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Marcadores Moleculares e Analise
Filogenética

Glaucia Salles Cortopassi Buso

O conhecimento da evolucao das espécies e a relacao entre as espécies
cultivadas e seus parentes silvestres tem sido de consideravel valor na
conservacao e utilizacdo dos recursos genéticos. Os parentes silvestres das
plantas cultivadas potencialmente contém muitos caracteres importantes que
podem ser introduzidos nas espécies cultivadas. Estas introducfes tendem a
ser mais efetivas quando a espécie silvestre é parente proximo da espécie
cultivada alvo ou mesmo ancestral direto da mesma. Portanto, o conhecimento
da relacdo entre as espécies € de extrema importancia para a utilizacéo
eficiente dos recursos genéticos. Além disso, o conhecimento da relagédo entre
as espécies e sua evolucao é fundamental para a sistematica que visa o estudo
dos padrdes evolucionarios da diversidade biologica. Ela inclui a classificacédo e
a identificacdo das espécies, da identificacdo e entendimento das suas
relacdes, e o estudo de desenvolvimento das espécies e sua relacdo num
determinado periodo. A sistematica abrange duas grandes areas da biologia:
Taxonomia: classificacdo dos organismos com base em similaridades de
estruturas ou caracteristicas; Filogenia: eventos evolucionarios que levam a
relacdo entre os organismos.

A filogenia lida com a identificacdo e entendimento das relagbes entre as
espécies que resultam da evolucdo. Sob a premissa que as espécies evoluem
de um ancestral comum, as espécies mais proximas tém mais caracteristicas
em comum do que as mais distantes. A sistematica filogenética é utilizada para
identificar caracteristicas similares e definir a relacéo historica ou evolucionéria
com base nessas caracteristicas — incluindo genes ou fragmentos de DNA.
Com base nessas relagdes, arvores filogenéticas sdo desenvolvidas mostrando
as relacdes evolucionarias ou agrupamentos de organismos.

Utilizacdo de DNA na andlise filogenética

Com o aprimoramento e facilidade das técnicas moleculares, estas tém
sido muito utilizadas nas analises filogenéticas. A maior vantagem dos métodos
moleculares é a investigacdo direta da situacao genotipica, o que permite a
deteccdo de variacdo ao nivel de DNA, excluindo, portanto, influencias
ambientais. Além disso, a andlise pode ser feita em estagios de
desenvolvimento primordiais. Dependendo da metodologia escolhida os
métodos moleculares podem ser mais sensiveis a qualquer diferenca genética
e detectar muito mais diversidade genética do que os métodos classicos de
caracterizagdo morfolégica. Os marcadores moleculares tém se tornado
ferramentas poderosas na analise filogenética.

Algumas areas do DNA s&o neutras com respeito a selecdo, elas nao
evoluem por meio da sele¢do natural porque as mutacdes nestas areas nao



afetam o fenotipo do organismo. A selecédo natural depende de diferencas no
fenotipo que representem diferengcas de adaptacdo; se individuos com
mutacBes diferentes no DNA tiverem o mesmo fendtipo, eles terdo
provavelmente a mesma capacidade de adaptacao. Algumas destas areas sao:

1) DNA nédo codante (“junk DNA”"): &reas que aparentemente ndo codificam
nenhum RNA. Estas areas sdo de tamanho variado e mutacdes nelas nao
afetam o fenétipo;

2) posicdes na regido codante do DNA onde as mutacdes ndo afetam o amino-
acido codificado naquela posi¢cdo — Substituicdo silenciosa — Frequentemente
estas substituicbes silenciosas sdo mutacdes na terceira base da sequéncia
que codifica a proteina; geralmente seqiéncias de trés bases com as mesmas
primeiras bases, s6 diferindo na terceira, codificam o0 mesmo aminoécido;

3) DNA que codifica introns: intron € uma seqiéncia que é retirada do mRNA
antes que ele seja utilizado como “template” para proteinas. O DNA que
codifica introns, portanto ndo € base para codificacdo das proteinas e
mutacdes nos introns sao aparentemente neutras com respeito a selecao.

Ao contréario, outras areas do DNA podem afetar o fenétipo e entdo néo
sdo neutras com respeito a selecdo. Sdo areas do DNA que incluem DNA
codante de proteina e DNA que codifica tRNA ou mRNA. Se o DNA codifica
para alguma caracteristica que quando sofre mutacdo afetarda o fendtipo,
muitas mutagBes provavelmente resultardo num fendtipo que ndo funciona
apropriadamente. Estas mutacfes serdo letais, portanto serdo perdidas ou
permanecerdo a uma frequéncia muito baixa nas popula¢cées. Como somente
poucas mutacdes nestas areas seguem adiante, a evolucdo nestas areas tende
a ser muito lenta. Ao contrario, nas areas de DNA neutro com respeito a
selecédo, qualquer mutacdo pode ir adiante e vir a ser comum e a evolucéo
provavelmente sera mais rapida. Por exemplo, o DNA que codifica rRNA evolui
muito lentamente, provavelmente porque mutacfes nesta area do DNA
resultariam em ribossomos nao funcionais.

Em resumo, quando se utiliza DNA para andlise filogenética deve-se
escolher DNA que: 1) evolua rdpido o bastante para que as espécies em
estudo mostrem diferencas umas das outras; 2) evolua devagar o bastante
para que nao haja muita divergéncia. Se quisermos conhecer a relagédo de
parentes proximos como espécies dentro de um género, escolheremos areas
do DNA que evoluem rapidamente, ou seja, areas neutras do DNA, como
introns. Se quisermos saber a relacdo de parentes distantes, como familias ou
ordens dentro de classes diferentes, deveriamos usar DNA que evolua a uma
velocidade moderada, como codante de proteinas. Para grupos muito
distantes, como classes ou filos, provavelmente usariamos DNA que codifica
ribossomos.

Além do DNA ribossomal, os polimorfismos de sequéncias de DNA no
genoma nuclear fornecem um namero praticamente inexaurivel de marcadores,
quando acessados eficientemente. Para andlises de variacdo genética, tem-se
dado atencdo a sequéncias de coOpias simples e sequéncias repetitivas,



particularmente as hipervariaveis como VNTRs e microssatélites, e rDNA
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995; DOWLING et al., 1996).

Em plantas, nos cloroplastos, a organela responsavel pela fotossintese,
existem genes para proteinas especiais sintetizadas pelo cloroplasto, rRNAs e
tRNAs especificos para producdo de proteinas ribossomais do cloroplasto.
Véarios componentes do aparato fotossintético sdo codificados no cloroplasto,
incluindo a maior das subunidades da enzima responséavel pela fixacdo do
diéxido de carbono. Estudos recentes sobre a evolucdo do genoma do
cloroplasto tém revelado um alto grau de conservacdo em tamanho, estrutura,
conteudo génico e ordem linear dos genes entre espécies aparentadas. Este
modo conservativo de evolugdo do cpDNA sugere que qualquer mudanca em
estrutura, arranjo ou conteido do genoma pode ter implicacfes filogenéticas
significativas. Na maioria dos aspectos, a evolugdo molecular dos genes do
cloroplasto é similar a dos genes nucleares. No entanto, 0s genes que
codificam proteinas do cloroplasto evoluem a uma taxa cinco vezes mais lenta
do que os genes nucleares (CLEGG e ZURAWSKI, 1992). A taxa média de
substituicdes sindnimas dos genes do cpDNA variam de aproximadamente 0.2
a 1.0x107 substituicdes por sitio de DNA por ano. E provavel que as reduzidas
taxas de evolugao génica sejam consequéncia de uma baixa taxa de mutagao
neste genoma (CLEGG e ZURAWSKI, 1992). As mutacdes no cpDNA sao de
dois tipos: substituicbes de nucleotideos (mutacdes de ponto) e rearranjos. A
deteccdo de substituicbes através de restricdo ou comparacdo direta de
sequéncias tem sido muito utilizada na reconstrucao filogenética. Os rearranjos
maiores incluem inversodes, insercdes ou delecdes de genes e introns, e perda
de uma copia do IR (“inverted repeat”’). Estes eventos sdo usualmente
detectados com sondas, na reconstrucao filogenética de grupos taxondémicos
superiores (comparacdo de familias, géneros etc.) ou sequenciamento. Os
rearranjos menores incluem pequenas insercoes e delecbes (1-1000 bp) e
ocorrem principalmente em regides nado codificantes. Portanto, a variagdo do
cpDNA tem provado ser imensamente valida na reconstrucéo filogenética ao
nivel de espécies (DOWNIE e PALMER, 1992).

Um fator que distingue a evolucdo de genes do cpDNA daquela de
genes nucleares é a falta de atividade de transposons, ndo evidenciada no
genoma do cloroplasto. Devido a rara transmissdo biparental e a baixa
diversidade intraespecifica das seqUéncias de CcpDNA, 0s processos
recombinatérios ndo tém papel importante na evolugcédo de sequéncias de DNA
cloroplastico. Outras razbes da adequacdo do cpDNA ao estudo filogenético
incluem: facilidade de extracdo e analise por ser um componente abundante do
DNA total; quantidade de informacdo genética-molecular (em algumas plantas,
incluindo o arroz, o cpDNA j& foi totalmente sequenciado); taxas conservativas
de substituicdo de nucleotideos. A taxa conservativa de evolu¢cdo do cpDNA
permite que clones ou primers especificos de cpDNA possam ser utilizados
virtualmente para todo o reino vegetal, facilitando a comparacéo de diferentes
taxons. Ao mesmo tempo, a taxa conservativa de substituicdo de nucleotideos,
permite que a deteccdo de polimorfismos geralmente assegure solucbes para
estimativas de relagbes filogenéticas. E neste nivel que os métodos
convencionais de inferéncia filogenética sdo necessarios para evitar problemas



de mudancas de carater paralelas e convergentes (CLEGG e ZURAWSKI,
1992).

A variacdo do cpDNA tem sido usada desde 1980 para melhor
entendimento de problemas filogenéticos, incluindo inferéncias sobre a origem
de plantas cultivadas, identificacdo do ancestral materno e paterno de hibridos
e de espécies poliploides, deteccdo de introgressao, e identificacdo do género
progenitor de um outro isolado morfologicamente (DOWLING et al., 1990). O
modelo de variacdo de sequéncia de cpDNA ou outras sequéncias baseia-se
na proporcionalidade de acumulo de mudanca de seqiéncia em relacdo ao
tempo, originalmente conhecida como reldgio biolégico (ZUCKERKANDL e
PAULING, 1962). A analise de restricdo do cpDNA em varios géneros (RAINA
e OGIHARA, 1994; LLACA et al.,, 1994; BADENES e PARFITT, 1995;
TSUMURA et al.,, 1995; ZUNK et al.,, 1996; PROVAN et al., 1997) tem
geralmente confirmado o0s agrupamentos derivados de classificacdes
tradicionais, proporcionando um quadro mais claro e detalhado de informacoes.

O mtDNA de plantas € muito pouco estudado em comparacdo ao
CpDNA. Aspectos da estrutura genbmica, como tamanho do genoma,
configuracdo e ordem génica mudam extremamente rpido na mitocéndria de
plantas, enquanto a sequéncia primaria do genoma é excepcionalmente lenta
para mudar. A taxa de substituicido de nucleotideos é de trés a quatro vezes
menor que no cpDNA (PALMER, 1992). Portanto, a evolucdo estrutural do
MtDNA de plantas parece muito maior do que no cloroplasto. Por outro lado, o
MtDNA evolui mais lentamente do que os genomas do cloroplasto e nuclear
guando as sequéncias primarias sdo consideradas. Como no cpDNA, a
heranca maternal parece predominar no mtDNA das angiospermas.

Relogio molecular

Foi mostrado que devemos esperar que diferentes areas do DNA evoluam a
taxas diferentes. Agora consideremos outra possibilidade: a mesma area do
DNA, por exemplo, um mesmo gene, em espécies diferentes, tenham a mesma
taxa de evolucao. Esta possibilidade é a base da hipétese do relégio molecular.
Esta hipotese diz que assumindo que 0 mesmo gene evolui & mesma taxa em
diferentes espécies, diferencas entre espécies diretamente refletem a época da
especiacao.

Métodos de inferéncia da filogenia

Os métodos usados para determinar as diferencas entre as unidades de
estudo dependem do numero e tipo de caracteristicas a serem comparadas.
Caracteristicas podem incluir diferencas morfolégicas, ou diferencas em
sequéncias de DNA, genes ou seus produtos (proteinas). Uma arvore
geralmente deve ser feita a partir da comparacao de multiplos caracteres.

Existem dois tipos de analises utilizadas para o desenvolvimento de
arvores filogenéticas. Os métodos fenéticos utilizam medidas de distancia, que
consolidam estatisticamente as diferencas entre os caracteres em um namero.
Uma matriz de distancia entre todos os possiveis pares do grupo de estudo é
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criada, e arvores sdo desenvolvidas agrupando aqueles com menor diferenca
num fenograma.

Os métodos cladisticos calculam arvores para cada carater e entéo
indicam a melhor arvore através da determinacdo daquela que requer menor
namero de mudangas (parciménia) ou aquela mais provavel estatisticamente
(maxima verossimilhanca). A idéia basica por tras da cladistica € que membros
do mesmo grupo compartilham uma historia evolucionaria comum, e sao
proximamente relacionados, mais com membros do mesmo grupo do que com
outros organismos. Estes grupos s&o reconhecidos por compartilharem
caracteristicas Unicas que nao estdo presentes num ancestral distante. O
método de Maxima Verossimilhanca avalia a hipotese da historia evolucionéria
em termos da probabilidade de que um modelo proposto e a historia hipotética
originariam um conjunto de dados. A suposi¢cdo € que a histéria com maior
probabilidade de alcancar o estado observado € preferida a histéria com menor
probabilidade. O método procura a arvore com maior probabilidade ou
verossimilhanca.

Métodos para construcao das arvores filogenéticas

Construcao de arvores filogenéticas a partir de dados de distancia,
utilizando agrupamento de pares ndo ponderados baseado na média
aritmética (UPGMA).

UPGMA é o método mais simples de construcao de arvores filogenéticas
a partir de dados de distancia. Ele foi desenvolvido originalmente para
construcdo de fenogramas taxondémicos, ou seja, arvores que refletem
similaridades fenotipicas entre taxons, mas pode também ser usado para
construir arvores filogenéticas se as taxas de evolucdo forem aproximadamente
constantes. UPGMA emprega um algoritmo sequencial de agrupamento, no
qual as relagdes sédo identificadas em ordem de similaridade, e a arvore é
construida passo a passo. Primeiro, identifica-se entre todas as unidades
estudadas as duas mais similares e ai trata como se fosse uma unidade.
Subsequentemente, do resto do grupo identifica-se outra unidade com maior
similaridade, e assim por diante.

Explicacdo do método

Suponha a arvore seguinte que consiste de 6 taxons:

As distancias entre taxons sdo dadas pela matriz de distancia seguinte:

A B | C D E
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O método agrupa o par de taxons com a menor distancia, sendo A e B, que
estdo separados a uma distancia de 2 unidades. O ponto de formacédo dos
galhos é posicionado a distancia de 2 / 2 = 1. Portanto, uma sub-arvore é
construida como se segue:

[e

O primeiro agrupamento entdo € considerado um taxon(A,B) composto e sua
distancia com os outros taxons é calculada, como se segue:

dist(A,B),C = (diStAC + distBC) / 2 = 4
dist(A,B),D = (distAD + distBD) / 2 = 6
dist(A,B),E = (diStAE + distBE) / 2 = 6
dist(A,B),F = (diStAF + distBF) /2 = 8

Em palavras, a distancia entre o taxon simples e o tAxon composto é a média
das distancias entre o taxon simples e os constituintes do tdxon composto.
Entdo uma nova matriz de distancia € calculada usando as novas distancias e
o ciclo é repetido:

Segundo ciclo

AB C D E
cl4

D6 |6
E6 64
F 8 888

Terceiro ciclo

AB C D,E
C |4
DLEG6 6
F 8 88
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Quarto ciclo

AB,C D,E
D,E 6
F 8 8
1
s
2 ¢
2 E
Quinto ciclo
ABC,DE
F 8

Embora o método leve a uma arvore ndo enraizada, UPGMA assume mesma
taxa de evolucéo ao longo dos galhos da arvore, como modelo de evolugdo. O
enraizamento tedrico, portanto, fica equidistante de todos os taxons: dist
(ABCDE),F /2 = 4.

ROOT 1 |
— 2

Andalise de Maxima Parcimoénia

Parcimdnia implica que as hipoteses mais simples sao preferiveis as mais
complicadas. Como ja foi dito, a parcimdénia é um méetodo baseado no estado
do carater que infere a arvore filogenética minimizando o numero total de
passos evolucionarios para explicar um conjunto de dados. Os passos podem
constituir na substituicdo de base do DNA numa sequiéncia ou perda de um
sitio de restricao.

O método de parcimbnia procura todas as topologias possiveis para achar uma
arvore adequada. No entanto, o nimero de arvores nao enraizadas que tem
que ser analisadas aumenta rapidamente com o nimero de taxons. O nimero
de arvores enraizadas é dado por:

13



e« Nr=(2n-3)!/(2exp(n -2)) (n -2)!

O numero de arvores ndo enraizadas para n taxons é dado por:
e Nu=(2n-5)Y/(2exp(n -3)) (n -3)!

Alguns resultados estdo mostrados na tabela:

Nimero

Namero . Numero
de ggoarvores de arvores

OTUs . enraizadas

enraizadas

2 1 1
3 1 3
4 3 15
5 15 105
6 105 945
7 954 10,395
8 10,395 135,135
9 135,135 34,459,425

10 34,459,425 2.13E15
15 2.13E15 8.E21

Este rapido aumento no numero de arvores a serem analisadas pode tornar
impossivel a aplicacdo do método em conjuntos grandes de dados
(SWOFORD, 1991)

Explicagdo do método

Um exemplo do método de maxima parciménia para uma matriz de 4
sequéncias de DNA é dado abaixo:

Sequéncial 2 34567 89

1 AAGAGTGCA

2 AGCCGTGCG

3 AGATATCCA

4 AGAGATCCG

14



Para os 4 taxons existem 3 arvores ndo enraizadas possiveis. As 3 sao entao
analisadas por meio da procura da sequéncia ancestral e contando-se o
namero de mutacdes requeridas para explicar as respectivas arvores:

(1) AAGAGTGCA  AGATATCCA (3)

\4 2/ Numero de mutacdes

\ 4/ ]
AGCCGTGCG --- AGAGATCCG Arvore |: 11

/ \

/0 0\

(2) AGCCGTGCG AGAGATCCG (4)

(1) AAGAGTGCA AGCCGTGCG (2)
\1 3/
\ 5/
AGGAGTGCA --- AGAGGTCCG Arvore II: 14
/ \
/4 1\
(3) AGATATCCA AGAGATCCG (4)

(1) AAGAGTGCA  AGCCGTGCG (2)
1 3
\ 5/
AGGAGTGCA --- AGATGTCCG Arvore III; 16
I\
5 2\
(4) AGAGATCCG AGATATCCA (3)

A arvore | tem a topologia com o menor numero de mutacdes e, portanto é a
mais parcimoniosa.

A maxima parcimdnia procura pela arvore minima. Neste processo mais do que
uma arvore pode ser encontrada. Para garantir que a melhor arvore sera
encontrada uma avaliacdo exaustiva de todas as topologias tem que ser feita.
Entretanto, isto € impossivel quando se tem mais do que 12 tdxons a serem
analisados. Alternativas:

“Branch and Bound”: é uma variacdo da parcimbnia maxima, que garante
achar a arvore minima sem ter que avaliar todas as possiveis arvores. Desta
forma um maior nimero de taxas pode ser avaliado. Ele realiza uma busca
heuristica inicial para obter uma &rvore proxima do 6timo. O escore desta
arvore sera usado como limite superior para corte.

Procura Heuristica (Heuristic searches): quando os dados contém um
namero elevado de taxons, as arvores tém que ser avaliadas por meio de
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métodos heuristicos. Pode-se iniciar a procura heuristica de modos diferentes:
1) adicao passo a passo: € um método com adi¢cao passo a passo (“step-wise”)
e rearranjo dos taxons. O processo inicia-se com trés taxons. Em seguida, um
taxon € adicionado. Cada uma das trés arvores resultantes é avaliada e a que
tem melhor escore € armazenada para a proxima adicdo. Nao ha garantia de
que a arvore Otima seja obtida. 2) rearranjo dos ramos (“branch swapping”):
envolve a mudanca de ramos para novas partes da arvore produzindo novas
topologias.

Arvores de consenso

Ja que os métodos de maxima parcimdnia podem resultar em mais do que uma
arvore parcimoniosa, uma arvore de consenso deve ser criada.

mﬂ

mTmomaOp

—_
—

TREE A TREEB

TmOoOoOmP

—

CONSEMSUS TREE

TMOoOOmOPE

Método de maxima verossimilhanca

E um método de inferéncia filogenética que avalia a hipétese sobre a historia
evolucionaria em termos da probabilidade de que o modelo proposto e a
histéria hipotética dariam origem ao conjunto de dados observados. A
suposicdo € que a histéria com maior probabilidade de atingir o estado
observado € preferida a histéria com mais baixa probabilidade. O método
procura pela arvore com maior probabilidade ou maior verossimilhancga.

Explicagdo do método
O método de méxima verossimilhanca avalia a probabilidade de que um

modelo evolucionario escolhido tenha gerado as sequéncias observadas. A
filogenia € inferida achando-se as &rvores com maior verossimilhanca.
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Suponha as sequéncias de nucleotideos para 4 taxons:
1 i ..N

(1) AGGCUCCAA..

(20 AGGUUCGAA..

3) AGCCCAGAA..

o > > >

(4 AUUUCGGAA..

e deseja-se avaliar a verossimilhangca da arvore representada pelos
nucleotideos do sitio j na sequéncia:

1) ()
\ /
\
I\
/ \
(3) (4)

Qual a probabilidade de que esta arvore tenha sido gerada pelos dados
presentes na sequéncia, sob a visdo do modelo escolhido?

JA que a maioria dos modelos utilizados é reversivel no tempo, a
verossimilhanca da arvore é geralmente independente da posicdo da raiz.
Portanto, seria conveniente enraizar a arvore num né arbitrario, como no
exemplo,

C CA G
\ /|
Voo
A |
\ ]/
\ |/
A

Sob a hipétese de que cada sitio do nucleotideo evolui independentemente
(modelo de evolucdo Markovian), pode-se calcular a verossimilhanca para cada
local separadamente e combinar as verossimilhancas num valor total. Para
calcular a verossimilhanca para o sitio j, tem que se considerar todos 0s
cenarios possiveis pelos quais 0s nucleotideos presentes nas pontas da arvore
possam ter evoluido. Entdo a verossimilhanca para um local particular € a
soma das probabilidades de todas as reconstrucbes possiveis de estados
ancestrais, dado o modelo de substituicdo de bases. Neste caso, todos os
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nucleotideos possiveis A, G, C, and T podem ocupar os nés (5) e (6), ou 4 x 4
= 16 possibilidades:

I
| VI /]
LG) = Sum(Prob | (5) | / )
| VI
| M7
- ® _

|C CA G
| \ /|
I

Apés a estimativa das probabilidades para o sitio j e considerando-se todos 0s
nucleotideos possiveis nos nés 5 e 6, 0 processo € repetido para todos os
sitios até que todas as probabilidades tenham sido estimadas. Aceitando-se
que todos os sitios evoluem independentemente, a estimativa da
verossimilhanca para toda a sequéncia sera igual ao produto das
probabilidades de cada sitio. Isso €é repetido para todas as arvores possiveis e
aguela com maior verossimilhanca sera escolhida. Para um grande namero de
taxons torna-se impossivel a procura devido ao grande esforco computacional.

Como enraizar uma arvore filogenética?

e A maioria dos métodos produz arvores nado enraizadas. Portanto,
olhando-se a arvore somente, é impossivel dizer em que tAxon comegou
a ramificacao.

o« Para enraizar uma arvore deve-se adicionar um grupo externo
(“outgroup”) ao conjunto de dados. Um grupo externo € um taxon para o
qual se tem informacédo que indica que o0 mesmo esta ramificado fora
daquele grupo a ser analisado.

Algumas observacoes

o Na&o escolher um grupo externo muito distante do grupo a ser analisado.
Isto pode resultar em erros topoldgicos porque os sitios podem ficar
saturados de mutacoes;

o Nao escolher um grupo externo muito préximo do grupo a ser analisado,
pois ele pode n&o ser um verdadeiro grupo externo;

e A utilizacdo de mais do que um grupo externo geralmente melhora a
topologia da arvore estimada;

« Na auséncia de um grupo externo, o enraizamento pode ser posicionado
no meio do caminho mais longo entre dois taxons, assumindo-se a
mesma taxa evolucionaria em todos os ramos.
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Como utilizar os programas de construcédo de arvores filogenéticas?

Para se ter uma idéia da consisténcia da topologia da arvore filogenética
resultante, as observacfes abaixo devem ser seguidas:

o Aplicar mais do que um método de analise (distancia, maxima
parcimbnia, maxima verossimilhanca) aos dados;

e Variar os parametros dos diferentes programas;

e Quando estiver em duavida, aplicar varios modelos evolucionarios para
construgéo das matrizes;

e Adicionar ou remover um ou mais taxons e ver como isto influencia a
topologia da arvore;

e Incluir no minimo um grupo externo para enraizamento da arvore;

« Aplicar analises de "Bootstrap" ou "Jacknife" aos dados e preparar uma
arvore consenso com 100 - 1000 replicas (dependendo do tamanho do
conjunto de dados e da capacidade do computador). No caso da andlise
de bootstrap somente nds que ocorrem mais do que em 95% dos casos
séo confiaveis.

Somente quando métodos bem diferentes produzem topologias similares
ou idénticas apoiados por valores de bootstrap acima de 95%, as arvores
filogenéticas podem ser consideradas confiaveis.

Limitac6es dos métodos descritos

o Meétodos baseados em distancia ndo usam os dados originais, mas
informacgéao de distancia derivada destes dados;

o Métodos baseados em estado do carater utilizam os dados originais,
mas utilizam somente uma fracdo dos dados (somente sitios
informativos).

Exemplos de utilizacdo de marcadores moleculares em estudos
filogenéticos

Num estudo com espécies silvestres de arroz (BUSO et al, 2001) foram
utilizados marcadores que amostram ao acaso regides de diferentes taxas de
mutacdo (RAPD) e regides conservadas do genoma (analise de CAPS de
cpDNA e mtDNA). Os resultados foram concomitantemente analisados fenética
e cladisticamente. Duzentos e trinta acessos de Oryza foram utilizados numa
sequéncia de avaliacbes genéticas. Desses, cento e vinte e trés distribuiam-se
entre as espécies silvestres brasileiras de Oryza, que representam a maior
amostra de Oryza americana ja estudada. Inicialmente a citometria de fluxo,
contagem cromoss6mica e marcadores RAPD genoma-especificos foram
empregados para se verificar a classificacdo de ploidia e de espécies de todo o
material. Cerca de 8% dos acessos foram reclassificados com base no uso
conjunto destas metodologias. Em seguida esta amostra do género Oryza foi
estudada para avaliar a diversidade genética e as relacfes filogenéticas de
acessos silvestres de arroz coletados na América, Africa, Asia e Oceania.
Cladogramas e fenogramas foram em geral concordantes com as
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classificacBes disponiveis, baseadas em dados morfoldgicos e citogenéticos.
No entanto, os resultados indicaram que a espécie americana diploide, O.
glumaepatula, deveria ser considerada uma espécie distinta, e ndo como uma
forma americana da espécie O. perennis ou O. rufipogon, como é sugerido na
literatura. Confirmou-se que as trés espécies tetraploides de genoma CCDD
aparentemente constituem uma Unica espécie e ndo espécies distintas, como
também é sugerido na literatura. Os dados indicam ainda que as tetraploides
americanas surgiram provavelmente de um evento Unico de poliploidizacao.
Ficou evidente que o citoplasma mais proximo dos tetraploides americanos €
do genoma CC e ndo houve indicacdo de outra espécie diploide préxima ao
genoma CCDD, persistindo assim varias questdes sobre a origem do genoma
DD: se encontra-se extinto, ou talvez néo tenha sido reconhecido, ou ainda nao
tenha sido coletado.

Pela andlise cladistica, o grupo O. sativa constituiu o parente mais
proximo de O. glumaepatula. No entanto, apesar da proximidade, os dados de
polimorfismo de cpDNA permitiram estimar que a separagcédo entre essas duas
espécies ocorreu ha 20 milhdes de anos o que se aproxima da hipotese de
Chang (1985), que considera que ancestrais das espécies modernas de Oryza
se separaram com a divisdo do continente de “Gondwanaland”. Esta estimativa
concorda ainda com a hipétese de que as espécies americanas séo derivadas
de ancestrais provenientes da Africa no periodo terciario (de 66,4 milhdes a 1.6
milhGes de anos), quando o0s continentes assumiram progressivamente sua
configuracdo atual (CHATTERJEE, 1951). Pela analise de cpDNA, estimou-se
que a separacdo entre ancestrais de genomas CC e CCDD ocorreu também,
h& aproximadamente 20 milhées de anos.

CAPS de DNA de cloroplasto foi também utilizada no estudo da relacao
filogenética em Ananas e géneros relacionados (DUVAL et al., 2003). Neste
estudo foram utilizados 115 acessos representando sete espécies de Ananas e
sete outras Bromelioideae incluindo o género monoespecifico Pseudananas,
dois Pitcairnioideae e um Tillandsioideae. As analises cladistica e fenética
deram resultados semelhantes confirmando alguns pontos polémicos na
classificagcdo deste género. Confirmou-se a posicdo basal de Bromelia em
Bromelioideae. Ananas e Pseudananas formaram um grupo monofilético, com
trés subgrupos. A maioria dos acessos de A. parguazensis constituem um
grupo restrito ao Rio Negro e bacia do rio Orinoco. A. ananassoides mostrou-
se muito proximo das espécies cultivadas, dando suporte a hipétese de que
este é 0 ancestral silvestre do abacaxi domesticado. Os dados indicaram que o
fluxo génico € comum entre estas espécies. A comparacdo dos dados de
CcpDNA com dados publicados de DNA gendmico apontam para a origem
hibrida de A. bracteatus e apdia a autopoliploidia de Pseudananas. Os
resultados e hipoteses surgidas deste estudo sugerem alguns pontos que
devem ser reconsiderados na atual discusséo sobre a taxonomia do género
Ananas.
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Marcadores Moleculares e Análise Filogenética XE "Marcadores Moleculares e Análise Filogenética" 



Glaucia Salles Cortopassi Buso

O conhecimento da evolução das espécies e a relação entre as espécies cultivadas e seus parentes silvestres tem sido de considerável valor na conservação e utilização dos recursos genéticos. Os parentes silvestres das plantas cultivadas potencialmente contêm muitos caracteres importantes que podem ser introduzidos nas espécies cultivadas. Estas introduções tendem a ser mais efetivas quando a espécie silvestre é parente próximo da espécie cultivada alvo ou mesmo ancestral direto da mesma. Portanto, o conhecimento da relação entre as espécies é de extrema importância para a utilização eficiente dos recursos genéticos. Além disso, o conhecimento da relação entre as espécies e sua evolução é fundamental para a sistemática que visa o estudo dos padrões evolucionários da diversidade biológica. Ela inclui a classificação e a identificação das espécies, da identificação e entendimento das suas relações, e o estudo de desenvolvimento das espécies e sua relação num determinado período. A sistemática abrange duas grandes áreas da biologia: Taxonomia: classificação dos organismos com base em similaridades de estruturas ou características; Filogenia: eventos evolucionários que levam à relação entre os organismos.  

A filogenia lida com a identificação e entendimento das relações entre as espécies que resultam da evolução. Sob a premissa que as espécies evoluem de um ancestral comum, as espécies mais próximas têm mais características em comum do que as mais distantes. A sistemática filogenética é utilizada para identificar características similares e definir a relação histórica ou evolucionária com base nessas características – incluindo genes ou fragmentos de DNA. Com base nessas relações, árvores filogenéticas são desenvolvidas mostrando as relações evolucionárias ou agrupamentos de organismos. 

Utilização de DNA na análise filogenética XE "Utilização de DNA na análise filogenética" 

Com o aprimoramento e facilidade das técnicas moleculares, estas têm sido muito utilizadas nas análises filogenéticas. A maior vantagem dos métodos moleculares é a investigação direta da situação genotípica, o que permite a detecção de variação ao nível de DNA, excluindo, portanto, influencias ambientais. Além disso, a análise pode ser feita em estágios de desenvolvimento primordiais. Dependendo da metodologia escolhida os métodos moleculares podem ser mais sensíveis a qualquer diferença genética e detectar muito mais diversidade genética do que os métodos clássicos de caracterização morfológica. Os marcadores moleculares têm se tornado ferramentas poderosas na análise filogenética.

Algumas áreas do DNA são neutras com respeito à seleção, elas não evoluem por meio da seleção natural porque as mutações nestas áreas não afetam o fenótipo do organismo. A seleção natural depende de diferenças no fenótipo que representem diferenças de adaptação; se indivíduos com mutações diferentes no DNA tiverem o mesmo fenótipo, eles terão provavelmente a mesma capacidade de adaptação. Algumas destas áreas são:

1) DNA não codante (“junk DNA”): áreas que aparentemente não codificam nenhum RNA. Estas áreas são de tamanho variado e mutações nelas não afetam o fenótipo; 

2) posições na região codante do DNA onde as mutações não afetam o amino-ácido codificado naquela posição – Substituição silenciosa – Frequentemente estas substituições silenciosas são mutações na terceira base da seqüência que codifica a proteína; geralmente seqüências de três bases com as mesmas primeiras bases, só diferindo na terceira, codificam o mesmo aminoácido; 

3) DNA que codifica introns: intron é uma seqüência que é retirada do mRNA antes que ele seja utilizado como “template” para proteínas. O DNA que codifica introns, portanto não é base para codificação das proteínas e mutações nos introns são aparentemente neutras com respeito à seleção.

Ao contrário, outras áreas do DNA podem afetar o fenótipo e então não são neutras com respeito à seleção. São áreas do DNA que incluem DNA codante de proteína e DNA que codifica tRNA ou mRNA. Se o DNA codifica para alguma característica que quando sofre mutação afetará o fenótipo, muitas mutações provavelmente resultarão num fenótipo que não funciona apropriadamente. Estas mutações serão letais, portanto serão perdidas ou permanecerão a uma freqüência muito baixa nas populações. Como somente poucas mutações nestas áreas seguem adiante, a evolução nestas áreas tende a ser muito lenta. Ao contrário, nas áreas de DNA neutro com respeito à seleção, qualquer mutação pode ir adiante e vir a ser comum e a evolução provavelmente será mais rápida. Por exemplo, o DNA que codifica rRNA evolui muito lentamente, provavelmente porque mutações nesta área do DNA resultariam em ribossomos não funcionais. 

Em resumo, quando se utiliza DNA para análise filogenética deve-se escolher DNA que: 1) evolua rápido o bastante para que as espécies em estudo mostrem diferenças umas das outras; 2) evolua devagar o bastante para que não haja muita divergência. Se quisermos conhecer a relação de parentes próximos como espécies dentro de um gênero, escolheremos áreas do DNA que evoluem rapidamente, ou seja, áreas neutras do DNA, como introns. Se quisermos saber a relação de parentes distantes, como famílias ou ordens dentro de classes diferentes, deveríamos usar DNA que evolua a uma velocidade moderada, como codante de proteínas. Para grupos muito distantes, como classes ou filos, provavelmente usaríamos DNA que codifica ribossomos.

Além do DNA ribossomal, os polimorfismos de seqüências de DNA no genoma nuclear fornecem um número praticamente inexaurível de marcadores, quando acessados eficientemente. Para análises de variação genética, tem-se dado atenção a seqüências de cópias simples e seqüências repetitivas, particularmente as hipervariáveis como VNTRs e microssatélites, e rDNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1995; DOWLING et al., 1996). 


Em plantas, nos cloroplastos, a organela responsável pela fotossíntese, existem genes para proteínas especiais sintetizadas pelo cloroplasto, rRNAs e tRNAs específicos para produção de proteínas ribossomais do cloroplasto. Vários componentes do aparato fotossintético são codificados no cloroplasto, incluindo a maior das subunidades da enzima responsável pela fixação do dióxido de carbono. Estudos recentes sobre a evolução do genoma do cloroplasto têm revelado um alto grau de conservação em tamanho, estrutura, conteúdo gênico e ordem linear dos genes entre espécies aparentadas. Este modo conservativo de evolução do cpDNA sugere que qualquer mudança em estrutura, arranjo ou conteúdo do genoma pode ter implicações filogenéticas significativas. Na maioria dos aspectos, a evolução molecular dos genes do cloroplasto é similar à dos genes nucleares. No entanto, os genes que codificam proteínas do cloroplasto evoluem a uma taxa cinco vezes mais lenta do que os genes nucleares (CLEGG e ZURAWSKI, 1992). A taxa média de substituições sinônimas dos genes do cpDNA variam de aproximadamente 0.2 a 1.0x10-9 substituições por sítio de DNA por ano. É provável que as reduzidas taxas de evolução gênica sejam conseqüência de uma baixa taxa de mutação neste genoma (CLEGG e ZURAWSKI, 1992). As mutações no cpDNA são de dois tipos: substituições de nucleotídeos (mutações de ponto) e rearranjos. A detecção de substituições através de restrição ou comparação direta de seqüências tem sido muito utilizada na reconstrução filogenética. Os rearranjos maiores incluem inversões, inserções ou deleções de genes e introns, e perda de uma cópia do IR (“inverted repeat”). Estes eventos são usualmente detectados com sondas, na reconstrução filogenética de grupos taxonômicos superiores (comparação de famílias, gêneros etc.) ou seqüenciamento. Os rearranjos menores incluem pequenas inserções e deleções (1-1000 bp) e ocorrem principalmente em regiões não codificantes. Portanto, a variação do cpDNA tem provado ser imensamente válida na reconstrução filogenética ao nível de espécies (DOWNIE e PALMER, 1992).



Um fator que distingue a evolução de genes do cpDNA daquela de genes nucleares é a falta de atividade de transposons, não evidenciada no genoma do cloroplasto. Devido à rara transmissão biparental e à baixa diversidade intraespecífica das seqüências de cpDNA, os processos recombinatórios não têm papel importante na evolução de seqüências de DNA cloroplástico. Outras razões da adequação do cpDNA ao estudo filogenético incluem: facilidade de extração e análise por ser um componente abundante do DNA total; quantidade de informação genética-molecular (em algumas plantas, incluindo o arroz, o cpDNA já foi totalmente sequenciado); taxas conservativas de substituição de nucleotídeos. A taxa conservativa de evolução do cpDNA permite que clones ou primers específicos de cpDNA possam ser utilizados virtualmente para todo o reino vegetal, facilitando a comparação de diferentes taxons. Ao mesmo tempo, a taxa conservativa de substituição de nucleotídeos, permite que a detecção de polimorfismos geralmente assegure soluções para estimativas de relações filogenéticas. É neste nível que os métodos convencionais de inferência filogenética são necessários para evitar problemas de mudanças de caráter paralelas e convergentes (CLEGG e ZURAWSKI, 1992).



A variação do cpDNA tem sido usada desde 1980 para melhor entendimento de problemas filogenéticos, incluindo inferências sobre a origem de plantas cultivadas, identificação do ancestral materno e paterno de híbridos e de espécies poliplóides, detecção de introgressão, e identificação do gênero progenitor de um outro isolado morfologicamente (DOWLING et al., 1990). O modelo de variação de seqüência de cpDNA ou outras seqüências baseia-se na proporcionalidade de acúmulo de mudança de seqüência em relação ao tempo, originalmente conhecida como relógio biológico (ZUCKERKANDL e PAULING, 1962). A análise de restrição do cpDNA em vários gêneros (RAINA e OGIHARA, 1994; LLACA et al., 1994; BADENES e PARFITT, 1995; TSUMURA et al., 1995; ZUNK et al., 1996; PROVAN et al., 1997) tem geralmente confirmado os agrupamentos derivados de classificações tradicionais, proporcionando um quadro mais claro e detalhado de informações.


O mtDNA de plantas é muito pouco estudado em comparação ao cpDNA. Aspectos da estrutura genômica, como tamanho do genoma, configuração e ordem gênica mudam extremamente rápido na mitocôndria de plantas, enquanto a seqüência primária do genoma é excepcionalmente lenta para mudar. A taxa de substituição de nucleotídeos é de três a quatro vezes menor que no cpDNA (PALMER, 1992). Portanto, a evolução estrutural do mtDNA de plantas parece muito maior do que no cloroplasto. Por outro lado, o mtDNA evolui mais lentamente do que os genomas do cloroplasto e nuclear quando as seqüências primárias são consideradas. Como no cpDNA, a herança maternal parece predominar no mtDNA das angiospermas.

Relógio molecular

Foi mostrado que devemos esperar que diferentes áreas do DNA evoluam a taxas diferentes. Agora consideremos outra possibilidade: a mesma área do DNA, por exemplo, um mesmo gene, em espécies diferentes, tenham a mesma taxa de evolução. Esta possibilidade é a base da hipótese do relógio molecular. Esta hipótese diz que assumindo que o mesmo gene evolui à mesma taxa em diferentes espécies, diferenças entre espécies diretamente refletem a época da especiação. 

Métodos de inferência da filogenia XE "Métodos de inferência da filogenia" 

Os métodos usados para determinar as diferenças entre as unidades de estudo dependem do número e tipo de características a serem comparadas. Características podem incluir diferenças morfológicas, ou diferenças em seqüências de DNA, genes ou seus produtos (proteínas). Uma árvore geralmente deve ser feita a partir da comparação de múltiplos caracteres. 

Existem dois tipos de análises utilizadas para o desenvolvimento de árvores filogenéticas. Os métodos fenéticos utilizam medidas de distância, que consolidam estatisticamente as diferenças entre os caracteres em um número. Uma matriz de distância entre todos os possíveis pares do grupo de estudo é criada, e árvores são desenvolvidas agrupando aqueles com menor diferença num fenograma.  

Os métodos cladísticos calculam árvores para cada caráter e então indicam a melhor árvore através da determinação daquela que requer menor número de mudanças (parcimônia) ou aquela mais provável estatisticamente (máxima verossimilhança). A idéia básica por trás da cladística é que membros do mesmo grupo compartilham uma história evolucionária comum, e são proximamente relacionados, mais com membros do mesmo grupo do que com outros organismos. Estes grupos são reconhecidos por compartilharem características únicas que não estão presentes num ancestral distante. O método de Máxima Verossimilhança avalia a hipótese da história evolucionária em termos da probabilidade de que um modelo proposto e a história hipotética originariam um conjunto de dados. A suposição é que a história com maior probabilidade de alcançar o estado observado é preferida à história com menor probabilidade. O método procura a árvore com maior probabilidade ou verossimilhança.

Métodos para construção das árvores filogenéticas XE "Métodos para construção das árvores filogenéticas"  

Construção de árvores filogenéticas a partir de dados de distância, utilizando agrupamento de pares não ponderados baseado na média aritmética (UPGMA).


UPGMA é o método mais simples de construção de árvores filogenéticas a partir de dados de distância. Ele foi desenvolvido originalmente para construção de fenogramas taxonômicos, ou seja, árvores que refletem similaridades fenotípicas entre táxons, mas pode também ser usado para construir árvores filogenéticas se as taxas de evolução forem aproximadamente constantes. UPGMA emprega um algorítmo seqüencial de agrupamento, no qual as relações são identificadas em ordem de similaridade, e a árvore é construída passo a passo. Primeiro, identifica-se entre todas as unidades estudadas as duas mais similares e aí trata como se fosse uma unidade. Subsequentemente, do resto do grupo identifica-se outra unidade com maior similaridade, e assim por diante. 

Explicação do método


Suponha a árvore seguinte que consiste de 6 táxons:
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As distâncias entre taxons são dadas pela matriz de distância seguinte: 

		 

		 A

		 B

		 C

		 D

		 E



		 B

		 2

		 



		 C

		 4

		 4

		 



		 D

		 6

		 6

		 6

		 



		 E

		 6

		 6

		 6

		 4

		 



		 F

		 8

		 8

		 8

		 8

		 8





O método agrupa o par de táxons com a menor distância, sendo A e B, que estão separados a uma distância de 2 unidades. O ponto de formação dos galhos é posicionado a distância de 2 / 2 = 1. Portanto, uma sub-árvore é construída como se segue:
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O primeiro agrupamento então é considerado um táxon(A,B) composto e sua distância com os outros táxons é calculada, como se segue:


dist(A,B),C = (distAC + distBC) / 2 = 4


dist(A,B),D = (distAD + distBD) / 2 = 6


dist(A,B),E = (distAE + distBE) / 2 = 6


dist(A,B),F = (distAF + distBF) / 2 = 8


Em palavras, a distância entre o táxon simples e o táxon composto é a média das distâncias entre o táxon simples e os constituintes do táxon composto. Então uma nova matriz de distância é calculada usando as novas distâncias e o ciclo é repetido: 

Segundo ciclo

		 

		 A,B

		 C

		 D

		 E



		 C

		 4

		 



		 D

		 6

		 6

		 



		 E

		 6

		 6

		 4

		 



		 F

		 8

		 8

		 8

		 8
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Terceiro ciclo
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 Quarto ciclo

		 

		 AB,C

		 D,E



		 D,E

		 6

		 



		 F

		 8

		 8
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Quinto ciclo

		 

		 ABC,DE



		 F

		 8





Embora o método leve a uma árvore não enraizada, UPGMA assume mesma taxa de evolução ao longo dos galhos da árvore, como modelo de evolução. O enraizamento teórico, portanto, fica equidistante de todos os táxons: dist (ABCDE),F / 2 = 4.
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Análise de Máxima Parcimônia XE "Análise de Máxima Parcimônia" 

Parcimônia implica que as hipóteses mais simples são preferíveis às mais complicadas. Como já foi dito, a parcimônia é um método baseado no estado do caráter que infere a árvore filogenética minimizando o número total de passos evolucionários para explicar um conjunto de dados. Os passos podem constituir na substituição de base do DNA numa seqüência ou perda de um sítio de restrição. 


O método de parcimônia procura todas as topologias possíveis para achar uma árvore adequada. No entanto, o número de árvores não enraizadas que tem que ser analisadas aumenta rapidamente com o número de táxons. O número de árvores enraizadas é dado por:


· Nr = (2n -3)!/(2exp(n -2)) (n -2)! 


O número de árvores não enraizadas para n táxons é dado por:


· Nu = (2n -5)!/(2exp(n -3)) (n -3)! 


Alguns resultados estão mostrados na tabela:


		 Número de OTUs

		 Número de árvores não enraizadas

		 Número de árvores enraizadas



		 2

		 1

		 1



		 3

		 1

		 3



		 4

		 3

		 15



		 5

		 15

		 105



		 6

		 105

		 945



		 7

		 954

		 10,395



		 8

		 10,395

		 135,135



		 9

		 135,135

		 34,459,425



		 10

		 34,459,425

		 2.13E15



		 15

		 2.13E15

		 8.E21





Este rápido aumento no número de árvores a serem analisadas pode tornar impossível a aplicação do método em conjuntos grandes de dados (SWOFORD, 1991)

Explicação do método


Um exemplo do método de máxima parcimônia para uma matriz de 4 seqüências de DNA é dado abaixo:

Seqüência 1  2  3  4  5  6  7  8  9  


  1       A  A  G  A  G  T  G  C  A  


  2       A  G  C  C  G  T  G  C  G  


  3       A  G  A  T  A  T  C  C  A  


4         A  G  A  G  A  T  C  C  G  


Para os 4 táxons existem 3 árvores não enraizadas possíveis. As 3 são então analisadas por meio da procura da seqüência ancestral e contando-se o número de mutações requeridas para explicar as respectivas árvores: 


(1) AAGAGTGCA         AGATATCCA (3)


           \4        2/               Número de mutações

            \    4   /


       AGCCGTGCG --- AGAGATCCG         Árvore I:   11


            /        \


           /0        0\ 


(2) AGCCGTGCG         AGAGATCCG (4)


(1) AAGAGTGCA         AGCCGTGCG (2) 


           \1        3/               


            \    5   /


      AGGAGTGCA --- AGAGGTCCG          Árvore II:  14


            /        \


           /4        1\ 


(3) AGATATCCA         AGAGATCCG (4) 


(1) AAGAGTGCA         AGCCGTGCG (2) 


           \1        3/               


            \    5   /


      AGGAGTGCA --- AGATGTCCG          Árvore III: 16


            /        \


           /5        2\ 


(4) AGAGATCCG         AGATATCCA (3)



A árvore I tem a topologia com o menor número de mutações e, portanto é a mais parcimoniosa.

A máxima parcimônia procura pela árvore mínima. Neste processo mais do que uma árvore pode ser encontrada. Para garantir que a melhor árvore será encontrada uma avaliação exaustiva de todas as topologias tem que ser feita. Entretanto, isto é impossível quando se tem mais do que 12 táxons a serem analisados. Alternativas:

“Branch and Bound”: é uma variação da parcimônia máxima, que garante achar a árvore mínima sem ter que avaliar todas as possíveis árvores. Desta forma um maior número de taxas pode ser avaliado. Ele realiza uma busca heurística inicial para obter uma árvore próxima do ótimo. O escore desta árvore será usado como limite superior para corte.

Procura Heurística (Heuristic searches): quando os dados contêm um número elevado de táxons, as árvores têm que ser avaliadas por meio de métodos heurísticos. Pode-se iniciar a procura heurística de modos diferentes: 1) adição passo a passo: é um método com adição passo a passo (“step-wise”) e rearranjo dos táxons. O processo inicia-se com três táxons. Em seguida, um táxon é adicionado. Cada uma das três árvores resultantes é avaliada e a que tem melhor escore é armazenada para a próxima adição. Não há garantia de que a árvore ótima seja obtida. 2) rearranjo dos ramos (“branch swapping”): envolve a mudança de ramos para novas partes da árvore produzindo novas topologias.   

Árvores de consenso XE "Árvores de consenso" 

Já que os métodos de máxima parcimônia podem resultar em mais do que uma árvore parcimoniosa, uma árvore de consenso deve ser criada.
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Método de máxima verossimilhança XE "Método de máxima verossimilhança" 


É um método de inferência filogenética que avalia a hipótese sobre a história evolucionária em termos da probabilidade de que o modelo proposto e a história hipotética dariam origem ao conjunto de dados observados. A suposição é que a história com maior probabilidade de atingir o estado observado é preferida à história com mais baixa probabilidade. O método procura pela árvore com maior probabilidade ou maior verossimilhança.


Explicação do método

O método de máxima verossimilhança avalia a probabilidade de que um modelo evolucionário escolhido tenha gerado as seqüências observadas. A filogenia é inferida achando-se as árvores com maior verossimilhança. 


Suponha as seqüências de nucleotídeos para 4 táxons:


           1         j       ....N


 (1)       A G G C U C C A A ....A       


 (2)       A G G U U C G A A ....A      


 (3)       A G C C C A G A A.... A      


 (4)       A U U U C G G A A.... C   


e deseja-se avaliar a verossimilhança da árvore representada pelos nucleotídeos do sítio j na seqüência:


         (1)          (2) 


           \          /               


            \        /


              ------


            /        \


           /          \ 


         (3)          (4) 


Qual a probabilidade de que esta árvore tenha sido gerada pelos dados presentes na seqüência, sob a visão do modelo escolhido? 


Já que a maioria dos modelos utilizados é reversível no tempo, a verossimilhança da árvore é geralmente independente da posição da raiz. Portanto, seria conveniente enraizar a árvore num nó arbitrário, como no exemplo, 

    C    C  A      G


     \  /   |     /


      \/    |    /


       A    |   /


        \   |  /


         \  | /


            A


Sob a hipótese de que cada sítio do nucleotídeo evolui independentemente (modelo de evolução Markovian), pode-se calcular a verossimilhança para cada local separadamente e combinar as verossimilhanças num valor total.  Para calcular a verossimilhança para o sítio j, tem que se considerar todos os cenários possíveis pelos quais os nucleotídeos presentes nas pontas da árvore possam ter evoluído. Então a verossimilhança para um local particular é a soma das probabilidades de todas as reconstruções possíveis de estados ancestrais, dado o modelo de substituição de bases. Neste caso, todos os nucleotídeos possíveis A, G, C, and T podem ocupar os nós (5) e (6), ou 4 x 4 = 16 possibilidades:


                 _                _


                |  C    C A      G |           


                |   \  /  |     /  |            


                |    \/   |    /   |


L(j) = Sum(Prob |    (5)  |   /    |)


                |      \  |  /     |


                |       \ | /      |


                |_       (6)      _|


Após a estimativa das probabilidades para o sítio j e considerando-se todos os nucleotídeos possíveis nos nós 5 e 6, o processo é repetido para todos os sítios até que todas as probabilidades tenham sido estimadas. Aceitando-se que todos os sítios evoluem independentemente, a estimativa da verossimilhança para toda a seqüência será igual ao produto das probabilidades de cada sítio. Isso é repetido para todas as árvores possíveis e aquela com maior verossimilhança será escolhida. Para um grande número de táxons torna-se impossível a procura devido ao grande esforço computacional. 

 


Como enraizar uma árvore filogenética? XE "Como enraizar uma árvore filogenética?" 

· A maioria dos métodos produz árvores não enraizadas. Portanto, olhando-se a árvore somente, é impossível dizer em que táxon começou a ramificação.


· Para enraizar uma árvore deve-se adicionar um grupo externo (“outgroup”) ao conjunto de dados. Um grupo externo é um táxon para o qual se tem informação que indica que o mesmo está ramificado fora daquele grupo a ser analisado. 

Algumas observações

· Não escolher um grupo externo muito distante do grupo a ser analisado. Isto pode resultar em erros topológicos porque os sítios podem ficar saturados de mutações; 


· Não escolher um grupo externo muito próximo do grupo a ser analisado, pois ele pode não ser um verdadeiro grupo externo; 


· A utilização de mais do que um grupo externo geralmente melhora a topologia da árvore estimada; 


· Na ausência de um grupo externo, o enraizamento pode ser posicionado no meio do caminho mais longo entre dois táxons, assumindo-se a mesma taxa evolucionária em todos os ramos.  


Como utilizar os programas de construção de árvores filogenéticas? XE "Como utilizar os programas de construção de árvores filogenéticas?" 


Para se ter uma idéia da consistência da topologia da árvore filogenética resultante, as observações abaixo devem ser seguidas:

· Aplicar mais do que um método de análise (distancia, máxima parcimônia, máxima verossimilhança) aos dados;

· Variar os parâmetros dos diferentes programas;  


· Quando estiver em dúvida, aplicar vários modelos evolucionários para construção das matrizes; 


· Adicionar ou remover um ou mais táxons e ver como isto influencia a topologia da árvore;  


· Incluir no mínimo um grupo externo para enraizamento da árvore; 


· Aplicar análises de "Bootstrap" ou "Jacknife" aos dados e preparar uma árvore consenso com 100 - 1000 replicas (dependendo do tamanho do conjunto de dados e da capacidade do computador). No caso da análise de bootstrap somente nós que ocorrem mais do que em 95% dos casos são confiáveis. 


Somente quando métodos bem diferentes produzem topologias similares ou idênticas apoiados por valores de bootstrap acima de 95%, as árvores filogenéticas podem ser consideradas confiáveis.

Limitações dos métodos descritos XE "Limitações dos métodos descritos" 

· Métodos baseados em distância não usam os dados originais, mas informação de distância derivada destes dados;  


· Métodos baseados em estado do caráter utilizam os dados originais, mas utilizam somente uma fração dos dados (somente sítios informativos).

Exemplos de utilização de marcadores moleculares em estudos filogenéticos XE "Exemplos de utilização de marcadores moleculares em estudos filogenéticos" 

Num estudo com espécies silvestres de arroz (BUSO et al, 2001) foram utilizados marcadores que amostram ao acaso regiões de diferentes taxas de mutação (RAPD) e regiões conservadas do genoma (análise de CAPS de cpDNA e mtDNA). Os resultados foram concomitantemente analisados fenética e cladisticamente. Duzentos e trinta acessos de Oryza foram utilizados numa seqüência de avaliações genéticas. Desses, cento e vinte e três distribuíam-se entre as espécies silvestres brasileiras de Oryza, que representam a maior amostra de Oryza americana já estudada. Inicialmente a citometria de fluxo, contagem cromossômica e marcadores RAPD genoma-específicos foram empregados para se verificar a classificação de ploidia e de espécies de todo o material. Cerca de 8% dos acessos foram reclassificados com base no uso conjunto destas metodologias. Em seguida esta amostra do gênero Oryza foi estudada para avaliar a diversidade genética e as relações filogenéticas de acessos silvestres de arroz coletados na América, África, Ásia e Oceania. Cladogramas e fenogramas foram em geral concordantes com as classificações disponíveis, baseadas em dados morfológicos e citogenéticos. No entanto, os resultados indicaram que a espécie americana diplóide, O. glumaepatula, deveria ser considerada uma espécie distinta, e não como uma forma americana da espécie O. perennis ou O. rufipogon, como é sugerido na literatura. Confirmou-se que as três espécies tetraplóides de genoma CCDD aparentemente constituem uma única espécie e não espécies distintas, como também é sugerido na literatura. Os dados indicam ainda que as tetraplóides americanas surgiram provavelmente de um evento único de poliploidização. Ficou evidente que o citoplasma mais próximo dos tetraplóides americanos é do genoma CC e não houve indicação de outra espécie diplóide próxima ao genoma CCDD, persistindo assim várias questões sobre a origem do genoma DD: se encontra-se extinto, ou talvez não tenha sido reconhecido, ou ainda não tenha sido coletado. 


Pela análise cladística, o grupo O. sativa constituiu o parente mais próximo de O. glumaepatula. No entanto, apesar da proximidade, os dados de polimorfismo de cpDNA permitiram estimar que a separação entre essas duas espécies ocorreu há 20 milhões de anos o que se aproxima da hipótese de Chang (1985), que considera que ancestrais das espécies modernas de Oryza se separaram com a divisão do continente de “Gondwanaland”. Esta estimativa concorda ainda com a hipótese de que as espécies americanas são derivadas de ancestrais provenientes da África no período terciário (de 66,4 milhões à 1.6 milhões de anos), quando os continentes assumiram progressivamente sua configuração atual (CHATTERJEE, 1951). Pela análise de cpDNA, estimou-se que a separação entre ancestrais de genomas CC e CCDD ocorreu também, há aproximadamente 20 milhões de anos.


CAPS de DNA de cloroplasto foi também utilizada no estudo da relação filogenética em Ananas e gêneros relacionados (DUVAL et al., 2003). Neste estudo foram utilizados 115 acessos representando sete espécies de Ananas e sete outras Bromelioideae incluindo o gênero monoespecífico  Pseudananas, dois Pitcairnioideae e um Tillandsioideae. As análises cladística e fenética deram resultados semelhantes confirmando alguns pontos polêmicos na classificação deste gênero. Confirmou-se a posição basal de Bromelia em Bromelioideae. Ananas e Pseudananas formaram um grupo monofilético, com três subgrupos. A maioria dos acessos de A. parguazensis constituem um grupo restrito ao Rio Negro e bacia do rio Orinoco. A. ananassoides mostrou-se muito próximo das espécies cultivadas, dando suporte à hipótese de que este é o ancestral silvestre do abacaxi domesticado. Os dados indicaram que o fluxo gênico é comum entre estas espécies. A comparação dos dados de cpDNA com dados publicados de DNA genômico apontam para a origem híbrida de A. bracteatus e apóia a autopoliploidia de Pseudananas. Os resultados e hipóteses surgidas deste estudo sugerem alguns pontos que devem ser reconsiderados na atual discussão sobre a taxonomia do gênero Ananas.
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