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RESUMO 

Definir o tamanho da amostra de indivíduos de populações naturais que possa representar 

de maneira fidedigna a variabilidade genética é um importante fator para o estudo da 

estrutura genética populacional. O baixo número de indivíduos amostrados pode trazer 

conclusões errôneas, enquanto um número muito alto, além de ser muito laborioso, pode 

ser um desafio à coleta para alguns grupos de animais, e também pode representar 

desperdício de recursos financeiros aplicados na análise. Desta maneira, torna-se 

relevante a determinação do tamanho amostral adequado que seja representativo da 

variação natural, com o menor custo e esforço laboratorial possível. O objetivo deste 

trabalho foi determinar o tamanho amostral que representa a variabilidade genética de 

locos de microssatélites para estudos populacionais de espécies de Drosophila da região 

Neotropical, com otimização dos recursos e esforços de coleta e laboratorial, o N ideal. 

Foram utilizados 100 genótipos de locos de microssatélites de indivíduos de populações 

naturais para cada uma de quatro espécies de Drosophila: D. ornatifrons, D. antonietae, 

pertencentes ao subgênero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti, do subgênero 

Sophophora. Das matrizes originais, foram sorteadas 50 subamostras para os seguintes 

tamanhos populacionais (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 e 95 indivíduos. Para 

todas as 50 subamostras para cada N, foi avaliada a porcentagem da detecção de todos os 

alelos representativos (frequência ≥ 5%) da amostra original, heterozigosidade média 

esperada (He), e o índice de diferenciação genética (Fst) com a amostra original. O N 

ideal para cada espécie foi estabelecido a partir da análise não paramétrica dos valores 

não significativos de He e Fst pareados entre os diferentes tamanhos populacionais, e para 

a detecção dos alelos representativos, foi considerada a presença destes em ao menos 95% 

das 50 subamostras para no mínimo 70% dos locos de microssatélites. Após a 

determinação do N ideal, os alelos raros (frequência < 5%) da matriz original foram 

substituídos por outros genótipos com alelos não raros (também provenientes de 

populações naturais), e desta matriz sem alelos raros foram sorteadas 50 subamostras com 

o N ideal. As composições genéticas das 50 subamostras do N ideal com os alelos raros 

foi comparada com as do N ideal sem alelos raros, por meio do programa STRUCTURE. 

De acordo com os parâmetros estabelecidos, os tamanhos amostrais para D. ornatifrons, 

N = 25, para D. antonietae, N = 30, D. prosaltans e D. sturtevanti,  N = 35, foram 

considerados ideais para a análise da estrutura genética. Não foi observado efeito 

acentuado dos alelos raros na distribuição das proporções dos grupos genéticos dos 

indivíduos, determinados pelo STRUCTURE, dentro das classes de agrupamento 

propostas. As espécies do subgênero Drosophila provavelmente apresentaram menor N 

ideal devido a menor diversidade genética, resultado da especificidade de suas dietas, 

proteica no caso de D. ornatifrons e cactofila para D. antonietae. Por outro lado, o 

generalismo das espécies do subgênero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti, 

resulta em maior diversidade genética e, consequentemente, maior N ideal para análises 

populacionais com locos de microssatélites. Os resultados deste trabalho também 

mostraram que o mesmo N ideal pode ser empregado em caso de locos de microssatélites 

transferidos entre espécies próximas filogeneticamente, como foi o caso dos locos 

descritos para D. sturtevanti e transferidos para D. prosaltans. 

Palavras-chave: D. ornatifrons, D. antonietae, D. prosaltans, D. sturtevanti, genética 

de populações, marcador genético SSR. 



 

ABSTRACT 

The definition of the sample size of individuals from natural populations that can reliably 

represent genetic variability is an important factor for the study of population genetic 

structure. The low number of specimens sampled can lead to inaccurate conclusions, 

while a very high number can be a challenge to collect some groups of animals, in addition 

of being very laborious and could also represent a waste of financial resources. In this 

way, to determine the appropriate sample size that is representative of the natural 

variation, with the lowest possible cost and laboratory effort, becomes relevant. The 

objective of this work was to determine the sample size that represents the genetic 

variability of microsatellite loci for population studies of Drosophila species from the 

Neotropical region, with optimization of resources and collection and laboratory efforts. 

We used 100 individuals from natural populations genotyped for microsatellite loci for 

each of four Drosophila species: D. ornatifrons, D. antonietae, belonging to the 

Drosophila subgenus, and D. prosaltans and D. sturtevanti, of the Sophophora subgenus. 

From the original matrices, 50 subsamples were randomly obtained for the following 

population sizes (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 and 95 individuals. For all 

50 replicates of each N, the percentage of detection of all non-rare alleles (frequency ≥ 

5%) from the original sample, expected mean heterozygosity (He), and the genetic 

differentiation (Fst) to the original 100 individuals matrix were evaluated. original. The 

ideal N for each species was established using a non-parametric analysis of the non-

significant values of He and Fst paired between the different population sizes, and for the 

detection of the non-rare alleles, the presence of these in at least 95% of the 50 subsamples 

in at least 70% of the loci was considered. After determining the ideal N, the rare alleles 

(frequency < 5%) of the original matrix were replaced by other genotypes with non-rare 

alleles (also from natural populations), and from this matrix without rare alleles, 50 

subsamples with the ideal N were randomly selected. The genetic compositions of the 50 

replicates of ideal N with rare alleles were compared with those of ideal N without rare 

alleles, using the STRUCTURE software. According to the established parameters, the 

sample sizes for D. ornatifrons, N = 25, D. antonietae, N = 30, D. prosaltans and D. 

sturtevanti, N = 35, were considered ideal for the analysis of the genetic structure. The 

presence of rare alleles produced inconspicuous differences in the distribution of the 

genetic clusters of individuals, obtained in the STRUCTURE software, within the 

grouping classes proposed. Species of the Drosophila subgenus probably presented lower 

ideal N due to lower genetic diversity, as a result of the specificity of their diets, more 

protein in the case of D. ornatifrons and cactophily for D. antonietae. On the other hand, 

the generalism of the Sophophora subgenus species, D. prosaltans and D. sturtevanti, 

results in greater genetic diversity and, consequently, greater ideal N for population 

analyzes using microsatellite loci. The results of this work also showed that the same ideal 

N can be used in case of microsatellite loci transferred between phylogenetically close 

species, as was the case of the loci described for D. sturtevanti and transferred to D. 

prosaltans. 

Keywords: D. ornatifrons, D. antonietae, D. prosaltans, D. sturtevanti, Population 

Genetics, SSR genetic marker.  
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1. INTRODUÇÃO 

O gênero Drosophila da família Drosophilidae (Diptera) é altamente diverso, com 

cerca de 2.000 espécies descritas e muitas ainda a serem identificadas, especialmente na 

região Neotropical. Algumas espécies deste gênero são muito utilizadas como modelo 

biológico para diferentes áreas das Ciências Biológicas há mais de um século, 

principalmente na Genética, por suas características favoráveis a experimentação, como 

rápido ciclo de vida, alta fecundidade, facilidade de coleta, manuseio e manutenção em 

laboratório, entre outros. No entanto, o potencial destes organismos em estudos da 

composição da fauna, interações ecológicas, e da relação da distribuição da variabilidade 

genética em seus ambientes naturais começou a ser explorado a partir de meados do 

século XX, e há muito ainda a ser investigado nas espécies da região Neotropical, onde 

existe a maior diversidade de espécies. 

Para um entendimento amplo sobre da distribuição da variação encontrada, é 

necessário relacionar os dados genéticos com o contexto ecológico de cada espécie, e 

compreender os padrões e mecanismos evolutivos que concatenam a genética do 

organismo, a estrutura populacional, e o ambiente no qual ele vive, tema da Genética de 

Populações. Além disso, o conhecimento da variabilidade genética das populações 

naturais é um importante aspecto para políticas de conservação da natureza, visto que a 

adaptação para diferentes condições ambientais é possível somente quando existe 

variação, desse modo, os processos evolutivos dependem da variação pré-existente 

surgida por mutação e mantida ao longo das gerações pelos cruzamentos entre os 

indivíduos de uma população. 

A variabilidade genética das populações naturais pode ser avaliada por uma gama 

de marcadores moleculares. Os marcadores neutros polimórficos são mais indicados, pois 

se um loco está ligado a uma região genômica a qual é alvo de seleção natural, ele deverá 

mostrar um desvio em relação à neutralidade esperada. O marcador de DNA 

microssatélite é hipervariável e, na maioria das vezes, neutro (por ser detectado 

preferencialmente nas regiões intergênicas), o que o torna adequado para aplicação nesses 

estudos de Genética de Populações. 

Delimitar o tamanho da amostra para estudos de Genética de Populações, de modo 

que seja uma representação fiel da população natural, mas ao mesmo tempo seja 

exequível em termos de esforços laboratoriais e de recursos financeiros, é muito 

importante, especialmente para algumas espécies animais que apresentam dificuldades 

para coleta de espécimes e/ou estão ameaçadas de extinção. O objetivo deste trabalho foi 
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determinar o tamanho amostral ideal para estudos populacionais da variabilidade de locos 

de microssatélites de espécies de Drosophila, por meio de genótipos amostrados de 

populações naturais, para, assim, poder contribuir com a otimização dos recursos 

empregados nestas análises para insetos da Ordem Diptera, ou ainda de organismos com 

características ecológicas e demográficas, e de distribuição geográfica semelhantes a das 

espécies utilizadas neste trabalho. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 A caracterização da variabilidade genética das populações naturais 

Darwin já destacava a importância da variação na modificação das populações ao 

longo do tempo, pois seu primeiro postulado para a alteração das populações por meio da 

seleção natural é a existência de variação individual, seguida de que essa variação seja, 

ao menos parcialmente, transmitida para a prole, que alguns indivíduos apresentem maior 

probabilidade de sobrevivência que outros, e, finalmente, que essa sobrevivência 

diferencial não seja aleatória (FREEMAN; HERRON, 2009; DARWIN, 1859, tradução 

DUARTE; DUARTE, 2014).  

Assim, desde a formulação da Síntese Moderna da Evolução entre os anos 30 e 40 

do século XX, o estudo das mudanças genotípicas, constituem a base das teorias 

evolutivas e das hipóteses para a especiação, e o conhecimento desta variabilidade 

genética é fundamental para a compreensão destas teorias, além de também ser uma 

medida das condições das populações naturais em suas respostas a alterações no 

ambiente, importante para estudos de conservação.  

A variação genética das populações naturais foi inicialmente avaliada por meio de 

caracteres morfológicos discretos, e o termo “polimorfismo genético” foi definido nesta 

fase por Ford (1940) como a existência concomitante em uma população de duas formas 

descontínuas, em proporção tal que a frequência da forma mais rara não pode ser 

explicada por mutações recorrentes. A partir da década de 60 do século passado, a técnica 

de eletroforese permitiu avaliar a variabilidade genética por meio da expressão direta dos 

produtos gênicos, as proteínas, e foi verificado que a variabilidade genética é muito maior 

do que se supunha com a análise dos caracteres morfológicos, e sua manutenção não 

poderia ser explicada tão somente por seleção natural. Destas constatações, foi proposta 

a Teoria Neutralista para a Evolução Molecular que ressalta a importância da deriva 

genética aleatória na fixação das variantes moleculares ao longo do tempo (KIMURA, 

1968; KING; JUKES, 1969; KIMURA; OHTA, 1971). 
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A descoberta da estrutura do DNA possibilitou o desenvolvimento de técnicas de 

sequenciamento desta molécula, começando pelo método de Sanger até as técnicas de 

sequenciamento de nova geração (Next Generation Sequencing) a partir de 2005 

(WATSON; CRICK, 1953; SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977; SANTOS et al., 

2013). Estas tecnologias vêm demonstrando que a variabilidade nas sequências de 

nucleotídeos do DNA entre indivíduos de uma população é ainda maior que a verificada 

pela eletroforese de proteínas, e diferentes marcadores moleculares foram desenvolvidos 

por meio dos dados de sequenciamentos de diferentes “Projetos Genomas”, e podem ser 

aplicados sem que haja a necessidade de sequenciamento de todo genoma, contribuindo 

para os avanços dos estudos de Genética de Populações. 

Os dados de sequenciamento de DNA aliado à técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR – Polymerase Chain Reaction) (MULLIS et al., 1986) permitiu o 

desenvolvimento dos marcadores codominantes microssatélites, inicialmente aplicados 

na análise de paternidade (MOXON; WILLS, 1999), e sua utilização para estudos 

genético populacionais (ESTOUP et al, 1995; CHAMBERS; MACAVOY, 2000). 

Microssatélites, também conhecidos pelas siglas STR (Short Tandem Repeats), ou SSR 

(Simple Sequence Repeats). podem ser definidos como repetições em tandem de unidades 

curtas (até seis bases), denominadas motes, de sequências no DNA (HANCOCK, 1999). 

O comprimento mínimo de um microssatélite seria de oito nucleotídeos, pois sequências 

de tamanho inferiores ocorrem na mesma frequência esperada se elas fossem encontradas 

ao acaso no genoma (ROSE; FALUSH, 1998). Ou seja, um microssatélite composto por 

unidade de repetição com dois nucleotídeos, chamada unidade de repetição 

dinucleotídica, deve estar repetido ao menos quatro vezes em tandem para ser considerada 

uma sequência microssatélite, uma trinucleotídica no mínimo três, uma tetra, penta ou 

hexanucleotídica ao menos duas.  

Os microssatélites apresentam distribuição ubíqua nos genomas procariotos e 

eucariotos, e apesar de algumas vezes estarem localizados em regiões codificadoras, 

ocorrem preferencialmente nas regiões intergênicas (HANCOCK, 1999; SREENU et al., 

2003; LI et al., 2004), sendo, portanto, menos suscetíveis a ação da seleção natural e, 

assim, considerados seletivamente neutros, característica vantajosa para estudo 

populacionais, como pontuado anteriormente. Outra propriedade importante dos locos de 

microssatélites com benefícios na aplicação em Genética de populações, é seu 

polimorfismo e hipervariabilidade. Os microssatélites são separados por tamanho em gel 

por eletroforese após amplificação dos locos via PCR, e a variação no tamanho entre 
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alelos de um indivíduo, ou entre indivíduos de uma população é, em geral, devido ao 

número de repetições dos motes. A alta variação no número de repetições dos locos de 

microssatélites se deve a dois mecanismos principais: crossing-over desigual, que é o 

resultado da recombinação entre homólogos não alinhados corretamente em regiões de 

DNA repetitivo; e, o evento mais provável, DNA slippage durante a replicação, em que 

alças podem ser formadas na fita molde ou na fita que está sendo sintetizada como 

resultado da perda do pareamento nas sequências curtas repetidas em tandem. Quando 

essas alças não são corrigidas pelo mecanismo de reparo específico (reparo mismatch), a 

duplicação do DNA nesta condição pode resultar em uma unidade de repetição a mais, se 

a alça ocorre na fita recém-sintetizada, ou uma repetição a menos, caso a formação da 

alça tenha ocorrido na fita molde (LEVINSON; GUTMAN, 1987a; WRIGHT, 1994; 

GRAUR; LI, 2000). 

A aplicação de locos microssatélites em estudos populacionais requer uma 

amostra de indivíduos que represente a variação natural, sem acarretar em um esforço 

muito grande de coleta, o que pode ser problemático para espécies em risco ou de difícil 

captura, especialmente no caso de animais; e em desperdício de recursos financeiros 

destinados a material laboratorial de consumo. É fundamental encontrar o equilíbrio entre 

o custo e a representatividade da amostra, pois o tamanho da amostra afeta a precisão das 

estimativas das frequências alélicas e diversidade genética, parâmetros utilizadas nas 

diferentes medidas da estrutura e diferenciação populacional (LUNA; DEXING, 2004; 

KALINOWSKI, 2005; MIYAMOTO et al., 2008; PRUETT; WINKER, 2008; HALE; 

BURG; STEEVES, 2012; DUBOIS et al., 2018; ZCHONSKI, 2021).  

Os estudos que delimitam o tamanho da amostral ideal, aqui também denominado 

N ideal, no sentido menor custo (coleta e material laboratorial) e maior benefício 

(precisão na representação da variabilidade), para locos de microssatélites são realizados 

por meio da comparação de dados empíricos (“população real”) com simulações, e por 

análises de rarefação e regressão (KALINOWSKI, 2005; BASHALKHANOV; 

PANDEY; RAJORA, 2009; HALE; BURG; STEEVES, 2012). Diferentes fatores 

demográficos e ecológicos das populações naturais podem afetar o tamanho efetivo de 

uma população, sua dispersão na área amostrada, os quais têm consequências na 

distribuição da variabilidade genética intra e interpopulacional e podem, portanto, afetar 

as estimativas do tamanho amostral ideal (KALINOWSKI, 2005; PRUETT; WINKER, 

2008; DUBOIS et al., 2018). Além disso, o nível de polimorfismo e o número de locos 

de microssatélites aplicados nos estudos populacionais também influenciam na 
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determinação do tamanho amostral ideal (KALINOWSKI, 2005; HALE; BURG; 

STEEVES, 2012; ARTHOFER et al., 2018; WANG et al., 2021). 

As taxas de evolução das sequências microssatélites são significativamente mais 

altas que das substituições de bases, acarretando no alto polimorfismo destes locos e 

originando alelos raros (com frequência inferior a 5%) por mutação recorrente em 

diferentes populações (EANES; KOEHN, 1977; LEVINSON; GUTMAN, 1987b; 

DALLAS, 1992; STRAND et al., 1993; WEBER; WONG, 1993; HALE; BURG; 

STEEVES, 2012). As estimativas do N ideal para a detecção desses alelos são de centenas 

de indivíduos (KALINOWSKI, 2005; MIYAMOTO et al., 2008; ARTHOFER et al., 

2018), contudo, apesar desses alelos serem importantes para medidas de conservação ou 

inferências de fluxo gênico, as frequências dos alelos não raros, das quais são baseados 

os parâmetros de diversidade genética, distância genética e índices de diferenciação, são 

mais representativas e importantes para a determinação da estrutura das populações 

(SLATKIN, 1985; HALE; BURG; STEEVES, 2012).  

Em animais, a determinação do tamanho ideal para locos de microssatélites foi 

realizada para espécies de aves, pardal (PRUETT; WINKER, 2008), albatroz e kakī 

(HALE; BURG; STEEVES, 2012); mamífero, esquilo (HALE; BURG; STEEVES, 

2012); e insetos, gafanhoto (LUNA; DEXING, 2004), formiga (HALE; BURG; 

STEEVES, 2012), e borboleta (DUBOIS et al., 2018). Arthofer e colaboradores (2018) 

determinaram o número de locos de microssatélites adequados para análises da estrutura 

de populações de Drosophila nigrosparsa, mas não o N ideal. Desta maneira, existe uma 

lacuna deste tipo de dado para espécies do gênero Drosophila da família Drosophilidae 

(Diptera, Insecta), um grupo muito diverso que compreende dois terços, do total de 

espécies presente nesta família (TIDON, 2006; GOTTSCHALK; HOFMANN; 

VALENTE, 2008; BÄCHLI, 2022). 

As espécies endêmicas de Drosophila da região Neotropical apresentam 

sensibilidade às alterações ambientais, diferentes sistemas de acasalamento, podem ser 

generalistas ou apresentarem especificidade de substrato para alimentação e reprodução, 

e ocupam uma variedade de habitats distribuídos em biomas distintos, sendo, portanto um 

organismo modelo muito importante para a avaliação da qualidade das áreas naturais e 

das mudanças climáticas em relação tanto à composição da fauna quanto à distribuição 

da variabilidade genética, assim como para determinar os padrões biogeográficos e 

eventos evolutivos responsáveis pela dispersão e especiação nesta região (PEREIRA; 

VILELA; SENE, 1983; MARKOW, 1996; MATEUS; SENE, 2003, KLACZKO, 2006; 
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MANFRIN; SENE, 2006; TIDON, 2006; da MATA; MCGEOCH; TIDON, 2008, 2010; 

GOTTSCHALK et al., 2009; BATISTA; ANANINA; KLACZKO, 2012; GOÑI et al., 

2012; CENZI DE RÉ et al., 2014; GUSTANI et al., 2015; SANTA-BRÍGIDA et al., 2019; 

VALADÃO et al., 2019). As populações de algumas espécies de Drosophila da região 

Neotropical foram avaliadas quanto à variabilidade de locos de microssatélites, e os 

genótipos provenientes destes estudos foram utilizados neste trabalho para determinar o 

tamanho amostral ideal (MACHADO et al., 2010.; ZORZATO, 2015; PAIXÃO, 2020; 

TRAVA et al., 2021). 

 

2.2 Espécies de Drosophila utilizadas como modelos na determinação do tamanho 

amostral ideal para estudos populacionais com locos de microssatélites 

O gênero Drosophila é constituído por mais de 1.100 espécies organizadas em 14 

subgêneros, entre estes, os subgêneros Sophophora e Drosophila se destacam pela alta 

diversidade, com cerca de 336 e 734 espécies, respectivamente (GOTTSCHALK; 

HOFMANN; VALENTE, 2008; O’GRADY; DESALLE, 2018; BÄCHLI, 2022), e ainda 

existem muitas espécies a serem descritas na região Neotropical (MEDEIROS; 

KLACZKO, 2004). Estes subgêneros divergiram há aproximadamente 63 milhões de 

anos, e a alta diversidade deles deve-se a eventos de especiação resultantes de isolamento 

provocado pelos períodos de resfriamento do planeta, que foram também, em parte, 

responsáveis pela distribuição de espécies endêmicas e cosmopolitas (POWELL, 1997; 

TIDON-SKLORZ; SENE, 1999; TAMURA; NEI; KUMAR, 2004).  

A análise da distribuição da variabilidade genética de espécies de Drosophila 

endêmicas da região Neotropical tem revelado o efeito de alterações ambientais históricas 

e em decorrência da fragmentação por ação antrópica na expansão/retração de suas 

populações e no processo de especiação nesta região com alta diversidade de espécies, 

que podem ser coincidentes para outros grupos animais que ocupam os mesmos habitats 

(KLACZKO, 2006; MANFRIN; SENE, 2006; MATEUS; SENE, 2007; MATEUS et al., 

2010; CENZI DE RÉ et al., 2014; GUSTANI et al., 2015; SILVA; MACHADO; 

MATEUS, 2015; BARRIOS‐LEAL et al., 2021; TRAVA et al., 2021; ZORZATO; 

YASSIN; MADI-RAVAZZI, 2022). Estes estudos envolvem tanto espécies que ocupam 

as matas, como espécies associadas à vegetação xerofítica, com populações do litoral ao 

interior do continente, da região tropical e subtropical, caracterizando o padrão de 
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distribuição da variação em uma amplitude de biomas e condições abióticas da região 

Neotropical. 

Duas das espécies utilizadas neste trabalho pertencem ao grupo saltans do 

subgênero Sophophora, D. prosaltans (subgrupo saltans); e D. sturtevanti (subgrupo 

sturtevanti); e duas ao subgênero Drosophila, D. antonietae, do grupo repleta, e D. 

ornatifrons, do grupo guarani. Além das relações filogenéticas, essas espécies também 

divergem com relação à especificidade por substratos para alimentação e reprodução, D. 

antonietae é cactófila, enquanto as outras três são generalistas; e ao tipo de habitat, áreas 

de mata para D. prosaltans, D. sturtevanti e D. ornatifrons, clima ameno e alta umidade 

para D. ornatifrons, e áreas abertas com vegetação xerofítica para D. antonietae. Ainda, 

os locos utilizados nas análises de D. ornatifrons foram transferidos de D. mediopunctata 

(grupo tripunctata) (LABORDA; KLACZKO; SOUZA, 2009; TRACTZ et al., 2012) e 

das demais espécies, os primers utilizados para a amplificação dos locos são espécie 

específicos (MACHADO et al., 2003; PAIXÃO, 2020; ROMAN; TRAVA; MADI-

RAVAZZI, 2020). Essas divergências podem ter consequências na detecção da estrutura 

das populações que afetam a distribuição da variabilidade genética e, por conseguinte, 

podem ter influência na determinação do N ideal para estudos genéticos evolutivos com 

locos de microssatélites. 

As espécies do subgênero Sophophora amostradas neste trabalho, Drosophila 

prosaltans e D. sturtevanti, apresentam ampla distribuição geográfica desde o México e 

Caribe, para D. sturtevanti, e desde a Costa Rica, para D. prosaltans, até o Sul do Brasil 

(principalmente na Mata Atlântica, mas também no Cerrado) e Paraguai (MAGALHÃES, 

1962). Paixão (2020) e Trava e colaboradores (2021) analisaram mais de 10 locos 

polimórficos de microssatélites em oito populações de D. prosaltans e nove de D. 

sturtevanti, de indivíduos coletados do Sul ao Nordeste do Brasil, e encontraram 

resultados semelhantes: diferenciação moderada, e distribuição das frequências gênicas 

sem correlação com a localização geográfica. Drosophila ornatifrons, do subgênero 

Drosophila, também tem ampla distribuição na América do Sul, porém, apesar de ter sido 

capturada no cerrado, é encontrada em maior frequências nas áreas de mata do Sul do 

Brasil, as quais apresentam temperatura amena e alta umidade relativa (ver GUSTANI et 

al., 2015 para uma revisão das áreas em que esta espécie já foi coletada). Zorzato (2015), 

analisando 10 locos polimórficos de microssatélites em cinco populações da região Sul 

do Brasil, observaram o mesmo padrão das espécies do grupo saltans do subgênero 

Sophophora.  
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A outra espécie do subgênero Drosophila analisada aqui, D. antonietae, apresenta 

distribuição mais restrita em relação às demais, pois ocorre nas áreas abertas com 

vegetação xerofítica das regiões Sul e Sudeste do Brasil, até a costa leste do Chaco 

argentino (TIDON-SKLORZ; SENE, 2001; MANFRIN, 2006). Enquanto a diferenciação 

genética das populações de D. ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti é moderada, D. 

antonietae mostrou baixa diferenciação genética entre populações geograficamente 

isoladas (MACHADO et al., 2010). Outra diferença de D. antonietae em relação as outras 

espécies está na sua especificidade de alimentação e oviposição em tecidos de cactos em 

decomposição, sendo, portanto, uma espécie cactófila, enquanto as outras três são 

consideradas generalistas (TIDON-SKLORZ; SENE, 1995; TIDON, 2006; VALADÃO 

et al., 2019). Contudo, apesar de D. ornatifrons ser considerada generalista, ela parece ter 

preferência por fontes de recursos mais ricas em proteinas, pois além de poder ser coletada 

em carcaças animais (GOÑI et al., 2012), apresenta  baixa viabilidade em meio de cultura 

padrão de banana (SANTOS et al. submetido), e em meio de cultura com menor 

concentração de proteína em relação a açúcar (MATZKIN et al., 2011) é totalmente 

inviável (SANTOS, 2020).  

Considerando a eficiência dos marcadores microssatélites para a Genética de 

Populações, os vários fatores que influenciam a determinação do tamanho ideal para 

análises genéticas com esses marcadores, e a importância da qualidade e do desenho 

amostral para as inferências estatísticas das análises populacionais, torna-se importante 

definir o N ideal para o maior número de táxons e diferentes espécies de um mesmo táxon, 

que apresentem distintas especificidades ecológicas, sistemas de reprodução e habitats, 

para que possam ser confiavelmente generalizadas para grupos com configurações 

biológicas e espaciais semelhantes. 

 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Determinar o tamanho amostral ideal, definido pelo menor tamanho amostral 

representativo da variação natural, para análise de locos de microssatélites em espécies 

de Drosophila do Neotrópico. 
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3.2 Objetivos específicos 

• Verificar a porcentagem das subamostras de cada N com todos alelos 

representativos (frequência acima de 5%) da matriz original para no mínimo 70 

% dos locos de microssatélite analisados; 

• Avaliar as diferenças estatísticas na heterozigosidade média esperada (He) das 

subamostras entre os diferentes N simulados; 

• Avaliar as diferenças estatísticas da média do índice de diferenciação genética 

(Fst) das subamostras de cada N com a matriz original; 

• Determinar o tamanho amostral ideal com base nos parâmetros acima para as 

quatro espécies; 

• Comparar a distribuição da composição genética das subamostras do N ideal com 

e sem alelos raros; 

• Comparar as estimativas do N ideal entre as espécies e inferir hipóteses para as 

semelhanças e/ou diferenças entre elas. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS  

4.1. Determinação do tamanho amostral ideal  

Uma matriz com 100 genótipos aleatórios de locos autossômicos e polimórficos 

de microssatélites provenientes de populações naturais de Drosophila antonietae, D. 

ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti foi gerada para cada uma das espécies. Os 

locos aplicados e as populações analisadas para cada espécie, a metodologia para extração 

de DNA e as condições de amplificação estão descritas em Machado e colaboradores 

(2010) para D. antonietae, Zorzato (2015) para D. ornatifrons, Paixão (2020) para D. 

prosaltans e em Trava e colaboradores (2021) para D. sturtevanti. A metodologia para 

determinação e separação dos alelos em gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de 

prata 15%, seguiu o protocolo descrito em Machado e colaboradores (2003) para todas as 

espécies. Apenas os locos com amplificações positivas para mais de 100 indivíduos foram 

utilizados na matriz original, desta maneira, foram amostrados nove locos para D. 

ornatifrons, e sete locos para D. prosaltans, D. sturtevanti e D. antonietae (Tabela 1). Os 

locos aplicados em D. ornatifrons e D. prosaltans foram transferidos de D. 

mediopunctata (LABORDA; KLACZKO; SOUZA, 2009; LABORDA; MORI; SOUZA, 

2009; TRACTZ et al., 2012) e D. sturtevanti (ROMAN; TRAVA; MADI-RVAZZI, 

2020), respectivamente. Os locos aplicados em D. antonietae e D. sturtevanti foram 
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descritos para estas espécies (MACHADO et al. 2003 e ROMAN; TRAVA; MADI-

RVAZZI, 2020, respectivamente). 

Os critérios para determinação do tamanho amostral ideal (N ideal) adotados neste 

trabalho seguiram os parâmetros discutidos no artigo de Hale, Burg e Steeves (2012) de 

determinar o número amostral mínimo capaz de fornecer estimativas precisas das 

frequências alélicas representativas (frequência ≥ 5%) por loco e, como consequência, da 

heterozigosidade esperada (He), de uma população. Segundo as autoras, no geral, a 

detecção da frequência de alelos raros (< 5%) não aumenta substancialmente com o 

incremento do tamanho amostral, além das frequências alélicas serem superestimadas 

quando os alelos raros  são amostrados. Assim, neste trabalho, o N ideal foi selecionado 

entre três parâmetros: o tamanho amostral a partir do qual ao menos 95% de 50 sorteios 

de N (variando entre 5 e 95) detecte todos os alelos não raros em ao menos 70% dos locos; 

o menor tamanho amostral que não revele diferenças significativas nas análises par-a-par 

da variância de He com o tamanho amostral superior subsequente; o menor tamanho 

amostral que não revele diferenças significativas nas estimativas médias de Fst em relação 

a matriz original. A seguir, a descrição das análises que permitiram avaliar esses três 

critérios. 

A partir da matriz original, foi realizado o sorteio, por meio do comando aleatório 

do Excel (Microsoft®), para 50 simulações (chamadas daqui em diante de subamostras), 

de diferentes tamanhos amostrais: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 e 95. A 

frequência dos alelos por loco foi determinada na matriz original, utilizando o programa 

GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012), para a detecção dos alelos raros. A partir desse 

resultado, foram construídos gráficos relacionando a frequência da presença de todos os 

alelos representativos nas subamostras dos diferentes N. 

As heterozigosidades médias esperadas e o índice de diferenciação genética Fst 

das subamostras com a matriz original foram estimados com o auxílio do programa 

GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A significância da variância entre as médias de 

He e Fst das subamostras foi avaliada pela comparação par-a-par entre os diferentes 

tamanhos amostrais. 

 

 

Tabela 1. Locos de microssatélites e os respectivos número de alelos (Na) provenientes de dados 

empíricos de espécies de Drosophila. D. ornatifrons – Zorzato (2015); D. prosaltans – Paixão (2020); D. 

sturtevanti – Trava et al. (2021); D. antonietae – Machado et al. (2010). 
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Espécies Locos Na Espécies Locos Na 

Drosophila ornatifrons 34 12 Drosophila sturtevanti e 10 

 53 2  g 12 

 57 5  j 11 

 79 2  k 8 

 87 8  l 12 

 96 6  m 9 

 107 7  o 13 

 118 6 Drosophila antonietae 1 6 

 126 5  2 4 

Drosophila prosaltans A 16  3 6 

 B 15  4 4 

 L 14  5 4 

 D 14  6 6 

 F 15  7 6 

 G 13    

 J 13    

 

4.2. Influência dos alelos raros na distribuição da composição genética das 

subamostras do N ideal 

A influência dos alelos raros na distribuição da composição genética do N ideal 

foi avaliada com a geração de uma nova matriz com 100 genótipos, na qual houve 

substituição dos genótipos com alelos raros por genótipos de dados empíricos sem estes 

alelos. A partir desta matriz sem alelos raros, foram sorteadas 50 subamostras do N ideal 

para cada espécie de Drosophila. A distribuição da composição genética das subamostras 

com alelos raros foi comparada com as das subamostras sem alelos raros pela análise 

Bayesiana com base no número de clusters, agrupamentos genéticos (K), utilizando o 

programa Structure (PRITCHARD; WEN; FALUSH, 2010). 

Para esta análise assumiu-se a hipótese de mistura, com a existência de 

frequências correlacionadas, nas quais cada amostra é composta parcialmente pelo 

genoma de cada população ancestral. O número de agrupamentos foi determinado como 

sendo entre 1 e 10, utilizando 10.000 burnin, 500.000 repetições de cadeias de Markow 

Monte Carlo após o burnin, e 25 iterações. Por meio do programa STRUCTURE 

HARVESTER (EARL; VON HOLDT, 2012), utilizando o teste de Evanno (EVANNO; 

REGNAUT; GOUDET, 2005; EARL; VON HOLDT, 2012), foi determinado o melhor 

número de agrupamentos (K). A ferramenta CLUMPAK (KOPELMAN et al., 2015) foi 

utilizada para obtenção dos dados das frequências dos grupos genéticos para cada 

indivíduo. Posteriormente, cada grupo genético da análise com e sem alelos raros foi 

avaliado separadamente quanto à proporção de ocorrência das frequências individuais em 

três categorias: 10% inferior, 80% intermediário e 10% superior. A partir da amplitude 
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da distribuição das frequências individuais dentro de cada grupo genético, foram 

estimados os valores limites determinantes das três categorias. No Excel (Microsoft®) 

foram elaborados os gráficos da distribuição das frequências desses agrupamentos 

genéticos. 

 

4.3. Análises estatísticas 

   O teste Shapiro Wilk da homocedasticidade dos dados de He e Fst revelou dados 

não paramétricos. Assim, as significâncias das comparações par-a-par da mediana de He 

entre os diferentes N, e da mediana de Fst nos N simulados com a matriz original, com 

os dados do arcoseno da raiz quadrada, foram obtidas pela análise de Mann-Whitney e 

correção de Bonferroni no programa PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).  

 

5. RESULTADOS  

 Os resultados deste trabalho serão apresentados na forma de artigo redigido 

seguindo as normas do periódico “Journal of Zoological Systematics and Evolutionary 

Research”. 
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Journal of Zoological Systematics and Evolutionary Research 1 

Influência da Diversidade Genética sobre o Tamanho 2 

Amostral de Espécies Neotropicais de Drosophila 3 

Resumo 4 

O tamanho amostral (N) é um importante aspecto nos estudos da estrutura das 5 
populações naturais, pois ao mesmo tempo que deve ser representativo da variação 6 
natural, não deve desperdiçar recursos com número de indivíduos que não promovam 7 
alteração na qualidade dos dados populacionais. O objetivo deste trabalho foi 8 

determinar o N que otimiza recursos, mas mantem a representatividade da variação de 9 

locos de microssatélites de espécies de Drosophila da região Neotropical: D. 10 
ornatifrons, D. antonietae, subgênero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti, 11 

subgênero Sophophora. O N ideal foi determinado por meio de 50 simulações 12 
(subamostras) de 12 tamanhos amostrais diferentes (variando de 5 a 95 indivíduos), com 13 
a análise estatística de três parâmetros: 1) a detecção de no mínimo 95% dos alelos 14 
representativos (frequência ≥ 5%) nas 50 subamostras em ao menos 70% dos locos; 2) 15 

heterozigosidade média esperada (He); e o índice de diferenciação genética (Fst). O 16 
efeito de alelos raros na distribuição dos indivíduos nos grupos genéticos foi analisado 17 

pela comparação de 50 subamostras do N ideal, a partir de matrizes com e sem estes 18 
alelos. O N ideal determinado foi semelhante para as espécies do subgênero Drosophila, 19 
N = 25 para D, ornatifrons e N = 30 para D. antonietae, e o mesmo para as espécies do 20 

subgênero Sophophora, N = 35. Não foi observado efeito acentuado dos alelos raros na 21 
distribuição dos indivíduos nos grupos genéticos. Neste trabalho é discutida a influência 22 

da diversidade genética na determinação do N ideal, a qual, por sua vez, pode ter 23 
relação com os nichos ecológicos explorados por estas espécies. Os resultados 24 

encontrados aqui podem ser aplicados para outras grupos animais que ocupam os 25 
mesmos tipos de habitats, e ainda revelou que o mesmo N pode ser empregado em caso 26 

de locos de microssatélites transferidos entre espécies próximas filogeneticamente.  27 

Keywords 28 

 diferenciação genética, heterozigosidade, microssatélites, subgênero Drosophila, 29 

subgênero Sophophora, tamanho amostral  30 

Introdução 31 

O estudo da variabilidade genética das populações naturais é fundamental para a 32 

compreensão dos processos contemporâneos, históricos e demográficos responsáveis 33 

pelo padrão observado, além de ser uma medida da capacidade de reposta das 34 

populações frente à mudança ambiental, ou ainda, para fins de conservação das 35 

espécies. Marcadores moleculares neutros e polimórficos, como os microssatélites, são 36 

os mais adequados para estas análises, visto que a suposta ausência de seleção natural 37 

não limitaria a variação, ou causaria desvio da neutralidade (Hedrick, 1986; Estoup et 38 

al, 1995; Frankham, 1995; Wan et al., 2004; Machado et al. 2010; Trava et al., 2021). 39 

Como essas análises populacionais por meio de locos de microssatélites envolvem 40 

esforços e recursos substanciais para a coleta de indivíduos da natureza, e posterior 41 
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amplificação e análise desses marcadores, torna-se importante a otimização de um 42 

tamanho amostral adequado que ainda seja representativo da variação natural. 43 

Espécies de Drosophila da região Neotropical dos subgêneros Drosophila e 44 

Sophophora tiveram a diversidade genética de algumas de suas populações amostradas 45 

por meio de locos de microssatélites. As espécies do subgênero Sophophora apresentam 46 

uma tendência de se alimentarem de frutos em decomposição, enquanto as espécies do 47 

subgênero Drosophila se alimentam das leveduras que se desenvolvem não apenas em 48 

frutos, mas também em outras partes das plantas, de fungos e podem se alimentar até 49 

mesmo de microrganismos presentes em guano e carcaças de outros animais (Heed 50 

&Wheele, 1957; Fellows & Heed, 1972; Ruiz & Heed, 1988; Tosi et al., 1990; Matzkin 51 

et al., 2009; Goñi et al., 2012; Valadão et al., 2019). O grupo repleta do gênero 52 

Drosophila possui representantes tanto de uma dieta generalista, como espécimes com 53 

especificidade ecológica para alimentação e sítio de reprodução em tecidos em 54 

decomposição de cactáceas (Pereira Vilela, & Sene, 1983). Originalmente, os espécimes 55 

cactófilos do grupo repleta usavam principalmente as frutas como hospedeiros para 56 

alimentação e reprodução e depois mudaram para cactáceas (Oliveira et al., 2012). 57 

 A utilização de recursos para alimentação e reprodução, entre outros fatores 58 

demográficos, podem afetar as estimativas do tamanho otimizado para análises 59 

populacionais, no sentido de que a heterogeneidade de recursos alimentar e de 60 

reprodução das espécies pode manter o polimorfismo genético, enquanto que a 61 

especificidade de nicho resulta na limitação da dispersão pela restrição e escassez de 62 

recursos, e, consequentemente, menor diversidade genética (Brown & Kodric-Brown, 63 

1977; Templeton et al. 1990, 2001; Frankham, 1995; Hartl & Clark, 1997; Mateus & 64 

Sene, 2003; Dubois et al., 2018). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi determinar o 65 

menor tamanho amostral representativo da variação natural, N ideal, para análise de 66 

locos de microssatélites em espécies de Drosophila do Neotrópico com diferentes 67 

preferências ecológicas: D. ornatifrons e D. antonietae, reperesentantes generalista e 68 

cactófila, respectivamente, do subgênero Drosophila, e D. prosaltans e D. sturtevanti, 69 

espécies próximas filogeneticamente e generalistas do subgênero Sophophora. 70 

Material e Métodos 71 

Determinação do tamanho amostral ideal 72 

A partir de uma matriz original de 100 genótipos de locos de microssatélites 73 

polimórficos, provenientes de populações naturais, foram sorteadas 50 subamostras para 74 

cada um de 12 tamanhos populacionais (N): 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 e 75 

95, com auxílio do comando aleatório do Excel (Microsoft®). Essas simulações foram 76 

realizadas para determinar o N ideal, aqui definido como o menor tamanho amostral 77 

sem diferença estatística significativa do N superior subsquente em relação a parâmetros 78 

da estrutura populacional, das espécies: Drosophila ornatifrons (Zorzato, 2015) e D. 79 

antonietae (Machado et al., 2010), pertencentes ao subgênero Drosophila, e D. 80 

prosaltans (Paixão, 2020) e D. sturtevanti (Trava et al., 2021), do subgênero 81 

Sophophora. Os locos de microssatélites aplicados nas espécies D. antonietae 82 

(Machado et al., 2003) e D. sturtevanti (Roman, Trava, & Madi-Ravazzi, 2020) são 83 
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espécie-específicos, enquanto os locos de D. ornatifrons e D. prosaltans foram 84 

transferidos de D. mediopunctata (Laborda, Klaczko, & Souza, 2009; Laborda, Mori, & 85 

Souza, 2009; Tractz et al., 2012) e D. sturtevanti (Roman, Trava, & Madi-Ravazzi, 86 

2020), respectivamente. 87 

 Os critérios para determinação do N ideal foram estabelecidos considerando três 88 

parâmetros: o tamanho amostral a partir do qual ao menos 95% das 50 subamostras de 89 

cada N detecte todos os alelos representativos (frequência ≥ 5%) em ao menos 70% dos 90 

locos; o menor tamanho amostral que não revele diferenças significativas nas análises 91 

par-a-par da variância de He com o tamanho amostral superior subsequente; o menor 92 

tamanho amostral que não revele diferenças significativas nas estimativas médias de Fst 93 

das subamostras em relação a matriz original. As heterozigosidades médias esperadas e 94 

o índice de diferenciação genética Fst das subamostras com a matriz original foram 95 

estimados com o auxílio do programa GenAlEx (Peakall & Smouse, 2012). O teste 96 

Shapiro Wilk da homocedasticidade dos dados de He e Fst revelou dados não 97 

paramétricos. Assim, as significâncias das comparações par-a-par da mediana de He 98 

entre os diferentes N, e da mediana de Fst das subamostras nos N simulados com a 99 

matriz original, com os dados do arcoseno da raiz quadrada, foram obtidas pela análise 100 

de Mann-Whitney e correção de Bonferroni no programa PAST (Hammer, Harper, & 101 

Ryan, 2001). 102 

Influência dos alelos raros na distribuição da composição genética de subamostras do N 103 

ideal 104 

O número de agrupamentos genéticos, assumindo hipótese de mistura, foi determinado 105 

como sendo entre 1 e 10, utilizando 10.000 burnin, 500.000 repetições de cadeias de 106 

Markow Monte Carlo após o burnin, e 25 iterações. Por meio do programa 107 

STRUCTURE HARVESTER (Earl &Von Holdt, 2012), utilizando o teste de Evanno 108 

(Evanno, Regnaut, & Goudet, 2005; Earl & Von Holdt, 2012), foi determinado o 109 

melhor número de agrupamentos (K) em 50 subamostras do N ideal determinado para 110 

cada espécie, a partir de uma matriz de 100 genótipos de microssatélites contendo alelos 111 

raros (frequência < 5%) e outra matriz de 100 genótipos sem alelos raros. A ferramenta 112 

CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) foi utilizada para obtenção dos dados das 113 

frequências dos grupos genéticos para cada indivíduo. Posteriormente, cada grupo 114 

genético da análise com e sem alelos raros foi avaliado separadamente quanto à 115 

proporção de ocorrência das frequências individuais em três categorias: 10% inferior, 116 

80% intermediário e 10% superior. A partir da amplitude da distribuição das 117 

frequências individuais dentro de cada grupo genético, foram estimados os valores 118 

limites determinantes das três categorias. No Excel (Microsoft®) foram elaborados os 119 

gráficos da distribuição das frequências desses agrupamentos genéticos. 120 

Resultados 121 

Determinação do tamanho amostral ideal 122 

As frequências alélicas dos locos de microssatélites da matriz com 100 genótipos das 123 

quatro espécies de Drosophila, a partir das quais foram geradas as 50 subamostras para 124 

os diferentes N, são apresentadas na Tabela 1 MS (Material Suplementar). 125 
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O tamanho amostral para a detecção de todos os alelos representativos dos locos 126 

de microssatélites de D. ornatifrons em ao menos 95% das subamostras para no mínimo 127 

70% dos locos foi N = 25 (Figura 1A). As médias de He variaram entre 0,5468 para N = 128 

5 e 0,6345 para N = 95 (Figura 2A). A análise par-a-par da He das subamostras revelou 129 

valores significativos em todas as comparações com N = 5 (p<0,01); N = 10 com N≥20 130 

(p<0,01); N = 15 com N≥50 (p<0,01); N = 25 com N≥50 (p<0,05); e N = 30 com N = 131 

95 (p<0,01). O tamanho amostral N = 10 foi o menor N que não apresentou diferenças 132 

significativas nas comparações par-a-par para a mediana de He com os tamanhos 133 

amostrais superiores subsequentes. A média do índice de diferenciação genética Fst das 134 

subamostras variou de próximo de 0 para N = 95 até 0,035 para N = 5 (Figura 3A). A 135 

análise par-a-par das medianas do Fst não revelou valores significativos apenas nas 136 

comparações entre N = 20 e N = 25, N = 30 e N = 35, N = 35 e N = 40, N = 40 e N = 137 

45, e N = 45 e N = 50. Portanto, o menor tamanho amostral que não apresentou 138 

diferença estatística do Fst em relação a matriz original nas comparações par-a-par foi N 139 

= 20 com N = 25. Avaliando os três parâmetros, N = 25 pode ser considerado o 140 

tamanho amostral ideal para aplicação em estudos genéticos populacionais de D. 141 

ornatifrons. 142 

O tamanho amostral para a detecção de todos os alelos representativos dos locos 143 

de microssatélites de D. antonietae em ao menos 95% das subamostras para no mínimo 144 

70% dos locos foi N = 25 (Figura 1B). As médias de He variaram entre 0,4622 para N = 145 

5 e 0,5361 para N = 95 (Figura 2B). A análise par-a-par da mediana da He das 146 

subamostras revelou valores significativos nas comparações com N = 5 com N≥15 147 

(p<0,01); N = 10 com N = 30 e N≥40 (p<0,05); N = 15 com N = 30 e N≥40 (p<0,05); N 148 

= 25 com N = 95 (p<0,05); N = 30 com N≥75 (p<0,05); e N = 40 com N = 95 (p<0,05). 149 

O tamanho amostral N = 5 foi o menor N que não apresentou diferenças significativas 150 

nas comparações par-a-par para a mediana de He com os tamanhos amostrais superiores 151 

subsequentes. A média do índice de diferenciação genética Fst das subamostras variou 152 

de próximo de 0 para N = 95 até 0,038 para N = 5 (Figura 3B). A análise par-a-par das 153 

medianas do Fst não revelou valores significativos apenas nas comparações entre N = 154 

30 e N = 35, N = 35 e N = 40, e N = 45 e N = 50. Portanto, o menor tamanho amostral 155 

que não apresentou diferença estatística do Fst em relação a matriz original nas 156 

comparações par-a-par foi N = 30 com N = 35. Avaliando os três parâmetros, N = 30 157 

pode ser considerado o tamanho amostral ideal para aplicação em estudos genéticos 158 

populacionais de D. antonietae. 159 

O tamanho amostral para a detecção de todos os alelos representativos dos locos 160 

de microssatélites de D. prosaltans em ao menos 95% das subamostras para no mínimo 161 

70% dos locos foi N = 35 (Figura 1C). As médias de He variaram entre 0,7609 para N = 162 

5 e 0,8763 para N = 95 (Figura 2C). A análise par-a-par da mediana da He das 163 

subamostras revelou valores significativos nas comparações de N = 5, N = 10 e N = 15 164 

com todos os demais N (p<0,01); N = 20 com N≥30 (p<0,001); N = 25 com N≥40 165 

(p<0,05); N = 30, N = 35 e N = 40 com N≥50 (p<0,05); e N = 45 e N = 50 com N≥75 166 

(p<0,001). O tamanho amostral N = 20 foi o menor N que não apresentou diferenças 167 

significativas nas comparações par-a-par para a mediana de He com os tamanhos 168 

amostrais superiores subsequentes. A média do índice de diferenciação genética Fst das 169 

subamostras variou de próximo de 0 para N = 95 até 0,035 para N = 5 (Figura 3C). A 170 
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análise par-a-par das medianas do Fst não revelou valores significativos apenas na 171 

comparação entre N = 30 e N = 35, portanto este foi o menor tamanho amostral que não 172 

apresentou diferença estatística do Fst em relação a matriz original. Avaliando os três 173 

parâmetros, N = 35 pode ser considerado o tamanho amostral ideal para aplicação em 174 

estudos genéticos populacionais de D. prosaltans. 175 

O tamanho amostral para a detecção de todos os alelos representativos dos locos 176 

de microssatélites de D. sturtevanti em ao menos 95% das subamostras para no mínimo 177 

70% dos locos foi N = 35 (Figura 1D). As médias de He variaram entre 0,7289 para N = 178 

5 e 0,8488 para N = 95 (Figura 2D). A análise par-a-par da mediana da He das 179 

subamostras não revelou valores significativos (p>0,05) apenas nas comparações de N = 180 

25 com N = 30; N = 30 com N = 35; N = 35 com N = 40 e N = 45; N = 40 com N = 45 181 

e; N = 45 com N = 50. O tamanho amostral N = 25 foi o menor N que não apresentou 182 

diferenças significativas nas comparações par-a-par para a mediana de He com os 183 

tamanhos amostrais superiores subsequentes. A média do índice de diferenciação 184 

genética Fst das subamostras variou de próximo de 0 para N = 95 até 0,038 para N = 5 185 

(Figura 3D). A análise par-a-par das medianas do Fst não revelou valores significativos. 186 

Avaliando os três parâmetros, N = 35 pode ser considerado o tamanho amostral ideal 187 

para aplicação em estudos genéticos populacionais de D. sturtevanti. 188 

 189 

 190 

 191 

 192 
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 193 

 194 

Figura 1. Porcentagem das subamostras em que foram detectados todos os alelos com 195 

frequência ≥0,05 para cada loco de microssatélite nos diferentes tamanhos amostrais. A 196 

linha vertical mostra o tamanho amostral a partir do qual todos os locos apresentam ao 197 

menos 95% (linha tracejada horizontal) das subamostras com os alelos representativos. 198 

A. Drosophila ornatifrons, B. D. antonietae, C. D. prosaltans, D. D. sturtevanti. 199 

 200 

 201 

 202 

 203 

 204 

 205 

 206 

 207 
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 208 

 209 

 210 

Figura 2. Média ± desvio padrão da heterozigosidade média esperada (He) de 50 211 

subamostras para os diferentes tamanhos amostrais. A partir da linha vertical, não foram 212 

encontradas diferenças significativas entre pares de tamanhos amostrais 213 

subsequentemente superiores. A. Drosophila ornatifrons, B. D. antonietae, C. D. 214 

prosaltans, D. D. sturtevanti. 215 

 216 

 217 

 218 

 219 

 220 

 221 

 222 
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 223 

 224 

 225 

 226 

 227 

 228 

 229 

 230 

 231 

Figura 3. Média ± desvio padrão do índice de diferenciação genética Fst entre 50 232 

subamostras e a matriz original para os diferentes tamanhos amostrais. A partir da linha 233 

vertical, não foram encontradas diferenças significativas entre pares de tamanhos 234 

amostrais subsequentemente superiores. A. Drosophila ornatifrons, B. D. antonietae, C. 235 

D. prosaltans, D. D. sturtevanti. 236 
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Influência dos alelos raros na distribuição da composição genética de subamostras 237 

do N ideal 238 

A análise Bayesiana da estruturação populacional das subamostras com e sem alelos 239 

raros, realizada no programa STRUCTURE, mostrou a presença de dois grupos 240 

genéticos (K = 2) para D. ornatifrons e D. prosaltans, três (K = 3) para D. sturtevanti e 241 

nove (K = 9) para D. antonietae. As porcentagens de indivíduos que apresentaram 242 

proporções dentro de cada classe de agrupamento (10% inferior, 80% intermediário e 243 

10% superior) para cada grupo genético foram semelhantes com e sem a presença de 244 

alelos raros (Figura 4). Uma análise pormenorizada da distribuição das proporções de 245 

cada grupo em cada individuo, a partir dos dados com e sem alelos raros, mostrou que 246 

ocorreram diferenças pequenas e pouco pronunciadas nestas distribuições (Figuras 5 à 247 

8). Assim, pode ser concluído que a presença de alelos raros parece não afetar 248 

substancialmente os resultados produzidos pela análise Bayesiana. 249 

 250 

 251 

 252 

 253 

Figura 4. Porcentagens de ocorrência em cada classe de agrupamento (10% inferior, 254 

80% intermediário e 10% superior - ver Material e Métodos) das proporções de cada 255 

grupo genético (K) nos indivíduos das subamostras com e sem alelos raros. A - D. 256 

ornatifrons: 1250 indivíduos (50 subamostras com 25 indivíduos) em cada simulação 257 

(com e sem alelos raros); B – D. antonietae: 1500 indivíduos (50 subamostras com 30 258 

indivíduos) em cada simulação (com e sem alelos raros); C – D. prosaltans e D – D. 259 
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sturtevanti: 1750 indivíduos (50 subamostras com 35 indivíduos) em cada simulação 260 

(com e sem alelos raros). 261 

 262 

 263 

 264 

 265 

 266 
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 267 

 268 

 269 

 270 

 271 

Figura 5. Distribuição das proporções dos grupos genéticos (K = 2) entre o total de 272 

indivíduos de D. ornatifrons amostrados (2500), entre os com alelos raros (1250 273 

indivíduos) e entre os sem alelos raros (1250 indivíduos). As linhas pontilhadas 274 

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediário e 10% superior 275 

- ver Material e Métodos). 276 

 277 

 278 

 279 

 280 

 281 

 282 

 283 

 284 
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 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 

Figura 6. Distribuição das proporções dos grupos genéticos (K = 9) entre o total de 292 

indivíduos de D. antonietae amostrados (3000), entre os com alelos raros (1500 293 

indivíduos) e entre os sem alelos raros (1500 indivíduos). As linhas pontilhadas 294 

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediário e 10% superior 295 

- ver Material e Métodos). 296 

 297 

 298 

 299 

 300 

 301 

 302 

 303 

 304 

 305 

 306 

 307 

 308 

 309 

 310 

 311 
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 313 

 314 

 315 

 316 

 317 

 318 
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Figura 7. Distribuição das proporções dos grupos genéticos (K = 2) entre o total de 319 

indivíduos de D. prosaltans amostrados (3500), entre os com alelos raros (1750 320 

indivíduos) e entre os sem alelos raros (1750 indivíduos). As linhas pontilhadas 321 

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediário e 10% superior 322 

- ver Material e Métodos). 323 

 324 

 325 

 326 
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 327 

 328 

 329 
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Figura 8. Distribuição das proporções dos grupos genéticos (K = 3) entre o total de 330 

indivíduos de D. sturtevanti amostrados (3500), entre os com alelos raros (1750 331 

indivíduos) e entre os sem alelos raros (1750 indivíduos). As linhas pontilhadas 332 

delimitam as classes de agrupamentos (10% inferior, 80% intermediário e 10% superior 333 

- ver Material e Métodos). 334 
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Discussão 335 

Um pequeno tamanho amostral (N) para análise da variação genética das populações 336 

certamente resulta em desvio significativo dos parâmetros “reais”. No entanto, na 337 

maioria das vezes, a partir de um determinado tamanho, o aumento no número de 338 

indivíduos não mais representa um incremento significativo na qualidade dos dados 339 

populacionais (Nei & Roychoudhury, 1974; Nei, 1978; Gorman & Jr-Renzi, 1979; 340 

Pruett & Winker, 2008; Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al., 2018; Zchonski, 341 

2021). Considerando que as análises populacionais exigem coleta de material da 342 

natureza, preferencialmente na abrangência da distribuição da espécie, que essas 343 

análises são realizadas empregando diferentes números de locos disponíveis aplicados 344 

separadamente por indivíduo, torna-se fundamental para a exequibilidade dos estudos, a 345 

determinação de um tamanho amostral mínimo, tamanho amostral ideal, a partir do qual 346 

a variação natural seja satisfatoriamente refletida, ao mesmo tempo em que reduza o 347 

tempo, esforço e custo das análises de Genética de Populações. Neste trabalho, os 348 

parâmetros aplicados para determinar o N ideal para espécies de Drosophila foram a 349 

detecção de alelos representativos (> 5%), a heterozigosidade esperada (He), e os 350 

indices de diferenciação genética (Fst) (Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al., 351 

2018; Zchonski, 2021). O direcionamento da análise na detecção dos alelos 352 

representativos se justifica pelos fatos da precisão na determinação de alelos raros 353 

pouco se alterar com o aumento do tamanho amostral, e da importância dos alelos 354 

representativos nos indices de He, os quais, apresentam maior relevância nas análises 355 

populacionais (Hale, Burg, & Steeves, 2012; Dubois et al., 2018). 356 

Apesar das espécies analisadas pertecerem a um mesmo táxon, suas associações com 357 

hospedeiros (recursos alimentares) afetam diretamente a dispersão na área, o que, 358 

consequentemente, influencia nas possibilidades de reprodução, que, por sua vez, 359 

afetam o tamanho efetivo populacional (Ne) e o nível de variação das populações 360 

(Brown & Kodric-Brown, 1977; Templeton et al. 1990, 2001; Frankham, 1995; Hartl & 361 

Clark, 1997; Mateus & Sene, 2003; Dubois et al., 2018; Valadão et al., 2019). Esses, e 362 

outros fatores demográficos, afetam a determinação do tamanho amostral ideal. Dentre 363 

os diferentes critérios analisados para a determinação do N ideal, a diversidade genética, 364 

representada pelo número de alelos por locos e He, foi o fator de maior variação entre as 365 

espécies, e que mais influenciou nas diferenças observadas entre elas. Estudos da 366 

variabilidade genética utilizando locos de microssatélites em populações naturais de 367 

espécies de Drosophila da região Neotropical, revelaram maior diversidade para 368 

espécies consideradas generalistas, como D. maculifrons (He = 0,745 – Silva, Machado, 369 

& Mateus, 2015), D. mediopunctata (He = 0,864 – Heinz, 2012), do subgênero 370 

Drosophila, e D. sturtevanti (He = 0,624 – Trava et al., 2021), subgênero Sophophora, 371 

do que as especialistas ou de nichos mais restritos do subgênero Drosophila, como as 372 

espécies cactófilas D. gouveai (He = 0,540 – Moraes & Sene, 2007) e D. antonietae (He 373 

= 0,511 – Machado et al., 2010), e D. ornatifrons (He = 0,573 – Zorzato, 2015).  374 
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Os resultados obtidos neste trabalho para as espécies Neotropicais de Drosophila 375 

indicam que diferentes espécies de um mesmo táxon mostraram distintos N ideais, 376 

variando de 25 a 35 indivíduos, com os menores N (25 e 30) para as espécies com 377 

preferências de recursos para alimentação e reprodução mais restritas, como foi o caso 378 

de D. ornatifrons e a espécie cactófila D. antonietae, e o maior, N = 35, para as espécies 379 

mais generalistas do subgênero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti, que se 380 

alimentam preferencialmente de frutos em decomposição, recurso abundante nas áreas 381 

de mata da região Neotropical (Matzkin et al., 2009; Goñi et al., 2012; Valadão et al., 382 

2019). 383 

Nas subamostras deste trabalho, Drosophila antonietae apresentou os menores valores 384 

de He e o segundo menor N ideal (N = 30). A menor diversidade genética desta espécie 385 

se deve ao fato desta ser cactófila, que tende a não se dispersar na área, alimentando-se 386 

e reproduzindo-se no mesmo sítio em que se desenvolveu (Moraes & Sene, 2002; 387 

Mateus & Sene, 2003). Drosophila ornatifrons apresentou He maior apenas que D. 388 

antonietae e o menor N ideal (N = 25). Apesar desta espécie ser considerada 389 

generalista, por ter sido coletada em diferentes tipos de tecidos vegetais e fungos em 390 

decomposição (Valadão et al., 2019), ela parece ter preferência por fontes de recursos 391 

mais ricas em proteinas, visto que foi coletada em carcaças animais (Goñi et al., 2012). 392 

Outras observações que reforçam a dieta com maior concentração de proteina desta 393 

espécie é sua baixa viabilidade em meio de cultura padrão de banana (Santos et al. 394 

submetido), e total inviabilidade em meio de cultura com menor concentração de 395 

proteina em relação a açúcar (Santos, 2020), meio LPS (Low Protein Sugar) 396 

desenvolvido por Matzkin et al. (2011). Além disso, D. ornatifrons é uma espécie pouco 397 

abundante, mesmo em áreas com maior umidade e temperatura amena, condições 398 

favoráveis a sua ocorrência (Gustani et al., 2015). A adaptação de D. ornatifrons a uma 399 

dieta proteica, talvez menos disponível em relação a abundância de frutos e outros 400 

tecidos vegetais, poderia resultar em menor Ne e diversidade genética e consequente no 401 

menor N ideal revelado para esta espécie. 402 

 As espécies do subgênero Sophophora, D. prosaltans e D. sturtevanti, por outro 403 

lado, apresentaram os maiores valores de He e coincidente N ideal igual a 35 404 

indivíduos. Essas espécies, assim como as demais representantes do subgênero 405 

Sophophora, utilizam uma variedade de frutos como hospedeiros, abundante recurso 406 

nas áreas de mata da região Neotropical, conforme mencionado anteriormente (Matzkin 407 

et al., 2009; Goñi et al., 2012; Valadão et al., 2019). Outro achado para estas espécies é 408 

que a transferibilidade dos locos descritos em D. sturtevanti para D. prosaltans (Roman, 409 

Trava, Madi-Ravazzi, 2020) não afetou a diversidade alélica dos três locos de 410 

microssatélites analisados em comum (G, J e L, ver Tabela 1 MS em Material 411 

Suplementar), e ainda resultou no mesmo N ideal, confirmando o sucesso da 412 

amplificação cruzada de locos de microssatélites em espécies filogeneticamente 413 

próximas (Laborda, Klaczko, & Souza, 2009; Tractz et al., 2012; Roman, Trava, & 414 

Madi-Ravazzi, 2020). 415 

A determinação do tamanho amostral ideal para análise de Genética de 416 

Populações por meio de locos de microssatélites foi realizada para alguns grupos de 417 

insetos, gafanhoto (Locusta migratoria) (Luna & Dexing, 2004), formiga (Formica 418 

lugubris) (Hale, Burg, & Steeves, 2012), e borboleta (Boloria aquilonaris) (Dubois et 419 
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al., 2018). Para a espécie de borboleta, foram determinados tamanhos ideais de N = 30 420 

(simulações) e N = 40 (dados empíricos), porém o ganho na precisão da determinação 421 

das frequências gênicas é limitado em amostras acima de 20 indivíduos neste inseto. 422 

Assim como observado para as espécies de Drosophila analisadas aqui, o trabalho com 423 

borboletas também aponta para um aumento do N ideal quanto maior a diversidade das 424 

populações estudadas. Hale, Burg, & Steeves (2012) sugeriram que as espeçies de 425 

formiga e de albatroz, Thalassarche melanophris, analisadas seriam modelos para 426 

organismos com grande tamanho populacional. No entanto, ambas são espécies que 427 

vivem em colônias, sendo as formigas insetos eussociais sob forte efeito de seleção de 428 

parentesco (Hamilton, 1972), o que diminuiria a diversidade genética e a estimativa para 429 

o N ideal. Também os albatrozes apresentam características de história de vida 430 

peculiares e extremas, como alta taxa de sobrevivência dos adultos, baixa taxa 431 

reprodutiva anual e maturação sexual tardia (Prince et al., 1994), que seriam fatores da 432 

estrutura populacional a serem considerados na determinação do N ideal, antes que 433 

generalizar a espécie como modelo para grandes populações. 434 

A influência do número de locos de microssatélites na detecção da riqueza 435 

alélica e de alelos raros em populações de Drosophila nigrosparsa foi avaliada por 436 

Arthofer et al. (2018), mas não do tamanho amostral ideal para análises populacionais. 437 

Além dos fatores demográficos discutidos acima, as mudanças nas frequências alélicas, 438 

que influenciam nas estimativas dos parâmetros populacionais, também dependem do 439 

número de locos e do nível de polimorfismo destes, visto que a diversidade de um loco 440 

é proporcional a taxa de mutação e ao Ne (Eanes & Koehn, 1977; Kalinowski, 2005; 441 

Arthofer et al., 2018; Wang et al., 2021). Wang et al. (2021) concluíram que a 442 

confiabilidade de amostragens populacionais de espécies do gênero Rhododendron, da 443 

família Ericaceae das plantas, é afetada com menos de 12 ou 11 locos de microssatélites 444 

avaliados. Para a espécie D. nigrosparsa, a riqueza alélica e os alelos raros de locos de 445 

microssatélites são corretamente determinados pela análise de oito locos, no entanto a 446 

estrutura genética pode ser ainda verificada com a utilização de apenas dois locos 447 

altamente polimórficos (Arthofer et al., 2018). Locos com altas taxas de mutação 448 

também produzem estimativas mais confiáveis de distância genética, sem a necessidade 449 

de grande tamanho amostral por população, do que locos com taxas baixas de mutação 450 

(Kalinowski, 2005). 451 

Estudos que estabeleceram a relação dos índices de Fst das populações com a 452 

determinação do tamanho amostral revelaram que espécies com valores baixos de Fst 453 

(<0,01) requerem tamanhos amostrais de 100 ou mais indivíduos por população 454 

(Kalinowski, 2005; Pruett & Winker, 2008). Este não parece ser o caso para as espécies 455 

de Drosophila analisadas neste trabalho, pois, segundo a classificação qualitativa para a 456 

estatística F, proposta por Wright (1978), D. ornatifrons, D. prosaltans e D. sturtevanti 457 

apresentam diferenciação moderada entre suas populações (Fst = 0,0796; 0,173; e 458 

0,0674, respectivamente) e D. antonietae apesar da baixa diferenciação, esta é maior 459 

que 0,01 (Fst = 0,0457) (Machado et al., 2010; Zorzato, 2015; Paixão, 2020; Trava et 460 

al., 2021). Nas subamostras, a variação dos valores de Fst médios foi praticamente a 461 

mesma entre as espécies, de próximo de zero para N = 95 à 0,035 (D. ornatifrons e D. 462 

prosaltans) e 0,038 (D. antonietae e D. sturtevanti) para N = 5. 463 
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A detecção de alelos raros é relevante para estimativas de fluxo gênico, 464 

importantes para estudos de conservação (Slatkin, 1985; Russello et al., 2007, Coelho et 465 

al., 2018), contudo um tamanho amostral muito grande, da ordem de centenas de 466 

indivíduos, é necessário para medidas precisas dessa riqueza alélica, enquanto que 467 

estimativas da He, conforme descrito anteriormente, requer menor tamanho amostral (< 468 

30). Além disso, quando alelos raros são amostrados, a frequência alélica é 469 

superestimada, especialmente em pequeno tamanho amostral (Miyamoto et al., 2008; 470 

Hale, Burg, & Steeves, 2012; Arthofer et al., 2018). Ainda, como esperado, alelos raros 471 

não modificariam a determinação de grupos genéticos das populações (Zchonski, 2021), 472 

pois a análise Bayesiana realizada pelo programa Structure é baseada na composição 473 

genotípica dos indivíduos e nas frequências alélicas das populações, não sendo afetada, 474 

portanto, por alelos com frequências muito baixas. Segundo os resultados deste trabalho 475 

com espécies de Drosophila, os alelos raros também não interferiram na distribuição da 476 

proporção dos grupos genéticos dos indivíduos dentro das classes de agrupamentos 477 

propostas aqui (10% inferior, 80% intermediário e 10% superior, ver Figuras 5 à 8). 478 

Esses dados reforçam a eficácia de estudos de tamanho amostral ideal baseados na 479 

determinação das frequências alélicas representativas, as quais são resultado de 480 

diferentes características demográficas das populações (Dubois et al., 2018). 481 

Conclusões 482 

O N ideal para análise de locos de microssatélites determinado para as espécies 483 

Neotropicais de Drosophila avaliadas neste trabalho, variou em decorrência da 484 

diversidade genética, que é afetada pela preferência por hospedeiros para alimentação e 485 

reprodução: espécies generalistas do subgênero Sophophora, D. prosaltans e D. 486 

sturtevanti, apresentaram maior He e maior N ideal, e as espécies com especificidades 487 

ecológicas do subgênero Drosophila, D. ornatifrons com dieta proteica e D. antonietae 488 

cactófila, com menor He e menor N ideal. Estas espécies podem ser modelos para outras 489 

destes subgêneros, que são os mais diversos em termos de número de espécies entre os 490 

oito subgêneros do gênero Drosophila, cerca de 300 espécies para Sophophora e o 491 

dobro para Drosophila. Estes subgêneros apresentam longo tempo de divergência, 492 

aproximadamente 60 milhões de anos (Tamura, Nei, & Kumar, 2004), e desde então as 493 

espécies pertencentes a eles passaram por diferentes histórias adaptativas que podem ter 494 

afetado a capacidade de ocupação de nichos. Neste sentido, os N ideais obtidos para as 495 

espécies de Drosophila Neotropicais analisadas neste trabalho também podem ser 496 

aplicados para outros grupos animais que ocupam tipos de habitats e fatores 497 

demográficos semelhantes a elas. 498 

 499 
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 501 
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Supplementary Materials 515 

Tabela 1 MS. Frequências alélicas de 100 genótipos de microssatélites provenientes de 516 

dados empíricos de espécies de Drosophila. D. ornatifrons – Zorzato (2015); D. 517 

prosaltans – Paixão (2020); D. sturtevanti – Trava et al. (2021); D. antonietae – 518 

Machado et al. (2010). 519 

Drosophila ornatifrons Drosophila prosaltans Drosophila sturtevanti Drosophila antonietae 

Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. 

34 1 0,005 A 1 0,010 E 1 0,010 1 1 0,030 

 2 0,010  2 0,010  2 0,025  2 0,095 

 3 0,025  3 0,010  3 0,055  3 0,105 

 4 0,165  4 0,030  4 0,150  4 0,135 

 5 0,125  5 0,030  5 0,280  5 0,545 

 6 0,185  6 0,105  6 0,120  6 0,090 

 7 0,230  7 0,180  7 0,175 2 1 0,090 

 8 0,115  8 0,075  8 0,045  2 0,865 

 9 0,065  9 0,150  9 0,090  3 0,020 

 10 0,005  10 0,070  10 0,050  4 0,025 

 11 0,060  11 0,160 G 1 0,025 3 1 0,025 

 12 0,010  12 0,045  2 0,050  2 0,130 

53 1 0,810  13 0,055  3 0,090  3 0,270 

 2 0,190  14 0,025  4 0,090  4 0,375 

57 1 0,430  15 0,040  5 0,080  5 0,190 
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 2 0,150  16 0,005  6 0,145  6 0,010 

 3 0,230 B 1 0,035  7 0,160 4 1 0,045 

 4 0,175  2 0,015  8 0,155  2 0,260 

 5 0,015  3 0,065  9 0,150  3 0,285 

79 1 0,750  4 0,055  10 0,015  6 0,410 

 2 0,250  5 0,155  11 0,025 5 1 0,095 

87 1 0,040  6 0,070  12 0,015  2 0,705 

 2 0,175  7 0,095 J 1 0,030  3 0,195 

 3 0,205  8 0,085  2 0,070  4 0,005 

 4 0,240  9 0,120  3 0,195 6 1 0,160 

 5 0,185  10 0,090  4 0,260  2 0,010 

 6 0,095  11 0,040  5 0,165  3 0,240 

 7 0,055  12 0,105  6 0,130  4 0,020 

 8 0,005  13 0,025  7 0,060  5 0,180 

96 1 0,035  14 0,025  8 0,060  6 0,390 

 2 0,450  15 0,020  9 0,020 7 1 0,010 

 3 0,090 L 1 0,010  10 0,005  2 0,860 

 4 0,195  2 0,015  11 0,005  3 0,005 

 5 0,140  3 0,090 K 1 0,015  4 0,010 

 6 0,090  4 0,135  2 0,075  5 0,065 

107 1 0,005  5 0,205  3 0,155  6 0,050 

 2 0,315  6 0,260  4 0,220    

 3 0,215  7 0,095  5 0,200    

 4 0,330  8 0,035  6 0,130    

 5 0,085  9 0,010  7 0,120    

 6 0,025  10 0,075  8 0,085    

 7 0,025  11 0,030 L 1 0,005    

Tabela 1 MS. Continuação. 520 

Drosophila ornatifrons Drosophila prosaltans Drosophila sturtevanti Drosophila antonietae 

Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. 
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118 1 0,015  12 0,030  2 0,015    

 2 0,375  13 0,005  3 0,080    

 3 0,450  14 0,005  4 0,185    

 4 0,110 D 1 0,015  5 0,135    

 5 0,045  2 0,030  6 0,140    

 6 0,005  3 0,015  7 0,160    

126 1 0,615  4 0,015  8 0,135    

 2 0,180  5 0,055  9 0,075    

 3 0,185  6 0,100  10 0,045    

 4 0,010  7 0,245  11 0,015    

 5 0,010  8 0,075  13 0,010    

    9 0,250 M 1 0,025    

    10 0,050  2 0,060    

    11 0,075  3 0,265    

    12 0,040  4 0,145    

    13 0,020  5 0,235    

    14 0,015  6 0,135    

   F 1 0,005  7 0,100    

    2 0,035  8 0,030    

    4 0,005  9 0,005    

    5 0,120 O 1 0,005    

    6 0,060  2 0,015    

    7 0,055  3 0,080    

    8 0,175  4 0,035    

    9 0,085  5 0,020    

    10 0,125  6 0,015    

    11 0,100  7 0,110    

    12 0,115  8 0,105    

    13 0,095  9 0,195    

    14 0,020  10 0,245    
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    15 0,005  11 0,100    

   G 1 0,015  12 0,060    

    2 0,020  13 0,015    

    3 0,045       

    4 0,045       

    5 0,125       

    6 0,190       

    7 0,100       

    8 0,170       

    9 0,160       

    10 0,060       

    11 0,015       

    12 0,045       

    13 0,010       

   J 1 0,005       

    2 0,040       

    3 0,045       

Tabela 1 MS. Continuação. 521 

Drosophila ornatifrons Drosophila prosaltans Drosophila sturtevanti Drosophila antonietae 

Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. Loco Alelo Freq. 

    4 0,010       

    5 0,050       

    6 0,140       

    7 0,090       

    8 0,160       

    9 0,120       

    10 0,130       

    11 0,160       

    12 0,045       

    13 0,005       
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Diferentes grupos de organismos, diferentes espécies de um mesmo grupo, para 

diferentes conjuntos de locos de microssatélites polimórficos devem ser estudados com o 

objetivo de auxiliar na determinação do tamanho amostral ideal para estudos da estrutura 

das populações naturais. As metodologias para a determinação do tamanho amostral ideal 

para análises populacionais com locos de microssatélites devem se ajustar ao objetivo do 

trabalho, e quando o número de indivíduos sugerido não for atingido, por exemplo pela 

dificuldade de captura, ou para espécies ameaçadas, as medidas de diversidade genética 

realizadas devem considerar e comparar os resultados, com as devidas justificativas para 

as lacunas na amostragem e suas consequências nos resultados obtidos.  
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