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RESUMO 

 

O gênero Cyphoderus Nicolet 1842 é o maior na subfamília Paronellidae, com distribuição 

mundial. No Brasil ocorrem nove espécies e dentre elas temos Cyphoderus similis Folsom 1927 

e Cyphoderus innominatus Mills 1938. Atualmente apenas quatro espécies da Classe 

Collembola têm seu genoma completo publicado enquanto apenas 14 espécies apresentam seu 

genoma mitocondrial acessível. Estudos envolvendo o sequenciamento de DNA ampliam o 

conhecimento da biologia do grupo a nível molecular, tornando-se ponto inicial para estudos 

genéticos, evolutivos, filogenéticos e de conservação. Portanto esta dissertação tem como 

objetivo principal sequenciar e comparar o DNA nuclear e mitocondrial de C. similis e C. 

innominatus, e como objetivos específicos temos: a descrição estrutural e funcional dos 

genomas sequenciados; a comparação dos genomas sequenciados com os demais genomas 

publicados; realizar um teste filogenético molecular utilizando os genes sequenciados. A 

espécie C. similis foi coletada aleatoriamente a partir de solos de cavernas de minério de ferro 

em Minas Gerais, enquanto que a espécie C. innominatus foi coletada em áreas verdes da 

Universidade Estadual da Paraíba, João Pessoa. Posteriormente os espécimes foram mantidos 

em cultivos, separados por espécie. No Instituto Tecnológico Vale – Desenvolvimento 

Sustentável (ITV-DS/PA) foram realizadas as etapas de extração e sequenciamento do DNA. 

Utilizou-se o kit DNeasy Blood & Tissue para extração e as tecnologias de sequenciamento 

Illumina NextSeq e MiniSeq com as técnicas paired-end e mate-pair combinadas. Temos como 

resultados o sequenciamento dos DNA mitocondriais com um comprimento total de 14.988 bp 

com 36 genes para C. similis e 14.811 pb com 37 genes, para C. innominatus, ambas 

apresentando conteúdo gênico completo e semelhante a outros genomas mitocondriais de 

Collembola. A filogenia baseada em sequencias de DNA mitocondrial corrobora estudos 

anteriores, porém traz maior robustez para a filogenia molecular atual de Collembola. Os 

genomas nucleares contêm como comprimento total máximo 358 Mb com N50 de 3.3 Kb para 

C. similis e 370 Mb com N50 de 3.2 Kb para C. innominatus. A anotação gênica apresentou 

278.865 genes putativos encontrados no genoma de C. innominatus com densidade de 3.8 genes 

para cada éxon encontrado. Os genomas nucleares apresentam-se ainda fragmentado e com 

baixo valor de N50 ao ser comparado com outros genomas disponíveis. Portanto, concluímos 

aqui os dois novos genomas mitocondriais completos, além dos primeiros Drafts Genomes 

nucleares para Cyphoderus similis e Cyphoderus innominatus, os primeiros genomas de 

Collembola para a região brasileira.  

 

Palavras-chave: Collembola, Genômica, Draft Genome, Next Generation Sequencing (NGS), 

Filogenia Molecular. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The genus Cyphoderus Nicolet 1842 is the largest in the Paronellidae subfamily, with 

worldwide distribution. In Brazil there are nine species and among them there are Cyphoderus 

similis Folsom 1927 and Cyphoderus innominatus Mills 1938. Currently only four Collembola 

Class species have their complete genome published while only 14 species have their accessible 

mitochondrial genome. Studies involving DNA sequencing broaden knowledge of group 

biology at the molecular level, becoming a starting point for genetic, evolutionary, 

phylogenetic, and conservation studies. Therefore this dissertation has as main objective to 

sequence and compare the nuclear and mitochondrial DNA of C. similis and C. innominatus, 

and as specific objectives we have: the structural and functional description of the sequenced 

genomes; the comparison of sequenced genomes with other published genomes; perform a 

molecular phylogenetic test using the sequenced genes. The species C. similis was randomly 

collected from iron cave soils in Minas Gerais, while the species C. innominatus was collected 

from green areas of Paraíba State University, João Pessoa. Subsequently the specimens were 

kept in cultures, separated by species. At Vale Technological Institute - Sustainable 

Development (ITV-DS / PA), DNA extraction and sequencing steps were performed. The 

DNeasy Blood & Tissue extraction kit and Illumina NextSeq and MiniSeq sequencing 

technologies were used with paired-end and mate-pair techniques. The result is the sequencing 

of mitochondrial DNA with a total length of 14,988 bp with 36 genes for C. similis and 14,811 

bp with 37 genes for C. innominatus, both presenting complete gene content and similar to other 

Collembola mitochondrial genomes. Phylogeny based on mitochondrial DNA sequences 

corroborates previous studies, but brings greater robustness to Collembola's current molecular 

phylogeny. Nuclear genomes contain a maximum total length of 358 Mb with N50 of 3.3 Kb 

for C. similis and 370 Mb with N50 of 3.2 Kb for C. innominatus. The gene annotation showed 

278,865 putative genes found in the C. innominatus genome with a density of 3.8 genes for 

each exon found. Nuclear genomes are still fragmented and low in N50 when compared to other 

available genomes. Therefore, we conclude here the two new complete mitochondrial genomes, 

in addition to the first Nuclear Drafts Genomes for Cyphoderus similis and Cyphoderus 

innominatus, the first Collembola genomes for the Brazilian region. 

 

Keywords: Collembola, Genomic, Draft Genome, Next Generation Sequencing (NGS), 

Molecular Phylogeny. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. INTRODUÇÃO A COLLEMBOLA COM ÊNFASE NA FAUNA BRASILEIRA DE 

Cyphoderus (Nicolet 1842) 

Comunidades de animais edáficos constituem um grande reservatório de biodiversidade 

terrestre (DECAËNS et al., 2006) das quais fazem parte de ambientes complexos cuja 

organização e composição não são facilmente compreendidos (ANDRÉ et al., 1994, 2001; 

DANCE, 2008), seja por meio da diversidade microbiana (ROESCH et al., 2007; 

FULTHORPE et al., 2008) ou de organismos da micro/meso/megafauna do solo (DECAËNS 

et al., 2008; STORK et al., 2008). Nestas perspectivas de aplicabilidade, os invertebrados 

ganham destaque, tanto pela sua abundância quanto pela sua riqueza nestes ambientes. Um 

efeito significativo para a crescente importância no estudo de invertebrados de solo é de que 

estas comunidades relacionam-se à princípios ecológicos gerais, portanto invertebrados como 

minhocas, ácaros, e hexápodes (colêmbolos, besouros, gafanhotos, formigas, lagartas) são alvos 

de diferentes estudos em ecologia, monitoramento e conservação ambiental dentre os mais 

variados ambientes (HEMMER, 1990; HOPKIN, 1997; HOLMSTRUP et al., 2002; DE DEYN 

et al., 2003; NARDI et al., 2003a; HEEMSBERGEN et al., 2004; SETÄLÄ et al., 2005; 

DOMES et al., 2007; NAKAMORI et al., 2010; GERLACH et al., 2013). 

Collembola (springtails) são os mais basais dos hexápodes entognatos (artrópodes com 

peças bucais encapsuladas), sendo a espécie Rhyniella praecursor (Hirst & Maulik 1926) o 

registro fóssil mais antigo datado do Devoniano identificado em 1919 (HIRST & MAULIK, 

1926; KRISTENSEN, 1981; WHALLEY & JARZEMBOWSKI, 1981; GREENSLADE & 

WHALLEY, 1986). Conhecidos como os entognatos mais diversos e amplamente distribuídos, 

os colêmbolos habitam ecossistemas terrestres desde regiões tropicais a regiões polares (WISE, 

1967; WISE et al., 1971; MIRANDA-RANGEL & PALACIOS-VARGAS, 1992; 

GREENSLADE, 1995; FRATI et al., 1997; HOPKIN, 1997; FRATI et al., 2000b; 

DEHARVENG, 2004; ZEPPELINI & BELLINI, 2004; DEHARVENG et al, 2008; 

ZEPPELINI et al., 2009; ANSLAN, 2017).  

Os colêmbolos possuem um número reduzido de segmentos abdominais (Figura 1) e 

são definidos por três características autapomórficas:  
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a) O tubo ventral ou colóforo – um apêndice ventral responsável por funções como limpar 

e osmorregular a superfície do corpo, captação de água e fixação ao substrato, e está 

localizado no primeiro segmento abdominal; 

b)  O retináculo ou tenáculo – apêndice ventral localizada no terceiro segmento 

abdominal;  

c) A fúrcula ou furca (do inglês spring – “mola”) - localizada ventralmente no quarto 

segmento abdominal, este apêndice permanece retido pelo retináculo e, ao ser 

estendida, possibilita que os colêmbolos realizem grandes saltos.  

Vale ressaltar que o retináculo e a fúrcula podem ser secundariamente perdidos em 

linhagens internas (BRUSCA & BRUSCA, 2003; DELSUC et al., 2003; CHEN et al., 2019)  

 

 

Figura 1.  Esquema da morfologia básica de Collembola. Apontando suas apomorfias: 

Colóforo, Tenáculo e Fúrcula, e estruturas referentes ao bauplan geral de hexápodes: Cabeça 

(com 1 par de antenas), Tórax (com 3 pares de pernas) e Abdome. Fonte: BELLINI, 2016. 

 

Habitantes típicos de ecossistemas terrestres, os colêmbolos fazem parte da mesofauna 

edáfica, podendo ser encontrados na superfície do solo como nas camadas da serapilheira 

(epiedáfico), ou nos horizontes mais profundos do solo (euedáfico) (BARDGETT & 

GRIFFITHS 1997; HOPKIN, 1997). Há registros de espécies de colêmbolos relacionados à 

ninhos de insetos sociais como cupins e formigas, e devido a esta circunstância de inquilinismo 

algumas espécies de Collembola foram classificadas como foréticas, por serem encontradas sob 
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partes do corpo de seus “anfitriões” insetos (CHRISTIANSEN, 1950, 1992; HERMANN et al., 

1970; KISTNER, 1982; HÖLLDOBLER & WILSON, 1990; WAGNER et al., 1997; 

KAUFMANN et al., 2003; YÉO et al., 2006; BAKR et al., 2007; MOSER & BLOMQUIST, 

2011; CASTAÑO-MENESES et al., 2014;). 

Alimentam-se de maneira não-seletiva, a partir de uma ampla variedade de resíduos de 

plantas, fungos ou animais (vivos ou mortos), sendo classificados como decompositores e, 

assim importantes para a cadeia trófica terrestre (PARKINSON et al., 1979; HUNT et al., 1987; 

BARDGETT & GRIFFITHS 1997; HOPKIN, 1997; RUSEK, 1998; FILSER, 2002; 

CASSAGNE et al., 2003; CASTAÑO-MENESES et al., 2004; HOSKINS et al., 2015; 

POTAPOV et al., 2016). Estes microartrópodes de solo também afetam o crescimento de 

plantas, uma vez que utilizam de micélios de fungos micorrízicos como alimento e dispersam 

seus esporos, sendo os fungos considerados como a dieta mais importante para Collembola 

(KOOISTRA, 1964; CHEN et al., 1995; KLIRONOMOS & KENDRICK, 1995; THIMM & 

LARINK, 1995; GANGE, 2000; BAKONYI et al., 2002; CASSAGNE et al., 2003). Há 

também relatos de espécies de colêmbolos predando nematoides, relação ecológica benéfica 

relacionado ao controle populacional destes organismos no solo (GILMORE & GILMORE, 

1970). Por outro lado, colêmbolos servem como presa para outros artrópodes de solo, como 

ácaros por exemplo (CHRISTIANSEN & BELLINGER, 1980, 1998; JOHNSON & 

WELLINGTON, 1980; USHER, 1985; BILDE et al., 2000; LAWRENCE & WISE, 2000; 

KOPECKY et al., 2016; NYFFELER & BIRKHOFER, 2017; YIN et al., 2017). 

A reprodução do grupo é aparentemente primitiva, por se tratar da transferência indireta 

de espermatozoides através de estruturas delicadas chamadas de espermatóforos depositados 

no substrato por machos e capturados por fêmeas (CHRISTIANSEN, 1964; HOPKIN, 1997). 

Entretanto, muitas espécies são consideradas partenogenéticas, estratégia que pode sustentar 

uma população a partir de uma baixa densidade populacional, proporcionando uma 

adaptabilidade a flutuações populacionais (PETERSEN, 2002; GOLOSHCHAPOVA et al., 

2005; CHERNOVA et al., 2010).  

Algumas espécies de colêmbolos sustentam comunidades bacterianas abrigando-as em 

seu trato intestinal, ovários e células neurais, um exemplo é a infecção por Wolbachia (Bacteria, 

Rickettsiacea) detectadas por microscopia eletrônica de transmissão, sendo esta coevolução 

apontada por alguns autores como benéfica para o hospedeiro no sentido de possibilitar a 

indução reprodutiva por partenogênese, ou seja o desenvolvimento de juvenis por meio de ovos 

não-fecundados (PALÉVODY, 1972; BORKOTT & INSAM, 1990; O’NEILL et al., 1997; 
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WERREN, 1997; THIMM et al., 1998; STOUTHAMER et al., 1999; KOIVISTO & BRAIG, 

2003; CZARNETZKI & TEBBE, 2004).  

A presença/ausência de certas espécies de colêmbolos (como as espécies endêmicas) 

podem estar relacionado com alterações ambientais, como o pH, disponibilidade de alguns íons 

e/ou água, presença de componentes tóxicos (herbicidas, pesticidas ou até mesmo outros 

contaminantes), portanto podem ser consideradas como indicadoras de qualidade de solo 

principalmente relacionados à impactos ambientais (BELLINGER et al., 1996, 2008; 

FRAMPTON, 2000; CASSAGNE et al., 2003, 2004; CHOI & MOORHEAD, 2006). 

Mesmo estando entre os artrópodes dominantes em ambientes edáficos, há um número 

subestimado de espécies de colêmbolos descritas, contendo atualmente cerca de 9023 espécies 

distribuídas em 689 gêneros, 36 famílias e 4 Ordens (Poduromorpha, Entomobryomorpha, 

Symphypleona e Neelipleona) presentes em todo o mundo, com as famílias mais numerosas em 

espécies sendo Neanuridae (~1.463 espécies), Isotomidae (~1.406) e Entomobryidae (~1.014). 

(BELLINGER et al., 1996-2019; DEHARVENG, 2004; ZHANG et al., 2018b). Sendo a cor e 

a pigmentação as clássicas características utilizadas para identificação taxonômica (RUSEK, 

2002), recentemente estudos com peças bucais e quetotaxia (número, natureza e posição de 

cerdas) representam um avanço tanto na taxonomia quanto na sistemática do grupo 

(DEHARVENG, 2004; ZEPPELINI et al., 2018). Com o desenvolvimento de novas 

ferramentas e abordagens de identificação esse número de espécies possivelmente aumentará 

drasticamente, alcançando cerca de 50.000 espécies, número estimado por alguns autores 

(HOPKIN, 1997; DEHARVENG, 2004; CICCONARDI et al, 2013), principalmente para 

regiões pouco amostradas, como é o caso da região tropical (CASSAGNAU, 1991; 

PALACIOS-VARGAS & ARBEA, 2009). 

No Brasil, atualmente encontra-se um registro de 401 espécies de Collembola, sendo 

estas distribuídas em 113 gêneros e 21 famílias (BRITO et al., 2017; ZEPPELINI et al., 2019). 

Dentre elas está a família Paronellidae, representante da superfamília Entomobryiodea 

(responsável por cerca de 20% das espécies de colêmbolos), que inclui colêmbolos de corpo 

alongado, fúrcula geralmente bem desenvolvida subdividida nas subfamílias Paronellinae e 

Cyphoderinae (MITRA, 1993; BELLINGER et al., 1996-2019; SOTO-ADAMES et al., 2008, 

2014; SOTO-ADAMES & BELLINI, 2015). Os Cyphoderinae (sensu Soto-Adames et al., 

2008) ou Cyphoderidae (sensu JANTARIT et al., 2014) brasileiros agrupam espécies dos 

gêneros Cyphoderodes Silvestri 1910 (Cyphoderodes xenopus Börner 1913), Cyphoderus 

Nicolet 1841 (C. agnotus Börner 1906; C. arlei Cassagnau 1963; C. caetetus Zeppelini & 
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Oliveira 2016; C. equidenticulati Nunes & Bellini, 2018; C. innominatus Mills 1938; C. javanus 

Börner 1906; C. mucrominimus Oliveira, Alves & Zeppelini 2017; C. mucrostrimenus Oliveira, 

Alves e Zeppelini, 2017; C. similis Folsom 1927) e Troglobius Palacios-Vargas & Wilson, 1990 

(T. albertinoi Cipola & Bellini, 2016; T. brasiliensis Palacios-Vargas & Zeppelini, 1995; e T. 

ferroicus Zeppelini, Silva & Palacios-Vargas, 2014)  (BÖRNER, 1913; CASSAGNAU, 1963; 

CULIK et al. 2006; ABRANTES et al., 2012; ZEPPELINI & OLIVEIRA, 2016; OLIVEIRA 

et al., 2017).  

A maioria das espécies de Cyphoderus são adaptadas para uma vida comensal (Figura 

2) em ninhos de formigas e cupins, ou seja, são consideradas espécies mirmecófilas e 

termitófilas, respectivamente (DELAMARE-DEBOUTTEVILLE, 1948, CHRISTIANSEN, 

1957; YOSHII, 1980, 1987, 1990, 1992). Além disso há registros de Cyphoderus foréticos a 

espécies de formigas, e registros de colêmbolos cifoderídeos habitando solos de cavernas. 

Ambientes cavernícolas mesmos pobres em matéria orgânica, quando comparado com 

ambientes da superfície, apresentam transportes ativos ou passivos de recursos orgânicos, sendo 

considerados bons ecossistemas para colêmbolos (CHRISTIANSEN, 1950; KISTNER, 1982; 

CAMASSA, 2004; ENDLWEBER et al., 2009; MOSER & BLOMQUIST, 2011; CASTAÑO-

MENESES et al., 2014; JANTARIT et al., 2014; ZHANG et al., 2017).  

 

1.2. INTRODUÇÃO A GENÔMICA E AO SEQUENCIAMENTO DE DNA 

Em 1986 o pesquisador Thomas Roderick cunhou o termo genômica como sendo a parte 

da genética que estuda o sequenciamento, mapeamento e análises do genoma, podendo ser 

dividida atualmente em genômica estrutural, que remete-se ao estudo da estrutura e organização 

do genoma; e genômica funcional, que lida coma a expressão e função dos genes (MCKUSICK, 

1989; XU, 2012). A genômica já ficou limitada a organismos modelo, entretanto com o avanço 

das técnicas moleculares e diminuição de custo de sequenciamento os genomas de milhares de 

organismos não-modelo são sequenciados e os resultados aplicados a novas abordagens como 

metabolômica, proteômica e transcriptômica (FRATI et al., 2000b; STEINER et al., 2013; 

JOHNSON & KOEPFLI, 2014). 
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Figura 2. Registros de Cyphoderus similis em comensalismo com formigueiros nas imagens 

A, B e D, com indivíduos foréticos na imagem C. Fonte: Fotografias de Jon Hart (USA - 2010) 

e Graham Montgomery (USA - 2018) disponível em <www.bugguide.net>. Fotografias de Arnt 

Kvinnesland (Noruega - 2018) e Geir Drange (Noruega - 2011) disponível em <www.gbif.org>. 

 

O DNA (deoxyribonucleic acid) é uma molécula relativamente estável e que, de acordo 

com as condições de armazenamento, congelada entre -80° a -20° Celsius por exemplo, pode 

sobreviver intacta por um longo intervalo de tempo sem apresentar perdas consideráveis em sua 

estrutura molecular (HIGUCHI et al., 1984; PÄÄBO, 1989; LINDAHL, 1993; PHILLIPS & 

SIMON, 1995; HANRAHAN & JOHNSTON, 2011). A possibilidade de investigar o DNA de 

forma mais minuciosa e utilizá-lo como material de pesquisa concedeu-se a partir de rápidos 

avanços na tecnologia de sequenciamento de próxima geração (New Generation Sequencing - 

NGS) e de ferramentas de bioinformática durante a última década, quando houve a transição da 

era da genética clássica para a era da genômica, ampliando o poder das análises de DNA e 

melhorando a confiabilidade dos resultados (PRIMMER, 2009; ALLENDORF et al., 2010; 

OUBORG et al., 2010a; STEINER et al., 2013).  

A B 

C D 
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Informações, principalmente sobre o tamanho de genomas são imprescindíveis tanto 

para estudos de comparação de genomas, quanto para estimar o gasto financeiro e determinar 

plataformas de sequenciamento adequadas (BENNETT & LEITCH, 2005; GREGORY, 2005a; 

2005b). Estas informações sobre a dimensão de genomas geralmente são expostas através de 

números de pares de base, como valores de kilobase (Kb - 103 pb); megabase (Mb - 106 pb); ou 

gigabase (Gb - 109 pb) (GREGORY, 2002, 2005b; DOLEZEL et al., 2003). 

Os primeiros projetos de sequenciamento de genoma usam uma estratégia conhecida 

como shotgun (Sequenciamento Sanger – Primeira Geração), simplificada na Figura 3 

(SANGER et al., 1977). Sobre esta técnica EKBLOM & WOLF (2014) explicam que a partir 

da extração o DNA é cortado em curtos fragmentos aleatórios (de 100–1000 pb), logo depois é 

sequenciado; estas tecnologias, principalmente, levam em consideração os tamanhos dos 

fragmentos, portanto o sequenciamento Sanger ficou amplamente relacionado à pequenos 

projetos de sequenciamento, enquanto os novos métodos de Sequenciamento NGS relacionados 

à projetos de sequenciamento maiores.  

As técnicas de sequenciamento abrangem diferentes tipos de bibliotecas de DNA 

(Figura 4), estas bibliotecas representam o conjunto de fragmentos do DNA produzidos a partir 

de amplificações por PCR (Reação em cadeia da polimerase) da amostra inicial de DNA 

(ILLUMINA SEQUENCING, 2017). As bibliotecas genômicas podem ser:  

a) Paired-End (P-E): em que os fragmentos de DNA apresentam em torno de 200-500 pb 

(sendo chamadas de leituras curtas) e que as duas extremidades dos fragmentos são 

ligadas a adaptadores (etapa chamada de tagmentação), resultando em um 

sequenciamento de leituras curtas por ambas as extremidades, duplicando o total de 

reads geradas no fim do sequenciamento, apresentando assim uma maior capacidade 

na identificação de regiões de deleções ou inserções de nucleotídeos e permitindo 

maior precisão nos alinhamentos de bases; 

b) Mate-Pair (M-P): em que os fragmentos de DNA estão entre 2-5 kb (sendo chamadas 

de leituras longas), ocorre a tagmentação seguida por uma circularização e 

fragmentação, resultando em um sequenciamento de leituras longas por ambas as 

extremidades. 
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Figura 3. Esquema simplificado das terminologias e processos do sequenciamento shotgun. 

Primeiramente o DNA do organismo é fragmentado aleatoriamente; estes fragmentos podem 

ser representados por single-reads (~50-1000 pb) ou pair-reads (paired-end ou mate-pair com 

tamanhos variáveis); a montagem ocorre, de acordo com o tipo de fragmento gerado, por 

sobreposição de reads, formando contigs e scaffolds; modelos de genes podem ser inferidos 

através de genomas evolutivamente próximos já anotados, ou por dados de transcriptoma do 

próprio organismo alvo. Formando, assim, o Draft Genome de um organismo. Fonte: EKBLOM 

& WOLF, 2014 

 

 

Figura 4. Bibliotecas genômicas de DNA paired-end e mate-pair. Combinação de insertos 

curtos e longos proporciona uma ampliação da cobertura na montagem De Novo. Fonte: 

ILLUMINA SEQUENCING, 2017. 
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A tendência atual é de que os projetos de sequenciamento migrem do tradicional Sanger 

(sequências de ~1 kb) e Roche 454 (~800 pb) partindo para as tecnologias de sequenciamento 

NGS que trabalham com reads mais curtas, como o Illumina HiSeq (geralmente 150 pb) e 

SOLiD (geralmente 50 pb) (LI et al., 2010; WEI et al., 2012; EKBLOM & WOLF, 2014; 

VICENTE et al., 2017). Uma gama de estudos recentes começou a combinar dados genômicos 

de diferentes comprimentos de reads e de plataformas de sequenciamento diferentes para 

ampliar a cobertura (proporcionando maiores contigs e scaffolds) e confiabilidade das 

montagens e anotações, e ainda para contrabalancear desvantagens de determinados métodos 

ou protocolos utilizados, principalmente para projetos de sequenciamento de novo, pois a 

facilidade de completar gaps na montagem de leitura curtas utilizando os fragmentos de longas 

leituras resulta em uma montagem mais eficaz (KOREN et al., 2012; BRADNAM et al., 2013).  

O avanço nas tecnologias de sequenciamento foi proporcionado principalmente pelo 

avanço concomitante da área da bioinformática, na qual utiliza algoritmos computacionais para 

gerenciar e lidar com os dados moleculares, deixando mais prático agrupar as sequências 

geradas em trechos contínuos cada vez maiores, a partir de montagem por referência a algum 

modelo evolutivamente próximo, ou montagem sem referência pela técnica de novo 

(ILLUMINA SEQUENCING, 2017). Para uma boa montagem é necessária a sobreposição das 

reads suficientes para contabilizar uma cobertura elevada do genoma. Sendo assim, a escolha 

da plataforma de sequenciamento é uma das etapas primordiais em um projeto de 

sequenciamento (EKBLOM & WOLF, 2014).  

Sequências de Draft Genome (Genoma Esboço) estão sendo produzidas em uma 

velocidade cada vez maior, onde bases de dados tradicionais estão fornecendo acesso a seus 

meta-dados, como o ENSEMBL (projeto científico em conjunto com o European 

Bioinformatics Institute e o Wellcome Trust Sanger Institute) e o NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). O esboço de um genoma representa o sequenciamento geralmente 

de um único indivíduo, entretanto às vezes o genoma representa o sequenciamento de um 

“consenso” de amostras agrupadas (INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING 

CONSORTIUM, 2004; WHEELER et al., 2008). Vale ressaltar que é particularmente 

impossível sequenciar e montar todos os nucleotídeos de um genoma, pois grande parte da 

sequência de DNA não são facilmente acessíveis, especialmente regiões da heterocromatina 

(região altamente condensada), ao redor de centrômeros, telômeros e as regiões repetitivas,  

mesmo nos mais conhecidos modelos de genomas (EKBLOM & WOLF, 2014; ELLEGREN, 

2014). A aplicabilidade biológica de um genoma para ser totalmente decifrada precisa passar 
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por um processo de anotação genômica descrevendo as informações biologicamente relevantes 

do organismo, muitas vezes em forma de sequência de codificação de proteínas ou as várias 

classes de RNA (YANDELL & ENCE, 2012; PRIMMER et al., 2013).  

Anotações genômicas via de regra pretendem identificar os mais diferentes genes 

presentes no genoma do organismo, promovendo o início da interpretação biológica de um 

genoma (DENOEUD et al., 2007; ROZOWSKY et al., 2007; HARROW et al., 2009;). Os 

genes estão relacionados a regiões codificadoras de proteínas (CDS), onde geralmente inicia-

se na extremidade 5’ com um códon de iniciação (Start codon) e termina na extremidade 3’ 

com um códon de parada (Stop codon), ou seja, CDS estão incluídas nas chamadas fases de 

leitura aberta (open reading frame - ORF) não incluindo os íntrons (se houver). Entretanto, nem 

todas as ORF’s representam CDS válidas, mesmo estas sendo anotadas por ferramentas 

bioinformáticas, ou serem formadas tipicamente por aproximadamente 300 pb, e por 

apresentarem regiões ricas em Guanina e Citosina - GC (possíveis start codon) e rica em 

Adenina e Timina - AT (possíveis stop codon), estas CDS podem vir a ser identificadas ao 

acaso sendo chamadas de CDS putativa (CARNINCI et al., 2005; CHENG et al., 2005; 

CLAMP et al., 2007; ENCODE PROJECT CONSORTIUM, 2007). Algumas CDS putativas 

referem-se a possíveis transposons (sequências de DNA com a habilidade de se mover de uma 

posição a outra do genoma), a genes ortólogos e parólogos (genes de espécies diferentes más 

semelhantes entre si com ancestral comum; genes com função distintas e com ancestral comum 

presente em um mesmo organismo), a genes codificadores de proteínas propriamente ditos, ou 

genes órfãos (genes presentes apenas em algumas espécies) (CLAMP et al., 2007).  

 

1.3. APLICABILIDADE DE DADOS GENÔMICOS COM ÊNFASE NA GENÔMICA DE 

COLLEMBOLA 

A estrutura genômica padrão de uma espécie reflete sua história evolutiva, contida 

exclusivamente em seu DNA, fornecendo informações detalhadas desde a biologia de 

indivíduos à padrões populacionais atuais ou passados, além de permitir novas descobertas 

aplicáveis em diversos campos da biologia, como a ecologia e biologia da conservação, a 

genética de populações, a biologia evolutiva e a sistemática filogenética, entre outras vertentes 

(HEDRICK, 1999; CRANDALL et al., 2000; FRATI et al., 2000b; FRASER & 

BERNATCHEZ, 2001; TIMMERMANS et al., 2005; DE QUEIROZ, 2007; ALLENDORF et 

al., 2010; THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2010; OUBORG et al., 2010b; 
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MILLER et al., 2012; KOBOLDT et al., 2013;  GOODWIN et al., 2016; ZHANG et al., 2018a). 

As informações moleculares vêm se tornando cada vez mais empregadas (Figura 5), seja como 

complemento para abordagens tradicionais ou até mesmo decisivas para muitos projetos de 

pesquisa, produzindo novas perspectivas para pesquisadores e seus mais variados grupos 

biológicos (CARAPELLI et al., 1995; FRATI et al., 2000a; SCHEFFER, 2000; CAMERON et 

al., 2008; KING et al., 2008; CHANG et al., 2009). 

 

 

Figura 5. Ferramentas genômicas aplicadas na detecção de variabilidade genética em espécies 

e suas possíveis limitações. Fonte: KHAN et al., 2016. 

 

Abordagens comparativas de genomas possibilitam a identificação, a quantificação e a 

caracterização de sequências nucleotídicas ou protéicas presente nos genomas, descrevendo 

suas semelhanças (conservação) ou diferenças (divergência) (PARRA et al., 2007). Fornecendo 

informações como a dimensão da montagem de novos genomas, a detecção de sequencias 

perdidas ou de possíveis mutações nos genomas, a conservação de ordens gênicas entre grupos 

(EKBLOM & WOLF, 2014). A nível gênico, a genômica comparativa interpreta as diferenças 

relacionadas às suas características fenotípicas, ou seja, remetendo-se à adaptação das espécies 

envolvidas (FADDEEVA-VAKRHUSHEVA, 2017). Por exemplo, temos os genomas 

mitocondriais que vêm sendo alvo crescente para estudos comparativos (Figura 6) por 
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consistirem em um único éxon contínuo possuindo todo o conjunto gênico mitocondrial, 

particularmente empregados em análises filogenéticas, mecanismos de rearranjos genômicos e 

variabilidade de sequências (BERNT et al., 2013). O DNA mitocondrial (mtDNA) trata-se de 

uma molécula circular que representa menos de 1% do DNA celular total dos mamíferos, por 

exemplo, e não difere muito em tamanho entre os mais diversos animais, em torno de 16.500 

pb. Os mtDNA’s de animais codificam precisamente 2 genes de RNA ribossomal (rRNA), 

sendo eles as subunidades 12S e 16S; 22 genes de RNA transportador (tRNA), abrangendo 

todos os aminoácidos necessários para produzir proteínas; 13 CDS (envolvidos no processo de 

fosforilação oxidativa); e em artrópodes, uma grande região rica em AT; todos de origem 

parental materna (ALBERTS et al., 2010). 

 

 

Figura 6. Ordem gênica mitocondrial de alguns hexápodes. Pode-se observar o tamanho e a 

localização dos genes referentes ao genoma de cinco artrópodes. Fonte: SIMON & HADRYS, 

2013. 

 

O uso do DNA na taxonomia e filogenia tem se mostrado cada vez mais interessante e 

vantajoso, principalmente quando combinado com abordagens taxonômicas tradicionais e vem 
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sendo comumente utilizado para identificação e delimitação de espécies, útil principalmente na 

abordagens de espécies crípticas, que são aquelas separadas reprodutivamente porém mantêm 

um certo grau altamente semelhante morfologicamente entre si (WILL & RUBINOFF, 2004; 

DESALLE et al., 2005; HEBERT & GREGORY, 2005; WILL et al., 2005; RUBINOFF et al., 

2006; HAJIBABAEI et al., 2007; ROUGERIE et al., 2009; ANSLAN, 2017). Como é o caso 

do DNA barcode que se baseia em marcadores moleculares através de abordagens com 

marcadores únicos, geralmente o gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I – COI 

(HEBERT et al., 2003; HAILER et al., 2012; CARSTENS et al., 2013; STEVENS & 

D’HAESE, 2017), ou abordagens multilocus, envolvendo tanto genes mitocondriais (citocromo 

b - Cob, citocromo oxidase subunidade II - COII, rRNA 16S), quanto genes nucleares (rRNA 

28S, sub-região do espaçador intergênico nuclear - ITS2, Histona H3, fator de alongamento 1 

alfa EF1-α) (LANGEL, 1993; PALUMETS, 1993; SELLIN, 1994; KNOWLES & 

CARSTENS, 2007; YANG & RANNALA, 2010; VON SALTZWEDEL et al., 2017; 

MATEOS et al., 2018; ZHANG et al., 2018a,b). 

Para Collembola os métodos moleculares baseados em marcadores de DNA vêm 

resolvendo problemas de delimitações de algumas espécies de Orchesella Templeton 1836, 

Isotomurus Börner 1903, Deutonura Cassagnau 1979, Gomphiocephalus Carpenter 1908, 

Lepidocyrtus Bourlet 1839, Pseudosinella Schäffer 1897, Megalotorax Willem 1900, 

Entomobrya Rondani 1861, Parisotoma Bagnall 1940, Cryptopygus Willem 1901, Friesea von 

Dalla Torre 1895, Tomocerus Nicolet 1842, Pogonognathellus Paclt 1944 e Protaphorura 

Absolon 1901  (CARAPELLI et al., 1995b; FRATI et al., 2000a; SOTO-ADAMES, 2002; 

STEVENS & HOGG, 2003; FELDERHOFF et al., 2010; PORCO et al., 2010; TORRICELLI 

et al., 2010; SCHNEIDER & D’HAESE, 2013; ZHANG et al., 2014a; KATZ et al., 2015; 

CARAPELLI et al., 2017; SUN et al., 2017).  

Poucos modelos genômicos são encontrados para os apterigotos, especificamente para 

a Classe Collembola, sendo as espécies Folsomia candida (Willem 1902) e Orchesella cincta 

(Linnæus 1758) as mais conhecidas e estudadas, fazendo com que as espécies não-modelo 

dividam os esforços de pesquisa em uma rede escassa de investigadores, abrangendo o interesse 

e a concentração das espécies modelos moleculares do grupo.   

O sequenciamento genômico nuclear de Collembola conta, até o presente momento, 

com apenas 4 espécies investigadas (Figura 7):  
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a) O genoma da O. cincta (Entomobryidae) – publicado em 2016 por VAKHRUSHEVA 

e colaboradores; 

b) O genoma da F. candida (Isotomidae) – publicado em junho de 2017 por 

FADDEEVA-VAKHRUSHEVA e colaboradores; 

c) O genoma da Holacanthella duospinosa Salmon 1942 (Neanuridae) – publicado em 

outubro de 2017 por WU e colaboradores; 

d) O genoma da Sinella curviseta Brook 1882 (Entomobryidae) – publicado em 2019 por 

ZHANG e colaboradores (b). 

 

Figura 7. Espécies de Collembola com genoma completamente sequenciados e sua distribuição 

biogeográfica atual. (A) fotografias de: Cornwall, N.J. (Inglaterra - 2006), Van Duinen, J. 

(Holanda - 2014), McQuillan, B. (Nova Zelandia – 2014 e Nanz, S. (USA - 2008). (B) mapa de 

distribuição biogeográfica das quatro espécies consecutivas. Em vermelho temos a localização 

registrada. Fonte: Disponível em <www.collembola.org>. 

O. cincta F. candida 

H. duospinosa S. curviseta 

A 

Biogeographic regions for O. cincta Biogeographic regions for F. candida 

Biogeographic regions for H. duospinosa Biogeographic regions for S. curviseta 

B 
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Já o sequenciamento genômico mitocondrial de Collembola, contamos atualmente com 

16 espécies investigadas, porém duas encontram-se recentemente sequenciadas, não 

possibilitando acesso a seus dados genômicos, sendo elas as espécies Isotomurus maculatus 

Schäffer 1896 e Tullbergia bisetosa Börner 1903 (JAGATAP et al., 2019a,b), totalizando 14 

genomas mitocondriais acessíveis. 

De modo geral, as espécies C. similis e C. innominatus com uma distribuição mais ampla 

nas américas, em destaque para o Brasil (Figura 8), referem-se aos dois novos grupos de 

investigação e sequenciamento genômico que serão exploradas dentro da Classe Collembola. 

 

 

Figura 8. Mapa de distribuição biogeográfica de C. similis e C. innominatus, respectivamente. 

Apresentando uma distribuição bem mais representativa para o território brasileiro. Fonte: 

Disponível em < www.collembola.org >. 

 

 

 

 

Biogeographic regions for Cyphoderus similis 

Biogeographic regions for Cyphoderus innominatus 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

• Sequenciar e comparar o genoma nuclear e mitocondrial de Cyphoderus similis e 

Cyphoderus innominatus. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Descrever as características estruturais e funcionais encontradas nos genomas das duas 

espécies de Cyphoderus; 

• Comparar os genomas sequenciados de Cyphoderus com outros genomas nucleares e 

mitocondriais de Collembola disponíveis; 

• Gerar uma nova hipótese evolutiva molecular para Collembola testando filogeneticamente 

os genes sequenciados de Cyphoderus. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. ÁREA E METODOLOGIA DE COLETA 

Foram realizadas duas coletas, a primeira ocorreu por meio da colaboração de  Roniere 

A. Brito e Robson A. Zampaulo no período de Julho/Agosto de 2017 a partir de busca ativa 

aleatória com uso de aspiradores entomológicos em resíduos de formigueiros em zona hipógea 

(interna) e afótica de cavernas de minério de ferro localizadas na Serra da Moeda (Figura 9), 

nas seguintes coordenadas: 20º10’60.00’’S, 43º58’19.00’’O; enquanto que a segunda foi 

realizada no mesmo período em áreas verdes da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), 

campus V através de busca ativa aleatória com uso de aspiradores entomológicos (Figura 10), 

nas coordenadas: 7º09’31.21’’S, 34º52’23.01’’O.  

 

Figura 9. Mapa do estado de Minas Gerais destacando a região metropolitana de Belo 

Horizonte. Ao lado, uma imagem via satélite da Serra da Moeda, região alvo para um estudo 

de diversidade de Collembola associados a cavernas de ferro, local da primeira coleta. Fonte: 

Google Earth e colaboração de Raphael Lorenzeto de Abreu. 
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Figura 10. Mapa do estado da Paraíba destacando a região de João Pessoa. Ao lado, uma 

imagem via satélite do campus da Universidade Estadual da Paraíba, local da segunda coleta. 

Fonte: Google Earth e colaboração de Raphael Lorenzeto de Abreu. 

 

Vale ressaltar que a escolha das áreas de coleta se deu meramente aleatória, sem haver 

interesse especiais em suas escolhas, com intenção apenas na obtenção de grandes quantidades 

de espécimes para elaboração de cultivos de Cyphoderus spp. A Serra da Moeda foi escolhida 

como um dos pontos de coleta por apresentar registro prévio de Cyphoderus (dados ainda não 

publicados da tese de doutorado de Roniere A. Brito) e pela praticidade e logística na obtenção 

dos espécimes através dos colaboradores mencionados anteriormente. Já o campus V da UEPB 

foi investigado, de forma independente, apenas como propósito de obtenção extra de espécimes 

para dar início aos testes de criação em cultivos laboratoriais. 

 

3.2. CRIAÇÃO DE CULTIVOS E IDENTIFICAÇÃO DOS COLLEMBOLA COLETADOS 

Em laboratório, as amostras coletadas foram inicialmente identificadas e separadas por 

espécie e inserida em cultivos (Figura 11-A), constituídos, a partir de recipientes plásticos com 

4 cm de diâmetro, 5.55 cm de altura e 0.09 L de volume, adaptado de AMARANTO e 

colaboradores (2018), como uma estrutura eficaz para acomodar pequeno artrópodes em 
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experimentação laboratorial. Um substrato sólido especial foi implementado nos cultivos, 

baseado em ADAMS & SALMON (1972), a base de uma mistura de carvão vegetal e gesso de 

Paris (CaSO4 ½ H2O) na proporção de 1:9 e umedecido com água destilada (KROGH, 2009; 

FIEIRA, 2014). Os cultivos foram acondicionados à 22º Celsius e umidade do ar em 

aproximadamente 85%. Ao longo do desenvolvimento reprodutivo laboratorial de Cyphoderus, 

os cultivos foram ampliados para recipientes plásticos com volume de 600 ml preenchidos com 

húmus esterilizado (Figura 11-B). 

 

 

Figura 11. Cultivos laboratoriais de Cyphoderus. (A) cultivos inicialmente desenvolvidos para 

pequenas populações; (B) cultivos posteriormente desenvolvidos para grandes populações. 

 

A dieta dos espécimes em cultivos se dava através de grãos de fermento seco 

(Saccharomyces cerevisiae) posto diretamente sobre o substrato (AL-SAFADI, 1988; 

THORNE et al., 2011). Mesmo não havendo uma dieta sistematicamente balanceada a 

utilização de grãos de leveduras revela-se suficientemente adequada para espécies de 

colêmbolos mantidos em laboratório (CHRISTIANSEN, 1964; BELLINGER et al., 2016). 

Diariamente os cultivos passavam por manutenção, através da observação direta da umidade do 

substrato, onde se necessário ocorria a adição de água destilada e/ou alimento ad libitum. Ao 

passo que a população de Cyphoderus crescia ocorria a divisão para novos cultivos inabitados, 

sempre respeitando a separação por espécie. 

A 

B 
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A identificação dos espécimes ocorreu a partir de sub amostragens do material coletado. 

Sob estereomicroscópio os espécimes passavam por diafanização (procedimento para diluir a 

musculatura e preservar o exoesqueleto) por KOH 5% e solução Nesbitt, logo depois foram 

montados em lâminas semipermanentes com líquido de Hoyer (ARLÉ & MENDONÇA, 1982; 

FARAJI & BAKKER, 2008). Após secagem em estufa, as lâminas foram identificadas em 

microscópio óptico a partir de morfologia e quetotaxia dos colêmbolos e com auxílio de chaves 

de identificação especializadas (OLIVEIRA et al., 2017). O registro da reprodução e 

identificação de Cyphoderus em laboratório encontra-se citado no APÊNDICE A, enquanto 

que o registro de polimorfismos em espécies de Cyphoderus é encontrado no APÊNDICE B. 

 

3.3. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS PARA SEQUENCIAMENTO DE DNA 

As etapas laboratoriais referentes ao sequenciamento de DNA ocorreram no Laboratório de 

Genômica do Instituto Tecnológico Vale Desenvolvimento Sustentável – ITV-DS, com 

orientação e supervisão dos doutores em microbiologia e especialistas em Genômica Eder S. 

Pires e Guilherme C. Oliveira. 

 

3.3.1. Extração de DNA 

Foram realizados testes pilotos com diferentes quantidades de espécimes de colêmbolos 

para padronizar o número de indivíduos por extração (CZARNETZKI & TEBBE, 2004; HOGG 

& HEBERT, 2004; NAKAMORI et al., 2008; ROUGERIE et al., 2009; ROBERTS & WEEKS, 

2011; THORNE et al., 2011; PORCO et al., 2012; VON SALTZWEDEL et al., 2017). De 

acordo com outros protocolos de extração de DNA de Collembola, utilizamos o KIT DNeasy 

Blood & Tissue da Qiagen® e um pool de 50 indivíduos (animais inteiros congelados a -80º 

Celsius) para cada extração (KUUSK & AGUSTÍ, 2008; NAKAMORI et al., 2010; ZHANG 

et al., 2014b; AOYAMA et al., 2015; ZHANG et al., 2015; VON SALTZWEDEL et al., 2017). 

Foram realizadas duas extrações, uma para a população de C. similis e outra para a população 

de C. innominatus.  

As extrações ocorreram através de maceração mecânica (beads magnéticas – minúsculas 

esferas metálicas) executada no Tissue Lyser, seguida por digestão química no Thermo Shaker 

com adição de Proteinase K, e finalziada por várias etapas de adição de buffers específicos do 



38 
 

Kit sob várias etapas de centrifugação. As amostras de DNA extraídas receberam as seguintes 

identificações: 10629 (amostra de C. similis) e 10660 (amostra de C. innominatus). 

Após as extrações, as amostras passaram por processos de quantificação, referindo-se a 

uma fase de teste de qualidade. A quantificação foi realizada no Qubit 3.0 da Invitrogen®. A 

quantificação ocorreu por leitura de fluorescência das amostras, e sua unidade é o ng/µl. Valores 

da Extração de DNA de Cyphoderus é encontrado no APÊNDICE C. 

 

3.3.2. Construção das bibliotecas de sequências de DNA 

Foram construídas bibliotecas de DNA de dois comprimentos de fragmentos diferentes: 

a biblioteca Paired-End e Mate-Pair. Valores referentes as Bibliotecas de DNA de Cyphoderus 

é encontrado no APÊNDICE C. 

As bibliotecas genômicas passam por um processo de indexação, que permite que um 

conjunto de fragmentos da biblioteca sejam agrupadas e sequenciadas juntas, sem que se 

misturem no sequenciador. Este processo constitui na adição de duas sequências únicas (index), 

já conhecidas. Nos protocolos seguidos as indexações são duplas (do tipo B), logo ocorre a 

adição de dois índex (i5 e i7) em cada fragmento de DNA.  

 

3.3.2.1. Biblioteca Paired-End 

O processo de construção da biblioteca de DNA Paired-End (P-E) foi o mesmo 

demonstrado no protocolo SureSelect QXT Whole Genome Library Prep for Illumina 

Multiplexed Sequencing da Agilent Technologies®.  

Após a construção da biblioteca P-E foi realizado sua quantificação no Qubit 3.0 da 

Invitrogen® e no BioAnalyser da Agilent® através de eletroforese capilar. 

 

3.3.2.2. Biblioteca Mate-Pair  

O procedimento referente à construção da biblioteca de DNA Mate-Pair (M-P) foi o 

mesmo demonstrado no protocolo Nextera® Mate Pair Library Prep Reference Guide da 

Illumina®, com modificação ao utilizar o equipamento Biorruptor da Diagenode® no qual 
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ocorreu duas etapas de fragmentação por sonicação, uma vez que o tamanho dos fragmentos 

não estavam ideais.  

Após a construção da biblioteca M-P houve a quantificação no Qubit 3.0 e avaliação 

final do tamanho dos fragmentos por eletroforese capilar no BioAnalyser. 

 

3.3.3. Sequenciamento de DNA 

Uma etapa preliminar ao sequenciamento é a Desnaturação e Diluição das bibliotecas 

de DNA. Procedimento realizado através do protocolo NextSeq Denature and Dilute Libraries 

Guide (Protocolo A) da Illumina®, comum para ambas as bibliotecas e tecnologias de 

sequenciamento. 

Os sequenciamentos foram baseados no processo de Sequenciamento por Síntese 

(Sequencing by synthesis - SBS), amplamente adotada em sequenciamento NGS (Figura 12). 

Neste sequenciamento é incorporado um terminador (base nitrogenada) marcado com 

fluorescência, sendo visualizado assim que cada base é incorporada à sequência, emitindo um 

determinado comprimento de luz que será lido e interpretado ao longo do sequenciamento de 

DNA.  

 

 

FIGURA 12. Esquema do Sequenciamento por Síntese (SBS). Tecnologia de sequenciamento 

NGS utilizada neste trabalho. Fonte: < Illumina_Sequencing_Overview_15045845_D.pdf> 
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Ao longo da etapa de sequenciamento, as amostras passam por um processo conhecido 

como Amplificação por Ponte (Bridge Amplification), no qual os fragmentos iniciais da 

biblioteca de DNA são captados e presos em pequenos oligonucleotídeos contidos nas células 

de fluxo (flow cell) do sequenciador, onde ocorre o sequenciamento propriamente dito. Por fim 

ocorrem os ciclos de síntese de DNA, onde, a cada ciclo de sequenciamento, a quantidade de 

moléculas ancoradas à flow cell cresce exponencialmente, formando agrupamentos de 

moléculas de DNA conhecidos como clusters (Figura 13). 

Os clusters são visualizados por fluorescência, emitidas pelos adaptadores ligados a 

cada reads e que serão lidos a cada ciclo de sequenciamento, onde ao fim do sequenciamento 

essas reads são filtradas, como um tratamento de qualidade. A quantidade de ciclos do 

sequenciamento corresponde a duas etapas de 150 ciclos, no caso 150 x 2 ciclos. Porém, são 

realizados 151 x 2 ciclos, sendo esses 2 ciclos adicionais finais reservados para as etapas 

conhecidas por phasing e prephasing, pois a cada fim de ciclo as reads sintetizadas podem se 

estender ou não por 1 único nucleotídeo, sendo então necessária para o cálculo destes 

fenômenos. 

A execução do sequenciamento é configurada e acompanhada por uma plataforma 

eletrônica integrada ao sequenciador, chamada de BaseSpace®. Assim que o sequenciamento 

avança os dados são enviados, em tempo real, para esta plataforma eletrônica. 

Durante cada inserção de base no sequenciamento SBS, são extraídas as leituras de 

fluorescência, ou, intensidade luminosa emitida por cada uma das quatro bases do DNA 

(Figura 14), esta leitura ocorre a cada ciclo de sequenciamento através da ferramenta de 

Análise em Tempo-Real (Real-Time Analysis). Existe um índice de qualidade para estas 

chamadas de bases, conhecido como Q-score, onde valores altos deste índice, geralmente acima 

de 30, reflete uma maior qualidade na leitura de chamadas de bases. 
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Figura 13. Amplificação por Ponte dos fragmentos de DNA indexados presentes na biblioteca 

genômica, com detalhes na explicação das etapas de formação dos clusters de DNA. Fonte: < 

https://www.illumina.com/> 

 

https://www.illumina.com/


42 
 

 

Figura 14. Intensidade luminosa emitida pelas chamadas de bases em diferentes clusters na 

superfície da célula de fluxo. Fonte: ILLUMINA SEQUENCING, 2016. 

 

Foram empregados dois tipos de tecnologias de sequenciamento NGS da Illumina®, o 

sequenciamento NextSeq® e o sequenciamento MiniSeq®, referente às amostras de C. similis e 

C. innominatus, respectivamente. Tratam-se de sistemas de sequenciamento de alto rendimento 

com finalidade de sequenciar genomas completos, ambos consistem em uso de KIT’s únicos, 

constituído por reagentes químicos e uma célula de fluxo, diferem apenas na quantidade de 

volume de dados acumulado e no tempo máximo de sequenciamento. 

 

3.3.3.1. Sequenciamento NextSeq®500 

O sequenciamento NextSeq® (Figura 15) apresenta uma carga máxima de rendimento 

um valor de 120 Gb (giga bases) de dados em até 30 horas de sequenciamento. 
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Figura 15. Representação do Sequenciador NextSeq® e sua célula de fluxo. (A) máquina de 

sequenciamento NGS NextSeq®500/550. (B) célula de fluxo específica para o sequenciador 

NextSeq®. Fonte: Adaptador de < Illumina_Sequencing_Overview_15045845_D.pdf>  

 

3.3.3.2. Sequenciamento MiniSeq® 

O sequenciamento MiniSeq® (Figura 16) apresenta como capacidade máxima de 

rendimento um total de 7,5 Gb de dados em um máximo de 24 horas de sequenciamento. 

 

 

Figura 16. Representação do Sequenciador MiniSeq® e sua célula de fluxo. A) máquina de 

sequenciamento NGS MiniSeq. B). célula de fluxo específica para o sequenciador MiniSeq. 

Fonte: Adaptado de < Illumina_Sequencing_Overview_15045845_D.pdf> 

 

 

B A 

A 

B 
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3.4. ANÁLISES DOS DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA 

As etapas referentes aos itens 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3. e 3.4.4 (referentes a procedimentos de 

tratamentos de qualidade pós-sequenciamento, montagem e anotação dos genomas, 

respectivamente) estão relacionadas à procedimentos de bioinformática, no qual ocorreu por 

supervisão e orientação do doutorando em bioinformática Renato R. M. Oliveira. 

 

3.4.1. Tratamento Pós-Sequenciamento dos dados moleculares 

Com a conclusão do sequenciamento, todo o volume de dados gerados é armazenado na 

plataforma do BaseSpace. Nesta plataforma inicia-se as primeiras etapas do tratamento das 

sequencias geradas. A primeira etapa chama-se Desmultiplexação (demultiplexing), que se 

refere a identificação/organização/remoção das sequências index únicas associadas a cada 

amostra, que foram adicionadas na etapa da construção das bibliotecas. Resultando em dados 

de sequenciamento desmultiplexados e convertidos em arquivos ‘FASTQ R1’ para a fita 

sintetizada foward e ‘FASTQ R2’ para a fita sintetizada reverse de cada amostra de DNA. 

O controle de qualidade para dados de sequência de alto rendimento é averiguado 

através da ferramenta FastQC (Figura 17) que fornece um conjunto de análises pré-

estabelecidas que são visualizadas por gráficos e estatísticas. Sendo os parâmetros mais 

importantes a serem avaliados:  

a) O score de qualidade de cada base;  

b) A quantidade de bases não identificadas (N); 

c) O conteúdo GC; 

d) A presença de sequencias de adaptadores index. 

Sendo assim, foi utilizado a ferramenta PRINSEQ para remoção das sequencias de bases 

com baixa qualidade (score Phred < 30) identificadas no FastQC (ANDREWS, 2016; 

VICENTE et al., 2017). Valores referentes ao tratamento pós-sequenciamento dos genomas de 

Cyphoderus é encontrado no APÊNDICE D.  
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Figura 17. Ferramenta FastQC para tratamento de qualidade de dados de sequenciamento de 

alto rendimento, onde se destaca o status de todos os parâmetros avaliados. Fonte: 

<https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/>  

 

3.4.2. Montagem dos genomas 

 

3.4.2.1. Montagem de novo dos Genomas Mitocondriais 

A montagem dos genomas mitocondriais se deu a partir do software de código aberto 

NOVOPlasty v2.7.2. que se baseia em seed-extend, onde a ‘seed’ refere-se a uma sequência 

referência (geralmente um gene conservado ou até um genoma mitocondrial de organismos 

filogeneticamente próximo) que servirá apenas para extrair as leituras mitocondriais dentre 

todas leituras provenientes do sequenciamento. A seed utilizada foi o gene Citocromo Oxidase 

subunidade I (COI) completo da espécie F. candida. Com k-mer padrão de 38 (representando 

um conjunto de 38 nucleotídeos lidos em sequência em cada read).  

 

3.4.2.2. Montagem de novo dos Genomas Nucleares 

Foram utilizados dois montadores de sequências NGS, sendo eles:  
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a) MEGAHIT - um montador otimizado para metagenomas ou genomas grandes e 

complexos via grafo sucinto De Bruijn. Foram estabelecidos k-mer de 21, 33, 55 e 77 

(BOWE et al., 2012; LI et al., 2016) no qual foi montado através das sequências P-E 

e sequências singletons de M-P (sequências montadas sem estarem pareadas da 

biblioteca M-P);  

b) SOAPdenovo2 - um montador de leituras curtas projetado para montar grandes 

genomas eucariotos (plantas e animais) com k-mer de 41 (LUO et al., 2012) no qual 

foi montado por sequências M-P e P-E.  

Após a montagem realizada com SOAPdenovo2 foi necessário unir tanto os contigs 

quanto os scaffolds gerados com o auxílio da ferramenta SSPACE (BOETZER et al., 2010), 

um script para estender contigs e scaffolds pré-montados, e foi preciso fechar gaps encontrados 

durante cada ciclo de montagem de contigs e scaffolds utilizando a ferramenta GapCloser.   

 

3.4.3. Anotação dos genomas 

 

3.4.3.1. Anotação ab initio dos Genomas Mitocondriais 

A anotação ab initio dos genomas mitocondriais se deu pelo software MITOS, que 

fornece acesso a um pipeline automatizado baseado em estratégias de agregação de similaridade 

por pesquisas do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) em sequências de proteínas 

previamente anotadas e por modelos específicos de covariância na anotação de RNAt e RNAr. 

O MITOS investiga um intervalo de até seis aminoácidos a montante e a jusante para 

cada predição de genes, evitando possíveis erros de anotação, sendo considerado como uma 

ferramenta adequada para anotações ab initio de alta qualidade para genomas mitocondriais, 

além de padronizar a nomenclatura e designação do limite de todos os features anotados no 

genoma (BERNT et al., 2013).  

 

3.4.3.2. Anotação ab initio dos Genomas Nucleares 

Com o software AUGUSTUS foi realizada a predição gênica nas montagens realizadas 

(KELLER et al., 2011). Foi realizado o upload das sequências montadas e escolhido o genoma 

de referência a servir como fonte de extração de informações gênicas, logo após a anotação 
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concluída é baixado o arquivo contendo os éxons, íntrons e arquivos com as sequências gênicas 

anotadas com suas estatísticas básicas. Foi usado como base de comparação o genoma de D. 

melanogaster.  

 

3.4.4. Análise estrutural dos genomas  

Através do software Artemis 17.0.1. foi realizada uma caracterização dos mitogenomas, 

onde foram avaliados:  

a) A composição nucleotídica total;  

b) A composição nucleotídica de cada start e stop códons das CDS’s encontradas.  

Com este programa também foi realizado a curadoria manual do genoma mitocondrial, 

através da avaliação de seus nucleotídeos e códons, ajustando trincas, averiguando os códons 

de iniciação e terminação. Com auxílio do banco de dados de proteínas Pfam (Protein families 

database) foi averiguado as sequencias de todos os conjuntos de CDS anotadas nos 

mitogenomas para, se necessário, correção de sequências na etapa de curadoria. Com os 

mitogenomas devidamente curados, foram realizadas suas submissões ao GenBank, um banco 

de dados público, constituído e distribuído pelo NCBI (Centro Nacional de Informações sobre 

Biotecnologia). 

O software Geneious de análise, interpretação e aplicação de dados moleculares de DNA 

foi utilizado para geração das imagens referentes aos genomas que serão apresentados em breve. 

Através da ferramenta de pré-processamento e informações de sequencias PRINSEQ 

foram extraídas as principais estatísticas estruturais do genoma nuclear como:  

a) Seu tamanho, medido em pares de base ou suas variações; 

b) A quantidade e tamanho de contigs ou scaffolds;  

c) A porcentagem nucleotídica para cada base do genoma;  

d) O valor GC, o qual contribui para uma inferência da normalidade do genoma para 

regiões ricas em genes (AÏSSANI & BERNARDI, 1991; SUMNER et al., 1993);  

e) O valor de N50, que refere-se a qualidade da montagem no sentido de contiguidade, 

ou seja, representa o tamanho (pb) do contig/scaffold que contém 50% do tamanho do 

genoma, quando ordenado de forma crescente, isto infere que metade das sequencias 

do genoma está em contigs/scaffolds maiores ou iguais ao N50 (MILLER et al., 2010);  

f) A quantidade de sequências ainda desconhecidas. 
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O software MEGAX foi utilizado para algumas outras análises estruturais e funcionais, 

como a frequência de uso de códons e composição de aminoácidos (baseado em TAMURA et 

al., 2011). 

 

3.4.5. Análise comparativa dos genomas 

Os genomas foram comparados entre eles, para avaliar o grau de similaridade 

nucleotídica entre os Cyphoderus, além de seguir comparações com outros genomas de 

Collembola (mitocondriais e nucleares) disponíveis e com alto grau de cobertura. Segue na 

Tabela 1 a lista das espécies de Collembola com genomas nucleares disponíveis para 

comparação, enquanto na Tabela 2 a lista das espécies de Collembola com genomas 

mitocondriais disponíveis para comparação.  

Tabela 1. Lista das espécies de Collembola alvo para análises comparativas baseado em 

sequências de DNA nuclear. Foram baixados no Genbank através de seus códigos de acesso 

para genomas completos disponibilizados. As Ordens de Collembola estão representadas por 

Entomobryomorpha (E) e Poduromorpha (P).  

 

  

 

 

 

Tabela 2. Lista das espécies de Collembola alvo para as análises comparativas baseadas em 

sequências de DNA mitocondrial. Foram baixados no Genbank através de seus códigos de 

acesso para genomas mitocondriais disponibilizados. As Ordens de Collembola estão 

representadas por Entomobryomorpha (E), Poduromorpha (P) e Symphypleona (S). 

Ordem Família Espécie 
Número de 

Acesso 

E Isotomidae Folsomia candida ASM221717v1 
 Entomobryidae Sinella curviseta ASM411504v1 
  Orchesella cincta ASM171814v1 

P Neanuridae Holacanthella duospinosa ASM273828v1 
    

Ordem Família Espécie 
Número de 

Acesso 

E Isotomidae Cryptopygus antarcticus EU016194.1 
  Cryptopygus terranovus NC_037610.1 
  Folsomia candida KU198392.1 
  Folsomotoma octooculata KC862316.1 
 Entomobryidae Orchesella cincta KT985987.1 
  Orchesella villosa EU016195.1 

P Neanuridae Bilobella aurantiaca EU084034.1 
  Friesea grisea EU124719.1 
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As comparações ocorrerão através dos softwares de alinhamento múltiplo MAFFT 

v7.388 e Clustal Omega onde os genomas serão comparados e construído uma matriz de 

identidade com base nas divergências de seus nucleotídeos, além de valores de similaridade 

para cada análise comparativa realizada, baseado em comparações por alinhamento realizada 

por FRATI e colaboradores (1997, 2000b) e NAKAMORI (2013). 

 

3.4.6. Análise filogenética dos genomas 

Foi realizado uma busca por genomas mitocondriais de Collembola no NCBI, o qual 

foram encontrados 14 genomas mitocondriais acessíves, porém foi utilizado apenas 13 genomas 

mitocondriais devido a qualidade de suas sequências gênicas. Foi excluído da análise 

filogenética o genoma mitocondrial da espécie Bourletiella arvalis. 

Como grupo externo foi escolhida a espécie Daphnia magna (número de acesso 

NC_026914.1) representante do grupo Crustacea, o qual seu genoma também foi buscado e 

baixado através do GenBank. 

Após a obtenção dos genomas mitocondriais foi preciso concatenar a ordem gênica dos 

genomas para cada espécie e posteriormente alinhá-los utilizando o MAFFT v7.388, uma 

ferramenta ideal para alinhamentos de múltiplas sequências com arquivo de entrada no formato 

FASTA, baseado na metodologia de alinhamento de MATEOS e colaboradores (2018). 

Para a reconstrução filogenética dos genomas mitocondriais foi utilizado o CIPRES com 

RAxML para uma análise de Máxima Verossimilhança (ML), com um total de 1000 replicações 

e modelo GTRGAMMA. A topologia foi editada e visualizada pelo FIGTREE v1.4.3. com 

bootstrap de 1000 e valores acima de 60% foram considerados significativos (baseado em 

CHEN et al., 2014). 

 

 

 Hypogastruridae Gomphiocephalus hodgsoni AY191995.1 
 Onychiuridae Onychiurus orientalis AY639938.1 
  Tetrodontophora bielanensis AF272824.1 

 Poduridae Podura aquatica AY639939.1 

S Bourletiellidae Bourletiella arvalis NC_039558.1 
 Sminthuridae Sminthurus viridis EU016192.1 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. ANÁLISES ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DOS GENOMAS 

A seguir são apresentadas as análises da estrutura e das anotações gênicas dos 2 genomas 

de Cyphoderus sequenciados, primeiramente referente aos genomas mitocondriais e 

posteriormente referente aos genomas nucleares.  

 

4.1.1. Análise Estrutural e Funcional dos Genomas Mitocondriais 

A Tabela 3 mostra os valores referentes às características estruturais e funcionais 

(referente à anotação gênica) resumidas obtidas a partir dos sequenciamentos dos genomas 

mitocondriais de C. similis e C. innominatus. 

 

Tabela 3. Estatísticas básicas da montagem de novo dos genomas mitocondriais de 

Cyphoderus. *Acesso disponibilizado após publicação dos genomas. 
 

Cyphoderus similis Cyphoderus innominatus 

Comprimento Total 14988 bp 14811 bp 

%A 37.1% 37.6% 

%T 34.9% 33.5% 

%G 10.9% 10.9% 

%C 17.1% 17.9% 

CDS 13 13 

tRNA 22 21 

rRNA 2 2 

Número de Acesso GB  MK510939* MK510940* 

 

4.1.1.1. Genoma Mitocondrial de Cyphoderus similis 

Observa-se na Figura 18 a representação gráfica do mitogenoma de C. similis (amostra 

ITV10629) e seu conjunto gênico.  
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Figura 18. Genoma mitocondrial de Cyphoderus similis. Em verde está representado o 

conjunto de CDS; em vermelho o conjunto de rRNA (rrnL – 16S; rrnS – 12S); em rosa o 

conjunto de tRNA (especializados para cada aminoácido); e em azul o conjunto de Origem de 

Replicação das fitas (OH).  

 

Os atributos dos genes anotados podem ser encontrados na Tabela 4, que traz a sua 

posição na molécula de DNA mitocondrial, o comprimento de cada uma das CDS’s além de 

evidenciar o conjunto de start e stop códons que foram identificados no mitogenoma de C. 

similis. 

Acerca da tradução do mtDNA de C. similis, observa-se a frequência de uso de códons 

para a espécie na Tabela 5.  
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Tabela 4. Atributos estruturais referentes aos genes anotados no genoma mitocondrial de 

Cyphoderus similis. Referente a diferenciação das fitas de mtDNA temos: fita foward (F) e fita 

reverse (R). 
 

Comprimento (bp) Start-Stop Códon Posição da CDS Fita de mtDNA 

NAD2 993 ATT - TAA 2568 / 3560 F 

COI 1536 ATT - TAA 3807 / 5342 F 

COII 696 ATG - TAA 5408 / 6103 F 

ATP8 162 ATT - TAA 6303 / 6467 F 

ATP6 681  ATG - TAA 6468 / 7148 F 

COIII 789 ATG - TAA 7149 / 7937 F 

NAD3 345  ATT - TAG 8036 / 8380 F 

NAD5 1715 ATT - TTA 8772 / 10486 R 

NAD4 1344 ATG - TAA 10550 / 11893 R 

NAD4l 237 ATG - TAA 11894 / 12130 R 

NAD6 495 ATA - TAA 12303 / 12797 F 

COB 1134 ATG - TAA 12798 / 13931 F 

NAD1 933 ATG - TAG 14002 / 14934 R 

 

Tabela 5. Tabela de uso e frequência de códons do mtDNA de Cyphoderus similis. Sendo a 

média de códons de 4996. 

UUU(F) 265.0 (1.40) UCU(S) 110.0 (1.81) UAU(Y) 241.0 (1.49) UGU(C)    52.0 (1.17) 

UUC(F) 114.0 (0.60) UCC(S) 49.0 (0.80) UAC(Y) 82.0 (0.51) UGC(C)    37.0 (0.83) 

UUA(L) 235.0 (2.40) UCA(S) 79.0 (1.30)  UAA(*) 256.0 (1.61) UGA(W) 55.0 (1.16) 

UUG(L) 61.0 (0.62)  UCG(S) 18.0 (0.30) UAG(*) 63.0 (0.39) UGG(W) 40.0 (0.84)  
 

 
 

 
 

 
 

CUU(L) 103.0(1.05) CCU(P) 52.0 (0.99) CAU(H) 72.0 (1.13) CGU(R) 17.0 (1.01) 

CUC(L) 49.0(0.50) CCC(P) 67.0 (1.27)  CAC(H) 55.0 (0.87) CGC(R) 19.0 (1.13) 

CUA(L) 110.0(1.12) CCA(P) 77.0 (1.46) CAA(Q) 89.0 (1.34) CGA(R) 21.0 (1.25) 

CUG(L) 30.0 (0.31) CCG(P) 15.0 (0.28) CAG(Q) 44.0 (0.66) CGG(R) 10.0 (0.60)  
 

 
 

 
 

 
 

AUU(I)   248.0 (1.47) ACU(T) 91.0 (1.45) AAU(N) 277.0 (1.36) AGU(S) 70.0 (1.15) 

AUC(I)    89.0 (0.53) ACC(T) 62.0 (0.99)  AAC(N) 131.0 (0.64) AGC(S) 62.0 (1.02) 

AUA(M)   202.0 (1.65) ACA(T) 81.0 (1.29) AAA(K) 351.0 (1.67) AGA(S) 55.0 (0.90) 

AUG(M)    43.0 (0.35) ACG(T) 17.0 (0.27) AAG(K) 69.0 (0.33) AGG(S) 44.0 (0.72)  
 

 
 

 
 

 
 

GUU(V)    58.0 (1.57) GCU(A) 40.0 (1.37) GAU(D) 48.0 (1.48) GGU(G) 32.0 (1.16) 

GUC(V)    17.0 (0.46) GCC(A) 32.0 (1.09) GAC(D) 17.0 (0.52)  GGC(G) 16.0 (0.58) 

GUA(V)    61.0 (1.65) GCA(A) 39.0 (1.33) GAA(E) 50.0 (1.30) GGA(G) 30.0 (1.09) 

GUG(V)    12.0 (0.32) GCG(A) 6.0 (0.21) GAG(E) 27.0 (0.70) GGG(G) 32.0 (1.16) 

 

4.1.1.2. Genoma Mitocondrial de Cyphoderus innominatus 

Na Figura 19 visualiza-se graficamente o mitogenoma de C. innominatus (amostra 

ITV10660) e seu conjunto de genes anotados. 
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Figura 19. Genoma mitocondrial de Cyphoderus innominatus. Em verde está representado o 

conjunto de CDS; em vermelho o conjunto de rRNA (rrnL – 16S; rrnS – 12S); em rosa o 

conjunto de tRNA (especializados para cada aminoácido); e em azul o conjunto de Origem de 

Replicação das fitas (OH). 

 

Encontra-se na Tabela 6 os atributos gênicos anotados no mitogenoma de C. 

innominatus, com informações de posição na molécula de mtDNA, de comprimento e seus 

respectivos start e stop códons. 

Relacionado ao conjunto nucleotídico traduzido, temos a frequência de uso de códons 

para a espécie C. innominatus na Tabela 7. Sendo também construída a partir do código 

genético padrão para invertebrados. 
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Tabela 6. Atributos estruturais referentes aos genes anotados no genoma mitocondrial de 

Cyphoderus innominatus. Referente a diferenciação das fitas de mtDNA temos: fita foward (F) 

e fita reverse (R). 

 Comprimento (bp) Start-Stop códon Posição da CDS Fita de mtDNA 

NAD2 996 ATT - TAA 2530 / 3525 F 

COI 1545 ATT - TAA 3716 / 5260 F 

COII 681 ATG - TAG 5328 / 6008 F 

ATP8 159 ATA - TAA 6153 / 6311 F 

ATP6 681 ATG - TAA 6305 / 6985 F 

COIII 849 ATG - TAA 6988 / 7836 F 

NAD3 345 ATT - TAG 7841 / 8185 F 

NAD5 1701 ATT - TAA 4532 / 6232 R 

NAD4 1341 ATG - TAA 3118 / 4458 R 

NAD4l 276 ATT - TAA 2835 / 3110 R 

NAD6 486 ATA - TAA 12111 / 12596 F 

COB 1134 ATG - TAA 12596 / 13729 F 

NAD1 927 ATT - TAG 25 / 951 R 

 

Tabela 7. Tabela de uso e frequência de códons do mtDNA de Cyphoderus innominatus. Sendo 

a média de códons de 4937. 

 

 

UUU(F) 223.0 (1.51) UCU(S) 99.0 (1.39) UAU(Y) 243.0 (1.52) UGU(C) 55.0 (1.22) 

UUC(F) 72.0 (0.49) UCC(S) 52.0 (0.73) UAC(Y) 77.0 (0.48) UGC(C) 35.0 (0.78) 

UUA(L) 195.0 (2.26) UCA(S) 91.0 (1.28) UAA(*) 273.0 (1.70) UGA(W) 66.0 (1.33) 

UUG(L) 48.0 (0.56) UCG(S) 23.0 (0.32) UAG(*) 49.0 (0.30) UGG(W) 33.0 (0.67)  
 

 
 

 
 

 
 

CUU(L) 113.0 (1.31) CCU(P) 65.0 (1.07) CAU(H) 87.0 (1.23) CGU(R) 13.0 (0.71) 

CUC(L) 56.0 (0.65) CCC(P) 92.0 (1.51) CAC(H) 55.0 (0.77) CGC(R) 23.0 (1.26) 

CUA(L) 79.0 (0.92) CCA(P) 61.0 (1.00) CAA(Q) 94.0 (1.58) CGA(R) 15.0 (0.82) 

CUG(L) 26.0 (0.30) CCG(P) 26.0 (0.43) CAG(Q) 25.0 (0.42) CGG(R) 22.0 (1.21)  
 

 
 

 
 

 
 

AUU(I) 256.0 (1.46) ACU(T) 80.0 (1.20) AAU(N) 284.0 (1.42) AGU(S) 70.0 (0.99) 

AUC(I) 94.0 (0.54) ACC(T) 75.0 (1.12) AAC(N) 117.0 (0.58) AGC(S) 83.0 (1.17) 

AUA(M) 239.0 (1.70) ACA(T) 87.0 (1.30) AAA(K) 321.0 (1.70) AGA(S) 81.0 (1.14) 

AUG(M) 42.0 (0.30) ACG(T) 25.0 (0.37) AAG(K) 57.0 (0.30) AGG(S) 69.0 (0.97)  
 

 
 

 
 

 
 

GUU(V) 58.0 (1.62) GCU(A) 32.0 (1.25) GAU(D) 45.0 (1.34) GGU(G) 22.0 (1.04) 

GUC(V) 17.0 (0.48) GCC(A) 34.0 (1.33) GAC(D) 22.0 (0.66) GGC(G) 21.0 (0.99) 

GUA(V) 57.0 (1.59) GCA(A) 33.0 (1.29) GAA(E) 56.0 (1.51) GGA(G) 25.0 (1.18) 

GUG(V) 11.0 (0.31) GCG(A) 3.0 (0.12) GAG(E) 18.0 (0.49) GGG(G) 17.0 (0.80) 
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4.1.2. Análise Estrutural e Funcional dos Genomas Nucleares 

Na Tabela 8 contém os resultados relacionados à estrutura genômica nuclear obtidos à 

partir do sequenciamento de DNA de C. similis. 

 

Tabela 8. Características estruturais referente ao genoma nuclear de Cyphoderus similis. 

Comparando as duas ferramentas de montagens de genomas nucleares. 
 

MEGAHIT SOAPdenovo2 

Nº Scaffolds 219.658 249.620 

Total Bases 303.394.992 357.912.514 

Comprimento Mínimo (bp) 340 362 

Comprimento Máximo (bp) 60.885 38.814 

Comprimento Médio (bp) 1.381,22 1.433,83 

N50 (bp) 2.628 3.293 

Conteúdo GC 35.8% 33,16% 

Sequências 'N' 6,38% 45,07% 

 

Agora, na Tabela 9 encontra-se os resultados do sequenciamento nuclear de C. 

innominatus. 

 

Tabela 9. Características estruturais referente ao genoma nuclear de Cyphoderus innominatus. 

Comparando as duas ferramentas de montagens de genomas nucleares. 
 

MEGAHIT SOAPdenovo2 

Nº Scaffolds 249.982 249.310 

Total Bases 338.881.231 370.224.676 

Comprimento Mínimo (bp) 571 495 

Comprimento Máximo (bp) 33.969 27.801 

Comprimento Médio (bp) 1.355,62 1.485,0 

N50 (bp) 1.518 3.216 

Conteúdo GC 35.81% 32,40% 

Sequências 'N' 6.39% 45,65% 

 

Com isso, foi determinada a montagem pela ferramenta SOAPdenovo2 como o genoma 

menos fragmentado e com grandes scaffolds apresentados, representando 50% do tamanho total 

do genoma (maiores N50), em comparação com os genomas montados pela ferramenta 

MEGAHIT. 
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Acerca da estrutura funcional, é visto na Tabela 10 um resumo sobre a composição de 

genes, éxons e íntros, além da densidade de genes em cada sequência funcional encontrada no 

genoma nuclear de C. innominatus. Comparação baseada na estrutura funcional do genoma da 

mosca-da-fruta (D. melanogaster), um dos principais modelos utilizado na comparação de 

genes. 

 

Tabela 10. Composição funcional do genoma nuclear de Cyphoderus innominatus anotado por 

referência do genoma de Drosophila melanogaster. 

Atributos Valores 

Nº Genes 278.865 

Nº Éxons 73.812 

Nº Íntrons 50.624 

Densidade de Genes 3.8 

 

Observa-se na Figura 20 a localização e o tamanho dos genes presentes em três dos 

scaffolds montados do genoma de C. innominatus. 

 

Figura 20. Anotação dos genes presentes em scaffolds do genoma de C. innominatus. Sendo a 

ordem: scaffold 1 (acima) com tamanho 31.655 bp; scaffold 2 (central) com tamanho 31.690 

bp; e o scaffold 34 (abaixo) com tamanho 33.968 bp 

 

O sequenciamento genômico vem produzindo descobertas aplicáveis a muitas linhas de 

pesquisas, ainda por cima ao se tratar de genomas de novo no qual acrescentam novos ramos à 

árvore da vida, da ótica molecular. Uma vez que a biologia moderna vem sendo aplicada com 
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tendência apenas em organismos modelo, o progresso dos sequenciamentos de nova geração e 

métodos computacionais aplicados à bioinformática vem beneficiando e proporcionando 

progressos à exploração de organismos não-modelo, de certa forma, negligenciados, porém 

com potencial científico ainda desconhecido (VAN STRAALEN et al., 2008).   

 

4.2. ANÁLISES COMPARATIVAS DOS GENOMAS 

A seguir são apresentadas as análises de comparações realizadas entre os genomas 

sequenciados de Cyphoderus (inicialmente entre os genomas mitocondriais e, posteriormente 

entre os genomas nucleares) e entre outros genomas de Collembola publicados e com acessos 

disponíveis em bancos de dados online.  

 

4.2.1. Comparações entre os Genomas Mitocondriais 

Relacionando os dois mitogenomas de Cyphoderus sequenciados, observa-se muitas 

semelhanças, principalmente referentes a ordem dos conjuntos de genes e suas posições 

bastante similares na dupla fita de DNA mitocondrial, como pode ser visto na Figura 21 e na 

Figura 22 que representa um recorte do alinhamento múltiplo entre todas as 13 CDS anotadas. 

Já a composição de aminoácidos presentes em seus mitogenomas está presente na Tabela 11. 

Ao comparar os mitogenomas sequenciados com os outros 14 genomas mitocondriais de 

Collembola disponibilizados no GenBank (levando em consideração tanto os  genomas 

completos quanto os parcialmente completos) observa-se algumas semelhanças estruturais e 

funcionais na composição dos mtDNA de Collembola (Tabela 12).  

Encontra-se na Figura 23 os dados relacionados à matriz de identidade nucleotídica 

baseada no alinhamento múltiplo comparativo dos genomas mitocondriais inteiros analisados 

para Collembola. Já referente ao gene COI (citocromo oxidase I), por ser apresentado como um 

importante marcador molecular para delimitação e identificação molecular de espécies, 

encontra-se na Figura 24 a matriz de similaridade referente a comparação do Barcodes genético 

das espécies de Collembola e os Barcodes sequenciados de Cyphoderus. 
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Figura 21. Rearranjo gênico do genoma mitocondrial encontrado em Cyphoderus similis (sequência mitocondrial superior) e em Cyphoderus 

innominatus (sequência mitocondrial inferior). As cores representam os rRNA (vermelho), Origem de Replicação (azul), CDS (verde) e tRNA 

(rosa). A direção das setas indica o sentido do gene. 

 

 

 

Figura 22. Exemplo do alinhamento múltiplo das 13 CDS anotadas no genoma mitocondrial de C. similis e C. innominatus. 
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Tabela 11. Composição de aminoácidos contidos nos genomas mitocondriais sequenciados de 

Cyphoderus. Representados em porcentagem (%). 
 

Cyphoderus similis Cyphoderus innominatus 

Ala 2.50 2.21 

Cys 1.90 1.95 

Asp 1.39 1.45 

Glu 1.65 1.60 

Phe 8.10 6.39 

Gly 2.35 1.84 

His 2.72 3.08 

Ile 7.21 7.58 

Lys 8.98 8.19 

Leu 12.57 11.20 

Met 5.24 6.09 

Asn 8.72 8.69 

Pro  4.51 5.29 

Gln 2.84 2.58 

Arg 1.43 1.58 

Ser 10.41 12.31 

Thr 5.37 5.79 

Val 3.16 3.10 

Trp 2.03 2.15 

Tyr 6.91 6.93 

Total 4677 4615 

 

Tabela 12. Composição estrutural e funcional comparativa dos genomas mitocondriais de 

Collembola disponíveis até então no GenBank em relação aos genomas mitocondriais de 

Cyphoderus sequenciados. 

Espécie Comprimento Total (bp) CDS tRNA rRNA 

Cyphoderus similis 14.988 13 22 2 

Cyphoderus innominatus 14.811 13 21 2 

Cryptopygus antarcticus 15.297 13 23 2 

Cryptopygus terranovus 15.352 13 22 2 

Folsomia candida 15.147 13 22 2 

Folsomotoma octooculata  15.338 13 22 2 

Orchesella cincta 15.728 13 22 2 

Orchesella villosa 14.924 13 22 2 

Bilobella aurantiaca 16.312 13 24 2 

Friesea grisea 15.442 13 22 2 

Gomphiocephalus hodgsoni  15.075 13 22 2 

Onychiurus orientalis 12.984 13 20 1 

Tetrodontophora bielanensis  15.455 13 22 2 

Podura aquatica 13.809 13 20 1 
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Bourletiella arvalis 14.794 13 22 2 

Sminthurus viridis 14.817 13 22 2 

  

Ambos os genomas mitocondriais sequenciados incluem 13 genes codificadores de 

proteínas, 2 genes de RNA ribossômico, e 22 genes de RNA transportador (sendo 21 para C. 

innominatus) representando assim o conjunto gênico completo proposto por BOORE (1999) a 

partir do arranjo ancestral de genomas de Insecta.  

Para Collembola, há registros de comparações de variância genética dentro e entre 

linhagens referentes ao marcador molecular Citocromo Oxidase subunidade I (COI), 

amplamente utilizado como ferramenta de delimitação taxonômica a nível de espécie 

(Barcode). Como é o caso de linhagens europeias de Parisotoma notabilis com baixa variância 

dentro de linhagens (<3%) e alta variância entre linhagens (21%), podendo então relacionar 

estas altas variâncias como preditor para linhagens crípticas com evolução independente e baixa 

diferenciação morfológica (VON SALTZWEDEL et al., 2017). Sequencias do gene COI 

também se mostrou útil na discriminação de linhagens do gênero Ceratophysella 

(NAKAMORI, 2013; PORCO et al., 2012) e de linhagens europeias do gênero Deutonura 

(ROUGERIE et al., 2006; PORCO et al., 2010). Estudos mostrou variabilidade do COI também 

para Isotoma riparia comparada com Isotoma viridis (0,2 – 4,3%), no qual o autor relata que 

valores abaixo de 3% se encontra dentro dos limites intraespecíficos de divergência para este 

marcador molecular (HEBERT et al., 2003; ANSLAN & TEDERSOO, 2015). Inclusive 

estudos apontam que este marcador apresenta uma divergência da sequência de 8 – 13,5% para 

espécies de Collembola em comparação com outros animais (HOGG & HEBERT, 2004; 

PORCO et al., 2014). Assim, o uso do Barcode recém sequenciado para Cyphoderus mostrou-

se eficaz na separação das espécies de C. similis e C. innominatus, uma vez que apresentaram 

maior similaridade a nível de gênero em comparação com outras espécies de Collembola, além 

de apresentarem variabilidade de sequência acima do limite descrito para delimitação de 

espécies (aproximadamente 20% de divergência). 
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Figura 23. Matriz de identidade referente aos genomas mitocondriais de Collembola atualmente disponíveis no GenBank com adição dos 

mitogenomas de Cyphoderus sequenciados. 

 

 

Figura 24. Matriz de identidade referente aos Barcodes de Collembola atualmente disponíveis no GenBank com adição dos Barcodes de 

Cyphoderus sequenciados.
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4.2.2. Comparação entre Genomas Nucleares 

Tendo em vista os quatro genomas nucleares de Collembola sequenciados e disponíveis 

para análise, a Tabela 13 representa uma avaliação comparativa a nível estrutural dos genomas 

nucleares de Collembola em relação aos dois novos genomas de Cyphoderus sequenciados.  

De acordo com a anotação disponível para o genoma de C. innominatus segue abaixo 

uma análise comparativa dos genomas nucelares até então sequenciados e anotados para 

Collembola (Tabela 14). 

 

Tabela 14. Análise funcional comparativa entre os genomas nucleares de Collembola 

atualmente sequenciados e o novo genoma de Cyphoderus innominatus devidamente anotado. 

 C. 

innominatus 

F. 

candida 

O. 

cincta 

H. 

duospinosa 

S. 

curviseta 

Genes 278.865 28.734 20.249 9.911 23.943 

Exóns 73.812 197.859 118.474 79.659 133.951 

Íntrons  50.624 524,921 336.337 242.640 381.850 

 

Os genomas nucleares sequenciados para Cyphoderus apresentaram um nível de 

montagem semelhante aos outros genomas publicados (nível de scaffold), porém se observa 

uma alta fragmentação em ambas as montagens (seja MEGAHIT ou SOAPdenovo2), um baixo 

N50, além de uma baixa cobertura calculada quando comparados com os outros genomas 

nucleares de Collembola disponíveis. As tecnologias de sequenciamento utilizadas (NextSeq e 

MiniSeq) representam abordagens novas para montagens de novo de genomas de Collembola 

até então publicados, portanto a questão de trabalhar com short reads possa ter favorecido a 

alta fragmentação, questão a ser solucionada com o sequenciador de terceira geração (PacBio) 

que apresenta fragmentação do DNA por long reads, o que poderá satisfazer uma montagem 

final menos fragmentada e com maior cobertura para os genomas. Entretanto, consideramos os 

genomas nucleares aqui apresentados como a nível de Draft Genomes, ou seja, representam os 

primeiros esboços de um genoma parcialmente completo, apresentando um nível de anotação a 

ser considerável, mesmo por se apresentar como possíveis genes anotados, ainda necessita de 

mais algumas etapas para validação definitiva.  
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Tabela 13. Análise estrutural comparativa entre os genomas nucleares de Collembola atualmente sequenciados e os dois novos genomas de 

Cyphoderus sequenciados. *dados referentes à montagem pelo SOAPdenovo2. **calculada através da razão entre total de bases sequenciadas e o 

total de bases montadas. 

 
C. 

similis* 

C. 

innominatus* 

F. 

candida 

O. 

cincta 

H.  

duospinosa 

S. 

curviseta 

Total de Bases 
 

357.912.514 370.224.676 221.702.752 286.766.519 327.566.771 381.458.724 

Nº de Sequências 
 

249.620 249.310 162 9.402 62.430 599 

Comprimento Médio (bp) 
 

1.433,83 1.485,0 1.368.535,51 30.500,59 5.246,94 636.825,92 

N50 (bp) 3.293 3.216 6.519.406 65.879 310.226 3.284.409 

Conteúdo GC 
 

33,16% 32,40% 37.52% 36.81% 33.35% 37.51% 

Número Sequências 'N' 
 

45,07% 45,65% 28.40% 2.67% 45.35% 0.17% 

Nível da Montagem 
 

Scaffold Scaffold Scaffold Scaffold Scaffold Contig 

Montador 
 

SOAPdenovo2 SOAPdenovo2 Falco DBG2 OLC SOAPdenovo Canu 

Sequenciador 
 

Illumina NextSeq Illumina MiniSeq/NextSeq PacBio PacBio/Illumina HiSeq Illumina HiSeq PacBio 

Cobertura 6.19 x** 8.02 x** 58 x 40 x 180 x 110 x 
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Abordagens comparativas estão se tornando muito aplicáveis no fornecimento de 

informações relevantes sobre a cobertura da montagem e da qualidade do genoma, 

principalmente no que se refere a Draft Genomes. Ao se tratar de uma análise de genomas 

proveniente de um sequenciamento com baixa cobertura e bibliotecas de inserções curtas (short 

reads) haverá portanto um desempenho de montagem muito abaixo do esperado para grandes 

genomas, pelo motivo de que short reads aumentam a complexidade dos algoritmos de 

montagem, proporcionando, assim, baixos N50 e alta proporção de fragmentos sem 

contiguidadae, resultando em análises moleculares sem confiabilidade biológica (ZHANG et 

al., 2019a; MILLER et al., 2010).  

O desafio de desvendar a biologia a partir de óticas diferentes só se torna possível ao passo 

que pesquisas descritivas vêm se realizando, como o sequenciamento de novos genomas e suas 

respectivas divulgações. Sendo assim, os primeiros Draft Genomes de Cyphoderus seguirão 

sendo aperfeiçoados em trabalhos futuros, visando, a priori, a diminuição de sua fragmentação 

com uma anotação gênica mais robusta, e, posteriormente, atingindo investigações mais 

profundas, como por exemplo aplicações em pesquisas de ecologia, biodiversidade e taxonomia 

de Cyphoderus. 

 

4.3. FILOGENIA MOLECULAR DE COLLEMBOLA APLICANDO DOIS NOVOS 

GENOMAS MITOCONDRIAIS DE Cyphoderus 

A proposta de topologia molecular que reflita a relação de parentesco filogenético para 

a Classe Collembola foi construída com base nos mtDNA de todo um conjunto de espécies que 

apresentem dados mitogenômicos completos disponíveis. A partir desse conjunto de 

mitogenomas disponíveis foi adicionado à análise filogenética os dois novos genomas 

montados referentes às espécies Cyphoderus similis e C. innominatus, primeiros exemplares do 

gênero Cyphoderus a fazer parte de uma filogenia molecular geral para a Classe. 

Entretanto, algumas espécies que apresentam mitogenoma parciais foram excluídas da 

análise por apresentar genes fragmentados, foi preciso selecionar e concatenar apenas os genes 

que se apresentaram com melhor estrutura e qualidade para o alinhamento genômico. Com isso 

foi selecionada a maior quantidade de táxon possível e definido a ordem gênica seguinte: 

 

NAD2 COI COII ATP8 ATP6 COIII NAD3 NAD5 NAD4 NAD4l NAD6 COB NAD1
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Pode ser visto na Figura 25 o resultado da inferência filogenética molecular a partir de 

dados mitogenômicos atuais de Collembola. Com bootstrap dos ramos variou de 60% a 100% 

e apresenta a Daphnia magna (NC_026914) como outgroup. A filogenia refletiu o 

monofiletismo da Classe Collembola, monofiletismo de algumas famílias representadas 

(Figura 26) e monofiletismo para os representantes da ordem Poduromorpha (Figura 27). As 

espécies C. similis e C. innominatus, representadas pelos genomas sequenciados, apresentaram-

se como monofiléticas. Entretanto, a topologia apresenta algumas incoerências como a espécie 

Sminthurus viridis, a única representante da Ordem Symphypleona como táxon interno do 

grupo dos Entomobryidae, no qual pode ser um reflexo da baixa amostragem para a Classe 

Collembola e a falta de muitos táxons não representados como por exemplo grande parte da 

Ordem Symphypleona e a total falta de representantes da Ordem Neelipleona. 

 

 

Figura 25. Filogenia molecular de Collembola baseada em genomas mitocondriais completos 

por análise de Máxima Verossimilhança e bootstrap de 1000. Com destaque para o 

monofiletismo das espécies Cyphoderus (em laranja). Importante: o ramo 

“CYPHODERUS_SP.N” refere-se à Cyphoderus innominatus. 



66 
 

 

Figura 26. Filogenia molecular de Collembola baseada em genomas mitocondriais 

representando as famílias monofiléticas (Onychiuridae, Neanuridae, Isotomidae e Paronellidae) 

com valores de bootstrap de 100. Com destaque para o monofiletismo da família Paronellidae 

(em laranja) e o parafiletismo de três táxons (em azul). 

 

 

Figura 27. Filogenia molecular de Collembola baseada em genomas mitocondriais 

representando o monofiletismo da Ordem Poduromorpha (bootstrap de 81) e o Polifiletismo 

recuperado para as Ordens Entomobryomorpha (em laranja com bootstrap de 100) e 

Symphypleona (em azul com bootstrap de 95). 
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Semelhante às análises filogenéticas moleculares de CAMERON e colaboradores 

(2004) a análise realizada também apoia a Classe Collembola como monofilética, evidenciando 

o gênero Daphnia como bom grupo externo para a reconstrução filogenética do grupo. Além 

de corroborar à árvore filogenética de CARAPELLI e colaboradores (2014), inferida através de 

sequências de nucleotídeos referente às posições I e II de 13 mitogenomas de Collembola. 

Porém, a atual amostragem molecular de colêmbolos não representa de forma eficaz a Classe 

Collembola como um todo, com baixa cobertura, mesmo representando importantes famílias 

(Entomobryidae, Sminthuridae, Hypogastruridae, Isotomidae, por exemplo), há ausência de 

dados para muitas outras famílias, inclusive ainda não encontra-se dados moleculares 

mitogenômicos para a Ordem Neelipleona (CARAPELLI et al., 2014). 

Entretanto estudos relatam que por mais que o DNA esteja mais próximo de uma 

realidade evolutiva, no sentido de estar diretamente associado a mutações e seleção natural, ele 

ainda vem sendo altamente ruidoso no que se refere ao alto grau de saturação de substituições 

em seus códons, mais precisamente de terceiro códon. Assim, os métodos básicos de 

alinhamento múltiplo vêm se se tornando mais necessários nesse processo de uso do genoma 

mitocondrial na da história filogenética (CAMERON et al., 2004). Inclusive o uso do genoma 

completo para análises filogenéticas também se torna alvo de debates, NARDI e colaboradores 

(2003a,b) propõe o uso apenas do COI, COII, COIII e COB como suficiente e confiável. 

Apesar da crescente disponibilidade de genomas mitocondriais de Collembola os dados 

existentes até então são insuficientes para resolver problemas como: determinar o grupo-irmão 

de Collembola, ou resolver relações internas da Classe. Além destes conjuntos de dados 

moleculares ainda se parecer vulnerável à seleção de táxons, de grupos externos, e até mesmo 

de genes, sendo assim, o limite e a aplicabilidade desses dados em questões filogenéticas ainda 

está em desenvolvimento (CAMERON et al., 2004). No entanto, acreditamos que nossos dados 

representam o primeiro passo para uma futura reconstrução filogenética de Cyphoderus. 
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5. CONCLUSÃO 

Ao final desta dissertação elencam-se os seguintes objetivos alcançados: 

 

•  Os primeiros Draft Genomes de colêmbolos brasileiros, sendo eles referentes ao 

sequenciamento e montagem de novo com anotações ab initio das espécies C. similis e C. 

innominatus representando os primeiros genomas para gênero Cyphoderus; 

 

• A descrição dos primeiros genomas mitocondriais de Cyphoderus sequenciados, 

apresentando 100% de cobertura, apresentando seus conteúdos gênicos completos, sendo 

um total de 14.988 bp com 37 produtos gênicos e 14. 811 bp com 36 produtos gênicos 

para as espécies C. similis e C. innominatus, respectivamente; 

 

• Construção de uma filogenia molecular de Collembola utilizando pela primeira vez 

genomas mitocondriais sequenciados de Cyphoderus e um conjunto de 15 genomas 

mitocondriais completos de Collembola disponibilizados em banco de dados genômicos; 

 

• Primeiras montagens de dois genomas nucleares de Cyphoderus com comprimento 

aproximado de 358 Mb com N50 máximo de 3,3 Kb para C. similis e comprimento 

aproximado de 370 Mb com N50 máximo de 3,3 Kb para C. innominatus; 

 

• Primeira anotação genômica nuclear para Cyphoderus, o qual foi anotado um total de 

278.865 genes putativos, com densidade de 3.8 genes por éxons sequenciados, referentes 

à espécie C. innominatus. 
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APÊNDICE A 

REPRODUÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DOS CULTIVOS LABORATORIAIS DE 

Cyphoderus 

 

Registra-se nesta dissertação a primeira reprodução de colêmbolos coletados em 

cavernas de minério de ferro, MG e áreas verdes urbanas de João Pessoa, PB. Ao longo das 

gerações cultivadas, através da confecção de lâminas semipermanentes e uso de chaves 

específicas foi identificada a espécie Cyphoderus similis a partir dos cultivos de espécimes de 

MG e a espécie  Cyphoderus innominatus a partir dos cultivos de espécimes da PB. Torna-se 

registrado também os métodos aplicados à criação de duas novas espécies de Collembola em 

laboratório, destacando sua praticidade de manutenção de cultivos e boa capacidade de 

reprodução ex situ.  

 Bem como citado em literatura, encontramos algumas variações morfológicas nas 

populações mantidas em cultivos, sendo a mais frequente relacionada a variação no número de 

cerdas (pluriquetose) na região dorsal do dens (região da fúrcula). Mencionado por OLIVEIRA 

e colaboradores (2017) sobre o polimorfismo acentuado das espécies C. javanus e C. similis de 

região Neotropical e sendo reforçado por NUNES & BELLINI (2018) a necessidade de revisão 

taxonômica e novos recursos taxonômicos integrativos mais claros para o grupo. Foi 

considerado, então, esta variação morfológica dos Cyphoderus cultivados em laboratório como 

uma resposta à alta endogamia, inúmeras gerações mantidas a partir de uma variabilidade 

genética fixa, ou seja, podendo ser correspondente ao alto número de alelos da população inicial 

coletada, discutido no Apêndice B. 
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APÊNDICE B 

RELATO DE POLIMORFISMO EM Cyphoderus 

 

Todos os organismos têm a capacidade de alterar algum aspecto em seu fenótipo em 

resposta a mudanças ambientais, seja em sua fisiologia, seu comportamento, sua morfologia ou 

até a nível de expressão gênica (NIJHOUT, 2003; SULTAN, 2007; GILBERT & EPEL, 2009). 

Fenótipos diferentes dentro de uma mesma população pode ser resultado da variação na 

expressão gênica causada por polimorfismo na sequência codificadoras de proteínas no DNA, 

evidenciando a conexão que o fenótipo apresenta com alterações observadas no genótipo 

(LAWNICZAK et al., 2008). 

A morfologia de um Collembola adulto está sujeita a interferências tanto de fatores 

ambientais quanto de fatores genéticos intrínsecos da espécie, podendo com isso resultar em 

diferentes morfotipos surgidos em curtos intervalos de tempo durante seu ciclo de vida 

(CHRISTIANSEN, 1957; ZETTEL & ZETTEL, 1994).  

Dentro do gênero Cyphoderus a espécie C. similis apresenta um histórico de 

dificuldades morfológicas em distinguir-se de C. assimilis, C. subsimilis e C. simulans devido 

a caracteres com alta variação interpretativa e pouca capacidade de aceita-los como 

características reais que para fins taxonômicos, como por exemplo a ausência da túnica, o dente 

mediano não pareado, a tenente hair clavada e o comprimento relativo do mucro 

(CHRISTIANSEN, 1957). Desde os mais antigos registros que descrevem a sistemática de 

Cyphoderus baseando-se tradicionalmente na estrutura do mucro, no número e arranjo de 

escamas nos dentes e da estrutura da garra (DELAMARE-DEBOUTTEVILLE, 1948), sendo 

que a maioria dos caracteres foram inicialmente descritos a partir de espécimes raros, tornando-

se difícil reconhecer o valor taxonômico verdadeiro, uma vez que foram determinados na 

ausência de quaisquer valores estatísticos ou distribuição geográfica (CASSAGNAU, 1963). 

Além disso, CASSAGNAU (1963) reconhece também a plasticidade morfológica de espécies 

de cifoderídeos, destacando a importância de não subestimar evoluções regressivas 

especificamente do mucro, podendo levar a alguns polimorfismos dentro de uma população 

típica, no caso, levando a interpretar o termo “típica” como sendo uma população anteriormente 

homogênea para aquela característica, ainda assim reconheceu o polimorfismo referente a 

estrutura do mucro de C. albinus, C. innominatus, C. javanus e C. similis observando o 

tamanho, a posição e a presença de espinhos do mucro destas espécies. 
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Um fenômeno amplamente citado como sendo a rota que explica a diversificação 

evolutiva proporcionada pela plasticidade fenotípica é o processo evolutivo conhecido como 

assimilação genética. Em que este mecanismo é causado por uma mudança ambiental que 

desencadeia a expressão de uma nova variante fenotípica hereditária, em que este fenótipo 

variante que é reconhecido, inicialmente, como raro apresenta um aumento em sua frequência 

dentro da população, assim ao longo das gerações esta nova variante fenotípica poderá ser 

fixada constituindo-se como uma nova variação dentro da população (BRADSHAW, 1965; 

STEARNS, 1989; PRICE et al., 2003; BRAENDLE & FLATT, 2006; PFENNIG & MCGEE, 

2010; FITZPATRICK, 2012; EHRENREICH & PFENNIG, 2016). As alterações ambientais 

frequentemente tendem a afetar diretamente um número muito maior de indivíduos 

simultaneamente, diferente de processo de mutação genética que inicialmente afeta um único 

indivíduo e seus descendentes direto, portanto a assimilação genética tem sido considerada 

como um potencial mecanismo de origem de novos traços fenotípicos (PIGLIUCCI & 

MURREN, 2003; KASSEN & BATAILLON, 2006; AUBRET & SHINE, 2009; HALLIGAN 

& KEIGHTLEY, 2009; LANDE, 2009; MOCZEK et al., 2011). 

 Assim, avanços em técnicas de sequenciamento de DNA proporciona uma ferramenta 

adicional nos meios até então utilizados para delimitar espécies, principalmente quando se 

refere a espécies crípticas de Collembola (FRATI et al., 2000a; SOTO-ADAMES, 2002; 

BURKHARDT & FILSER, 2005; ZHANG et al, 2014a; KATZ et al, 2015). Consecutivamente, 

a partir de novas tecnologias de sequenciamento e facilitação na geração de genomas e 

transcriptomas de alta qualidade, no qual abrangem organismos modelos ou não, estes dados 

genéticos também tem a capacidade de servir como ferramentas de identificação de mecanismos 

referentes ao processo de assimilação genética (PFENNIG & EHRENREICH, 2014; 

EHRENREICH & PFENNIG, 2016). 
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APÊNDICE C 

EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO DNA DE Cyphoderus 

 

Registra-se nesta dissertação a primeira extração de DNA de Collembola realizado no 

ITV-DS com utilização de 50 indivíduos em cada população de Cyphoderus, com valores de 

30Hz por 1 minuto de maceração mecânica.  

Foi alcançado valores de 44.1 ng/µl (C. similis) e 16.0 ng/µl (C. innominatus). Portanto, 

devido ao baixo valor de concentração de DNA de C. innominatus, foi aconselhado a tecnologia 

de sequenciamento MiniSeq para a amostra. 

A construção das bibliotecas genômicas resultaram em 8.6 ng/µl com tamanho médio 

dos fragmentos de 512 pb para C. similis, enquanto para C. innominatus foi encontrado valores 

de 23.6 ng/µl com tamanho médio dos fragmentos de 469 pb, no qual esperava-se valores de 

concentração da biblioteca de até 2 ng/µl e tamanho médio dos fragmentos de 400-600 pb como 

valores ideais.  
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APÊNDICE D 

ANÁLISE ESTRUTURAL PÓS-SEQUENCIAMENTO DOS GENOMAS DE Cyphoderus 

 

A Tabela 15 mostra os valores de output de cada sequenciamento para os Cyphoderus, 

trazendo um comparativo entre os dados brutos não-tratados e os dados pós-tratamentos de 

qualidade, informando o comprimento total sequenciado, o comprimento das reads, e seus 

valores de qualidade (phred), no qual podemos observar a necessidade de tratamentos dos dados 

pós sequenciamento genômico. 

Abaixo observam-se os gráficos referentes à qualidade das sequências (Figura 28 e 29), 

onde as regiões alaranjada e avermelhada apresentam valores de phred considerados ruins. 

Estes gráficos são exemplos de como se deu o tratamento dos dados pós-sequenciamento 

através do FastQC (dados brutos à esquerda, dados tratados à direita). Para os sequenciamentos 

foram realizados o tratamento de qualidade das sequências e eliminando sequencias curtas (<50 

pb de comprimento mínimo) e com valores de phred baixos (<30).  

O sequenciamento com bibliotecas M-P resultou também em um conjunto singletons de 

reads, referentes às sequências tratadas não-pareadas. Os singletons podem representar 

importantes sequências para uso de montagem para algumas ferramentas de montagem. Um 

total de 18.014.630 reads para C. similis e 11.408.174 reads para C. innominatus. 



93 
 

Tabela 15. Resumo dos dados moleculares referentes ao pós-sequenciamento dos Cyphoderus similis e Cyphoderus innominatus. Comparando os 

dados brutos (B) e tratados (T). Valores de phred-score <30 é considerado ruim. 

 

Espécie Sequenciamento Tipo dos Dados Comprimento (bp) Comprimento das reads Phred-score 

C. similis 

NextSeq P-E 

B 46.842.269 35-151 < 30 

T 39.799.096 50-151 > 30 

NextSeq M-P 

B 32.365.835 35-151 < 30 

T 11.362.287 70-151 > 30 

C. innomunatus 

MiniSeq P-E 

B 38.851.815 48-151 < 30 

T 34.745.970 50-151 >30 

NextSeq M-P 

B 21.112.749 35-151 <30 

T 7.482.507 70-151 >30 



94 
 

 

Figura 28. Gráfico extraído do FastQC referente à qualidade das sequências brutas (imagem à 

esquerda) e tratadas (imagem à direita) para o sequenciamento NextSeq P-E (imagens de cima) e 

NextSeq M-P (imagens de baixo) da amostra de DNA de C. similis. 

 

 

Figura 29. Gráfico extraído do FastQC referente à qualidade das sequências brutas (imagem à 

esquerda) e tratadas (imagem à direita) para o sequenciamento MiniSeq P-E (imagens de cima) 

e NextSeq M-P (imagens de baixo) da amostra de DNA de C. innominatus. 


