigotia, por si só, é insensível ao número de alelos, tendo apenas em conta a frequência 

alélica, uma vez que podemos obter elevados valores de heterozigotia até com apenas dois 

alelos (Beardmore et al.,1997). Desta forma, uma correta avaliação genética deve considerar 

ambos os estimadores para evitar conclusões que podem não ser corretas com base num único 

estimador, sendo a diversidade alélica um estimador mais sensível a diferenças na variação 

genética em populações selvagens e populações cultivadas e até entre si, em comparação com 

a heterozigotia média (Norris et al., 1999; Cruz et al., 2004). Embora os valores do 

coeficiente de consanguinidade (Fis) também tenham demonstrado uma tendência de se 

aproximar de 0, levando à diminuição de homozigóticos, este depende diretamente de Ho e, 

como tal, também depende diretamente das frequências alélicas em detrimento do número de 

alelos. Desta forma, o valor deste parâmetro deve ser interpretado com a mesma cautela que o 

da heterozigotia.  

 O conteúdo de informação polimórfica (PIC) constitui uma medida de polimorfismo 

que considera o número de alelos num locus marcado, e as suas frequências. 

Consequentemente, loci com número elevado de alelos geralmente possuem PIC´s superiores. 

Contudo, a frequência desses alelos também influencia o PIC, sendo desta forma possível ter 

elevado número de alelos e um PIC relativamente pequeno quando um ou dois alelos são 

predominantes (Buchanan e Thue, 1998). Nas gerações F1, F2, e F3, o locus Sof7b mostrou 

ser o marcador com valor de PIC mais reduzido, com valores de 0,575, 0,607 e 0,519, 

respetivamente. Todos os restantes loci variaram com valores superiores, sendo o PIC 

máximo registado para as três gerações de aproximadamente 0,8 (F1 Sof6= 0,809; F2 Sof3c= 
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0,821; F3 Sof3c= 0,811). Botstein (1980) formulou que com PIC > 0,5 o locus é altamente 

informativo, entre 0,5 e 0,25 o locus é razoavelmente informativo, e com PIC < 0,25 o locus é 

apenas ligeiramente informativo. Desta forma, com o conjunto de valores calculados neste 

estudo, é possível afirmar que todos os sete loci analisados são altamente informativos, uma 

vez que todos são superiores a 0,5. 

 O princípio de Hardy-Weinberg assume que numa grande população com cruzamentos 

aleatórios, sem seleção, mutação ou migração, as frequências alélicas e as frequências 

genótipicas são constantes de geração em geração, sendo a população designada como 

estando em equilíbrio de Hardy-Weinberg (Guo e Thompson, 1992; Bourgain et al., 

2004).Quando é testado o equilíbrio de Hardy-Weinberg em populações com elevado nível de 

consanguinidade, entende-se necessário especificar as hipóteses a serem testadas (Bourgain et 

al., 2004). Devido à natureza deste estudo, é assumido que não ocorre migração nem 

mutação. Desta forma, apenas dois fatores podem ter atuado sobre o equilíbrio de Hardy-

Weinberg, nomeadamente seleção e/ou cruzamentos não aleatórios. 

Quando ocorrem desvios ao equilíbrio de Hardy-Weinberg num ou outro locus, este 

pode ser atribuído ao efeito da seleção natural. No entanto, desvios em um ou dois loci 

constituem geralmente um indicador de problemas relacionadas com a genotipagem, como a 

segregação de alelos nulos, ou a presença de loci ligados ao sexo. Desvios em vários ou todos 

os loci constituem um indicador de subestruturação populacional. A população pode estar 

dividida num conjunto de grupos familiares consanguíneos ou pode ocorrer hibridação entre 

espécies geneticamente diferenciadas, subespécies, raças, ou até populações diferentes. 

Quando tal acontece, o nível de confiança das atribuições de paternidade deve ser interpretado 

com cuidado (Kalinowski et al., 2007). 

 Na 1ª geração, todos os loci, à excepção do Sof3c e do Sof4b, apresentaram desvios 

significativos ao equilíbrio de Hardy-Weinberg. A causa mais provável para estes desvios 

deve ser atribuída à seleção de um conjunto de ovos com origem na Ria Formosa, 

possivelmente não representativos de toda a população selvagem, ou seja, mais uma vez é 

indiciada a ocorrência de um efeito fundador na seleção dos ovos que deram origem à geração 

F1. Na geração F2, dois loci não apresentaram desvios significativos (Sof4b e Sof5), mas 

devido à presença de dados insuficientes, apenas se verificou significância para três loci 

(Sof2b, Sof6, e Sof7b), não podendo ser apurados a presença de desvios ao equilíbrio de 

Hardy-Weinberg nos loci Sof1 e Sof3c. No entanto, a causa dos desvios presentes deve ser 

atribuída mais uma vez ao efeito da primeira seleção de ovos com origem na Ria Formosa, 

bem como o efeito da seleção de ovos da geração F1 que deram origem à geração F2. 
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Contudo, o possível efeito de cruzamentos não aleatórios verificados a partir da análise da 

contribuição parental, não deve ser descartado. A análise da geração F3 não apresentou 

desvios significativos ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, apesar dos loci Sof3c eSof4b não 

tenham entrado na análise por falta de dados. Embora alguns loci não tenham sido analisados 

nas gerações F2 e F3, parece que de geração em geração, as populações tendem para o 

equilíbrio. A presença de cruzamentos não aleatórios verificados posteriormente na análise 

parental, parecem não possuir o peso necessário para originar, no caso da 3ª geração, desvios 

significativos ao equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Em suma, é clara a perda de variabilidade genética ao longo de três gerações sucessivas de 

cultivo de S. officinalis por observação da diversidade alélica e da heterozigotia esperada, 

embora Ho apresente valores díspares de He, e Fis se aproxime de 0. Em populações com 

cruzamentos aleatórios entre machos e fêmeas, os valores de heterozigotia esperada e 

observada são geralmente semelhantes. Quando os valores são consideravelmente diferentes, 

estes podem constituir um indicador da presença de sistemas de cruzamento entre os 

indivíduos não aleatório (Frankham et al., 2004). A presença de desvios significativos ao 

equilíbrio de Hardy-Weinberg em quase todos os loci na geração F1 e F2 sustenta esta 

hipótese, apesar de não constituir a única causa de desvios a este princípio. Desta forma a 

análise da contribuição parental constitui uma ferramenta indispensável para compreender as 

interações sexuais entre os indivíduos deste estudo nas condições de cativeiro utilizadas.  

4.3. Análise parental 

Em ambas as gerações parentais analisadas, as taxas de atribuição de paternidade 

esperada (simulada) e a observada não são semelhantes, sendo os valores observados para os 

níveis de confiança considerados (95% e 80%) bastante inferiores em comparação com o 

esperado. O programa CERVUS realiza a simulação de atribuição de paternidades através do 

uso das frequências alélicas obtidas pela análise dos resultados da genotipagem. Para cada 

nível de confiança considerado o programa efetua a simulação tendo em consideração um 

conjunto de parâmetros introduzidos e calcula os valores críticos de LOD e Delta, utilizados 

para classificar a probabilidade dos possíveis progenitores. Aquando da efetiva análise de 

paternidade, o programa utiliza os valores críticos obtidos através da simulação para calcular 

a verosimilhança dos progenitores candidatos com a prole (Kalinowski et al., 2007). Como 

neste caso, foram obtidos valores diferentes entre as taxas de atribuição de paternidade 

esperada e observada, é possível atribuir esta observação, a um de dois fatores. Em primeiro 

lugar, os parâmetros introduzidos para a simulação podem não ter sido os mais adequados, 
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resultando em valores críticos subvalorizados, dando origem a que uma grande parte das 

atribuições de paternidade seja realizada com níveis de confiança mais reduzidos sem 

necessidade. Em segundo lugar, os erros de genotipagem observados neste estudo podem ter 

diminuído a confiança da análise de paternidade. A última hipótese parece ser a mais correta, 

uma vez que os erros de genotipagem representam uma importante causa na diminuição da 

potência dos testes de atribuição parental (Vandeputte et al., 2006). Contudo, devido à 

presença de desvios significativos ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, presentes em quase todos 

os loci, o nível de confiança das atribuições de paternidade deve ser interpretado com cuidado 

(Kalinowski et al., 2007). 

Na análise parental das gerações F1 e F2 verificou-se que, em ambos os casos, ocorre 

uma diferença na quantidade de machos e de fêmeas que, efetivamente contribuíram para a 

geração seguinte. Na geração parental F1, 8% das fêmeas não contribuíram para a geração F2, 

e na F2 parental 14% das fêmeas também não contribuíram para a geração F3. Embora com 

estes valores, praticamente todas as fêmeas tenham contribuído para as gerações seguintes, o 

mesmo não acontece no caso dos machos. Com estes verificou-se que em ambas as gerações 

parentais F1 e F2, 36% e 52% dos machos não deixaram descendência, respetivamente. Em 

termos de números efetivos estas percentagens correspondem a 27 (F1) e 22 (F2) machos que 

contribuíram para a geração seguinte, sendo números semelhantes ao número de fêmeas que 

também deixaram descendência (23 na F1 e 19 na F2). Tendo em conta que a proporção de 

machos para fêmeas correspondia a 2:1, observa-se que o número efetivo de indivíduos 

reprodutores que deixaram descendência é aproximadamente de 1:1. Esta observação parece 

levar à consideração da tentativa de formação de casais de forma natural, sem interferência 

humana. No sul de França, Sel e Daguzam (1997), observaram em populações de S. officinalis 

capturadas através do uso de redes e de armadilhas, o rácio sexual de 1:1. Todavia, para outras 

espécies do mesmo género, nomeadamente Sepia apama, verificou-se um rácio sexual 

operacional de 4:1 (Hall e Hanlon, 2002). 

 Contudo, ao observar os cruzamentos entre indivíduos, verificou-se que praticamente 

não ocorre a formação de verdadeiros casais e que a maior parte dos machos cruzou-se com 

diversas fêmeas. Na geração parental F1 verificou-se a existência de um determinado 

conjunto de machos (num total de 8) que escolheu, ou, pelo menos, só teve a oportunidade de 

gerar descendência com uma fêmea. Todavia, estas fêmeas também obtiveram descendência 

com outros machos. Na geração parental F2, o mesmo aconteceu com um determinado 

conjunto de machos (49, 51, 55, 56, 71), mas também advêm verdadeiros casais (57, 63, 66, 

77). Provavelmente devido à elevada competição que ocorre no ambiente de cultivo entre 
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machos para obtenção de uma parceira, uma vez que existem o dobro de machos que fêmeas, 

este não deve proporcionar a formação de verdadeiros casais.  

Segundo Hanlon et al. (1999), a competição espermática constitui um aspeto fulcral no 

sistema de acasalamento de S. officinalis e que a fidelidade de pares é muito breve, medida 

entre 2 a 20 minutos (Boal, 1997; Hanlon et al., 1999). Encontra-se descrito um processo 

denominado de flushing por parte dos machos de S. officinalis, que consiste na remoção de 

parte dos espermatangios nas fêmeas que tinham estado com outro parceiro anteriormente, 

sendo um processo que apenas é eficaz durante um curto espaço de tempo após a deposição 

das mesmas na fêmea (Birkhead and Moller, 1998; Hanlon et al., 1999). Tendo em conta as 

considerações prévias, é de ponderar a ocorrência de dois processos que que podem 

influenciar por quantos machos uma fêmea é fecundada num determinado período ou em 

diversos períodos temporais durante a época de reprodução. O primeiro processo é a 

ocorrência de competição direta entre dois ou mais machos que efetivamente conseguem 

assegurar a fêmea durante um determinado período de forma a garantir a sua prole. Por outro 

lado, ao mesmo tempo, poderá estar a ocorrer uma competição “indireta” entre esses machos 

e aqueles que não conseguem assegurar uma fêmea e por conseguinte não geram 

descendência, exercendo uma pressão sobre os machos que efetivamente se conseguem 

reproduzir.  

Estes dois processos em conjunto devem reduzir o tempo que os machos guardam as 

fêmeas após a copulação, sendo este período já em si curto (Boal, 1996, Hanlon et al., 1999). 

Com a diminuição do período de guarda das fêmeas, o seguinte processo de flushing e 

copulação por parte doutro macho reprodutor, este consegue assegurar também alguma 

descendência com a fêmea. A juntar a estes processos, existe ainda a possibilidade de cópula 

por sneaker males. Estes são machos normalmente mais pequenos que realizam táticas de 

acasalamento parasitária. A sua aparência é geralmente mais discreta, sendo assim mais difícil 

de serem detetados pelos machos dominantes (Taborsky, 1994; Taborsky 2001). Este 

comportamento encontra-se documentado para S. officinalis bem como para S. apama, 

embora com sucesso diferenciado (Adamo et al., 2000; Hall e Hanlon, 2002). Contudo, a 

existência desta tática em S. officinalis não implica que o macho não guarda a fêmea, mas 

antes que o macho mais pequeno se faz passar por fêmea, conseguindo copular com sucesso 

com a fêmea em causa.    

Visto que a proporção de machos é o dobro das fêmeas, embora metade dos machos 

não consiga assegurar descendência mesmo existindo a possibilidade de terem copulado, o 

elevado nível de competição leva a que as fêmeas no momento da fecundação dos ovos 
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utilizem um conjunto de esperma originário de um número determinado de machos. 

Considerando o elevado número de espermatóforos transferidos em cada cópula, parece que 

uma tática dos machos é de inundar a membrana bocal e o recetáculo seminal com esperma de 

forma a diluir o esperma dos machos que copularam anteriormente (Hanlon et al., 1999). 

Tendo em vista este cenário, a capacidade que um macho tem de contribuir mais para 

a geração seguinte, encontra-se relacionado com o número de fêmeas com que copulou, em 

que período temporal antes da fecundação, e durante quanto tempo guardou a fêmea. Desta 

forma os últimos machos a copular possuem maior probabilidade de gerar descendência, visto 

o seu esperma encontrar-se menos diluído. 

4.4. Erros de genotipagem 

Na análise parental pelo método de exclusão, usando múltiplos loci polimórficos, os 

erros de genotipagem constituem uma das principais causas da redução da capacidade de 

atribuição de paternidades (Vandeputte et al., 2006). A aquisição de genótipos errados tem a 

capacidade para distorcer a identificação individual (Paetkau, 2003), tal como a posterior 

análise parental (Miller et al.,2002). Kalinowski et al. (2007) afirmam que a estimação de 

relações de parentesco é notoriamente vulnerável a erros de genotipagem. Este problema é 

particularmente relevante porque um único erro de genotipagem pode excluir um verdadeiro 

progenitor, independentemente do número de loci considerados. Na verdade, se os erros de 

genotipagem não forem considerados durante a análise dos dados, aumentar o número de loci 

irá aumentar provavelmente a falsa exclusão. 

 Encontra-se descrito um diverso intervalo de erros de genotipagem, que varia desde 

1%, ou até menos (Hoffman e Amos, 2005), até valores mais elevados de 17-29% em alguns 

casos (Maudet et al., 2004). Neste estudo verificou-se a presença de alelos nulos entre 8% e 

13% (Sof1=0,083; Sof5=0,094; Sof7b=0,133), constituindo estes valores uma percentagem de 

erro considerável. Para S. officinalis, apenas Pérez-Losada et al. (2002) reporta a 

possibilidade de presença de alelos nulos mas apenas para os loci Sof4 e Sof7 por mutações 

na zona de flanqueamento da sequência. A presença de elevados valores de alelos nulos pode 

constituir a principal causa do aumento do número de alelos verificados para os loci Sof1 e 

Sof5, e valores inicialmente baixos do número de alelos para o locus Sof7b em comparação 

com os outros loci. A incapacidade de genotipar determinados alelos neste trabalho deve ser 

atribuída em geral à qualidade e/ou quantidade do ADN. Contudo, a possibilidade de mutação 

na região dos oligos não deve ser descartada, principalmente para o locus Sof5, que segundo 

Shaw e Pérez-Losada (2000), exibe um complexo de alelos indicativos de um processo de 
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mutação nonstepwise. Todavia, também é importante notar que os três loci que apresentam as 

percentagens de alelos nulos descritos anteriormente, são os mesmos três loci segundo os 

quais foi descrito a existência de linkage disequilibrium entre si (Shaw e Pérez-Losada, 2000), 

embora o locus Sof7 tenha sido modificado neste estudo (Sof7b). Os efeitos do linkage 

disequilibrium englobam a diminuição da probabilidade esperada de exclusão e da exatidão 

das atribuições de parentesco (Chakraborty e Hedrick, 1983), uma vez que associações não 

aleatórias entre loci reduzem a quantidade de variação genética útil para a determinação 

parental (Devlin et al., 1988).  

A presença de erros de genotipagem afetam as estimativas das frequências alélicas 

bem como a discriminação precisa de diferentes genótipos (Bonin et al., 2004; Pompanon et 

al., 2005). A estimativa de frequências alélicas incorretas pode dar origem a um aumento 

artificial de homozigóticos (Taberlet et al., 1996), uma sobrestimação da consanguinidade 

(Taberlet et al., 1999), e até a falsos desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg (Xu et al., 

2002). Com as percentagens de erro referidas anteriormente (alelos nulos entre 8% e 13%), os 

resultados referentes à heterozigotia observada, ao coeficiente de consanguinidade, e aos 

desvios ao equilíbrio de Hardy-Weinberg, devem ser interpretados com alguma cautela. 

Contudo, a influência dos erros sob os resultados referidos não devem ser valorizados da 

mesma forma que os efeitos dos mesmos sob a análise de paternidade. Segundo Taberlet et al. 

(1999), as análises baseadas em frequências alélicas não são tão afetadas pelos erros de 

genotipagem como as análises baseadas na identificação individual, nomeadamente a análise 

de paternidades, mas são, por sua vez, mais sensíveis aos efeitos de amostragem.  
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5. Considerações finais 

Com o trabalho realizado, foi possível conhecer a variabilidade genética e a 

contribuição parental de três gerações de cultivo sucessivo do choco Sepia officinalis. 

Verificou-se que o método de extração de ADN por precipitação salina produziu amostras de 

qualidade variável, o que poderá ter influenciado a capacidade de atribuição de paternidades, 

reduzindo a sua confiança, apesar de este ser um método economicamente vantajoso. 

 Através dos 7 loci analisados, constatou-se a diminuição da variabilidade genética de 

geração para geração, através da observação do número de alelos e da heterozigotia esperada. 

Os valores obtidos de heterozigotia observada, inicialmente pareciam não descrever a situação 

em causa, encontrando-se a explicação destes valores no padrão de cruzamentos entre os 

indivíduos. Os desvios sistemáticos ao equilíbrio de Hardy-Weinberg nas duas primeiras 

gerações, sugeriram a presença de seleção e/ou cruzamentos não aleatórios, encontrando-se o 

processo de seleção a ocorrer num primeiro momento durante a obtenção dos ovos selvagens 

para dar origem à geração F1, e posteriormente no momento de seleção dos ovos entre 

gerações, originando vários efeitos fundadores. 

 Os resultados da análise de paternidades revelaram que, na proporção de sexos 

utilizada neste estudo (2 machos para 1 fêmea), ocorreu um sistema de cruzamentos em que 

apenas um determinado número de machos contribuiu para a prole da geração seguinte, dando 

origem a proporções sexuais efetivas de aproximadamente 1:1. Observou-se um padrão de 

cruzamentos nos machos que contribuíram para a geração seguinte, em que a maior parte 

destes fecundou com sucesso mais do que uma fêmea. Porém, alguns machos da geração F1 

apenas conseguiram gerar descendência com 1 fêmea, e na geração F2 verificou-se até a 

ocorrência de casais, onde o macho e a fêmea só geraram descendência entre si. Com este 

mapa de cruzamentos, ocorreu a perda de alelos de geração para geração, uma vez que apenas 

uma parte dos machos contribuiu para a prole. Todavia, o facto de estes machos cruzarem-se 

com diversas fêmeas, permitiu obter valores de frequências alélicas favoráveis até ao 

crescimento da heterozigotia observada de geração para geração, apesar de se considerar que 

tenha ocorrido um processo de perda de variabilidade genética. 

A contribuição parental observada, juntamente com os efeitos fundadores criados na 

seleção dos ovos entre gerações, constituem a principal causa de perda de diversidade 

genética e o aumento da consanguinidade, culminando possivelmente ao fim de mais algumas 

gerações, à consequência última da inviabilidade e do colapso da população de cultivo. 

Contudo, deve-se considerar que outros fatores podem contribuir para acelerar ou atrasar este 
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colapso como a composição da dieta (Sykes et al., 2006b) ou aspetos relacionados com a vida 

em cativeiro como a existência de populações de bactérias simbióticas (Forsythe et al., 1994).  

Com o objetivo de mitigar os efeitos negativos da consanguinidade, futuros programas 

de cultivo com o choco devem focar os aspetos causadores da perda de variabilidade genética, 

de forma a conseguir manter um número superior de gerações sucessivas em cativeiro com 

considerável saúde genética. Primeiramente, a geração F1 deve ser o mais representativa 

possível das populações selvagens. Para tal, a obtenção de ovos deve ter origem não só em 

diferentes conjuntos de ovos, mas também de locais ligeiramente afastados de forma a 

minimizar o efeito negativo das subpopulações selvagens na variabilidade genética da geração 

F1. Posteriormente, a escolha dos ovos entre gerações deve constituir um processo o mais 

aleatório possível de forma a obter ovos de todas as fêmeas com as diferentes contribuições 

por parte dos machos. Idealmente, a proporção sexual de machos e fêmeas nos tanques para a 

espécie em estudo deveria ser mantida num rácio de 1:1. Contudo, os indivíduos não maturam 

todos ao mesmo tempo, sendo difícil manter um rácio sexual efetivo de 1:1. Desta forma, é 

necessário determinar as dimensões e volumes dos tanques e as densidades ótimas para a 

ocorrência natural do rácio entre machos e fêmeas, sendo assim possível diminuir 

consideravelmente a competição entre os machos para que todos eles possam contribuir para 

o conteúdo genético da prole. 

A considerável percentagem de erros de genotipagem observados devido à presença de 

alelos nulos, juntamente com o linkage disequilibrium já descrito anteriormente por outros 

autores para os loci Sof 1, Sof 5 e Sof7, são fatores a ter em conta na análise computacional. 

Assim, estudos futuros usando estes loci, devem ser realizados de forma a acomodar todas 

estas fontes de diminuição da capacidade de atribuição de paternidades, aquando da análise 

computacional com o objetivo de aumentar a confiança dos resultados e se tal não for 

possível, recorrer à utilização de outros marcadores moleculares.  
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