Evidéncias da evolucao:
filogenia molecular

Meta da aula

Apresentar e desenvolver os conceitos e
métodos utilizados na filogenia molecular.

Esperamos que, ap6s o estudo do contelido desta
aula, voceé seja capaz de:

* Definir filogenia e sistematica molecular.

e Listar métodos para inferir relagdes de
ancestralidade entre um grupo de seqtiéncias
alinhadas.

Pré-requisitos

Para acompanhar esta aula, é importante que vocé reveja

os conceitos de Filogenia, Taxonomia e Biogeografia (Aulas
3,4 e 17 da disciplina Diversidade dos Seres Vivos); estude
novamente o impacto da Sistemética Filogenética (Aula 13 da
disciplina Grandes Temas em Biologia); e, principalmente, releia
as Aulas de 2 a 11 da disciplina Introdugéo a Zoologia.
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INTRODUCAO

SISTEMATICA
MoOLECULAR

E a deteccdo, descrigio e
explicacdo da diversidade

bioldgica em nivel
molecular; ela analisa
tanto a variagdo que
ocorre entre as espécies
quanto a que ocorre
dentro das espécies.

MaRcADOR
GENETICO OU
MARCADOR
MOLECULAR

£ um DNA polimérfico
ou a seqiiéncia de uma
proteina derivada de
uma unica localizagio
cromossdmica (loco),
usado no mapeamento
genético e na
identificagdo individual

ou de determinado tédxon.

FILOGENIA

E a histéria evolutiva
de populagdes de

organismos relacionados.
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Nesta aula, vamos falar sobre as interacdes entre as disciplinas Evolucao, Biologia
Molecular, Genética de Populaces e Filogenia Molecular. Vocé vai aprender a
utilizar sequiéncias de nucleotideos ou aminoacidos como caracteres para estimar

relacdes entre organismos, ou em outras palavras, para construir filogenias.

A LIGACAO ENTRE SISTEMATICA MOLECULAR, FILOGENIA
MOLECULAR E EVOLUCAO

A SisTEMATICA MoLECULAR é uma disciplina que utiliza MARCADORES

GENETICOS para inferir processos e FILOGENIAS populacionais.

Volte a Aula 8 desta disciplina e reveja com detalhes o papel dos marcadores
moleculares no estudo da evolugéo!

O estudo da Evolu¢ao Molecular envolve duas grandes 4reas:

* Area 1 = Evolucio das macromoléculas. Investiga as taxas
e padroes de mudanca do material genético (seqiiéncias
de DNA) e dos produtos por ele codificados (proteinas)
no tempo evolutivo, além dos mecanismos responsaveis
por essas mudangas;

e Area 2 = Reconstrugio da histéria evolutiva dos genes
e organismos, Filogenia Molecular ou Filogenética
Molecular. Investiga a histéria evolutiva dos organismos
e das macromoléculas, segundo inferéncia a partir de
dados moleculares.

As dreas 1 e 2 sio fortemente relacionadas: o conhecimento
filogenético é essencial para a determinac¢do da ordem das mudancas nos
caracteres moleculares estudados, o que caracteriza, geralmente, o primeiro
passo na inferéncia causal da mudanga; o conhecimento acerca do padrio
e da taxa de mudanga de uma dada molécula é crucial para as tentativas

de reconstruc¢do da histéria evolutiva de um grupo de organismos.
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Figura 23.1: Moléculas utilizadas na constru¢do de filogenias moleculares e exemplo de uma arvore filogenética.

Arvore filogenética. A representacdo grafica de reconstrucio filogenética
geralmente é constituida em forma de “arvore”, com uma topologia especifica,
seja ela enraizada ou n&o. Vocé ja viu o conceito de arvore filogenética em
diversos momentos do seu curso de Biologia! A primeira vez foi na Aula 11 de
Grandes Temas em Biologia. Volte a Aula 2 desta disciplina e reveja, também,
a Aula 17 de Diversidade dos Seres Vivos. As caracteristicas gerais de uma
arvore filogenética serdo apresentadas a seguir.

& noé externo — ramo interno

‘ no interno — [AMO externo

Figura 23.2: Componentes de uma arvore filogenética.
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A disciplina Evolu¢ao Molecular soma os dados empiricos gerados
pelas técnicas de Biologia Molecular com a fundamentagio teérica da
disciplina Genética de Populagdes.

A andlise das moléculas, principalmente DNA e proteinas, cria
um substancial banco de dados comparativos que constitui a matéria-
prima para os estudos da disciplina Evolu¢cao Molecular. Esta matéria
¢ responsavel por avaliar taxas, processos e limitacdes da mudanga
molecular através do tempo.

A Sistemdtica Molecular inclui ambas as variagdes intraespecificas,
que constitui o campo de trabalho da Genética de Populagoes; e a
diversidade interespecifica, que é, tradicionalmente, o campo de trabalho
da Filogenética.

O uso de genealogias alélicas, baseado na taxa de substitui¢do
de nucleotideos, torna possivel predizer os efeitos da deriva genética,
mutacdo, migragio e sele¢io, em tempos predeterminados, como na

ancestralidade comum de determinados alelos.

ATIVIDADE 1

‘ Em que se diferencia a Filogenética da Filogenética Molecular?

CARATER E
CARACTERES
(PLURAL)

4o longo desta aula, RESPOSTA COMENTADA
vamos utlhzar este termo

para os tragos distintivos Ambas as disciplinas utilizam caracteres para inferir relacées de
gerados no estudo de ancestralidade entre tdxons. A Filogenética Molecular difere apenas
filogenias. Na verdade,

essa palavra é traduzida
do inglés character e ¢ gerados pela andlise de moléculas de proteinas e dcidos nucléicos.
bastante utilizada na

literatura especializada, - ;
em portugues. embr/o/églcos etc.

quanto do tipo de caracteres que utiliza, ou sejq, ela dispée de dados

A Filogenética cldssica utiliza caracteres morfoldgicos, ecoldgicos,
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HISTORICO E EVOLUGCAO DA SISTEMATICA MOLECULAR E
DA BIOLOGIA MOLECULAR

No século XVIII, Carolus Linnaeus ou Carl Linné (veja a Aula
9, Introdu¢do a Zoologia) estabeleceu um critério para a descri¢do e
categorizagdo da diversidade bioldgica. Esse sistema hierdrquico era
inicialmente independente da Teoria Evolutiva; alguns dos primeiros
evolucionistas, como George-Louis Leclerc, o Comte de Buffon (veja
a Aula 13, Introduc¢do a Zoologia), se opunham ao Sistema Lineano
e ao essencialismo aristoteliano nele embutido. No entanto, o Sistema
de Linnaeus prevaleceu e os evolucionistas posteriores, como Jean-
Baptiste Lamarck, Charles Darwin (veja a Aula 3, Evolucdo) e Ernst
Heirich Haeckel (veja a Aula 7, Introducdo a Zoologia), simplesmente
adaptaram o sistema para produzir uma classificacio baseada nas
relagdes filogenéticas.

Os primeiros esfor¢os para reconstruir a historia filogenética eram
baseados em poucos critérios objetivos, e as estimativas de filogenia eram pou-
co mais que suposi¢des plausiveis, geradas por peritos em grupos taxondmicos
particulares. Durante a maior parte da primeira metade do século XX, os
sistematas estavam mais envolvidos com problemas de espécies, especiagcao
e variagdo geografica do que com problemas de filogenia.

Essa situacdo comecou a mudar durante as décadas de 1930,
1940 e 1950, por meio do esfor¢o de pesquisadores, como o botinico
Walter Zimmermann e o zo6logo Willi Hennig (veja a Aula 2,
Introducdo a Zoologia). Eles comecaram a definir métodos objetivos
para a reconstrugdo da histéria evolutiva, com base em caracteres
compartilhados por organismos vivos e fosseis.

Na década de 1960, esses métodos foram refinados e transformados
em critérios explicitos para a estimativa de filogenias. Vdrios algoritmos
baseados nesses critérios foram implementados em programas de
computador, 0 que permitiu a andlise de um grande e complexo conjunto de
dados. Os tltimos 30 anos continuaram a representar avangos conceituais
e operacionais na estimativa de filogenias, assim como na andlise de
mudangas microevolutivas; agora, os estudos de filogenia ndo mais se
limitam a aplicacoes na classificagdo bioldgica. Na verdade, estudos de
filogenia permearam quase todas as subdisciplinas da Biologia, e bidlogos
comparativos de todos os tipos reconhecem a importancia de métodos

filogenéticos na interpreta¢io de padrdes e processos bioldgicos.

CEDERJ
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Figura 23.3: Eletroforese
em gel de amido: preparo
do gel; aplicagdo, em um
corte na origem do gel,
de pequenos recortes de
papel-filtro embebidos
nas amostras; apds a cor-
rida, corte do gel em fatias
para ensaio enzimatico.
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O século XX teve duas grandes eras em relacio as moléculas: a Era
das Proteinas e a Era do DNA. A Era das Proteinas teve seu climax na
década de 1960, enquanto a Era do DNA viveu o apogeu nas décadas de
1980 e 1990. Mais recentemente, temos vivido, na Biologia Molecular,
as Eras da Gendmica e da Protedmica.

Na década de 1950, os estudos evolutivos incorporaram os métodos
do seqiienciamento de proteinas, andlise de padrdes de fragmentos
tripticos, eletroforese em gel de amido e técnicas imunoldgicas mais
apuradas. Poucos anos depois, Frederick Sanger e colaboradores (1953)

determinaram a primeira sequiéncia completa da proteina insulina.

Eletroforese em gel de amido

Desde a origem do gel de eletroforese de amido, da visualizacao histoquimica
das enzimas nos géis e dos estudos classicos de H. Harris, J. L. Hubby e R. C.
Lewontin (veja Aula 8, Evolu¢do), uma importante revolucdo ocorreu no
entendimento de processos micro e macroevolutivos. A eletroforese de
proteinas — migra¢do de proteinas sob influéncia de um campo elétrico
— é um dos métodos mais baratos e eficazes na investigacdo de fendmenos
genéticos no nivel molecular.

Varias investigacdes de variabilidade genética em popula¢des naturais, fluxo
génico, hibridizagao entre espécies, reconhecimento de limites entre espécies
e relacdes filogenéticas utilizaram e utilizam proteinas e enzimas. A principal
suposi¢ao que os biologistas evolutivos fazem no uso de dados de isozimas é a
de que mudancas na mobilidade das enzimas sob um campo elétrico refletem
alteragdes na sequéncia de DNA que as codifica. Assim, se o padrdo de bandas
de dois individuos é diferente, supdem-se que essas diferencas possuem base
genética e sdao herdaveis.

Apesar de consideravelmente menos precisa que o sequenciamento de
proteinas, a eletroforese dessas macromoléculas consome muito menos
tempo, e foi amplamente utilizada no estudo de relacdes filogenéticas
entre populagées ou espécies relativamente préximas evolutivamente.
O uso da eletroforese desencadeou o desenvolvimento de medidas de
distancia genética, e o indice de Nei (NEI, 1972) facilitou muito o estudo das
relagdes evolutivas entre populacdes ou espécies préximas evolutivamente.
Adicionalmente, foram também extensamente utilizadas técnicas de imuno-
sistematica, tais como a fixacdo de microcomplementos e de hibridizacdao
de DNA.




Ja se sabia, em 1956, que as substituicdes de aminodcidos
ocorriam de maneira nio aleatéria entre as diferentes partes de uma
proteina (comparando-se a insulina de boi, ovelha, porco, cavalo e
baleia, constatava-se que as mudancas s6 ocorriam nas posicoes de 8
a 10 da cadeia alfa); sabia-se também que a maioria das substitui¢oes
de aminodcidos das mesmas proteinas, embora de espécies diferentes,
parecia ndo ter efeito notério em sua atividade biolégica. Por outro
lado, pequeno nimero de substituicdes de aminoacidos podia causar
consideravel diferenga na atividade bioldgica de proteinas diferentes,
porém relacionadas (por exemplo: a vasopressina e a oxitocina do boi
diferem em apenas dois aminodacidos).

Nas décadas de 1960 e 1970, o actimulo de seqiiéncias de proteinas
(na época, mais ficeis de analisar do que os dcidos nucléicos) forneceu, pela
primeira vez, dados adequados para o estudo de evolugio, especialmente
o das relagdes evolutivas entre ordens, classes, filos e reinos. Esses dados
estimularam a construgdo de arvores filogenéticas e o desenvolvimento
de diversos métodos para a construgao dessas arvores.

A drvore construida a partir de seqiiéncias de uma tnica proteina,
o citocromo ¢, era similar a drvore conhecida, baseada em caracteres
ndo- moleculares (morfoldgicos, ecoldgicos, reprodutivos, ontogenéticos
etc.) para diversas espécies de vertebrados e invertebrados; isso revelou o
potencial da filogenética molecular. Tal actimulo de dados gerou também
grande interesse na metodologia de alinhamento de seqiiéncias.

E. Zuckerkandl e L. Pauling propuseram, em 1965, a TEORIA DO
RELOGIO MOLECULAR com base em dados conhecidos para hemoglobinas
e citocromo ¢ — a taxa de substituicio de aminodcidos nessas proteinas
era, aproximadamente, a mesma dentre diversas linhagens de mamiferos.
Essa teoria suscitou grande interesse no uso de macromoléculas em
estudos evolutivos (se proteinas evoluem a taxas constantes, elas podem
ser utilizadas para a determinag¢do do tempo de divergéncia entre espécies e
para a reconstrucao das relagdes filogenéticas entre organismos). O Reldgio
Molecular gerou muita controvérsia, pois nos niveis morfoldgico e fisiolgico
as taxas evolutivas pareciam ser bem mais errdticas (sem rumo).

O advento de vérias técnicas para estudos de DNA, a partir de
1970, tais como andlise de restricao, clonagem de genes, Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) e técnicas de seqiienciamento, acarretou uma
explosdo de conhecimento em Biologia Molecular e o estabelecimento de

uma nova era no estudo da Evolu¢io Molecular.

TeoriA po ReLOGIO
MOLECULAR

Decorre da regularidade,
como em um reldgio,
da mudanga ocorrida
em uma molécula ou

em um genotipo através
do tempo geoldgico.

E a teoria de que as
moléculas evoluem

em proporgao direta

ao tempo, de forma

que diferengas entre
seqiiéncias homélogas de
DNA ou proteinas podem
ser usadas para estimar o
tempo decorrido, desde
a tltima vez em que as
duas moléculas (ou os
taxons que as contém)
possuiram um

ancestral comum.
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Técnicas be DNA
RECOMBINANTE

No inicio da década de
1970, uma nova maneira
de explorar as principais
moléculas constituintes de
uma célula comecou a ser
posta em pratica. Essas
metodologias inovadoras
foram coletivamente
chamadas “Tecnologia
do DNA Recombinante”,
“Técnicas de Clonagem
Molecular” ou de
“Engenharia Genética”.
O DNA era considerado
o componente celular
mais dificil de ser
isolado e analisado,
devido a seu tamanho
(os genes sdo parte de
uma enorme molécula

de DNA condensada

Nno Cromossomo)

e constitui¢ao
quimicamente monotona
(quatro tipos de
nucleotideos). Gragas

as novas técnicas, genes
especificos podem ser
isolados em quantidade,
redesenhados e
devolvidos as células

€ 0rganismos.

As Técnicas e DNA RecomBINANTE e de clonagem génica
permitem que os cientistas isolem e caracterizem qualquer gene ou outra
sequéncia de qualquer organismo. Essas técnicas tornaram-se vidveis
com a descoberta das enzimas de restri¢io, que reconhecem e quebram
sequiéncias especificas no DNA. Sequiéncias de DNA de interesse sio
inseridas em pequenas moléculas de DNA auto-replicantes, chamadas
vetores de clonagem. Tais moléculas recombinantes sio amplificadas por
meio de replicagio in vivo, apds serem introduzidas por transformacdo
em bactérias. Bibliotecas gendmicas podem ser construidas em vetores
contendo um jogo completo de seqiiéncias de DNA genémico ou cOpias
de DNA feitas em um organismo, a partir do RNAm (cDNA - DNA
complementar ao RNA mensageiro, ou seja, sem os introns). Genes
especificos podem ser isolados dessas bibliotecas por complementagio

genética e por hibridiza¢do com sondas de dcidos nucléicos, marcados

radiativamente e contendo sequéncias de DNA de fun¢io conhecida.

Figura 23.4: A técnica de seqlienciamento de nucleotideos do DNA revolucionou
o estudo da Evolugéao.

O acelerado progresso no Estudo da Evolugdo molecular foi grande-
mente facilitado pelo desenvolvimento de computadores de alta velocidade;
cada vez mais, sua rapidez e baixo custo permitem o uso por nimero
crescente de pesquisadores de métodos progressivamente sofisticados.

Junto aos avangos da biotecnologia, ocorreram melhorias na
andlise da variagio molecular dentro de uma mesma espécie e entre
espécies diferentes. A habilidade para se obter drvores génicas dentro de
uma mesma espécie encorajou o desenvolvimento da TEOrRIA COALESCENTE

(HUDSON, 1991) e da andlise da Filogeografia (AVISE, 1994). Novos

TeoriA CoALESCENTE oU DA COALESCENCIA

Teoria baseada em velocidades de divergéncia, determinadas pelo Reldgio Molecular, para inferir o tempo de separacio de dois
taxons relacionados desde a linhagem do seu ancestral comum; processo evolutivo que é observado voltando no tempo, de modo
que a diversidade alélica é acompanhada através das mutagdes até os alelos ancestrais. Essa teoria pode ser utilizada para fazer
previsdes sobre o tamanho efetivo das populagdes, idades e freqiiéncia dos alelos, selecao, velocidade de mutagdo ou tempo
decorrido até que se identifique o ancestral comum.
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métodos de andlise relacionam nio somente a geracao de hipdteses
FILOGEOGRAFIA

filogenéticas, mas também o teste de hipdteses sobre Biogeografia, )
E o estudo da

Biogeografia revelado
pela comparagio de
filogenias de populacdes
ou espécies com sua
distribuigdo geogréfica.

E também o campo de
estudo dos principios e
Processos que governam
a distribuicdo geogréfica
de linhagens genealdgicas
n dentro das espécies,
com énfase em fatores

historicos, integrando

Ecologia, comportamento, Fisiologia, desenvolvimento, Epidemiologia
e praticamente todo e qualquer aspecto da Biologia. Mais sofisticacao
na analise de dados evolutivos melhorou nossa habilidade de investigar
as particularidades dos caracteres moleculares em relagio aos modelos

e processos de evolucio.

Filogeografia

O termo "“filogeografia” foi criado, em 1987, por John C. Avise e colaboradores
(AVISE et al., 1987). Nos primeiros grandes levantamentos moleculares de
linhagens de DNA mitocondrial (mtDNA ou DNAmit) em popula¢des naturais,
frases complicadas foram empregadas para resumir uma observacao direta:
os ramos de arvores génicas intraespecificas apresentam, comumente, um

conhecimentos de
Genética Molecular,
Genética de Populagdes,
Filogenética, Demografia
e Geografia Historica.

padrdo geografico. Em outras palavras, o componente genealdgico tipifica
a distribuicdo espacial dos gendtipos dentro de organismos relacionados e
entre eles.

Apos a criacdo do termo filogeografia, varias relacdes entre genealogias
génicas e geografia puderam ser descritas simplesmente como padrdes
filogeograficos. Os estudos filogeograficos podem ser relacionados com a
demografia de populag¢des e a Teoria da Coalescéncia. O que nasceu como um
mero termo Util tornou-se uma disciplina “adolescente” com ricas conexdes
com a Biologia, a Paleontologia e a Geografia Histérica. As perspectivas
filogeograficas revolucionaram conceitual e empiricamente as interpretacdes
dos processos microevolutivos na Natureza.

Simplificando, podemos dizer que a Filogeografia é a disciplina que relaciona
as genealogias génicas com a Filogenética e a Geografia.

A andlise e a interpretag¢do da distribuicdo das linhagens requerem usualmente
importacdo de dados oriundos da Genética Molecular, da Genética de
Populacdes, da Etologia, da Demografia, da Biologia Filogenética, da
Paleontologia, da Geologia e da Geografia Histérica. Assim, a Filogeografia
é um esforgo integrativo que atua no entroncamento de diversas disciplinas
nas areas de micro e macroevolucéao.

ATIVIDADE 2

Qual foi a molécula pioneira na histéria da Biologia Molecular?

RESPOSTA COMENTADA
A molécula pioneira foi a proteina. O seqiienciamento de aminodcidos
e a eletroforese de alozimas (reveja este termo nas Aulas 8 e 21, de
Evolucdo) foram a base da Teoria do Reldgio Molecular e de todas
as filogenias geradas nas décadas de 1950 a 1980.
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INFERENCIAS EVOLUTIVAS INTRA-ESPECIFICAS OU
INFERENCIAS GENEALOGICAS

Quando trabalhamos com populacdes de uma dada espécie,
estamos de fato abordando as metas gerais da Genética de Populagoes,
as quais procuram caracterizar e explicar a variagio genética intra-
especificamente. Essa variagdo é a matéria bruta para futuras mudangas
evolutivas, e os diferentes niveis de variacdo em populagdes atuais
distintas podem evidenciar mudancas evolutivas ocorridas no passado.

A anilise de variacdes alélicas intra-especificas, mais do que
fornecer a possibilidade de propormos uma genealogia (ou 4rvore de
genes e/ou alelos), permite uma série de analises estatisticas, englobando
fluxo génico, tamanho populacional, tamanho efetivo da populacio,
divergéncias populacionais, histérias demogréfica e mutacionais,

frequiéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas.

GENETICA MOLECULAR DE POPULACOES

Em tempos passados, a genética de populacdes era um assunto
puramente tedrico. Seu foco constituia relacdes entre estrutura de
populacdes, sistemas de acasalamento, mutacdo, migracdo, selecio e
deriva genética, desde que estes pudessem ser deduzidos a priori de dados
de heran¢a mendeliana e processos darwinianos.

As freqiiéncias alélicas eram as varidveis fundamentais da genética
de populagoes, mas nenhum método experimental de utilizagao geral
estava disponivel para detectar diferengas de alelos entre organismos
presentes em populagdes naturais.

Nio existem dados de freqiiéncias alélicas disponiveis para
aplicar as teorias de genética de populagdes, com exce¢io de alguns
casos especiais, como, por exemplo, as inversdes cromossomicas em
Drosophila, que podem ser estudadas citologicamente.

A genética de populacdes é mais importante hoje do que foi
em qualquer outro tempo. Essa importancia se deve a descoberta das
diferencas genéticas (polimorfismos) entre organismos, o que tornou
obsoleto o estudo genético focado em organismos mutantes que
manifestam diferencas fenotipicas visiveis, como ervilhas, que s3o lisas
ou enrugadas, ou moscas-de-fruta, com olhos vermelhos ou brancos e

os cruzamentos controlados.



A genética de populacoes estuda as diferencas que ocorrem
naturalmente entre os organismos. As diferengas da mesma espécie
sdo chamadas polimorfismos genéticos. Divergéncias genéticas sio
as diferengas que se acumulam entre espécies. Define-se genética de
populacdes como o estudo de polimorfismos e divergéncias.

O estudo direto de genes e seus produtos (proteinas), sem neces-
sidade dos cruzamentos, significa que a andlise genética detalhada ndo
estd mais restrita a animais domésticos, plantas cultivdveis e ao pequeno
nimero de organismos experimentais que podem ser cultivados em

laboratério. A andlise genética é possivel para qualquer organismo.

POLIMORFISMOS MOLECULARES

Um dos atributos universais das populagoes naturais é a diversidade
fenotipica. Entre os individuos de qualquer populacdo, muitos diferentes
fenétipos podem ser encontrados para a maior parte dos caracteres.
Variagio genética, na forma de alelos miltiplos de varios genes, existe
na maioria das populagdes naturais.

Atualmente, dados sobre as diferencas genéticas entre organismos
sao0 obtidos pela andlise direta de moléculas de DNA ou proteinas.

O estudo de polimorfismos moleculares é baseado em seqiiéncias de
nucleotideos ou aminodcidos. Os resultados consistem na forma de sequiéncias
alinhadas, ou seja, arrumadas umas em relagdo as outras, de forma que cada
posi¢do corresponda a mesma posicao na molécula do ancestral comum, a
partir do qual todas as seqiiéncias evoluiram. As seqiiéncias podem derivar
de individuos dentro de uma mesma espécie ou de individuos representando

duas ou mais espécies.

POLIMORFISMOS DE DNA

Os métodos de manipulacio do DNA (digestdo com enzimas de
restri¢do, hibridiza¢do com sondas, amplificagdo por PCR, eletroforese)
podem ser usados em vdrias combinagdes para analisar o DNA de
genomas amostrados a partir de populacdes naturais.

A literatura moderna apresenta grande quantidade de métodos de
deteccdo da variabilidade genética. Cada abordagem possui vantagens e
limitacGes. Os mais importantes tipos de métodos de andlise das variagoes

em nivel de DNA foram descritos na Aula 8 desta disciplina.
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SUBSTITUICOES
NAO-SINONIMAS

Sao trocas de
nucleotideos no DNA
codificante (ou génico)
que resultam em um novo
codon que especifica um
aminodcido diferente.
Por exemplo: o codon
GCA, que corresponde
20 aminoacido alanina,
sofre mutagdo, em que
0 G é alterado para

C, formando o codon
CCA, que corresponde
a0 aminodcido prolina.
Essas mutagdes sio ditas
conservativas quando
resultam na substituicio
de um aminodcido por
outro quimicamente
semelhante; e nio-
conservativas, quando o
novo aminodcido possui
cadeia lateral diferente.
Substitui¢des sindnimas
ou silenciosas sio

trocas de nucleotideos
no DNA génico que
resultam em um novo
codon que especifica

0 mesmo aminodcido.
Por exemplo: o codon
GCA, que corresponde
a0 aminoacido alanina,
sofre mutacdo, em que
0 A é alterado para

U, formando o c6don
GCU, que corresponde
20 mesmo aminodcido
alanina. Tais substituigdes
freqiientemente ocorrem
na posi¢o da terceira
base de um codon que,
devido a degeneracio
do cddigo genético,
muitas vezes ndo implica
alteracdo do aminodcido.
Reveja a Aula 26 de
Biologia Molecular em
que foram apresentadas
detalhadamente as
caracteristicas do codigo
genético.
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POLIMORFISMOS DE PROTEINA

As moléculas de proteinas podem ser separadas por eletroforese.
Na técnica de eletroforese de isozimas, a posicao da migracao de uma
enzima em uma matriz de eletroforese é identificada por meio da rea¢do
com um substrato especifico acoplado a um corante que se precipita
no local. Desta forma, a posicio de uma enzima no gel é marcada pelo
surgimento de uma banda escura.

A eletroforese de enzimas identifica um grupo de SuBsTITUICOES NAO-
SINONIMAS de nucleotideos, ja que a troca de aminodacidos vai refletir em
uma alteracdo na carga da molécula e, conseqlientemente, na migragio
da molécula no gel.

Polimorfismos desse tipo sio chamados de alozimas. Existe menor
quantidade de polimorfismos de proteinas do que de DNA, visto que
a deteccdao do polimorfismo de alozimas requer diferenca na seqiiéncia
de aminodcidos.

O polimorfismo de alozimas é demonstrado na Figura 23.5, que
resume os resultados de experimentos de eletroforese em populagoes
de 243 espécies. Os nimeros entre parénteses constituem a quantidade
de espécies examinadas em cada tipo de organismo. “Polimorfismo
ou P” refere-se a proporcdo estimada de genes que sao polimorficos;
“Heterozigosidade ou H” refere-se a proporcdo estimada de genes
codificantes de enzimas que se espera encontrar em heterozigose em um

individuo médio.
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Figura 23.5: Niveis estimados de Heterozigosidade e Proporcdo de locos polimérficos
derivados de estudos de alozimas para varios grupos de plantas e animais. Entre
parénteses estd o nimero de espécies estudadas.



Note, na Figura 23.5, que os invertebrados apresentam valores mais

altos de genes polimorficos e de heterozigosidade do que as plantas e os

AULA ﬁ MODULO 3

vertebrados. Uma possivel explicacdo para essa distribui¢io de valores
seriam as limita¢oes introduzidas nos sistemas organicos mais complexos
pelos processos evolutivos, impedindo nesses organismos o acimulo de
mutagoes. Em outras palavras, quanto mais complexo o organismo, mais

conservadas, menos variavel ou polimorficas seriam suas proteinas.

ATIVIDADE 3

Qual a importéncia das técnicas da Biologia Molecular no estudo dos

‘ polimorfismos genéticos?

RESPOSTA COMENTADA
As técnicas de Biologia Molecular permitiram o estudo de polimorfismos
genéticos em qualquer organismo, desde bactérias até baleias jubarte.
Antes do advento da Biologia Molecular, s6 era possivel estudar plantas
cultivdveis, animais domésticos e organismos com tempos de geracdo
pequenos (como camundongos, Drosophila e leveduras).

O CONTEUDO INFORMATIVO DAS SEQUENCIAS
MOLECULARES

As sequiéncias podem fornecer muita informacio. Para isso,
devemos analisar alguns conceitos-chave que podem ser ilustrados com
um exemplo. Os resultados da tabela a seguir compreendem 500 pares
de bases (pb) da seqiiéncia codificante de cinco alelos que ocorrem
naturalmente no gene da rodopsina 3 (Rh3) de Drosophila simulans.
Note que somente os sitios varidveis (polimérficos) estio apresentados

no Quadro 23.1.
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Quadro 23.1: Sitios polimérficos no gene da rodopsina 3 (Rh3) de
Drosophila simulans

Sitios polimorficos (ocorrem outros 484 sitios monomorficos)

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
f T CT ACCTOCCTOCGGTT A
g T CCTACCTO CCTGGTTT
h cT CCcCccCcCcTCTTTGC CT A
i cT CCcCccCcCcTTOCTGACTT
j cTCCCTOCTTTTAGSGT CTCA
Diferenca pareada

6 6 4 7 4 4 4 4 6 6 4 4 4 6 4 6

Configuracao amostral
(3.2) 3,2) 4,1) B.1) (4,1) (4,1) 4,1) (4,1) (3,2) 3,2) (4,1) (4,1) (4,1) 3,2) (4,1) (3,2)

Sitios filogeneticamente informativos, onde S = sim e N = nao
S S NNNNNNINSSNNNS NS

Virios tipos de sitios de nucleotideos podem ser distinguidos:

1) Sitio segregante constitui uma posi¢cdo que é polimorfica na
amostra. Neste exemplo, sdo os 16 sitios apresentados. Eles estio
numerados em seqliéncia, mas na realidade encontram-se espalhados
ao longo dos 500pb, separados por distincias que variam entre 2 e
104pb. A amostra contém 484pb que ndo variam, sitios monomorficos
ou nao-segregantes. A propor¢ao de sitios segregantes (S) é de 16 dividido
por 500 = 0.0320.

2) Diferenca de pares ou pareada entre quaisquer duas amostras é
um sitio no qual a seqiiéncia difere. A proporcdo ou diferenca pareada em
uma amostra é obtida pela comparagio das seqiiéncias em todos os pos-
siveis pares, fazendo a média do nimero das diferencas. No exemplo do
gene Rh3, existem 5 seqliéncias que podem ser pareadas de 10 diferentes
maneiras. Em n seqiiéncias existem n(n-1)/2 possiveis comparacdes de
pares. O ntimero de diferencas de pares em cada sitio polimorfico estd
listado na parte inferior da tabela. Por exemplo, o sitio 1 possui 2 T e 3
C, de forma que 2 x 3 = 6 combinacdes em comparacdo de pares. Outro
exemplo € o sitio 4, que possui 1 A, 1 T e 3 C, de forma que (1 x 3) + (1
x 3) + (1 x 1) = 7 combinag¢des em comparagao de pares.

3) A configuracdo amostral de um sitio é o conjunto de nimeros
fornecendo, em ordem decrescente, quantos elementos de cada tipo diferente
estdo presentes em um determinado sitio da amostra. O sitio 1, dos dados

do gene Rh3, possui a configuragio (3, 2, 0, 0), mas normalmente os zeros



sdo omitidos e a configuracio € escrita (3, 2). A representacio (3, 2) significa
que o sitio amostrado inclui 3 seqiiéncias com um nucleotideo majoritario
(neste exemplo o C) e 2 seqiiéncias com um nucleotideo diferente (neste
caso, 0 T). O sitio 2 também possui configura¢iao amostral (3, 2), embora,
neste caso, os nucleotideos majoritario e minoritario estejam invertidos.
Isso significa que a configuracdo amostral é indiferente a identidade
do nucleotideo em um sitio, dependendo exclusivamente dos nimeros
relativos de tipos. Quando ocorre um empate, ambos os niimeros sio
listados. Por exemplo, o sitio 4 tem configuragio (3, 1, 1), em que cada 1
representa um singleton, tipo que ocorre uma unica vez no sitio. Todos os
484 sitios monomorficos possuem a configuragio (5), mas normalmente
escrevemos (5, 0) para enfatizar que os sitios sdo invariaveis.

4) Uma amostra de seqiiéncias alinhadas também contém sitios que
fornecem informagdes sobre a genealogia ou relagdes de ancestralidade
entre essas seqiiéncias. Um sitio polimérfico de nucleotideos é dito
filogeneticamente informativo se a0 menos uma minoria de nucleotideos
nio forem singletons. Esses sitios permitem que as seqiiéncias sejam
divididas em dois grupos, cada qual contendo dois ou mais membros,
sendo os membros de cada grupo mais similares entre si do que a
membros de qualquer outro grupo. Por exemplo, o sitio 1 nos dados
do gene Rh3 é filogeneticamente informativo, porque a configuracio (3,
2) separa a amostra em dois grupos: o primeiro possuindo C no sitio
e tendo trés membros e o segundo possuindo T no sitio e tendo dois
membros. A implicagdo é a de que em um tempo anterior, na historia
evolutiva, esse sitio devia ter sido monomorfico para C ou T, e uma
substitui¢do de nucleotideos criou uma segunda linhagem com o sitio
ocupado pelo nucleotideo alternativo. Tal suposi¢io é justificada desde
que cada tipo de substituiciao de nucleotideo em um sitio possa acontecer
apenas uma vez e que ndo Ocorra mutacgao reversa que possa restaurar

o nucleotideo original.

O ALINHAMENTO DE MACROMOLECULAS

Aqui chegamos a uma etapa da mais extrema importiancia
em andlises de sistemdtica molecular: o alinhamento das seqiiéncias.

Evidentemente, um alinhamento errado vai comprometer todo o resto
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das andlises. O mais comum é colocar as macromoléculas seqlienciadas
no computador e deixar que um dos intimeros programas feitos para

alinhamento faga o resto.

Quase nunca as sequéncias sao corretamente alinhadas pelo computador.
Claro que esses programas podem constituir um passo inicial, mas a forma
mais correta e segura de alinhamento é manual!

Um programa computacional simplesmente procura “juntar
igual com igual”, sem qualquer “preocupac¢do” com os processos
bioldgicos. Para isso, é importante que, apés uma primeira alternativa
de alinhamento “proposta” pelo computador, olhemos para cada uma das
bases e procuremos arranja-las, utilizando os nossos conhecimentos.

Para tal, preciso conhecer os diferentes tipos de mutacoes e de

substituicoes.

Quadro 23.2: Tipos de mutagdes possiveis

AAATCGATCCGATTA sequéncia original
GAACCGATTCAATTA transicoes
AAATCGATCCGATTA sequéncia original
TAAAGTATACCAGTC transversoes
AAATCGATCCGATTA sequéncia original
AAAT/CCGATTA delecdo CGAT
AAATCGATCCGATTA seqUéncia original
AAATCGATCTCCTACGATTA insercao
AAATCGATCCGATTA seqUéncia original
AAATCCGATCGATTA inversao

Tipos de mutacoes

Vocé viu na aula de mutacdo e reparo de DNA (Aula 13 de Biologia Molecular) e reviu na Aula 9 de Evolugao
que as mutacdes de ponto podem ser classificadas como: (1) transicdes, quando ocorrem substitui¢des de
nucleotideos de purina (dois anéis quimicos) por purina ou de pirimidina (um anel quimico) por pirimidina;
e (2) transversdes, quando ocorrem substituicdes de purina por pirimidina ou de pirimidina por purina
(um anel quimico por dois e vice-versa). Quando a mutacdo nado é pontual, pode envolver dele¢ado (perda)
ou insercdo (ganho) de varios nucleotideos ou, ainda, a inversdo da ordem de varios nucleotideos no
cromossomo (recorde as alteracdes estruturais dos cromossomos — Aula 19, Genética Basica).
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Quadro 23.3: Tipos de mutag¢des possiveis

Sequéncia original
ATA AAG GCA CTG GTC CTG
lle Lys Ala Leu Val Leu

Sinénima
ATA AAG GCA CTG GTA CTG
lle Lys Ala Leu Val Leu
N&o-sinénima
ATA AAG CCA CTG GTC CTG
lle Lys Pro Leu Val Leu

Sem sentido
ATA TAG GCA CTG GTA CTG
lle parada

Tipos de substituicao

Veja os significados dos termos substitui¢cdes sinbnimas e ndo-sindnimas nos verbetes do inicio desta
aula. Mutag¢des sem sentido sdo trocas de nucleotideos no DNA génico que resultam em um cédon de
término (stop codon), que ndo especifica nenhum aminodacido e sinaliza para a interrupcdo da sintese
do polipeptideo que esta sendo sintetizado. Por exemplo: o cédon AAG que corresponde ao aminoacido
lisina sofre mutacdo, em que o A é alterado para U, formando o cédon UAG, que ndo tem correspondéncia
para aminoacidos.

Agora imagine, por exemplo, como um computador “interpretaria”
o alinhamento de regides com dele¢des e insersdes (também chamadas
indels em inglés), o que é comum no caso de genes ribossomais e regioes
repetitivas do genoma. O alinhamento manual tende a ser um trabalho

demorado e muitas vezes cansativo, mas é imprescindivel!
ATIVIDADE 4

Alinhe manualmente as seguintes seqiiéncias obtidas para dois
organismos:

AAATTGTTAACCCCTTGGAAAACCTTTGGG

AAAGTTAACCCCGGCTCTTTGGG

RESPOSTA COMENTADA
As sequiéncias foram alinhadas com base nas regides conservadas

(invaridveis). Foi necessdria a inser¢do de lacunas (em inglés gaps)
quando uma seqiéncia ndo apresentava correspondéncia com a
outra. Em negrito estdo as regides varidveis.
AAATTGTTAACCCCTTGGAAAACCTTTGGG
AAA-GTTAACCCC—GGCT—CTTTGGG
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INFERENCIAS EVOLUTIVAS INTERESPECIFICAS OU
INFERENCIAS FILOGENETICAS

Muita gente acha que, uma vez tendo as sequiéncias alinhadas, basta
usar um programa de computador e a “drvore” saird pronta. Infelizmente,
ainda ha muitos que tratam as analises filogenéticas como uma “caixa-
preta” e ndo usam conhecimentos cientificos para analisar os dados.
Vamos tentar desenvolver um quadro conceitual para que possamos
entender — na teoria e na pratica — pelo menos um pouco dos principios
e das metodologias de que se dispoe hoje para inferéncias filogenéticas.

As técnicas de sistemdtica molecular produzem fundamentalmente
dois tipos de informacoes:

e dados de distincia: quando as diferencas entre moléculas sao

medidas como uma s6 variavel;

e dados de cariter: quando as diferencas entre moléculas sio
medidas como uma série de varidveis descontinuas, sendo cada
uma delas do tipo multiestado.

Dados de carater podem ser convertidos em dados de distancia, mas

dados de distancia nunca podem ser convertidos em dados de carater.

Mas o que sdo varidveis do tipo multiestado? Imagine uma
sequéncia de DNA qualquer que tenha 20 nucleotideos, como no

exemplo a seguir:

ACTTTCGATGCTAAGCTAAT

Cada uma das bases ocupa uma posi¢ao distinta na sequéncia.
No nosso exemplo, a primeira adenina (A) ocupa a posi¢ao 1; a citosina
seguinte ocupa a posi¢do 2 e assim por diante, como esta representado

a seguir:
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Dessa forma, cada posi¢do, ou sitio, ocupada na seqiiéncia da
macromolécula serd considerada um cariter independente dos caracteres
(posi¢hes) que a precedem ou sucedem. A presenca de uma adenina na
posi¢do 1 de nosso exemplo vai constituir o estado do carater denominado
“primeira posi¢ao na seqiiéncia”; a citosina serd o estado de carater da
segunda posicdo, e assim por diante. Agora, embora no nosso exemplo
tenhamos uma adenina, imagine que poderiamos ter, na primeira posigao,
uma citosina, uma guanina ou uma timina (ver exemplo a seguir); esse

mesmo tipo de raciocinio é aplicdvel a todas as outras posi¢des.

ou ou ou

Assim, os caracteres podem assumir pelo menos quatro estados
diferentes; dai dizermos que, quando analisamos dados de carater, temos
como ferramenta “uma série de varidveis descontinuas, sendo cada uma

delas do tipo multiestado™.

INFERIR FILOGENIAS: FILOGENETICA MOLECULAR

O alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos ou nucleotideos pode
ser utilizado para formular suposi¢des acerca das relagdes ancestrais entre
individuos ou grupos taxonémicos. A filogenética molecular ou sistematica
molecular € a disciplina que formula essas suposi¢oes ou inferéncias.

Cada alinhamento de seqiiéncias resulta em uma 4rvore génica.
Essa drvore ndo é necessariamente congruente com uma arvore de
espécies, devido a maneira pela qual os polimorfismos nas espécies
ancestrais tornam-se dispersos nas espécies descendentes.

A Figura 23.6 apresenta a arvore para sete espécies, S1-S7, e um
sitio nucleotidico que é polimoérfico para A e C no ancestral comum S1.
O polimorfismo é retido na espécie S2, mas ocorre fixacao em todas as
outras espécies. Devido a maneira como a fixa¢do ocorreu, este sitio
nucleotidico sugere que a espécie S4 é relacionada mais proximamente
com S6 € S7 do que com S5. Mas a verdade de fato é o oposto! Esse tipo de

problema é o mais critico para espécies proximamente relacionadas.
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sS4 {C}
S2{A, G

S5 {A}

S1{A, C}

S6 {C}

s3{c

S7{C}

Figura 23.6: Arvore génica com sete espécies. Um sitio de nucleotideos é polimér-
fico para A e C no ancestral comum (espécie S1).

Para espécies que nao sio proximamente relacionadas, ocorre um
outro tipo de problema, ou seja, duas ou mais mutagdes independentes
ocorrem no mesmo sitio (multiple hits, golpe ou acerto multiplo).
Devido ao golpe mudltiplo, dois sitios que diferem podem ter sofrido
mais de uma mudanca. H4 também possibilidade de homoplasia, que,
no contexto da filogenética molecular, refere-se a sitios de nucleotideos
ou de aminodcidos que sdo idénticos, ndo por causa de identidade por
descendéncia a partir de um ancestral comum, mas por mutagio de um
dos seguintes tipos:

® mutacoes paralelas no mesmo sitio (por exemplo, duas

substitui¢oes C=T independentes);

® mutacOes convergentes no mesmo sitio (por exemplo, C=>T em

uma seqiiéncia e A>T em outra);

® mutacOes reversas no mesmo sitio (por exemplo, C=>T e mais

tarde T=>C).

O numero de diferencas entre duas seqiiéncias alinhadas pode estar,
na verdade, subestimado, devido ao efeito dos golpes multiplos. Alguns

dos métodos para corrigir esses efeitos serdo examinados a seguir.

MODELOS DE EVOLUCAO DE SEQUENCIAS

Em primeiro lugar, é preciso levar-se em conta que, a partir da
comparag¢do de sequéncias atuais, nio é possivel reconhecer todas as
substitui¢oes realmente ocorridas durante a evolugio das seqiiéncias, pelo

fato de poder haver mais de uma substitui¢do em uma unica posicao.



Seq 1 AGCGAG
Seq 2 GCGGAC

Numero de mudancas

1 2 3
Seq1c_)G_)T _)A

Seq2 C———> A

Figura 23.7: Duas seqUiéncias que atualmente apresentam o nucleotideo A na quinta
posicdo, apesar de possuirem um ancestral comum com um nucleotideo C na quinta
posicdo. A histéria evolutiva dessas sequéncias diferiu porque a seqiiéncia 1 sofreu
quatro mudancas e a sequéncia 2 sofreu apenas uma.

Para se lidar com esse problema, é necessario que as distincias
sejam corrigidas, de acordo com algum modelo.

De modo geral, os modelos de evolu¢do de seqiiéncias baseiam-
se no processo de Markov, em que cada mudanga de um nucleotideo
para outro apresentard uma taxa especifica. Assim, supOe-se que as
substitui¢oes obedecam a uma distribuicdo de Poisson e as taxas dessas
substitui¢Oes possam ser arranjadas em uma matriz geral. Nessa matriz,
as taxas de substitui¢ao serdo especificadas pelos parametros associados
aos 12 possiveis tipos de mudangas (os 4 tipos de transi¢io e os 8 tipos de
transversdo) e a freqiiéncia de bases, assumindo 4 possibilidades (A, C,
T ou G). Assim, a matriz serd do tipo “4 por 4” e os diferentes modelos

de substitui¢ao serdo simplesmente casos especiais da matriz geral.

. d

Purinas N o
0

q ‘—
S90SIDASURL]

Pirimidinas C

v

4

Transi¢oes

Figura 23.8: Tipos possiveis de mudancas de nucleotideos.
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ATIVIDADE 5

Identifique as mutacdes abaixo como transicées (S) ou transversdes
(v):
(A
OA_
Oc
(c
()c

%
%
%
%
%
%

= >0 - 00
= > 0> 00

RESPOSTA COMENTADA
Vocé lembrou que transicoes sdo trocas de purinas por purinds ou
pirimidinas por pirimidinas? E que as purinas tém dois anéis quimicos
e as pirimidinas apenas um? Essa lembranca ajuda a resolver a
atividade. Vejamos: as purinas sdo A e G; as pirimidinas, C e T.
Trocas A—> G e C—> T serdo sempre transi¢ées. Jd as transversées
sdo trocas de bases do tipo purina (dois anéis) por pirimidinas (um
anel) e vice-versa.
Assim, temos:
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(S)A—=>G (V)T=G
(V)A—>C (S)T—>C
(V)A=>T (V)T—A
(V)C—>G (V)G—=>C
(V)C—>A (S)G—>A
(S)C—>T (V)G—>T

O mais simples modelo de evolucdo ou de substitui¢do de

nucleotideos foi desenvolvido por Jukes e Cantor (1969).

Figura 23.9: Matriz de substituicdo com um parametro, segundo Jukes e

Cantor (1969).

De

Para A T C G

A |1-30 « oL o
T a 1-3a o o
C al o 1-3a o

G ol o o  1-3a




O modelo de Jukes e Cantor é o de um parametro e assume que:
1) todas as mudangas tém probabilidades iguais (25%) de ocorréncia; 2)
todos os sitios podem ser alterados; 3) eles fazem isso na mesma velocidade.

Existem outros modelos, mais realistas, que levam em conta o
fato de existir uma fracao dos nucleotideos que nunca é substituida;
de que as transigoes (substitui¢des entre pirimidinas ou entre purinas)
sdo mais freqiientes que as transversoes (substitui¢cbes de purina para
pirimidina ou vice-versa); de que as taxas de substitui¢oes entre os sitios
sdo heterogéneas; e de que as proporcdes entre as bases sdo diferentes
etc. O principio continua o mesmo, ou seja, verificamos nas seqiiéncias
atuais um numero menor de substitui¢des do que o que realmente ocorreu
na evolu¢do. Com os modelos, pretendemos saber o valor de distincia
mais adequado para a reconstrugio da arvore.

Os modelos de substituicao estio relacionados uns aos outros,
partindo de um mais simples em dire¢io a modelos mais complexos, isto

¢, mais ricos em parametros (veja um exemplo na Figura 23.10).

Jukes e Cantor (1969) Kimura (1988)
(JC69) (K80 ou K2P)
L - s
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um parametro dois parametros
(= taxa de substitui¢do (i, taxa de transicoes

ﬁ = taxa de transversées

Figura 23.10: Modelos com um e dois parametros.

Em resumo, os modelos apresentam um entrelacamento espacial
de acordo com o0 aumento ou diminuigio dos respectivos parametros, tor-
nando-se os modelos mais simples casos particulares dos mais complexos.

Mas, na pratica, como decidir qual modelo de substitui¢io seria o
mais adequado a um determinado conjunto de dados? Perguntas do tipo
“serd que ao acrescentarmos novos paradmetros aos modelos estaremos
melhorando os valores de verossimilhanca?” siao bastante comuns.

Em teoria, o ideal seria estimar os valores de verossimilhanga para

um conjunto de dados, utilizando todos os diferentes modelos e, entdo,
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escolher o melhor deles; ou seja, escolher 0o que apresentou a maior
probabilidade de explicar a origem evolutiva das seqiiéncias estudadas
para a inferéncia filogenética. Trata-se de um trabalho e tanto, ji que
contamos atualmente com mais de 5 dezenas (50!) de modelos descritos
na literatura! Felizmente, jd existem programas computacionais que
realizam esse tipo de teste, chamado Teste de Razao de Verossimilhanga
(ou LRT, do inglés Likelibood Ratio Test), bastante conhecido na

estatistica classica.

METODOS DE INFERENCIA FILOGENETICA

A Sistematica Molecular revolucionou as abordagens na
classificacdo bioldgica dos organismos, pois ela utiliza dados que s3o
independentes da Morfologia. As relacdes de ancestralidade entre
organismos inferidas a partir de seqiiéncias moleculares usualmente
ddo suporte aquelas inferidas a partir de caracteres morfolégicos.

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para inferir relagdes de
ancestralidade entre um grupo de seqiiéncias alinhadas. Elas podem ser
comparadas por andlises de arvores filogenéticas, obtidas por meio de
simulacdes computacionais de evolugdo de seqiiéncias, ou por meio dos
proprios organismos, quando uma verdadeira filogenia é conhecida, por
exemplo, a partir de experimentos. Os métodos diferem quanto:

® 3 eficiéncia no uso do tempo de processamento computacional

e no numero de sequéncias que podem ser analisadas;

® i capacidade de identificar a arvore correta para uma dada

quantidade de dados;

® 3 consisténcia da arvore correta; com crescente probabilidade,

conforme aumenta a quantidade de dados;

e 3 robustez da drvore correta, mesmo que algumas concepgdes

do método estejam equivocadas.

Nao surpreendentemente, todos os métodos atuam razoavelmente
bem, se os dados estiverem de acordo com as concepcdes delineadas pelo
método e se houver dados suficientes. O fator mais importante parece
ser a precisdo da corre¢do adotada para os “golpes multiplos” (multiple
hits). Ainda assim, a maioria dos métodos apresenta uma decepcionante
performance quando a taxa de evolugdo de um ramo para o seguinte

varia dramaticamente.



Como nenhum dos métodos é superior em cada critério sob
todas as condi¢des, uma grande variedade de métodos coexiste. Muitos
autores optam por analisar seus dados utilizando multiplos métodos,
na esperanca de que as arvores resultantes difiram, no maximo, em
detalhes nao-essenciais. Uma discussdo aprofundada dos métodos e seus
respectivos méritos e deficiéncias estd além da abordagem desta aula.

Os métodos mais comumente usados podem ser classificados em

trés grandes vertentes:

Métodos de Distancia

S3o fundamentados em diferencas pontuais/locais entre seqiiéncias
(pairwise differences), corrigidas para os golpes multiplos. Estes
incluem:

® Unweighted pair-group method with arithmetic mean (UPGMA).
Esse método considera a arvore filogenética aditiva e que todos
os taxons estdo igualmente distantes da raiz. Ele tem caido em
desuso, pois assume uma taxa constante de evolu¢io em cada
ramo e atua de maneira pobre quando esta concepcio é violada
(o que constantemente ocorre);
® Minimum evolution (ME) ou Evolu¢ao Minima. Nesse método,
estima-se, para cada drvore alternativa possivel, o comprimento de
cada brago ou ramo, a partir das distancias evolucionarias entre
os taxons, computando-se a somatdria de todos os comprimentos
de bragos (S). O critério de ME € a drvore que apresenta o menor
valor da somatéria dos comprimentos dos bragos (S). Resumindo:
ele examina todas as arvores possiveis e seleciona aquela que
apresenta o menor comprimento total dos ramos. Essa abordagem
¢é computacionalmente intratdvel quando lidamos com um grande
numero de seqiiéncias, porque hd muitas drvores possiveis;

e Neighbor joining (NJ) ou Agrupamento de Vizinhos. Esse

método é baseado no principio da Evolu¢io Minima. Ele ndo

examina todas as topologias possiveis, mas procura encontrar,
sequencialmente, vizinhos que minimizem o comprimento total
da 4rvore. Agrupa seqiiencialmente os pares de seqiiéncias mais
intimamente relacionados. Esse método é extremamente eficiente
em termos computacionais; usualmente apresenta arvores bastante

proximas aquelas apresentadas pelo método anterior.
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Métodos de Parcimdnia

E baseado na suposicio de que a arvore mais provavel é a que
requer o menor numero de mudangas para explicar toda a varia¢do
observada na matriz de caracteres (por exemplo: sequiéncias alinhadas).
O método baseia-se no principio da homologia, ou seja, se dois taxons
compartilham uma caracteristica, é porque esta foi herdada do tltimo
ancestral comum a ambos. Ainda que a evolucdo possa nao ser sempre
estritamente parcimoniosa, o método assume que o critério de parcimonia
leva ao maior nimero total de acertos da arvore verdadeira, quando se
minimiza nela o nimero de passos evolutivos aceitos. Assim, sio métodos
que sistematicamente buscam, dentre as arvores possiveis, aquela com
o menor ndmero de passos mutacionais.

e Unweighted parsimony (UP) trata cada tipo de mudanga

(por exemplo, transi¢do ou transversio) como igualmente

informativo;

o Weighted parsimony (WP) atribui maior importancia a alguns

tipos de mudangas (usualmente transversdes) ao selecionar a

melhor drvore. Esse método usualmente atua de melhor maneira

que o anterior.

Método de Maxima Verossimilhanca ou Maximum likelihood
(ML)

E um método que assume um modelo de substitui¢io de
nucleotideos ou aminodacidos e, baseado nesse modelo, identifica a drvore
que maximiza a probabilidade de se obter as sequéncias observadas.
Intuitivamente apelador, porém computacionalmente “pesado”, esse
método é bastante tolerante com a violagdo de suas concepgdes e atua
muito bem, mesmo quando as taxas de substitui¢io sao moderadamente

diferentes entre os ramos.



ATIVIDADE 6

Em que os métodos de Maxima Verossimilhanca e de Parciménia séo
similares entre si e distintos dos Métodos de Distancia?

RESPOSTA COMENTADA
Os Métodos de Disténcia sGo baseados em matrizes de distéancias;
ou seja, a matriz de caracteres € transformada em uma matriz
de distdncias. Jd os métodos de Mdxima Verossimilhanca e de
Parciménia s@o baseados em andlises de estados de caracteres
(os caracteres sdo analisados diretamente).

PROCURANDO A ARVORE OTIMA: CONFIANCA NAS
ARVORES OBTIDAS OU CONFIANCA EM HIPOTESES
FILOGENETICAS

Os resultados das inferéncias filogenéticas devem ser testados.
As arvores geradas pelos distintos métodos sdo analisadas por
métodos que atribuem valores de confianga nos nés. Esses métodos sdo
classificados em: 1) métodos de reamostragem de caracteres (Bootstrap,

Jack-knife), 2) de anilise de decaimento, e 3) testes de permutagio.

® Booistrap (tradugido livre do inglés: cadargo de bota) — Os
caracteres sao reamostrados com realocacdo para criar varias
matrizes replicadas; as réplicas sdo analisadas (por exemplo,

por parcimoénia), e a concordancia entre as arvores resultantes

¢ resumida em um consenso de maioria. A freqiiéncia de

ocorréncia dos grupos (Propor¢oes do Bootstrap) é uma medida
de sua confiabilidade;

e Jack-knifing (tradugio livre do inglés: passar o canivete)
— Uma propor¢do dos caracteres é selecionada
aleatoriamente e apagada, criando-se varias matrizes
replicadas menores; as réplicas sdo analisadas (por
exemplo, por parcimonia), e a concordancia entre

as arvores resultantes é resumida em um consenso de Bootstrap
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ZONA DE
FELSENSTEIN

E uma regido no

espago paramétrico de
inconsisténcia para um
determinado método de
inferéncia filogenética,
sob determinado modelo
evolutivo.
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maioria. A freqiiéncia de ocorréncia dos grupos (Propor¢oes do
Jack-knife) é uma medida de sua confiabilidade — os resultados
sdo muito parecidos aos do Bootstrap, mas o método nao é tao
disponivel nem tao utilizado;

e Analise de Decaimento — Avalia-se o nimero de passos (Indice
de Decaimento ou Suporte de Bremer) entre a arvore de maxima
parcimoénia e a primeira arvore subdtima, em que determinado
clado nio mais apareca. Ele indica o nimero necessario de
mutagdes para quebrar um determinado arranjo. Quanto maior
esse nimero, maior a confianca em seus resultados. O Suporte
Total para uma drvore é a soma dos Indices de Decaimento de
cada clado;

® Teste de Permutagdo — A idéia é verificar a for¢a de agrupamento
de um determinado clado em uma arvore filogenética. Ele compara
a melhor drvore com 4rvores for¢adas a serem compativeis com
uma arvore restringida. Para isso, é estimada a diferenga entre
escores da drvore de Maxima Parcimoénia contendo o referido
clado e de drvores sem o referido clado. A significincia é dada pelo

valor da probabilidade (p = 0,01 é significante em nivel de 1%).

CONFIABILIDADE DOS METODOS FILOGENETICOS

Os métodos filogenéticos podem ser avaliados quanto: 1) a sua con-
sisténcia (quanto mais dados, mais préximos da verdade); 2) a sua eficién-
cia (qudo rapidos com determinado nimero de dados), e 3) a sua robustez
(qudo sensiveis as violagdes dos pressupostos).

A maior parte dessas avalia¢des foi conduzida com muito poucos
taxons (na maioria, apenas quatro).

Amplas simula¢bes com quatro tixons mostraram que: 1) métodos
baseados em modelos tém bom desempenho quando o modelo é preciso;
2) viola¢do dos pressupostos leva todos os métodos a inconsisténcias
(ZonA DE FELSENSTEIN) quando os comprimentos dos ramos ou taxas de
mutagao forem muito desiguais; 3) métodos de maxima verossimilhanga
sdo bastante robustos frente a violagdes dos pressupostos do modelo;
4) parciménia com pesos diferenciados pode ter desempenho superior
a parcimonia tradicional (pesos iguais), ou seja, pode ter uma Zona de

Felsenstein menor.



Nio se sabe quio generalizaveis sdo as conclusdes obtidas com

quatro tixons, ja que simulacbes com muitos tdxons sugeriram que a
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parciménia pode ser bastante precisa e eficiente. Portanto, necessita-se

de mais estudos para auxiliar na escolha do método de preferéncia.

CONCLUSAO

Atengdo! Apenas depois de se ter levado a efeito todos os
procedimentos adequados para inferéncias filogenéticas, ou seja, apds
utilizar quaisquer das metodologias aqui discutidas, é que comega
um dos trabalhos mais sérios do pesquisador: com os resultados em
maos, chegou o momento de olhar para eles e interpreti-los a luz do
conhecimento cientifico! E com os resultados em mios que devemos
considerar a biologia dos organismos estudados associada aos padroes
e processos evolutivos. Um computador ndo pensa nem considera nada;
segue apenas algoritmos especificos. Os cérebros pensantes somos nds, e
apenas nds poderemos contribuir cientificamente, e ndo o resultado que

sai pronto do computador!
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RESUMO

A Filogenia Molecular é o estudo da histéria evolutiva de populacdes de organismos
relacionados a partir de dados moleculares.

A obtencdo desses dados sé foi possivel com o advento da Biologia Molecular,
com suas sucessivas eras de estudos de proteinas e DNA.

Atualmente, é possivel realizar uma analise molecular em qualquer organismo;
os dados sobre as diferencas genéticas entre organismos sdo obtidos, pois, pela
andlise direta de moléculas de DNA ou proteinas.

O estudo de polimorfismos moleculares é baseado em seqUiéncias de nucleotideos
ou aminoacidos. Os resultados consistem na forma de sequéncias alinhadas,
arrumadas umas em relagdo as demais, de maneira que cada posicao corresponda
a uma outra na molécula do ancestral comum, a partir do qual todas as seqiiéncias
evoluiram.

O alinhamento de sequéncias de aminoacidos ou nucleotideos pode ser utilizado
para formular suposicdes acerca das relacdes ancestrais entre individuos ou grupos
taxonémicos. Cada alinhamento de seqiiéncias resulta em uma arvore génica.
Os modelos de evolucao molecular sao simplificagdes que simulam quantas e quais
substituicdes de nucleotideos ocorreram durante a evolucao das seqiiéncias.
Muitos métodos tém sido desenvolvidos para inferir relagdes de ancestralidade
entre um grupo de seqUiéncias alinhadas. Os trés principais sdo: Métodos de
Distancia, Parciménia e Maxima Verossimilhanca. O primeiro baseia-se em dados
de distancia e os outros dois em dados de caracteres.

Os resultados das inferéncias filogenéticas devem ser testados por métodos que
atribuem valores de confianga nos n6s. Tais métodos sao classificados em: 1) método
de reamostragem de caracteres (Bootstrap, Jack-knife), 2) método de analise de

decaimento, e 3) testes de permutacao.
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ATIVIDADES FINAIS

1. O que vocé entende por Teoria do Relégio Molecular?

RESPOSTA
A Teoria do Relégio Molecular determina que as moléculas evoluem
em propor¢do direta ao tempo. Assim, as diferencas entre seqiiéncias
homdlogas de DNA ou proteinas podem ser usadas para estimar o
tempo transcorrido, uma vez que as duas moléculas divergiram.

2. Que tipos de dados sdo utilizados nas inferéncias filogenéticas?

RESPOSTA
Utilizamos dois tipos de dados nas inferéncias filogenéticas: dados de
disténcia e dados de caracteres. Os primeiros medem as diferencas
entre moléculas na base de uma sé varidvel (presenca ou auséncia,
por exemplo). Os dados de caracteres medem diferencas como uma
série de varidveis descontinuas, sendo cada uma do tipo multiestado
(por exemplo: zero, um, dois ou trés espinhos por pata de um inseto,
totalizando quatro varidveis de estados distintos).
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3. Para que servem os modelos de evolucdo molecular e como eles diferem entre

si?

RESPOSTA
Os modelos de evolugcdo molecular sdo simplificacées que simulam
quantas e quais substituicbes de nucleotideos ocorreram durante a
evolucdo das sequiéncias. Com os modelos de substituicdo, desde
os mais simples, com apenas um parémetro, até os modelos mais
complexos, com mdltiplos parémetros, pretendemos saber qual é
o valor de distdncia mais adequado para a reconstrucdo da drvore.
O melhor serd o que apresentar a maior probabilidade de explicar
a origem evolutiva das seqiéncias estudadas.

4. Quais sdo os principais métodos de inferéncia filogenética e em que séo

baseados?

RESPOSTA
Sdo trés: Métodos de Distdncia, Parciménia e Mdxima
Verossimilhanca. O primeiro é baseado em dados de distancia e
0s outros dois em dados de caracteres.
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5. Como e por que testamos a confianca de uma arvore filogenética?

RESPOSTA
Testamos a confianga de uma drvore filogenética por meio da
utilizagdo de métodos de reamostragem de caracteres (como o
Bootstrap), andlise de decaimento ou testes de permutagdo. Os
meétodos filogenéticos devem ser testados, principalmente, para
verificar sua consisténcia (proximidade com a verdade) e robustez
(sensibilidade ds violagbes dos pressupostos).

AUTO-AVALIACAO

Vocé estudou nesta aula como extrair informacgdes de seqiiéncias de nucleotideos
e de aminoacidos. Quem diria que os 4 nucleotideos e os 20 aminoacidos
poderiam nos contar tantas histérias de vida! Para entender como as sequtiéncias
sdo informativas foi necessario introduzir termos e métodos de analise. Vocé
conseguiu acompanhar? Se conseguiu, que bom! Entdo, passe para a parte pratica
na proxima aula. Nao? Vamos rever a Aula 26, Traducdo ou Sintese de Proteinas,
da disciplina de Biologia Molecular, para que as mutagdes e suas conseqiiéncias no
DNA codificante sejam esclarecidas. Ndo se detenha as definicdes dos métodos de
inferéncia filogenética. Neste curso, o mais importante é que vocé saiba que eles
existem, mesmo que ndo consiga descrevé-los em detalhes (muitos pesquisadores

que utilizam esses métodos desconhecem as definicées).

INFORMACOES SOBRE A PROXIMA AULA

Na préoxima aula, vocé vai aprender a utilizar os bancos de dados genéticos da
internet, inclusive como usar programas de busca e identificacdo de sequiéncias

de acidos nucléicos e proteinas.
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