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Resumo

A ideia de desenhar e esquematizar a evolugdo biolégica por meio de arvores
filogenéticas provavelmente teve como ponto de partida o desenvolvimento do
sistema de classificagdo por Linnaeus, no século 18, dando origem a filogenia. O
estudo das relagdes evolutivas entre os organismos ha muito tem sido explorado pela
ciéncia e durante muito tempo estes processos foram analisados por meio de dados
morfolégicos e comportamentais. Nas ultimas décadas isto tem mudado
significativamente gracas ao desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e o
surgimento da filogenética molecular. A partir do ano de 2005, com o desenvolvimento
e democratizacdo de técnicas de sequenciamento de DNA conhecidas como
Sequenciamento de Nova Geragao (NGS), permitiu-se uma nova abordagem
de sequenciamento em larga escala acarretando um aumento exponencial do volume
de informagdes disponiveis sobre as caracteristicas genéticas dos organismos. A
capacidade que estas técnicas possuem para resolver questbes de grande
complexidade tem promovido as analises filogenéticas a ferramentas essenciais para
uma diversidade cada vez maior de areas de pesquisa. Sabidamente, o
processamento manual de um volume tdo grande de informagdes se torna inviavel,
surgindo dai a necessidade de desenvolvimento de ferramentas capazes de trabalhar
com grandes bancos de dados. Surge entdo dessa necessidade a bioinformatica, que
€ um campo interdisciplinar da ciéncia que combina areas como a biologia, ciéncia da
computacdo, estatistica, matematica e engenharia para analisar, interpretar e
processar dados bioldgicos. Este estudo apresenta uma revisdo narrativa sobre os
principais conceitos e metodologias aplicados a modelos evolucionarios e de
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Analises filogenéticas microbianas utilizando dados moleculares: uma revisdo (OO

reconstrugao filogenética, tendo como objetivo contextualizar e dar subsidios para um
melhor entendimento sobre os passos de uma analise filogenética a pesquisadores
que queiram utilizar esta ferramenta em seus estudos.

Palavras-chave: filogenética molecular; cladograma; relagées evolutivas; genes;
taxonomia.

Abstract

The idea of designing and scheming biological evolution through phylogenetic trees
probably started with the development of the classification system by Linnaeus in the
18th century, giving rise to phylogeny. The study of evolutionary relationships between
organisms has long been explored by science and for a long time these processes
were analyzed using morphological and behavioral data. In recent decades this has
changed significantly thanks to the development of molecular biology techniques and
the emergence of molecular phylogenetics. Beginning in 2005, with the development
and democratization of DNA sequencing techniques, known as New Generation
Sequencing (NGS), a new large-scale sequencing approach was allowed, leading to
an exponential increase in the volume of information available on the genetic
characteristics of organisms. The capacity that these techniques have to solve issues
of great complexity has promoted phylogenetic analysis into essential tools for an
increasing diversity of research areas. It is known that the manual processing of such
a large volume of information becomes unfeasible, hence the need to develop tools
capable of working with huge databases. From that need bioinformatics arises, which
is an interdisciplinary field of science that combines biology, computer science,
statistics, mathematics and engineering to promote proper analysis, interpretation and
processing of these biological data. This study presents a narrative review on the main
concepts and methodologies applied to evolutionary models and phylogenetic
reconstruction, aiming to contextualize and provide subsidies for a better
understanding of the steps of a phylogenetic analysis to researchers who want to use
this tool in their studies.

Keywords: molecular phylogenetics; cladogram; evolutionary relationships; genes;
taxonomy.

1. Introdugao

Em meados da década de 1960 o entomdlogo aleméo Willi Hennig propés
uma nova sistematica para o estabelecimento das relagdes de parentesco entre os
organismos que revolucionou a pratica classificatéria. Tendo como base principal a
teoria da evolugdo de Darwin e Wallace, e unindo uma objetividade metodoldgica a
perspectiva evolutiva, o método henningiano supunha que o0s organismos se
relacionavam genealogicamente uns com os outros e poderiam ser classificados de
acordo com o0 quéao recente era o seu ancestral comum. Mais tarde, o método de
Hennig foi denominado de sistematica filogenética e nos dias atuais é chamado de
cladistica .

A cladistica € baseada na ideia de que todos os grupos de uma arvore
filogenética devem ser monofiléticos. Isso significa que cada grupo deve incluir todas
as espécies que descendem de um unico ancestral comum. Para reconhecer um
grupo monofilético, deve-se identificar sinapomorfias, que sao caracteristicas
compartilhadas pelos membros desse grupo 2.
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Segundo Sakamoto®, para a construgdo destes cladogramas,
tradicionalmente utilizam-se dados mais acessiveis como caracteristicas morfologicas
e anatbmicas. Ja atualmente, gragcas ao desenvolvimento das técnicas moleculares
como o Sequenciamento de Nova Geracgéo (NGS), tém crescido a utilizagado de dados
moleculares como sequéncias de DNA como fonte de dados para os estudos
filogenéticos.

De acordo com Pinto 4, eventos genéticos como mutagdes, reorganizagéo de
genomas e recombinagdes sdo responsaveis pela biodiversidade e variabilidade
genética existentes atualmente. Destes eventos, somente as mutagbes sao
consideradas pelos diferentes métodos moleculares de inferéncia filogenética.

Para que os métodos de filogenética molecular possam ser executados de
maneira correta, deve-se considerar a similaridade entre os genes estudados e
assumir sua homologia, ou seja, suas semelhancas. Quando se comparam duas
sequéncias entre si, pode-se sempre calcular o grau de similaridade através da
contagem do total de nucleotideos idénticos entre elas. Quanto maior o grau de
similaridade, maior a possibilidade de que estas sequéncias sejam homologas *

Uma analise cladistica tem por finalidade a construcdo da representagcao
grafica das relagdes filogenéticas entre taxons de um determinado grupo por meio de
arvores, também chamadas de cladogramas, sendo esta arvore filogenética uma
hipotese acerca do relacionamento evolutivo entre um grupo de organismos °.

Conforme descrito por Buso © os métodos cladisticos possuem como
caracteristica o fato de indicarem, dentre as arvores calculadas para cada carater, a
que melhor representa-o. Entre os métodos utilizados para esta determinagao
podemos citar o método da maxima parcimonia, o método da maxima verossimilhanca
e a inferéncia bayesiana 3.

2. Conceitos basicos
2.1 O processo evolutivo: anagénese e cladogénese

Dentre as escolas de classificagdo baseadas em principios evolutivos, a
escola da Filogenética, ou Cladistica, tem ganhado forga nas ultimas décadas por
propor uma objetividade metodologica a perspectiva evolutiva. Os principios que
fundamentam a Cladistica sdo a anagénese e a cladogénese '. Mazzarolo 7 afirma
que o processo evolutivo pode ser definido como uma sequéncia de repeti¢des
intercaladas de dois sub-processos muito importantes: a anagénese e a cladogénese
logo, uma novidade evolutiva (Figura 1).

Anagénese
Tempo

Figura 1. Representagdo de um cladograma, com os possiveis eventos de anagénese e cladogénese
(Adaptado de Moutinho 8.
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A anagénese representa a parte do processo de evolugdo na qual as
caracteristicas de uma determinada espécie podem evoluir ao longo do tempo, ou
seja, corresponde a uma evolugdo progressiva com mudangas nas frequéncias
genéticas de uma populagédo inteira. Caracteriza-se por ser um processo que ocorre
apenas no nivel de espécie levando a uma alteragdo das caracteristicas de um ramo
filético sem, no entanto, levar a uma ramificacdo deste. Esse processo pode ser
decorrente de eventos como mutacdes, recombinagdes, selecao diferencial de
genotipos e deriva genética. A evolugédo conduzida pela anagénese muitas vezes é
dita como microevolugao °.

De maneira distinta, a cladogénese € o processo responsavel pela ruptura da
coesao inicial de um ramo filético, gerando dois ou mais ramos isolados, que passam
a evoluir independentemente. Nesses eventos, que representam processos
conhecidos como especiagao, ha uma interrupg¢ao do fluxo génico entre os individuos
das espécies descendentes. Os mecanismos que levam a diversificagdo das
categorias superiores a espécie na hierarquia taxonOmica constituem a
macroevolugédo 7.

2.2 Entendendo uma arvore filogenética

A grande Vvariabilidade genética e, consequentemente, a grande
biodiversidade existente atualmente, sdo frutos do acumulo de mudancgas ocorridas
no conteudo do DNA, as quais se denominam mutagdes. Através das mutagdes no
genoma, que sdo incorporadas e transmitidas ao longo das gerag¢des nas populagodes,
ocorre a evolugdo das espécies “.

De acordo com Beneti, Montesinos e Tarfino'®, ao longo do tempo, este
acumulo de mutagdes, torna as sequéncias de DNA de diferentes espécies
divergentes entre si em maior ou menor grau, embora continuem sendo homologas,
por apresentarem uma origem ancestral comum. Ainda segundo os mesmos autores,
diferengas entre as bases em posicdées homdélogas do DNA podem ser caracteres
indicativos que permitem gerar hipoteses de relagdes de parentesco entre as
especies.

Uma arvore filogenética nada mais é do que um grafo que representa as
relagbes evolutivas hipotéticas de ancestralidade entre organismos ou sequéncias
genéticas®. Um exemplo genérico de uma arvore filogenética pode ser observado na
Figura 2.
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Figura 2. Representagéo de uma arvore filogenética enraizada (Adaptado de Caldart et al. 5.

Segundo Monteiro e Ursi '", ao observar-se esta representagio, nota-se que
a raiz da arvore representa a linhagem ancestral, e as terminagbes das ramificagdes,
ou nds terminais, representam os descendentes desse ancestral. Portanto, conforme
se caminha da raiz para as pontas se esta progredindo no tempo. Os nés terminais
sdo denominados unidades taxondémicas operacionais (OTUs) e representam os
dados amostrais que foram utilizados para a construgdo da arvore. Quando se
trabalha com filogenia molecular, sdo as sequéncias de nucleotideos ou proteinas que
estdo nas pontas das ramificagoes 3.

O enraizamento de uma arvore € um processo muito importante, pois, em
arvores nao enraizadas, nao é possivel identificar qual n6 representaria o ancestral
comum das demais sequéncias. Para realizar o devido enraizamento deve-se,
obrigatoriamente, incluir na analise filogenética um grupo externo, que deve ser
formado por uma ou mais OTUs que estdo distantemente relacionadas as OTUs de
interesse na analise. Ao escolher um grupo externo, deve-se ter em mente que este
nao pode estar relacionado ao grupo interno nem de forma muito distante nem de
forma muito préxima, pois isto prejudicaria, respectivamente, a topologia da arvore e
a representatividade do grupo externo. A utilizagdo de mais de um grupo externo &
uma opgao para a melhoria da topologia da arvore *.

Os eventos evolutivos podem ser aqueles de especiagdo, caso a OTU seja
populacao, ou aqueles de duplicagao de genes, caso a OTU seja um gene ou proteina,
e sdo representados na arvore através dos nds internos. Os nés representam eventos
de divergéncia ou divisdo de um unico grupo em dois grupos descendentes e indicam
o ancestral comum mais recente de todos os grupos que se originam desse ponto de
ramificagdo. Os nés internos de uma arvore filogenética dao origem aos ramos que,
dependendo da forma de seus arranjos podem definir diferentes grupos 2.

Quando da analise do relacionamento entre as OTUs de um cladograma, duas
OTUs serao mais relacionadas entre si quando tiverem um ancestral comum mais
recente e menos relacionadas se tiverem um ancestral comum menos recente. Para
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se encontrar o ancestral comum mais recente de qualquer par ou grupo de OTUs
basta iniciar a analise pelas extremidades dos ramos onde estdo os alvos da
comparagao e voltar pelos ramos da arvore até encontrar o ponto em que as linhas
das espécies convergem '3,

Conforme Sakamoto 3, uma distingdo importante que se deve fazer é acerca
dos conceitos de arvore de espécie e arvore de gene. Enquanto a arvore de espécies
representa uma arvore de um conjunto de espécies, possuindo uma topologia
verdadeira, refletindo os eventos evolutivos ocorridos nas espécies em analise, a
arvore de genes representa um conjunto de genes homoélogos, inferidos a partir de
dados moleculares, demonstrando um evento especifico na evolugéo dos genes.

Deve-se ter em mente que uma arvore de gene demonstra um evento
especifico na evolugdo daquele gene em questado e que cada gene por si s6 pode
contar diferentes historias evolutivas para as espécies em analise. Logo, pode haver
discordancia entre as arvores inferidas pela analise de diferentes genes assim como
entre a arvore de gene e a arvore de espécie. Uma forma de se construir arvores de
espécies mais confiaveis, a partir da analise de genes, € a utilizagdo de multiplos
genes dentro de uma analise conjunta 4.

2.3 Construindo uma arvore filogenética com dados moleculares
2.3.1 Selecionando os dados moleculares

Os marcadores moleculares sao sequéncias de DNA que revelam variagcoes
entre individuos geneticamente relacionados através da identificacdo de
polimorfismos. A sele¢do do melhor marcador a ser utilizado dependera dos objetivos
da analise ©.

Para complementar, Buso ¢ afirma que para a construgdo de inferéncias
filogenéticas por meio de comparagdes entre sequéncias de DNA deve-se utilizar
sequéncias de genes homologos, ou seja, genes que, por conta da sua ancestralidade
em comum, apresentem alto grau de similaridade. Quando uma determinada
caracteristica € herdada de um ancestral comum tem-se o0 que € denominado de
homologia. Conforme Caldart et al. °, genes homologos compartilhados por diferentes
espécies que se originaram de um ancestral comum, sem duplicagao ou transmissao
horizontal, sdo chamados ort6logos.

Quando se analisam relagées em niveis inferiores, como espécies e géneros,
deve-se dar preferéncia aos marcadores de rapida evolugdo. Para questionamentos
em niveis taxonémicos elevados como familias e filos recomenda-se a utilizacado de
marcadores de evolugdo lenta. Ja quando se deseja estudar as relagdes filogenéticas
em diferentes niveis taxondmicos em uma analise conjunta, deve-se utilizar mais de
um marcador molecular com diferentes taxas de divergéncia °.

Quando se tem por objetivo o estudo da diversidade das comunidades
microbianas, frequentemente utilizam-se analises de uma regido conservada do
genoma bacteriano denominada 16S rRNA (gene 16S rRNA). O gene 16S rRNA
codifica para a subunidade ribossémica menor, que € parte do sitio de ocorréncia da
sintese protéica, estando presente em todas as bactérias. Esse gene se caracteriza
por apresentar alto nivel de conservagao ao longo da evolugdo podendo ser utilizado
como marcador das relagdes evolutivas dos microrganismos 5.

De acordo com Amann, Ludwing e Schleifer '8, caracteristicas como, grande
quantidade de rRNA na maioria das células, aparente falta de transferéncia lateral de
genes, comprimento adequado (cerca de 1500 nucleotideos) e, principalmente, a
disponibilidade de robustos bancos de dados publicos, contribuiram muito para que o
gene 16S rRNA tenha se tornado opg¢ao recorrente em estudos filogenéticos.
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2.3.2 Conhecendo o gene 16S rRNA

O ribossomo € constituido de duas subunidades n&o idénticas, sendo uma
subunidade menor (30S) e uma subunidade maior (50S). A subunidade menor
consiste em uma molécula de 16S rRNA e 21 proteinas diferentes, enquanto que a
subunidade maior contém uma molécula de 5S rRNA, uma molécula de 23S rRNA e
31 proteinas diferentes .

Como se pode observar na Figura 3, uma caracteristica importante que o gene
16S rRNA possui, que o torna util na determinacéo de relagdes filogenéticas, é que
ele é constituido por regides de sequéncias conservadas intercaladas com sequéncias
variaveis que incluem 9 regides hipervariaveis (V1-V9) 8.

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

DR

Figura 3. Representagao conceitual do gene 16S rRNA com regibes conservadas (cinza claro) e
hipervariaveis (cinza escuro) (Adaptado de Singer et al. '9).

Segundo Machado 2%, estas regibes varidveis podem ser usadas para se
estabelecer relagcbes evolutivas entre dois individuos muito proximos, como cepas
dentro de espécies particulares, ao passo que as regides conservadas podem ser
usadas para elucidar relagdes mais antigas como a identificagao de espécies.

2.3.3 Alinhando as sequéncias de nucleotideos

O principal objetivo para a construgdo de um cladograma, utilizando
sequéncias de nucleotideos de organismos de interesse, é o de propor uma hipdtese
filogenética para o grupo. Estas sequéncias de nucleotideos podem ser geradas por
analises durante o estudo em questao ou serem obtidas de bancos de dados, devendo
ser sistematizadas em uma Unica matriz de dados °.

Segundo Caldart et al. °, o primeiro pa sso para a organizagédo destes dados
€ a realizacdo do alinhamento entre estas sequéncias, permitindo, desta forma, a
comparagao entre os sitios homologos das bases presentes nas mesmas. A Figura 4
apresenta uma matriz a partir do software Mega com as sequéncias dispostas nas
linhas e os sitios nas colunas.

DNA Sequences Translated Protein Sequences

Species/Abbrv

1. EU728750.1 Megasphaera elsdenii

2. KX021300.1 Megasphaera hexanoica strain MH

3. JX424772.1 Megasphaera massiliensis strain NP3

4. DQ223730.1 Megasphaera paucivorans strain VTT E-032341
5. MG811574.1 Megasphaera stantonii strain AJH120

Figura 4. Comparagao de sequéncias homologas. (Fonte: Autores).

Durante o alinhamento de regides homologas pode-se identificar a existéncia
de substituicdes de nucleotideos (cinza claro) e de alguns eventos evolutivos como
inser¢des ou delegdes de nucleotideos nas sequéncias (cinza escuro).

Embora esses eventos possam ser identificados, é dificil saber se uma das
sequéncias ganhou o nucleotideo ou se a outra sequéncia o perdeu. Devido a esta
incerteza, estes eventos, denominados “indels”, sdo normalmente representados por
um traco na matriz. Estes tracos, denominados gaps, séo adicionados nas sequéncias
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com a finalidade de ajustar o alinhamento entre sitios idénticos ou similares,
minimizando a diferenga entre eles °.

A obtengao dos alinhamentos corretos entre as sequéncias nucleotidicas &
crucial para a construcdo de uma arvore filogenética confiavel. Este alinhamento é
conseguido através da utilizagdo de programas de computadores que usam
algoritmos particulares que comparam a similaridade entre as sequéncias, alinhando-
as a partir das que apresentam maior similaridade adicionando as outras sequéncias
progressivamente 4.

2.3.4 Métodos de inferéncia da arvore filogenética

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para a constru¢cao de uma
arvore filogenética e cada um deles possui suas particularidades. Tendo em mente
que a arvore filogenética que sera construida a partir do alinhamento de sequéncias
de nucleotideos € uma inferéncia, ela pode ou n&o coincidir com a arvore filogenética
verdadeira .

Horiike 2! cita que podemos separar os métodos de inferéncia de arvores
filogenéticas em dois grupos principais, de acordo com o tipo de dados que s&o
utilizados para a inferéncia, sendo eles os métodos baseados em matrizes de
distancia e os métodos baseados em estados de caracteres.

De acordo com Gainett, Dias e Montesino ??, os métodos baseados em
distancias buscam reconstruir as relagbes filogenéticas em fungdo da medida de
dissimilaridade entre os pares de sequéncias presentes no alinhamento. As
sequéncias sdo comparadas par a par e a distancia global entre os taxons € estimada
matematicamente. Estes métodos tém por caracteristica serem computacionalmente
rapidos e gerarem apenas uma arvore. Sao exemplos deste tipo de metodologia o
método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA) e o método de agrupamento de
vizinhos (NJ) 3.

Métodos de distancia em geral ndo apresentam robustez e podem de maneira
frequente gerar arvores nado confiaveis. Atualmente estes métodos ndo sao
considerados como os ideais para se estimar filogenias, embora, sejam uteis em
outros contextos 2.

Ja os métodos que utilizam algoritmos baseados em estados de caracteres,
trabalham gerando e avaliando inumeras topologias hipotéticas de arvores
filogenéticas e, através de um sistema de pontuagéo, escolhe aquela que melhor se
ajusta aos dados do alinhamento. Atualmente estes métodos tém sido os mais
utilizados em estudos filogenéticos e, entre os métodos que utilizam esta abordagem,
pode-se citar o método da maxima parcimbnia (MP), o método da maxima
verossimilhanga (MV) e a inferéncia bayesiana (IB) ©.

Vale destacar que a escolha do meétodo, assim como dos programas
computacionais, € um processo que depende dos objetivos do autor, ndo existindo um
método ou programa mais ou menos indicado. No entanto, a comparagédo entre
arvores obtidas por diferentes métodos de inferéncia ndo deve ser realizada, visto que
seus pressupostos analiticos ndo sdo equiparaveis 2.

Na tabela 1 estdo listados os principais métodos de inferéncia de arvores
filogenéticas e os softwares mais utilizados para a realizagdo desses procedimentos.
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Tabela 1. Lista de métodos para inferéncia de arvores filogenéticas

Método Grupo Algoritmo Software

Agrupamento para a menor

UPGMA Matriz de distancia e a . MEGA 7
distancia evolutiva
. A Agrupamento para o menor PHYLIP, Clustal X,
N Matriz de distancia comprimento total da ramificagao MEGA 7

Busca pela arvore com menor
MP Estado de caracteres numero total de alteragdes no PHYLIP, MEGA 7
estado do caractere

. PHYLIP, PhyML,
Busca pela arvore com

MV Estado de caracteres maior brobabilidade RAXML, FastTree,
P MEGA 7, TOPALi v2
IB Estado de caracteres Busca pela arvore com maior MrBayes, TOPALi v2

probabilidade posterior

UPGMA, método da média aritmética ndo ponderada; NJ, método de agrupamento de vizinhos; MP,
método da maxima parcimoénia; MV, método da maxima verossimilhanca; 1B, inferéncia bayesiana.
Adaptado de Horiike 2'.

Método da média aritmética ndo ponderada (UPGMA)

O método UPGMA 2 ¢ o método original usado para reconstruir arvores
filogenéticas usando matriz de distancia evolutiva. Segundo Buso € o agrupamento é
feito procurando-se, entre todas as OTUs estudadas as duas com a menor distancia
evolutiva na matriz de distancia. O cluster recém-formado substitui as OTUs que
representa na matriz de distancia e sao calculadas as distancias entre o cluster recém-
formado e cada uma das OTUs restantes. Este processo € repetido até que todas as
OTUs estejam agrupadas.

De acordo com Horiike 2! o grande demérito da metodologia UPGMA ¢é que
esta assume que a taxa evolutiva do n6é das duas OTUs em cluster para cada uma
das duas OTUs seja idéntica, logo, todo o processo se baseia na pressuposi¢cao de
que a taxa evolutiva é igual em todos os ramos, 0 que na maioria das vezes nao é
verdadeiro.

Método de agrupamento de vizinhos (NJ)

O método NJ ?* baseia-se na busca de pares de OTUs vizinhas que
minimizem o comprimento total de ramificacdo, e consequentemente da arvore, em
cada estagio do agrupamento de OTUs. Este método ndo se preocupa em agrupar as
OTUs mais proximamente relacionadas mas sim em inferir o menor ramo possivel.

De acordo com Pinto 4, o algoritmo se inicia com uma arvore semelhante a
uma estrela, sem ramos internos. No primeiro momento, introduz o primeiro ramo
interno e calcula o tamanho da arvore resultante. O algoritmo continua ligando os
possiveis pares de OTUs e, no final, junta o par que leva a menor arvore. O processo
€ assim repetido sempre juntando dois pares vizinhos de OTUs baseando-se no
menor ramo interno possivel.

O mérito do método NJ é que ele é rapido sendo, portanto, pratico para
analises que contenham um grande conjunto de dados. Caso o numero de taxons nao
seja grande, outros métodos que ndo se baseiam na distancia evolutiva substituem o
método NJ. Sabe-se também que a precisdo do método NJ € menor no caso de
sequéncias de DNA muito curtas 2'.
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Método da maxima parcimoénia (MP)

A MP é a pioneira dos métodos baseados em caracteres e foi desenvolvido
por Henning 25 usando dados morfoldgicos, sendo mais tarde adaptada para a
utilizagéo de dados de nucleotideos por Fitch 2. A MP baseia-se no conceito de que
as hipdéteses mais simples sdo mais adequadas do que as mais complexas. O
algoritmo busca, dentre as diferentes topologias possiveis das arvores, encontrar
aquela que, para um grupo de sequéncias alinhadas, possa ser explicada com o
minimo de substituicbes de caracteres. Este processo é feito através do calculo da
probabilidade da esperancga de cada nucleotideo no n6 ancestral 3.

Para Horiike 2" a principal desvantagem da MP é o fato dela supor que um
caractere comum seja obrigatoriamente de um ancestral comum, o que acaba por
subestimar a divergéncia real entre taxons distantemente relacionados.

Método da maxima verossimilhanga (MV)

O método MV é um método estatistico baseado em caracteres capaz de inferir
um grande numero de arvores diferentes e estimar, para cada uma delas, a
probabilidade de representarem a arvore filogenética verdadeira 2’. Este processo é
realizado através de calculos que utilizam modelos de substituicdo sendo que, o
algoritmo determinara a arvore que apresenta maior valor de probabilidade, ou seja,
supde-se que a inferéncia com maior probabilidade de refletir os dados observados é
preferivel aquela com menor probabilidade ©.

Gainett, Dias e Montesinos 22 cita que esse método se destaca por incluir
modelos evolutivos previamente conhecidos, o que maximiza o conhecimento da
realidade e aumenta consideravelmente a possibilidade de optar-se por aquela arvore
que represente de maneira mais fiel o processo evolutivo dos dados observados. A
maior desvantagem deste método segundo Pinto 4, é que, quanto maior for o nimero
de sequéncias incluidas na analise, maior sera o tempo e a atividade computacional
requeridas para executa-la, o que muitas vezes pode tornar o método inviavel.

Inferéncia bayesiana (IB)

Desde que o reverendo e estudioso Thomas Bayes propbés o seu
teorema no século XVIII, os métodos bayesianos sao largamente utilizados em uma
série de estudos. A IB comecou a ser utilizada com maior frequéncia em estudos de
Sistematica Filogenética somente a partir da década de 1990 2.

A IB é um método de estado de carater que se baseia em probabilidades
posteriores sob o melhor modelo estimado, a fim de fornecer um conjunto de arvores
filogenéticas plausiveis que permite a escolha daquela que possui maior
probabilidade. Para isso, este método utiliza um conjunto de observagdes, um modelo
de evolugdo para essas observacdes e as demais probabilidades associadas, que
devem ser previamente estabelecidos (priors). As probabilidades posteriores e as
diferentes topologias que a arvore pode assumir sdo obtidas utilizando-se o algoritmo
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) 3.

De acordo com Horiike 2!, a abordagem bayesiana tornou-se um dos métodos
mais utilizados atualmente devido aos avangos na velocidade e capacidade de
processamento computacional. Mesmo assim a IB enfrenta algumas criticas
relacionadas principalmente aos priors e ao possivel impacto negativo que podem
ocasionar no resultado geral da analise se estes forem estabelecidos de maneira
inadequada.
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2.3.5 Teste de Confianga em Topologias

Deve-se ter em mente que o processo de reconstrugdo filogenética se
caracteriza por ser uma inferéncia, uma estimativa pontual da filogenia, ou seja, ndo
se tem plena certeza de quao robustos sdo os dados que dao suporte as relagdes
evolutivas representadas no cladograma. Desta forma, faz-se necessaria a avaliagao
da confianga no suporte de cada no da topologia escolhida °.

O método mais comumente empregado para esta finalidade € conhecido
como bootstrapping %¢. De acordo com Pinto # a analise bootstrap é uma técnica que
estima os erros estatisticos em ocasides em que ndo se conhece a distribuigdo na
amostra original ou esta é de dificil derivagdo analitica mediante repeticdo da analise
filogenética sobre réplicas do alinhamento original.

Para cada dado de alinhamento artificial, uma réplica da arvore é construida
e a propor¢ao de cada ramificagao interna para todas as arvores artificiais € calculada.
Apos este processo realiza-se uma comparacao entre cada uma das réplicas e a
arvore original, sendo que o valor de bootstrap obtido (Figura 5) corresponde ao
percentual de vezes em que os grupamentos das arvores artificiais coincidem com os
da arvore original 2.

NR_028868.1_Succinispira_mobilis_strain_19gly1
—E
AF473835.1_Acidaminococcus_intestini_strain_ADV_255.99

99

AB818385.1_Sporomusa_intestinalis

82 NR_114884.1_Propionispora_hippei_strain_KS

DQ223731.1_Pectinatus_haikarae_strain_VTT_E-88329
—| 83
AY685141.1_! rumi i

_isolate_L14

100

KT006901.1_Veillonella_caviae_strain_NAU-148

NR_041895.1_Dialister_micraerophilus_DSM_19965_strain_ADV_04.01

AF473834.1_Megasphaera_micronuciformis_strain_AIP_412.00

DQ223730.1_Megasphaera_paucivorans_strain_VTT_E-032341

L37040.1_Megasphaera_cerevisiae

KX021300.1_Megasphaera_hexanoica_strain_MH

MT905219.1_Megasphaera_hominis_strain_NSJ-59

JN713287.1_Anaeroglobus_geminatus_canine_oral_taxon_119

MG811574.1_Megasphaera_stantonii_strain_AJH120

JX424772.1_Megasphaera_massiliensis_strain_NP3

MN988860.1_Megasphaera_indica_strain_GS78Y
100

AY038996.1_Megasphaera_elsdenii_strain_YJ-4
98
KT006903.1_Megasphaera_elsdenii_strain_NAU-150

KF156792.1_Butyrivibrio_fibrisolvens_strain_YE44

0.2
Figura 5. Exemplo de uma arvore filogenética com valores de bootstrap (Fonte: Autores)

Ainda nao existe um consenso sobre o valor minimo aceitavel da proporgao
de bootstrap, mas pode-se dizer que quanto maior for a propor¢ado maior sera a
confianga na topologia daquele né. Trabalhos como os de Zharkikh e Li ?° e Hillis e
Bull 3° concluiram que um ponto de corte razoavel seria de 70%. Ja segundo Horiike
21 empiricamente, quando o valor de bootstrap é igual a 90% ou mais, o ramo interno
pode ser considerado confiavel.
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4. Conclusao

E inegavel que haja crescente importancia na utilizagéo de dados moleculares
como fonte de informacgdes para a construgéo de inferéncias filogenéticas. O numero
de sequéncias génicas depositadas em inumeros bancos de dados aumenta a cada
dia e mesmo microrganismos que ainda ndo foram cultivados pelos métodos
tradicionais possuem informag¢des moleculares disponiveis. Este cenario abre
caminho para uma infinidade de possibilidades de estudos e analises. Porém, o
conhecimento das ferramentas de processamento e interpretacdo desses dados é
vital para o sucesso de todo este processo.

Muito se engana aquele que pensa que a inferéncia filogenética é um
processo simples que pode ser resumido a apenas alguns comandos computacionais.
Deve-se ter em mente que, na construgdo de arvores filogenéticas, todas as agdes
necessitam ser muito bem planejadas e avaliadas, desde a escolha do grupo a ser
estudado e do melhor método de inferéncia, até a definigdo de quais algoritmos e
programas estardo envolvidos nas analises, tendo como objetivo principal obter
hipéteses que expliquem, de forma coerente e precisa, as evidéncias observadas.
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