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5.1. Introducao

Desde seus primdrdios, a humanidade
se mostrou inclinada a organizar e classificar
o mundo a sua volta com o objetivo de facili-
tar o entendimento e a comunicacao. Em re-
lacdo ao mundo natural, diferentes sistemas
foram empregados para compor métodos de
organizacao e classificar os organismos, utili-
zando critérios naturais ou artificiais.

Um dos sistemas de maior influéncia no
periodo pré-Darwiniano foi a Escala Natural
de Platao. Neste sistema, do fogo ao ser hu-
mano, diferentes niveis eram organizados a
maneira de uma escada. A ideia de ascensao

5. Filogenia Molecular

Rodrigo Ligabue Braun
Dennis Maletich Junqueira
Hugo Verli

estava associada a perfeicao, representada
em sua forma plena pelo homem. O sistema
classificatorio de Lineu, por sua vez, se base-
ava em caracteristicas visiveis, arbitraria-
mente selecionadas para classificar os seres
vivos (por exemplo, nimero de patas ou de
pétalas), sendo o ser humano o organismo do
topo da cadeia. Sistemas como este sao con-
siderados sistemas artificiais, pois estao su-
jeitos a tendéncia de seu autor em considerar
um caractere em detrimento de outro(s),
conforme sua vontade ou necessidade. En-
tretanto, como o préprio Lineu reconheceu,
tais sistemas foram absolutamente necessa-
rios para a fase inicial (descritiva) da biologia,
servindo de base para o sistema natural de
classificacao e para as hipdteses de similari-
dade que surgiriam a seguir.

Ao final do século XVIIl e inicio do século
XIX, surgem os sistemas naturais de classifi-
cacao. Estes buscavam refletir sobre a ordem
natural dos seres vivos atraves de poucas
caracteristicas intrinsecas, geralmente asso-
ciadas a forma. No entanto, com o objetivo de
tornar a classificacdo mais racional, tomaram
lugar debates sobre a real necessidade de
haver um sistema hierarquico de organizacao
dos organismos. Opositores da ideia conside-
ravam que a classificacdo era, muitas vezes,
inadequada e desnecessaria, e que ndo deve-
ria ser um fim em si mesma, sendao um me-
todo para o levantamento de novas perguntas
a Biologia.

Em 1818, a introducdo do conceito de
homologia por E.G. Saint-Hillaire causa uma
revolucao nas ciéncias bioldgicas. Para ele e
seus colegas, partes homodlogas correspon-
diam as partes de animais diferentes com
uma estrutura essencialmente semelhante,
mesmo com forma ou funcdo distintas. Por
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exemplo, as asas de um morce-
go, as nadadeiras de uma baleia e
0s bracos de um macaco, segun-
do esta légica, sao considerados
orgaos homologos e podem ser-
vir como critério para agrupar
morcegos, baleias e macacos em
um mesmo grupo. Assim, a ho-
mologia serviria como critério
principal para uma classificacao
natural dos organismos.

A partir da famosa publi-
cacao de Darwin, “A Origem das
Espécies”, em 1859, a classifica-
¢ao dos organismos passou a ser
ndo apenas natural, mas também a apresen-
tar uma condicao essencial de ancestralidade
comum. Segundo este pensamento, os orga-
nismos sao derivados uns dos outros, desde
o surgimento da vida na terra. Darwin repre-
sentou este padrao através de um esquema
de ramificacao, onde os galhos representam
o tempo entre o organismo ancestral e o no-
VO organismo, e 0s nos representam os pro-
prios organismos. Mais tarde, esta viria a ser
a primeira arvore filogenética utilizada para
representar processos evolutivos.

Com influéncia direta da teoria evolutiva
de Darwin (e colaboracées de Wallace e
Lamarck), desenvolve-se a Taxonomia Evolu-
tiva. Este sistema de classificacao incorporou
o vetor tempo (cardter temporal normal-
mente inferido por meio de fdsseis) e, além
disto, adicionou uma quantificacao da diver-
géncia estrutural entre os grupos (a chamada
distancia patristica). J& em meados do século
XX, inicia-se a Fenética (taxonomia numeérica
ou neodansoniana). Esta escola buscava in-
cluir na classificacao dos organismos o maxi-
mo possivel de caracteristicas,
atribuindo-lhes 0 mesmo peso na tentativa de
eliminar qualquer subjetividade ou arbitrarie-
dade. Seu impacto, entretanto, foi limitado
devido as dificuldades em traduzir os indices
(valores) obtidos em informacées relevantes
do ponto de vista biolégico (como a separa-
cao de espécies, por exemplo). Na mesma
época, surge a Cladistica (ou sistemética filo-
genética), liderada pelo entomdlogo alemao

das Espécies)

ﬁp
DA f(
A primeira arvore filogenética

moderna (esbogo de Darwin
no manuscrito de A Origem

=z
4

Willi Hennig. Na proposta de
Hennig (1950), organismos que
c compartilhassem  caracteristi-
cas derivadas (apomdrficas)
poderiam ser  considerados
descendentes do organismo
ancestral, na qual a caracteris-
tica em seu estado primitivo (ou
plesiomarfico) passou para o
estado derivado.

Desde a origem dos siste-
mas de classificacdo até a Cla-
distica, 0s metodos
baseavam-se  essencialmente
no fendtipo dos organismos, ou
seja, em suas caracteristicas fisicas clara-
mente discerniveis. Entretanto, com o adven-
to dos métodos de sequenciamento, tanto
protéico quanto genémico, cada vez mais os
dados moleculares foram se tornando im-
portantes nas analises evolutivas de ances-
tralidade. Neste sentido, a ciéncia passa de
um ponto de vista macroscépico a um ponto
de vista molecular de analise.

O método de sequenciamento de ami-
noacidos, iniciado por Sanger em 1954, abriu
caminho para que proteinas de uma mesma
classe, em diferentes organismos, pudessem
ser comparadas quanto as suas origens evo-
lutivas. Da mesma forma, ao decodificar a
primeira longa sequéncia de DNA, em 1577,
Sanger deu inicio a explosao do sequencia-
mento de &cidos nucleicos, permitindo a
comparacdo de genes em larga escala. £ im-
portante destacar que as sequéncias molecu-
lares podem tanto ser comparadas entre si,
buscando conhecer a histdria evolutiva de um
gene ou proteina (por exemplo, relacdes entre
hemoglobinas de diferentes mamiferos),
quanto podem ser associadas a outros dados
na reconstrucdo da histéria evolutiva de or-
ganismos (por exemplo, associando as rela-
¢bes obtidas por comparacdo de DNA
ribossomal de aves com datacao de fdsseis,
buscando estabelecer relacbes de ancestrali-
dade).

No entanto, ao lidar com sequéncias
moleculares, diferentes questdes podem
surgir. Por exemplo, o conceito de gene é di-
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namico e mudou muito desde sua primeira
definicao. Além disso, genes podem sofrer di-
ferentes processos evolutivos que alteram
sua estrutura e/ou funcdo, como mutacées e
rearranjos, ou ainda duplicacbes e perdas de
funcao. Esses fatores fazem com que a rela
¢ao 1:1 entre gene e organismo seja perdida.
Por exemplo, uma mesma leguminosa pode
possuir duas copias do gene para a proteina
leghemoglobina (genes pardlogos). Além dis-
so, muitas sequéncias do genoma ndo che-
gam a etapa de traducao, podendo conter
elementos regulatdrios ou transponiveis. Tais
variacdes aumentam a complexidade e difi-
cultam a interpretacao das relagbes de des-
cendéncia.

5.2. Aplicacoes

Ao classificarmos os organismos, atri-
buimo-lhes uma histéria evolutiva. Essa his-
toria, entretanto, €  frequentemente
desconhecida. Sendo assim, € necessario in-
ferir a sequéncia de mudangas que levaram
ao surgimento de um novo organismo ou pro-
teina. Contudo, existe apenas uma histdria
verdadeira, que talvez jamais seja conhecida.
Assim, ao empregarmos as tecnicas filogené-
ticas, o objetivo é coletar e analisar dados ca-
pazes de fornecer a melhor estimativa para
chegarmos a filogenia verdadeira. De certa
forma, a obten¢ao de filogenias lembra a atu-
acdo de um historiador. Baseando-se em da-
dos disponiveis no presente (tais como
organismos vivos, fésseis e sequéncias mole-
culares), tenta-se obter uma imagem de co-
mo teria sido o passado.

Quando analisamos sequéncias de nu-
cleotideos ou aminoacidos para inferir uma fi-
logenia, utilizamos informacdes derivadas das
taxas evolutivas para determinar a sequéncia
de eventos que levaram ao surgimento de no-
vos organismos. A taxa de evolugdo molecu-
lar refere-se a velocidade na qual os
organismos acumulam diferencas genéticas
ao longo do tempo. Essa taxa é frequente-
mente definida pelo nimero de substituicdes
por sitio (ou posicao no alinhamento de se-
quéncias) por unidade de tempo e, portanto,

sdo usadas para descrever a dinamica das
mudan¢as em uma linhagem ao longo de va-
rias geracoes.

As taxas evolutivas sao empregadas
quando se buscam estimativas temporais pa-
ra datacdo de eventos evolutivos. Normal-
mente, se assume que as mudancas nas
sequéncias se acumulam a uma taxa mais ou
menos constante ao longo do tempo. Esse
conceito @ chamado de Hipdtese do Reldgio
Molecular. Entretanto, é conhecido que as ta-
xas evolutivas sao dependentes de varios fa-
tores, tais como o tempo de geracao, o
tamanho da populacao e do préprio metabo-
lismo, o que normalmente viola o0 modelo es-
trito de relégio molecular. Com base nestas
informacdes, diversos modelos foram pro-
postos para lidar com desvios no comporta-
mento temporal de diferentes linhagens
moleculares e, hoje em dia, sao referidos co-
mo reldgios moleculares relaxados.

Atualmente, a inferéncia filogenética é
um campo de pesquisa a parte das outras ci-
éncias. Tornou-se uma ferramenta comple-
mentar para diversas areas e indispensavel
para outras. Apesar de ter sido idealizada pa-
ra desvendar apenas as relacdes evolutivas
entre organismos, atualmente a filogenética
molecular é aplicada a problemas muito mais
diversos que este. Com o advento do reldgio
molecular estrito, foi possivel aplicar a esti-
mativa de tempo as filogenias e datar surgi-
mento de espécies, disseminacao de
organismos e, até mesmo, entender grandes
eventos biolégicos que ocorreram no passa-
do. Com a abordagem relaxada do reldgio
molecular, iniciou-se a utilizacdo de modelos
de dinamica populacional que comportam os
eventos coletivos de grupos especificos. Ain-
da, com o avanco da capacidade de processa-
mento computacional, vem sendo possivel
criar algoritmos capazes de reconstruir ge-
nomas ancestrais. Também a partir da filoge-
netica molecular desenvolveu-se o campo da
filogeografia. Segundo esta a@rea do conheci-
mento, as filogenias podem ser utilizadas pa-
ra verificar a distribuicdo geografica de
individuos. Neste contexto, outras técnicas,
além das filogenias, sao incorporadas as ana-
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lises, incluindo a estruturacdo de genes, as
analises de redes e as analises de haplétipos.

A filogenia molecular busca inferir a his-
toria evolutiva de organismos ou outras enti-
dades bioldgicas (como proteinas e genes) a
partir de sequéncias de acidos nucleicos ou
aminoacidos. Ao investigar as relacdes entre
diferentes espécies, andlises de genes ribos-
somais sao comumente empregadas, pois in-
dependentemente da espécie ou do
organismo, os individuos possuirao genes co-
dificantes de RNA ribossémico. Em contra-
partida, quando se busca compreender as
relacdes entre diferentes enzimas de uma
mesma familia é necessario utilizar sequénci-
as de aminoacidos, e nao de nucleotideos. Em
determinadas situacdes, o genoma completo
pode ainda ser utilizado para inferir a filoge-
nia. Este é o caso de diversos virus, especial-
mente quando se busca compreender a
origem de novas variantes ou a disseminacao
de uma cepa. O alvo de estudo (isto é, se-
quéncia de nucleotideos ou aminoacidos, gene
ou genoma) depende, exclusivamente, do ob-
jetivo da andlise e é um dos principais fatores
a ser definido primariamente pelo pesquisa-
dor.

Atualmente, as filogenias funcionam co-
mo importantes ferramentas para diferentes
areas do conhecimento, incluindo as areas de
evolugao, genética, epidemiologia, microbio-
logia, virologia, parasitologia, botanica e zoo-
logia, dentre outras. Adicionalmente, de
maneira inédita, a inferéncia filogenética foi
utilizada como evidéncia para a resolugao de
crime e principal prova durante um impasse
internacional envolvendo diferentes paises.
Em resumo, dependendo do objetivo, os me-
todos de construcao de filogenias (inferéncia
filogenética) s@o a base para diversas areas e
importantes objetos para o avanco computa-
cional na andlise de dados bioldgicos.

5.3. Representacao de arvores

A Filogenética (termo obtido por uniao
dos termos gregos para tribo e origem) € a
ciéncia que busca reconstruir a histéria evolu-
tiva dos organismos, levando em conta as se-

quéncias de nucleotideos ou aminoacidos. As
hipdteses sobre a histdria evolutiva sao o re-
sultado dos estudos filogenéticos e se cha-
mam Filogenia.

As filogenias ou arvores filogenéticas
representam o contexto evolutivo dos orga-
nismos de forma grafica. Sao formadas por
nds (pontos) ligados por diversos ramos (li-
nhas) (Figura 1-5). Os nds terminais, mais ex-
ternos na filogenia, identificam os individuos,
genes ou proteinas que foram amostrados e
incluidos na analise filogenética. Geralmente
representam o alvo de estudo do pesquisador
e estao ligados aos nés mais internos na filo-
genia atraves de tracos horizontais, chama-
dos de ramos terminais (Figura 1-5).

Os nos internos, pelo contrario, repre-
sentam individuos ndo amostrados. Eles
identificam uma inferéncia evolutiva do an-
cestral comum mais recente dos ramos deri-
vados daquele né e se ligam a nos cada vez
mais internos, através dos ramos internos.
Por exemplo, na Figura 1-5, os grupos de nds
terminais representados em verde possuem
como ancestral comum o nd laranja, mais in-
terno, enquanto os nos terminais azuis pos-
suem como ancestral comum o né lilds. Da
mesma forma, o né vermelho é a represen-
tacdo do individuo, gene ou proteina mais an-
cestral da filogenia que, atraves de processos
evolutivos, deu origem aos nos laranja e lilas.

O tamanho dos ramos horizontais pode
ter diferentes significados, dependendo do
meétodo para inferéncia da filogenia, conforme

ramos terminais

ramos internos

. nos internos
/

Ny |

raiz

O
(@)
-
&
wn

Figura 1-5: Nomenclatura associada a arvores
filogenéticas.
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veremos a seguir. No entanto, os ramos re-
presentados na vertical (Figura 1-5) nao ex-
pressam qualquer significado, e seu tamanho
ndo altera em nada a idéia filogenética. Como
a andlise pode ser feita em diferentes niveis,
utilizando dados moleculares de genes, pro-
teinas, individuos, espécies, géneros, familias,
ou qualquer outro taxon, os nds terminais sao
amplamente denominados OTUs (operational
taxonomical units), ou unidades taxonémicas
operacionais (também chamados de folhas,
Figura 2-5). A ordem e disposicdo exata das
OTUs em uma filogenia € denominada topolo-

gia.

’
’

Figura 2-5: Arvore dicotémica dos grupos de
vertebrados. As OTUs (nds terminais) estdo
representadas por fcones (peixes
pulmonados, anfibios, mamiferos, tartarugas,
lagartos e serpentes, crocodilos e aves).
Observe que o grupo dos reépteis €
parafilético (destacado em vermelho). O
grupo seria considerado monofilético se
incluisse as aves.

Além da forma grafica, as arvores filogenéticas po-
dem também ser descritas na forma textual. Em vez
do diagrama com linhas e pontos, as relacdes evoluti-
vas sao representadas por notacées com parénteses.
A estrutura da arvore da Figura 2-5, por exemplo, po-
de ser descrita linearmente como (Peixes pulmonados,
(Anfibios, (Mamiferos, (Tartarugas, (Lagartos, (Croco-
dilos, Aves)))))) ou (Peixes pulmonados + (Anfibios +
(Mamiferos + (Tartarugas + (Lagartos + (Crocodilos +
Aves)))))). Estas notacGes foram desenvolvidas para
utilizagdo computacional da informacao filogenética.
Algoritmos e programas que realizam analises mole-
culares necessitam da informacao na forma textual e,
quando necessario, fornecem a saida para o usuario na
forma grafica.

Partindo do principio de derivacao evo-
lutiva, onde um organismo da origem a outro
(ou outros), podemos reconhecer dois princi-
pais processos na representacao de filogeni-
as: derivacdo dicotbmica e derivacao
politémica. No primeiro caso, cada né interno
da origem a apenas dois ramos. Para espéci-
es, por exemplo, a ramificacao de um ances-
tral comum em dois ramos evidencia o
processo de especiacao. No segundo caso,
trés ou mais ramos surgem de um mesmo no
interno.

Apesar de arvores dicotémicas serem mais comuns
e normalmente esperadas, em alguns casos, como a
dispersao explosiva do HIV e do HCV, arvores politémi-
cas representam melhor o processo evolutivo. Casos
como estes, onde um ancestral comum origina simul-
taneamente varias linhagens descendentes, sdo cha-
madas de politomias verdadeiras (hard polytomies).
Por outro lado, as politomias falsas (soft polytomies)
sdo casos onde a topologia ndo foi bem resolvida por
ndo haver certeza do padrao de ancestralidade, tor-
nando multipla uma divisdo que se esperaria ser for-
mada por uma série de divisdes dicotémicas.

Assim, ao agruparmos as OTUs segun-
do a sua ancestralidade, podemos reconhecer
diferentes padrdes: grupos monofiléticos, pa-
rafiléticos e polifiléticos (Figura 2-5). Os gru-
pos monofiléticos incluem todos os membros
descendentes de um unico ancestral, assim
como o proprio ancestral. Na Figura 2-5, por
exemplo, as aves e os crocodilos sao consi-
derados um grupo monofilético, pois com-
partiham o mesmo ancestral comum. Da
mesma forma, as aves, os crocodilos e os la-
gartos também podem ser considerados um
grupo monofilético, pois se originaram de um
mesmo ancestral. A andlise das relacées en-
tre os grupos, neste caso, dependera do ob-
jetivo do pesquisador. Adicionalmente, os
grupos monofiléticos podem ser denomina-
dos clados por agruparem duas ou mais se-
quéncias que sao descendentes de um
mesmo ancestral (Figura 3-5a e b). A organi-
zacao da topologia em que um clado estd
contido em outro é comumente chamada de
clados aninhados ou clados embutidos (Figu-
ra 3-5¢c).

Os grupos parafiléticos, por sua vez, se
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a.
b.

c \ 4 \ 4 \ 4
Figura 3-5: (a) Exemplos de clados
destacados em verde. (b) Exemplos de
organizacées da topologia que nao

caracterizam a existéncia de um clado,
destacados em laranja. (c) Diferentes niveis
de clados que podem estar embutidos em um
clado de maior ordem. Observe que os clados
de diferentes ordens, quando embutidos,
formam clados monofiléticos.

originam de um Unico ancestral, mas nem to-
dos os organismos derivados deste ancestral
fazem parte do grupo. Na Figura 2-5, os rép-
teis sdo um grupo formado pelas tartarugas,
lagartos e crocodilos, e seu ancestral comum
estd na base do ramo que da origem as tarta-
rugas. No entanto, este ancestral comum
também deu origem as aves e, por isso, 0s
répteis ndo podem ser considerados um gru-
po monofilético, mas um grupo parafilético.
Finalmente, os grupos polifiléticos pro-
vém de dois ou mais ancestrais diferentes.
Nestas relacbes se encontram OTUs que
apresentam caracteristicas comuns, mas que
possuem diferentes ancestrais comuns. Por
exemplo, a condicdo endotérmica (animais
que mantém a sua temperatura corporal
constante) é apenas apresentada por aves e
mamiferos. Por este critério, poderiamos
agrupar estes dois grandes grupos sem, no
entanto, compartilharem o mesmo ancestral
comum direto (Figura 2-5). A organizacao

destes grupos permite descrever caracteris-
ticas resultantes de convergéncia evolutiva,
pois uma mesma caracteristica se desenvol-
veu independentemente em diferentes gru-
pos.

Sabendo das relacdes evolutivas entre
0s taxons e da existéncia de ancestrais co-
muns, as arvores podem ser representadas
de maneira a evidenciar o ancestral mais an-
tigo (arvore com raiz ou enraizada), ou apenas
destacar as relacdes evolutivas entre os ta-
xons, sem destacar qual a OTU mais ances-
tral (drvore sem raiz ou nao enraizada)
(Figura 4-5).

A raiz da filogenia é a espécie ou se-
quéncia ancestral a todo o grupo que esta sob
analise. Quando presente, a raiz aplica uma
direcao temporal a arvore, permitindo obser-
var o sentido das mudancas evolutivas da raiz
(mais antigo) aos ramos terminais (mais mo-
dernos). Uma d&rvore nao enraizada, pelo
contrario, reflete apenas a topologia estabe-
lecida entre as OTUs, sem indicar o ancestral
do grupo. Arvores nao enraizadas podem ser
confusas, e sua interpretacao requer mais
cuidado devido a facilidade em cometer erros
de andlise (Figura 4-5).

a. Arvore enraizada
o
joR
=
)
() «— Raiz
b. Arvore nao enraizada

Figura 4-5: Comparacao de arvores (a)
enraizadas e (b) ndo enraizadas. No primeiro
caso, e possivel definir a direcao das
mudancas evolutivas, devido a presenca do
vetor tempo dado pela presenca da raiz.
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A identificacao de uma raiz nas filogeni-
as geralmente requer a inclusao de uma ou
diversas OTUs que representem grupos ex-
ternos. Os grupos externos devem ser an-
cestrais comuns das OTUs em estudo, ja
conhecidos, que indicardo caracteres presen-
tes em organismos mais proximos aos an-
cestrais, provendo um direcionamento para a
interpretacao dos processos evolutivos. Para
o caso do estudo de HIV, por exemplo, é co-
mum que os virus da imunodeficiéncia de si-
mios (SIV) sejam utilizados como grupo
externo nas filogenias, pois sabidamente es-
tes virus deram origem ao HIV.

A adicao de grupos externos aumenta o nimero de
topologias diferentes que uma filogenia pode assumir.
O numero de arvores possiveis varia com o nimero de
OTUs e com a presenca ou auséncia de raiz. Para mais
de duas OTUs, a quantidade de possiveis arvores com
raiz € sempre maior que o nimero de arvores sem raiz.
A possibilidade de inferéncia de diferentes topologias
para os mesmos dados moleculares ressalta a extre-
ma variabilidade de cendrios possiveis na busca do
verdadeiro evento evolutivo. E importante também
ressaltar que, assim como a complexidade, o tempo
computacional envolvido na construcao das filogenias
aumenta exponencialmente com o aumento de OTUs.

Em relagao a topologia das arvores, a
inversdo de ramos derivados de um mesmo
nd nao altera a relacao evolutiva apresentada
pela arvore (Figura 5-5). Nesse sentido, a ar-
vore filogenética pode ser comparada a um
mobile: cada pega suspensa é livre para girar
em seu eixo, ficando mais préxima ou mais
distante espacialmente das outras pegas, sem
alterar a estrutura geral do objeto. Indepen-
dentemente da posicdo destas OTUs, apds o
giro dos ramos, o mesmo ancestral comum
sera identificado e, por isso, nao ha qualquer
alteracao no significado da filogenia.

Quanto a nomenclatura de arvores filo-
genéticas, diferentes termos sdao emprega-
dos, tais como cladogramas, filogramas e
dendrogramas (Figura 6-5). Um cladograma
€ uma arvore simples, que retrata as relacdes
entre os nos terminais. Pelo contrério, uma
arvore aditiva (arvore métrica ou filograma)
apresenta informacdes adicionais, pois o
comprimento dos ramos é proporcional a al-

Figura 5-5: A porcao terminal da arvore dos
vertebrados (representada na Figura 2-5) foi
rearranjada de diferentes maneiras (as setas
indicam o ponto de rotacdo). Conforme a
analogia de um mobile, todas elas
representam a mesma relacao evolutiva.

gum atributo, como quantidade de mudanca.
Por sua vez, uma arvore ultrameétrica (ou
dendrograma) constitui um tipo especial de
filogenia devido aos seus ramos serem equi-
distantes da raiz. Os dendrogramas podem,
desta forma, retratar o tempo evolutivo. E
importante ressaltar que alguns autores de-
nominam qualquer filogenia como cladogra-
ma, o que pode ser confuso.
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Figura 6-5: Nomenclatura de arvores
filogenéticas. Observe que os cladogramas a
e b sao equivalentes, mas o filograma ¢ e o
dendrograma d ndo o sao.

O tipo de dado molecular a ser empre-
gado nas andlises também deve ser levado
em conta. Sequéncias de aminoacidos sao
mais conservadas que sequéncias de acidos
nucleotideos em decorréncia da degeneracao
do codigo genético. S3o, portanto, Uteis em
analises de produtos de genes ou espeécies
que visam entender fenémenos que aconte-
ceram ha amplos periodos de tempo evoluti-
vo. Além disso, por formarem um conjunto de
pelo menos 20 membros (contra quatro
membros presentes em DNA ou RNA), sua
variacao pode ser mais significativa.

A despeito desta diferenca no volume
de informacao, com a popularizacdo do se-
quenciamento de &cidos nucleicos, especial-
mente DNA, sequéncias de nucleotideos
passaram a ser as mais empregadas em es-
tudos de filogenia. Acidos nucleicos sdo mais
propensos a alteracdes, podendo sofrer tran-
sicdes (quando ocorre a troca de uma purina
por outra purina, ou de uma pirimidina por
outra pirimidina) e transversdes (quando
ocorre a troca de uma purina por uma pirimi-
dina ou vice-versa), além de insercées ou de-
lecdes de pares de base que interferem no
quadro de leitura. Essa variabilidade pode ser
interessante no estudo de eventos mais re-

centes do ponto de vista evolutivo.

E preciso, assim, conhecer o caso de
estudo e o tipo de pergunta que se busca
responder com cada filogenia. Ao lidarmos
com genes de diferentes espécies, por exem-
plo, & importante saber da existéncia e dispo-
sicdo de introns, da necessidade de lidar com
0 gene inteiro ou apenas parte dele ou da ne-
cessidade de incluir regides regulatdrias para
a analise.

Um exemplo recente da aplicacao de
analises filogenéticas esta no caso da identi-
ficacdo da origem da linhagem do virus influ-
enza HIN1, envolvido no surto de gripe de
2009. Para tanto, Smith e colaboradores
empregaram genomas completos de influen-
za isolados de diferentes localidades e hos-
pedeiros, e construiram arvores filogenéticas
para cada uma das oito regides do genoma
buscando identificar a fonte de cada rearranjo
presente no virus envolvido no surto. Por
meio das arvores obtidas, foi possivel rastre-
ar a contribuicao genética dos virus isolados
de aves, suinos e humanos (Figura 7-5). As-
sim, o emprego da filogenia neste trabalho
permitiu ndo apenas caracterizar o virus do
ponto de vista molecular, como também re-
construir a histéria evolutiva do agente etio-
l6gico de uma pandemia.

5.4. Distancia genética

A formulacdo de modelos evolutivos é
uma maneira de descrever matematicamente
0s processos que moldam as mudancas nas
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos
dos organismos ao longo do tempo. Do ponto
de vista molecular, estas mudancas podem
ser resultado de diferentes forcas evolutivas
que reorganizam a sequéncia e a propria es-
trutura dos genes.

Um modelo geral para descrever de
maneira eficaz estas alteracdées evolutivas
deveria considerar os processos de substitui-
¢ao, insercao, delecdo e duplicagao, bem co-
mo ocorréncia de transposicao ou até mesmo
de retrotransposicao. Contudo, apesar de es-
tes fendmenos serem claros agentes na mo-
delagem dos genomas, matematicamente
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Figura 7-5: Representacao esquematica das recombinacées que originaram o virus Influenza
envolvido no surto de gripe suina em 2009. Diferentes linhas representam diferentes regices
do genoma do virus. Observe a interacao entre virus de origens aviaria, suina e humana em
eventos que datam, pelo menos, desde 1990. Os eventos de recombinacdo e as analises
temporais foram baseadas em andlises filogenéticas (Adaptado de Smith e colaboradores,
Origins and evolutionary genomics of the 2009 swine-origin HINT influenza A epidemic. Nature,

459, 1122-1125, 2009).

ainda nao é factivel coloca-los como compo-
nentes de modelos que expliquem inteira-
mente o processo evolutivo.

Assim, devido a grande relevancia dos
mecanismos de substituicao para a evolucao
dos genomas em diferentes organismos e da
disponibilidade de modelos de probabilidade
estatistica que expliquem este processo, as
trocas tém sido o principal alvo para o de-
senvolvimento de modelos matematicos e
compdem a base de diversos métodos de in-
feréncia filogenética.

Apds a divergéncia de duas sequéncias a
partir de seu ancestral comum, de forma di-
cotébmica, fenémenos evolutivos garantirao

as mudancas nas sequéncias de nucleotideos
de forma independente (Figura 8-5). Uma
medida tradicional para expressar o nimero
de substituicbes de nucleotideos que se acu-
mularam nas sequéncias desde a divergéncia
e chamada de distancia genética. Esta infor-
macao € uma medida quantitativa da dissimi-
laridade genética entre diferentes OTUs, e
permite estabelecer uma estimativa relativa
da quantidade de mudancas que ocorreram
desde a divergéncia.

A distancia e também um importante
conceito na construcdo de filogenias, pois esta
diretamente relacionada com a relacdo evo-
lutiva entre duas OTUs: uma menor distancia



90

5. Filogenia Molecular

a. 0 tempo t

e |
TGGGACGGGGTC
Sequéncia Derivada 1

TGGGACGGGG
Sequéncia Ancestral
TGGGGCGGGGCC

( m

TGGCACGGGGCC
Sequéncia Derivada 1

TGGGACGGGG

Sequéncia Ancestral

TGGAACGGGGCC

Sequéncia Derivada 2

Figura 8-5: Apds a divergéncia de dois
organismos a partir de seu ancestral comum,
seus genomas acumularao diferencas
independentemente. (@) A medida da
dissimilaridade =~ genética  entre  duas
sequéncias homdlogas ao longo do tempo é
chamada de distancia genética, e a relacao
temporal entre duas sequéncias divergentes
é dada por 2« (b) A ocorréncia de multiplas
substituicbes ao longo do tempo na
divergéncia de sequéncias homdlogas pode
mascarar as verdadeiras diferencas entre as
sequéncias. Apesar de ocorrerem dois
eventos de mutacao na sequéncia derivada 1,
apenas o Ultimo evento é observado, pois
ocorreram no mesmo sitio. Os quadrados em
vermelho evidenciam as diferencas em
relacao as sequéncias ancestrais.

genética indica uma relacdo evolutiva mais
préxima, enquanto que um valor maior sugere
uma derivacdo evolutiva proporcionalmente
maior. Tipicamente, a informacao da distancia
genética é incorporada a inferéncia filogeneti-
ca na definicdo do tamanho dos ramos. No
entanto, além desta informacdo é necessaria
uma escala de distancia que especifique o nu-
mero de mudancas que ocorreram ao longo
do ramo.

0O meétodo mais simplista para avaliar a
distancia genética entre duas sequéncias é
conhecido como distancia p. Este método é
baseado na contagem das diferencas dividida
pelo numero total de sitios do alinhamento.
Se oito sitios sao diferentes entre duas se-

quéncias homalogas com tamanho de 100pb,
a distancia p obtida sera 0,08. Este resultado
reflete a porcentagem de sitios diferentes em
relacao ao tamanho total da sequéncia, e ge-
ralmente é utilizado na especificacao da es-
cala de distancia das filogenias (Figura 8-5).

A variagao genética em um determinado
sitio pode decorrer de diferentes processos e
resultar em mais de uma substituicdo. As
multiplas  substituices, ou multiple hits,
ocorrem naturalmente e podem subestimar o
verdadeiro nimero de mudancas no calculo
da distancia p, j@ que “escondem” as diversas
trocas de nucleotideos ou aminoacidos. Na
Figura 8-5b, por exemplo, apesar de ocorre-
rem duas substituicées no mesmo sitio ao
longo de um dos ramos, aparentemente a se-
quéncia derivada parece ter sofrido somente
um evento evolutivo. Sendo assim, a relacéo
entre as diferencas nas sequéncias e o tempo
decorrido da divergéncia nem sempre é linear,
especialmente devido a ocorréncia das multi-
plas substituicbes em um mesmo sitio.

Devido a ineficacia da distancia p em
efetivamente estimar a distancia genética en-
tre duas sequéncias, diferentes modelos pro-
babilisticos foram  desenvolvidos para
descrever as mudancas entre os nucleotideos
e corrigir a distancia observada. Tais modelos
implicam no uso de diversas suposicées sim-
ples a respeito das probabilidades de substi-
tuicdo de um nucleotideo por outro, mas
garantem uma aproximacao da realidade
quando sustentadas por uma taxa de muta-
¢ao fidedigna.

Estas técnicas de correcao sao comu-
mente conhecidas por modelos de substitui-
cao (ou matrizes de substituicdo), e garantem
a conversao da distancia observada em medi-
das de distancias evolutivas préximas da rea-
lidade, permitindo reconstruir a histéria
evolutiva dos organismos.

Diversos modelos de substituicdo foram propostos
para explicar as trocas de nucleotideos em sequéncias
de DNA, reduzindo a complexidade do processo evolu-
tivo a um padrao de mudanca simples que consegue
ser explicado através de poucos parametros. Todos
estes modelos, no entanto, de alguma forma sao inter-
relacionados, diferindo principalmente no ndmero de
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parametros utilizados para explicar estas substitui-
coes. Devido a influéncia do modelo de substituicdo na
inferéncia de filogenias, a escolha de um método parti-
cular deve ser justificada. A estratégia mais simples é
utilizar os modelos que comportam o maior nimero de
varidveis, embora a complexidade nao esteja direta-
mente relacionada a melhor qualidade de analise das
sequéncias. Com o aumento de parametros, o sistema
se torna mais complexo, aumentando a probabilidade
de erro e exigindo um maior processamento computa-
cional. Assim, é necessario verificar os alinhamentos
caso-a-caso para atribuir o melhor modelo de substi-
tuicdo na inferéncia filogenética.

A substituicdo de nucleotideos ou aminodcidos em
uma sequéncia é usualmente modelada sob a forma de
um processo quase aleatdrio. Devido ao cardter dina-
mico desta aleatoriedade, & necessario enquadrar as
substituicdes, seguindo certos pressupostos. Assim, as
substituicdes sdo descritas por um processo de Mar-
kov homogeéneo, onde a probabilidade de substituicdo
de um nucleotideo X pelo Y ndo depende do estado
prévio do nucleotideo X.

As probabilidades de mudanga de um nucleotideo
para outro (ou de um aminodcido para outro) sao es-
pecificadas através de uma matriz 4x4 das taxas de
substituicao (ou 20x20 no caso dos aminodcidos) que
especificam com qual taxa cada um dos nucleotideos
ou aminoécidos poderd mudar para outro. E necesséario
assumir também que os eventos de substituicdo sejam
independentes ao longo dos sitios das sequéncias, e
ainda, possuam um cardater reversivel. Além disso, de-
vem especificar a frequéncia estaciondria dos nucleoti-
deos, ou frequéncia de equilibrio, onde sera atribuida a
provavel proporcao de cada um dos caracteres na se-
guéncia.

Para sequéncias de nucleotideos, o modelo de
substituicdo mais simples foi proposto por Jukes e
Cantor em 1969 (JC69). Segundo este modelo, as mu-
dancas entre os nucleotideos podem ocorrer com a
mesma probabilidade, assumindo uma frequéncia es-
taciondria igual para todos (cada nucleotideo tem 25%
de chance de ocorrer na sequéncia).

Com o advento da publicacdo das primeiras se-
quéncias de genoma mitocondrial, na década de 1980,
se observou que as transicdes eram muito mais co-
muns que as transversdes. Devido a uniformidade do
método proposto por Jukes e Cantor, foi necessario
criar um modelo que acomodasse essas diferencas.

Assim, o modelo proposto por Kimura (K80 ou K2P)

cria as variaveis o e B para representar, respectiva-
mente, as taxas de transicao e de transversao. Apesar
da inclusdo de dois parametros, as frequéncias de
equilibrio se mantém constantes em "4 para cada nu-
cleotideo. Em 1981, Kimura adiciona um terceiro para-
metro (y) ao modelo j@ proposto, passando a ser
identificado como K3P. A atualizacdo do modelo permi-
tiu dividir as taxas de transversao em duas variaveis.

Alguns genomas apresentam uma grande quanti-
dade de guaninas e citosinas em relacdo a timinas e
adeninas. Se algumas bases sdo mais frequentes que
outras, sera esperado que algumas substituicbes
ocorram com mais frequéncia que outras. O modelo
criado por Felseinstein (F81) acomoda essas observa-
cbes e permite que as proporcdes individuais de cada
nucleotideo (frequéncia estaciondria) sejam diferentes
de /4. € importante ressaltar que este modelo conside-
rard a mesma proporcdo de bases em todas as se-
quéncias envolvidas no alinhamento. Se diferentes
sequéncias possuem diferente composicao de bases, a
pressuposicao principal do modelo sera violada.

0O modelo HKY85, proposto por Hasegawa, Kishino
e Yano, essencialmente mistura os modelos K2P e F81.
Além de supor que a frequéncia das bases é variavel,
este modelo permite que transicdes e transversées
ocorram com taxas diferentes.

Posteriormente, o modelo GTR (generalised time-
reversible), o mais complexo dos modelos aqui apre-
sentados, foi desenvolvido a partir do HKY85 com o in-
tuito de acomodar diferentes taxas de substituicao e
diferentes frequéncias de bases. Este modelo requer
seis parametros para taxa de substituicdo e quatro pa-
rametros para a frequéncia das bases, misturando to-
dos os modelos aqui descritos.

Atualmente, além destes mais de 200 modelos de
substituicdo podem ser aplicados a alinhamentos de
nucleotideos. Alguns programas, como Modeltest e
Jmodeltest, séo capazes de selecionar o modelo de
substituicdo que melhor se ajusta a um dado alinha-
mento.

Uma importante extensdo desses modelos de
substituicdo incorpora a possibilidade de variacdo nas
taxas evolutivas entre os sitios, permitindo ao modelo
mais realismo. Assim, para cada sitio no DNA sera atri-
buida uma probabilidade de evolucdo a uma taxa conti-
da em um intervalo discreto de probabilidades. O
método que garante a heterogeneidade de taxas evo-
lutivas & modelado através de uma distribuicdo gama
(T), que considera um numero especifico de taxas de
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evolucao para os sitios do DNA.

A aplicabilidade deste modelo nas inferéncias filo-
genéticas é facilitada pela simplicidade do método, ja
que apenas um Unico parametro (a) controla a forma
da distribuicdo gama. Quando a < 1, existe um grande
nimero de taxas de evolucdo entre os sitios das se-
quéncias em analise, ou seja, quanto maior a, menor a
heterogeneidade. Algumas vezes, uma proporcéo de
sitios invariaveis (I), no qual uma determinada propor-
¢ao de sitios é assumida como incapaz de sofrer subs-
tituicdo, pode também ser usada para modelar a
heterogeneidade entre os sitios.

Ao contrario dos modelos de substituicao de nucle-
otideos, os modelos que explicam as trocas de amino-
acidos sao tradicionalmente empiricos. A partir da
andlise de alinhamentos de proteinas com identidade
minima de 85% Dayhoff, em 1970, desenvolveu uma
série de matrizes de probabilidade que explicavam as
mudancas de aminoacidos ao longo do tempo.

As matrizes PAM, como ficaram conhecidas, cor-
respondem a modelos de evolucdo nos quais os ami-
nodcidos sdo  substituidos aleatoriamente e
independentemente, de acordo com uma probabilidade
predefinida que depende do préprio aminoacido.

Em 1992, um novo modelo de substituicdo de ami-
noacidos é criado por Henikoff e Henikoff. A andlise de
sequéncias de proteinas distantes evolutivamente,
possibilitada pelo modelo de Henikoff-Henikoff, estabe-
leceu as bases para a criacdo das matrizes BLOSUM.
As matrizes desta série foram identificadas por nime-
ros (por exemplo, BLOSUME2) que se referem a por-
centagem minima de identidade dos blocos dos
aminodcidos utilizados para construir o alinhamento.
Matrizes similares, como GONNET e JTT, surgiram na
mesma epoca.

Em 1996, foi proposto um modelo de substituicao
especifico para proteinas codificadas pelo DNA mito-
condrial, onde foi observado desvio de transicées entre
aminodcidos em relacdo as proteinas codificadas pelo
material genético nuclear. Essa matriz, criada por
Adachi e Hasegawa, foi chamada de mtREV.

Finalmente, em 2001, Whelan e Goldman propdem
a matriz WAG, baseada em combinacdo e ampliagao de
varios modelos de substituicao anteriores. Tal matriz é
considerada superior as suas antecessoras para des-
crever filogenias de proteinas globulares.

5.5. Inferéncia filogenética

A reconstrucao filogenética, ou seja, a
reconstrucao da histéria evolutiva de orga-
nismos, € um complexo processo que envolve
uma serie de etapas. O alinhamento, além de
ser o primeiro passo, e um importante ponto
para a inferéncia de filogenias (ver capitulo 3).
Um alinhamento preciso, além de garantir
maior confiabilidade nas analises posteriores,
é requerido por todos os métodos de inferén-
cia filogenética para construcao da arvore.

Depois que o alinhamento foi proposto,
diversos métodos podem ser usados para
estimar a filogenia das sequéncias estudadas.
Podemos dividir estes métodos em dois prin-
cipais grupos: meétodos quantitativos e méto-
dos qualitativos (Tabela 1-5). Estes grupos
diferem na forma como os dados sdo trata-
dos, refletindo diretamente como os dados do
alinhamento serdoinicialmente processados.

Os métodos quantitativos se baseiam na
quantidade de diferencas entre as sequéncias
do alinhamento para calcular uma arvore fi-
nal. J& os métodos qualitativos constroem di-
versas filogenias que sdo classificadas
seguindo uma determinada qualidade (crité-
rio). A filogenia que obtiver o maior valor as-
sociado a tal qualidade sera a filogenia
resultante.

Os meétodos quantitativos compreen-
dem os métodos de distancia. Estes métodos
convertem o alinhamento em matrizes de
distancia par-a-par para todas as sequéncias
incluidas. Dentro destes algoritmos desta-
cam-se dois metodos principais: UPGMA e
aproximagao dos vizinhos. Devido a grande
eficiéncia computacional, estes métodos ge-
ralmente sao utilizados para construcao de
uma filogenia inicial, que posteriormente é
submetida a algum método do grupo qualita-
tivo. Como principal ponto negativo, estes
meétodos apresentam apenas uma filogenia
como resultado final (ver adiante).

Idealmente, todas as possiveis arvores
para um dado alinhamento deveriam ser ana-
lisadas para garantir a escolha da melhor fi-
logenia. Para isso, é necessario atribuir certos
parametros que avaliem, dentre todas as ar-
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Tabela 1-5: Comparacao entre os tipos de méetodos para inferéncia de filogenias.

Tipo Método Principio Programa
UPGMA Agrupa sequencialmente as OTUs com  Geneious
menor distancia evolutiva entre si MEGA
Mét_Odc?S Busca a arvore com a menor MEGA
Quantitativos  Aproximacao dos vizinhos coma total de ramos Geneious
HyPhy
) . . PAUP
Busca a filogenia com menor ndmero de
Mzaxima Parcimonia eventos evolutivos MEGA
Mesquite
) , PAUP
) o o Busca a arvore com o valor de maior PAML
Metodos Maxima Verossimilhanca  yerossimilhanca entre todas as filogenias
Qualitativos construidas phyML
MEGA
Amostra um nimero representativo de  Mr. Bayes

Estatistica Bayesiana

vores, aquela que explica as relacées evoluti-
vas de forma mais precisa.

Assim, os meétodos qualitativos envol-
vem algoritmos que atribuem um critério de
otimizacao para escolher a melhor filogenia.
Nestes métodos, diversas filogenias sao
construidas e, seguindo um critério definido
pelo algoritmo utilizado, uma filogenia ser3
identificada como a que melhor explica a re-
lacdo evolutiva entre os OTUs. O critério é
utilizado para atribuir um valor a cada filoge-
nia e ordena-las segundo este valor.

Estes métodos tém a vantagem de re-
querer uma funcao explicita para escolha das
filogenias, sendo portanto independente da
escolha do operador. No entanto, devido ao
carater de sua andlise, s8o métodos mais re-
finados e intrinsecamente mais demorados
computacionalmente. Trés critérios de otimi-
zacao sao tradicionalmente empregados na
inferéncia de filogenias: (a) Maxima Parcimo-
nia, (b) Maxima Verossimilhanca e (c) Inferén-
Cia Bayesiana.

Por se tratarem de métodos que buscam uma tnica
filogenia entre diversas arvores, os métodos qualitati-
vos exigem algoritmos que vasculhem o maior nimero
possivel de filogenias em busca da melhor arvore. Dois
grupos de algoritmos sao destacados: os algoritmos
exatos e os algoritmos heuristicos. Atualmente, devido

filogenias a partir do espaco amostral total BEAST
de arvores e busca a mais provavel

BAMBE

ao tempo e a exigéncia computacional, os métodos
heuristicos sao preferidos aos exatos. No entanto,
qualquer um deles pode ser aplicado aos métodos
qualitativos de inferéncia filogenética. Como desvanta-
gem dos métodos qualitativos, repetidos processos de
procura em um mesmo conjunto de sequéncias podem
levar a resultados diferentes, dependendo da arvore
que é construida inicialmente pelo algoritmo.

Os meétodos exatos buscam todas as filogenias
possiveis para um grupo de sequéncias. O funciona-
mento destes métodos geralmente envolve a selecdo
aleatdria inicial de trés OTUs para a construcdo de uma
arvore filogenética ndo enraizada. Por tentativa, um a
um, novas OTUs, também tomadas aleatoriamente do
alinhamento, sao inseridas em diferentes posicdes na
arvore. Esse procedimento é repetido até todos os t&-
xons serem inseridos, garantindo que todas as filogeni-
as possiveis para o alinhamento dado sejam geradas.

A partir da aplicacdo de um critério de otimizacao
(dado pelo método qualitativo) para classificar as filo-
genias e ordena-las segundo este valor, é possivel or-
ganizar um espaco virtual que contém todas as
filogenias possiveis para o alinhamento empregado. E
importante lembrar que, tomando poucas sequéncias,
milhdes de arvores podem ser geradas. Este conjunto
total de filogenias € comumente chamado de espaco
amostral. Como exemplo, podemos organizar o espaco
amostral de filogenias originadas a partir de um ali-
nhamento de dez sequéncias em um grafico bidimensi-
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onal baseado no valor atribuido pelo critério de otimi-
zacao a cada arvore (Figura 9-5). Nestas condicdes,
sera possivel observar que algumas arvores possuem
valores maiores que outras, formando picos que agru-
pam as melhores filogenias. Da mesma forma, entre
diferentes picos existem vales representados por ar-
vores com valores menores e, portanto, menos con-

sistentes.

t Maximo global — .- ™

Maximo local

.

Critério de Otimizacao

Espaco Amostral

Figura 9-5: Descricao de parte do espaco
amostral das possiveis filogenias para um
determinado sistema, ordenadas segundo um
valor atribuido pelo critério de otimizacao.
Cada ponto no grafico representa uma
topologia diferente inferida a partir de um
conjunto de dez sequéncias homdlogas. O
espaco amostral, neste caso, é definido por
2.027.025 filogenias e apresenta, segundo o
critério de otimizacdo, dois maximos locais e
um maximo global, que contém as melhores
filogenias. Em destaque, algumas filogenias
exemplificando as possibilidades de arranjo
dos ramos. A seta indica a mudanca de
topologia da filogenia e o consequente
aumento de seu valor dado pelo critério de
otimizacao.

Os métodos de busca exaustiva construirdo um es-
paco amostral de arvores através de métodos especi-
ficos de modificacdo das filogenias. Por acumularem
um grande numero de resultados, estes métodos exi-
gem um tempo computacional muito elevado, por ve-
zes tornando-se proibitivos.

Os algoritmos de busca heuristica procuram pela
melhor filogenia em um subconjunto de todas as filo-
genias possiveis. Apesar de serem muito mais rapidos

computacionalmente, estes meétodos ndo garantem
que a filogenia correta seja encontrada, pois apenas al-
gumas arvores do espaco amostral total serdo consi-
deradas. Ainda assim, estes métodos tem mostrado
grande eficiéncia.

Atualmente, os principais métodos qualitativos de
inferéncia filogenética incorporam algoritmos de busca
heuristica para amostrar as filogenias do espaco
amostral virtual. Usualmente, estes algoritmos de
busca sdo executados em dois passos. Primeiramente,
diferentes arvores sao construidas e, apds encontrar a
melhor arvore guiada por um critério de otimizacao,
aplica-se um algoritmo para modificar aleatoriamente
o arranjo dos ramos. Este método permite testar se
outros arranjos sao ou nao mais consistentes.

Devido ao grande nimero de métodos
para inferéncia filogenética, a decisao quanto
ao uso de cada um é de grande importancia
para a interpretacao do resultado final: a filo-
genia. Ao escolher um método, é fundamental
verificar o poder (tamanho e quantidade de
sequéncias necessaria para resolver a filoge-
nia), a eficiéncia (habilidade de estimar a filo-
genia correta com um numero limitado de
dados), a consisténcia (habilidade de estimar a
filogenia correta com um ndmero de dados
ilimitado) e a robustez (habilidade de estimar
a filogenia correta quando certos pressupos-
tos da andlise sao violados).

Até o momento, ndo existe um método
que apresente todas estas caracteristicas si-
multaneamente e garanta a reconstrucao fi-
logenética correta. E importante, sobretudo,
conhecer a biologia do organismo (ou dos or-
ganismos) em questdo para que a escolha do
método tenha, além de tudo, uma justificativa
bioldgica.

5.6. Abordagens quantitativas
UPGMA

O meétodo baseado em distancias
UPGMA (unweighted pair-group method using
arithmetic averages, ou método de agrupa-
mento par a par usando meédias aritmeéticas
nao ponderadas) foi proposto por Sneath e
Sokal, em 1973, e € o0 método mais simples
para reconstrucdo filogenética. O UPGMA
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parte do pressuposto de que todas as linha-
gens evoluem a uma taxa constante (hipétese
do reldgio molecular).

No UPGMA, uma medida de distancia
evolutiva é computada para todos os pares de
sequéncias utilizando um modelo evolutivo.
Apds, estas distancias sao organizadas na
forma de uma matriz, conforme ilustrado
abaixo:

Sequéncias 1 2 3 4
2 d,,
3 d],j’ d_73
4 dl,4 d2,4 dj’,4
5 d1,5 d2,5 dj’,,i d4,5

O agrupamento das sequéncias é inicia-
do pelo par com menor distancia. Supondo
que d,, seja a menor distancia no exemplo
acima, as sequéncias / e 2 sao agrupadas
com um ponto de ramificacao na metade
dessa distancia (, ,,,). As sequéncias / e 2 sao
entdo combinadas em uma entidade compos-
ta, agora denominada y, e a distancia entre
esta entidade y e as outras sequéncias é
computada (observe abaixo).

Sequéncias Y2 3 4
3 d,,
4 dy,4 d3 4
5 d %3 d3,5 d4,5

Supondo que d, ; seja a menor distancia,
y e 3 sao combinados em uma nova entidade
composta, digamos, z. Seu ponto de ramifica-
cao é calculado levando em conta a distancia
de cada membro de y (1 e 2) emrelacao a 3 e
dividindo por 2, ou seja, (d, ;+d, ;)/2. O mesmo
procedimento se repete, calculando a menor
distancia entre z e outra sequéncia (suponha-
mos que seja a sequéncia 4). Calculam-se a
distancia de cada membro de z até 4, divide-se
0 somatdrio das distancias por dois e cria-se

uma nova sequéncia composta. O mesmo
procedimento € repetido até que existam
apenas duas sequéncias a serem agrupadas
(comumente, uma sequéncia simples e uma
entidade composta).

Ao empregar sequéncias de DNA ou
proteina proximamente relacionadas, o
UPGMA pode construir duas ou mais “arvores
empatadas” (tie trees). Essas arvores surgem
quando dois ou mais valores de distancia na
matriz se mostram idénticos. E possivel re-
presentar todas as arvores empatadas, mas
essa abordagem é pouco util, uma vez que
tais arvores sao muito semelhantes e surgem
por erros de estimativa das distancias. Para
tais casos, sugere-se apresentar uma unica
arvore, geralmente a arvore consenso do
bootstrap (ver secao 5.8).

Por se basear na hipdtese do reldgio
molecular, o UPGMA pode levar a obtengao de
topologias falsas quando tal hipdtese nao for
satisfeita pelos dados. Sabe-se que o método
e muito sensivel a variacdes nas taxas evolu-
tivas entre linhagens, fato este que levou a
proposicao de metodos onde as variacdes sao
ajustadas para a obtencdo de sequéncias que
satisfacam o relégio molecular. Apesar disso,
devido ao surgimento de métodos mais ro-
bustos e mais eficientes em lidar com dados
nao uniformes, o UPGMA encontra-se prati-
camente abandonado como alternativa para
reconstrucao filogenética.

Aproximacgdo dos Vizinhos

0 método de aproximacao dos vizinhos
(neighbor joining ou NJ) foi proposto por
Saitou e Nei em 1987. Este método se baseia
em um aceleramento dos algoritmos de evo-
lucdo minima que existiam até entdo. Em sua
versao original, estes algoritmos buscavam a
arvore com menor soma total de ramos, de
maneira que todas as arvores possiveis pre-
cisavam ser construidas para que se verifi-
casse qual delas apresentava a menor soma.
O algoritmo de NJ facilitou esse processo,
tendo o principio de evolugcdo minima implicito
no processo e produzindo apenas uma arvore
final.
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Para construir a filogenia, o NJ comeca
por uma arvore totalmente nao resolvida (to-
pologia em estrela) (Figura 10-5). Tendo como
base uma matriz de distancias (semelhante a
matriz inicial construida pelo método de
UPGMA) entre todos os pares de sequéncias,
construida a partir da aplicacao de um modelo
de substituicdo (conforme descrito na secao
5.4), o par que apresentar a menor distancia é
identificado, unido por um né (que represen-
tard o ancestral comum deste par de se-
quéncias) e incorporado na arvore (na Figura
10-5, f'e g sao unidos pelo ng u). As distancias
de cada sequéncia do par sao recalculadas
em relacao ao novo nd u, assim como as dis-
tancias de todas as outras sequéncias sao re-
calculadas em relacdo ao novo nd u. O
algoritmo reinicia, substituindo o par de vizi-
nhos unidos pelo novo né e usando as distan-
cias calculadas no passo anterior.

Quando duas somatdrias de ramos sao
iguais, a decisao sobre quais ramos unir de-
pende do programa empregado. Alguns op-
tam pela primeira sequéncia apresentada no
arquivo de dados, enquanto outros escolhem
aleatoriamente qual dos pares deve ser unido
primeiro. Arvores empatadas (tie trees) sdo
raras com o uso de NJ, e recomenda-se o
emprego da arvore consenso do bootstrap
(ver secdo 5.8) para evita-las. Uma variacdo
do algoritmo NJ, o BIONJ tem se mostrado li-
geiramente melhor que o NJ em casos pontu-
ais; no entanto, conserva o Mesmo principio
do algoritmo.

f f

a. b. E

5.7. Abordagens qualitativas
Parcimonia

O principio de parciménia foi proposto
por Guilherme de Occam (ou William of
Ockham) no século XVII. Occam defendia que
a natureza é por si s6 econdmica e opta por
caminhos mais simples. O pensamento se es-
palhou por diversas areas do conhecimento e,
atualmente, seu principio € conhecido como
Navalha de Occam.

Historicamente, a parciménia teve um
papel muito importante no estabelecimento
da disciplina de filogenética molecular. Desde
1970, foi o critério de otimizacdo mais utiliza-
do para inferéncia de filogenias.

Contudo, atualmente a maxima parci-
monia foi substituida por outros métodos,
como maxima verossimilhanca e inferéncia
Bayesiana devido, principalmente, as simplifi-
cacdes nos processos evolutivos assumidas
pelo método e, sobretudo, nas limitacbes de
seu uso. Apesar disso, a maxima parcimonia
ainda esta integrada ao campo da inferéncia
filogenética por ser um método rapido e, em
alguns casos, muito efetivo.

A aplicacao do principio de maxima par-
cimdnia nas reconstrucbes filogenéticas é
conceitualmente simples: dentro de um con-
junto de filogenias, aquela filogenia que apre-
sentar o menor numero de eventos evolutivos
(substituicGes) deve ser a mais provavel para
explicar os dados do alinhamento.

Figura 10-5: Comecando com uma arvore em estrela (a), a matriz de distancias é calculada para
identificar o par de nds a ser unido (nesse caso, f e g). Estes sao unidos ao novo nd u (b). A
porcao em vermelho é fixada e nao sera mais alterada. As distancias do nd « até os nds a-e sao
calculadas e usadas para unir o préximo vizinho. No caso, u e e sao unidos ao recém criado né v
(c). Mais duas etapas de calculo levam a arvore em (d) e entdo a arvore em (e), que estd

totalmente resolvida, encerrando o algoritmo.
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Metodologicamente, o critério de parci-
monia deve determinar a quantidade total de
mudancas na filogenia, descrevendo o tama-
nho dos ramos. Adicionalmente, a parciménia
guia a busca, entre todas as arvores possi-
veis, daquela filogenia que minimiza os passos
evolutivos de forma maxima sendo, portanto,
a filogenia de maxima parcimoénia.

Assim que uma determinada filogenia e
proposta, o método calculara as probabilida-
des de mudancas dos nucleotideos desde os
ramos terminais até os ramos mais ances-
trais da drvore. Por se tratar de um método
qualitativo, a parciménia considera cada sitio
do alinhamento individualmente e calcula as
probabilidades de ocorréncia dos quatro nu-
cleotideos nos téxons ancestrais.

Devido ao carater probabilistico do me-
todo, é necessario que certas pressuposicoes
sejam estabelecidas para especificar o custo
de substituicdo dos nucleotideos. A forma
mais simples do método (Parciménia de
Wagner) assume que as substituices de nu-
cleotideos tem custo 1, enquanto que a nao
alteracao nao é penalizada (Figura 11-5a). No
entanto, esquemas um pouco mais complexos
que levam em consideracao as questdes bio-
légicas envolvidas no processo evolutivo fo-
ram propostas. Um esquema comum de
matriz com custo desigual, proposto para es-
pecificar as transi¢ées e as transversoes, leva
em consideracao a diferenca na probabilidade
de mudanca entre purinas e pirimidinas (Figu-
ra 11-5b). Comumente, a matriz é especificada
sem que constem os respectivos nucleotide-
0s, no entanto, por convengao sdo atribuidos
nas linhas e colunas em ordem alfabética (A,
C.GeT).

Para o método de parciménia, apenas
sitios varidveis sdo considerados informati-
vos. Estes sitios devem apresentar dois ca-
racteres diferentes presentes em, no minimo,
dois individuos (Figura 12-5b). Aqueles sitios
que nao apresentam variacao ou apresentam
autapomorfias (caracter diferente presente
em apenas um individuo) serdo descartados
automaticamente das analises.

Devido ao tamanho dos alinhamentos e ao ndimero
de OTUs incluidas para a inferéncia de filogenias, foi

a. ACGT
A0 1 11
Matrizde C |1 0 1 1
custoigual G |1 1 0 1
T|I1 1 10
ACGT

b.
AlO 4 1 4
Matrizde _C (4 0 4 1
custodesigual G |1 4 0 4
T[4 1 40

Figura 11-5: Matrizes de custo aplicadas ao
metodo de maxima parcimonia para penalizar
as substituicdes de um nucleotideo por outro.
(@) Matriz de custos iguais para todas as
mudancas entre nucleotideos. (b) Matriz de
custo desigual, considerando a maior
probabilidade de ocorréncia de transicées em
relacdo as transversées ao longo do
processo evolutivo.

necessario que algoritmos fossem desenvolvidos para
acelerar os calculos na busca pela arvore de maxima
parciménia. Algoritmos de programacao dinamica sdo
capazes de lidar com a atribuicdo de custos e realizar
os devidos calculos para escolha da filogenia com o
menor custo. Diversos algoritmos foram desenvolvi-
dos, embora a parciménia de Sankoff, desenvolvida em
1975, tenha se tornado uma das mais populares.

Apds a atribuicdo de uma matriz de
custo e a proposicao de uma filogenia, o al-
goritmo utilizara cada um dos sitios informa-
tivos do alinhamento independentemente
para célculo dos custos (Figura 11-5).

Considere a matriz desigual da Figura 11-
5b e a filogenia inicialmente proposta na Fi-
gura 12-5a. O esquema demonstra que para
cada sitio informativo sera construida uma fi-
logenia com a mesma topologia da arvore
proposta em 12-5a (ver adiante).

Tomando, por exemplo, o sitio 28, iden-
tificamos a presenca de trés ancestrais nao
amostrados que, no entanto, para o calculo
dos custos, terdo que ter seus caracteres in-
feridos. Segundo o algoritmo de Sankoff, os
calculos devem iniciar tomando os clados
mais derivados (isto é, mais recentes). Em 12-
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a b.
seq 01 Sitio nao informativo
l
seq 01 TGGGACGGGGC GCAAGGATGTCAG
seq 02 seq 02 TGGGACGGGGCCATGCAAGGATGTCAGTAC
seq 03 TGGATCAGGACCACGTACACATGTCAGCAC
seq 03 seq 04 TGG GGAC GCAATTATGTCAG ;
seq 04 [j][j]
Sitio informativo ‘
€.
M A ! 4 9
Y A
~H Tl . 3 >
4+4=8 1+1=2 4+4=8 0+0=0
A P2 | 9 4 !
z a
N H 0 3 1
4+4=8 0+0=0 4+4=8 1+1=2
e. 0
0
C/T

0+4+4+0+4+4=16

441+1+4+0+0=10

1+4+4+1+4+4=18

I1+0+0+0+0+0=1

Figura 12-5: Determinacdo dos custos de substituicao pelo método de parciménia para um sitio
do alinhamento de nucleotideos. (a) Topologia da filogenia proposta para quatro téxons (ver
adiante). (b) Alinhamento de nucleotideos de quatro sequéncias homdlogas. Destacados em
cinza estao os sitios informativos para o método de parciménia. Os demais sitios sao
considerados nao informativos e serao descartados durante os calculos. (c) Calculo dos custos
para os dois clados presentes na filogenia proposta em “a”. O método supde que a posicao “Y”
possa ser ocupada por gualquer um dos guatro nucleotideos. (d) Exemplo do procedimento
adotado pelo método, supondo que a posicdo “X” na filogenia foi ocupada pelo nucleotideo A. E
necessario considerar todas as possibilidades de caracteres nos sitios ancestrais e calcular os
respectivos custos. (e) Arranjo de menor custo para a posicao 28 do alinhamento de

nucleotideos.

5c, a posicao “Y” da filogenia necessariamen-
te foi ocupada por um dos quatro nucleotide-
os. Em cada uma das proposicées (A, C, G ou
T), o custo associado a substituicdo é consul-
tado na matriz. No primeiro caso, a hipétese
para ocupacao da posicao “Y” é A. O custo da
substituicdo em cada um dos ramos deve ser
verificado e somado. Por exemplo, a substi-
tuicdo de A por T possui custo 4. Como a
mesma substituicdo ocorreu em dois ramos
diferentes, somamos o custo total, que tota-

liza 8. O mesmo procedimento sera repetido
considerando os outros trés nucleotideos na
posicao “Y”".

Apds o célculo dos custos para as posi-
cdes “Y” e “Z”, é necessario verificar os cus-
tos de substituicao de “X” para “Y” e “X” para
“Z”. A Figura 12-5d apresenta a primeira hi-
potese para ocupacao da posicdo “X”: o nu-
cleotideo A. Aqui, o algoritmo somaré os
custos de substituicdo de todos os ramos,
novamente considerando cada um dos quatro
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nucleotideos na posicao “X”, mas também
considerando a variagao nas posicdes “Y” e
“Z”. A Figura 12-5e identifica a filogenia com o
menor custo para o sitio 28. Note que o ca-
ractere mais ancestral pode ser tanto o nu-
cleotideo T quanto C. Os mesmos calculos
serao realizados para todos os sitios do ali-
nhamento, tomando a topologia dada em 12-
5a e, ao final, os menores custos para cada
sitio serdo somados para encontrar o tama-
nho dos ramos da arvore. A drvore que pos-
Suir 05 ramos mais parcimoniosos sera
tomada como a arvore de maxima parcimo-
nia.

Computacionalmente, o calculo dos ta-
manhos de ramos mais parcimoniosos ndo é
um problema. O desafio da maioria dos me-
todos de reconstrucao filogenética esta na in-
feréncia da topologia. Assim como no meétodo
de maxima verossimilhanca, discutido a se-
guir, 0 método de maxima parciménia contara
com algoritmos heuristicos para arranjo das
topologias. A filogenia é entao proposta pelo
algoritmo, e o critério de parciménia avalia a
arvore. A partir de perturbacées realizadas
nesta topologia, uma nova topologia é pro-
posta e novamente o critério qualifica a filo-
genia.

Apesar de velozes, os métodos de par-
cimdnia falham ao estimar a relacéo evolutiva
entre um grande nimero de taxons, especial-
mente se diferentes linhagens possuem taxas
evolutivas varidveis ou taxas evolutivas muito
rapidas. Nestes casos, € comum que o meéto-
do agrupe incorretamente os taxons com
maiores taxas de evolucdo, levando a infe-
réncia da filogenia errada (atracdo de ramos
longos).

Ainda, por nao ter um modelo de subs-
tituicao especificado, o método de parciménia
e incapaz de considerar mutagées reversas ou
multiplas substituicdes. Métodos que geram
diferentes hipdteses a partir do alinhamento,
considerando as observacdes bioldgicas na
selecdo do modo de substituicdo dos nucleo-
tideos e, assim, lidam com eventos aleatdrios
de probabilidade, substituiram o uso da maxi-
ma parcimoénia e, atualmente, sao os princi-
pais métodos utilizados para a inferéncia de

filogenias.
Mdxima Verossimilhanca

Idealmente, os meétodos de inferéncia
filogenética devem resgatar o maximo de in-
formacbes contidas em um dado conjunto de
sequéncias homadlogas, buscando desvendar a
verdadeirahistériaevolutivados organismos.

Quando um grande nimero de mudan-
¢as evolutivas em diferentes linhagens é de-
masiadamente desigual, o método de maxima
parcimoénia tende a inferir filogenias inconsis-
tentes, proporcionalmente convergindo a ar-
vore errada quanto maior o ndmero de
sequéncias no alinhamento. Assim, abre-se
espaco para uma técnica de inferéncia filoge-
netica mais robusta, que alie as informacdes
do alinhamento a um modelo estatistico ca-
paz de lidar com a probabilidade de mudanca
de um nucleotideo para outro de maneira
mais completa.

Dentro do campo da filogenética com-
putacional, o método de maxima verossimi-
lhanca primeiramente ocupou este espaco e,
desde entao, tem sido amplamente utilizado
devido a qualidade da abordagem estatistica
empregada.

A implementacao de uma concepgao
estatistica para a maxima verossimilhanca,
originalmente desenvolvida para estimar pa-
rametros desconhecidos em modelos proba-
bilisticos, se deu entre 1912 e 1522 atraves
dos trabalhos de A. R. Fisher.

Apesar de utilizado para dados molecu-
lares na década de 1970, o método de maxi-
ma verossimilhanca sé se tornou popular na
area da filogenética a partir de 1981, com o
desenvolvimento de um algoritmo para esti-
mar filogenias baseadas no alinhamento de
nucleotideos. Atualmente, diversos progra-
mas implementam este método para realizar
a inferéncia filogenética, incluindo PAUP, ME-
GA, PHYLIP, fastDNAmML, IOPNNI e METAPIGA,
dentre outros (Tabela 1-5).

O objetivo principal do método da maxi-
ma verossimilhanca é inferir a histdria evolu-
tiva mais consistente com relacao aos dados
fornecidos pelo conjunto de sequéncias. Neste
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modelo, a hipdtese (topologia da arvore, mo-
delo de substituicdo e comprimento dos ra-
mos) é avaliada pela capacidade de predizer
os dados observados (alinhamento de se-
quéncias homdlogas). Sendo assim, a veros-
similhanca de uma arvore é proporcional a
probabilidade de explicar os dados do alinha-
mento. Aquela arvore que com maior proba-
bilidade, entre as outras arvores possiveis,
produz o conjunto de sequéncias do alinha-
mento, é a arvore que reflete a histéria evo-
lutiva mais proxima da realidade, mais
verossimil e, por isso, de maxima verossimi-
lhanca.

E importante ressaltar que diferentes
filogenias podem explicar um determinado
conjunto de sequéncias, algumas com maior
probabilidade e, outras, com menor probabi-
lidade. No entanto, a soma das verossimi-
lhancas de todas as arvores possiveis para
um determinado conjunto de sequéncias nun-
ca resultara em 1, pois nao estamos lidando
com as probabilidades de que estas filogenias
estejam corretas, mas avaliando a probabili-
dade de explicarem o alinhamento que foi
fornecido.

Se, por exemplo, aplicdssemos o méto-
do de maxima verossimilhanca para inferir a
arvore filogenética de um grupo de sequénci-
as homologas que incluem porcdes recombi-
nantes,  encontrariamos uma  arvore
filogenética com um determinado valor de
verossimilhanca. A utilizagao do meétodo, por
si sO, garantiria como resultado a inferéncia
de uma filogenia. No entanto, sabemos que
esta arvore, apesar de ser a mais plausivel
para explicar o alinhamento dado, ndo tem
qualquer relacao com a realidade evolutiva do
organismo, j@ que eventos de recombinacao
aconteceram no decorrer do tempo e impe-
dem a explicacao sob a forma dicotémica de
uma filogenia.

A aplicagcao do método de maxima ve-
rossimilhanca exige a construgao de uma fi-
logenia inicial, geralmente obtida por métodos
quantitativos. Como exemplo, considere a ar-
vore filogenética proposta inicialmente e o
respectivo alinhamento de nucleotideos da
Figura 13-5. Para calcularmos a verossimi-

lhanca desta filogenia sera necessario utilizar
um modelo evolutivo, que serd importante
para atribuir valores e parametros as substi-
tuicdes e ajudara no calculo da probabilidade
de que uma sequéncia X mude para uma se-
quéncia Y ao longo de um segmento da arvo-
re.

Dado um determinado modelo evolutivo
(JCB9, K2P, F81, HKY ou GTR, por exemplo), e
assumindo que cada sitio do alinhamento
evolui de maneira independente dos demais,
podemos calcular o valor de verossimilhanca
para cada um destes sitios e, posteriormente,
multiplicar os valores de cada sitio para en-
contrar a verossimilhanca da arvore dada (Fi-
gura 13-5 e a Figura 14-5). Sitios que
apresentam delecdes serdo eliminados da
analise.

Como os nos internos destas arvores,
geradas a partir de cada sitio do alinhamento,
sdo a representacao de OTUs nao amostra-
dos (isto é, ancestrais) e, por conseguinte, ndo
se conhecem suas sequéncias de nucleotide-
0S, sera necessario considerar a ocorréncia
de todos os nucleotideos (A, T, C e G) nestas
posicdes da arvore (Figura 13-5c).

Por certo, alguns cendrios sao mais
provaveis que outros; no entanto, todos de-
vem ser considerados durante os calculos de
verossimilhanga, pois apresentam alguma
probabilidade de terem gerado as sequéncias
dadas no alinhamento. Adicionalmente, além
de calcular a probabilidade de todas as mu-
dancas possiveis para cada um dos sitios do
alinhamento (Figura 13-5c), a expressao ma-
tematica da verossimilhanca ainda incluird o
tamanho dos ramos, dentre outros elementos
do modelo de substituicdo, como um fator
determinante para o célculo (Figura 13-5d).

A probabilidade de ocorréncia de cada um dos qua-
tro nucleotideos no né mais interno da arvore sera
igual a respectiva frequéncia estacionaria dada pelo
modelo de substituicdo, j@ que este parametro especi-
fica a proporgéo esperada de cada um dos quatro nu-
cleotideos. No modelo de Jukes e Cantor, por exemplo,
assume-se que os quatro nucleotideos ocorrem em
proporcées iguais de 25%.

Conforme o exemplo da Figura 13-5d, a equacao
utilizada para calcular a verossimilhanca da filogenia
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proposta no sitio 28, inicialmente, leva em considera-
¢ao a frequéncia estacionaria do nucleotideo G, j@ que
este é o nucleotideo que esta sendo considerado como
presente no né mais ancestral da arvore. A probabili-
dade de este G ser substituido por um A (P,,), ou per-
manecer G (P,,;) sera dada pelo modelo de substituicdo
escolhido. Da mesma forma, serdo os casos P;, P,
(repetido duas vezes cada pelo fato de existirem dois
ramos terminais com o mesmo nucleotideo).

0 tamanho dos ramos entre dois nés sera multipli-
cado pelas probabilidades de substituicdo dos nucleoti-
deos, levando em conta variacdes em parametros do
modelo de substituicdo. Apesar da dificuldade de cal-

culo computacional, os algoritmos aplicados a inferén-
cia filogenética (baseados no principio de Pulley) auto-
maticamente estimarao o tamanho de cada ramo de
modo que este maximize o valor da verossimilhanca da
arvore filogenética em construcao. Nestes casos, o al-
goritmo atribui diversos valores de distancia para um
ramo e, a cada valor, verifica a verossimilhanca da ar-
vore, buscando aqueles valores que resultam na filo-
genia com a maior verossimilhanca.

A probabilidade de observar os dados em um sitio
particular € a soma das probabilidades de todos os
possiveis nucleotideos que poderiam ser observados
nos nds internos da arvore (Figura 13-5c). O nimero de

= @ﬁ%‘@f- @%

seq 01 TGGGACGGGG GG TGTCAG
seq 02 seq 02 TGGGACGGGGCCATGC TGTCAG

seq 03 TCG TC GG CCACG ‘Gﬂ. G
. @.i@‘@i-

Prob{ T, T, T. C. C, X, 3. =l @

d.

Probabilidade de ocorréncia
dos nucleotideos (A, C, G, T)
no n6 mais ancestral é dada
pela frequéncia estaciondria.

X\/.

Prob(T,T,T,C,C,x,y, z|larvore) _

g Pog- (ts)- Pgr- (t1). Pge. (£2)- Pga. (t6)- Pac- (t3). Pac- (ts)

Probabilidade de mudanca do né X para
o nod Y multiplicando pelo tamanho do
ramo t: e considerando variacées em
parametros do modelo de substituic&o.

Figura 13-5: Esquema do calculo da verossimilhanca para uma filogenia e seu respectivo
alinhamento de nucleotideos. (a) Arvore f|Logenetlca proposta inicialmente para o alinhamento
em “b”. (b) Para cada posicao do alinhamento é destacada a organizacdo dos quatro sitios do
alinhamento na arvore proposta em “a@”. Como exemplo, apenas o sitio do alinhamento
destacado em cinza sera considerado para o calculo da verossimilhanca. Os quadrados pretos,
azuis, verdes e vermelhos nos ramos terminais das filogenias representam, respectivamente,
os nucleotideos guanina, citosina, adenina e timina. (c) Probabilidade de cada uma das 64
possiveis combinacdes de nucleotideos nos nds internos da arvore, j@ que estes representam os
sitios de téxons ancestrais nao amostrados (P, Py, Py, P,e)- (d) O esquema para o célculo da
maxima verossimilhanca leva em conta a multiplicacdo do tamanho dos ramos (¢, ¢,. t,, t,. ¢, © 1)
pelas respectivas probabilidades de transicao (P, P, P, © P,). além da frequéncia
estacionaria dos quatro nucleotideos no né mais ancestral ().
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nos internos rapidamente se torna muito grande com o
aumento do nimero de OTUs. Felizmente, através de
um algoritmo criado por Felseinstein (algoritmo de
“poda”), que se aproveita da propria topologia da filo-
genia, esses calculos podem ser realizados de uma
maneira computacionalmente eficiente.

Neste processo, propde-se que os calculos da ve-
rossimilhanca de uma determinada arvore sejam feitos
a partir de sub-arvores dos ramos terminais em dire-
¢ao aos nos internos, semelhante ao algoritmo usado
para o calculo da parciménia. No entanto, quando apli-
cado este método a inferéncia por maxima verossimi-
lhanca é necessario garantir que os modelos de
substituicdo, ndo presentes no método de maxima
parciménia, sejam reversiveis, ou seja, que a probabili-
dade de mudanca de A para T (P,,) sejaa mesma que T
para A (P,,). A introducao deste método permitiu que
as analises de verossimilhanca pudessem ser aplicadas
a grandes conjuntos de sequéncias, de forma mais ra-
pida e efetiva.

Ao final, multiplicamos os valores de verossimi-
lhanca de todos os sitios e encontramos o valor de ve-
rossimilhanca da arvore (Figura 14-5):

A expressdo matematica acima indica que a veros-
similhanca (L) é igual a multiplicacdo (77) das probabili-
dades de cada sitio i (D/, calculado conforme Figura
13-5), dada a arvore filogenética (topologia, modelo
evolutivo e tamanho dos ramos). Aquela arvore que ti-
ver o maior valor de verossimilhanca entre todas as
arvores possiveis para um determinado alinhamento
de sequéncias sera a arvore que melhor explica o ali-
nhamento e, por isso, a drvore de maxima verossimi-
lhanca. Por fim, é importante ressaltar que, apesar de
estarmos avaliando nucleotideos neste exemplo, o
mesmo raciocinio poderia ser aplicado para a inferéncia
filogenética para um alinhamento de aminodcidos.

Até o momento vimos, em linhas gerais,
como realizar o calculo de verossimilhanca
para uma dada filogenia (Figura 13-5). No en-
tanto, outra funcao importante dos metodos
computacionais de inferéncia filogenética é
apontar a topologia e encontrar a arvore de
maxima verossimilhanca entre todas as ar-
vores possiveis para o conjunto de dados. In-
felizmente, ndo existem algoritmos que
garantam a localizacao da arvore real devido
ao grande espaco amostral de arvores possi-
veis (Figura 9-5).

Apds uma arvore ser construida, é ne-

L, = Prob,(@) + . Proh»x(@)

LoeX LsX LyyX LosX LygX Loy X LygX Lgx LyyX L,
Lizx EaxLix Liax Ligx Lisx Eeexdliax Taxdiz,
%5 & B & B%0 & PE ¢ 6%, & 9

X
L= Pl'ob,() + ... + Prob,‘a(,. )
X

L
Ly Prob,([.—_g]) o Prob,_l(.ia)
Figura  14-5: (Calculo da  maxima

verossimilhanca de uma dada filogenia,
considerando seu respectivo alinhamento de
nucleotideos contendo quatro taxons e 30
bases (Figura 13-5b). Para cada sitio (L,,, L,,.
. Ly) serd calculado um valor de
probabilidade que envolve a consideracao de
todos os quatro nucleotideos em cada um
dos ramos ancestrais da filogenia. Pos-
teriormente, os valores de verossimilhanca
de cada sitio serdo multiplicados para
encontrar a verossimilhanca total da filo-

genia.

cessario calcular sua verossimilhanca e com-
parar este valor com todas as drvores ja
construidas. Como é impossivel testar a ve-
rossimilhanca para todas as filogenias possi-
veis, os algoritmos de  maxima
verossimilhanca incluirdo buscas heuristicas
para solucionar este problema (estes méto-
dos construirao diferentes filogenias a partir
do mesmo conjunto de dados do alinhamen-
to).

Na problematica das filogenias, diferen-
tes programas tém proposto as mais diver-
sas alternativas para avaliar o maior nimero
de arvores do espaco amostral total e en-
contrar aquela com o maior valor de verossi-
milhanca. No entanto, como regra geral, a
maioria dos programas de maxima verossi-
milhanca segue alguns passos comuns:

i) Uma filogenia preliminar com deter-

minada topologia é construida (geral-

mente  sao  utilizadas  darvores
construidas pelo método de aproxima-
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cao de vizinhos);

i) Os parametros para esta arvore sao
modificados buscando maximizar a ve-
rossimilhanca (em alguns casos, a filo-
genia vai sendo construida pela adi¢ao
de novos taxons aleatoriamente). Para a
maodificacdo da filogenia, os algoritmos
podem implementar técnicas de rear-
ranjos de ramos, conforme descrito em
5.4

iii) O valor de maxima verossimilhanca
para esta arvore e armazenado;

iv) Outras topologias sao construidas e
seus parametros também sao avalia-
dos;

v) Finalmente, a filogenia que possuir o
valor de maxima verossimilhanca sera a
melhor estimativa evolutiva para o dado
conjunto de sequéncias.

Embora estes processos simplifiqguem
os verdadeiros fenémenos bioldgicos que go-
vernam a evolucao de uma sequéncia, apre-
sentando assim dificuldades em identificar a
arvore com o maior valor de verossimilhanca,
eles sao normalmente robustos o bastante
para estimar as relacdes evolutivas entre ta-
X0ns.

Como estes métodos implicam em en-
contrar a a@rvore com o valor maximo de ve-
rossimilhanca entre todas as &rvores
amostradas, o resultado final sempre forne-
cerad apenas uma filogenia, ao contrario dos
métodos Bayesianos que serao vistos a se-
guir. Cabe ressaltar que, devido ao uso de di-
ferentes algoritmos, na pratica, um mesmo
conjunto de sequéncias submetido a diferen-
tes programas para inferéncia filogenética
por maxima verossimilhanca dificilmente re-
sultara na mesma arvore. Por isso, é neces-
sario ser cauteloso ao interpretar arvores
geradas pelo método de maxima verossimi-
lhanca.

Analises Bayesianas
A estatistica Bayesiana nasceu com a

publicagcdo de um ensaio matematico do re-
verendo Thomas Bayes, em 1753. Nesta pu-

blicacdo, o reverendo apresenta o desenvol-
vimento de um meétodo formal para incorpo-
rar evidéncias prévias no calculo da
probabilidade de acontecimento de determi-
nados eventos.

Inicialmente, este método foi aplicado
apenas no campo da matematica e, s6 a partir
de 1973, passa a ser incorporado no pensa-
mento bioldgico e na inferéncia filogenética.
Com o advento de diversos programas de
acesso livre para realizar a inferéncia de filo-
genias por estatistica Bayesiana, o0 método se
difundiu e, atualmente, tornou-se um campo
de estudo especifico dentro da filogenética
computacional.

A inferéncia Bayesiana engloba o méto-
do de maxima verossimilhanca (Tabela 2-5)
mas, adicionalmente, inclui o uso de informa-
¢6es dadas a priori. Estas informacdes refle-
tem caracteristicas a respeito da filogenia, do
alinhamento ou dos taxons, que o pesquisa-
dor sabe de antemao.

Entre os principais parametros que po-
dem ser conhecidos antes da reconstrucao
filogenética pode-se destacar a taxa evoluti-
va, tipo de relégio molecular, parametros do
modelo de substituicdo, datas de coleta das
amostras, datas para calibracdo da filogenia
(achados fdsseis, datacao por carbono-14,
aproximacGes arqueoldgicas, etc.), distribui-
¢ao geografica, organizacdo monofilética de
um grupo de individuos ou, até mesmo, para-
metros de dinamica populacional.

Os valores atribuidos a priori sao incor-
porados a estatistica Bayesiana na forma de
probabilidades e comporao o termo chamado
de probabilidade anterior (prior probability).
Se sabemos de antemao que um determinado
grupo de organismos e ancestral em relacao
a outro, podemos atribuir uma maior proba-
bilidade aquelas filogenias que relacionam
estes organismos da maneira como sabemos
a priori.

Qualquer informacao util, que é forneci-
da pelo pesquisador antes da propria recons-
trucao da filogenia, podera ser convertida em
uma probabilidade anterior para ser inserida
nas analises de inferéncia Bayesiana. No en-
tanto, as informacdes cedidas a priori devem
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Tabela 2-5: Comparacdo entre os métodos de maxima verossimilhanca e inferéncia Bayesiana.

Método Vantagens

Desvantagens

Captura totalmente a informacao dos sitios Comparativamente ao método Bayesiano, o

Maxima

Verossimilhanca filogenias

Tem grande ligagcdo com a maxima
verossimilhanca, sendo, no entanto,
geralmente mais rapida. Modelos
populacionais podem ser incluidos para

Estatistica
Bayesiana

inferéncia das filogenias

ser distribuicées de nimeros provaveis (mini-
Mo e Maximo), e nao numeros exatos. Quan-
do estes valores ndo sao conhecidos ou
quando, por exemplo, ndo se quer atribuir
maior probabilidade a uma determinada to-
pologia, o parametro terd uma distribuicao
uniforme de probabilidades.

Na maioria dos aplicativos que lidam
com inferéncia Bayesiana existem distribui-
¢6es uniformes associadas as probabilidades
anteriores que assumem que todos os valo-
res possiveis sao dados pela mesma probabi-
lidade.

Aléem das probabilidades anteriores, a
inferéncia Bayesiana € baseada nas proba-
bilidades posteriores de um parametro como,
por exemplo, a topologia. Através da proba-
bilidade posterior é possivel verificar a pro-
babilidade de cada uma das hipdteses
(érvores filogenéticas). Sendo assim, ao final
das analises, é possivel estabelecer uma esti-
mativa da probabilidade dos eventos retrata-
dos por uma determinada filogenia, ou seja, a
probabilidade de cada filogenia. As probabili-
dades posteriores sao calculadas utilizando a
férmula de Bayes:

L(H)L(D | H)
L(D)

O termo L(H | D) é chamado de distribuicao de pro-
babilidades posteriores, e é dado pela probabilidade da
hipétese (topologia da arvore, modelo de substituicao e
comprimento dos ramos) a partir dos dados disponi-
veis (alinhamento de sequéncias). O termo L(D | H)
descreve o cdlculo de maxima verossimilhanca, en-

quanto o multiplicador L(H) € a probabilidade anterior.
Para o termo que envolve a fungdo de maxima verossi-

L(H|D) =

do alinhamento para construcao das

algoritmo para reconstrucao por maxima
verossimilhanga é mais lento

Os parametros para as probabilidades
anteriores devem ser especificados e pode
ser dificil especificar quando as analises
sao satisfatorias

milhanca, é ainda necessario considerar também todos
os tépicos ja discutidos na secdo anterior. O denomina-
dor L(D) é uma integracao sobre todas as possibilida-
des de topologias, tamanhos de ramo e valores para os
parametros do modelo evolutivo, o que garante que a
soma da probabilidade posterior para todos eles seja 1.
O denominador atuard como um normalizador para o
numerador. Reescrevendo, temos:

. ) . L(filogenia) L(alinhamento|filogenia)
L(filogenialalinhamento) =

YuL(filogenia) L(alnhamento|filogenia)

onde o termo filogenia descreve a topologia da arvore,
o modelo de substituicdo e o comprimento dos ramos.
Assim, através da multiplicacdo das probabilidades an-
teriores pela verossimilhanca, divididos pelo fator de
normalizacdo, o método busca a hipétese (topologia da
arvore, o modelo de substituicdo e o comprimento dos
ramos) em que a probabilidade posterior & maxima.

O objetivo da inferéncia Bayesiana é cal-
cular a probabilidade posterior para cada fi-
logenia proposta. No entanto, para cada
arvore diversos parametros devem ser espe-
cificados pelo usuario, incluindo topologia, ta-
manho dos ramos, parametros do modelo de
substituicao, parametros populacionais, reld-
gio molecular, taxa evolutiva, etc. Dada uma
filogenia, todos os parametros terao sua pro-
babilidade posterior calculada. Se dadas 1000
filogenias, teremos 1000 valores de probabi-
lidade posterior para cada parametro.

Devido a impossibilidade de construcao
de todas as filogenias possiveis para a maioria
dos alinhamentos, a andlise Bayesiana se
aproveita de técnicas de amostragem para
estimar os valores esperados de cada para-
metro.

Neste sentido, os métodos de inferéncia
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Bayesiana utilizam as Cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC, Monte Carlo Markov
Chain) para aproximar as distribuices proba-
bilisticas em uma grande variedade de con-
textos. Esta abordagem permite realizar
amostragens a partir do conjunto total de fi-
logenias, relacionando cada filogenia a um
valor probabilistico. Sem a aplicacdo de um
meétodo que obtenha amostras do espaco de
possiveis filogenias, como o modelo de MCMC,
a estimativa de todos os parametros se tor-
naria analiticamente impossivel nos atuais
computadores.

Um dos métodos de MCMC mais usados
na inferéncia filogenética & uma modificacdo
do algoritmo Metropolis, chamado de Metro-
polis-Hastings. A ideia central deste método é
causar pequenas mudancas em uma filogenia
(topologia, tamanho dos ramos, parametros
do modelo de substituicao, etc.) e, apds a
modificacao, aceitar ou rejeitar a nova hipdte-
se de acordo com o calculo de razao das pro-
babilidades. Este método garante que
diversas arvores sejam amostradas do espa-
co total de filogenias, amostrando filogenias
com probabilidade posterior mais alta (Figura
15-5):

i) Inicialmente, o algoritmo MCMC gera

uma filogenia aleatéria X, arbitraria-

mente escolhendo o tamanho dos ra-
mos para dar inicio a cadeia;

ii) O valor de probabilidade associado a

esta filogenia é calculado (probabilidade

posterior calculada atraves da férmula
de Bayes);

iii) PerturbacGes aleatdrias sao realiza-

das nesta filogenia inicial X (mudancas

na topologia, no tamanho dos ramos,
nos parametros do modelo de substi-

tuicao, etc.) e geram uma filogenia Y;

iv) A probabilidade posterior é calculada

para a filogenia Y;

v) A filogenia Y é tomada ou rejeitada

para o proximo passo baseado na razao

R (probabilidade posterior de Y dividida

pela probabilidade posterior de X). Se R

e maior que 1, a filogenia Y é tomada

como base para o préximo passo. Se R e

menor que 1, um nimero entre O e 1é

tomado aleatoriamente. Se R é maior
que o numero aleatdrio gerado, a filo-
genia sera tomada, no entanto se for
menor, a filogenia Y é rejeitada;

vi) Se a nova proposta Y for rejeitada,
retorna-se ao estado X e novas modifi-
cacbes seraorealizadas nesta filogenia;
vii) Supondo que a proposta Y tenha si-
do aceita, ela sofrera uma nova pertur-
bacdoafimde gerar umanova filogenia;
viii) Todas as arvores amostradas sao
armazenadas para posterior compara-

¢ao. Os pontos visitados formam uma

a: Filogenia Y
R>1
Primeira Filogenia aceita
Perturbacao

realizada

Segunda
Perturbacao
realizada

Fologenia X
Prob calculada

b.

Filogenia W
R=0,6

N=07 (R<N)
Filogenia rejeitada

Figura 15-5: Esquema de amostragens MCMC
aplicada a inferéncia filogenética pelo método
Bayesiano utilizando o algoritmo de
Metropolis-Hastings. (a) Apds a proposicao de
uma filogenia inicial X, perturbacdes
aleatdrias sao realizadas para gerar a
filogenia Y. Devido a razao R>1, a nova
filogenia e aceita. Nova perturbacao é
realizada para gerar a filogenia W e, devido a
razao de probabilidades R resultar em um
ndmero menor que 1, um ndmero aleatdrio N
e sorteado. Sendo R<N, a nova proposicao é
rejeitada e a cadeia retorna a filogenia V. (b)
Andamento da cadeia na amostragem de
filogenias. Cada circulo destaca uma nova
filogenia que é proposta apds a perturbacdo.
As linhas conectando os circulos evidenciam a
direcao do andamento da cadeia. Apesar de a
cadeia percorrer muitos passos, apenas
alguns serdo registrados para analise final
(circulos pretos). Os circulos em vermelho
sao aqueles evidenciados em (a).
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espécie de cadeia ao longo do espaco
amostral total de filogenias.

O principal objetivo da cadeia é amos-
trar filogenias com probabilidades crescentes.
No entanto, € importante que o algoritmo uti-
lizado para tal permita que algumas arvores
com menor probabilidade sejam amostradas
para evitar que a cadeia fique “presa” em pi-
cos de maximo local (Figura 9-5).

Sendo assim, o célculo da razao R con-
siderando um valor aleatdrio entre 0 e 1 ga-
rantird que, em determinados momentos,
uma filogenia com menor probabilidade seja
aceita. Por este método, é possivel amostrar
filogenias da regido de um vale passando, por
exemplo, de um pico de 6timo local para o pi-
co de 6timo global (Figura 9-5).

A proposta de novas arvores na cadeia
de Markov € uma etapa crucial para uma boa
amostragem de filogenias. Na abordagem
Bayesiana, uma boa amostragem inclui um
grande nimero de filogenias, suficientemente
diferentes entre si. Se filogenias muito dife-
rentes sdo propostas, serao rejeitadas com
muita frequéncia, pois é provavel que tenham
menor probabilidade posterior. Pelo contrario,
se filogenias muito similares forem geradas, o
espaco amostral nao sera varrido adequada-
mente e a cadeia devera “correr” por muitos
passos (amostrar um maior ndimero de filo-
genias), aumentando o tamanho da cadeia e o
tempo computacional.

Estimar o quanto a cadeia deve percor-
rer para amostrar um numero suficiente de
filogenias para as sequéncias dadas (espaco
de arvores) é um fator fundamental para ob-
ter bons resultados em uma andlise Bayesia-
na. Na maioria dos programas que utilizam
estatistica Bayesiana para inferir filogenias, o
usuario deve especificar o tamanho da cadeia.
Esse nimero é de grande subjetividade, e de-
pende diretamente da distribuicdo das proba-
bilidades anteriores, do numero de taéxons
incluidos na filogenia e da relacao evolutiva
entre eles.

A Figura 16-5 exemplifica o andamento
da amostragem da MCMC em um espaco de
filogenias. Supondo que os quadrados em «a, b

e ¢ representam um espaco amostral de filo-
genias, semelhante ao apresentado na Figura
15-5b, e que os pontos pretos sejam as filo-
genias que vao sendo amostradas com o de-
senvolvimento da MCMC vemos que, ao final
do processo, depois de empregados 100 mil
passos (Figura 16-5c), um grande nimero de
filogenias foi amostrado.

Ainda, na regiao delimitada por um cir-
culo, assumimos que estao as filogenias com
maior probabilidade de explicar a historia
evolutiva de um grupo de organismos, ou se-
ja. as filogenias reais. Note que quanto maior
o ndmero de passos percorridos pela cadeia,
maior a amostragem do espaco de filogenias
e maior o nimero de amostras dentro da re-
giao com filogenias de alta probabilidade.

Ao final, apds o término da cadeia, a
distribuicéo das probabilidades posteriores de
todos os parametros deve ser verificada. No

a. b. C

Figura 16-5: Espaco de possiveis arvores
analisadas pela MCMC. Considerando que os
quadrados descrevem o espaco amostral de
todas as filogenias possiveis para um dado
conjunto de sequencias, os pontos pretos
representam as filogenias que foram
amostradas ao longo da cadeia. Os circulos
presentes no canto esquerdo inferior
representam a regido de maximo global (isto
é, maior probabilidade) neste espaco
amostral. O andamento da cadeia neste
exemplo € o mesmo apresentado na Figura
15-5b (a) cento e trinta passos percorridos
pela cadeia; (b) trinta mil passos percorridos
pela cadeia; (c) cem mil passos percorridos
pela cadeia. Nota-se que quanto maior o
nimero de passos percorridos, maior a
amostragem de filogenias no espaco. Da
mesma forma, aumenta a probabilidade de a
cadeia amostrar aquelas filogenias de
maximo global.
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entanto, as amostras tomadas no inicio da
cadeia sao tipicamente descartadas, pois es-
tao sob forte influéncia do local de inicio da
cadeia. As filogenias do inicio da cadeia estao
muito longe de pontos maximos no espaco
amostral e, por isso, é provavel que todas as
novas filogenias sugeridas subsequentemente
sejam tomadas para o proximo passo (qual-
quer arvore proposta sera mais provavel que
as arvores iniciais semelhantes aquela gerada
aleatoriamente).

Esta fase inicial @ conhecida como peri-
odo de burn in (Figura 17-5). Conforme a ca-
deia avanca, espera-se que a probabilidade
das arvores amostradas aumente e, quando
um numero suficiente de filogenias for amos-
trado, chegue a uma distribuicéo estacionaria.
Em termos Bayesianos, espera-se que a ca-
deia atinja a convergéncia.

Um dos primeiros indicativos de que a
cadeia convergiu para a distribuicdo correta
estd na estabilidade dos valores de probabili-
dade dos parametros da cadeia (cada para-
metro da filogenia podera ter uma
distribuicao independente). Portanto, a repre-
sentacdo grafica dos valores das probabilida-
des e dos respectivos passos da cadeia (trace
plot) é uma importante ferramenta para mo-
nitorar o desempenho da MCMC (Figura17-5).

Devido ao aumento brusco de probabili-
dade das filogenias que sao visitadas pelo an-
damento da  cadeia, os  graficos
necessariamente incluiréo os valores medidos
em escala logaritmica (In L, Figura 17-5). Em
estatistica Bayesiana, € comum que seja atri-
buido um intervalo de credibilidade de 95%
para os parametros amostrados. Estes valo-
res sao obtidos através da eliminacdo de
2,5% dos valores mais baixos e de 2,5% dos
valores mais altos para um determinado pa-
rametro. Um intervalo de credibilidade con-
ttm o valor correto com S55% de
probabilidade; no entanto, nao se trata de um
intervalo de confianca.

Adicionalmente, outros métodos sdo Uteis para di-
agnosticar a convergéncia da cadeia, tais como o exa-
me do tamanho amostral efetivo (ESS) e a comparacao
de amostras resultantes de diferentes cadeias (varias
cadeias de MCMC s&o aplicadas para o mesmo conjunto

LnL

T T
100000000 150000000

Geracoes

T
50000000 300000000

Figura 17-5: Representacao grafica das
probabilidades das filogenias na cadeia ao
longo de 300 milhées de amostragens. O
esquema demonstra duas visualizacdes
possiveis: a esquerda, sao mostrados apenas
0s pontos referentes as amostras tomadas
ao longo da cadeia e, a direita, as
amostragens sucessivas sao ligadas umas as
outras para faciltar a visualizacao do
comportamento da cadeia. Em cinza, a fase
inicial de burn in da Cadeia de Markov Monte
Carlo.

de dados). Apesar de ser computacionalmente intensi-
va, a ultima alternativa parece ser a mais confiavel pa-
ra verificar a convergéncia. Contudo, o exame de ESS &,
ainda hoje, o método mais utilizado. O tamanho amos-
tral efetivo € uma estimativa para verificar o nimero
de amostras independentes existentes na cadeia, ou
seja, quantas amostras nao similares foram tomadas.
Atualmente, um ESS maior que 200 é um indicativo de
que a cadeia convergiu adequadamente.

A técnica de Metropolis Coupling, conhecida como
MCMCMC ou (MC)3, através da introducéo da corrida si-
multanea de duas cadeias, pode ajudar na amostragem
de maximos globais e beneficiar na convergéncia da
cadeia. Nesta técnica uma cadeia, chamada de quente
(hot chain), permite aproximar os valores de maxima e
minima probabilidade das amostras para que a cadeia
possa, de forma mais rapida, “saltar” entre picos de
probabilidade, especialmente de maximos locais para
maximos globais. O aquecimento da cadeia é dado pelo
parametro B e visa diminuir a altura dos picos locais no
espaco amostral. Uma segunda cadeia simultanea,
chamada de fria (cold chain), utiliza as informacdes
destes saltos da cadeia quente para melhorar a sua
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amostragem e garantir a convergeéncia.

Os meétodos Bayesianos de inferéncia filogenética
ainda tém a vantagem de aplicar modelos que envol-
vem diferentes tipos de relégios moleculares.

As distancias genéticas, depois de “tratadas” pelos
modelos de substituicdo, ndo tem qualquer significado
sozinhas quando se deseja estimar, por exemplo, a ida-
de do ancestral comum mais recente de duas OTUs.
Esta e outras questdes podem ser avaliadas quando
aplicamos uma medida de tempo nas inferéncias, a fim
de calibrar as taxas evolutivas. Sequenciamentos de
amostras isoladas em diferentes épocas podem forne-
cer a calibragdo adequada para inferéncias temporais,
pois se assume uma taxa evolutiva constante ao longo
de um tempo ¢ para todos os ramos de uma filogenia
(relégio molecular estrito).

As taxas evolutivas dependem de diversos fatores
e podem variar, nem sempre seguindo a constancia
proposta por este modelo. Apds a introducao de um ti-
po especifico de reldgio molecular relaxado, as taxas
de evolucdo podem variar ao longo da arvore para di-
ferentes grupos e nao sdo correlacionadas, ou seja,
grupos evolutivamente préximos ndo necessariamente
terdo taxas de evolucao semelhantes (reldgio molecu-
lar relaxado n&o correlacionado).

Complexos modelos de dinamica popu-
lacional podem ser analisados sob uma pers-
pectiva Bayesiana. Quando o conjunto de
sequéncias submetido as analises sao isola-
dos de uma populacdo homogénea, os para-
metros de histéria demografica podem ser
usados para modelar as mudancas populaci-
onais ao longo do tempo. Desta forma, atra-
ves da estatistica Bayesiana é possivel, além
da inferéncia filogenética, refinar as analises e
datar filogenias e ramos especificos (Figura
18-5), inferir caracteres ancestrais e analisar
a dinamica populacional sob uma 6tica evolu-
tiva.

5.8. Confiabilidade

O papel principal das técnicas de infe-
réncia filogenética € desvendar as relacdes
evolutivas reais através de dados molecula-
res, buscando garantir que esta reconstrucao
seja fidedigna. Além da inferéncia das rela-
¢Oes evolutivas entre os téxons, é igualmente
importante que a filogenia possua precisao.

Clado A

|Clado B

Clado C

Clado D

Clado E

Clado F

Clado G

90

Clado H

19l72 19I82 19I92 20'02 2612

Figura 18-5: Arvore filogenética consenso
gerada por inferéncia Bayesiana para 70
sequéncias de nucleotideos. As cores nos
ramos representam diferentes clados (B-H).
O grupo externo esta identificado como clado
A. O Clado H foi agrupado para facilitar a
representacao. Nos nds estao especificados
os valores de probabilidade posterior acima
de 70. Abaixo, é apresentada a escala
temporal inferida a partir da utilizacao de um

relégio molecular relaxado.

Esta caracteristica esta relacionada ao nime-
ro de filogenias que podem ser excluidas, a
partir do conjunto total de filogenias, por ndo
serem “verdadeiras”. Quanto maior o nimero
de filogenias excluidas neste processo, mais
preciso e o método.

Em geral, na maioria dos casos de re-
construcao filogenética, a falta de precisdo
das filogenias esta relacionada ao conjunto de
dados que estd sendo fornecido no alinha-
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mento. O gene considerado, o tamanho das
sequéncias, o numero de individuos e o grupo
externo sao atribuicées fundamentais para
uma reconstrucdo filogenética precisa e de-
pendem, especialmente, do objetivo do estu-
do e da propria disponibilidade de informacao.

Em muitos casos, o pesquisador é ainda
dependente do nimero de amostras e do su-
cesso de coleta em campo, sobretudo, quan-
do seu objeto de estudo se trata de uma
espéecie rara ou de individuos de dificil amos-
tragem. No entanto, apesar de toda a infor-
macao relacionada ao conjunto de dados, a
dificuldade de amostragem de individuos pa-
rece ser, sem duvida, o principal problema
relacionado a precisao das filogenias, pois a
falta de dados de variabilidade genética com-
promete a inferéncia de histéria evolutiva co-
erente.

Como é possivel saber se a amostragem
foi suficiente e a filogenia é confiavel? Usual-
mente, a resposta para esta questao consiste
na reamostragem de dados. Se novas amos-
tras forem tomadas e a mesma filogenia for
reproduzida, a filogenia proposta tem seu va-
lor reforcado. No entanto, na maioria dos ca-
sos, a reamostragem de dados da forma
usual (coletas de novos espécimes, reamos-
tragens em campo, achado fdssil diferente,
etc) nao é factivel. Assim, algoritmos que
produzem diferentes amostragens utilizando
0 mesmo conjunto de dados foram desenvol-
vidos para possibilitar a verificacdo da confia-
bilidade nos clados das filogenias. Destaca-se
entre estes algoritmos o método de
bootstrap.

Bootstrap ¢ um meétodo de reamostra-
gem utilizado para realizar comparacées da
variabilidade das hipdteses filogenéticas, ofe-
recendo medidas de confiabilidade aos clados
propostos. A reamostragem é realizada a
partir do mesmo conjunto de dados, e novas
amostras ficticias com o mesmo tamanho
serao geradas.

Segundo este método, cada sitio do ali-
nhamento serd tratado de forma indepen-
dente. Conforme a Figura 19-5, inicialmente o
algoritmo reconstruira a filogenia a partir do
alinhamento dado e, posteriormente, diversas

replicatas serdo reconstruidas. As colunas,
representando os sitios do alinhamento, se-
réo aleatoriamente tomadas (amostradas)
pelo algoritmo e, em seguida, serdo agrupa-
das uma ao lado da outra de maneira a for-
mar um novo alinhamento (com o mesmo
ndmero de sitios do alinhamento original, Fi-
gura 19-5).

Por este meétodo, é possivel que um
mesmo sitio seja amostrado mais de uma vez
e, portanto, alguns sitios nao serdo selecio-
nados para o novo alinhamento. Um ndmero
fornecido pelo usuario especificard o nimero
de pseudoreplicatas (novos alinhamentos)
que serao construidas. Assim que uma pseu-
doreplicata for criada, o algoritmo constrdi a
filogenia correspondente.

seq01
seq02
seq03

seq04

Alinhamento Original

1234567890
seqg0l TGGGACGGGG
seq02 TGGGACGGGG
seq03 TGGA' GG
seq04 TGG GG

2SN

—— N =

..........

seq0l GAAGCGTTGG seq0l GGGTGGCG

seqg02 GAAGCGTTGG seq02 GGGTGGCG

seq03 GTTGCATTAG seq03 TTGG

seqg04 GAAGCATTAG seq04 GG
3552641148 5598417060

Pseudoreplicata 01 Pseudoreplicata 02

seq01 seq01
seq02 seq02
seq03 seq03
seq04 seq04

Figura 19-5: Meétodo de boostrap para
filogenias. A partir do alinhamento original, as
colunas que representam os sitios serdo
aleatoriamente amostradas para construir
pseudoreplicatas (um mesmo sitio pode ser
sorteado diversas vezes). Estas, por sua vez,
serao utilizadas para a inferéncia de
filogenias, da mesma forma que o
alinhamento original.
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E importante ressaltar que a inferéncia
destas filogenias sera realizada pelo método
de construgao especificado pelo usuario, seja
aproximacao de vizinhos, maxima parcimonia
ou maxima verossimilhanca (para arvores
bayesianas, veja adiante). Ao final, o algorit-
mo analisard os clados e automaticamente
verificara a presenca de determinados agru-
pamentos em todas as filogenias construidas.
Se, por exemplo, encontramos as sequéncias
1 e 2 formando um clado em 70% das filoge-
nias construidas, atribuiremos a confiabilidade
de 70 ao clado formado por estas duas se-
quéncias. Comumente, o valor de confiabili-
dade dos clados é colocado préoximo ao
ancestral comum do clado (Figura 18-5).

A partir dos resultados de confiabilidade
dos clados é possivel também construir filo-
genias baseando-se na arvore consenso ge-
rada pela regra da maioria (magjority-rule
consensus tree). Neste método, o algoritmo
tabulara todos os clados formados em todas
as replicatas geradas. Aqueles clados que
mais aparecerem servirao para montar a fi-
logenia consenso.

Ao contrario dos métodos de aproxima-
¢ao de vizinhos, maxima parciménia e maxima
verossimilhanca, a confiabilidade de filogenias
construidas atraves de estatistica Bayesiana é
inerente ao processo. Como diversas filogeni-
as sao amostradas ao longo do desempenho
da Cadeia de Markov, nao é necessario ne-
nhum meétodo para simular reamostragens do
mesmo conjunto de dados. As amostras se-
rédo resumidas a partir da distribuicao poste-
rior de filogenias como frequéncia de clados
individuais e serao identificadas por um nu-
mero proximo ao ancestral comum daqueles
clados (Figura 18-5). Portanto, o valor de
probabilidade posterior de um clado repre-
senta uma inferéncia a respeito da probabili-
dade daquele clado.

A comparacao dos valores de bootstrap
e de probabilidade posterior dos clados para
filogenias construidas a partir do mesmo ali-
nhamento utilizando maxima verossimilhanca
e o método Bayesiano, respectivamente, leva
a conclusao de que o metodo Bayesiano su-
perestima a confianca aos clados. A confianca

atribuida pela probabilidade posterior é ge-
ralmente maior que aquela atribuida pelo
meétodo de bootstrap. Por isso, enquanto uma
confianca acima de 70 é considerada susten-
tada para o bootstrap, apenas valores acima
de 90 podem ser considerados relevantes
para os metodos Bayesianos.

5.9. Interpretacao de filogenias

Arvores filogenéticas sao diagramas
que denotam a histdria evolutiva de diferentes
OTUs a partir de seu ancestral comum. Mais
do que isso, as filogenias moleculares sao
ferramentas que ajudam no entendimento
dos diversos processos evolutivos que mol-
dam o genoma dos organismos. Desta forma,
a interpretacao das implicacbes evolutivas
associadas a um, ou a um conjunto de taxons,
esta diretamente relacionada a disposicao dos
ramos internos e externos de uma arvore. In-
dependentemente do meétodo de inferéncia,
ou da forma como a arvore é apresentada, a
interpretacao dos resultados sera baseada
Nos mesmos pressupostos, ainda que meéto-
dos diferentes possam originar filogenias di-
ferentes.

Inicialmente, é necessario observar a
presenca de uma raiz. Como ja discutido, o
meétodo de enraizamento pelo grupo externo
e 0 mais comum e utiliza organismos sabida-
mente relacionados ao grupo em evidéncia,
servindo para orientar o algoritmo em rela-
cao as caracteristicas mais ancestrais do
grupo. O grupo externo ajudara a evidenciar o
tempo evolutivo. Na Figura 20-5, por exem-
plo, o grupo externo é dado pelo orangotango,
pois este compartilha o mesmo ancestral co-
mum que o restante do grupo. No caso de fi-
logenias sem raiz, é necessario ter cautela
nas interpretacdes, pois este tipo de diagrama
apenas revela a relacao entre os téxons.

Depois de encontrada a raiz da filogenia,
e preciso avaliar os ramos. Dependendo do
meétodo, os ramos podem ter significados di-
ferentes. Na Figura 18-5, os ramos evidenci-
am o tempo real, apresentando OTUs
amostradas no passado. Pelo contrario, na
Figura 20-5, os ramos evidenciam apenas um
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Figura 20-5: Diferentes representacdes da
filogenia dos primatas.

tempo evolutivo representado pelo ndmero
de modificacbes genémicas, desde o organis-
mo ancestral até os ramos terminais. Além
disso, deve-se perceber a escala na qual os
ramos foram representados, pois estes indi-
cam o numero de substituicdes que provavel-
mente ocorreram ao longo do processo
evolutivo e podem ajudar na interpretacao
das taxas evolutivas.

Conclusées evolutivas baseadas em &r-
vores filogenéticas devem ser sustentadas
em arvore confidveis e, por isso, a medida de
confiabilidade dos ramos deve ser denotada.
Inicialmente, é necessario verificar o método
utilizado para reconstrucao da filogenia e,
quando necessario, verificar o algoritmo utili-
zado para gerar a confiabilidade dos clados.
Ramos com maiores valores de confiabilidade
gerarao conclusdes mais confidveis, enquanto
que clados com baixos valores deverao ser
interpretados com maior cuidado. No entanto,
ndo é necessario negar totalmente conclu-
sdes baseadas em filogenias com baixa confi-

abilidade nos ramos. O tipo de método, a for-
ma de amostragem e o numero de OTUs po-
dem ser fatores de interferéncia e, assim,
podem prejudicar a valorizacdo dos ramos.

O padrao de organizacao dos ramos de
uma filogenia denota o padrao de ancestrali-
dade. As filogenias ndo sao escadas, onde al-
guns organismos sao “mais evoluidos” que
outros, mas uma representacao da histéria da
derivacao de OTUs. Na Figura 18-5, por ex-
emplo, é possivel observar que os clados B,
C. D, E, F e G possuem um ancestral comum
que compartilha um outro ancestral com o
clado A. Ja o clado H, representado por um
triangulo para evidenciar um grande ndmero
de téxons naquele ponto da filogenia, teve um
ancestral comum dentro do clado G. Este pa-
drao sugere que o clado H se originou a partir
do clado G. Da mesma forma, podemos ob-
servar a disposi¢ao do clado G em relagao ao
F e concluir que o primeiro se originou a partir
do segundo.

No caso da Figura 20-5, observamos
que humanos e chimpanzés tiveram um mes-
mo ancestral comum. Com base nestes da-
dos, € incorreto pensarmos que humanos s&o
derivados de chimpanzés, ou que humanos
sdo mais evoluidos que chimpanzeés. Estes
organismos estao apenas formando um
mesmo clado dentro da filogenia dos prima-
tas.

Por ultimo, é fundamental saber o obje-
tivo do estudo filogenético a ser realizado.
Arvores filogenéticas devemn ser construidas
para responder uma determinada questao,
que pode envolver apenas um, ou diversos
organismos.

Quando possivel, é importante recons-
truir a filogenia utilizando diferentes métodos
de inferéncia e compara-las entre si. A con-
clusao desta forma serd melhor sustentada.
Além disso, atualmente, a histdria retratada
em uma filogenia nao é por si s¢ satisfatoria.
Outras ferramentas podem ser utilizadas pa-
ra complementar e sustentar a interpretacao
de uma filogenia, incluindo analises de re-
combinagao, pressao seletiva e estruturacao
populacional, verificacdo de coespeciacao,
construcao de redes filogeograficas, compa-
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racdo com dados de fdsseis, eventos geoldgi-
cos, dados histdricos e, até mesmo, analises
de dados comportamentais.

Um exemplo da combinagao de analises
filogenéticas com dados histdricos veio na
confirmacao da origem e disseminacao hu-
mana a partir da Africa. Através da utilizacdo
de dados histdrico-antropolégicos  (como
vestigios materiais de hominideos ancestrais),
fésseis de hominideos e andlises de DNA mi-
tocondrial de representantes de diferentes
etnias, os pesquisadores puderam tracar as
rotas de disseminacdo humana a partir da
Africa.

Outro exemplo estéd na solucao de um
enigma que perturbou zodlogos por um longo
periodo: a posicao taxdnomica do panda-gi-
gante entre os mamiferos carnivoros. Apesar
de esta espécie ser fisicamente muito similar
a um urso, outras caracteristicas, como den-
ticao e anatomia das patas, levaram a propo-
sicao de uma hipdtese antes nao imaginada.

Tal hipétese propunha que o panda-gi-
gante (Ailuropoda melanoleuca) seria proxi-
mamente relacionado ao o panda-vermelho
(Ailurus fulgens), um mamifero de pequeno

Urso-marron

Gy

PLEISTOCENO
| |

Urso-polar

asiatico americano

Urso-negro-  Urso-negro- ;¢ do ol Urso-beicudo Urs0-de- panda-gigante guaxinim

porte, semelhante ao guaxinim. Com o em-
prego de diferentes dados, incluindo fdsseis,
anatomia de mamiferos atuais, distribuicdo
geografica, sequéncias de DNA de diferentes
porcdes do genoma, sequéncias de aminoaci-
dos de diferentes proteinas e mapeamento
cromossomico, foi possivel estabelecer uma
histéria evolutiva plausivel, capaz de descre-
ver a origem evolutiva do panda-gigante (Fi-
gura 21-5).

Por meio dessa andlise combinada de
dados, se propés que o panda-gigante, um
urso, derivou do ancestral comum dos ursos
ha cerca de 24 milhdes de anos, muito antes
das derivacdes que originaram todos os ou-
tros ursos existentes hoje. Além disso, ob-
Servou-se que 0S Ursos e os procionideos
(grupo que inclui o guaxinim e o panda-ver-
melho) possuem um ancestral comum que
deu origem as duas linhagens ha aproximada-
mente 30 milhdes de anos.

A filogenia molecular é uma ferramenta
util quando empregada isoladamente, mas
que pode se beneficiar de diferentes tipos de
dados para propor uma histdria evolutiva. Em
ultima analise, a decisao sobre que tipos de

panda-

oculos vermelho

mamm “:)!4 ?;.s.’mm
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Figura 21-5: Posicao filogenética do panda-gigante, baseada na combinacdo de diferentes tipos
de dados. Baseado em BININDA-EMONDS, Olaf R.P. Phylogenetic position of the giant panda. Em:
LINDBURG, D.G. & Baragona, K. Giant pandas: Biology and conservation. Berkeley: University of
California Press, 2004; e em EIZIRIK, Eduardo e colaboradores: Pattern and timing of
diversification of the mammalian order Carnivora inferred from multiple nuclear gene

sequences. Mol Phylogenet Evol, 56, 49, 2010.
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dados (além dos moleculares) serdo empre-
gados na andlise filogenética dependera da
pergunta a ser respondida com essa técnica.
Nao existem regras pre-estabelecidas, e as
estratégias analiticas precisam ser propostas
caso a caso.

5.10. Conceitos-chave

Ancestral: organismo ou sequéncia que originou
novo(s) organismo(s) ou sequéncia(s). Em
alguns casos pode ser considerado o mes-
mo que primitivo.

Apomorfico: refere-se a um caractere novo ad-
quirido ao longo do processo evolutivo,
uma inovacao. Uma apomorfia pode servir
de diagnéstico para separagao de clados.

Aproximagao dos vizinhos: neighbor joining
(NJ), método de inferéncia filogenética
quantitativo baseado em disténcia genéti-
ca.

Autapomorfias: apomorfias especificas e restri-
tas a um clado.

Bootstrap: método de reamostragem que per-
mite verificar a confiabilidade dos ramos
de uma filogenia.

Cadeias de Markov Monte Carlo: método utiliza-
do pela estatistica Bayesiana para amos-
trar as probabilidades de distribuicdo de
diferentes parametros das filogenias.

Clado: grupo formado por um ancestral e todos
seus descendentes, um ramo Unico em
uma arvore filogenética.

Derivado: que se originou de um ancestral e é
mais recente no tempo evolutivo (nota:
deve-se evitar o termo “mais evoluido” e,
em seu lugar, empregar “derivado”).

Distancia Genética: medida quantitativa da di-
vergéncia genética entre organismos.

Espaco Amostral de Filogenias: espaco teodrico
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que inclui todas as filogenias possiveis
(com raiz ou sem raiz) para um determi-
nado alinhamento.

Frequéncia de equilibrio: ponto em que nao
existe mais alteracdo nas frequéncias dos
alelos.

Grupos irmdos: clados que dividem um ancestral
comum.

Homologia: similaridade originada por ancestra-
lidade comum.

Inferéncia filogenética Bayesiana: método qua-
litativo de inferéncia filogenética baseado
na estatistica Bayesiana. Através da Ca-
deia de Markov Monte Carlo este método
buscard as arvores mais provaveis dentro
das filogenias amostradas.

Maxima Parcimonia: método qualitativo de infe-
réncia filogenética que busca a arvore que
minimiza o numero total de substituicdo
de nucleotideos.

Maxima Verossimilhanga: método qualitativo de
inferéncia filogenética que busca a arvore
com a maxima verossimilhanga.

Monofilia: associagao entre o ancestral comum e
todos os seus descendentes, formando um
clado monofilético.

Mdltiplas Substituigdes: eventos multiplos de
substituicdo de nucleotideo localizado em
um mesmo sitio do DNA.

Modelos de Substituicdo: modelos matematicos
utilizados para descrever o processo evo-
lutivo ao longo do tempo, podendo ser
aplicados ao alinhamento de nucleotideos
ou aminoacidos.

Ortdlogo: genes homédlogos em diferentes orga-
nismos e que mantém a mesma fungao.

OTU: unidade taxon6mica operacional, folha ou
noé terminal em uma arvore filogenética.



5. Filogenia Molecular

Parafilia: associacao entre o ancestral comum e
apenas parte de seus descendentes, for-
mando um clado parafilético.

Pardlogo: genes homdlogos de um mesmo or-
ganismo que divergiram apds duplicacao.

Plesiomorfico: dotado de caracteristicas do an-
cestral que sdao conservadas nos descen-
dentes.

Polifilia: associagao entre diferentes OTUs sem a
necessidade de um unico ancestral co-
mum, frequentemente originada por con-
vergéncia evolutiva.

Primitivo: diz-se de caracteristicas ou organis-
mos ancestrais, anteriores no tempo evo-
lutivo a organismos ou caracteristicas mais
recentes.

Probabilidades Anteriores: distribuicdo dos valo-
res de um parametro filogenético que é
sabido de antemdo pelo pesquisador.

Probabilidades Posteriores: conjunto da distri-
buicdo dos valores de parametros filoge-
néticos resultantes do método de
inferéncia Bayesiana.

Sistematica: estudo da diversificacdao das formas
vivas e suas relagdes ao longo do tempo.

Taxonomia: estudo que busca agrupar os orga-
nismos com base em suas caracteristicas e
nomear os grupos obtidos, classificando-
0s em alguma escala.

Taxon: grupo (de qualquer nivel hierarquico)
proposto pela taxonomia.

Topologia: descreve a ordem e a disposicao
exata das OTUs em uma filogenia.

UPGMA: unweighted pair-group method using
arithmetic average, método de inferéncia
filogenética quantitativo baseado em dis-
tancia.
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