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Apresentacao

Para grande parte do publico, ndo formalmente introduzido as Ciéncias Biolégicas, a Zoologia remete a conser-
vagdo da fauna ou o estudo sobre comportamento, especialmente de grandes vertebrados. No entanto, esse ramo
da Biologia é muito mais complexo e diverso. Zodlogos estudam a conservagdo da fauna e o seu comportamento,
tanto de vertebrados quanto de invertebrados, mas também a interacdo destes com outros seres vivos e o ambiente,
bem como a sua evolucdo. Além disso, para uma andlise holistica, as pesquisas em Zoologia englobam aspectos
que esbarram em outras disciplinas, como a Morfologia, Genética, Fisiologia, Embriologia, entre outras. A base de
todos esses fascinantes ramos do conhecimento ligados ao estudo da fauna € a sistemética zooldgica, que se ocupa
em reconhecer e classificar as espécies animais, estimar as suas relacdes de parentesco e sua evolugdo no tempo
e no espago. Dessa forma, um conhecimento bésico de sistemdtica é primordial para todos que se interessam por
Zoologia.

A sistemadtica ¢ um campo do conhecimento que ndo é amplamente abordado nos ciclos basicos da educagao,
e muitos cursos de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas ndo possuem uma disciplina exclusivamente voltada para
o tema. A auséncia dessa disciplina tdo importante gera uma grande lacuna na compreensdo da Zoologia, ja que
apesar de ser um campo bdsico do conhecimento zooldgico, a sistemdtica possui um extenso jargdo técnico e utiliza
de metodologias que necessitam de um amplo conhecimento de outras dreas, como por exemplo, bioquimica,
estatistica e bioinformatica.

Para diminuir essa lacuna, algumas institui¢des de ensino passaram a oferecer cursos concentrados de treinamento
e atualizacdo na drea, voltados especialmente para graduandos ou recém-formados do curso de Ciéncias Bioldgicas
e dreas correlatas. Nesse contexto, o programa de P6s-Graduacido em Zoologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (PGZoo UFMG) tomou a iniciativa de realizar o Curso de Verdo em Sistemdtica Zooldgica (CVSZ), que
teve sua primeira edicdo em janeiro de 2018. Embora a ideia da criagdo do curso tenha partido dos docentes do
programa, o planejamento e execucdo foram conduzidos pelos discentes. Desta forma, ainda que o objetivo primdrio
do CVSZ fosse introduzir as ferramentas da pesquisa em sistemadtica zooldgica aos interessados pela drea, diversos
outros beneficios vieram desta iniciativa: podemos salientar o importante envolvimento dos pds-graduandos na
prética da docéncia, a experiéncia de organizar um evento de extensdo, e o contato com estudantes de diferentes
estados do Brasil. Com o sucesso do primeiro evento, a segunda edi¢do do CVSZ foi realizada no inicio de 2020.

O escopo dessa experiéncia aumenta agora, com a edicdo deste guia, Principios de Sistematica Zoolégica. Os
capitulos compilados aqui foram pensados para servir como material de apoio para o I CVSZ. Eles foram escritos
pelos pds-graduandos e residentes de pds-doutorado do nosso programa, que trabalham na drea de sistemdtica
zooldgica e que ministraram as aulas na primeira edi¢cdo do curso. O resultado final mostrou um potencial maior,
com textos ricamente ilustrados que servem tanto para uma introdugdo tedrica, quanto para guiar nos primeiros
passos nas andlises utilizadas nos estudos de sistematica. Por essa razao, a organizagdo do CVSZ tomou mais essa
iniciativa, de democratizacdo do conhecimento, tornando publico o contetido do curso reunido nesta publicacdo.
Os nove capitulos incluem temas bésicos, comecando com métodos para a coleta de material zooldgico e colegdes
biolégicas, passando pela taxonomia, classificacdo, nomenclatura, chaves de identificacdo interativas, evolucdo e
processos bioldgicos. Sdo também abordados métodos mais especificos da drea, como andlise filogenética com
dados morfolégicos e moleculares e métodos filogenéticos comparativos. Em cada capitulo, hd uma bibliografia
recomendada, permitindo ao leitor aprofundar-se no tema sem perder-se na imensidao da literatura disponivel.

O CVSZ e a publicacdo desse volume, juntamente com a organiza¢do bianual do Simpdsio em Zoologia
Sistemadtica pela PGZoo UFMG tém ajudado a consolidar o nosso programa como um importante centro de ensino
e pesquisa em sistemdtica zooldgica no pais. Apesar da PGZoo UFMG ser um programa novo, com o inicio de sua
histéria em 2011, essas iniciativas sdo demonstracdes da sua capacidade de atracdo de estudantes interessados em
sistemdtica e da qualidade do sistema de pés-graduagdo publica e da ciéncia produzida no Brasil. A proposta da
PGZoo UFMG ¢€ oferecer este curso periodicamente e esperamos que essa publicagdo contribua na compreensao
dos vérios aspectos da sistemdtica zooldgica, auxiliando na formacao de futuros zo6logos.

Kirstern Lica Follmann Haseyama
Gisele Yukimi Kawauchi
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Prefacio

A sistemdtica € a drea mais fundamental e a mais inclusiva das Ciéncias Bioldgicas. Mais fundamental porque
€ pré-requisito para uma comunicacgdo clara e objetiva entre as demais dreas. Mais inclusiva porque o sistemata
frequentemente compara e sintetiza conhecimentos de muitas dreas, de ecologia & genética, para produzir classifi-
cacgdes. Apesar da 6bvia importancia, ainda estamos longe de um conhecimento adequado e sistematizado da biota
terrestre. Esse déficit de conhecimento sobre a real diversidade das espécies do planeta, conhecido como déficit
lineano, € particularmente pronunciado num pais megadiverso como o Brasil. Em 2006, existiam 22 programas
de pés-graduagdo em Zoologia no Brasil, a maioria em S@o Paulo, Rio de Janeiro e Parand. Em 2011 inicia-se o
programa de pds-graduacdo em Zoologia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), que ao longo de nove
anos de existéncia vem contribuindo para a formacdo de zo6logos e consequentemente para a mitigacao do déficit
lineano.

Com o objetivo de apresentar os fundamentos tedricos e praticos da sistemdtica zooldgica, organizamos o I Curso
de Verdo em Sistematica Zoolégicada UFMG em 2018. Este Guia, Principios de Sistematica Zooldgica é oferecido
como material suplementar aos alunos do curso e também serd disponibilizada online para qualquer interessado
no assunto. Nosso intuito com esse material é fornecer as bases tedricas da taxonomia e sistemdtica zooldgica
e também rudimentos em alguns programas analiticos. Os primeiros capitulos (1 a 4) apresentam principios de
sistemadtica filogenética (morfolégica e molecular), taxonomia, e nomenclatura zoolégica, assim como um breve
histérico do desenvolvimento dessas dreas. Os capitulos 5 e 6 tratam das inimeras aplica¢des de filogenias, tanto
na sistematica como fora dela. Finalmente, os capitulos de 7 a 9 apresentam métodos de coleta, identificacdo e
depdsito de material zooldgico.

Caroline Batistim Oswald

Cayo Augusto Rocha Dias
Guilherme Siniciato Terra Garbino
Jean Carlo Pedroso de Oliveira
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Capitulo 1
Evolucao e Processos evolutivos

Rafael Félix de Magalhdes

1.1 Introducao

A biologia evolutiva € a disciplina que sintetiza todo o conhecimento gerado na drea das ciéncias bioldgicas.
Evolugdo em biologia € sindbnimo de mudancga e frequentemente € categorizada de acordo com a escala temporal
em que as mudancgas orginicas ocorrem nos seres vivos. O termo microevolugao estd historicamente associado aos
processos evolutivos registrados em uma escala de tempo muito pequena, geralmente no ambito de populagdes ou
entre espécies proximamente aparentadas entre si. Alguns biélogos argumentam que todas as mudangas evolutivas
tém como base os processos de microevolucdo. Dentre estes processos, podemos citar a selecao natural, a deriva
genética e as migracdes interpopulacionais como modificadores de frequéncias alélicas ao longo do tempo.

Por outro lado, investigacdes sobre os padrdes evolutivos associados a longas escalas temporais (por exemplo:
surgimento, evolucdo e extin¢do de clados ao longo de milhdes de anos) e sistematicas (isto €, acima do nivel de
espécie) estdo classificados no universo dos estudos macroevolutivos. Os dois termos, ainda utilizados por muitos
cientistas, foram propostos pelo zo6logo russo Yuri Filipchenko, um dos pioneiros na incorporaciao da genética
Mendeliana a teoria evolutiva. Entretanto, muitos bi6logos, incluindo o evolucionista Stephen J. Gould, comegaram
a criticar esta hierarquia reducionista. Estes pensadores defendiam uma visdo plural, segundo a qual os chamados
processos micro- e padrdes macroevolutivos operam tanto a nivel intraespecifico quanto a niveis supraespecificos.
Em resumo, a macroevolucé@o pode ser interpretada como o acimulo de processos microevolutivos.

Neste capitulo, abordaremos resumidamente os pontos da teoria evolutiva, essenciais para a aplicacdo e inter-
pretacdo dos dados em sistemadtica filogenética. Utilizaremos os termos micro- e macroevolu¢do apenas para fins
didaticos.

1.2 Um breve historico do desenvolvimento da teoria evolutiva

Diversos filésofos gregos, incluindo Aristételes, Empédocles e Xendfanes, ji4 conheciam o registro féssil e
o atribufam a indicios da vida passada, supostamente extinta por catdstrofes naturais. Entretanto, nenhum deles
formalizou um conceito de evolucao. Este quadro ndo mudou durante a Idade Média, ja que as interpretagdes literais
da biblia foram instituidas como dogmas da fé crista, desencorajando a investiga¢ao racional do mundo natural, o
que poderia ser encarado como heresia naquela época.

Somente no inicio do século XIX, mais precisamente em 1809, o naturalista francés Jean-Baptiste Lamarck
prop0s em seu livro Systéme des Animaux sans Vertébres a primeira explicagdo para a origem e evolugdo dos seres
vivos. Sua teoria, conhecida como heranca dos caracteres adquiridos, assumia que a evolugao era um processo
transformacional. Isto quer dizer que os organismos mudavam suas caracteristicas fenotipicas ao longo do tempo, de
acordo com as pressdes ambientais, o uso e o desuso das partes do corpo. Lamarck ndo acreditava na ancestralidade
comum dos organismos e postulava que os caracteres adquiridos seriam transmitidos para os descendentes de cada
ancestral independente.

Mais tarde no mesmo século, entre os anos de 1830 e 1833, o ge6logo britinico Charles Lyell propds o principio
do uniformitarismo. Segundo ele, as leis da fisica e da quimica sao imutdveis e os processos geol6gicos observados
no presente devem ser réplicas dos eventos ocorridos ao longo da histéria da Terra. Suas ideias foram formalizadas
nos trés volumes do seu livro Principles of Geology: being an attempt to explain the former changes of the Earth’s
surface, by reference to causes now in operation. Nesta mesma época, um jovem naturalista conterraneo de Lyell
iniciava uma viagem de cinco anos ao redor do mundo a bordo de um navio da marinha britanica. Este navio se
chamava HMS Beagle e tinha como objetivo realizar prospeccdes cientificas marinhas e terrestres na América do
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Sul e no Oceano Pacifico. O jovem cientista era Charles Darwin, que carregava consigo o primeiro volume do
Principles of Geology.

A viagem no Beagle, somada a leitura do livro de Lyell, teve profundo impacto sobre as ideias de Darwin.
Ele ficou convencido de que as forcas naturais poderiam explicar a diversidade de formas dos organismos e as
caracteristicas geoldgicas da Terra. Darwin coletou e escreveu sobre a fauna e flora vivente e fossil das regides
onde o Beagle aportou, mas foi a parada em setembro de 1835 nas Ilhas Galdpagos, territério do Equador, que
teve grande influéncia na consolidac@o das suas ideias. O naturalista passou pelas ilhas de Cabo Verde, ao noroeste
da Africa e, apesar deste arquipélago possuir clima e topografia similares aos das Galdpagos, ambos possufam
biotas muito distintas. As espécies encontradas no arquipélago equatoriano eram semelhantes aquelas encontradas
no continente sul-americano. Além disso, cada ilha possufa, por exemplo, espécies endémicas de tentilhdes e
tartarugas gigantes, cada qual aparentada as espécies das outras ilhas. Com isso, Darwin concluiu que as espécies
de Galdpagos deveriam ser origindrias de um ancestral oriundo do continente. Além disso, as formas distintas de
cada ilha deveriam ter surgido através de modificagdes relacionadas as condigdes ambientais singulares de cada
ilha. Em 1858, Darwin recebeu um manuscrito de um outro naturalista britanico. Este cientista, Alfred Russel
Wallace, durante uma expedicdo ao arquipélago Malaio, chegou independentemente as mesmas conclusdes que
Darwin sobre a evolugdo dos organismos, conforme reportou nesta correspondéncia. Em julho daquele mesmo ano,
Darwin preparou um manuscrito com suas perspectivas sobre evolugdo que foi publicado junto com o de Wallace
no Journal of the Linnean Society. Finalmente, em 1859, Darwin publicou um livro com suas ideias expandidas,
rico em exemplos, denominado On the Origin of Species by Means of Natural Selection, or the Preservation of
Favoured Races in the Struggle of Life, ou simplesmente A Origem das Espécies.

Diferente das ideias transformacionais de Lamarck, a teoria de Darwin e Wallace € variacional. Isto quer dizer que
as espécies evoluem ao longo do tempo a partir de variantes selecionadas nas populacdes. Entretanto, Darwin ndo
conhecia os meios pelos quais as caracteristicas eram herdadas. Por isso, ele se apropriou das ideias de Lamarck para
explicar a heranga dos caracteres, segundo as quais a hereditariedade seria resultado de um processo de mistura das
carateristicas parentais em suas proles, incluindo tragos adquiridos ao longo da vida. Esta perspectiva mudou no final
do século XIX, quando August Weismann, um biélogo do desenvolvimento, demonstrou através de experimentos
que as caracteristicas adquiridas pelos organismos ao longo da vida ndo eram herdadas pelos seus descendentes,
rejeitando a explicacdo lamarckista de heranca. Por fim, na década de 1930, um grupo de geneticistas e bidlogos
populacionais, inspirados pela redescoberta dos trabalhos de Gregor Mendel no inicio daquele século, revisou a
teoria de Darwin sob uma perspectiva matematica. Gradualmente, foram incorporadas a genética mendeliana e os
avancos tedricos da genética populacional a teoria, que ficou conhecida como Teoria Sintética da Evolucao, ou
Nova Sintese Evolutiva, que foi, nas décadas seguintes, ampliada incorporando conceitos de outros campos da
Biologia, tais como: a Boténica, Paleontologia e Sistematica. Dentre estes cientistas, estavam Ronald Fisher, John
B. S. Haldane, Sewall Wright, Theodosius Dobzhansky, Ernst Mayr, George G. Simpson, Julian Huxley, Bernhard
Rensch e George Ledyard Stebbins.

Darwin acreditava que os organismos vivos descendiam de um ancestral comum. Esta ideia foi ilustrada em sua
famosa arvore filogenética, rascunhada em seu caderno pessoal (notebook B; Figura 1.1), tida como um icone da
teoria evolutiva. Entretanto, apenas em 1950, o entomélogo alemao Willi Hennig publicou o livro Grundziige einer
Theorie der Phylogenetischen Systematik, no qual formalizava um método objetivo para a estimativa das relagdes
filogenéticas entre os organismos. Somente em 1966 seu trabalho se tornou amplamente conhecido, uma vez que
foi traduzido para o inglés sob o titulo Phylogenetic Systematics. Desde entdo, o estudo da evolucdo e da sistematica
filogenética tem se tornado um dos campos mais frutiferos das ci€ncias naturais.

Figura 1.1 Esbogode Darwin
sobre a inter-relacio entre os
seres vivos. Imagem de uso
livre, acessivel no Wikimedia
Commons.




1 Evolug@o e Processos evolutivos 3

1.3 Evidéncias da evoluciao

Registro paleontolégico

Uma importante premissa da teoria evolutiva € que os organismos sdo resultado do acimulo de modificacdes
hereditdrias desde o passado até o presente. A paleontologia, uma ciéncia macroevolutiva, fornece importantes
evidéncias que corroboram esta premissa. Os fésseis, objetos de estudo desta ciéncia, sdo remanescentes preservados
da vida passada. A principal tarefa dos paleontélogos € datar e interpretar o registro féssil sob a luz da teoria
evolutiva.

A datacdo do registro féssil pode ser feita de maneira relativa (isto &, através da interpretagdo estratigrafica das
camadas de rochas ou de fésseis-guia) ou de maneira absoluta (isto é, através da radiometria aplicada ao decaimento
radioativo de elementos naturais). Por exemplo, a presenca de trilobitas fosseis em um estrato rochoso indica que
arocha data da era Paleozdica. Para determinar com exatiddo a idade destas rochas, pode-se utilizar a datacdo por
decaimento de Uranio em Chumbo ou de Potdssio em Argonio, por exemplo.

O registro f6ssil € enviesado. As partes mineralizadas do corpo de animais tais como 0ssos, conchas e carapagas
sdo preservados com maior facilidade do que partes moles. Além disso, processos tafondmicos (isto é, relacionados
ao modo de decomposi¢cdo dos organismos) podem levar a separacdo das partes articuladas e a fragmentacdo,
dentre outros. Em resumo, a maioria do registro fossil € incompleto. Cabe aos paleontélogos identificar, interpretar
e sistematizar seus objetos de estudos.

Apesar da incompletude, varios fosseis iconicos auxiliaram no entendimento da evolugdo da vida na Terra.
Dentre eles, pode-se citar o Tiktaalik roseae (Figura 1.2 A), um peixe sarcopterigio do Periodo Devoniano ( 375Ma)
que possuia caracteristicas comuns entre peixes (por exemplo: escamas e barbatanas) e tetrdpodes terrestres (por
exemplo: cabeca achatada, pescogo e pulsos articulados), indicando que os primeiros tetrdpodes devem ter surgido
neste periodo. Outro féssil importante é o Archaeopteryx litographica (Figura 1.2 B), do Periodo Jurdssico superior
( 150Ma). Assim como o 7. roseae, o arqueoptérix possuia caracteristicas comuns entre dinossauros saurisquios
(por exemplo: dentes e vértebras caudais nio fusionadas) e aves modernas (por exemplo: membros anteriores
modificados para planar e penas assimétricas). Entretanto, fésseis com tamanho significado evolutivo sdo raros e,
quando sdo encontrados, provocam grande alvoroco tanto da comunidade cientifica quanto da sociedade, sendo
popularmente chamados de elos perdidos.

Figura 1.2 Fosseis de (A)
Tiktaalik roseae ¢ (B) Ar-
chaeopteryx litographica.
Imagens de uso livre, acessi-
veis no Wikimedia Commons.

Homologias e ontogenia como evidéncias da ancestralidade comum

O termo homologia foi usado por Richard Owen, um naturalista conterrineo e contemporineo de Darwin, para
descrever “o mesmo 6rgdo, em organismos diferentes, sujeito a variagdes de forma e fung@o”. Darwin reconhecia
que as homologias eram a principal evidéncia para sua teoria. Dentre exemplos cldssicos de 6rgdos homélogos com
distintas formas e fungdes, podemos citar os membros dos vertebrados. Os bragos de um macaco, as nadadeiras de
um golfinho, as asas de um morcego e as patas de um cavalo sio todas modificagdes de membros anteriores. Uma
andlise mais aprofundada revela que todos estes membros possuem os mesmos componentes dsseos: imero, radio,
ulna, carpos, metacarpos e falanges, corroborando a hipétese de ancestralidade comum entre todos estes tetrdpodes.

A ontogenia, ramo da biologia que estuda o desenvolvimento de um organismo ao longo da vida, também revela
homologias quando se comparam estdgios de desenvolvimento de distintos organismos. Por exemplo, embrides de
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peixes, répteis, aves e mamiferos apresentam arcos branquiais morfologicamente comparaveis nos estigios iniciais
do desenvolvimento. Em estdgios mais avangados, estes arcos se desenvolvem em estruturas distintas nestes tdxons.
Nos peixes, o primeiro par d4 origem & mandibula, o segundo se desenvolve no complexo hiomandibular e os
demais arcos formam as estruturas esqueléticas das branquias. Por outro lado, nos mamiferos, o primeiro par de
arcos branquiais também estd associado a formacao de dois dos trés ossiculos da orelha interna (martelo e bigorna).
O terceiro ossiculo, estribo, vem do segundo arco branquial, que também contribui para formar o complexo hidide.
Apesar das diferengas no desenvolvimento, estas evidéncias apontam para um ancestral comum dotado de arcos
branquiais. As evidéncias ontogenéticas podem ser corroboradas através das reconstrucdes filogenéticas, que serdo
tema dos Capitulos 2 e 3.

1.4 Selecao natural

A selecdo natural € um dos principais processos geradores de evolucdo, sendo o agente natural que origina
adaptacdes. A primeira premissa da selec@o natural se baseia nas observagdes de que todos os organismos possuem
um potencial reprodutivo elevado, que resultaria em crescimento exponencial das populagdes ao longo do tempo.
Entretanto, nem todos os individuos de uma populagdo se reproduzem e grande parte da prole daqueles que
conseguem se acasalar nio sobrevive até a idade reprodutiva. Isso ocorre porque hd interagdes agonisticas dentro
e entre espécies (competi¢do, predacdo, parasitismo, entre outras), além de sobrevivéncia diferencial relacionada
a fatores abidticos (frio, chuva, incéndios, entre outros). Além disso, os recursos naturais ndo suportariam o
crescimento exponencial das espécies, aumentando severamente os niveis de competicdo. Sendo assim, apenas
os individuos capazes de explorar recursos, sobreviver a predadores, manter seus territérios e atrair parceiros
reprodutivos sdo capazes de deixar descendentes para a geragao seguinte.

Isso s6 ocorre devido a segunda premissa da teoria da selecdo natural: a presenca de variacdes dentro das
populagdes. Todos os individuos possuem diferencas, ainda que sutis, em caracteristicas como tamanho corpéreo,
fisiologia, comportamento e resisténcia a patégenos e parasitas. A selecdo natural atua sobre essas diferencas,
favorecendo individuos com combinagdes de tracos ideais para a sobrevivéncia em um determinado ambiente.
Entretanto, os fendtipos favordveis s6 geram evolucdo caso sejam herddveis. Nestes casos, a sele¢do natural
promove a mudanca das populacdes ao longo do tempo, gerando novas adaptacdes e, quicd, novas espécies. Tudo
isso gera um questionamento: qual € a fonte da variacdo herddvel nas populagdes?

1.5 Processos geradores de diversidade genética e modificadores de frequéncias alélicas

Imagine uma populagdo infinita cujos individuos possuam dois alelos de um determinado gene e. Imagine
também que os dois alelos, €; e €;, possuem o mesmo valor adaptativo (isto €, ndo estdo sob selecao diferencial).
Neste caso, e na auséncia de quaisquer outras forgas externas, é completamente possivel estimar a frequéncia
de cada um dos gendtipos na populacdo. Esta estimativa foi proposta independentemente pelo inglés Godfrey
Harold Hardy e pelo alemao Wilhelm Weinberg, através de um teorema matemadtico conhecido como equilibrio de
Hardy-Weinberg, dado por:

p*+2pg+q°, (1.1)

onde p? € a frequéncia do homozigoto €1€1, ¢° é a frequéncia do homozigoto €7€5 e 2pq é a frequéncia do
heterozigoto €1 €. Este polindmio pode ser estendido para multiplos alelos. As demais for¢as externas mencionadas
acima incluem a mutagdo, a deriva genética e os acasalamentos ndo aleatérios, além da prépria selecdo natural.

As mutacoes sdo a fonte primdria de geracdo de variacdo nas populagdes naturais. Elas ocorrem de forma
aleatdria, mas as mutag¢des neutras sdo as mais comumente identificadas em amostras populacionais. Este é o
caso das mutagdes silenciosas, que ocorrem devido a degeneracdo do cddigo genético. A degeneragdo € uma
propriedade universal do cédigo e se refere ao fato de que um determinado aminodcido pode ser traduzido a
partir de miltiplos cédons do RNA. Tomemos como exemplo a leucina nos vertebrados. Este aminodcido pode
ser traduzido a partir dos cédons CUU, CUC, CUA, CUG, UUA e UUG. Sendo assim, a terceira base do c6don
CUU pode sofrer mutagdes para qualquer outro nucleotideo sem resultar em mudancgas fenotipicas. Entretanto,
nem todas as mutacdes sdo silenciosas, e podem ocasionar pequenas mudangas na estrutura das proteinas. Caso
estas mudancas resultem em organismos com valores adaptativos distintos, as frequéncias alélicas e/ou genotipicas
podem ser alteradas ao longo do tempo como resultado da selecdo natural. A selecdo pode, inclusive, fixar um
gendtipo novo resultante de uma mutagdo aleatdria caso os homozigotos para o novo alelo tenham valor adaptativo
maior do que o dos individuos com outros genotipos.
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Outro processo modificador de frequéncias genotipicas sdo os acasalamentos nio aleatérios. Imagine uma
populagio em equilibrio de Hardy-Weinberg, cujas frequéncias genotipicas sejam p? = 25%, ¢° = 25% e 2pq =
50%. Caso os homozigotos se acasalem preferencialmente entre si, em poucas geracdes a frequéncia de homozigotos
na populacdo aumentard. Quando as populacdes possuem tamanhos muito pequenos, a chance de acasalamento
entre individuos aparentados também aumenta, levando a um processo denominado endogamia, cujas consequéncias
genéticas incluem um excesso de homozigotos e a perda de diversidade genética nas populagdes. A intensificagdo
da endogamia pode levar a um aumento de alelos recessivos raros, muitas vezes deletérios, que aumentam a chance
de extin¢@o populacional.

A expressao de alelos raros em endogamia € resultado de um processo evolutivo aleatério denominado deriva
genética, que ocorre em todas as populagdes de tamanho finito. A deriva consiste na flutuagdo aleatdria nas
frequéncias alélicas entre geragdes, incluindo perda de alelos. Este processo é tdo mais intenso quanto menores
forem o tamanho da populagdo, o nimero de alelos e suas frequéncias. Na auséncia da entrada de novos alelos
na populacdo, a deriva genética € um processo redutor de variabilidade. No final da década de 1960, o geneticista
japonés Motoo Kimura demonstrou matematicamente que as populacdes podem evoluir por deriva genética na
auséncia de selecdo natural. Esta proposta ficou conhecida como Teoria Neutra da Evolu¢cao Molecular. Além das
mutagdes, uma populagio pode receber novos alelos através da migragao. Enquanto populagdes isoladas tendem
a se diferenciar por deriva e selecdo natural, a migracdo € um processo metapopulacional homogeneizador de
frequéncias alélicas, promovendo o intercimbio de variantes interpopulacionais e diminuindo os efeitos deletérios
da deriva genética.

1.6 Teoria da coalescéncia e estimativas filogenéticas

Duas cépias alélicas quaisquer podem ser idénticas por descendéncia ou por estado. O primeiro caso € observado,
por exemplo, entre irmdos. Ambos podem compartilhar cépias alélicas vindas do pai ou da mae. Isto quer dizer
que, se observarmos a genealogia entre cOpias idénticas de um alelo entre dois irmdos, chegaremos ao ancestral
comum destes alelos em uma geracdo. Por outro lado, dois individuos sem nenhum parentesco também podem
compartilhar cépias idénticas de um alelo. A filogenia destes alelos pode ser estimada, mas o ancestral comum entre
as duas copias alélicas € muito anterior ao dos alelos idénticos por descendéncia. Neste caso, diz-se que eles sdo
idénticos por estado. A filogenia entre dois alelos distintos também pode ser estimada, mas € certo que o ancestral
comum entre eles € ainda mais antigo do que o dos alelos idénticos por estado. O processo genealégico de busca por
ancestrais alélicos a partir de copias génicas observadas ¢ chamado de coalescéncia, e quando o ancestral comum
entre dois alelos € estimado, diz-se que ambos coalescem neste ancestral (Figura 1.3).

Em 1982, o matematico britanico Sir John Frank Charles Kingman publicou o artigo On the Genealogy of Large
Populations, no qual desenvolveu modelos probabilisticos de coalescéncia de alelos a partir de expectativas geradas
pela teoria neutra de Kimura. Mais recentemente, estes modelos foram incorporados & sistemdtica filogenética,
enriquecendo os campos da sistemdtica molecular e da filogeografia.

Figura 1.3 Genealogia gé- Presente 20
nica hipotética representado o
pedigree de um gene durante
20 geracdes. Quadrados re-
presentam machos e circulos
representam fémeas. As linhas
conectam as cdpias alélicas
aos seus ancestrais comuns
mais recentes. Modificado de
Avise (2009).

NUmero de
geragoes

Passado
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1.7 Filogeografia

Como mencionado na introdugdo, apesar de Stephen J. Gould e outros contemporineos defenderem uma
abordagem pluralistica e integrativa entre os estudos micro e macroevolutivos, esta discussdo ficou por anos
apenas no campo das ideias. Em 1987, o geneticista norte-americano John C. Avise propds uma nova drea de
estudo, denominada Filogeografia, que integrava na pratica as metodologias usualmente empregadas por micro- e
macroevolucionistas. Esta disciplina pode ser definida, nas palavras de Avise, como o “campo de estudo que se ocupa
com os principios e processos que governam a distribuicdo geografica de linhagens genealdgicas, especialmente
dentro e entre espécies estritamente relacionadas”. Ela integra metodologias da genética de populagdes, taxonomia,
histéria natural, ecologia, sistematica, biogeografia e paleontologia na elucidag¢@o dos principios e processos acima
mencionados.

Uma prética simples e interessante introduzida na filogeografia foi o uso de individuos, e ndo espécies, como
unidades operacionais para a reconstrucio de relacdes filogenéticas. Além disso, nas dltimas duas décadas, dois
grandes avancos metodoldgicos aprimoraram a acuricia das inferéncias filogeograficas. O primeiro deles foi a
incorporacao de algoritmos baseados na teoria da coalescéncia de Kingman na reconstrucio de drvores génicas e
arvores de espécies, levando em consideracdo a incongruéncia entre ambas. Neste contexto, surgiram métodos de
delimitacdo de espécies baseados no modelo multispecies coalescent, que aumentam a objetividade e replicabilidade
do trabalho taxonomico. O segundo avancgo foi a implementacdo de modelos estatisticos para o teste explicito de
hipéteses, definindo a subdrea da filogeografia estatistica. Esta disciplina tem sido extensamente aplicada a Zoologia,
com o objetivo de esclarecer questdes tais como o tempo e o modo de especiagdo dos organismos, a origem das
distribui¢des endémicas e os mecanismos associados aos padrdes de diversidade genética ao redor do planeta.
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Capitulo 2

Introducio a Sistematica Filogenética e Analise de Dados
Morfolégicos

Daniel M. Casali & Larissa C. C. S. Dumba

2.1 O que é a sistematica e o que ela contempla?

A sistematica, em sentido amplo, € a disciplina das Ciéncias Bioldgicas que se ocupa de estudar a biodiversidade
a partir de uma perspectiva organizacional evolutiva. A sistemdtica compreende as atividades de taxonomia, em
que o objetivo € identificar, classificar e nomear as formas de vida, e também do estudo das rela¢des de parentesco
(relacoes filogenéticas) entre os organismos. A taxonomia, amparada pela filogenia, é a base tedrica e pratica
para a produgdo das classificacdes bioldgicas. Tais classificagdes t€m como objetivo estabelecer um sistema de
referéncia que tenta ser o mais objetivo e replicdvel possivel. E também parte da sistemética o desenvolvimento de
metodologias que permitam estudar em uma perspectiva filogenética (considerando as relacdes de parentesco) a
evolugdo de caracteristicas bioldgicas e entender padrdes gerais a partir dessas andlises.

2.2 Por que ter um sistema de sistematizacio (organizacao/classificacao) biologico?

A atividade de sistematizagdo das relacdes entre as entidades bioldgicas, ndo diferente de outras classificacdes e
organizacdes conceituais humanas, decorre da capacidade cognitiva primitiva (também compartilhada com outros
animais) de categorizar elementos do seu ambiente de acordo com as suas necessidades. Essa capacidade é mais
desenvolvida na nossa espécie que nas demais espécies que conhecemos, no entanto. Ao decorrer da nossa historia,
com o crescente aumento do conhecimento, bem como da populacdo humana (tanto em quantidade como em grau
de conectividade), sistemas ainda mais elaborados de sistematizacdo foram sendo desenvolvidos e empregados,
tornando-se indispensaveis as atividades cotidianas, das mais simples as mais complexas.

Além de servirem como repositdrio organizado do conhecimento por si s6, as classifica¢cdes quando aplicadas
as ciéncias tém papel de permitir a realizacdo de predicdes de acordo com as categorias reconhecidas, como € o
caso da tabela periddica utilizada na Quimica, por exemplo — saber a coluna ou grupo em que um elemento se
situa permite fazer algumas afirmacdes sobre suas propriedades. Na Biologia, a existéncia de um sistema formal
de organizac¢do da biodiversidade se tornou necessdrio para a execucdo da prépria ciéncia bem como de atividades
humanas fundamentais que dependem destas informagdes, como a medicina, a agricultura, a pecudria, o manejo e
conservagdo da biodiversidade, entre outras.

A organizag@o das relacdes evolutivas entre os seres vivos nos permite desenvolver sistemas de referéncia
que busquem refletir unidades naturais, ao contrdrio de apenas construir classificagdes arbitrdrias ou artificiais.
Essas dltimas, embora tenham uma utilidade préitica (como € o caso de um inventdrio de ervas medicinais, por
exemplo), tém um escopo reduzido quando se trata de compreender propriedades histéricas compartilhadas. Dessa
forma, a classificacdo resultante de uma perspectiva filogenética tem também importante poder preditivo sobre as
propriedades dos organismos.

2.3 Breve historico do pensamento sistematico na Biologia

Muitos individuos contribuiram historicamente para a formacdo do nosso atual entendimento sobre como
sistematizar as relagdes entre os seres vivos, estando fora do escopo deste texto uma relacdo completa desses e de
suas contribui¢des. No entanto, algumas figuras centrais merecem alguma mencao por suas contribui¢des terem
sido desproporcionalmente importantes.
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Um dos mais antigos pensadores envolvidos em entender como os seres vivos se relacionam, muito antes de
uma visdo evolutiva se fizesse presente, foi o filésofo Aristételes (384-322 a.C.), que considerou caracteristicas
morfoldgicas dos individuos como indicativos de similaridade que permitiria agrupar estes. Muito tempo depois,
no século XVIII, Carl Linnaeus, ainda se valendo dessa no¢do de similaridade e usando as melhores partes de
vdrias outras classificagdes, propds um sistema de classificacdo biolégico que apresentava um padrdo hierdrquico
e se tornou um padrao referencial, sendo em grande parte parecido ao que utilizamos atualmente ao classificar os
seres vivos.

Durante o final do século XVIII e todo o século XIX, nascia e ganhava enfoque na Europa a disciplina da
anatomia comparada, tendo especial destaque figuras como Georges Cuvier (1769-1832) na Franca e Richard
Owen (1804-1892) na Inglaterra. Essa disciplina se propunha a estudar os organismos de forma comparativa e
ndo apenas descritiva, e entender os padrdes de similaridade e diferenca de forma metdédica. Esse enfoque teve
importantes implicacdes para o entendimento dos padrdes de relacdo entre os organismos.

Nesse contexto, surge um dos mais importantes conceitos para a anatomia comparada, e também para a siste-
matica, o conceito de homologia. Segundo Owen, que cunhou o termo em 1843, como visto no capitulo anterior,
homologia seria: “o mesmo 6rgao, em diferentes animais, em toda a variedade de forma e fung@o”. Isso expande
a nocdo de que duas estruturas reconhecidas e compardveis entre si, em dois organismos distintos, ndo sdo apenas
similares, mas as mesmas. Owen também reconheceu as estruturas andlogas, que apesar de cumprir as mesmas
fungdes, poderiam ou ndo apresentar as mesmas formas. No entanto foi Ray Lankester (1847-1908) que propds
pela primeira vez o termo homeoplasia, para se referir as estruturas que eram morfologicamente similares, mas ndo
eram verdadeiras homologias, ja que ndo se tratavam da mesma estrutura. Exemplos de estruturas homopldsticas
sdo asas dos morcegos, das aves e dos pterodatilos ou as nadadeiras dos cetdceos, dos “peixes” ou dos ictiossauros.

Em seu principal trabalho, A Origem das Espécies (1859), Charles Darwin (1809-1882), apds uma extensa
compilacdo de observagdes e experi€ncias, contribuiu com duas principais ideias que mudariam a forma de
entender a biologia, incluindo as relacdes entre os organismos. A primeira delas foi o mecanismo central pelo
qual ele propunha que as formas de vida se modificavam ao decorrer do tempo, a selecao natural, descoberta
paralelamente com Alfred Russel Wallace (1823-1913). A segunda ideia, que mais nos interessa no contexto da
sistemdtica, € a ideia de que os seres vivos seriam todos aparentados entre si, e que toda a vida na terra poderia
ser conectada através de relagdes de ancestralidade-descendéncia, formando um continuo que refletiria o que hoje
chamamos de 4rvore da vida.

O impacto dessas teorias foi imenso, passando por periodos de muita controvérsia académica e social, mas hoje
sdo consideradas, do ponto de vista cientifico, parte fundamental do nosso entendimento da biodiversidade e seus
padrdes e processos. A concep¢do dessa drvore da vida, na qual os organismos de fato se relacionavam com os
outros através de parentesco, conseguia pela primeira vez explicar satisfatoriamente o porqué de as classificacdes
bioldgicas serem tao naturalmente hierdrquicas. Isso também explicou, através de um mecanismo, o que sdo as
homologias ou estruturas herdadas de um mesmo ancestral comum. Desde entdo, se entende que as classificacdes
serdo tao melhores quanto se aproximarem de uma genealogia, refletindo o padrao natural evolutivo.

Diagramas de drvores comecaram a se tornar comuns na literatura, sendo um dos mais famosos o utilizado por
Ernst Haeckel (1834-1919), que foi também quem cunhou o termo filogenia (se referindo a arvore evolutiva da
vida). Apesar do uso gréfico de diagramas de arvores, no inicio do século XX ainda nio existiam critérios praticos
e explicitos para definir as relagdes entre os organismos, e esses diagramas eram, inevitavelmente, especulativos.

2.4 Escolas de pensamento na sistematica moderna

Nas décadas iniciais do século XX (1918-1950) foram incorporados a teoria evolutiva os conhecimentos oriundos
de vdrias disciplinas bioldgicas, como a genética, paleontologia, zoologia, botanica, embriologia e sistematica,
dando origem a sintese moderna evolutiva. No que afeta a sistemadtica, teve origem a taxonomia evolutiva, a
primeira escola moderna de sistemdtica. Nos anos subsequentes, em parte em resposta a falta de metodologias
quantitativas na taxonomia evolutiva, surgiram duas outras escolas de pensamento: a taxonomia numeérica e a
sistematica filogenética.

Taxonomia evolutiva

A escola da taxonomia evolutiva ou escola gradista se originou como consequéncia imediata de se aplicar
principios evolutivos as classificagcdes bioldgicas. Apesar do avanco conceitual, ndo havia uma metodologia explicita
de como reconstruir as relagdes filogenéticas entre os organismos, que seria a base para as classificagdes produzidas.
Os gradistas reconheciam a importancia de distinguir as homologias das homoplasias na tentativa de reconhecer
grupos naturais, e reconheciam grupos parafiléticos e monofiléticos. Eles se valiam nio apenas dos padrdes de
parentesco, resultantes dos eventos cladogenéticos (eventos de especiagdo), mas também consideravam importante
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a quantidade de mudangas resultantes de eventos anagenéticos (modificacdes em uma mesma linhagem). Essas
ultimas caracteristicas muitas vezes eram utilizadas com um certo grau de subjetividade, atribuindo a algumas
caracteristicas maior ou menor grau de informacao relacionado a complexidade da estrutura ou importancia para
a sobrevivéncia e reproducio dos organismos. Pesquisadores influentes dessa escola, bem como na formulacdo
da sintese moderna evolutiva, foram o mastozodlogo George G. Simpson (1902-1984) e o ornitélogo Ernst Mayr
(1904-2005).

Taxonomia numérica

Em busca de uma objetividade operacional, os taxonomistas numéricos (também chamados de feneticistas),
entre os quais se destacam Robert R. Sokal (1926-2012) e Peter H. A. Sneath (1923-2011) advogavam que todas as
caracteristicas bioldgicas deveriam ser utilizadas para se agrupar e organizar a biodiversidade. Os dados deveriam
ser, sempre que possivel, quantitativos e analisdveis com metodologias estatisticas para mensurar distancias e realizar
agrupamentos. Esse requisito implicava que o mais importante para a fenética ndo eram os padrdes evolutivos, mas
apenas a similaridade geral entre os seres vivos e, portanto, ndo havia porque nao utilizar também as homoplasias,
além das homologias, no processo.

A fenética, desde o inicio, encontrou problemas tanto metodolégicos como filoséficos. Metodologicamente,
havia desentendimentos de qual seria a melhor forma de medir a similaridade ou agrupar os organismos, uma
vez que as possibilidades matemdticas eram, e sdo, das mais variadas. Filosoficamente, era questiondvel excluir a
informacao evolutiva das classificacdes. Qual seria a validade de ter uma classificacdo com grupos que nio eram
resultantes do processo natural que gera a hierarquia bioldgica que sempre estimulou as classificagdes? Para os
feneticistas, as classificagdes poderiam ser artificiais, bastando ser tteis em alguma finalidade.

Apesar da escola da taxonomia numérica nao ter se tornado o padrdo atual de classificacdo biol6gica, dois
principios que utilizamos hoje sdo em parte uma heranca dessa proposta: a busca pela objetividade metodolégica
e o uso de métodos quantitativos (por exemplo: matrizes de dados codificados e algoritmos de escolha de drvores,
respectivamente).

Sistemadtica filogenética

A terceira escola de pensamento € a sistemadtica filogenética (ou, como apelidada ironicamente por Ernst Mayr,
cladistica). A escola se desenvolveu a partir da publicac@o do livro Phylogenetic Systematics do alemao Willi Hennig
(1913-1976). O livro de Hennig foi publicado inicialmente em alemao, em 1950, e apenas em 1966 foi traduzido
para o inglés, quando recebeu a atengao de pesquisadores por todo mundo. A metodologia, diferentemente e em
oposicdo a fenética, foi construida levando em conta elementos do processo evolutivo.

Além de diferenciar as homologias de homoplasias, Hennig propds que as homologias deveriam ser distinguidas
entre primitivas ou ancestrais (plesiomorfias) e derivadas (apomorfias), sendo unicamente estas tltimas informa-
tivas para agrupar os organismos. Isso porque as apomorfias possuem caracteristicas ancestrais que nao guardariam
informagao sobre grupos mais derivados como, por exemplo, a presenga de coragdo entre os vertebrados (que estd
presente antes da origem do grupo), ndo nos diz nada sobre as relagdes entre os subgrupos de vertebrados. No
entanto, caracteristicas derivadas compartilhadas por apenas alguns organismos, como a presenca de cranio, nos
informariam que existe um grupo dentro dos vertebrados (Craniata), diagnosticado por esta caracteristica.

Quando essas caracteristicas sdo compartilhadas por mais de um grupo, essas recebem o prefixo sin(m), do grego
syn-, que significa em conjunto. Logo, temos simplesiomorfias (=plesiomorfias compartilhadas) e sinapomorfias
(=apomorfias compartilhadas). Apomorfias de um tnico grupo ou espécie sdo chamadas de autapomorfias, € nao
sao informativas para agrupar estes com outros organismos.

Hennig também propds que haveria trés tipos de agrupamento que poderiam ser propostos para um conjunto de
seres vivos (Figura 2.1):

* Grupos monofiléticos: incluem todos os descendentes de um ancestral comum imediato (= ancestral comum
exclusivo) — diagnosticados por sinapomorfias;

* Grupos parafiléticos: excluem ao menos um descendente de um ancestral comum imediato — diagnosticados por
simplesiomorfias;

* Grupos polifiléticos: individuos agrupados nao possuem ancestral comum imediato — diagnosticados por homo-
plasias.

Diante disso, Hennig defendeu que apenas os grupos monofiléticos sdo grupos naturais, resultantes do processo
evolutivo, e que os demais grupos - para- e polifiléticos - s@o constru¢cdes humanas arbitrarias ou baseadas em
critérios que nao refletiriam a genealogia, mas sim similaridade ou diferenga fenotipica. Essa similaridade poderia
ser um relicto de uma histéria evolutiva compartilhada (presenca de cranio em um salmdo e em um cavalo,
por exemplo), ou poderia ser oriundo de origem independente da caracteristica (por exemplo, cauda preénsil
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Tetrapoda

Vertebrata

Figura 2.1 Cladograma representando as relagdes filogenéticas entre as linhagens de Tetrapoda (=vertebrados com quatro membros).
Em amarelo, indicando um grupo monofilético (ancestral comum imediato + todos descendentes) - Sauropsida. Em azul, um grupo
parafilético (ancestral comum imediato + descendentes, porém nao todos) - “répteis” - que exclui as aves, e portanto ndo € um grupo
natural. Em vermelho, um grupo polifilético - Mamiferos + Aves, um grupo artificial, pois ndo inclui o ancestral comum imediato dos
dois grupos. Imagem modificada de Wikipédia, dominio comum.

em macacos e em roedores). A despeito da possivel utilidade pratica, esses grupos nao refletiriam a realidade
evolutiva e, portanto, constituiriam um sistema menos util de classificacdo e organizacdo da biodiversidade (é
importante lembrar da fun¢@o de predicdo sobre a biodiversidade, comentadas no inicio deste texto). Como grupos
monofiléticos sdo diagnosticados através de sinapomorfias e apenas grupos monofiléticos seriam desejaveis, logo,
apenas sinapomorfias deveriam ser utilizadas no processo inferéncia das relagdes filogenéticas e classificacio
biolégica, concluiu Hennig.

Uma sintese dos grupos reconhecidos por cada uma das escolas, bem como as caracteristicas bioldgicas utilizadas
por cada uma delas pode ser vista na Tabela 2.1, abaixo.

O periodo histérico que se seguiu foi marcado por varios debates intensos entre os defensores de cada uma das
trés escolas, e ficou conhecido como o periodo das Guerras Sistematicas. Eventualmente a sistemadtica filogenética
se tornou o método filoséfico e pratico dominante, sendo o paradigma conceitual vigente atualmente, apesar das
modificacdes que a sistemdtica passou e vem passando continuamente.

2.5 Cladogramas como representacao das relacoes evolutivas hipotéticas

Os cladogramas, que vém do nome clado (=grupo monofilético), sdo representacdes grificas dos padrdes de
relacionamento filogenético hipotetizados para um conjunto de organismos (Figura 2.2). Os cladogramas exibem os
grupos sendo estudados (geralmente espécies ou tdxons superiores) como ramos externos, chamados de terminais
ou taxons. Esses terminais se ligam a vértices, chamados de nés, que representam os ancestrais hipotéticos dos
terminais estudados. Outros ramos internos, que ligam os nés uns aos outros, representam linhagens ancestrais
hipotéticas. O n6 mais basal da arvore € chamado de raiz, e representa o ancestral comum de todos os terminais
sendo estudados (incluindo o grupo externo — mais detalhes logo abaixo). O padrdo de relacionamento entre os
terminais de um cladograma ndo representa o tempo evolutivo absoluto, mas apenas os padrdes relativos dos eventos

Tabela 2.1 Grupos reconhecidos e caracteres utilizados por cada uma das escolas de classificagio modernas (adaptado de Ridley,
2004).

Caracteristicas utilizadas

Grupos reconhecidos Homoplasias Homologias
Escolas |Monofiléticos|Parafiléticos|Polifiléticos Apomorfias|Plesiomorfias
Gradista sim sim nao nao sim sim
Fenética sim sim sim sim sim sim
Cladista sim nao nao nao sim nao
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de cladogénese, definindo assim em que ordem relativa os organismos estudados sdo aparentados entre si. Esse
padrdo é chamado de topologia do cladograma.

Figura 2.2 Um exemplo de
cladograma e a terminologia < (1] Q Q
utilizada para se referir aos
seus elementos.

4= NO (=ancestral
hipotético)

Ramo externo
(=terminal)

Ramo interno
(=linhagem
hipotética)

O lado em que os terminais aparecem ndo possui nenhuma implicacio para os padrdes evolutivos sendo exibidos,
podendo-se rotacionar qualquer né da drvore sem perda de informacao. Isso ocorre porque é a ordem em que oS
organismos sdo conectados que define suas relacdes de parentesco. A figura 2.3 mostra como diferentes rotacdes
dos ndés nao mudam a ordem em que os organismos se relacionam. Clados ou terminais ligados por um ancestral
comum imediato sdo chamados de grupos irmaos.

Figura 2.3 Esquema de-

monstrando que € possivel

rodar todos os nés de um

cladograma sem alterar os g m Q a a Qo a
padroes de relacionamento

entre os tdxons. Em ambos

os cladogramas, A e B sdo

grupos irmao mais préximos

entre si, assim como C e D sdo E>
entre si também. A relacio

entre os clados também nio se

altera ao rodar os nods, sendo
AB irmio de CD.

2.6 Caracteres e estados de carater

As caracteristicas individualizadas que nos permitem comparar sua variacio entre diferentes terminais sdo
referidas como caracteres (plural de cardter), e as formas da variagdo observada em cada terminal sdo chamadas
de estados de carater. Uma defini¢do mais formal, proposta por Wagner em 1999, seria que cada carater é: "...uma
propriedade de um organismo que é quase-independente de outras propriedades do organismo", e que os estados
de cardter, segundo Wiley & Liebermann (2011) sdo "[a] interpretagdo do cardter de um organismo que € usado
para comparar o cardter desse organismo com outro organismo".

Estabelecer um cardter e seus estados é o mesmo que propor uma hipdtese de homologia entre estruturas. Para
isso se deve utilizar critérios praticos como similaridade, posi¢do, conectividade e desenvolvimento das estruturas,
por exemplo. E uma atividade central do processo de inferéncia das relacdes filogenéticas e demanda um profundo
estudo da morfologia dos organismos, bem como um bom arcabougo tedrico sobre o processo em si.

No exemplo dos vertebrados citado anteriormente, o cardter seria presenca de cranio, e os estados ausente e
presente. Outro exemplo poderia ser a cor da pelagem em um mamifero, tendo como estados: preto, marrom e
cinza. Os estados de cardter sdo codificados utilizando-se, mais frequentemente, nlimeros — exemplo: presenca de
cranio - ausente (0), presente (1); cor da pelagem - preto (0), marrom (1), cinza (2). Esses caracteres sdo chamados
caracteres discretos, pois tem valores inteiros, e simbolizam variagdo em categorias bem definidas. Existem também
caracteres de variacdo continua, como de medidas, que podem ser discretizados em categorias (exemplo: 1-15 cm
(0), de 16-30 cm (1)) ou utilizados de forma continua, usando os valores mensurados diretamente. Esse tltimo caso
€ menos comum na pratica da inferéncia de filogenias e focaremos no restante do texto nos caracteres discretos (ou
discretizados).
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Do ponto de vista teérico, quando estamos estudando as relacdes filogenéticas de um determinado grupo, estamos
interessados em caracteres que sejam ao menos em parte herddveis e que ndo exibam extrema variacio para cada
terminal. No entanto, as vezes essa variagdo em um mesmo terminal existe, como entre individuos de uma mesma
espécie apresentando diferentes estados de carater. Nesse caso, € possivel codificar um terminal com mais de um
estado (0 & 1), definindo assim que o cardter € polimérfico para aquele terminal. Outro requisito teérico é que
caracteres que sejam dependentes uns dos outros e que, portanto, fornecam informagao filogenética redundante
(pois evoluem em concerto) sejam evitados, utilizando apenas caracteres independentes entre si. Nem sempre é
possivel distinguir isso no momento de definir os caracteres, mas € sempre bom estar atento caso seja possivel
diagnosticar essa dependéncia.

Além dos organismos pertencentes ao grupo de interesse (chamados de grupo interno), para o qual se deseja
entender as relagdes filogenéticas, € também necessario codificar os caracteres para um ou, preferencialmente,
alguns grupos externos. Os grupos externos seriam organismos que estdo fora do nosso grupo de interesse, € que
servirdo como comparativo para definirmos quais caracteristicas do grupo interno sdo primitivas (plesiomorfias) e
quais sdo derivadas (apomorfias). Usando novamente o exemplo dos vertebrados, imaginem que queremos entender
se a presenga de um cranio € uma sinapomorfia ou uma simplesiomorfia. Uma vez que temos alguns vertebrados
que ndo possuem cranios (os Myxiniformes) e outros que possuem. Apenas comparando com a condicdo observada
em um ou mais grupos de ndo-vertebrados (como os anfioxos, por exemplo) € que podemos concluir que a auséncia
de crinio € uma caracteristica simplesiomoérfica, ao passo que a presenca dessa estrutura é uma caracteristica
sinapomorfica e, portanto, diagndstica para um clado interno aos vertebrados (Craniata). Esse processo é chamado
de polarizagdo de caracteres. Existem outros métodos para a polariza¢do de caracteres, como o uso de fésseis e
estdgios ontogenéticos (=do desenvolvimento), mas raramente sdo utilizados atualmente.

O processo de escolha dos grupos externos € de extrema importancia para que a analise filogenética seja confidvel,
por isso se deve valer de outros estudos filogenéticos prévios ou outras informagdes biolégicas para definir bem
os grupos externos. E recomenddvel utilizar grupos proximamente aparentados, podendo incluir-se o grupo irmao,
mas também alguns ndo tdo préximos, na tentativa de que a amostra taxondmica tenha maior probabilidade de
incluir espécies portando os estados ancestrais dos caracteres.

Com essas informagdes em maos, deve-se montar uma matriz de dados, sendo as linhas os terminais, as colunas
os caracteres, e as células os estados de caracteres codificados para cada terminal, como no exemplo abaixo. O uso
de 0 para os estados presentes no grupo externo nao € uma necessidade, mas pode ajudar na organizagao dos dados.

Existem alguns caracteres que tém uma relacdo mais complexa entre si no que se refere ao ato de codificacdo
(nao confundir com a dependéncia do tipo redundancia, citada acima). Por exemplo, imaginando que dois caracteres
estejam sendo usados em uma mesma matriz de dados: presenga de asas e presenca de listra nas asas. Apesar de
serem duas informacdes independentes, a codificacdo do carater referente a listra depende da presenca da asa em
si. Logo, individuos que ndo possuem a asa ndo podem nem mesmo ser avaliados sobre a presenca da listra. Isso
significa que o segundo cardter terd de ser codificado como nao aplicdvel para os terminais que ndo possuem a asa
no primeiro carater, usando o simbolo (?) ou (-) (que também € como devemos simbolizar quando um dado estd
faltando, por qualquer razdo que nos tenha levado a ndo possuir tal informagdo).

A codificacdo desses dois caracteres como acima exemplificados é chamada de codificacao redutiva, em
contraste a codificacio composta, que consideraria o carater da seguinte forma: Asa - ausente (0), presente e sem
listra (1) e presente e com listra (2). Essa forma alternativa transforma os dois caracteres em um unico. Apesar
de ndo ser estritamente proibida, essa forma de codificacdo € geralmente desaconselhada, tanto porque comete um
equivoco 16gico de misturar duas propriedades em um tnico cardter (presenga da asa e presenca da faixa), mas
também porque ela pode levar a perda de informagao filogenética util.

2.7 O principio de parcimonia nas analises filogenéticas

Uma vez que todos os caracteres foram codificados levando em conta as hipéteses de homologia propostas
(chamadas de homologias primadrias), ¢ necessario definir qual o critério para interpretar a evolugdo desses
caracteres e assim obter o cladograma que melhor representard as possiveis relacdes filogenéticas entre os tixons

Tabela 2.2 Exemplo de uma matriz de dados padrio utilizada para as analises filogenéticas

Taxons |Carater 1|Carater 2|Caréater 3|Carater 4|Carater 5|Carater 6
Gr. Exter. 0 0 0 0 0 0
Taxon A 1 1 ? ? 1 1
Taxon B 1 0 1 1 1 1
Taxon C 0 1 1 1 1 1
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estudados. Temos que considerar ndo apenas o critério para cada interpretar a evolug@o de cada cariter, mas para
resolver também as possiveis incongruéncias que podem aparecer ao se juntar varios caracteres.

O critério que foi proposto por Hennig e posteriormente justificado filosoficamente por outros autores, especi-
almente por James S. Farris em 1983, foi o principio chamado de parcimdnia ou mdxima parcimdnia. O principio
da parcimonia (também conhecido como a navalha de Occam) tem a autoria atribuida ao frade franciscano Willian
de Occam (1285-1347), que teria alegado que “pluralidade ndo deve ser postulada sem necessidade”. Isso implica
que se duas hipéteses explicam igualmente bem um fendmeno ou padrdo, aquela que o fizer usando o menor
nimero de alegagdes adicionais deve ser preferida, uma vez que essa ndo adiciona mais complexidade onde ela
nio é necessdria. E importante ressaltar que isso ndo implica que a hipétese mais simples é sempre a melhor,
uma vez que a mais simples pode ndo explicar algo tdo bem como uma mais complexa. Logo, o principio € titil
apenas para escolher entre hip6teses igualmente explicativas, mas que variam no grau de complexidade. Aplicando
o principio a sistematica, Farris justifica que a parcimonia atuaria minimizando as hipéteses ad hoc (postulados
extras) de homoplasias, uma vez que seria razodvel assumir que por principio os organismos se assemelhariam
por ancestralidade comum e, portanto, as similaridades por homoplasias (convergéncias, paralelismos e reversoes)
seriam menos provaveis e ndo deveriam ser postuladas sem estrita necessidade.

Conforme o exemplo da Figura 2.4 e considerando os dados da tabela 2.2, podemos observar que para cada
cardter, devemos assumir que a melhor explicac@o para a evolugdo desse € aquela em que o nimero de modificagdes
evolutivas que este cardter passou € o menor possivel. No entanto, alguns caracteres podem sugerir relagcdes que sdo
incongruentes com as sugeridas por outros e, portanto, € necessario também empregar o método da parcimonia para
todos caracteres em conjunto. O cladograma final serd aquele ou aqueles que minimizarem ao maximo o niimero
de passos evolutivos necessdrios para explicar a evolucao de todos eles em conjunto, maximizando a parcimonia.

Carater 1 Carater 2
'E ‘g E g ‘E' ‘E 'E' < Cladograma final (todos
= = x - w
g s s 5 8 k a i caracteres)
@ o g o
(] E £ X
: : X i
& F - o
Caracteres3e 4 Caracteres5e 6
= [£] aq o L -] [+] 4
1 = 1 = £ £ c k]
] 2 ) = g £ £ w
4 [ = 8 e e [ 3

Figura 2.4 Critério da maxima parcimOnia aplicado aos caracteres individualmente e o cladograma final, considerando a interaco e
conflito entre os caracteres. Os caracteres 3 e 4 s3o congruentes entre si, assim como os caracteres 5 e 6 também o sdo, ja os caracteres
1 e 2 sdo incongruentes entre si, e incongruentes com os caracteres 3 e 4. Esses dois tltimos, por sua vez, sdo congruentes com 0s
caracteres 5 e 6, assim como os conjuntos de caracteres 1, 5 e 6 ou 2, 5 e 6 também sdo conjuntos que apresentam congruéncia.
O cladograma final apresenta a hipdtese mais parcimoniosa, onde os caracteres 1 e 2 sao interpretados como homoplasias (podendo
igualmente ser uma convergéncia ou uma reversio — a figura exibe o cenario de convergéncia) e os caracteres 3 a 6 sdo sinapomorfias.
As barras cinzas simbolizam as transformacdes e os estados dos caracteres, de O para 1.

Nesse processo, algumas das homologias primdrias serdo confirmadas e passam a serem consideradas homo-
logias secundarias (=sinapomorfias). Como vimos, as sinapomorfias definirdo os padrées de agrupamento dos
tdxons. Outras hipdteses primdrias ndo serdo confirmadas, pois serdo reconhecidas como plesiomorfias ou homo-
plasias no(s) cladograma(s) mais parcimonioso(s). Conforme o nimero de caracteres e terminais aumenta, mais
dificil se torna de fazer tais andlises manualmente, e por isso que atualmente todas as andlises sdo conduzidas com
o auxilio de programas de computador.

Algumas vezes um cladograma mais parcimonioso permite mais de uma interpretacao da evolug¢do dos caracteres,
como seria o caso do cladograma final da figura 2.4. Os estados de carater compartilhados por A e C sao homoplasias,
e podem ser igualmente explicados por um surgimento independente em cada terminal (dois passos) ou surgimento
no clado ABC, e reversdao em B (dois passos). O mesmo vale para a homoplasia de A e B, que poderia ter surgido



14 D. M. Casali & L. Dumba

convergentemente nesses terminais, ou surgido em ABC, sendo perdida em C. Quando temos cendrios igualmente
parcimoniosos dessa forma, dizemos que a otimiza¢do dos caracteres ¢ ambigua e ndo € possivel escolher uma em
detrimento da outra, a principio. No entanto, € possivel se ater apenas as otimizagdes ndo-ambiguas.

Em outros casos, temos como resultado da andlise ndo apenas um, mas varios cladogramas mais parcimoniosos
e como todos sdo igualmente 6timos perante o critério de parcimonia, ndo € possivel de se escolher entre um ou
outro, a ndo ser por outro critério adicional, o que pode ser controverso. Nesses casos, geralmente utilizam-se os
métodos de consenso, fazendo-se entdo um sumadrio dos clados que sdo comuns em todos (consenso estrito) ou na
maioria (consenso de maioria) dos cladogramas mais parcimoniosos (Figura 2.5). Essas sdo as formas de consenso
mais utilizadas, apesar de existirem outras. O consenso de maioria precisa de um valor de corte, acima do qual se
aceita que um determinado clado seja mantido. O exemplo da figura abaixo considera que se um clado aparecer
em mais de 50% dos cladogramas, ele ird aparecer no consenso de maioria. O valor desse corte pode variar de
50% a 99%, sendo que o corte de 100% & o consenso estrito. E importante lembrar que o consenso nunca pode
ser interpretado como uma arvore evolutiva, como os cladogramas individuais, mas apenas como um sumdrio da
nossa incerteza diante dos dados e da andlise realizada.

Cladograma 1 Cladograma 2 Cladograma 3
Consenso estrito Consenso de maioria (>50%)
< @ o o] w L4 a4 Q (m] w
67%
100%
67%

Figura 2.5 Trés cladogramas igualmente parcimoniosos e seus consensos, estrito e de maioria (>50%). Os valores abaixo de cada
clado do consenso de maioria representam a frequéncia daquele clado nos cladogramas mais parcimoniosos.

Esses valores nao devem ser confundidos com valores que indicam suporte ou estabilidade dos clados em
cladogramas individuais, que podem ser estimados através de varias metodologias diferentes. Tais medidas sdo um
assunto importante na sistemdtica, mas por ser um assunto complexo por si s6, ndo serd abordado neste material
introdutdrio. Mais informacdes sobre essas medidas poderdao ser encontradas no material indicado para leituras
complementares.

2.8 Ordenaciao e pesagem de caracteres

Tradicionalmente, cada mudanca entre os estados de cardter é contabilizada igualmente, com peso igual aum. No
entanto, existem formas de tratar os caracteres diferentemente de forma que nem sempre esses ou as transformagdes
dos seus estados possuam igual contribui¢do para o comprimento (=nimero total de passos) que o(s) cladograma(s)
final(is) terd(20). Esses métodos sdo a ordenacao de caracteres ¢ a pesagem diferencial de caracteres.

Na ordenag@o dos caracteres, pode-se atribuir uma sequéncia necessaria para as transformagdes entre os estados
e contar como dois ou mais passos a mudanga que nfo passar pelos estdgios intermedidrios. Imaginando-se que a
posicdo de uma estrutura possa ser definida em trés categorias: anterior (0), média (1) e posterior (2). Se diferentes
terminais possuirem a estrutura em diferentes posi¢des, € possivel definir que para passar da posicao anterior (0)
para a posi¢do posterior (2), € necessdrio antes passar pela posicdo média (1). Isso implica que se for observada
uma transformacdo dos estados 0 para 2 neste cardter, devemos contar como dois passos evolutivos e ndo apenas
um, como seria se nao estivéssemos ordenando o caracter.
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Ja a pesagem, atribui um peso diferencial para cada cardter como um todo ou para as mudancgas dos estados.
E possivel definir os pesos anteriormente, durante ou posteriormente a andlise. Diversos critérios foram propostos
de forma a obter valores que definam esses pesos relativos entre os caracteres, incluindo medidas subjetivas de
importancia e complexidade dos caracteres ou algumas mais objetivas como grau de homoplasia daquele cariter
em um determinado cladograma (caracteres mais homopldsticos teriam menor valor informativo sobre as relacdes
filogenéticas, argumentam os que defendem essa abordagem). Todos esses métodos tém seus prés e contras e
existe bastante discussao na literatura sobre o uso desses recursos. Mais detalhes sobre esses assuntos podem ser
encontrados nos materiais para leitura complementar indicados no final deste texto.

2.9 Comentarios breves sobre dados moleculares e analises estatisticas

Apesar de ter sido utilizado originalmente (e ainda hoje, mais frequentemente) para analisar dados morfoldgicos,
o critério da parcimoénia pode também ser aplicado aos dados moleculares. Isso € menos frequente devido a
algumas limitagcdes metodoldgicas do critério da parcimonia, especialmente relevantes quando se utiliza os dados
moleculares. A principal dessas limitacdes seria a chamada atracdo de ramos longos, onde dois ramos dos
cladogramas sdo inferidos como sendo grupos irmaos, mesmo que esses ndo sejam proximamente aparentados e
tenham apenas acumulado muitas mudangas convergentemente.

Na tentativa de buscar métodos que seriam menos susceptiveis a essas limita¢des, foram desenvolvidos proce-
dimentos estatisticos de andlise filogenética que utilizam modelos de evolu¢do molecular e que sdo baseados nos
critérios de otimizacdo de maxima verossimilhanga e inferéncia Bayesiana. Tais métodos estatisticos comecaram,
mais recentemente, a ser também empregados nas andlises morfolégicas. Apesar dos modelos atualmente disponi-
veis ndo serem de todo satisfatérios para lidar com a evolugdo de caracteres morfolégicos, avangos tém acontecido
nesse sentido e € possivel que no futuro esses métodos baseados em modelos probabilisticos de evolugdo sejam tao
relevantes quanto a parcimonia para inferéncias morfoldgicas ou nas andlises combinando morfologia e moléculas.

2.10 Montando uma matriz de dados no programa Mesquite

O programa Mesquite € uma plataforma multi-funcdes, de autoria dos irmaos W. Maddison e D. Maddison
e disponivel desde 1997. O programa inclui montagem e organizagdo de matrizes de caracteres, além de vdrias
funcionalidades de edicdo dos dados e variadas andlises. Nao € objetivo aqui abordar todas as funcionalidades
desse programa, mas apenas utilizar algumas fun¢des bem simples para montagem de uma matriz de caracteres
com dados morfolégicos hipotéticos e exportagdo para o formato .nt, que serd utilizado por outro programa para as
andlises filogenéticas. Apds abrir o programa, a primeira tela exibida serd essa abaixo, e devemos clicar em [File,
New] para criar um novo arquivo.

(Z1CY Edit View Help

New Ciri+N

Open Other
Close Tab (o FO VA - <ion 3.10 (build 765)
Save File Ctrl+S  fidison
ic modules) is free software; you ca
Save Window as Text.. eneral Public License by selecting
Print Window. Ctr+P  faison

3 ddisc Peter Midford. Ruty Vos. .
Save Window as PDF.. s

Activate/Deactivate Packages »
Oracle Corporation on Windaws 8.
Macros 4

Rename Log File...
quite310-Windows\Mesquite_Folde

Defauits L4
Bsquite310-Windows\Mesquite_Fold
Check Now for Notices/Installs. port_Files

Heqeilons |_Files\Mesquite_Prefs

Force Quit lownlosdsiMesquite310-Windows\Me

Quit Mesquite Ctri+Q

nesis io lists minimal parsimany stol

Ap6s clicar em [New], o programa ird solicitar um destino no computador ¢ um nome para o arquivo sendo
gerado. Entdo a seguinte tela ird abrir, para definir algumas propriedades da matriz de dados.



New File Options X

New Character Matrix

Do you want your new file to include taxa?

Name of character matrix:

v Make Taxa Block Character Matrix

Name |Taxa Number of characters: E

Type of Data:

Number of Taxa

If your file includes taxa, do you want itto include a
|character matrix?

Protein Data
Continuous Data
Geographic Data
Meristic Data

Standard Categorical Data

v Make Character Matri

o]

ﬁ? Cancel ﬂl
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Devem-se marcar os boxes [Make Taxa Block] [Make Character Matrix] para que o programa crie os blocos de
tdxons e caracteres, respectivamente. Nessa tela é recomenddvel também definir o nimero de tdxons que havera no
bloco sendo criado. Esse nimero pode ser alterado posteriormente. Também € dada a op¢ao de nomear o bloco de
tdxons. Na préxima tela, bem similar, deve-se definir o nimero de caracteres (também editdvel posteriormente),
podendo-se também nomear a matriz de dados. No dltimo campo, deve ser definido o tipo de dado que serd usado.
No caso de caracteres morfolégicos discretos, marcamos [Standard]. E possivel observar que o programa suporta
uma série de formatos, como caracteres continuos, moleculares, entre outros.

Sera exibida entdo a tela principal do programa, mostrando a matriz de dados, com os tdxons nas linhas, os
caracteres nas colunas e os estados a serem codificados (no momento, todos como ?) sendo as células da matriz.
Para editar os nomes dos tdxons, basta dar um duplo-clique em cada um dos nomes pré-definidos e escrever o nome
desejado. A préxima coisa que devemos fazer € informar os caracteres e seus estados para o programa. Para isso,
primeiro deve-se clicar no simbolo de tabela com um S, canto inferior esquerdo.

Taxa&Trees Analysis View « Matrix Alter Select Display

[ Character Matrix || StateNames (Character Matrix)

Analysis:Matrix  » Help

« Matrix_ Alter Select Display Analysis:Matrix

> Window Character |

1]2]3]a

Taxon \ Character

s|e|7]8]0

1| taxon 1

2 [taxon2

<13 taxon3

4 [taxon 4

N & |5 [taxons

<4 8 taxon®

7 | taxon7

el

][]~

el

S]] f]a]~

el

2] ][]~
2] ][]~

8 |taxon 8

][]~ ]~]~

el f]a]~

1

© u|o]u|A|a|~|

A

z|o|m|mio|lo|e

Taxon \ Character

A tela abaixo serd exibida. Nela, os caracteres estdo exibidos nas linhas (para editar os nomes dos caracteres,
basta dar um duplo-clique nos nomes pré-definidos) e os estados de cardter nas colunas. Na frente de cada cariter,
deve-se escrever o nome do estado, que ficard entdo associado a um cédigo (0, 1, 2...), conforme a coluna em que

for colocado.

B Character Matrix || StateNames (Character Matrix)

« Matrix State_Names » Window
1

Character\ State State O | State 1

State 2

State 3 | State 4

State 5

State 51

Character 1

Character 2

Character3

Character 4

SN IEd

Character5

Character 6

Character 7

Character8

71 ] ] ) [ ) L

Character 9@
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Ap6s o preenchimento dos nomes e dos estados de carater, essa tabela fica assim:

A
« Matrix State_Names » Window
7 [
Character\ State State 0 State 1
k 1 Lingua (presenga) ausente presente
2 | Orelha (forma) arnedondada | pontuda
. 3 | Nariz(forma) armredondado | pontudo
& 4 | Cauda(presenga) ausente presente
/ -] ‘ Cauda (forma) reta curva
6 |Pés (forma) oval retangular
7 | cabelo {cor) loiro castanho
8 | Pele(con azul laranja
@ | Olhos(cor) azul laranja

Voltando para a matriz principal (clicando na aba superior € possivel alternar entre as matrizes e tabelas),
teremos entdo ja definidos os tdxons e caracteres, bastando preencher os estados de cardter, utilizando os c6digos
(0, 1, 2...) atribuidos na planilha S.

axa "Taxa" | | B Matrix in file "si i _ex.nex"] N (Matrix in file "sistematic
« Matrix Alter Select Display Analysis:Matrix »  Window
1j2]af4a]s]ef7]e]e]
X p
/S N
\) 2
s D PSRy
S S E SN D
R T s R Y
e O S TS O R O G
0'[]'0 // O gﬁ e
-t | Taxon \ Character S il A S
=1 FIY 2[2[2[2[2]2[2[2]=
[y EiL 222 (2] [72[2]~]=
< |2]c 222 ]2[2|2]2]2]=
H 4D 222|222~ ]|~
2 s e 222 [2|2[2[]2]=
P Y Gl 222 [2[2|2]2]2]=
<17 ]¢ 222 [2[2|2]2][2]=
& 8 |H 222 [2[2|2]2]2]=
z . . < .
Ap6s preenchida, a matriz ficard assim:
« Matrix  Alter Select Display AnalysisMatix » Window
[ > [ 5 [ollolo [ & [
i YA
i o7 @ o & s pe
= 3 > . P
B 1 2sen  oharsctr ol o° &S & L&
=N D ausente presente | reta | oval loiro | azul | azul
\' 2 e ausente presente | reta | oval Ioira  |laranja | lasanja
L BN ausente presente | reta |retangular | loiro laranja | laranja
& 4|0 ausente presente | curva |retangular | loire laranja | laranja
%2 Of " aitisin’| 7 | wisgunar|guemnag | imsge i
o 8 |F ausente | anedondada pontude | presente | cuva | retangular | castanho |laranja | laranja
=7 o ausente | pontuda pontudo | presente | curva | retangular | castanho |laranja | laranja
Q 8 |H presente pontuda pontude  [presente | cuva |retangular | castanho | azul azul

Note que estdo exibidos os nomes dos estados de cardter para cada tdxon e cardter. Para mudar para a exibigdo

dos c6digos numéricos, basta ir no menu [Display, Names, Show State Names] e desmarcar. Isso permite uma
exibi¢do mais compacta e facil visualizar.
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EET nalysismatix » Help

Color Matrix Cells »
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Color Taxon Names Background
Color Character Name Background
Color Text
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Remove Color from Selected
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Birds Eye View

Widths

Lighten

v Show Changes Since Saved
Lined States Explanation

»

»| v Show Taxon Names

v Show state Names

v Show States

. T 5 5 5 5 )
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Caso exista a necessidade de se adicionar ou remover tdxons ou caracteres, isso € feito no menu [Matrix], na parte
inferior existem as func¢des [add characters], [add taxa] e [delete selected characters or taxa]. Para essa ultima, é

necessdrio selecionar o cardter ou tdxon antes de usar a fungao.

Taxa&Trees Analysis View « JEL0 Alter Select Display AnalysisMatrix » Help

“Taxa" || B Matrix in file "s R

Show Matrix Info Panel
« Matrix Alter Select

Edit State Names

Utiliies

Move Selected Characters To.
Move Selected Taxa To.

Move Selected Block.
Character

Taxon Utilities

Taxon Names

;%:5»—(‘1

Taxon \ Character

1(A

«

2|8

£ E

Ctri+h

jca_ex nex")

Add characters.
Add taxa
Delete Selected Chars or Taxa

_lololclolololo

|m~:olu;u
T|o|m mlo|lao

VA 8o NG,

Por tltimo, para exportar a matriz no formato .¢nt e utilizar no programa de mesmo nome, deve-se ir no menu
[File, Export], na proxima tela marcar [TNT, OK], e no dltimo box [Export], salvando no local de preferéncia.

(i) Edit Characters Taxa&Trees Export format
ey CHieN [Export part or al ofthe information as a il of the following format
New Linked File
Open File cti+0
NEXUS file
Open Other » CharacterState Information
Fused Matrx Export (NEXUS)
LinkFile... Fused Matrix Export (Phylip/RAXML)

i Export NEXUS Tree File from Tree Source
" NONA, Henniggs, PiWe, WinClada
Close File Phylip (categorical data)

Close All e
Show File Localion Export Parttions as Separate NEXUS files
Close Tab ctri+w simplified NEXUS
Pagel format (ppy) filefor Discrete
Close All Tabs Of Project Pagel format (ppy) file for Multistate
Export Taxa Distance Matrix
Save File Ctri+S Export NEXUS for MrBayes
Save File As ‘Imm ‘and exports TNT files.
everi (0 Save
Getinfo ctri+l

Export TNT/Nona/Hennig86 Options X

I™ {convert gaps fo missing)

Endofline character:  [Windows (CRLF) v

Cancel

2.11 Realizando uma analise filogenética utilizando o programa TNT (Tree Analysis

using New Technologies).

O programa TNT, desenvolvido por James S. Farris, Pablo Goloboff e Kevin C. Nixon foi disponibilizado pela
primeira vez em 2000 e se tornou gratuito para download em 2008, pela Willi Hennig Society. E o programa mais
utilizado atualmente para andlises filogenéticas baseadas em parcimdnia, dado a grande eficiéncia das buscas por
arvores mais parcimoniosas, bem como uma versdo com interface grafica simples e intuitiva, ideal para usudrios
iniciantes ou pouco familiarizados com a utiliza¢do de linhas de comando. Assim como o Mesquite, o programa
executa vdrias funcionalidades permitindo usar diferentes algoritmos de busca por drvores mais parcimoniosas
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além de vérias fun¢des complementares como o uso de ordenagdo e pesagem de caracteres, consensos, medidas
de suporte, otimizagdo de caracteres, exibicdo de sinapomorfias, além de varias outras. Aqui, iremos nos ater ao
uso da busca exata e otimizac@o de caracteres e visualizacdo de sinapomorfias, além de alguns aspectos gerais do
programa.

A tela abaixo € a tela principal do TNT. Na parte superior, estdo os menus onde encontramos as funcionalidades
do programa e, logo abaixo, algumas dessas fun¢des também podem ser acessadas através das teclas de atalhos. A
tela principal ou buffer exibe as acdes tomadas e os resultados dessas a¢des, podendo também armazenar as arvores
resultantes das andlises, caso o usudrio deseje.

=10l x|
File Trees Optimize Data Analyze Settings Format Help
- =
€ [ |uoy| vty [Yen b I U - —
= | 5 st e ] w2 | T ] A | A 5] |
Start swapping from 375 trees (score 47.932-53.932)... |
Repl. Algor. Tree Score Best Score Time Rearrangs.
-— TBR 385 of 386 - ------ 47.932 0:00:05 356,005

Completed TER branch-swapping.
Total rearrangements examined: 356,005.

Note: some trees of different length may become identical if collapsed.
Best score (TBR): 47.932-53.932. 3086 trees found.

5.64 secs.

Note: for consensus calculation, trees will be

temporarily collapsed (vhen min. branch length = 0)
Bremer supports (from 386 trees, cut 0)
A

B
S.SSIE c

3.793[ K
0. 004

IC:\tntinow\contin,tnt
A

INo log file open, no tree file open 7

g

Antes de realizar qualquer procedimento, a primeira acdo que se deve realizar ao usar o TNT pela primeira vez
¢ ajustar a quantidade de memoéria RAM do seu computador que o programa podera utilizar. Isso pode ser feito no
menu [Settings, Memory] e na tela seguinte, em [General RAM] defina 512 MBytes. Essa quantidade geralmente
¢ suficiente para a maioria das andlises, mas caso tenha uma memoria RAM considerdvel em seu computador, e
queira, considere dobrar esse valor.

scing: RS

General RAM

Tools > <

Enable Macros j | m %I MBytes

Enable pauses .

Report levels > (0% of buffer in use)

Macros

Taxonomy settings
¥ Locktrees . Display Buffer —————
+__Stopwatch 102 KBytes

= [100 =] Kkeytes
= =
15
onsense options =] SO
. (0% of buffer in use)

Collapsing rules 1000 =J Variables

Implied weighting... > (=]

Landmarks.. cancel
'  Add trees read to groups

Include all taxa in tread

Batch >

Random Seed

Agora devemos abrir a matriz, aquela montada no Mesquite. Para isso, deve-se ir em [File, Open input file] ou

usando o atalho abaixo.
Analy Settings Format Help
Open input file | |

New...

Read compact tree file

Merge data files

e

Output

Tree Save file

+ Command line
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Caso deseje, € possivel visualizar a matriz (para matrizes muito grandes, isso ndo € possivel) clicando em [Data,
Show Matrix]. Esse € um passo opcional, no entanto. Esse passo se refere apenas a visualizar a matriz, uma vez
que ela ja estd aberta, o programa ja pode acessa-la.

Agora, com a matriz aberta, deve-se voltar no menu onde foi configurada a memoria RAM [Settings, Memory]
e definir a memoria de drvores. Isso é necessdrio para que, no caso do programa acessar mais arvores que o default
definido (100 arvores) durante as buscas, o programa nao interrompa as andlises. Podemos definir nesse menu um
limite até 99999 drvores. Usando o prompt de comandos, € possivel usar valores maiores com o comando hold N,
sendo N o nimero de arvores desejadas. Se quisermos entdo, definir 100.000 drvores deve-se usar hold 100000.
Por hora, uma memoria de 10.000 arvores basta. O limite do valor da memdria de drvores tem relacdo com a
alocacdo de memoéria RAM e as capacidades do préprio computador.

Max. trees General RAM

10000 - Trees| 512 ﬁMBytes

(0% of buffer in use)
Macros

Display Buffer

102 =
= KBytes th KBytes Enter command: hold 10000
15 ﬁLooDs
- (0% of buffer in use)
1000 Z“Vamnms
cancel

O TNT ird interpretar que o primeiro tdxon (primeira linha) da sua matriz de dados € o seu grupo externo mais
externo, ou seja, o que define a posicdo da raiz da drvore e a polarizacdo dos caracteres nos demais tdxons. Caso
0 grupo externo nao esteja na primeira linha ou se deseje redefinir o grupo externo, basta ir em [Data, Outgroup
taxon] e entao selecionar o0 novo grupo externo na caixa de opgdes.

m Analyze Settings Format H
Use as —
Taxa outgroup: IDlplunnes j I
Show taxon status
I Outgroup taxon I OK cancel
Taxon groups >

Agora podemos partir para a andlise filogenética, que serd realizada usando uma busca exata, nomeada no TNT
de Implicit enumeration. Essa busca é chamada de exata pois garante que encontraremos a ou as arvores mais
parcimoniosas com certeza, diferente das buscas heuristicas, também implementadas no TNT. Essas dltimas nao
nos ddo a certeza de ter encontrado a drvore com o menor niimero de passos, apesar de serem bastante eficientes e
provavelmente também conseguirem encontrar a(s) drvore(s) mais parcimoniosa(s) nas buscas.

Para realizar uma busca exata, existem dois caminhos: um deles € testar como os caracteres evoluem em todos os
cladogramas possiveis, para o nimero de tdxons estudados. Esse método € muito trabalhoso computacionalmente
e o nimero de arvores cresce exponencialmente conforme o nimero de tixons aumenta, tornando essa opc¢ao
pouco vidvel. Uma alternativa a essa busca exaustiva, passando por todas as possibilidades, € o chamado algoritmo
de branch-and-bound, que é o que o tipo de busca exata implementada no TNT, através da op¢do Implicit
enumeration.

O algoritmo de branch-and-bound funciona da seguinte forma: primeiro o programa gera uma arvore inicial,
adicionando aleatoriamente todos os tdxons em uma posicao qualquer, sendo a drvore resultante, quase certamente,
uma que ndo € a mais parcimoniosa possivel. Os caracteres sdo otimizados (isso €, é avaliada a evolu¢do mais
parcimoniosa do conjunto de caracteres naquela topologia) e o comprimento dessa drvore é tomado como um
limite superior provisorio (bound). A partir disso, o algoritmo comega a construir outras drvores por adicao
subsequente de terminais, usando uma busca exaustiva (tentando todas as possibilidades), e avaliando para cada
terminal adicionado e otimizacio feita, se o valor em nimero de passos estd abaixo, igual ou superior do valor do
bound. A cada terminal adicionado, o nlimero de “rotas” possiveis para se tentar adicionar os terminais aumenta
exponencialmente. No entanto, caso uma ou mais dessas rotas tenha atingido o valor superior ao do bound, ela é
abandonada, j4 que qualquer adi¢do a ela ndo poderd produzir drvores mais curtas que o bound, e logo, no sdo as
mais parcimoniosas. Sendo o valor menor ou igual que o do bound, o algoritmo continua fazendo essas adi¢des
e as verificacdes de tamanho até chegar a uma arvore final, com todos tdxons adicionados, que se tiver o valor
igual ao bound, € salva como a mais parcimoniosa (algo raro na primeira rodada), ou se for menor que o bound,
esse novo comprimento (mais curto) € definido como novo limite superior, e se repete a andlise até que o valor
do comprimento do bound e da arvore final se igualem. A ideia € evitar testar drvores em que a otimizagdo dos
caracteres leve a valores em nimero de passos certamente maiores. Dessa forma, evita-se frequentemente parte do
custo computacional das buscas exaustivas, e ainda assim se mantém a confiabilidade de ser uma busca exata.
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Esse tipo de busca é vidvel até no maximo 30 tdxons (esse nimero podendo ser menor, dependendo da
complexidade dos dados). A partir disso, deve-se recorrer as buscas heuristicas. Para mais detalhes sobre essas, ver
0s materiais de leitura complementar.

Para realizar a busca exata, deve-se clicar em [Search, Implicit enumeration]. Em seguida, abrird uma tela, onde
deve-se marcar o item [Colapse trees after the search]. O que essa opgao faz, simplificando um pouco, é garantir
que nenhum cladograma que resulte dessa andlise tenha clados (=grupos monofiléticos) sem alguma sinapomorfia
que o suporte (chamados de ramos de comprimento 0). Esses ramos de comprimento 0 sdo artefatos matematicos
da busca, e ndo tém sentido dentro da sistemadtica filogenética (lembrando da associag@o necessdria entre grupos
monofiléticos e sinapomorfias).

Settings Format Help

Implicit enumeration I

Traditional search

New Technology search Search by implicit enumeration....
Suboptimal r
Search level

ﬁ Collapse trees after the searchl

Show parameters... >

Search time-out Cancel

~ Quick collapsing during searches

Resampling

Estimate consensus

Depois de concluida a busca, serd exibida na tela principal a seguinte mensagem, informando a busca realizada,
o nimero de drvores encontradas, o nimero de passos para essas drvores € o tempo gasto na busca.

Nesse caso exemplificado, a busca encontrou sete drvores igualmente parcimoniosas, com 148 passos cada.
Essas so as informagdes sobre a busca que geralmente nos interessam.

enumeration, 7 tre
c4 secs.

148.

U]
(0]
Hh
(o]
=
o]
5]
w
2}
[#]
(o]
(1]

Para visualizar as arvores encontradas, deve-se clicar em [7rees, View] ou usar o atalho.

Optimize Data Analy

e
Display/Save ? "‘f‘]’:"‘-
Multiple tags >
Tree Groups >

Seré exibida a tela de visualiza¢do de arvores, e para alternar entre as drvores mais parcimoniosas, deve-se
usar as setas no menu de atalho. Observe que o TNT rotula as drvores (e na verdade, tudo mais que ele conta) a
partir do nimero 0. Ou seja, se foram encontradas sete arvores, elas serdo as drvores de 0 a 6 e ndo de 1 a 7. Essa
informacao pode ser til para algumas fungdes onde se precisa definir qual drvore serd utilizada em um determinado
procedimento.
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D. M. Casali & L. Dumba

As drvores obtidas podem ser salvas de trés formas diferentes. Para salvar as drvores na tela principal de exibigdo
(buffer) ou um arquivo de imagem (metafile), acessamos a edi¢do de arvores no menu [Trees, Display/Save] ou

utilizando o atalho.

Optimize Data Analyze S

View

Display/Save 1
Multiple tags >
Tree Groups >

o

Em seguida, uma tela cinza abrird exibindo uma das drvores. Nessa tela, apertando s a drvore exibida serd
salva no buffer e apertando m ela serd salva como um arquivo de imagem. Na mesma tela, o comando h abre um
menu de ajuda (help), com os comandos disponiveis para salvamento, edicdo e manipulagdo das arvores. Esses
dois comandos de salvamento (s e m) apenas se aplicam para a arvore que estd exibida na tela e, portanto, devem
ser repetidos para todas as arvores caso queira todas salvas. Para alternar entre as drvores, use enter ou F7 para ir
para frente ou backspace ou F8 para voltar.

A terceira forma de salvar as drvores permite criar um arquivo para exportar até todas as arvores em um formato
que permite ser aberto em outros programas de edicdo de arvores. Utilizamos mais frequentemente o chamado
formato parentético, mas também existe o formato compacto. Para salvar todas as arvores ou alguma delas em
formato parentético, va ao menu [File, Tree save file, Open parenthetical] e entdo [File, Tree save file, Close tree
save file]. O ato de abrir ja salva as drvores que estdo na memoria no arquivo, mas € necessdrio fechar esse para que
possa ser lido por outros programas.

'V TnT - 1.1 - Willi Hennig Society Edition
Trees Optimize Data Anclyze Settings Format Help
Open input file
New...
Read compact tree file
Merge dat files
Output >
Tree Savefile > Open, compact mode
Bl Commandiine Open, compact mode (append)
2 Open, parenthetical
2 C:\Users\Daniel\Desktop\ 123 tre o oo
3
4 ) i
5 ) i
exit
W/ T - 1.1 - Wil Hennig Society Edition

B8 e omtmie e anae seings pomat i

<

<

Open input file

New.

Read compact ree file

Merge dat files

Output

Tree Save file

Command fine

1 Ci\Users\Daniel\Desktop\qe.re
2c
3 Ci\Users\Daniel\Desktop\123.tre.

He

it
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Além de obter as arvores mais parcimoniosas para um conjunto de tdxons e caracteres, pode-se querer também
entender como os caracteres utilizados para gerar este cladograma serdo otimizados nele, ou seja, como eles evoluem
da forma mais parcimoniosa em relacio a topologia da drvore. Para isso podemos visualizar em conjunto todas as
sinapomorfias que suportam os clados da 4rvore, no menu [Optimize, Synapomorphies, Map synapormorphies). E
possivel escolher entre mapear as sinapomorfias em alguma arvore especifica ou em todas (assumindo que existam
mais de uma). Para alternar entre as arvores, use enter ou F7 para ir para frente ou backspace ou F8 para voltar.

Data Analyze Settings Format Help

Synapomorphies > Map synapomorphies I
Characters > List synapomorphies

Count specific changes Map Common synapomorphies
Branch lengths List common synapomorphies
Synapomorphies for tree 0
0,2,12,47, 612"

As sinapomorfias se referem aos nimeros dos caracteres na matriz (lembre-se que o TNT comeca a contar no
0). Sao sinapomorfias apenas os caracteres nos ramos que unem ao menos dois terminais, 0s nimeros nos ramos

terminais sdo suas autapomorfias.
Além de mapear as sinapomorfias em conjunto, € possivel mapear a evolu¢do de cada cardter individualmente,

permitindo observar os padroes de homologias e homoplasias. Para isso, vd em [Optimize, Characters, Character

mapping].

m Data Analyze Settings Format Help

Characters > Character mapping

List changes

Count specific changes
Branch lengths Common mapping

Tree Length List common changes

Weighted scores > Map landmarks...

Character scores .
Reconstructions

Assim como para as sinapomorfias, é possivel escolher entre mapear os caracteres em alguma arvore especifica
ou em todas. Também € possivel escolher apenas um ou alguns caracteres para ser mapeados. Para alternar entre
as os caracteres em uma mesma arvore, use enter ou F7 para ir para frente ou backspace ou F8 para voltar. Apds
a exibicdo de todos os caracteres em uma arvore, 0 programa passa automaticamente para a proxima.
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Os estados do cardter sdo associados a uma cor e a legenda do lado direito estabelece a referéncia entre os
estados e as cores. Neste exemplo, o estado 0 (vermelho) € uma provavel plesiomorfia pois esta presente no grupo
externo (Taxonl) e na maioria do grupo interno. Além disso, o estado 1 (azul) ¢ uma homoplasia, que aparece
duas vezes independentemente. No entanto, nesses dois clados azuis, ela € uma sinapomorfia para cada um. Esse é
um ponto importante, dependendo da escala que se analisa (mais ou menos inclusiva), uma mesma caracteristica
pode ser simultaneamente uma sinapomorfia e uma homoplasia. Nesse caso, o estado 1 € sinapomofia para o clado
(Taxon19(Taxon20+Taxon21)), sinapomorfia para (Taxon2+Taxon3) e homoplasia ao nivel da drvore como um
todo.

Existem dois comandos que podem ser dteis durante qualquer momento ao usar o TNT, um deles a pa de lixo,
que limpa o buffer completamente, e o cesto de lixo, que apaga as arvores na memoria. Eles podem ser acessados
mais facilmente pelos atalhos abaixo.

= Vi

Por fim € possivel, caso o usudrio deseje, salvar todo a informacdo do buffer em um arquivo de output. Esse
arquivo pode ser aberto a qualquer momento em [File, Output file, Open output file]. Todo buffer até aquele
momento, serd salvo. Para atualizar qualquer adi¢io ao buffer, basta clicar em [File, Output, Save display buffer].
Assim como para os arquivos de drvores, € necessdrio fechar o arquivo em [File, Close output file]. O output pode
ser aberto em editores de texto comuns.
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Capitulo 3
Filogenética Molecular

Cayo Augusto Rocha Dias & José Eustdquio dos Santos Junior

3.1 Introducao

Como apresentado no capitulo anterior, constitui parte primordial da sistemadtica, o estudo das rela¢des historicas
entre os seres vivos. Este, quando baseado em dados moleculares, por vezes, ¢ denominado Sistematica Molecular.
Note, contudo, que o termo molecular nao se refere aos principios que fundamentam a classificagao biolégica, mas
ao conjunto de dados que serve de base para a proposicdo de hipéteses sobre as relagdes de parentesco entre os
organismos. Assim, a Sistemdatica Molecular estaria inserida na Sistematica Filogenética e, nesse contexto, aquela
seria melhor denominada como Filogenética Molecular.

O emprego de caracteres moleculares remonta ao inicio do século XX, quando a precipitagao de proteinas do
sangue foi utilizada por George Nuttall para inferir as relacdes evolutivas entre animais. Ao longo desse mesmo
século, diferentes fontes de dados moleculares foram incorporadas as andlises filogenéticas, sendo as precursoras
as fontes indiretas, tais como eletroforese de proteinas e hibridizagdo de DNA. Essas foram progressivamente
substituidas pelo uso de sequéncias de aminodcidos (proteinas) e de nucleotideos (DNA), sobretudo a partir dos
anos 1960 e décadas seguintes, quando se iniciou o desenvolvimento dos primeiros métodos de sequenciamento
desses polimeros. Ainda nesse periodo, foram também publicados os primeiros estudos a fazerem uso das sequéncias
de amino4cidos em andlises filogenéticas.

Bastaram algumas décadas, no entanto, para que o DNA se tornasse a principal fonte de informacdo em
estudos filogenéticos. Particularmente por seu maior contetido informacional quando comparado as suas alternativas
moleculares, as proteinas e as fontes indiretas. Isso ocorre porque nem sempre a mudanca em uma das bases de um
segmento de DNA ird refletir-se em mudancas nos aminodcidos da proteina por ele codificada. Além disso, vale
ressaltar que grande parte dos genomas de eucariotos é composta por regides nao codificadoras de proteinas.

As andlises filogenéticas baseadas nos caracteres moleculares seguem, essencialmente, as mesmas etapas apre-
sentadas para os caracteres morfolégicos no capitulo anterior. Elas t€ém inicio com a elaborag¢do de uma matriz de
dados que devera conter os organismos de interesse (grupo interno) e os grupos externos. Essa etapa € crucial, pois
dela dependem todas as demais. Procede-se entdo ao processo de inferéncia das relagdes filogenéticas por diferentes
métodos, que podem ou ndo exigir etapas adicionais. O texto que serd apresentado neste capitulo apresenta uma
abordagem introdutéria dessas etapas.

3.2 Conceitos basicos em evoluc¢ao molecular
3.2.1 Tipos de mutacio

A informacdo genética armazenada no DNA encontra-se na forma de sequéncias de nucleotideos que sdo
caracterizados pela base nitrogenada contida em cada um. As bases nitrogenadas podem ser classificadas em dois
grupos: as pirimidinas e as purinas. Fazem parte do primeiro grupo citosina, timina e uracila (embora esta tltima
sO esteja presente nas moléculas de RNA), ao passo que o segundo é formado por adenina e guanina. Suas iniciais
A, G,CeT (ouU, no caso do RNA) compdem o alfabeto usado para representar a informacdo contida nos dcidos
nucleicos.

Parte da informacao genética € transcrita nos diferentes tipos de RNA (mensageiro, transportador, entre outros)
e alguns deles, especificamente os RNAs mensageiros (mRNA), sdo traduzidos em proteinas. A correspondéncia
entre o alfabeto de quatro letras dos dcidos nucleicos e o de 20 letras das proteinas estabelece-se por meio de
um cédigo genético quase universal em que trés bases correspondem a um aminodcido. Alguns aminodacidos, no
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entanto, sdo codificados por mais de um cédon, nome dado a cada uma das combinagdes possiveis das trincas de
bases do mRNA. Por essa razio o cédigo genético € dito degenerado (ou redundante).

Como sio quatro nucleotideos e cada cédon é composto por trés, existem 64 possibilidades (43 = 64). Além
dos 20 aminodcidos primdrios, existem trés cddons de terminacdo (UAA, UAG, UGA). Vale ressaltar que existem
variacOes sobre o “cddigo padrdo” descritas na literatura (por exemplo: UGA pode ser traduzido como Triptofano
em algumas espécies), que devem ser levadas em consideracio pelos usudrios durante as andlises. A redundancia
do Cédigo genético reduz as chances de que mutagdes pontuais alterem a sequéncia de aminoécidos. Caso ndo
houvesse redundancia, existiriam 44 cédons de terminacdo que levariam a interrupgdo da sintese proteica. Veja um
exemplo da redundancia do cédigo genético na tabela 3.1.

O exemplo acima representa as mudangas em cada base do cédon. Entre os aminodcidos existem aqueles que sdo
representados por apenas um cédon e os que sdo representados por até seis c6dons diferentes. Mudangas em cadauma
das bases de um cédon tém probabilidades diferentes de resultarem na mudanga do aminodacido codificado, sendo a
terceira e a segunda bases aquelas que apresentam o maior e menor probabilidades de mudanga respectivamente. Ou
seja, mudangas na segunda base do cédon, resultardo em substitui¢do do aminodcido codificado. Uma explicacdo
para que ndo ocorra mudanga na segunda base dos cédons € que cédons com pirimidinas na segunda base geralmente
codificam aminoécidos hidrofébicos, enquanto cédons com purinas codificam aminoécidos carregados ou polares.
Sendo assim uma mudanca nos aminodcidos pode alterar a conformacio da proteina afetando a sua fungdo. Algo
que ndo ocorre com a terceira base, onde mais da metade das mudangas possiveis ndo ocasionam modificag¢ao do
aminodcido. Quanto a esse aspecto, as mutagdes, assim denominadas as mudangas na sequéncia nucleotidica de
cardter permanente, podem ser classificadas como sinénimas, caso ndo haja mudanga no aminodacido codificado,
ou nao sindnimas, se a mudanca acontece.

As mutagdes podem ocorrer entre bases de uma mesma categoria, ou seja, entre bases puricas (A < G) ou entre
bases pirimidicas (C < T), sendo chamadas de transi¢des. De outro modo, se as mutacdes ocorrem entre bases de
categorias distintas, ou seja, entre uma purina e uma pirimidina ou vice-versa(A & C,A < T7,G < C,G & 1),
serdo chamadas de transversoes.

Mutagdes podem, além disso, caracterizar-se pela perda, delecao, ou ganho, insercao, de um ou mais nucleo-
tideos. Quando a adicdo de novos nucleotideos ocorre em uma escala maior, ela pode dar origem a novas copias
de segmentos gendmicos. A duplicacdo génica € o exemplo mais relevante desse tipo de mutacdo no contexto
filogenético, ja que a existéncia de multiplas copias de um determinado gene pode levar a complica¢des durante a
inferéncia filogenética.

Tabela 3.1 Aminodécidos e os c6dons a eles associados, ilustrando a redundéancia do cédigo genético.

Aminoacidos|Metionina |Histidina|Isoleucina|Treonina|Serina

Codons AUG CAC AUU ACU | UCC
CAU AUC ACC |UCU
AUA ACA | UCA
ACG | UCG
AGC
AGU

3.2.2 Evoluc¢io molecular e teoria neutra

Como se pode depreender a partir do tépico anterior, as mutacdes sdo, em tltima andlise, a fonte da variacdo em
ambito molecular. A existéncia desta, por sua vez, € condi¢do necessdria para que ocorra o processo evolutivo em
ambito nucleotidico. Assim como no caso dos tragos fenotipicos, as variantes génicas também estdo sujeitas aos
principais mecanismos evolutivos: sele¢do natural e deriva genética.

Seja por suas contribui¢des ao fitness de um organismo (positiva ou negativa), ou por razdes estritamente
aleatdrias, as formas alternativas de um gene, que surgem apds eventos de mutacdo, podem ter suas frequéncias
aumentadas ou diminuidas ao longo das geracdes. A frequéncia com que novas variantes surgem em uma populacio
¢é chamada taxa de mutacdo. Uma variante pode ter sua frequéncia elevada de tal modo que se torna a tinica forma
disponivel, substituindo as demais. A frequéncia com que isso ocorre, dd-se 0 nome de taxa de substituicdo.

Sob uma perspectiva neutralista da evolucdo, que considera que a maior parte das mudangas evolutivas, em
ambito molecular, sao explicadas pela deriva genética, as taxas de substituicdo sdo iguais as taxas de mutacdo.
O que ndo acontece sob uma concepg¢do quase neutra da evolugdo, que prediz que novas variantes, ainda que
moderadamente vantajosas, poderdo ser fixadas ou perdidas por deriva genética ou selecdo natural, sendo maior o
efeito da deriva quanto menor o tamanho populacional.
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E importante destacar que as taxas de substitui¢io podem variar ao longo do tempo, a despeito do que sugeria
a primeira hipétese de relégio molecular proposta por Zuckerkandl e Pauling (1962), que pressupunha que as
diferencgas se acumulavam de maneira uniforme. Sabe-se, atualmente, que as taxas podem variar entre diferentes
organismos, diferentes regides do genoma e até mesmo entre as diferentes bases de um dado segmento de DNA.
Diante disso, as hipéteses de relégio molecular foram ''relaxadas' de modo que pudessem levar em conta a
possibilidade de variacdo nessas taxas.

3.3 Dados genéticos: bancos de dados de sequéncias e principais formatos
3.3.1 GenBank

A informacdo genética utilizada como base para andlises filogenéticas pode ser gerada em laboratério, a partir
do sequenciamento de seguimentos especificos do DNA, aqui denominados marcadores moleculares, dos orga-
nismos de interesse. Contudo, diante do continuo desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de DNA e
a producdo exponencial desses dados, fez-se necessario o desenvolvimento de bancos de dados que facilitassem o
armazenamento e recuperacao de sequéncias dos mais variados marcadores para diversos organismos.

GenBank € uma das principais bases de dados de acesso publico que dispde de sequéncias de nucleotideos para
mais de 260 mil espécies descritas. Os registros estdo agrupados em divisdes que refletem o grupo taxonémico
ou a estratégia de sequenciamento empregada. Além das sequéncias propriamente ditas, cada registro contém
anotacoes que trazem informacdes adicionais tais como o organismo, regido do genoma, localidade, autores, entre
outras (veja um exemplo de um registro anotado do GenBank em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
samplerecord/#LocusNameB ). A cada registro € atribuido um identificador (uma identidade) tinico chamado
nimero de acesso, o qual deve ser utilizado para fazer referéncia a uma sequéncia em trabalhos cientificos (Figura
3.1).

Figura 3.1 Exemplo de um Homo sapiens DNA, RLGS spot # hs1327, Notl/Hinfl fragment, genomic survey
registro do Genbank com sequence .
o nimero de acesso e as cesonciEiER] - AUMEro de acesso
anotag()es. IOENTIFLERS

dbGSS Id: 1322928

GSS name: ABB41886

GenBank Acc: AB041886

CLONE INFO

Clone Id: RLGS spot hs1327

DNA type: Genomic

PRIMERS

BEERE:

GLGGLCGLGLGAGCGLCCCTCGGELTCTGGLCCCGETGGEETTGGACCGAGGGAGAGTGE
GETTTCCCOGCACGRAGCAGCCGACGGGCCTECCCCCTCCGCTCAGGACTTGRACAGGA
GAGTGGGGACGGTGTCCATCGRACCCCCCTCCACCOGEGRAGACTTAGGTGCCCGCCAAD " .
TEAGGGGCATGCGETEECACGLEAGGEA TCTTGTGAATGTTTGTGGGCTGLTGATG
AGTAGGGGCAGGTGETGGCCACAGTCCACGCAGACCACTTCCTGGAATAAGGCAGGAGLT B S e g ue n c Ia
CGTCCCCTCGCTCCCCCAGCCTGTGCAGGGACAGCAGTCCATTCGGATTGGGGAGCGGAG
AGAAGAGTGTCTGGGEAACCAGATACCCCOGGCTCCACCCCCTTCATCTCRCCGREECTC
TEGGCTCTTTTGTGTCAAGTGLGGTGREEEGGETCCCCCTCTTRACCCORTCAGTCTERE
GTGGCCAAGCTGCCCAGCTGTGACTC

Entry Created: Apr 25 2000
Last Updated: Dec 18 2018

COMMENTS
Japanese
hs1327: from NotI to Hinfl
similar to BAC434K22 (Homo sapiens chromosome 17 clone)

LIBRARY
CLASS: NotI site
Lib Name: LIBGSS 881360 Human NotI DNA fragment

Organisn: Homo sapiens ~
- anotacoes
SUBNITTER _g—
Name: Mieko Kodaira
Lab: Genetics
Institution:  Radiation Effects Research Foundation
Address: 5-2, Hijiyama-Park, Minami-ku, Hiroshima, Hiroshima 732-6815
, Japan
E-mail: kodairagrerf.or.ip

CITATIONS

Title: Human NotI DNA fragment
Authors: Kodaira.M.. Asakawa.l.
Year: 2008

Status: Unpublished

Os registros de sequéncias do GenBank podem ser acessados e recuperados por meio de um sistema chamado
Entrez. Esse sistema permite a busca, em bancos de dados mais especificos, por palavras-chaves (ou combinacdes
das mesmas) que incluem o nimero de acesso, os nomes das espécies, o marcador de interesse ou qualquer outro
termo presente em um determinado registro (Figura 3.2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/samplerecord/#LocusNameB
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/samplerecord/#LocusNameB

28 C. A. R Dias & J. E. Santos Jdnior

£ NCBI  Resources ® How To ® Sign in to NCBI
GenBank Nucleofide  ~ || =
GenBank v | Submit v | Genomes v | WGS v | Metagenomes v | TP{ v | TSA v INSDC ¥ | Other v
GenBank Overview e.g.: busca por taxon e/ou marcador ~ GenBankResources
GenBank Home
i ?
What is GenBank? Submission Types
GenBank © is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences (Nucleic Acids Submission Tools
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A GenBank release occurs every two months and is available from the fip site. The release notes for the currant version of GenBank
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releases are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are avallable from
each release. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each release.

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces cerevisiae gene demonstrates many of the features of the GenBank flat file
format.

Figura 3.2 Exemplo da pagina do GenBank e sugestdo de busca por sequéncias nucleotidicas com base no tdxon e/ou marcador de
interesse.

3.3.2 Sequenciamento de DNA

Como apontado anteriormente, os dados moleculares podem ser obtidos através de técnicas de sequenciamento
de DNA, que podem ser divididas em dois conjuntos de métodos. O primeiro e mais comumente utilizado nas
ultimas décadas é o método de Sanger, que consiste na amplificacdo do DNA em meio contendo nucleotideos
modificados, chamados didesoxirribonucleotideos, e posterior sequenciamento dos fragmentos de DNA replicados
(amplicons) pela DNA polimerase. As técnicas de sequenciamento de nova geracao, ou NGS (da sigla em inglés
Next Generation Sequencing), formam o segundo conjunto e sdo caracterizadas pelo alto rendimento resultante de
sequenciamento massivo e paralelizado de fragmentos de DNA. Neste tltimo grupo, destacam-se as plataformas
da Illumina, Life Technologies e Roche.

Uma metodologia que estd em ascensdo em estudos filogenéticos € a selecdo de genes ultra conservados UCEs,
do inglés Ultra Conserved Elements. A técnica consiste no enriquecimento das regides altamente conservadas
dos genomas (amplicons gerados pela DNA polimerase), separacdo dos UCEs por beads magnéticas durante a
montagem da biblioteca e posterior sequenciamento nas plataformas de NGS. Com isso hd uma diminui¢do na
representacio, em pares de bases (pb), do genoma e uma maximizagdo de leituras dos fragmentos de interesse
(UCES) sequenciados.

Com a ampliac@o do uso das novas tecnologias de sequenciamento, o emprego de dados gendmicos para inferir
as relacdes entre as espécies estd tornando-se cada vez mais frequente em estudos filogenéticos. Contudo, seu uso
¢ limitado pela capacidade de processamento dos computadores e pela falta de métodos de inferéncia filogenética
capazes de lidar de maneira eficiente com grande volume de dados.

3.3.3 Formatos de dados

Ha diferentes tipos de formatos em que os dados podem ser recuperados no GenBank, aquele que é mais
relevante para o contexto deste capitulo € o FASTA, que € utilizado para armazenar sequéncias de nucleotideos (ou
aminodcidos). Cada posicao da sequéncia representada é ocupada por uma tnica letra indicando um nucleotideo
ou uma lacuna (normalmente referido pelo termo em inglés gap e representada por um (-)). As letras utilizadas
devem respeitar o padrao IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), conforme Tabela 3.2, o que
significa que, além das usuais iniciais das bases nitrogenadas (A, C, G, T e U), também ha simbolos para retratar
ambiguidade ou a incerteza relacionada ao nucleotideo que ocupa determinada posi¢do. A letra N, por exemplo, é
usada para indicar que qualquer base pode ocupar uma dada posicdo, ja a letra R € usada para indicar a presenca
de uma purina, e assim consequentemente. Observagao: nas regides diploides do genoma a presenga de uma base
ambigua em uma determinada posi¢do indica um locus heterozigoto.

Sequéncias em formato FASTA seguem um padrio caracterizado por uma linha que contém a descri¢do da
sequéncia, que € sempre iniciada pelo simbolo (>), seguida por linhas que compreendem a sequéncia propriamente
dita (Figura 3.3).

Os arquivos de entrada para os programas desenvolvidos para andlises de dados gendmicos sdo os FASTQ. O
arquivo FASTQ € um formato baseado em texto utilizado para armazenar tanto uma sequéncia de bases quanto seus
respectivos valores de qualidade. Nos arquivos FASTQ os valores de qualidade sdo codificadas de forma compacta,
através dos valores de qualidade. Os valores de qualidade sdo representados como caracteres, de acordo com 0s
c6digos ASCII (Figuras 3.4 e 3.5).

Outro tipo de arquivo muito comum no contexto filogenético é o formato Nexus, que diferentemente do formato
FASTA, é capaz de armazenar diferentes tipos de dados além das sequéncias de nucleotideos. Arvores filogenéticas,
matriz de dados morfolégicos e comandos para um programa sdo alguns exemplos. Este tipo de arquivo é sempre
iniciado com a expressdo #nexus e a informagado € organizada em blocos delimitados por expressdes especificas,
begin; e end;, que iniciam e terminam o bloco respectivamente. As sequéncias e seus identificadores ocupam uma
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Tabela 3.2 Codificacio utilizada para representar os dcidos nucleicos (padrao IUPAC).

Cédigo de Acido Nucleico|Significado
Adenosina
Citosina

Guanina

Timidina

Uracila

G A (purina)

T U C (Pirimidina)
GTU

AC

GC

ATU

GTUC

GATU

ACTU

GCA

AGCTU

- lacuna de comprimento indeterminado

2|z <|z|o|w| €| vz x| <| = c|=|ala| >

mesma linha (Figura 3.6). Para mais detalhes sobre o formato Nexus, leiam o artigo publicado por Maddison e
colaboradores (1997).

Existem outros formatos de arquivos mais comumente associados a programas especificos e que tém suas
proprias estruturas. Alguns desses formatos incluem Clustal, MEGA ou PHYLIP que, ndo por acaso, sdo também os
nomes dos programas para os quais esses formatos foram desenvolvidos. Cabe ressaltar que hd programas dedicados
a conversao entre os diferentes formatos, dentre os quais PGDSpider destaca-se pela grande variedade de formatos
suportados.

x?%ﬁgxﬁggAGCCACCACTCTTATAA'I'I'GCCCATGGCCTCACCTCCTCCCTA'I'I'A'I'I'I'I'GCCTAGCAAATACAAACTACGAACGAGTCCACAGTCGAAC
:IASGT;TI'TI'(?A?AGGAGCAACCA'I'I'CTAATAATCGCACATGGCCTTACATCATCCATA'I'I'A'I'I'CTGTCTAGCCAACTCTAACTACGAACGAATCCATAGCCGTAC
;2%”(;:’}552332GCGCAGTCA'I'I'CTCATAATCGCCCACGGGC'I'I'ACATCCTCA'I'I'ACTATTCTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCAT
;266?(.3TTCACCGGCGCAA'I'I'ATCCTCATAATCGCCCACGGAC'I'I'ACATCCTCA'I'I'A'I'I'ATTCTGCCTAGCAAACTCAAA'I'I'ATGAACGCACCCACAGTCGCAT
;ig(ll,l'la'TCACCGGCGCAG'I'I'G'I'I'CTTATAA'I'I'GCCCACGGAC'I'I'ACATCATCA'I'I'A'I'I'A'I'I'CTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAACCCACAGCCGCAT
xgggTCACCGGCGCAACCACCCTCATGA'I'I'GCCCATGGACTCACATCCTCCCTACTG'I'I'CTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAACCCACAGCCGCAT
ng%lzl'a'll'el';CAGGTGCAACCGTCCTCATAATCGCCCACGGACTAACCTC'I'I'CCCTGCTA'I'I'CTGCCTTGCAAACTCAAACTACGAACGAACTCACAGCCGCAT
;"A{Ig?'l?%'fl'ué?éaGCGCAACCATCC'I'I'ATGATCGCTCACGGACTCACCTC'I'I'CCATATAT'I'I'CTGCCTAGCCAATTCAAACTATGAACGCACTCACAACCGTAC
;"A{Ién(;#[IEI'II"T'CTGGCGCAACCATCCTCATGA'I'I'GCTCACGGACTCACCTCTTCCATATA'I'I'I'CTGCCTAGCCAA'I'I'CAAACTATGAACGCACTCACAACCGTAC
;"A{Iéfg'slfl%‘l'll'ggGGCGCAACCACCC'I'I'ATAATCGCCCACGGGCTCACCTC'I'I'CCATGTA'I'I'TCTGC'I'I'GGCCAA'I'I'CAAACTATGAGCGCACTCATAACCGTAC
;"A{Iésgjll'?g;éCGGTGCAACTATCC'I'I'ATAGTTGCCCATGGACTCACCTC'I'I'CCATATAC'I'I'CTGC'I'I'GGCCAACTCAAACTACGAACGCACCCACAGCCGCAT
:izgg%éilgguGSGCGCAATGATCCTAATAATCGCTCACGGG'I'I'I'AC'I'I'CGTCTATGCTA'I'I'CTGCCTAGCAAACTCAAA'I'I'ACGAACGAATTCACAGCCGAAC

Figura 3.3 Estrutura de um arquivo FASTA. As linhas iniciadas por (>) correspondem as descrigdes das sequéncias. Essas linhas
precedem as linhas que contém as sequéncias propriamente ditas.

@NS500649: 18 :H3LWKBGX5:1:11101:16411:1042 2:N:0:CGAGGCTG+NATGCAGT ——Ratulo

CTTCTGAACHCRTTCATGACCATGGGGGATATGAAGACCCCAGACTTTGATG Sequéncia
Base=C =
- g = 36 EEE EAFEEE/EEEEEAFEEEEE /EEEEAFEEEEEEEEEEEEE/ Q scores - como os
Q= - BNS500649:18:H3LWKBGX5:1:11101:25245: 1042 2:N:0:CGAGGCTG+NATGCAGT — caracteres ASCI

GARGTAATCCATGAATTTATTAGCATCTATTARTATATAAGAGCTTIGT CAGNNNNNNNNNNNHNNT
+

AR/ARFEEEEGEEEEEEE/EE/EE/EEE/EEEEEEEAR/FE/E/ /E<E/E/EF# #3334 3444
@N5500649:18:H3LWKBGX5:1:11101:4111:1043 2:N:0:CGAGGCTG+NATGCAGT
GITTCCCTTCTGTGRRATTACRAT GTTGGACTARAGRACTGTGAAGT CCCT TNNNNNNNHNNNNNN
+

Figura 3.4 Estrutura de um arquivo FASTQ. As linhas iniciadas por "@"correspondem as descri¢des das leituras, seguida pela linha
com a sequéncia, o caractere (+) e os Qscores como na tabela ASCII. Ver Figura 3.5.
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Q P ASCII Q P ASCII Q P ASCII
0 1.00000 33 ! 15 0.03162 48 0 29 0.00126 62 >
1 0.79433 34 " 16 0.02512 49 1 30 0.00100 63 2
2 0.63096 |35 # 17 0.01200 50 2 31 0.00079 64 @
3 0.50119 |36 $ 18 0.01585 51 3 32 0.00063 65 A
4 039811 37 % 19 0.01259 52 4 33 0.00050 66 B
5 0.31623 |38 & 20 0.01000 53 5 34 0.00040 67 C
6 0.21623 139 ' 21 0.00794 54 6 35 0.00032 68 D
7 0.19953 40 ( 22 0.00631 55 7 36 0.00025 69 E
8 0.15849 41 ) 23 0.00501 56 8 37 0.00020 70 F
9 0.12589 (42 * 24 0.00398 57 9 38 0.00016 71 G
10 0.10000 43 + 25 0.00316 58 : 39 0.00013 72 H
11 0.07943 44 ° | 26 0.00251 59 ; 40 0.00010 73 I
12 0.06310 45 - 27 0.00200 60 < 41 0.00008 74 ]
13 0.05012 46 . |28 0.00158 61 = 42 0.00006 75 K
14 0.03981 47 [/

Figura 3.5 Tabela de caracteres base ASCII para Illumina, Ion Torrent, PacBio e Sanger e probabilidades de erro (P). Os Qscores sao
frequentemente representados como caracteres de ASCII.

#NEXUS
[ Arquivo de exemplo do MrBayes ]

begin data;

dimensions ntax=12 nchar=898;

format datatype=dna interleave=no gap=-;

matrix
Tarsius_syrichta AAGTTTCATTGGAGCCACCACTCTTATAATTGCCCATGGCCTCACCTCCTCCCTATTATTTTGCCTAGCAAATACAAACTACGAACGAGTCCACAGTCGAACAATAGCACTAGC
Lemur_catta AAGCTTCATAGGAGCAACCATTCTAATAATCGCACATGGCCTTACATCATCCATATTATTCTGTCTAGCCAACTCTAACTACGAACGAATCCATAGCCGTACAATACTACTAGC
Home_sapiens AAGCTTCACCGGCGCAGTCATTCTCATAATCGCCCACGGGCTTACATCCTCATTACTATTCTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGCACTCACAGTCGCATCATAATCCTCTC

Pan AAGCTTCACCGGCGCAATTATCCTCATAATCGCCCACGGACTTACATCCTCATTATTATTCTGCCTAGCAAACTCAAATTATGAACGCACCCACAGTCGCATCATAATTCTCTC
Gorilla AAGCTTCACCGGCGCAGTTGTTCTTATAATTGCCCACGGACTTACATCATCATTATTATTCTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAACCCACAGCCGCATCATAATTGTCTC
Pongo AAGCTTCACCGGCGCAAGCCACCCTCATGATTGCCCATGGACTCACATCCTCCCTACTGTTCTGCCTAGCAAACTCAAACTACGAACGAACCCACAGCCGCATCATAATCCTCTG

Hylobates AAGCTTTACAGGTGCAACCGTCCTCATAATCGCCCACGGACTAACCTCTTCCCTGCTATTCTGCCTTGCAAACTCAAACTACGAACGAACTCACAGCCGCATCATAATCCTATC
Macaca_fuscata AAGCTTTTCCGGCGCAACCATCCTTATGATCGCTCACGGACTCACCTCTTCCATATATTTCTGCCTAGCCAATTCAAACTATGAACGCACTCACAACCGTACCATACTACTGTC
M_mulatta AAGCTTTTCTGGCGCAACCATCCTCATGATTGCTCACGGACTCACCTCTTCCATATATTTCTGCCTAGCCAATTCAAACTATGAACGCACTCACAACCGTACCATACTACTGTC
M_fascicularis ~ AAGCTTCTCCGGCGCAACCACCCTTATAATCGCCCACGGGCTCACCTCTTCCATGTATTTCTGCTTGGCCAATTCAAACTATGAGCGCACTCATAACCGTACCATACTACTATC
M_sylvanus AAGCTTCTCCGGTGCAACTATCCTTATAGT TGCCCATGGACTCACCTCTTCCATATACTTCTGCTTGGCCAACTCAAACTACGAACGCACCCACAGCCGCATCATACTACTATC
Saimiri_sciureus AAGCTTCACCGGCGCAATGATCCTAATAATCGCTCACGGGTTTACTTCGTCTATGCTATTCTGCCTAGCAAACTCAAATTACGAACGAATTCACAGCCGAACAATAACATTTAC

end;

Figura 3.6 Estrutura de um arquivo Nexus. Note que o mesmo tem inicio com a expressdo #NEXUS e que o bloco de dados esta
delimitado pelas expressdes begin,; e end;. O texto entre colchetes € um comentdrio, ou seja, ele € ignorado pelos programas de andlise.

3.4 Alinhamento de sequéncias

Os dados moleculares, assim como os morfoldgicos, devem ser organizados em uma matriz de dados em
que os taxons (organismos) estdo dispostos ao longo das linhas e os caracteres (as bases ou aminoécidos) estdo
organizados ao longo das colunas. Diferentemente de uma matriz de dados morfolégicos, em que nimeros sdo
comumente utilizados para representar os estados de cardter, no caso dos dados moleculares, a codificagdo deverd
seguir o padrdo de letras da IUPAC.

Alinhar duas ou mais sequéncias implica propor hipéteses de homologia primdria entre as bases que ocupam
uma dada coluna da matriz, o que vale dizer que se supde que as bases ali representadas sdo homoélogas, ou seja,
foram herdadas de um ancestral comum. Isso € realizado buscando por regides de similaridade entre pares de
sequéncias. Nesse sentido, os alinhamentos nao s@o apenas como fontes de dados para as anélises filogenéticas,
pois permitem a identificacdo de regides conservadas, que, por sua vez, podem estar associadas a similaridade
estrutural ou funcional (Figura 3.7).

Como se pode imaginar, alinhar longas sequéncias de vérios individuos 2 mao ndo é uma tarefa trivial, além
disso, o processo manual poderia introduzir problemas relacionados & subjetividade e replicabilidade. Por isso, o
alinhamento de sequéncias €, atualmente, um processo automatizado realizado através de algoritmos computaci-
onais.

Quanto maiores e mais numerosas as sequéncias, mais complexo, em termos computacionais, torna-se o processo
de alinha-las. Isso significa que o tempo para encontrar uma solugdo 6tima aumenta muito rapidamente com o
aumento do nimero e tamanho das sequéncias. Consequentemente, foram desenvolvidas varias classes de algoritmos
que adotam estratégias distintas para abordar o problema. Algumas valem-se de métodos de otimizacdo, buscando
pelo melhor resultado, enquanto outros empregam métodos heuristicos que permitem que se chegue a um resultado
satisfatorio, ainda que este ndo represente a melhor solugdo. A programacao dinamica, por exemplo, é uma
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Tarsius_syrichta
Lemur catta
Saimiri sciureus
M sylvanus

M fascicularis
Macaca fuscata

M mulatta
Hylobates

Pongo

Gorilla

Homo sapiens

Pan

ATTAGATTGTGAGTCTAATAATAGAAGCCCAAAGATTTCTTATTTACECAAGAAAGTATGC
ACTAGATTGTGAATCCAGAAATAGAAGCTCAAACCTTCTTATTTACCGAGAAAGTAATGT
ATTAGATTGTGAATCTAATAATAGAAGAATATAACTTCTTAATTACC-GAGAAAGTGCGC
ATTAGACTGTGAATCTAACTATAGAAGCTTACCACTTCTTATTTACC-GAGAAAACTTGC
ATTAGATTGTGAATCTAACTATAGAGGCCTACCACTTCTTATTTACC-GAGAAAACTCGC
ACTAGATTGTGAATCTAACCATAGAGACTCACCACCTCTTATTTACC-GAGAAAACTCGC
ATTAGATTGTGAATCTAACCATAGAGACTTACCACCTCTTATTTACC-GAGAAAACTCGC
ATTAGATTGTGAATCTAACAATAGAGGCTCGAAACCTCTTGCTTACC-GAGAAAGCCCAC
ATTAGATTGTGAATCTAATAATAGGGCCCCACAACCCCTTATTTACC-GAGAAAGCTCAC
ATCAGATTGTGAATCTGATAACAGAGGCTCACAACCCCTTATTTACC-GAGAAAGCTCGT
ATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTTACGACCCCTTATTTACC-GAGAAAGCTCAC
ATCAGATTGTGAATCTGACAACAGAGGCTCACGACCCCTTATTTACC=GAGAAAGCTTAT
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Figura 3.7 Exemplo de um alinhamento multiplo de sequéncias do gene mitocondrial ND4 de primatas. Os asteriscos indicam regides
conservadas. A coluna em destaque ilustra a presencga de gaps.

técnica de otimizag¢do que se baseia na atribuicdo de pontuacdes para as diferentes possibilidades de alinhamento
dos nucleotideos das sequéncias comparadas. A pontuacdo € definida a partir de um esquema composto por uma
matriz de custos (de mudancas entre as bases) e penalizagcao de gaps. O melhor alinhamento é entao escolhido com
base na melhor pontuacdo possivel, calculada a partir de uma funcdo matemadtica (fun¢do objetiva) que avalia a
qualidade do alinhamento. O detalhamento dos cdlculos esta além do escopo desse texto, no entanto, € importante
ter em mente que a solucdo 6tima € dependente do esquema de pontuagdo adotado, ou seja, para uma dada matriz de
custos, a escolha da penalidade atribuida as lacunas pode interferir no resultado. O algoritmo Needleman-Wunsch
foi um dos precursores da aplicacdo de programagdo dindmica ao alinhamento de sequéncias e ainda hoje € utilizado,
com modificagdes, em casos especificos. Apesar de garantir que uma soluc¢do 6tima seja encontrada, seu uso, assim
como os outros métodos de programacgado dindmica, estd restrito a pequenos conjuntos de dados devido ao tempo e
recursos demandados para ser executado.

Dentre os métodos de busca heuristica, os alinhamentos progressivos (ou técnicas progressivas) estdo presentes
em alguns dos programas mais comumente utilizados como o Clustal, T-Coffee e algumas variantes do MAFFT. De
modo geral, os métodos progressivos podem ser divididos em trés etapas principais: (1) Alinhar todas as sequéncias
aos pares (usando o método de Needleman-Wunsch) e estimar a similaridade entre elas (calculando a distancia, por
exemplo); (2) construir uma drvore que represente a relacdo entre as sequéncias (uma drvore guia) e (3) combinar os
alinhamentos, partindo das sequéncias mais similares para as mais dissimilares. Apesar de ser um método rapido e
de ser capaz de lidar com centenas de sequéncias, ndo ha garantias de que a solug@o 6tima serd encontrada. Outras
desvantagens incluem o fato de que erros que ocorrem durante as etapas iniciais sdo mantidos, sem corre¢@o, no
alinhamento final e a influéncia da 4rvore guia, ja que a ordem em que as sequéncias sao adicionadas pode afetar o
resultado.

Os métodos iterativos representam um aprimoramento sobre as técnicas progressivas, adotando uma abordagem
que visa melhorar a qualidade dos alinhamentos iniciais, realinhando-os por vdrias iteragdes. Diferentes algoritmos
fazem isso de maneiras diversas. MAFFT, por exemplo, faz uso de técnicas matemadticas para identificar mais
rapidamente regides homodlogas. Muscle, por sua vez, envolve duas etapas de alinhamento progressivo, cada uma
baseada em uma forma diferente de estimar as distincias entre as sequéncias e uma etapa final de refinamento que
compreende novos alinhamentos baseados em perfis de sequéncias.

Existem outros métodos como os algoritmos genéticos, que utilizam o conceito de populagdes de alinhamentos
(sujeitas a mutacdo e recombinac¢do) que evoluem ao longo das geracdes por meio de um processo andlogo a
selecdo natural para otimizar uma fungdo objetiva. Métodos probabilisticos como Hidden Markov Model, que
utiliza um conjunto de sequéncias nao alinhadas de uma determinada familia de sequéncias para identificar regides
conservadas para gerar um modelo que associa uma distribui¢cdo de probabilidade para cada posicdo em uma
sequéncia indicando a verossimilhanca de se observar um dado nucleotideo (ou aminoécido) ou gap. Hé ainda
métodos que combinam a inferéncia filogenética e o alinhamento multiplo de sequéncias que, apesar das vantagens
com relacdo ao tratamento dos gaps, sdo muito lentos.

A presenca de sequéncias repetitivas, indels (inser¢des e delecdes) e posicdes saturadas por substituicdes
multiplas podem resultar em regides de dificil alinhamento ou de alinhamento ambiguo. Nesses casos, mais comuns
em sequéncias nao codificadoras de proteinas, em que a determinagdo da homologia posicional fica comprometida,
é recomendavel que tais regides sejam eliminadas do alinhamento final. Com o intuito de tornar esse processo
mais objetivo e replicdvel, ja que a supressdo de segmentos ambiguos era feita manualmente, foi desenvolvido um
método baseado na identificacdo de regides conservadas que atendam a alguns pardmetros que podem ser ajustados
pelo usudrio. O método € implementado no programa Gblocks.

Novamente, vale destacar que o alinhamento € uma das etapas mais importantes do processo de inferéncia
filogenética. Erros que por ventura tenham ocorrido durante este estdgio serdo propagados as etapas posteriores e
as influenciardo.
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3.5 Modelos de substituicio e particionamento dos dados

3.5.1 Escolha dos modelos de substituicao

Ap6s obtido o alinhamento, tem-se em maos uma matriz de dados moleculares pronta para ser utilizada como
base para andlises filogenéticas. Especialmente através de métodos que ndo adotam modelos evolutivos explicitos
como a mdxima parcimonia apresentada no capitulo anterior. Os métodos probabilisticos, no entanto, requerem a
definicdo, a priori, de modelos estatisticos (modelos de substituicio de nucleotideos) que descrevem a evolugio
das sequéncias que compdem o alinhamento sem retratar os mecanismos subjacentes.

Os modelos adotam como principais premissas a neutralidade, independéncia e finitude dos sitios. Em outras
palavras, assume-se que as substitui¢des ndo estao sujeitas a selecao, que as mudangas ocorridas em um determinado
sitio ndo interferem nas chances de mudancas nos outros sitios e que cada sitio poderd sofrer multiplas mudancas.

Matematicamente, os modelos de substitui¢do podem ser caracterizados como processos de Markov (ou marko-
vianos), que, simplificadamente, sdo processos estocasticos em que a probabilidade de um dado evento futuro, ndo
depende dos estados passados, mas apenas do estado presente. Em termos de biologia molecular, significa dizer
que a probabilidade de mudanca em um dado sitio, por exemplo, de A para T, em determinado tempo futuro, s6
depende do estado atual (A), ndo importando se aquele sitio, anteriormente, era ocupado por qualquer outra base.
Probabilidades de mudanga entre os diferentes nucleotideos podem ser calculadas a partir de uma matriz de taxas
instantaneas, denotada por Q, que retrata as taxas relativas de mudancas entre as bases (Figura 3.8).

A->A A->G A->C A->T
G->A G->G G->C G->T
Q= C->A C->G C->C C->T

T>A T->G T->C T->T

Figura 3.8 Matriz de taxas instantineas (Q), cada elemento fora da diagonal dessa matriz representa uma taxa relativa de substitui¢do
entre bases.

A principal diferenca entre os modelos de substituicdo reside na forma de parametriza¢do da matriz Q. Do mais
simples para o mais complexo hd uma variacdo crescente no nimero de parametros adotado por cada um. O modelo
de Jukes e Cantor (JC69), por exemplo, é definido por um tnico parimetro que representa a taxa de mudanga
entre as bases, que, neste caso, ¢ igual para todos os casos. Kimura (K80) propde um modelo que leva em conta
as taxas diferenciais com que ocorrem transi¢cdes e transversdes, resultando em um modelo com dois pardmetros.
O aumento na complexidade dos modelos se da pela inclusdo de pardmetros que descrevem as diferencas nas
frequéncias de cada uma das bases e as diferentes possibilidades de mudanga. O modelo GTR (da sigla em inglés
General Time Reversible), por exemplo, € aquele que conta com mais pardmetros, nove ao todo, assumindo taxas
diferentes para cada tipo de substituicdo e frequéncias distintas para cada uma das bases.

Outro importante parimetro que pode ser incorporado aos modelos de substitui¢ao diz respeito a heterogeneidade
das taxas de substituicdo. E possivel entio que se leve em conta a variacio das taxas de substituicdo entre os diferentes
sitios (cada coluna do alinhamento), o que permite, por exemplo, admitir que alguns sitios tenham maiores taxas
de substituicdo que outros. A variagdo das taxas de substituicdo entre os sitios € comumente modelada através de
uma distribui¢io gama, que tem um tnico parimetro usado para descrever como as taxas variam. E possivel ainda
combinar aos modelos um pardmetro que indica a propor¢ao de sitios que s@o invariantes, isto €, que t€m taxas de
substitui¢do nulas.

O uso de modelos muito simples, que ndo retratam com o detalhamento necessdrio a evolug@o das sequéncias,
pode levar a conclusdes equivocadas. J4 os modelos mais complexos podem resultar em sobreajuste do modelo
aos dados, levando a resultados com menor acurdcia. O resultado €, portanto, dependente do modelo evolutivo
utilizado no processo de inferéncia filogenética. Assim, a selecao rigorosa daquele que melhor se ajuste aos dados
constitui etapa essencial do processo de inferéncia filogenética. Programas especificos para selecdo de modelos
podem tornar o processo de escolha mais objetivo e replicavel.

3.5.2 Particionamento dos dados

O uso de varios marcadores concatenados em uma dnica matriz de dados tem se tornado prética cada vez mais
comum. Os marcadores usados podem ter origens (organelas ou niicleo) ou fungdes (sequéncias codificadoras de



3 Filogenética Molecular 33

proteinas, introns, DNA ribossomal, regides reguladoras, entre outras) distintas, fato que pode levar, em termos
qualitativos, a padrdes de substitui¢do distintos entre os diferentes sitios do alinhamento e ndao apenas uma variagdo
nas taxas relativas de substituicdo.

Andlises que deixam de considerar a variagao nos padrdes de substituicdo podem resultar em hipéteses filogené-
ticas ndo acuradas, ainda que essas possam apresentar altos valores de suporte de ramos. Lidar com esse problema
significa possibilitar que essa variacdo qualitativa nos padrdes de substituicdo seja incorporada as andlises filogené-
ticas. Uma forma de fazer isso ¢ utilizando modelos mistos, que permitem avaliar, para cada sitio do alinhamento,
diferentes modelos evolutivos em vez de um tnico definido a priori. Em outras palavras, para cada sitio podera ser
atribuida uma matriz Q (e seus respectivos parametros) especifica em vez de uma tnica para todo o alinhamento.
Essa saida, no entanto, é mais adequada a grandes volumes de dados, ja que, em razio dos vdrios parametros
a serem estimados, um pequeno conjunto de dados pode ndo conter informacédo suficiente para estimar todos os
pardmetros com a acurdcia necessdria.

O particionamento (ou combinacdo) dos dados, que € outra op¢ao, consiste em agrupar, a priori, diferentes sitios
ou regides do alinhamento que se supde ter evoluido sob 0os mesmos processos. Dessa maneira, assume-se para cada
particao um modelo evolutivo distinto que terd seus pardmetros estimados independentemente. O particionamento
pode ser realizado “manualmente” ou de modo automatizado. No primeiro caso, as parti¢des sdo definidas pelo
pesquisador de acordo com alguma propriedade biol6gica compartilhada pelos sitios que serdo agrupados. No
segundo caso, programas como PartitionFinder podem ser utilizados para definir, concomitante e objetivamente,
as parti¢des e seus respectivos modelos evolutivos de melhor ajuste.

3.6 Inferéncias Filogenéticas

Uma vez determinados o alinhamento, o particionamento dos dados e os modelos evolutivos, é possivel dar
inicio a etapa de andlises filogenéticas. Com relacdo a forma como os dados serdo utilizados nas andlises, pode-se
classificar os métodos de inferéncia filogenética em dois grupos, os métodos baseados em distincia e os métodos
baseados em caracteres. No primeiro caso, a matriz de dados € utilizada para o calculo de uma matriz de distancias
(genéticas) entre os pares de tdxons. Essa matriz € entdo utilizada para a constru¢cdo de uma arvore filogenética
através de andlises de agrupamento, que se utilizam de algoritmos como o Neighbor-Joining, que tenta minimizar
a soma dos comprimentos de ramos. J4 os métodos baseados em caracteres utilizam uma matriz de caracteres
discretos para inferir uma ou mais drvores filogenéticas com base em um critério de otimizac¢do. Nesse grupo estao
a maxima parcimonia (discutida no capitulo anterior) e os métodos probabilisticos, maxima verossimilhanca
(ML) e inferéncia bayesiana (IB).

Maixima verossimilhanga € uma técnica estatistica comumente empregada na estimativa de um ou mais parame-
tros de interesse. Os valores desses parametros, os quais compdem uma funcao de verossimilhanga, sdo selecionados
de modo que se obtenha o valor midximo para essa fungdo, ou seja, os valores que maximizem a probabilidade de
se obter os dados observados, dado um determinado modelo. Formalmente, a verossimilhanga pode ser enunciada
como a probabilidade dos dados dada uma hipétese (ou modelo), denotada por P(D|H). No contexto filogenético,
os dados (D) se referem ao alinhamento multiplo de sequéncias e a hipétese (H) é representada pela topologia da
arvore, os comprimentos dos ramos e 0s pardmetros do modelo de substitui¢ao.

Adotar o critério de maxima verossimilhanca implica encontrar os valores dos pardmetros, sobretudo topologia
e comprimentos dos ramos, para os quais € mdxima a probabilidade de se observar o alinhamento dada a hipétese
filogenética avaliada. Desse modo, idealmente, deve-se calcular a verossimilhanga levando-se em conta cada
possivel arvore filogenética (caracterizada por sua topologia e comprimentos dos ramos) e entao selecionar aquela
que resultar no maior valor. Contudo, ao se considerar que para cada arvore, deve-se calcular a verossimilhanga para
cada uma das colunas do alinhamento e que o niimero de drvores possiveis cresce muito rapidamente com o aumento
do niimero de tdxons, logo fica claro que ndo é possivel analisar todas as drvores e € necessario recorrer aos métodos
heuristicos. De modo geral, parte-se de uma drvore inicial com base na qual se calcula a verossimilhanga. Essa
arvore € entdo submetida a sucessivos rearranjos (conduzidos por meio de algoritmos especificos), dando origem a
novas drvores. Para cada nova drvore a verossimilhanga € calculada e aquela que conferir a maior verossimilhanga é
selecionada para dar inicio a uma nova etapa de rearranjos. Esse processo se repetird até que nenhuma melhoria na
verossimilhanca seja verificada. Por analogia, € possivel imaginar, simplificadamente, o espago multidimensional
de verossimilhan¢a como uma paisagem composta por morros e vales, com alguns morros mais altos do que outros.
Quando se busca pela maxima verossimilhanga, busca-se alcangar o morro mais alto (o maximo global), mas os
métodos heuristicos ndo garantem que esse objetivo serd alcancado, deixando muitas vezes em morros menos altos
(méximos locais). Logo, € importante que a busca pela drvore de mdxima verossimilhanca seja baseada em mais de
uma 4rvore inicial para que sejam reduzidas as chances de se ficar preso em maximos locais. Inferéncia Bayesiana
€ o nome dado a um conjunto de métodos estatisticos que utilizam o teorema de Bayes para estimar pardmetros
e atualizar a probabilidade associada a uma hipétese (H) a partir da informag@o contida nos dados disponiveis.

z

Essa “atualizacdo” é expressa na forma de uma probabilidade condicional da hipétese (H) dado um conjunto de
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dados observados (D), denotada por P(D|H) e denominada probabilidade posterior. Seu cdlculo leva em conta
a probabilidade a priori da hipétese (prior), isto €, a probabilidade da hipé6tese antes da observagdo dos dados, e
a probabilidade dos dados dada a hipdtese (a verossimilhanga como discutido anteriormente). A relagdo entre a
probabilidade posterior e a probabilidade a priori é dada por:

P(D|H)P(H)
P(D)

onde P(D[H) corresponde a verossimilhanca, P(H) & probabilidade a priori da hipétese e P(D) a probabilidade
dos dados.

E possivel propor o seguinte exemplo para ilustrar o conceito apresentado acima: Imagine uma caixa com 100
moedas, das quais 80 sdo moedas honestas e 20 sdo moedas viciadas. Jogando as moedas para o alto, constata-se
que, no caso das moedas honestas, a probabilidade de se obter cara, P(k), é igual a probabilidade de se obter coroa,
P(c), sendo ambas 0,50. J4 para as moedas viciadas, P(k) = 0,75 e P(c) = 0,25. Suponha que desta caixa uma moeda
€ tomada ao acaso e langada ao alto por duas vezes consecutivas, obtendo-se cara em ambas as ocasides. Pode-se
perguntar entdo qual a probabilidade de que a moeda selecionada seja uma moeda viciada dado que duas caras
consecutivas foram observadas, e calcular utilizando o teorema de Bayes.

Como apresentado acima, o calculo da probabilidade posterior depende da verossimilhanca e dos priors e, neste
caso, ficaria assim:

P(H|D) =

p((k,k)|v) * p(v)

p((k, k)|v) = p(v) + p((k, k)[h) * p(h)

onde i. p((k,k)/v) € a probabilidade de se observar duas caras dado que a moeda € viciada, sendo igual a 0,75 x
0,75 = 0,5625; ii. p((k.,k)/h) € a probabilidade de se observar duas caras dado que a moeda € honesta, sendo igual a
0,50 x 0,50 = 0,25; iii. p(v) € a probabilidade a priori de que a moeda seja viciada, sendo igual a fragdo de moedas
viciadas na caixa, ou seja, 0,20; iv. p(h) € a probabilidade a priori de que a moeda seja honesta, sendo igual a fragdo
de moedas honestas na caixa, ou seja, 0,80.

Dispondo dessas informacdes e utilizando a férmula dada acima, € possivel calcular a probabilidade posterior
de que a moeda do exemplo seja viciada, como:

pOI(k, k)) =

0,5625 % 0.2
POIk KD = 56354 02+025+08

Assim, como discutido anteriormente, o uso do teorema de Bayes permitiu que a crenga sobre o vicio da moeda
fosse atualizada apds a observacdo dos dados. Desse modo a probabilidade de se tomar, ao acaso, uma moeda
viciada, que era igual 0,20, passou a ser 0,36.

Um aspecto interessante da estatistica Bayesiana € que a incerteza dos pardmetros, dos dados e dos resultados
(a probabilidade posterior) podem ser representados por distribui¢des de probabilidade. Uma consequéncia direta
€ que, diferentemente da ML, que tem como resultado uma tnica drvore, o método Bayesiano retorna um conjunto
de arvores.

Considerando o contexto filogenético, conforme apresentado anteriormente na secdo sobre a maxima verossi-
milhanga, D se refere ao alinhamento multiplo de sequéncias e H inclui a topologia da arvore, os comprimentos
dos ramos e os parametros do modelo de substitui¢do. Dispondo-se de D e H € possivel estimar a verossimilhanca
(conforme discutido anteriormente), mas o célculo da probabilidade posterior pelo teorema de Bayes ainda de-
pende dos priors. Nas andlises filogenéticas é comum utilizar priors pouco informativos para as topologias, ou
seja, admite-se, a priori, que todas as topologias tém igual probabilidade de serem amostradas como uma forma de
reduzir a introdug@o de subjetividade no processo de inferéncia.

O ndmero de elementos envolvidos no calculo da probabilidade posterior de uma filogenia faz com que a férmula
apresentada anteriormente se torne bastante complicada para que uma resposta seja obtida analiticamente. Métodos
de simulag@o sdo empregados para aproximar resultado ao 6timo, em especial o método de simulagdo de Monte
Carlo via Cadeias de Markov (MCMC; Markov Chain Monte Carlo), que amostra filogenias (aqui representada pela
topologia, comprimentos de ramos e pardmetros do modelo de substitui¢cdo) de acordo com suas probabilidades
posteriores. O MCMC € conduzido por vdrias geragdes e, em cada geragdo, sdo propostas modificagdes na topologia,
nos valores dos pardmetros e nos comprimentos de ramos. Esses dados sao usados para definir o estado a cada
geracdo e entdo comparar estados de geracdes sucessivas, permitindo assim calcular a probabilidade de se aceitar
ou ndo o novo estado proposto. Nesse processo, repetido intimeras vezes, o algoritmo promove entdo um passeio
aleatdrio pelo espaco amostral e os estados visitados formam a cadeia de Markov. Uma amostra da distribuicio
posterior € entdo obtida a partir dos estados da cadeia de Markov que foram amostrados em intervalos definidos
durante a andlise. A probabilidade posterior de uma dada arvore filogenética € entdo aproximada a partir da
propor¢do do tempo em que ela foi registrada nessas amostras.

Conforme discutido, o método Bayesiano resulta em uma distribuicdo de probabilidade posterior de H dado D.
A partir dela € possivel estimar a distribuicdo de probabilidade posterior das topologias, cuja informagdo sobre
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cada clado pode ser sumarizada em um consenso de maioria. Esse aspecto constitui uma vantagem do método
Bayesiano, que permite inferir, a0 mesmo tempo, a topologia e o suporte dos clados (a probabilidade posterior),
nao demandando tempo e recursos adicionais para o cdlculo do suporte como ocorre com a maxima parcimonia e
madxima verossimilhanca.

A discussdo sobre os métodos de inferéncia filogenética foi apresentada de maneira sucinta em razdo de seu
caréter introdutério. Uma nog¢do aprofundada sobre o tema exigiria a apresentacdo de conceitos matematicos e
métodos computacionais que vdo além dos objetivos deste texto. Aqueles que buscam uma apresentacio mais
detalhada do tema, a bibliografia sugerida ao final do capitulo servird como um ponto de partida.

3.7 Programas
3.7.1 Obtencdo e curadoria das sequéncias

Como mencionado na se¢do 3.2 desse capitulo, existem dois grupos principais de métodos de sequenciamento,
Sanger e NGS. Para a obtencao de sequéncias pelo método de Sanger, deve-se levar em consideracdo a producio
de duas leituras para cada individuo, uma direta (forward) e outra reversa (reverse). A partir das leituras é formado
um consenso, que € entdo utilizado nas andlises posteriores. Mas € comum que alguns pesquisadores, com o
intuito de aumentar a confiabilidade dos consensos, gerem mais leituras de diferentes reacGes de PCR para cada
marcador. Esta estratégia objetiva averiguar inser¢des/delecdes ou inclusdes de bases erradas durante a PCR, pela
Taq polimerase, uma vez que cada par de leituras é proveniente de uma reacdo diferente.

Ap6s conferir os eletroferogramas (representagdo grafica do resultado do sequenciamento de DNA), se houver
erros, como exemplificado na Figura 3.9, leituras adicionais podero ser sequenciadas. E recomenddvel que essa
etapa seja repetida até a confirmacao de todas as posi¢des do fragmento de interesse ou o uso dos cédigos da IUPAC.
Entre os programas gratuitos para a conferéncia dos eletroferogramas e a obtencio das sequéncias consenso esti
o BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), disponivel apenas para Windows. Para
usudrios das plataformas Linux e Mac os programas Phred, Phrap e Consed podem ser usados. Eles permitem ler
os arquivos de saida do sequenciador e avaliar a qualidade de cada base, montar um consenso a partir de diferentes
leituras (diretas e reversas), visualizar e editar a sequéncia consenso quando necessdrio (http://www.phrap.
org/phredphrapconsed.html).

Sequéncia consenso ATTCGAATAGALATTA KAGTT—CC——AG

TTCG " GTTCCLGGT
enuradieta VL, f\;ﬁ K/W\/\
TTCG TTAflEAGTTCCAGGT

Leitura reversa m ﬁﬂ
£ 5

Figura 3.9 Exemplo de um eletroferograma. Pode ser observado, na coluna em destaque, que em uma das posi¢cdes nao foi possivel
determinar o nucleotideo tanto na leitura direta quanto na reversa. Devido ao erro a sequéncia consenso recebeu a letra W (indicando
a possibilidade de um T ou um A naquela posi¢do). As cores verde, preta, azul e vermelha nos eletroferogramas correspondem os
nucleotideos cujas bases sdo Adenina, Guanina, Citosina e Timina respectivamente.

No caso de dados obtidos a partir de NGS (aqui, NGS serd usado para fazer referéncia a plataforma Illumina),
um nimero maior de leituras € necessario para que possa resolver os problemas relacionados aos erros de sequen-
ciamento. Para estimar a cobertura adequada deve-se levar em considera¢do o tamanho do genoma e o contetido de
DNA repetitivo. Na inexisténcia de bons genomas de referéncia estima-se que seja necessario de 20 a 100 vezes de
cobertura. A cobertura mencionada acima € a cobertura média, ji que esta ndo ¢ homogénea ao longo do genoma,
podendo variar conforme a representacdo do material genético (por exemplo: o genoma mitocondrial, em geral,
tem uma cobertura mais alta quando comparado ao genoma nuclear devido ao niimero de cépias mitocondriais no
genoma total).

A explicag@o para a necessidade de aumento da cobertura, no sequenciamento de NGS estd no tamanho dos
fragmentos gerados (por exemplo: 2 x 100 a 2 x 300pb na plataforma Illumina—-NGS e 1000pb no ABI -Sanger) e na
alta taxa de erros durante a chamada das bases (medidas pelos valores de qualidade Phred), quando comparado com
o método de Sanger. Na literatura, o termo Phred € usado para se referir ao programa Phred, utilizado para calcular
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a qualidade das leituras Sanger, e como uma medida de qualidade de nucleobases geradas pelo sequenciamento
nas plataformas de NGS (valores de qualidade de qualidade de Phred). Nos dados oriundos do Sanger o programa
Phred 1€ os dados do sequenciamento de DNA atribuindo valores de qualidade a cada base chamada (atribuida) em
uma dada posi¢@o da sequéncia. Quando as bases sao analisadas o Phred avalia o trago (trace) em torno de cada
base chamada, usando quatro ou cinco pardmetros para quantificar a qualidade do traco. Os valores de qualidade
de qualidade variam de quatro a cerca de 60, sendo os valores mais altos os de maior qualidade, tabela 3.3. J4 em
NGS, o formato FASTQ possuem as nucleobases codificas com pontuag¢des Phred, como caracteres ASCII ao lado
das sequéncias lidas (ver Figuras 3.4 e 3.4 da secdo 3.3.3). Em NGS os valores de qualidade de qualidade de Phred
sao0 usados para caracterizar a qualidade das sequéncias, e como uma métrica para comparar a eficicia de diferentes
métodos de sequenciamento.

Tabela 3.3 Valores de qualidade Phred. Os valores de qualidade estdo logaritmicamente vinculados as probabilidades de erros.

Score de qualidade Phred Probabilidade de erro da base Precisdo
10 lem 10 90,00%
20 1 em 100 99,00%
30 1 em 1.000 99.9%
40 1 em 10.000 99.99%
50 1 em 100.000 99,999%
60 1 em 1.000.000 99.9999%

Os valores de qualidade Q sao definidos como uma propriedade loga-
ritmicamente vinculada as probabilidades de erros de chamada de base
(P)?.Q = -10log, P.

Para os dados de Sanger (por exemplo: ABI 3130 x/ Genetic Analizer) € recomenddvel selecionar apenas as bases
com um valor de qualidade igual ou superior a 20, portanto, o valor Q20. O valor Q20 corresponde uma precisdo de
99% para a base chamada. Uma precisao de 99% (Q20) na chamada da base implicard uma probabilidade de chamar
a base incorreta de 1 em 100, o que significa que cada leitura de sequenciamento de 100pb provavelmente contera
um erro (Tabela 3.3). Enquanto o Q30 é considerado uma referéncia de qualidade do NGS. Baixos valores de Q
podem aumentar os falsos positivos durante a detec¢@o de variantes, o que pode resultar em conclusées imprecisas.
A Figura 3.10 a qual demonstra a queda de qualidade em porcentagem (%>Q30), nos ciclos finais. Note que na
segunda leitura, parte direita da figura a baixa qualidade no inicio € mais acentuada.

% >Q30

Ciclos

Figura 3.10 Relacdo entre o niimero de ciclos e a proporgdo de bases com Q > 30 das leituras referentes a corridas do Kit v3 600 ciclos
da Illumina. Note que ha uma diminui¢ao significativa na proporgao de leituras com Qscores >Q30 em torno de 200 ciclos (primeira
leitura a esquerda) e em torno do ciclo 450 da segunda leitura (direita).

Diversos programas e scripts foram desenvolvidos para o controle de qualidade e remocao (do inglés trimming)
das bases com baixa qualidade de dados oriundos de sequenciadores NGS (FastQC, UrQt, Trimmomatic, NGS QC
Toolkit, entre outros). Além das bases com baixa qualidade, as sequéncias utilizadas para identificar as amostras
(barcoding) e os adaptadores (index) também devem ser removidos.
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3.7.2 Programas de alinhamento de sequéncias

Existem programas que possuem algoritmos de alinhamento implementados, como o MEGA - Molecular
Evolutionary Genetics Analysis, que traz os algoritmos de alinhamento ClustalW e MUSCLE. Ha também o
AliView, que permite ao usudrio a personalizag¢do dos algoritmos de alinhamento que serdo implementados.

O programa MEGA estd disponivel para download nos trés principais sistemas operacionais em duas versoes,
linha de comando ou interface grafica. Para fazer o download basta acessar o site http://www.megasoftware.
net/. Ja o AliView é um programa gratuito de cédigo aberto que preza pela usabilidade e velocidade e dispde
de vérias opg¢des para visualizacdo e edi¢do de alinhamentos. Ele pode ser obtido acessando o site http://www.
ormbunkar.se/aliview/.

O programa MAFFT, além de estar disponivel para download nos trés sistemas (Linux, Mac e Windows), possui
uma versao online. Para usar a versao online basta enviar o arquivo com as sequéncias em formato fasta e escolher
os parametros do alinhamento (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). E importante salientar que o
arquivo deve conter apenas fragmentos de um mesmo gene e que os pardmetros utilizados devem considerar as
caracteristicas do gene ou fragmento a ser analisado, como no caso de genes ribossomais ou RNA transportadores
(RNAts). Nesses dois casos o parametro que utiliza a estrutura secunddria no alinhamento deve estar selecionada.

No caso dos dados em escala gendmica, provenientes do NGS, apds as etapas iniciais de bioinformadtica,
incluindo limpeza de leitura (elimina¢do das bases abaixo de Q30) e eliminacdo dos adaptadores (sequéncias
barcoding utilizadas para a identificacdo das amostras e/ou adaptadores necessdrios para o sequenciamento),
ocorre a montagem e alinhamento. Entre os softwares e/ou pacotes de softwares utilizados para a montagem e
alinhamento estdo: Trinity (https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki) -UCEs (ver se-
¢do 3.2.2) e transcriptomas; PHYLUCE (https://github.com/faircloth-1lab/phyluce) —UCEs; ABySS
(https://github.com/bcgsc/abyss) —genoma. Quando o objetivo € alinhar todos os loci individualmente o
programa MAFFT, também pode ser utilizado. Apds a traducdo de contigs (sequéncias consenso obtidas de dife-
rentes leituras) em sequéncias de aminodcidos, os genes devem ser avaliados com relacao a ortologia (exemplo de
pipeline OrthologID —-http://nypg.bio.nyu.edu/orthologid/. O OrthologID avalia conjuntos completos de
genes de todos os tdxons e os atribui a conjuntos de genes especificos; em seguida, gera uma arvore pelo método de
parcimOnia para cada cluster de genes e extrai um ou mais conjuntos de genes ortélogos. O programa PHYLUCE
(https://github.com/faircloth-1lab/phyluce) deve ser utilizado ap6s a montagem dos contigns de UCEs
para identificar loci individuais de UCE a partir dos contigs montados. O PHYLUCE também remove os possiveis
pardlogos (c6pias diferentes de um mesmo gene), durante a identificacdo dos UCEs. Ele também pode ser usado
para combinar os contigs, como de tdxons sequenciados para UCEs, com tdxons sequenciados para genomas ou
transcriptomas, € vise-versa, em um unico arquivo fasta.

3.7.3 Programas utilizados para o tratamento dos alinhamentos

Tdo importante quanto o alinhamento das sequéncias a serem analisadas é o tratamento dos dados pés-
alinhamento. Entre os erros cometidos durante a fase de alinhamento estdo a ndo observancia da presenga de
paral6gos e a ndo remocdo das regides de alinhamento ambiguo. No caso do primeiro problema, basta eliminar os
individuos que foram sequenciados para as cdpias paraldgas. Sequéncias paralégas de um gene, geralmente, sdo
reconhecidas quando trés ou mais individuos de uma mesma espécie sao sequenciados e alinhados. A presenca de
sequéncias muito divergentes e de cddons de terminag@o em um gene codificante de proteina € um forte indicio de
genes com miiltiplas cépias (Figura 3.11). Entre os programas utilizados para visualizar e conferir as sequéncias e
os eletroferogramas estdo o MEGA, o BioEdit e o Phred, Phrap e Consed.

No caso de genes com a presenga de posicdes mal alinhadas e/ou regides com mais de uma possibilidade de
alinhamento de DNA ou proteina (regides de alinhamento ambiguo), as posi¢des podem nao ser homdlogas ou ter
sido saturadas por multiplas mutacdes. Nao sendo possivel estabelecer a homologia entre as bases é desejavel a
eliminacdo destas regides antes das andlises filogenéticas. Quando falamos de regides saturadas por mutagdes, que
ndo tiverem problemas no estabelecimento das homologias entre as bases, a corre¢do das regides saturadas ocorre
através dos modelos mutacionais (ver se¢@o 3.5 para a parte tedrica e a secio 3.7.4 para os programas de selecio
de modelos).

Um dos programas utilizados para remover as regides de alinhamento ambiguo é o Gblocks que esta disponivel
para Windows, Linux, Mac e online (http://phylogeny.lirmm. fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=
gblocks). Ele seleciona blocos do alinhamento seguindo um conjunto de condi¢des, como: a presenca ou auséncia
de grandes fragmentos de posi¢cdes ndo conservadas contiguas, falta e presenca de gaps e a alta conservagao de
posi¢des flanqueadoras. A remogao das regides de alinhamento ambiguo torna o alinhamento final mais adequado
para andlises filogenéticas (ver se¢do 3.4 desse capitulo). O uso do Gblocks para essa finalidade reduz a necessidade
de edi¢do manual dos alinhamentos, além de facilitar a reproducdo dos alinhamentos para andlises posteriores
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Figura 3.11 Exemplos de como reconhecer a presenca de miltiplas copias de um tnico gene. (A) sequéncias muito divergentes de
uma mesma espécie; (B) presenca de cdons de terminacdo em um gene codificante de proteina, (*representacdo grafica do codon de
terminacao).

realizadas por outros pesquisadores. O programa Gblocks também ¢ utilizado para remover regides de alinhamento
ambiguo em dados de NGS, quando locus ou contigs sao alinhados individualmente.

3.7.4 Programas para a selecao dos modelos evolutivos e particionamento dos dados

Virios programas podem ser utilizados para selecdo de modelos evolutivos. O MEGA, o jModelTest ¢ os
proprios programas de inferéncia bayesiana (exemplo: BEAST?2). Eles também estdo disponiveis para download
em Windows, Linux e Mac. Como forma de auxiliar na familiarizacdo com esses programas, existem diversos
tutoriais e modelos de entrada de dados na literatura. Um exemplo de um programa com tutorial estd disponivel na
pagina: http://evomics.org/learning/phylogenetics/jmodeltest/. Programas especificos para selecao
de modelos como o BEAST?2 e jModeltest2 podem tornar o processo de selecdo mais objetivo e replicdvel. Note
que eles empregam métodos diferentes, enquanto o BEAST?2 usa métodos bayesianos, o jModeltest2 usa o método
de maxima verossimilhanca, para determinac@o dos parametros dos modelos e critérios de informagao para selegao.

O PartitionFinder permite inferir os modelos evolutivos de melhor ajuste aos dados ao mesmo tempo que infere
o melhor esquema de particionamento. Sua principal vantagem consiste na rapidez com que € capaz de lidar com
grandes volumes de dados. Um tutorial sobre o programa, apresentando os formatos de entrada e como interpre-
tar os resultados pode ser encontrado em sua pagina (http://www.robertlanfear.com/partitionfinder/
tutorial/).

3.7.5 Programas para inferéncias filogenéticas

Como mencionado no item 3.6 deste capitulo, aqui serd apresentado apenas os programas que fazem inferéncias
filogenéticas de ML e IB. O programa mais utilizado atualmente para as andlises de ML € o RAXML (Randomized
Axelerated Maximum Likelihood). RAXML € um programa para inferéncias de ML capaz de analisar grandes
matrizes em um curto espago de tempo, quando comparado com outros programas (por exemplo: PAUP). Ele
também é usado apds andlises filogenéticas, para analisar conjuntos de arvores filogenéticas, alinhamentos e avaliar
a interferéncia de terminais que possuem dados faltantes (missing data). Acesse a pagina do programa e utilizem
os tutoriais disponiveis, https://sco.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/index.html.

O programa mais utilizado para fazer as andlises de IB é o MrBayes. Ele também € um programa gratis
e disponivel para download para os sistemas operacionais Windows, MAC e LINUX. Como ji mencionado
o programa MrBayes além de fazer as andlises de IB também pode ser utilizado para a escolha de modelos
filogenéticos e evolutivos. Outro programa também utilizado para inferir as relagdes entre as espécies € o BEAST
(http://www.beast2.org/).
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Capitulo 4
Taxonomia, Classificacao e Nomenclatura

Guilherme S. T. Garbino & Alessandro Rodrigues Lima

4.1 Taxonomia e Classificacao

Definicao

A Taxonomia é uma ciéncia tedrico-pratica que lida, basicamente, com a organiza¢do do conhecimento biolégico
sobre os seres vivos. Conforme proposto por George G. Simpson, € definida como “o estudo tedrico da classificagdo,
incluindo suas bases, principios, procedimentos e regras”.

Aliada a taxonomia, Simpson define classificacao zoolégica como “a ordenagdo de animais em grupos (ou or-
denagdes) com base em suas relagdes, ou seja, associacdes por contiguidade, similaridade ou ambos”. Classificacao
zooldgica, seguindo essa definicdo, € a parte operacional da taxonomia.

Nesta se¢@o apresentamos um breve histérico sobre a taxonomia zooldgica, relevante para entendermos a filosofia
por trds do pensamento taxondmico atual. Em seguida apresentamos quais fundamentos tedricos sdo comumente
seguidos na prética taxondmica vigente.

Breve historico

A taxonomia zool6gica mais antiga que conhecemos no mundo ocidental € a presente no livro Historia Ani-
malium, escrita pelo filosofo grego Aristoteles (384-322 a.C.) no século IV a.C. A ideia inicial de Aristételes
era classificar os animais de maneira dicotdmica — um exemplo do préprio autor € o agrupamento de animais
com sangue versus animais sem sangue (equivalente aos vertebrados e “invertebrados”). Porém, a variedade de
formas e de categorias para classificar os animais era tdo vasta que Aristételes reconheceu ser impossivel agrupar
todos os animais em uma unica classificagdo dicotdomica. O golfinho, por exemplo, ele classificou no grupo de
animais aqudticos (versus terrestres) e também no grupo de animais viviparos (versus oviparos), duas categorias nao
mutuamente exclusivas. Embora considerada a primeira taxonomia zoolégica, o Historia Animalium ndo contém
uma classificacdo dnica e sistematizada, mas apenas uma série de divisdes dicotdmicas dos seres estudados por
Aristoteles.

Além de uma tentativa de classificagdo dos animais, Aristételes introduz quatro conceitos-chave em seu livro:
género (yévoc - genos), espécie (cidoc - eidos), differentia (Swopopd - diaphora) e esséncia (essentia). Diferente
do que usamos hoje, um género poderia referir-se a qualquer agrupamento, e uma espécie a membros desse
agrupamento. Entdo, por exemplo, a ordem Chiroptera poderia ser um género, e as familias Phyllostomidae e
Vespertilionidae espécies dentro desse género, segundo a definicdo de Aristételes.

O termo differentia (ou diferenca, em portugués) ainda é usado na taxonomia, e refere-se as caracteristicas que
diferenciam membros de uma classe em relacdo a outra. Por exemplo, no Brasil existem duas espécies de porcos-
do-mato, pertencentes a familia Tayassuidae, que s@o caracterizadas por possuirem incisivos superior triangulares
em sec¢do transversal e com as pontas voltadas para baixo. As duas espécies sdo diferenciadas por uma possuir um
colar branco na regido do pescoco e a outra possuir uma mancha branca no queixo.

O termo esséncia ¢ atribuido a Platdo, e podemos defini-lo como o(s) atributo(s) necessdrio(s) para que uma
classe de individuos seja o que ela é. Como um exemplo, para ser um cachorro é necessdrio ter quatro patas, latir,
possuir um rindrio, ter quatro pré-molares superiores e quatro inferiores e possuir pelos. Dos quatro conceitos
utilizados por Aristételes, género, espécie e differentia sao importantes na taxonomia atual, enquanto que esséncia
(como veremos a seguir) foi deixado de lado por ser incompativel com a biologia evolutiva.

O sueco Carl Linnaeus (Carlos Lineu em portugués) (1707-1778), também conhecido pelo seu nome de nobreza
Carl von Linné, foi responsavel por disseminar o sistema nomenclatural binomial, que utilizamos até hoje. Embora
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ndo tenha sido o primeiro a utilizar a nomenclatura binomial —Garpard e Johann Bauhin, por exemplo, ji utilizavam
bindmios 200 anos antes —Lineu foi o primeiro a utiliza-la de maneira consistente.

Um dos grandes méritos de Lineu, e provavelmente o principal motivo pelo qual seguimos seu sistema binomial
até hoje, foi sua imensa produtividade em escrever livros e descrever espécies. Ao todo, o naturalista publicou
mais de 70 livros e descreveu mais de 4.400 espécies de animais e 7.770 de plantas. O livro mais conhecido e
importante de Lineu é o Systema Naturae, o qual teve a primeira edi¢do publicada em 1735 e a 12* (a dltima feita
por Lineu) entre os anos de 1766 e 1768. Como veremos na se¢do de nomenclatura, a décima edicdo (1758) do
Systema Naturae é a mais relevante para taxonomia e nomenclatura zooldgica, pois essa edi¢do marca o ponto de
inicio da nomenclatura zooldgica.

Embora tenhamos herdado o sistema nomenclatural de Lineu, os métodos de classificagdo dos seres vivos
utilizados pelo autor sueco eram consideravelmente diferentes dos que utilizamos. No Systema Naturae e em outros
livros, como o Species Plantarum, a grande ambi¢@o de Lineu, além de descrever todos os seres vivos do planeta,
era desvendar a l6gica divina por trds das espécies de plantas e animais. Para o naturalista, o agrupamento de
espécies em géneros, de ordens em classes, era parte do plano divino. Como ele mesmo gostava de dizer: "Deus
creavit, Linnaeus disposuit” (“Deus criou, Lineu classificou™).

Até o inicio do século XIX, a vasta maioria das classificacdes produzidas consideravam que as espécies eram
entidades eternas e imutdveis. Decorrente desse conceito, os estudiosos acreditavam que cada espécie era definida
por sua esséncia, uma heranca do conceito de tipo formulado na Grécia Antiga por Platdo. Segundo os autores
essencialistas (alcunha forjada em tempos recentes e usada de maneira pejorativa), as variagdes encontradas seriam
apenas imperfeicdes desse modelo ideal etéreo.

De maneira geral, as varia¢des individuais que os essencialistas assumiram ser imperfeicdes de uma forma
ideal, foram vistas, de maneira independente, por Charles Darwin (1809-1882) e Alfred Wallace (1823-1913),
como evidéncia de que as espécies ndo constituiam entidades fixas, mas que mudavam ao longo do tempo. Portanto,
num contexto evolutivo, a variag@o intraespecifica passa a ser vista como condicdo fundamental para a defini¢do
de uma espécie.

As ideias de Darwin e Wallace tiveram dois grandes impactos na taxonomia: o primeiro foi o entendimento de
que as semelhancas encontradas entre as espécies eram devido a ancestralidade comum; o segundo grande impacto
foi a compreensdo de que variag¢des intraespecificas sdo essenciais para que ocorra evolugdo.

Infelizmente, a taxonomia tipoldgica perdurou por quase um século apds a publicacdo de A Origem das
Espécies. Entretanto, nas décadas de 1940 e 1950 surge o movimento conhecido como Sintese Moderna, cujos
maiores expoentes foram Ernst Mayr, Theodosius Dobzhansky e George Simpson. A sintese moderna consolidou
o pensamento populacional em biologia, além de unir a genética Mendeliana a teoria da selecio natural. Somente
apos esse periodo a ideia de que espécies sdo entidades dindmicas e varidveis passa a ser amplamente disseminada
em taxonomia.

A ultima grande influéncia teérica na taxonomia veio na década de 1960, principalmente através dos trabalhos de
Willi Hennig (1913-1976). O entomdlogo alemao defendia que grupamentos naturais de seres vivos deveriam ser
definidos apenas com base em caracteristicas derivadas (ou apomérficas). Esses grupos, denominados monofilé-
ticos, isto é, que possuem um ancestral em comum exclusivo, seriam os tnicos tdxons admissiveis em classificagdes
bioldgicas.

4.2 A pratica taxonémica

Como mencionamos, durante a maior parte da histéria da taxonomia zooldgica as espécies eram definidas com
base em individuos (espécimes), o que s6 foi alterado a partir das proposicdes de Darwin e Wallace sobre evolucao
dos sistemas e do cardter populacional das espécies, que devem ser definidas por conjuntos de individuos. Se
considerarmos, portanto, que na grande maioria das vezes as populagdes ndo podem ser observadas diretamente,
concluimos que a taxonomia é uma ciéncia baseada em inferéncia. Isso significa que em taxonomia efetuamos
generalizagdes sobre a(s) populacdo(des) estudadas com base na amostra que temos disponivel.

A espécie é uma entidade definida com base em inferéncias sobre observacdes e, de maneira andloga as
populagdes, € algo que nao pode ser observado diretamente na natureza. Estritamente falando, e considerando que
todos os seres vivos fazem parte de um continuo evolutivo, a espécie, como a tratamos na pratica, ¢ um conceito e
sua definicdo €, e sempre serd, arbitraria. Isso ndo necessariamente implica que espécies ndo existem de fato, mas
apenas quer dizer que nossos conceitos e critérios operacionais sobre o que seria uma espécie ndo necessariamente
coincidem com o tdxon real na natureza.

Embora a espécie seja a unidade fundamental em estudos evolutivos e, consequentemente, em taxonomia, sua
definicdo ainda representa um dos temas mais discutidos em biologia. Atualmente existem mais de 25 conceitos de
espécie, mas aqui iremos focar em trés, que consideramos os mais comumente aplicados.
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O Conceito Bioldgico de Espécie, com certeza o mais conhecido entre o publico leigo, foi proposto por Ernst
Mayr na década de 1940. Nele, uma espécie é “Um grupo de populagdes naturais potencialmente ou de fato
intercruzantes que € reprodutivamente isolado de outros grupos”.

De maneira mais ampla, o Conceito Evolutivo de Espécie proposto por George Simpson em 1951, e reelaborado
em seu livro de 1961, diz que uma espécie € “uma linhagem evoluindo separadamente de outras e com seu proprio
papel evolutivo e tendéncias”.

Nos dois conceitos observamos a abordagem populacional, caracteristica da sintese moderna. Um grande
problema no conceito de Mayr € que ele automaticamente exclui espécies com reproducdo assexuada, e na pratica,
também as espécies fosseis ou outras espécies que nao coexistem temporalmente. O conceito de Simpson, por
outro lado, falha em ser muito amplo, e por conter termos vagos como, por exemplo, o “papel evolutivo” de uma
linhagem, fornecendo um conceito, mas ndo um critério para delimitar as espécies.

O conceito que aparentemente estd sendo mais utilizado atualmente é o Conceito Filogenético de Espécie de
Joel Cracraft (1983). Nele, uma espécie € “o menor agrupamento de organismos individuais nos quais existe um
padrdo parental de ancestralidade e descendéncia e que € diagnosticavelmente distinto de outros agrupamentos por
uma combinacdo Unica de estados de cardter fixados”. Outros autores propuseram variacdes nesse conceito, mas
a ideia central € identificar grupos monofiléticos que sejam diagnosticdveis. A aplicacdo desse conceito e suas
variantes tem sido util no avanco da taxonomia zoolégica, pois os dois requerimentos desse conceito, isto €, que
uma espécie seja monofilética e que ela seja diagnosticavel, sdo mais facilmente testaveis do que os requerimentos
dos outros conceitos (como a presencga ou ndo de isolamento reprodutivo do conceito bioldgico).

Um avango importante a essa discussdo foi trazido por Kevin de Queiroz, que argumenta que a maioria dos
conceitos na verdade expdem critérios para definirmos espécies (diagnosticabilidade, papel evolutivo, isolamento
reprodutivo). Embora os critérios possam variar entre si, existe um amplo consenso que, em teoria, espécies sao
linhagens de metapopulacdes evoluindo separadamente.

O bidlogo e filésofo da ciéncia Massimo Pigliucci identifica que todos os conceitos de espécie buscam por uma
esséncia na definicéo de espécie, quando é sabido que, devido a grande heterogeneidade dos seres vivos, € impossivel
“agradar a gregos e troianos” com um conceito baseado em um tnico elemento-chave. Para mitigar esse problema,
Pigliucci adota a ideia de semelhanca de familia do fil6sofo Ludwig Wittgenstein para o problema do conceito
de espécies. Segundo essa ideia, espécie é um “conceito de grupo, cuja sustentagdo € encontrada em uma série
de caracteristicas como relagdes filogenéticas, similaridade genética, compatibilidade reprodutiva e caracteristicas
ecoldgicas”. Isso significa que ndo existe uma caracteristica sine qua non para definirmos espécies, mas que mesmo
assim podemos defini-la, de maneira objetiva, evocando um conjunto de qualidades comumente identificadas e
consensualmente consideradas essenciais a defini¢do de espécies, tais como monofiletismo, isolamento reprodutivo,
nicho ecolégico, entre outras.

Os tdxons superiores

A delimitagdo de taxons superiores, isto €, as categorias mais inclusivas que espécie (género, familia e acima),
¢é ainda mais arbitrdria que a delimitacdo de espécies. Uma importante diferenca entre a espécie e as categorias
superiores é que na primeira a sua coesao € mantida por processos evolutivos ocorrendo em tempo real, enquanto
nas demais os processos evolutivos ocorreram no passado. O tnico pré-requisito para que uma categoria de nivel
superior seja considerada como vilida € que ela represente um grupo monofilético.

Hennig propos utilizar o tempo de divergéncia para definir os tdxons superiores. Nessa proposta, um clado
que surgiu entre seis e quatro milhdes de anos seria classificado como género, por exemplo, e um que surgiu
entre 23 e 22 milhdes de anos seria uma familia. Dessa maneira, segundo Hennig, seria possivel comparar essas
categorias entre taxons filogeneticamente distantes, como Myrtaceae, familia de plantas, e Scarabeidae, familia de
besouros. Na pratica, tal classificagdo “padronizada” ainda seria arbitrdria, além de implicar mudangas radicais e
desnecessdrias em tdxons jd estabelecidos. Os géneros Drosophila (moscas) e Eucalyptus (4rvore), por exemplo,
possuem mais de 50 milhdes de anos, enquanto nosso género, Homo, possui entre dois e trés milhdes de anos.

4.3 Nomenclatura

Definigao

Seguindo, como na se¢do anterior, a definicdo de George Simpson para nomenclatura zooldgica, podemos
defini-la como “a aplicacdo de nomes distintos para cada um dos grupos reconhecidos em uma dada classificacao
zooldgica”. O objetivo principal da nomenclatura zoolégica € que cada entidade reconhecida pelos taxonomistas
seja reconhecida apenas por um nome, e que esse nome seja exclusivo desse tdxon. Em outras palavras, tenta-
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se eliminar sindnimos (nomes diferentes para a mesma entidade) e homonimos (nomes iguais para entidades
diferentes).

Os nomes cientificos

O nome de uma espécie é composto por duas partes, 0 nome genérico e o nome especifico, também conhecido
como epiteto especifico. No escorpido-amarelo Tityus serrulatus, por exemplo, o nome genérico é Tityus, o epiteto
especifico é serrulatus e o nome da espécie € Tityus serrulatus. A esse nome geralmente atribuimos a alcunha
de nome cientifico, o que na verdade ¢ uma designacdo bastante vaga, ja que vérios outros nomes usados em
ciéncias também podem ser considerados nomes cientificos (por exemplo: aldeido, polimerase, fototropismo). Uma
definicdo mais precisa seria “nomes cientificos latinizados de espécie bioldgicas”. Por conveniéncia, no entanto,
continuaremos a referir a tais nomes como nomes cientificos.

Lineu foi o responsdvel por aperfeicoar e promover o sistema binomial de nomenclatura que usamos hoje. A
aceitacdo e uso geral desse sistema s6 foi possivel porque ele estabeleceu uma base sélida ao aplicar a bindmios de
forma consistente nos livros Philosophia Botanica (1751), Species Plantarum (1753) e na décima edicdo do Systema
Naturae (1758). Uma vantagem do sistema lineano, diferente por exemplo do sistema utilizado pelo contemporineo
Georges-Louis Leclerc, o Conde de Buffon, era permitir expansdes, ou seja, que as novas formas descobertas
fossem facilmente alocadas na sua grande classificagao da vida.

De maneira mais ampla, o principal trunfo da utiliza¢do de nomes cientificos ao invés de nomes populares € que
os primeiros permitem uma comunica¢do ndo-ambigua entre pesquisadores. A onca-parda, uma espécie de felino
que ocorre desde o Canada até a Argentina, é conhecida por mais de 40 nomes populares, em linguas que vao
desde o quéchua, taino e tupi-guarani até o espanhol, portugués e inglés. No entanto, qualquer pesquisador, seja ele
anatomista, ecdlogo, fisiologista, geneticista ou sistemata, reconhece a entidade taxondmica denotada pelo nome
Puma concolor. Os nomes cientificos ainda servem como um sistema de recuperacao de dados. Ao buscarmos por
um organismo-modelo, como Drosophila melanogaster, numa base de dados, encontraremos milhares de artigos
cientificos e outros tipos de trabalho que lidam com a anatomia, ecologia, genética, entre outros aspectos da biologia
dessa espécie de mosca.

Nomes cientificos sdo formados por palavras em latim ou latinizadas. O ratinho silvestre Sooretamys angouya,
por exemplo, tem seu nome especifico derivado do substantivo tupi-guarani angudjd, que significa rato. Nomes
também podem ser formados a partir de combinagdes arbitrarias de letras, como o gé€nero de caracdis Aaadonta.
Geralmente o epiteto especifico € um adjetivo e o género € um substantivo. No entanto, também existem epitetos
formados a partir de genitivos (por exemplo: Gymnodactylus darwinii e Leopardus emiliae), que sdo cunhados
geralmente em homenagem a pessoas ou lugares.

E aconselhdvel escrever o autor e data (separados por virgula) da publicagio da espécie ao lado do bindmio, ao
menos na primeira vez que o nome aparece no trabalho. Portanto, quando encontramos a grafia Rhinella marina
(Linnaeus, 1758), significa que essa espécie foi descrita por Linnaeus no ano de 1758, com uma combinagio diferente
da proposta atualmente (por isso o autor e data estdo entre parénteses). No caso, a espécie foi originalmente descrita
como Bufo marinus.

Embora o pai da taxonomia tenha difundido o sistema de nomes cientificos de duas partes, Lineu ndo considerava
0 bindmio como sendo o nome verdadeiro da espécie. O nome completo da onc¢a-pintada, segundo ele, seria uma
frase descritiva ao invés de um bindmio: Felis cauda elongata, corpore flavescente maculis nigris rotundato
angulatis medio flavis. Traduzindo, o nome significaria “gato com cauda longa, corpo amarelo com manchas negras
€ 0 meio amarelo.”

Outro fato curioso é que nenhum trabalho de Lineu apresenta de forma clara os bindmios. Voltando para o
exemplo da onca-pintada, no Systema Naturae (1758) a espécie € apresentada da seguinte maneira dentro do género
Felis:

Onca. 4. F. cauda elongata, corpore flavescente maculis nigris rotundato angulatis medio flavis

z

O nimero 4 indica que essa € a quarta espécie de Felis descrita no Systema Naturae. “F.” € uma abreviacdo de
Felis e “Onca” subentende-se que seria o epiteto especifico da espécie. Notem que em nenhum momento do livro
existe a combinacdo “Felis Onca” claramente explicitada.

Portanto, para Lineu, o epiteto especifico serviria como um proxy para se referir de forma pratica a espécie de
Felis que possui cauda longa, com corpo amarelo, entre outras caracteristicas. Também seria uma forma mais fécil
de memorizar a espécie, ji que o estudante (taxonomista ou nao) ndo precisaria decorar toda a frase de seu nome
completo.

Com o grande aumento no entendimento sobre a distribuicdo e variacdo geografica das espécies de animais,
alguns zo6logos no século XIX comecgaram a utilizar trindmios ou subespécies, para se referir a variacdes,
geralmente restritas geograficamente, encontradas dentro do que consideravam a mesma espécie. Para designar
esses tdxons, esses autores utilizavam nomes de trés partes, como por exemplo Boa constrictor amarali. Subespécies
estdo caindo em desuso na taxonomia da maioria dos grupos zoolégicos atuais, principalmente porque, segundo o
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conceito filogenético de espécie, se um tidxon é diagnosticavel, entdo ele deve ser considerado uma espécie plena.
No entanto, em alguns casos onde a variagdo geografica é considerdvel e ndo existe uma clara separacao filogenética
ou fenotipica entre populacdes, embora existam formas geograficamente restritas, o trindmio ainda é passivel de
ser usado.

Diferentemente da subespécie, o subgénero ndo precisa aparecer obrigatoriamente no nome da espécie/subespécie
e nem € considerado parte do nome. Dessa forma, Saguinus (Leontocebus) weddelli melanoleucus nao é um qua-
drindmio, e 0 nome do mesmo tdxon pode ser escrito da forma Saguinus weddelli melanoleucus. Subgéneros
indicam agrupamentos monofiléticos dentro de géneros, e sdo particularmente tteis quando a divisdo de um género
em vérios pode resultar em mudangas nomenclaturais desnecessarias.

Tipos

Herdamos do essencialismo de Platdo o nome tipo. Embora originalmente o tipo de uma espécie denotasse sua
esséncia, hoje essa palavra é usada em um contexto totalmente diferente em taxonomia e nomenclatura.

O espécime-tipo de uma espécie €, simplesmente, o espécime fisico no qual o nome dado € ancorado (Figura
4.1). Em outras palavras, o tipo é a ligagdo entre o conceito (0 nome da espécie) e a realidade (a espécie na
natureza). Como se pode imaginar, o espécime-tipo possui fungdo extremamente importante na resolugdo de
problemas taxondmicos. Quando houver dividas, por exemplo, se dois nomes cientificos se referem a mesma
entidade taxondmica, a resposta comeca com a andlise do espécime-tipo de cada um dos nomes em questdo. Se o
pesquisador entender que ambos espécimes se encaixam no conceito existente sobre a entidade estudada, ele pode
propor que ambos pertencem a mesma espécie. Entdo os nomes sdo considerados sindnimos, € 0 nome mais antigo
tem prioridade sobre o mais recente.

E obrigatdrio, ao descrever uma nova espécie, designar um espécime-tipo (ou holétipo) para ancorar o nome
novo. Se o(s) autor(es) desejarem, também podem ser designados paratipos. Nao necessariamente todos os
espécimes utilizados na descricdo, além do hol6tipo, sdo pardtipos. No entanto, se na descri¢do original da espécie
o holétipo nio foi claramente identificado, todos os espécimes utilizados na descri¢do sdo denominados sintipos.
Cabe a um autor subsequente escolher, dentre os sintipos, qual seria o espécime-tipo, que nesse caso passa a ser
chamado lectétipo. Os outros sintipos passam a ser paralectétipos.

Nos casos em que o hol6tipo ou o lectétipo se perderam (como aconteceu em varios museus europeus bom-
bardeados durante a 2* guerra mundial), e € necessario saber a identidade de um taxon, é possivel designar um
neétipo. Como o préprio Cédigo de Nomenclatura Zooldgica sugere, a designagdo de nedtipos nao deve ser feita
apenas por motivos curatoriais, mas somente se realmente for justificiavel.

Figura 4.1 Espécime-tipo
(lectétipo) de Chiroderma
villosum, Peters, 1860, de-
positado no Museum fiir
Naturkunde em Berlim, sob o
nimero ZMB 408. Notar a eti-
queta de colorag@o vermelha,
exclusiva para espécimes-tipo.
Foto: Guilherme S. T. Garbino

Além dos espécimes-tipo de taxons do grupo da espécie, os taxons supraespecificos do grupo do género e da
familia também possuem tipos. De maneira distinta da espécie, os tipos de género e familia ndo consistem em
espécimes fisicos, mas sim em nomes. Um género (e tdxons do grupo do gé€nero) possui uma espécie-tipo e uma
familia (e tdxons do grupo da familia) possui um género tipo.

A espécie-tipo do género de mutuns Crax é Crax rubra. Isso quer dizer que, das sete espécies hoje reconhecidas
no género, o nome genérico Crax estd permanentemente ancorado a espécie Crax rubra. No grupo da familia, o
nome do género-tipo serve para formar a base do nome da familia. Entdo, a familia Deltatheriidae possui como
género-tipo Deltatheridium.
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Assim como acontece na espécie, ao descrevermos um novo género ou familia (ou tribo, subfamilia, ou outros),
¢é obrigatdrio designar uma espécie-tipo e género-tipo, respectivamente. Nos casos de trabalhos antigos quando
essa obrigacdo nao existia e tipos ndo eram designados, cabe a um autor subsequente fazer a designacdo dos tipos.

Cdédigo de nomenclatura

Atualmente existem seis principais c6digos de nomenclatura bioldgica: o Cédigo Internacional de Nomenclatura
de algas, fungos e plantas, o Cédigo Internacional de Nomenclatura de Bactérias, o Cédigo Internacional de Nomen-
clatura de Plantas Cultivadas, o Cédigo Internacional de Nomenclatura Fitossocioldgica, o Cédigo Internacional
de Nomenclatura Zooldgica e o0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus.

A funcdo desses codigos é providenciar um conjunto de regras que governam a nomenclatura formal dos grupos
de organismos compreendidos por eles. Além de possuir um conjunto de regras dizendo o que € e o que ndo é
permitido na nomenclatura de cada um dos grupos citados acima, cada c6édigo possui um comité internacional que
pode julgar e decidir arbitrariamente casos ambiguos ou de dificil resolug@o. Os cédigos de nomenclatura foram
criados para evitar o caos nomenclatural que estava se instaurando no final século 19. Alguns autores, por exemplo,
comecaram a deliberadamente substituir todos os nomes “barbaros” (nomes de espécimes dados com base em
palavras indigenas, como Mico, Pecari e Puma) por nomes com raizes gregas e latinas. Outros, ignoravam nomes
mais antigos e criavam novos que eram mais do seu agrado.

Existem algumas diferencas entre cada c6digo de nomenclatura. Por exemplo, o cédigo de algas, fungos e plantas
ndo permite tautdnimos, enquanto o cddigo de nomenclatura zooldégica ndo faz restri¢dao ao seu uso, como acontece
em Gorilla gorilla e Troglodytes troglodytes. Até recentemente, descrigdes de plantas tinham que ser apresentadas
em latim, enquanto na nomenclatura zooldgica isso nunca foi obrigatério.

O Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoolégica (CINZ) foi criado em 1961, mas teve como precursor um
conjunto de Regras Internacionais de Nomenclatura Zoolégica, publicado em 1905. O CINZ estd em sua quarta
edicao, do ano de 1999 e seus idiomas oficiais sdo inglés e francés. Uma versdo em portugués da segunda edicao
do cédigo pode ser encontrada no livro Fundamentos préticos de taxonomia zooldgica editado pelo prof. Nelson
Papavero.

Um dos preceitos fundamentais do CINZ, € o principio da prioridade. Em linhas gerais, esse principio diz que
se existirem dois nomes diferentes para um mesmo tdxon, o0 nome mais antigo possui prioridade. Dessa maneira,
0 nome mais antigo deve ser reconhecido como sinénimo sénior, ficando o mais recente como sinénimo jinior.
Um caso recente onde essa regra foi corretamente aplicada foi o da redescoberta do macaco-prego-galego. Em
2006, um grupo de cientistas deu um nome novo ao que acreditaram ser uma espécie nao descrita de macaco-prego,
chamando-a de Cebus queirozi. Outros pesquisadores sugeriram que esse tdxon de macaco prego ja tinha sido
descrito em 1774 pelo naturalista alemao Johann Schreber, que nomeou a espécie de Cebus flavius. Aplicando o
principio da prioridade, portanto, o nome Cebus queirozi Mendes-Pontes & Malta, 2006 € um sindnimo junior de
Cebus flavius Schreber, 1774. Uma caracteristica importante do CINZ € que suas regras e principios se aplicam
somente a tdxons do grupo de familia, género e espécie. Portanto, é permitido chamar a ordem que inclui as baleias,
hipop6tamos, vacas, camelos e porcos de Cetartiodactyla Montgelard, Catzeflis & Douzery, 1997, embora o nome
mais antigo para esse grupo seja Cetacea Brisson, 1762.

Para facilitar o trabalho de futuras revisdes taxondmicas e evitar erros de redescrever um tdxon quando ja existe
um nome disponivel, como o que ocorreu com 0 macaco-prego-galego, € comum trabalhos de cunho taxondmico
publicarem listas de sindnimos. Nelas, além dos sindnimos e homdnimos, sdo listados também erros de grafia (por
exrmplo: Chiroderma trinitratum: Linares & Moreno-Mosquera, 2010; grafia incorreta de Chiroderma trinitatum
Goodwin, 1958) e combinagdes alternativas (por exemplo: o primeiro uso da combinacdo Mico humeralifer Rylands
et al. 2000, ao invés de Callithrix humeralifera por de Vivo 1991).

E importante mencionar que o CINZ considera a décima edicio do Systema Naturae como o ponto inicial
da nomenclatura zooldgica. Portanto, ndo podem existir bindmios mais antigos que a data de publicagdao deste
livro, que é 1758. A tnica publicacdo que tem prioridade sobre o Systema Naturae é o livro Svenska Spindlar (ou
Aranei Suecici), de Carl Alexander Clerck (1757), mas os nomes presentes neste trabalho sdo tratados como sendo
publicados em 1 de janeiro de 1758.

Validade dos nomes

Como vimos na sec¢do sobre tipos, um dos requisitos para um nome cientifico ser valido € possuir um tipo. O
c6digo permite que o tipo seja um espécime coletado ou uma foto ou ilustracdo que represente o espécime. Deste
modo, € possivel descrever uma nova espécie apenas com base em uma foto, e designar como o holétipo o individuo
representado na foto (note que a foto em si ndo € o tipo, mas sim o espécime retratado nela).

Atos nomenclaturais, como descricao de uma nova espécie, sdo considerados validos pelo c6digo apenas quando
se enquadram nos critérios de publicacdo. Até recentemente, o cddigo considerava publicado apenas trabalhos
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impressos em papel, que possuissem varias cOpias iguais e fossem distribuidos amplamente. Em 2012, entretanto,
foi permitida a publicacdo em meio digital, desde que o ato nomenclatural seja ser registrado na base de dados do
ZooBank.

Outro requerimento para um nome ser valido € que ele seja acompanhado de uma descricao que indique quais
caracteres diferenciam o tdxon novo. O autor do nome novo também precisa dizer explicitamente que estd propondo
0 nome como novo. Por esse motivo na frente dos nomes novos € comum encontrar escrito sp. nov, nomen novum,
gen. nov., entre outros.

Se o nome ndo atende a esses critérios, como por exemplo, se ele aparece apenas em uma lista de espécies, sem
qualquer descri¢do mais aprofundada, ele € considerado um nomen nudum nao disponivel para fins nomenclaturais.
Qualquer autor subsequente pode utilizar o mesmo nome para um tdxon novo e, caso a descri¢ao atenda aos critérios
do CINZ, o nome passa a ser disponivel, mas com o autor e data da publicacdo mais recente.
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Capitulo 5
Métodos Comparativos Filogenéticos

Rafaela V. Missagia & Daniel M. Casali

5.1 Introducao

Definicao

Sao um conjunto de ferramentas analiticas que incorporam informagdes filogenéticas ao estudo dos padrdes e
processos evolutivos. Estes métodos tém como objetivo compreender estes padrdes e processos a partir dos atributos
(fenotipicos, moleculares, ecoldgicos, geogréficos, entre outros) dos tdxons. A maior parte desses estudos utiliza
informagdes que podem ser observados em tdxons atuais, como indicadores da sua histdria evolutiva, mas atributos
de organismos fésseis também sdo frequentemente usados. A utilizacdo dos Métodos comparativos filogenéticos
(MCF) nio deve ser confundida com a inferéncia filogenética. Esta tem como objetivo obter o relacionamento entre
taxons a partir dos atributos dos organismos, ja os MCF utilizam filogenias para estudar a evolucdo de atributos.

Breve historico

Apesar de apenas recentemente as informagoes filogenéticas terem sido incorporadas as abordagens comparati-
vas, a abordagem comparativa tem uma longa histéria na biologia, existindo desde o século XX, como uma forma de
estabelecer interpretacdes sobre as relagdes de similaridade (e posteriormente, evolutivas) a partir da comparagdo
entre tdxons. Muitos pesquisadores contribuiram para este campo de estudo, mas alguns tiveram maior destaque e
merecem ser mencionados.

Piérre Belon (1517-1564) foi um dos pioneiros da anatomia comparada moderna realizando estudos sobre a
morfologia do esqueleto de passaros e de seres humanos, diagnosticando padrdes importantes de similaridade mor-
folégica entre estes organismos. Edward Tyson (1651-1708) é muitas vezes considerado o fundador da anatomia
comparada. Utilizando uma abordagem comparativa (mas nao o método comparativo moderno), escreveu sobre
a relag@o proxima entre chimpanzés e seres humanos. Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829) foi um dos primeiros
a considerar o ambiente e o tempo histérico como componentes da variagdo morfoldgica. Antes de Lamarck, a
anatomia era primariamente descritiva, € ndo havia tanta preocupag@o na busca de mecanismos causais. Georges
Cuvier (1769-1832), naturalista e zodlogo francés, avangou enormemente o campo da anatomia comparada, através
de descri¢des e comparagdes entre organismos viventes e fosseis. O anatomista e paleontélogo inglés Richard
Owen (1804-1892) cunhou o termo homologia, para se referir as estruturas compardveis (a mesma, independente
das variacdes de forma e func¢do) entre dois ou mais organismos.

No inicio, o estudo comparativo era feito essencialmente por comparacdo anatdomica entre espécies. A partir
de Lamarck, os componentes ambiental e histérico passaram gradativamente a ser levados em consideragdo nas
explicacdes das causas bioldgicas, culminando com a teoria evolutiva proposta independentemente por Charles
Darwin (1809-1882) e Alfred Russel Wallace (1823-1913), dando inicio ao que se tornaria a biologia evolutiva.
No inicio século XX, com o estabelecimento da sintese evolutiva moderna, ocorre a integracdo de diversas dreas
da biologia a teoria evolutiva darwiniana, incluindo a sistemdtica. Alguns anos depois, na década de 1950, surge
a escola sistematica filogenética, proposta por Willi Hennig (1913-1976), que em meio a um intenso debate entre
divergentes escolas de pensamento, estabeleceu os principios fundamentais para o processo de inferéncia das
relacdes filogenéticas entre os organismos, sendo a base tedrica de grande parte do método ainda hoje utilizado
para obtencdo das drvores filogenéticas e classificagdes bioldgicas.

Ao longo do século XX, programas de pesquisa em evolu¢do emergiram baseados em duas linhas: o da genealogia
e descendéncia comum, na filogenética; e o estudo dos fatores adaptativos relacionados ao ambiente, na biologia
evolutiva, ecologia e etologia. O papel das filogenias em estudos ecolégicos e adaptativos era bastante timido.
Mesmo com a revolucdo darwiniana e o fundamento tedrico de que a diversidade biolégica evoluiu através de uma

48
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combinagdo de processos genealdgicos e ambientais, os estudos filogenéticos e ecoldgicos seguiram sendo feitos
de forma independente por muito tempo.

Até meados dos anos 70, os métodos analiticos da biologia comparativa se desenvolveram independente de
aspectos filogenéticos e, em sua maioria, tentavam relacionar um determinado fenétipo a outro, ou a alguma varidvel
ambiental, utilizando correlacdes como evidéncia. Dessa forma, os dados comparativos de atributos dos organismos
eram analisados com os métodos estatisticos tradicionais, frequentemente assumindo a total independéncia das
observagdes entre os tixons estudados, visando atender as premissas dos testes estatisticos. Pode-se destacar como
excecdo a ANOVA hierdrquica (nested analysis of variance), que particiona a varia¢cdo de um carater continuo entre
espécies por diferentes niveis taxondmicos. O objetivo € identificar o nivel taxondmico que abriga a maior parte da
variacdo observada, que serd entdo utilizado na andlise. Esse método pode ser descrito como uma tentativa inicial
de identificar a influéncia do parentesco na variancia dos caracteres, podendo indicar até que ponto os dados podem
ser tratados como filogeneticamente independentes.

Para testar se a evolu¢do de um cardter era correlacionada a uma varidvel ambiental, ou a outro atributo, uma
correlacdo significativa era entendida como uma evidéncia para a influéncia da varidvel X sobre a evolugdo da
varidvel Y. O problema é que espécies sao relacionadas entre si por meio de ancestrais comuns, formando uma
filogenia hierarquicamente estruturada, e ndo podem ser consideradas como unidades amostrais independentes em
testes estatisticos. Se espécies proximamente relacionadas apresentam fenétipos similares, isso pode ser um efeito de
ancestralidade comum recente e ndo porque evoluiram independentemente este fendtipo. O problema da dependéncia
filogenética ganhou maior popularidade apds o artigo de Felsenstein (1985) propondo o método de contrastes
independentes como uma forma de corrigir a ndo-independéncia das amostras decorrente da ancestralidade comum.

Com o crescimento das tecnologias e reducdo dos custos para sequenciamento molecular, surgimento de com-
plexos modelos evolutivos, refinamentos das metodologias de andlises probabilisticas e avangos nas capacidades
computacionais, o nimero de filogenias disponiveis aumentou exponencialmente. Isso impulsionou o surgimento
e desenvolvimento de diversas abordagens utilizando métodos comparativos filogenéticos.

Inicialmente, era possivel analisar apenas a relagdo entre determinados caracteres utilizando uma hipotese
filogenética, seja para a reconstrucdo de estados ancestrais dos caracteres, correlacionar varidveis (controlando o
efeito da descendéncia comum para garantir a independéncia dos pontos) ou por associagio entre o aparecimento
de determinada caracteristica no grupo e varidveis ambientais/eventos geoldgicos. Mais recentemente, métodos
que permitem testar diferentes padrdes evolutivos ao longo dos ramos da filogenia t€ém sido desenvolvidos. Isso se
da principalmente através de comparacdo e avaliacdo de ajuste entre diferentes modelos de evolugao de caracteres
e de modelos de diversificagdo, que constituem um enorme avango no estudo da biologia evolutiva.

5.2 Aplicacoes

Os MCEF sio aplicados em estudos macroevolutivos, incluindo a inferéncia de estados ancestrais de caracteres,
padrao de evolugdo de caracteres individuais, mudangas no tempo, e modo de evolucdo destes caracteres, padroes
de correlacdo entre caracteres, teste de sinal filogenético, mudangas nas taxas de diversificagdo (especiacdo e
extin¢do), influéncia de caracteres (ou outros atributos) nas taxas de diversificacdo, entre outros. Para esses estudos,
é necessdrio uma hipétese filogenética, preferencialmente estimada de forma independente dos atributos utilizados
nas inferéncias evolutivas dos MCF. Estas hipdteses podem ser uma simples topologia, contendo as relacdes de
parentesco entre os tdxons estudados (para casos mais simples como o uso de parcimdnia), mas em sua maioria,
requerem informagdes adicionais importantes como os comprimentos de ramos ou tempos de divergéncia entre
os taxons. Cada método tem suas premissas, como aceitar somente uma arvore completamente resolvida, ou
com comprimento de ramos, sendo necessario sempre considerar essas premissas ao aplicar determinado método
a sua pergunta. Alguns métodos permitem a utilizacdo de multiplas drvores, considerando também a incerteza
filogenética.

Ao se utilizar modelo, deve-se sempre testar a adequacdo destes aos dados. Para caracteres continuos, o modelo
mais utilizado, o de movimento Browniano, em sua versdo mais simples descreve a evolug@o dos caracteres como
um processo estocdstico e assume que a variancia de determinado atributo aumenta em funcdo do tempo, sendo
que esta variancia pode assumir valores positivos ou zero, com uma taxa constante de evolugcdo. Apesar de muito
utilizado e ter diversas variantes (algumas que inclusive ndo assumem taxas constantes de evolu¢@o), o modelo
Browniano pode ser insuficiente para descrever processos evolutivos mais complexos que originaram a variago
morfolégica. Desde entdo, alguns outros modelos foram propostos. Outros modelos mais complexos, tal como
o Modelo de Ornstein-Uhlenbeck (OU), que incorpora um parametro (alfa) que representa forcas seletivas que
diminuem a variancia dos atributos, se aproximando mais de processos de adaptacdo, apesar de permitir outras
explicacdes ndo adaptativas também. O modelo OU também possui diversas variacdes, que podem ser testadas
quanto ao ajuste aos dados. J4 para caracteres discretos, necessita-se de uma matriz de transi¢dao que especifique as
taxas de transicdo entre os estados do carater.
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5.2.1 Métodos para a inferéncia de estados ancestrais

E possivel inferir os estados ancestrais de caréter para conjuntos de espécies a partir de informacdes dos terminais
de uma filogenia e um modelo de evolugdo. O método de estimativa de estados ancestrais mais utilizado foi o da
parcimonia, que, assim, como para a inferéncia de hipéteses filogenéticas, minimiza o nimero de mudangas ao
longo da 4rvore, mas sem calcular a incerteza das estimativas.

Atualmente, a estimativa de estados ancestrais também tem sido feita por Mdxima Verossimilhanga ou métodos
Bayesianos, onde os estados de cardter sdo estimados de acordo com a sua probabilidade, considerando um modelo
evolutivo, uma hipétese filogenética e os comprimentos de ramo da filogenia. Nesse tipo de andlise é possivel
calcular a incerteza das estimativas, que aumentam a medida que se avanga dos terminais para a raiz da filogenia
(Figura 5.1).

Parcimonia Verossimilhanca

taxon 1 {taxon 1
{tamn 2 taxon 2
S Otaxon 3 3 taxon 3
{Etamn 4 ! I Otaxon 4

taxon 5 taxon 5

e —

taxon 6 taxon 6
{Etaxon 7 f : Otaxon 7
4 @taxon 8 p @taxon 8

taxon 9 {:taxon 9
{:tamn 10 taxon 10

Figura 5.1 Reconstru¢do de estados ancestrais de um cardter discreto bindrio para dez taxons, utilizando parcimoénia e maxima
verossimilhanca. Na reconstru¢do com parcimonia, ou os nds ancestrais sdo estimados como um dos estados (circulo branco ou preto
nos nés) ou como uma ambiguidade ilustrada como 50% de probabilidade para cada estado (circulo metade branco, metade preto).
Utilizando a verossimilhanga, os circulos nos nés indicam o grau de suporte relativo para cada estado (dado o modelo), que pode variar
de 0 a 100%. O suporte de cada estado € ilustrado por uma fatia do circulo nos nés na reconstrugdo por mixima verossimilhanga (o
mesmo se aplicaria para métodos Bayesianos).
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5.2.2 Métodos para atributos individuais

Utilizando modelos de evolugdo de caracteres, tanto para atributos discretos como continuos, € possivel ndo
apenas testar qual modelo melhor se ajusta a um carater, mas também avaliar se as taxas da mudanca de um estado
sd0 maiores ou menores que para a mudanga reversa (exemplo: A — B > B — A), permitindo compreender
padrdes de mudangas das taxas e direcionalidade da evolucdo do cardter. Através destas andlises também & possivel
testar padroes macroevolutivos relacionados ao modo que determinados atributos evoluem. Por exemplo, pode-se
testar qual modelo se ajusta melhor aos dados, como um modelo gradual de evolug@o, com as mudangas igualmente
distribuidas pelos ramos da topologia, ou um padrdo pontuado, com poucas mudangas nos ramos, estando a maioria
destas relacionadas aos eventos de cladogénese.

5.2.3 Métodos para correlacio entre atributos

Meétodos para caracteres discretos

A utilizag@o de caracteres discretos nos MCF se d4 principalmente através da correlacdo entre caracteres (Figura
5.2), com o objetivo de determinar se a evolugdo de um cardter estd relacionada a evolugdo do outro. Assim como
para dados quantitativos, apenas contar as incidéncias de correlagdo de dois ou mais caracteres entre os tdxons ndo
é suficiente, ja que pelo efeito da ancestralidade comum, os estados de cardter podem ndo ser independentes. Ridley
(1983) propds um dos primeiros métodos, onde cada mudanca de cardter € tratada como independente ao longo dos
ramos. A correlagdo era entdo testada tratando um dos cardteres como dependente e o outro como independente, e
através de uma tabela de contingéncia, se mudangas em um dos caracteres estariam relacionadas as mudangas no
outro.

Mark Pagel (1994) foi o primeiro a propor um método especifico para caracteres discretos, utilizando modelos
probabilisticos para estimar as taxas de transicdo de um atributo em relacio a outro. O Modelo de Pagel calcula
a probabilidade de transi¢cdo de um estado de cardter em dois cendrios através de um modelo Markoviano: um
onde a transi¢do € independente da transicdo em outro atributo; e outro onde os atributos mudam de forma
correlacionada, mas utilizando um modelo probabilistico, em vez de uma matriz de presenga e auséncia. O método
foi estendido posteriormente para utilizar caracteres multiestado e para incorporar a incerteza quanto a topologia,
em um arcabougo Bayesiano.

Meétodos para caracteres continuos

Felsenstein (1985) foi o primeiro a propor um método que incorpora a filogenia no estudo de caracteres
continuos, com os contrastes independentes. E necessario incorporar um modelo de evolugdo de caracteres, que
vai estabelecer como determinado atributo evoluiu ao longo do tempo. O modelo mais utilizado nas andlises com
caracteres continuos € o baseado no movimento Browniano (inclusive uma das premissas do método de contrastes
independentes), mas outros modelos de evolugdo podem ser aplicados em outros testes, como no caso do método
Phylogenetic Generalized Least Squares (PGLS), que permite modelos menos estritos que o movimento Browniano.

5.2.4 Métodos para inferéncia de taxas de diversificacao

O nuimero de espécies varia entre linhagens, regides geograficas e periodos geolégicos. Mudancas nas taxas de
diversificacdo podem estar ligadas a eventos geoldgicos, tais como extin¢gdes em massa, que podem promover o
aumento da diversifica¢do dos tdxons sobreviventes, oportunidades ecoldgicas relacionadas as radiacdes adaptativas,
ou ao surgimento de inovacgdes chave, entre outros.

A diversificacdo pode ser entendida como um balanco entre as taxas de especiacdo e extingdo. As taxas
de diversificacdo podem ser compreendidas de forma relativa ou absoluta, em relagc@o a determinados intervalos
temporais. Uma mudanca nas taxas de diversificacdo pode ser identificada utilizando filogenias moleculares datadas,
permitindo entender o periodo especifico em que elas ocorreram.
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Figura 5.2 O padrio evolutivo de dois caracteres discretos independentes pode fornecer evidéncias de correlagdo entre eles. Na figura
acima, cada arvore (esquerda e direita) mostra o padrdo de evolugdo um cardter. Podemos observar que para 8 dos 10 tidxons, os estados
de carater mudam de forma coincidente, sugerindo um padrao de correlacdo, que pode ser testado quanto ao seu suporte em relacio a
uma hipétese nula de ndo-correlagio.

5.2.5 Métodos para inferéncia de taxas de diversificacio dependentes de atributos

H4 uma longa tradi¢@o na literatura paleontolégica e macroevolutiva de questionar se atributos dos organismos
poderiam afetar positiva ou negativamente as taxas de especiacdo e extin¢do, gerando a chamada “selecdo de
espécies”. Algumas vezes, um determinado atributo pode promover maior estabilidade ou crescimento populacional,
e consequentemente, suas taxas de especiacao e extingdo (Figura 5.3). Maddison e colaboradores (2007) propuseram
um método (BiSSE) para estimar o efeito de transicdo de estados de um cardter bindrio nas taxas de extin¢do e
especiacdo. Desde entdo, foram propostos novos métodos para lidar com a influéncia de caracteres com multiplos
estados (MuSSE; FitzJohn, 2012), caracteres continuos (QuaSSE; FitzJohn 2010), caracteres geograficos (GeoSSE;
Goldberg et al. 2011), entre outros. Todos esses métodos relacionam taxas de diversificagdo (especiacdo e extingdo)
as transicOes de caracteres.

5.3 Limitacoes e cuidados ao utilizar os métodos comparativos filogenéticos

Mesmo usando os modelos mais sofisticados e procedimentos para selecionar os melhores modelos, testes que
correlacionam varidveis (caracteres entre si, diversificacdo x atributos) nos fornecem apenas padrdes de correlagao.
Devemos lembrar que as interpretacdes de causalidade devem sempre ser feitas utilizando outros conhecimentos
sobre os processos testados e do grupo de estudo, de forma a estabelecer interpretacdes mais fundamentadas.

Outra condi¢do importante € ter uma amostragem ampla, contendo preferencialmente diversas réplicas do
mesmo padrio estudado, a fim de que os testes de significancia e suporte de hipdteses possam ser interpretados
com maior seguranga. Por exemplo, terfamos maior confianga se observdssemos diversas vezes um determinado
cardter correlacionado com altas taxas de extin¢do, do que apenas uma vez.
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Figura 5.3 Linhagens com maior niimero de terminais podem ter maiores taxas de especiacio ou menores taxas de extingio. E possivel
testar se modelos que atribuem mudancas nas taxas de diversificagdo em determinados clados estdo associados a mudancas de estado
de caracteres nestes clados. Na drvore acima, seria importante investigar se a presenca do estado preto do carater teria influenciado nos
padroes de diversificagdo dos clados com mais espécies.

Ainda, € importante lembrar que assumimos que a arvore utilizada € correta ou a melhor estimativa que temos.
Portanto, nossos resultados dependem de qudo confidveis s@o estas filogenias. Incorporar a incerteza filogenética é
recomenddvel nestes casos.
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Capitulo 6
Aplicabilidade da Sistematica Molecular

Daniela Nuifiez

6.1 Introducao

A informacdo genética tem o potencial de auxiliar na conservagdo e na pratica de manejo de populacdes silvestres
e em cativeiro de duas principais formas. A primeira € que, baseado nela, € possivel identificar espécies de forma
precisa a partir de vdrios estdgios do desenvolvimento (ovos, larvas, juvenis, adultos). Uma vez que as chaves
taxondmicas sdo comumente elaboradas com base apenas em individuos adultos, os dados moleculares auxiliam na
identificac@o dos demais estdgios. A outra utilidade € o uso em andlises de estrutura populacional, na reconstrugdo
da histéria evolutiva e na definicdo de unidades de manejo (UMs), as quais sdo pegas-chave na elaboracao de
estratégias de conservacdo.

O uso de técnicas da genética molecular € crucial para a estimativa da diversidade genética populacional. Desta
forma, a gama de objetivos a serem atingidos exige o uso de véarios marcadores, entre os quais se encontram
disponiveis aqueles desenhados nos genomas mitocondrial (mtDNA) e nuclear (nDNA), ndo tendo nenhum deles
uma defini¢ao suficiente para poder responder a todas as aplicacgdes.

6.2 Marcadores moleculares para identificacio de fauna

O genoma mitocondrial

O genoma mitocondrial €, na maioria dos casos, uma molécula circular, que nos animais possui um tamanho
aproximado de 16 mil pares de base (pb). Sua estrutura € altamente conservada e inclui 13 genes codificadores
de proteina (PCGs), dois genes ribossomais (rRNAs), 22 genes de RNAs de transferéncia e duas regides ndo
codificadoras que regulam a replicacdo e a transi¢cdo do mtDNA: a regido controle (D-loop) e a origem de replicacao
da cadeia de leve (OL).

O genoma mitocondrial € frequentemente usado para testar relacdes filogenéticas entre categorias taxonomicas
menos inclusivas, devido a sua taxa de mutacdo ser, em média, maior do que a do genoma nuclear. Além disso,
comparado com o genoma nuclear, o tamanho de sua molécula é menor e possui um maior nimero de copias por
célula, o que permite o uso de pequenas quantidades de tecido para obter uma alta qualidade nas andlises.

Na maioria das espécies, o mtDNA provém apenas do 6vulo e o mtDNA do esperma € degradado pela célula
fecundada, ou em outros casos, o mtDNA do esperma € incapaz de ingressar no évulo, fazendo com que o DNA
mitocondrial seja herdado somente da mée. Esta origem uniparental e a auséncia de recombinac¢ao nos haplétipos,
reduz a diversidade intraespecifica, fortalecendo assim a utilizacdo destas regides para identificar individuos de
uma mesma espécie.

DNA barcode

A técnica do DNA barcode foi inicialmente proposta por Hebert e colaboradores em 2002, e consiste em
comparar sequéncias de um fragmento de aproximadamente 650pb do gene Citocromo oxidase subunidade I (COI)
entre espécimes a serem estudados.

O uso do DNA barcode tem sido amplamente utilizado na identificacdo de diversos metazodrios, desde inverte-
brados a vertebrados. Entre os indimeros exemplos que o gene COI permitiu diferenciar espécies filogeneticamente
proximas, pode-se destacar o caso da borboleta Astraptes fulgerator (Walch, 1775), cujos resultados revelaram que
o tdxon, na verdade, representa um complexo de 10 espécies.
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O método de andlise do DNA barcode inclui a amplificagdo por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene
COl e o sequenciamento através de eletroforese capilar dos amplicons obtidos. Logo, as sequéncias sdo comparadas
nas bases de dados pré-existentes (BOLD, NCBI), e estima-se a distdncia e a similaridade genética entre a sequéncia
alvo e as sequéncias depositadas nas bases de dados. O modelo e o algoritmo utilizados sdo Kimura-2 parametros
(K2P) e Neighbor Joinning (NJ) propostos por Nei e Kumar (2000), respectivamente. O modelo K2P considera
taxas diferentes para as transi¢des e transversdes, € NJ reconstréi drvores filogenéticas a partir de matrizes de
distancia geradas com base no modelo evolutivo.

Apesar de sua aplicabilidade, esta técnica também possui limitacdes. Foi apontado por Moritz e Cicero (2004),
que sobreposicdes sdo frequentes quando tdxons muito proximamente relacionados sdo incluidos no mesmo estudo.
Um exemplo € o estudo de Smith e colaboradores (2008) realizado em anfibios, onde houve uma sobreposicio na
divergéncia intra e interespecifica, consequéncia provavelmente da hibrida¢do dos grupos, ou uma taxonomia ainda
ndo totalmente resolvida.

Taxonomia integrativa

Desde pelo menos a metade do século XX, sistematas ja sugeriam utilizar dados conjuntos de diferentes sistemas
para elaborar uma hipétese taxondmica. O etélogo Nikko Tinbergen, por exemplo, advogava o uso de caracteres
comportamentais para complementar hipoteses taxondmicas baseadas apenas em morfologia. Nos anos 2000, surge
e populariza-se o termo Taxonomia integrativa. Da mesma maneira que o proposto no século anterior, a taxonomia
integrativa, usualmente, visa integrar dados genotipicos e fenotipicos para a constru¢do de uma hipétese filogenética
mais robusta e com maijor poder preditivo, embora também sejam utilizadas outras fontes de informagdo, como por
exemplo em um estudo de poriferos, no qual a composi¢ao quimica das espiculas pode ser usada como informagao
ecoldgica e taxondmica.

A escolha dos marcadores e sua especificidade

A identificagdo de espécies usando marcadores genéticos busca isolar regides no genoma que sejam diferenciais e
conservadas dentro do grupo taxondmico alvo. Em geral, a escolha entre as diferentes possibilidades de marcadores
depende de alguns fatores, entre os quais estd o custo e a eficicia para identificar o individuo, espécie ou populacao
para que foi desenhado. A seguir, listamos brevemente algumas das principais caracteristicas moleculares dos
genes mitocondriais que t€m demonstrado uma grande eficicia em estudos que envolvem identificacdo molecular
de espécies:

Citocromo b (Cyt-b)

O gene mitocondrial Citocromo b € codificado na fita pesada que compreende uma regiao de tamanho aproximado
de 1140pb, sendo sua posi¢do na molécula dependente da espécie e relativa a origem de replicacdo. E a tnica
proteina sintetizada pelo genoma mitocondrial que pertence ao conjunto das 10 proteinas do Complexo III do
sistema mitocondrial de fosforilacdo oxidativa. Essa molécula apresenta uma grande variag¢do interespecifica e
pouca variagdo intraespecifica.

Citocromo Oxidase subunidade I (COI)

Pertence ao Complexo IV. E uma das regides mitocondriais mais conservadas, com um tamanho de aproxima-
damente 1550pb. Possui reduzida taxa de evolugdo, devido ao fato deste gene codificar proteinas necessarias para
a producdo de energia celular. Essa caracteristica faz com que esta regido altamente conservada seja ideal para o
desenho de primers especificos para um grupo taxondmico menos inclusivo.

Genes mitocondriais ribossomais: /2S5-RNA e /6S-RNA

Estao classificadas pelo seu tamanho, sendo a subunidade /6S maior do que a subunidade /25, com um tamanho
de aproximadamente de 1559pb e 959pb, respectivamente. O gene 12S € o primeiro gene estrutural apds a regido
de controle e estd precedido pelo tRNA-Phe. O gene 12§ estd unicamente separado do /6S pelo tRNA-Val, embora
sua posicdo seja varidvel. Seu papel no metabolismo celular € realizar a tradu¢do do RNA mensageiro em proteinas
mitocondriais. Embora possuam muitas substitui¢des, a estrutura de ambos genes compartilha funcdes e estruturas
em diversos organismos.
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Regido controle (D-loop)

No genoma mitocondrial existem duas regides ndo codificantes que abrangem menos de 7% do total da sequéncia,
das quais, a maior e principal delas € o loop de deslocamento ou D-loop, contendo a caracteristica tripla fita. Nesta
regido encontram-se os promotores de transcri¢do e a origem de replicacdo, servindo assim como regido de controle
da expressdo do mtDNA. A regido ndo codificante evolui de duas a cinco vezes mais rdpido que o Cyt-b e o COI,
que sdo os genes mitocondriais codificadores com as taxas evolutivas mais elevadas e, assim, apresentam maior
variabilidade.

Devido a sua alta variabilidade, a regido terminal da extremidade 5’ do D-loop é amplamente utilizada para
resolver questdes evolutivas e populacionais no nivel inter e intraespecifico em peixes, embora essa alta variabilidade
ndo ocorra em todos os tdxons. Quando usado como método de identificacdo, é esperado que os primers desenhados
na regido D-loop, tenham uma eficiéncia limitada para identificar espécies filogeneticamente mais préximas.

6.3 Problematica: Marcadores moleculares e Taxonomia
6.3.1 Importancia dos espécimes-voucher

Todo tecido coletado deve estar associado a um espécime-voucher ou testemunho. Usualmente um espécime-
testemunho (chamado em inglés de voucher specimen) é um individuo completo que serve de referéncia para
o tecido coletado, e € mantido em uma coleg@o bioldgica (ver Capitulo 9). Tal espécime € imprescindivel para
verificacdo taxondmica e morfolégica do tdxon, assim como para a replicabilidade do estudo.

A informagao associada ao espécime inclui dados sobre o coletor, dados bioldgicos (categoria taxondOmica,
caracteristicas morfoldgicas que se perdem no processo de fixacao), dados geograficos (localidade e coordenadas),
dados ecolégicos, entre outros. E muito importante associar uma etiqueta ao espécime que relacione a colecio
zooldgica onde estd depositado o voucher com a coleg@o de tecidos, onde estd depositada a amostra de musculo,
escamas, penas, sangue, entre outras.

Erros na identificacdo taxondmica sio frequentes inclusive quando os espécimes-testemunho sdo preservados.
O maior problema ocorre quando se tem unicamente os tecidos preservados que torna minima a possibilidade de
corrigir o erro. Os tecidos coletados sem um espécime associado empobrecem as colecdes de tecido, jad que os
erros de identificacdo podem ser perpetuados. Porém, existem algumas exce¢cdes como no caso de espécies raras
ou ameacadas e facilmente identificdveis no campo. Nestes casos, € possivel coletar sangue ou pelos de maneira
nao-destrutiva, e realizar a identificagdo em campo.

6.3.2 Crimes ambientais: e quando nao temos o espécime?

Atualmente, a fauna silvestre € um recurso de grande importancia, que tem abastecido as necessidades alimentares
mundialmente. Um grande nimero de espécies de peixes, por exemplo, é comercializado para o consumo e producao
de alimento, representando 17% do total de proteina animal consumida no mundo. Segundo a Organizacdo das
Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura — FAO (2016), os peixes foram o maior incremento de consumo
per-capita durante o ano 2016 nos paises como o Brasil, Chile, China, México e Peru.

O controle da pesca e caga ilegal € dificultado pela identificacdo imprecisa de espécies, uma vez que espécies
protegidas sdo usualmente comercializadas e referidas por nomes populares, que frequentemente nao refletem as
divisdes taxondmicas. Erros de identificacdo e rotulagem incorreta de produtos derivados da pesca e caga ilegal
ocorrem regularmente, e propositalmente com a finalidade de mascarar uma espécie de valor médico por outra de
maior valor no mercado, ou para o comércio de espécies protegidas. Estas substituicdes ilegais sao facilitadas pela
dificuldade e/ou impossibilidade de reconhecimento das espécies usando caracteres morfoldgicos em produtos de
miusculo congelado ou industrializados.

Deste modo, a disponibilidade de marcadores moleculares especificos para as espécies envolvidas em crimes
ambientais fortalece o controle e identificag@o de espécies. A efetividade de cada marcador ird depender da qualidade
das amostras obtidas, sendo que quanto maior o grau de decomposi¢@o, menor serd o tamanho do fragmento a ser
obtido. Desta forma o DNA barcode, que amplifica fragmentos a partir de 600pb, pode nao representar sempre a
ferramenta mais efetiva em tecidos sometidos a altas temperaturas, processamento fisico-quimico, entre outros que
provocam a fragmentacio das fitas de DNA.
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Capitulo 7
Chaves Taxonomicas

Barbara Teixeira Faleiro

7.1 Chaves taxonomicas

O objetivo das chaves taxondmicas € auxiliar na identificacdo de um espécime até uma determinada categoria
taxondmica. Elas podem ser construidas para qualquer nivel taxondmico: para espécies, géneros, familias, entre
outros. E vélido destacar que as chaves de identificacio niio necessariamente refletem as relagdes filogenéticas
entre os taxons, bem como os estados dos caracteres utilizados ndo necessariamente sdo homélogos entre si. Sdo
ferramentas que geralmente se restringem a um grupo taxondmico de uma dada regido geogréfica (por exemplo:
Chave para as espécies Neotropicais do género Lathrolestes (Hymenoptera, Ichneumonidae)). Existem dois tipos
principais de chaves taxondmicas: as chaves tradicionais ou dicotdmicas, e as interativas ou de multiplos-acessos.

7.2 Chaves taxonomicas tradicionais

A primeira chave taxondmica dicotomica foi desenvolvida por Richard Waller em seu trabalho Tables of the
English Herbs reduced to such an order, as to find the name of them by their external figures and shapes (Figura
7.1). Hoje, as chaves tradicionais (Figura 7.2) sdo uma ferramenta amplamente utilizada para a identifica¢do de
taxons. Elas estdo presentes em grande parte dos trabalhos de descric@o e revisdo de taxon. Essas chaves possuem
um acesso Unico com duas (dicotdmica) ou mais (politdmica) alternativas mutuamente excludentes que conduzem
ao préximo passo, e assim por diante até que se chegue na identificagao do espécime.

Figura 7.1 Representacdo
das tabelas de Richard Wal-

. Unifolia

ler, modificado de Griffing Ca\ ¥ Bivalve (Dicots) Large Seeded (Monocots)
(2011). As tabelas de Waller | @)}D
apresentam os caracteres de Eriailiar ‘\V 1 Larger
identificacdo inseridos em Plants | Plants
um diagrama de 4rvore que Imperfect Perfect (Trees and
se ramifica dicotomicamente Flowers Flowers Shrubs)

. ’ H.P.ILIBIV Simple Composite
possuindo no final de seus ——|
ramos a pranchas das espécies f - | == e
de plantas, também conheci- | 4».,*: 4
das como chaves pictdricas. Il £

Bistorta major Ger. Table 3. See Table 5. See Table 14. Table 8.

The Greater Snake-weed annotations in annotationsin no name Iris Palustris Lutea Ger.
#36, p. 31, MS/131 Figure 3A. Figure 4. no #, p. 30, MS/131 Yellow Water flower deluce
Polygonum bistorta Gardenia jasminoides #44, p.38, MS/131
Common Bistort Gardenia Iris pseudacorus

Yellow Iris
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Figura 7.2 Exemplo de uma
chave taxondmica tradicional
dicotdmica. Chave para as es-
pécies Neotropicais do género
Lathrolestes (Hymenoptera,
Ichneumonidae), retirado de
Lima & Kumagai (2016).

B. T. Faleiro

Area superomedia of propedeum twice as wide as long; first metasomal tergite at most as long as wide apically; fore wing 3rs-

m stub like and almost evanescent, not forming a true areolet . _— Ty 7 4
Area superomedia of propodeum longer than wide; first melasnmal [ergur: l "5 % as long as wide apicall\; fore wing 3rs-m
well pigmented, forming a conspicuous areolet . sreiva 3
Metasomal tergite I with lateromedian longitud mal carina e\lendmg more than hall its lc:nc»lh lzn:e gena, hmd leg< and meta-
soma black (Ecuador)l.x swismmrmmeswamsmmsmarmamiesn e ariamis e s L. gauldi Reshchikov, Veijalainen & Siiksjiry, 2012
Metasomal tergite I without lateromedian longitudinal carina; face, gena, hind coxa and femur, and metasomal tergites reddish;
remaining parts of hind legs and the last three tergites black (Peru) ........................ L. fiedleri Reshchikov, 2015

Mesoscutum with notaulus strongly impressed anteriorly; upper part of head and mesosoma granulate, mat; lateromedian lon-
gitudinal carinae of first metasomal tergite separated centrally by about the diameter of its spiracle. (Costa Rica) .. ..

- . L. karenae (muld. I‘)‘)7
\«Ie«wcutum w |th nolaulu< \emglal or ah<ent upper pan nl head and mesosoma fmrl\ <mmlhand pnh:hed lateromedian lon-
gitudinal carinae of first metasomal tergite separated centrally by far more than the diameter of its spiracle .............. 4
Tergites of metasoma reddish-yellow . s
Tergites of metasoma black and \elln\\- or nnl\ some tergites reddlch-\ elln\\ ...........
Fore wing hyaline at apex; first tergite of metasoma 1.25x as long as wide apically (Mexico)
.......................................................................... L. tepeyollotlis Reshchikov, 2011
Fore wing infuscate at apex; first tergite of metasoma 1.4-1.7x as long as wide apically ... . 6
First tergite of metasoma 1.7x as long as wide apically; lower mandible tooth clearly longcr lh;\n upper: cl\ peus reddish-yel-
low apically. Pronotum, mesoscutum and mesopleuron reddish-yellow. (Mexico). . .. ... L. quetzalcoatlus Reshchikov, 2011
First tergite of metasoma 1.4x as long as wide apically; lower mandible tooth ahnul as long as upper; clypeus black apically.
Pronotum black with anterior border yellow; mesoscutum black with yellow marks; mesoscutum reddish-yellow with apical
black band and subalar prominence yellow. (Brazil) . ............................. L. piranga Lima & Kumagai sp. n.

7.3 Chaves taxondomicas interativas

As chaves taxondmicas interativas ou multiacesso sdo construidas em programas de computador (exemplo:
Xper2) (Figura 7.3) e funcionam por elimina¢do da lista de possiveis resultados, ou seja, ao selecionar um estado
de cardter ela mantém todos os tdxons que possuem aquele estado selecionado e exclui todos aqueles que néo o
possuem. Por isso, para se construir uma chave interativa é necessdrio construir uma matriz com todos os tdxons
e caracteres incluidos. As chaves interativas, embora possuam o mesmo objetivo das chaves tradicionais, diferem
enormemente destas e apresentam algumas vantagens:

1. As chaves interativas sdo multiacesso, ou seja, o usudrio pode escolher por qual cardter iniciar a identificagao,
assim como todos os seguintes. Pois, diferentemente das chaves tradicionais, as chaves interativas ndo possuem
uma sequéncia hierdrquica de passos. Assim, o usudrio pode inserir as informagdes sobre os caracteres que ele
dispde do organismo que se pretende identificar.

2. Nao hé limites para a inclusdo de informacdes nas chaves interativas. Elas permitem a inclusdo de links,
fotos, videos, sons, imagens, entre outras. Tornando-as uma Stima ferramenta para disseminar o conhecimento
taxondmico. Além de tornd-las mais atrativas e convidativas.

3. A atualizag@o das chaves interativas é mais fécil e rdpida. Para se incluir novos taxons e/ou caracteres na chave,
basta adiciona-los & matriz. Dessa forma também ¢é mais facil alterar as informagdes associadas aos caracteres

e/ou taxons.

4. As chaves interativas podem ser facilmente publicadas online (exemplo: Xper3), tornado o acesso a elas mais

facil e prético.

Figura 7.3 Exemplo de uma
chave taxondmica intera-
tiva construida no programa
Xper2. Chave taxonOmica
interativa para os géneros da
familia Araneidae (Araneae).
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Capitulo 8

Meétodos de coleta de material biol6gico, desenho experimental e
vieses de amostragem

Leonardo Sousa Carvalho

8.1 Por que coletar material biolégico?

Por que coletar material biol6gico? A coleta (conceituada aqui como captura seguida de eutandsia) de animais
para estudos € uma atividade fundamental da pesquisa zooldgica, praticada desde os primérdios da biologia mo-
derna. Podemos, por exemplo, lembrar os cldssicos estudos desenvolvidos por grandes cientistas como Carl Linnaeus
(1707-1778), Charles Darwin (1809-1882) e Alfred Russel Wallace (1823-1913), dentre outros, que requereram
estudos comparativos da anatomia, morfologia e histéria natural de animais de diversos grupos taxondmicos. Para
o desenvolvimento destes estudos, a coleta de muitos exemplares foi requerida. E ainda mais surpreendente saber
que alguns dos exemplares coletados e estudados por estes cientistas permanecem preservados em Museus pelo
mundo.

No entanto, um leitor mais atento pode se perguntar se, hoje em dia, a coleta de animais ainda € um procedimento
necessdrio para a pesquisa zoolégica. Vivemos em uma época em que métodos modernos de estudo de animais
permitem a coleta de um volume muito grande de informagdes. Cameras, datallogers, e rddios-colares com GPS sdo
rotineiramente utilizados em animais grandes como baleias e elefantes, até animais menores como caranguejeiras
e abelhas. Esses equipamentos ndo provocam a morte do animal e ainda proveem informagdes sobre seus ritmos
circadianos e sua drea de vida. Paralelamente, vivemos em um periodo em que ainda hd necessidade de acdes de
educagdo ambiental, a fim de conscientizar a populagdo sobre a importincia da preservagdo da biodiversidade,
antes que a a¢do humana provoque a perda de um nimero ainda maior de espécies.

Ante as novas técnicas de estudo de animais e a atual crise da biodiversidade que passamos, cabe-nos fazer duas
perguntas: seria a coleta para fins cientificos um procedimento em desuso? Estaria a pesquisa zooldgica afetando
negativamente as populacdes animais, através da coleta de um nimero grande de exemplares? A resposta para
ambas perguntas €, seguramente, ndo; e o principal motivo disto é que o conhecimento sobre a biodiversidade
mundial é extremamente heterogéneo e urge por avancos ainda maiores. Estes problemas sdo denominados déficits
cientificos, sendo os mais conhecidos os déficits lineano, wallaceano, hutchinsoniano e prestoniano.

Ainda ndo conhecemos todas as espécies que existem na Terra (déficit lineano). Mesmo em regides onde ha
reconhecidamente um menor nimero de espécies (por exemplo: regides temperadas ou desertos) ou para tdxons
melhor conhecidos (como mamiferos e aves) ainda existem espécies que s6 foram reconhecidas e/ou descritas
recentemente. Nos ultimos cinco anos, por exemplo, foram reconhecidas novas espécies de baleias, grandes primatas,
tamanduafs, antas, e diversas aves, entre muitos outros. Se estendermos esta andlise a grupos megadiversos (como
artrépodes e outros tdxons de invertebrados), biomas tropicais (por exemplo: floresta amazonica ou mata atlantica)
ou dreas de dificil acesso (por exemplo: regides montanhosas ou localidades longe de vias de acesso), certamente
o nimero de espécies ainda ndo descritas serd extremamente elevado.

Além disso, mesmo para espécies ja descritas, diversos estudos ja apresentaram evidéncias que conhecemos
menos da sua distribui¢do geografica (déficit wallaceano) ou do nicho ambiental (caracteristicas do ambiente que
limitam a distribui¢cdo de uma espécie; déficit hutchinsoniano) ocupado por elas, que esperado. Ou seja, se, por
exemplo, realizarmos a modelagem da distribui¢do geogréfica esperada de uma espécie, para a maioria as espé-
cies conhecidas, a drea esperada serd maior que as melhores estimativas da sua drea de ocorréncia previamente
conhecida. Se pensarmos em uma escala mais refinada, sabemos menos ainda sobre os padrdes de abundancia das
comunidades animais ou a dindmica de populacdes da maioria das espécies de animais do planeta (déficit presto-
niano). Especialmente, carecemos de séries temporais que permitam inferéncias sobre as respostas de populagcdes
animais diante das mudancas climdticas ou outras alteragdes estocdsticas no ambiente. Em termos de espécie,
raros sao os casos em que a variacao inter- e intraespecifica, seja ela comportamental, morfolégica ou molecular, é
conhecida.

Visto todos esses problemas no conhecimento acerca da biodiversidade mundial € notério que precisamos coletar
mais. Entretanto, a segunda pergunta permanece ndo respondida. Estaria a coleta de espécimes para pesquisa
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influenciando negativamente as popula¢des de animais? Alguns cientistas acreditam que sim, especialmente para
organismos com populagdes pequenas e isoladas. A argumentacdo desses cientistas cita o exemplo da alca-gigante,
Pinguinus impennis Bonnaterre, 1791, uma espécie de ave endémica da Islandia, que foi extinta em 1844. Acreditava-
se que a caga excessiva para o consumo de carne e penas, associado a mudancas climdticas e a coleta demasiada
de espécimes para museus tenha causado a sua extingdo. Autores que propuseram estas causas para sua extingao,
sugeriram a utilizagdo de métodos alternativos, tais como fotografias, gravacdes de dudio e amostragem de DNA
através de técnicas ndo-invasivas, como suficientes para identificar espécies ainda ndo descritas ou reconhecer
espécies previamente consideradas extintas. Assim, seria desnecessdria a realizacdo de novas coletas.

Em contrapartida, essas ideias foram amplamente rebatidas. A alca-gigante, por exemplo, apresenta apenas
102 exemplares depositados em colegdes cientificas. A maioria desses espécimes sdo representados apenas por
esqueletos coletados de carcagas e obtidos apds a extingdo dessa espécie, enquanto que milhdes de individuos foram
explorados para obtencdo de 6leo, carne e penas. Além disso, atualmente existem normas éticas e regulamentacdes
que devem ser estritamente seguidas por pesquisadores, de modo que o nimero de exemplares coletados esteja
abaixo daquilo que se considera necessdrio para a perpetuacdo de cada espécie. No contexto do pensamento
evolutivo populacional, coletas sdo necessdrias para estudar a diversidade intra e interespecifica — como mencionado
anteriormente — e ainda entender a sua evolucdo. Adicionalmente, a existéncia de espécimes preservados permite o
estabelecimento de marcos histéricos importantes para o monitoramento da saide dos individuos de uma espécie
(exemplo: presenca ou auséncia de um determinado fungo), sua distribuicao geografica e variagcdes no seu fenétipo.

Assim, a simples tarefa de coleta de material bioldgico permite a elucidacdo de muitas das questdes citadas
acima. Porém, para cada uma dessas questdes e para cada grupo taxondmico, deve-se adequar a metodologia
de coleta e 0 método de preservacdo aos organismos coletados. A coleta cientifica de um animal deve prover o
maximo de informagdes possiveis e permitir o maximo de estudos futuros quanto possiveis. Nao € raro, hoje em
dia, coletarmos um animal e ji armazenarmos uma amostra de seu tecido, para futuras andlises utilizando métodos
moleculares. Isto ndo era rotina, talvez apenas duas décadas atrds. Seguramente acreditamos que espécimes que
coletamos hoje serdo utilizados de maneiras inimagindveis pelos futuros cientistas.

Neste capitulo, ndo objetivo descrever detalhadamente cada método de coleta e preparacdo de vertebrados e
invertebrados, pois a literatura sobre o assunto € abundante. Sugiro que o leitor interessado no assunto veja a bibli-
ografia sugerida ao final deste capitulo, onde diversos livros e artigos sobre o assunto encontram-se referenciados.
Focarei entdo em discutir questdes mais amplas que influenciam a tomada de decisdo sobre qual método escolher
para cada pergunta.

8.2 Desenho experimental e vieses de amostragem

Um dos tépicos menos debatido durante a graduag@o em Ciéncias Bioldgicas, talvez seja o delineamento amostral.
Paradoxalmente, essa disciplina é fundamental e muito difundida entre aqueles que realizam experimentos nas dreas
de bioquimica, parasitologia, ci€ncias agrdrias, entre outras. Um bom delineamento amostral é importante para
diminuir o viés de uma amostragem ou permitir a realizacio de testes robustos de hipéteses. Por exemplo, um
pesquisador deseja testar o efeito de uma varidvel qualquer no crescimento de um determinado inseto, como por
exemplo ingestdo de cdlcio. Entdo, ele decide criar todos os insetos com alguma dieta suplementada de célcio. Dessa
forma, mesmo se ele observar uma relagdo positiva entre o aumento da ingestio de cdlcio e crescimento dos animais
ndo serd possivel testar isoladamente o efeito desta varidvel, pela auséncia de grupos-controle no experimento, ou
seja, insetos criados sob dieta sem suplementagdo de cdlcio e que sirvam de comparagdo com o grupo-teste.

Outro erro comum, € a utilizagdo de varidveis ndo relacionadas diretamente ao problema. Por exemplo: medir
a relacdo entre a fauna de artropodes e a estrutura da vegetagdo de uma determinada localidade. Como varidveis
de estrutura de vegetacdo, o pesquisador escolhe medir a densidade da vegetacdo, cobertura do dossel, nimero de
arvores com didmetro do tronco medido a altura do peito (em torno de 150cm acima do nivel do solo) e profundidade
da serapilheira. Os artrépodes serdo coletados utilizando-se apenas guarda-chuva entomolégico, um método ativo
de coleta de animais que habitam os estratos herbéceo, subarbustivo e arbustivo da vegetacdo. Neste exemplo,
correlagdes entre a fauna de artropodes e a profundidade da serapilheira tendem a apresentar maior viés dado a
efeitos indiretos ou estocdsticos. A fauna de artrépodes que habita diretamente a serapilheira nao foi amostrada,
aumentando assim a possibilidade de encontrar correlacdes espurias entre estas varidveis.

Os erros listados acima parecem um tanto ficeis de serem detectados. Vamos a outro exemplo: inventario da
fauna de borboletas do Parque Nacional da Chapada Diamantina, na Bahia. Esta unidade de conservacido ocupa
uma extensa drea de relevo bastante acidentado, havendo dreas de campos de altitude, enclaves florestais, matas de
galeria ao longo de riachos e pequenos rios e ainda areas de caatinga arbustiva-arbérea. Um bom desenho amostral
das borboletas da regido deveria incluir amostragens em diversos pontos em cada uma destas fitofisionomias,
incluindo perfodos de seca e de chuva. Se o trabalho ainda objetivar avaliar a sazonalidade das borboletas da regido,
uma amostragem mais duradoura (exemplo: trés anos) € ainda recomendada, visto que a realizacdo de coletas em
anos atipicos (muito secos ou muito chuvosos) podera enviesar significativamente a amostragem.
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Poucos sdo os estudos que compararam explicitamente o efeito do desenho experimental sobre a amostragem
de animais, especialmente em regides tropicais. Para inventarios de fauna, existem diversos protocolos propostos
para grupos especificos. De maneira geral, eles diferem em duas propostas de organizacdo da amostragem: design
sistemadtico e design estratificado.

O design sistemadtico talvez seja a forma menos idiossincratica de amostragem, produzindo uma amostragem
uniforme da drea de estudo. Pode-se, por exemplo, dividir a drea de estudo em regides uniformes (exemplo:
delimitacdo com grades com células de 1km? ou 10km?). Em cada evento amostral, uma ou mais dreas podem
ser sorteadas ao acaso e a amostragem ser realizada nos locais sorteados. Alternativamente, pode-se escolher um
nimero aleatério (exemplo: 6) e aplicar o protocolo de amostragem nas dreas multiplas deste nimero (exemplo: 6,
12, 18, 24). Na figura 8.1 A, note que se propde a amostragem a cada seis dreas a partir da primeira drea no canto
superior esquerdo, contando-se para a direita e para baixo. Este tipo de amostragem € indicado para ambientes
pouco heterogéneos espacialmente, porém pode ser influenciado pela distincia entre os pontos (ou tamanho da
grade), forma de escolha dos pontos de coleta, nimero de pontos de coleta e ainda a relag@o destas varidveis e o
tdxon estudado. Ou seja, um delineamento amostral excelente para o exemplo do inventario de borboletas, pode nao
ser o ideal para a amostragem de aranhas ou de roedores. Deve-se avaliar criticamente um desenho experimental,
considerando-se o objetivo do trabalho, a drea de estudo e o tdxon de estudo.

A) Design sistematico B) Design estratificado
X
X X X X X X
X X X
X X
X X X
X X
X
X X X X
X X X X
X X X

Figura 8.1 Desenho esquemdtico de um desenho amostral seguindo um design sistemdtico (A) ou estratificado (B). O retangulo
delimita a totalidade da drea de estudo do exemplo. Cada célula da grade representa uma parcela da drea de estudo. Cores no design
estratificado representam fitofisionomias diferentes da drea de estudo. Areas amostradas em cada design estdo marcadas com um X.

O design estratificado, por sua vez, foi desenvolvido para minimizar a variacdo da amostragem entre estratos
diferentes ou ainda quando as populacdes do tdxon de estudo apresentam variacdes sistematicamente distribuidas
pela drea de estudo. Isto envolve um conhecimento prévio da regido onde a amostragem serd realizada, e/ou do
tdxon de estudo. Por exemplo: monitoramento da fauna de quelonios do Parque Nacional da Serra das Confusdes,
no Piaui. Na regido, quelonios podem ser encontrados em lagoas, riachos e pogas d’dgua tempordrias. Logo, a
aplicacdo de uma amostragem seguindo um design sistemadtico resultaria em eventos de amostragem em lugares
onde quelonios podem ndo ocorrer. Assim, pode-se estratificar a drea de estudo, reconhecendo os locais onde se
espera que ocorram queldnios e entdo realizar a amostragem. Mas e se este mesmo estudo de monitoramento de
quelonios fosse realizado em uma drea na Amazdnia ou no Pantanal, onde provavelmente existem extensas dreas
propicias a sobrevivéncia de quelonios? Poderfamos ainda pensar em utilizar o design estratificado? Este tipo de
reflexdo deve sempre ser feita pelo pesquisador.

No design estruturado, a escolha dos locais de amostragem pode ser aleatéria (como ja exemplificado ante-
riormente) ou direcionada (op¢do que aumenta a subjetividade na amostragem). Pode-se ainda realizar sorteio
dos pontos de coleta, considerando-se a disponibilidade de cada ambiente na regido, garantindo assim que todos
os tipos de ambientes ou fitofisionomias sejam amostrados (Figura 8.1 B). Este tipo de amostragem € indicado
para ambientes muito heterogéneos espacialmente e pode ser influenciado pelos mesmos pardmetros que o design
sistemdtico.

Estas conformacdes de design, embora exemplificados em uma perspectiva espacial, podem ser estendidos a
uma perspectiva temporal. Em estudos de longa durag@o ou estudos que objetivem avaliar a sazonalidade de um
determinado fendmeno, nem sempre € possivel coletar dados continuamente. Assim, deve-se tomar decisdes e
espalhar temporalmente a amostragem. No exemplo do inventdrio de borboletas do Parque Nacional da Chapada
Diamantina, pode-se optar por realizar amostragens mensais na area de estudo, coletando sempre em pontos fixos
de cada fitofisionomia, permitindo entdo avaliar a dindmica das comunidades de borboletas ao longo do tempo. Isto
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segue, entdo, um design sistemdtico de amostragem. Este mesmo protocolo seria ineficaz para a amostragem da
fauna de anfibios da mesma regido. Considerando que no semidrido brasileiro a sazonalidade € bem marcada, coletas
de anfibios em periodos secos seriam extremamente ineficazes. Assim, seria necessdrio estratificar temporalmente
a amostragem, de modo a coletar mais durante o periodo chuvoso.

A organizagdo espacial e/ou temporal da amostragem ¢ um ponto extremamente importante do delineamento
amostral. A realizacdo de amostragens muito préximas espacialmente ou temporalmente pode resultar em amostras
que ndo sdo independentes entre si. Estas amostras sdo entdo denominadas pseudoréplicas espaciais e/ou temporais.
E impossivel estabelecer regras gerais para estudos, visto que a interacdo das varidveis tempo, espaco, tixon de
estudo, método de coleta e objetivo da pesquisa, resulta em combinagdes complexas. O pesquisador deve avaliar
estas questdes de maneira objetiva, considerando estes fatores. Ou seja, um protocolo de coleta de borboletas que
resulte em amostras independentes, pode resultar em sérios problemas de dependéncia das amostras se for seguido
para um inventdrio de aves, por exemplo.

Vejamos os modelos de disposi¢do de armadilhas de queda para invertebrados (Figuras 8.2 A-B), ilustrados nas
figuras 8.2 C-E. O primeiro modelo (Figura 8.2 C) apresenta quatro linhas de armadilhas, cada uma contendo 10
armadilhas, com distincias de 10 metros entre armadilhas e 50 metros entre as linhas. O segundo modelo (Figura
8.2 D) apresenta armadilhas dispostas em um bloco, com espacamento de 1 metro entre armadilhas. O terceiro
modelo (Figura 8.2 E) apresenta armadilhas organizadas em estagdes de coleta. Neste modelo, um conjunto de cinco
armadilhas sdo ligadas por pequenas lonas plasticas (Figura 8.2 B), formando uma estacdo de coleta; e as estacdes
distam cerca de 100 metros entre si. Nestes trés casos, se cada armadilha (ou estacdo de armadilhas) fosse tratado
como uma amostra, hd maior probabilidade de haver pseudoreplicacdo espacial entre amostras de invertebrados
coletados pelo segundo modelo (Figura 8.2 D). Assim, a utilizacdo de armadilhas de queda, dispostas em blocos,
deveria considerar o conjunto de todos os invertebrados coletados por todas as armadilhas de um mesmo bloco em
um evento amostral, como uma tnica amostra. Igualmente, pode-se considerar uma amostra o conjunto de todos
os invertebrados coletados em cada armadilha, ou pelo conjunto de todas as armadilhas de cada linha, no primeiro
modelo (Figura 8.2 C). O terceiro modelo (Figura 8.2 E), por sua vez, talvez apresente a definicdo mais clara do
que constitui uma amostra: o conjunto de todos os invertebrados coletados por cada estacdo de armadilhas em um
dado evento amostral.
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Figura 8.2 Armadilhas de queda para invertebrados (A-B) e variagdes de sua disposicdo (C-E), em linha (C), em blocos (D) ou em
estacoes (E). Fotos: Leonardo Sousa Carvalho
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8.3 Métodos de coleta de material biolégico

A disposicdo e o tipo de armadilhas que serdo utilizadas para a amostragem depende de trés fatores: (1) objetivo
da amostragem; (2) tdxon de estudo; (3) drea de estudo. Quando uma amostragem objetiva coletar o maior niimero
de espécies de um tdxon (exemplo: borboletas), sem se importar com padrdes de abundancia das espécies ou a
comparagdo entre ambientes distintos na drea de estudo, uma amostragem ndo padronizada podera ser realizada.
Neste caso, o conhecimento prévio do pesquisador serd extremamente importante para a decisdo de que tipo de
método de coleta utilizar e em que ambientes os aplicar.

No inventério de borboletas, anteriormente exemplificado, poderiamos escolher utilizar armadilhas especificas
para borboletas, que muitas vezes utilizam iscas atrativas compostas de misturas de frutas amassadas e caldo
de cana. A decomposi¢cdo dessa mistura libera odores que atraem os animais para o interior da armadilha, onde
normalmente ficam presas. O pesquisador decidird quantas armadilhas serdo utilizadas, onde colocé-las, que tipo de
isca serd utilizada, a distancia entre cada armadilha, entre outras. Igualmente, este mesmo pesquisador pode decidir
realizar apenas coletas manuais, utilizando redes entomoldgicas que permitem a captura de insetos ativamente pelo
pesquisador. A experiéncia do pesquisador é fundamental também neste caso, pois ele devera decidir onde procurar
por borboletas e deverd ter habilidade para manusear o equipamento e capturar os animais.

Neste exemplo, vemos a utilizagdo de dois grupos de métodos de coleta que sdo complementares: um método
passivo (armadilhas com iscas) e um método ativo (captura com rede entomoldgica). Cada uma desses grupos
de métodos resulta em diferentes vieses de amostragem. De qualquer forma, a escolha do método de coleta a ser
empregado deve sempre levar em consideragdo diversos fatores: (1) tdxon de estudo, (2) relagdo custo-beneficio,
(3) fatores logisticos (transporte, necessidade e disponibilidade de energia elétrica, entre outros), (4) experiéncia e
habilidade do coletor, e (5) os objetivos do trabalho.

Os métodos passivos sdo aqueles em que o pesquisador utiliza armadilhas para promover a captura ou coleta de
animais. Dentre eles, podemos destacar as armadilhas de queda (pit-fall traps; Figura 8.2), armadilhas de queda com
cercas-guia (pit-fall traps with drift fences), armadilhas fotograficas, amostragens indiretas (sons, pegadas, rastros,
fezes, entre outras), termonebulizador de copa, gaiolas, ratoeiras, armadilhas de interceptacdo de voo (exemplo:
malaise, redes de neblina) e qualquer tipo de armadilha que utilize iscas atrativas (exemplo: carne em putrefagao,
fezes, luz, cores, frutas, entre outras). Por outro lado, métodos ativos s@o aqueles em que o pesquisador captura
ativamente os animais. Enquadram-se nessa categoria as coletas manuais, coletas cripticas, coletas com guarda-
chuva entomoldgico, rede entomoldgica, rede de varredura, alguns tipos de redes de pesca, redes de plancton, pesca
com anzol, armas de fogo, entre outros.

8.4 Preparacao de material biol6gico

Ap6s a realizag@o da coleta, é importante que o maximo de informagdes de cada espécime seja preservada,
incluindo o préprio espécime. O depdsito do material testemunho de uma pesquisa € parte fundamental do método
cientifico, visto que permite a andlise futura por outros pesquisadores. Para cada animal silvestre coletado e que
serd depositado em uma cole¢do cientifica, € imprescindivel que informacdes sobre a procedéncia do animal seja
armazenada na colegfo. Outras informagdes dos animais coletados, tais como nome do coletor, data e horério de
coleta, método de coleta, dados de histéria natural (exemplo: tamanho do grupo, ectoparasitas) e descricdes de
partes do corpo que perdem a cor ou sio perdidas durante o preparo (exemplo: cor da iris de uma ave, ou a coloragdo
in vivo de um anfibio) podem ser igualmente armazenados e sao sempre bem-vindos, porém nao sdo obrigatorios.
Da mesma forma, metadados associados a estes animais (tais como fotos, videos, gravacdes de vocalizacgdes, entre
outros) também podem ser incorporados aos acervos das colecoes.

Cada grupo de animal apresenta formas apropriadas de preservacdo. Alguns, inclusive, apresentam mais de um
método de preservagdo. A preservacdo de animais envolve duas etapas: a fixag¢do e a conservagdo. Por exemplo,
mamiferos podem ser mantidos em meio liquido, quando sdo fixados com solucdo de formaldeido e conservados em
alcool etilico; ou em meio seco, sendo taxidermizados. Igualmente, um mamifero pode ser armazenado em meio
liquido e, posteriormente, taxidermizado. Este ndo € um procedimento padrao e nem ideal, mas necessario em certos
casos. Cabe ao pesquisador decidir o melhor método para realizar a preservacio do material coletado. Normalmente,
isso segue normas estabelecidas pelo local onde os animais serdo depositados, bem como procedimentos de rotina
para cada grupo de animal.

Como ja mencionado anteriormente, ndo irei aqui detalhar métodos de preparacdo de material bioldgico, visto
que h4 literatura abundante sobre o assunto. No entanto, € importante lembrar que a captura e eutandsia dos animais
segue legislagio especifica e necessita de autorizagdes especificas, seja de algum Comité de Etica em Pesquisa com
Animais, do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio), ou ainda de 6rgdos ambientais
estaduais e/ou municipais. Além disto, a Lei Federal n® 13.123, de 29 de maio de 2015 e o Decreto n® 8.772, de
11 de maio de 2016 criaram e regulamentaram as atividades sobre o acesso ao patrimdnio genético (exemplo:
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coleta, captura ou registro fotografico de animais para fins de pesquisa, dentre outras), dentre outras atividades,
devendo sua realizacdo ser cadastrada no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado — SisGen.
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Capitulo 9
Colecoes Bioldgicas Cientificas

Alessandro Rodrigues Lima & Barbara Teixeira Faleiro

9.1 Colecoes biologicas

Introducio e histérico

O haébito de colecionar objetos pode ser identificado desde a Pré-histéria, quando o homem deixou de ser nomade
e comecou a estabelecer sociedades fixas. Mas, foi somente no século XV, com o surgimento dos Gabinetes de
Curiosidade na Europa (Figura 9.1), que as cole¢des bioldgicas comecaram a ganhar expressdo e sistematizagao.
Os Gabinetes reuniam todo tipo de objetos considerados estranhos, raros ou valiosos, incluindo pinturas, livros,
minerais, artefatos, insetos, animais taxidermizados, fésseis, plantas, etc. Durante os séculos XVI e XVII, os
Gabinetes tiveram sua era 4urea, impulsionados pelas grandes exploragdes ao Novo Mundo e a Asia que traziam
uma infinidade de objetos exdticos. No decorrer dos séculos XVIII e XIX o material de muitos Gabinetes de
Curiosidade foram incorporados ao acervo de grandes Museus de Histéria Natural que estavam surgindo, como
0 Muséum National d’Histoire Naturelle em Paris, e o Natural History Museum em Londres, contribuindo assim
para o surgimento das cole¢des biolégicas modernas.

Definigao

A expressdo colegoes biologicas tem um uso amplo e disseminado na literatura cientifica, contudo, o significado
atribuido a expressao ndo estd tao explicito em muitos dos textos onde ela aparece. Na sequéncia apresentamos trés
defini¢des usadas por importantes entidades nacionais:

1. “Conjuntos de organismos, ou partes destes, organizados de modo a fornecer informagdes sobre a procedéncia,
coleta e identificacdo de cada um de seus espécimes” (Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ);

2. “Um conjunto de organismos fésseis ou atuais, podendo ser exemplares completos ou somente parte deles,
devidamente preservados e catalogados com a finalidade de estudos diddtico-cientifico” (Sistema de Informacdo
Brasileiro sobre a Biodiversidade - SiBBr);

3. “Colecdo Biolégica Cientifica: colecdo brasileira de material biolégico devidamente tratado, conservado e
documentado de acordo com normas e padrdes que garantam seguranga, acessibilidade, qualidade, longevidade,
integridade e interoperabilidade dos dados da colecdo, pertencente a institui¢do cientifica com objetivo de
subsidiar pesquisa cientifica ou tecnolégica e a conservagao ex situ” (Instru¢cdes Normativas do IBAMA n° 160,
27/04/2007 e ICMBio n® 03, 01/09/2014).

Dada a diversidade de tipos de acervos existentes (organismos microscopicos mantidos vivos em cultura,
espécimes preservados em via imida ou seca, plantas prensadas ou vivas em jardins botanicos, fésseis armazenados
em gavetas, amostras bioldgicas armazenadas em freezer) € dificil encontrar uma definicdo concisa que possa
englobar todos os tipos de colecdes existentes. Comumente, os conceitos se aplicam a niveis mais restritos. Os
conceitos 1 e 3, por exemplo, ndo deixam claro se uma colecao de f6sseis, algo na grande maioria das vezes composto
por material inorganico, seria considerada uma colecdo bioldgica, apesar de nenhum pesquisador contestar sua
validade como colecdo bioldgica.

Na busca de uma defini¢do robusta, que satisfaca as ideias de uma colecdo e compreenda os distintos tipos de
acervo, formulamos o conceito a seguir:

As colecdes bioldgicas sdo conjuntos organizados de registros espaco-temporais da biodiversidade.
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Figura 9.1 Ritratto del Museo di Ferrante Imperato. Extraido da obra Dell’Historia Naturale, Népoles, 1599. Essa foi a primeira
ilustracdo de um Gabinete de Curiosidades.

A colecdo pode ser organizada por procedéncia geografica do material colecionado, por hierarquia taxondmica
ou por ordem de entrada do material na cole¢do. O material colecionado deve ser um registro espago temporal da
biodiversidade. As unidades da colecdo podem ser organismos (vivos ou preservados; inteiros ou apenas partes),
impressdes deixadas por organismos (exemplo: fosseis e icnofdsseis) ou produtos resultantes de suas atividades
(exemplo: ninhos e registros de vocaliza¢io), desde que configurem um registro da biodiversidade atrelado a um
determinado periodo (ou data especifica) e a um local, por isso espago-temporal.

Objetivo das cole¢des

Pensando no objetivo das cole¢des biolégicas, poderiamos classificd-las em trés categorias:

1. Colecgoes cientificas

As colegoes cientificas localizam-se em sua maioria em institutos relacionados a pesquisa, geralmente com
estreita ligacdo com programas de pds-graduacdo. O material testemunho (espécimes utilizados em algum
trabalho cientifico) de descri¢cdes taxondmicas (espécimes Tipo) merece especial ateng@o. Esse material fixa
o nome das espécies e, por isso, sua preservagdo e longevidade sdo fundamentais. Sistematas usardo como
referéncias esses espécimes tipos para revisdes e filogenias supra-especificas, sendo que esses espécimes também
serdo a referéncia para identificacdo da espécie.

As colecdes cientificas também s@o o background dos cientistas (ec6logos, zodlogos, botanicos) para estudar
a biodiversidade de uma determinada regido. Com o acesso aos dados (taxondmicos e espago-temporais) de
uma colecdo € possivel estudar desde a variacdo da diversidade local em fun¢do do tempo e das modificacdes
do espago (exemplo: desmatamento e mudangas climdticas), bem como usar padrdes identificados no material
colecionado para gerar modelos preditivos.
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2. Colegoes didaticas

As colegdes didaticas localizam-se em sua maioria em institutos relacionados ao ensino, em diferentes niveis
de instrucdo. Seu papel principal € ilustrar a teoria, complementando o aprendizado, de forma pratica. A
sensibiliza¢do para a realidade além da teoria € muito vdlida na formacgao pessoal. Expandindo os horizontes,
nesse sentido, os zooldgicos podem ser entendidos como grandes cole¢des diddticas vivas, servindo tanto ao
papel de ilustrar a teoria quanto a sensibiliza¢do do ser humano para com as outras espécies animais.

O acervo dessas colecdes precisa ser constantemente renovado, uma vez que seus exemplares sdo danificados
pelo frequente manuseio por pessoas com pouca experiéncia. Uma fonte comum de espécimes para colegdes
didéticas sdo as colecdes cientificas. Material que por algum motivo (exemplo: espécimes que ndo possuem dados
minimos de procedéncia; individuos jovens, quando € necessdrio que estejam adultos para serem identificados a
um nivel mais especifico) ndo podem ser incorporados as cole¢des cientificas, mas ainda sim podem ser utilizados
na diddtica. Outras fontes de material sdo zooldgicos e criadouros de animais domésticos, ji que geralmente
espécimes provenientes de tais instituicdes possuem pouco ou nenhum valor em estudos taxondmicos.

3. Colegoes de reposicdo

As colecgdes de reposicao, também chamadas de Banco de Sementes ou Banco Ativo de Germoplasma (BAG),
sdo verdadeiras colegdes de backup, que conservam o material genético de uso imediato, geralmente espécies
com interesse para agricultura, ou o material com potencial de uso futuro. A maior colecdo é a Svalbard Global
Seed Vault, fruto de uma parceria entre diferentes paises e organiza¢des. O Brasil possui a maior cole¢do de
germoplasma das Américas, criada e mantida pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa).
Zoolégicos (quando engajados em programas conservacionistas) e Jardins Botinicos atuam como repositérios
da biodiversidade ex sifu, e sdo inimeros os casos de sucesso de reintroducio de espécies extintas ou quase
extintas na natureza. Como por exemplo, o mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia Kleiman et al., 1982),
o cavalo de Przewalski (Equus ferus przewalskii Poljakov, 1881), o bis@o europeu (Bison bonasus Linnaeus,
1758), araposa voadora de Rodriguez (Pteropus rodricensis Dobson, 1878) e o falcao das ilhas Mauricio (Falco
punctatus Jones et al., 1995).

9.2 Colecoes cientificas
Historico

Embora fosse costume os antigos naturalistas possuirem suas cole¢des particulares, em sua maioria, as colegcdes
cientificas foram atreladas a institui¢des de ensino e pesquisa. Dessa forma podemos datar as primeiras cole¢des
cientificas pelo surgimento dos museus. O primeiro registro de um museu no mundo ocidental ¢ o Museu de
Alexandria (o mesmo da famosa Biblioteca de Alexandria) criado por Ptolomeu Séter no século III a.C. Apesar de
muito diferente do conceito de museu moderno e o fato de ser, em esséncia, uma academia de filosofia, ja contava
com um jardim zoolégico e botanico.

No século XVIII, com o aumento do interesse cientifico provocado pelo Renascimento, surgiram os primeiros
museus modernos (Museu Britanico em 1759 e Museu do Louvre em 1793) — embora, como ressaltamos no inicio
do capitulo, os Gabinetes de curiosidades tenham precedido em séculos essas instituicdes. Neste século também
surgiram os primeiros museus de histdria natural, entre eles o mais emblematico é o Muséum National d’Histoire
Naturelle de Paris, fundado em 1793. Mas foi no século XIX que surgiu a maioria dos grandes museus de histéria
natural do mundo: Museum fiir Naturkunde em Berlim (1810), American Museum of Natural History em Nova
Torque (1869) e Natural History Museum em Londres (1881). Esses museus sdo importantes pelo elevado nimero de
espécimes depositados, por conservarem inimeros espécimes-tipos, além da representatividade temporal enorme,
uma vez que todos foram fundados ha mais de 100 anos. Essas cole¢des sdo centros de referéncia para milhares de
trabalhos ao redor do mundo.

No Brasil, o primeiro museu foi o Museu Nacional, fundado em 1818 por Dom Jodo VI no Rio de Janeiro. Seu
acervo era o maior de histdria natural e antropologia da América Latina. Infelizmente, na noite de 2 de setembro
de 2018 o prédio do museu (edificio histérico que foi residéncia da familia real portuguesa) foi atingindo por
um grande incéndio. Quase a totalidade do seu acervo histdrico e cientifico foi destruido no incéndio. Além do
pioneirismo da instituicdo no pais, o0 Museu criou o primeiro periédico brasileiro dedicado a ciéncias naturais, em
1876, os Arquivos do Museu Nacional.

Ainda no século XIX, duas outras importantes instituicdes de pesquisa foram criadas: o Museu Paraense Emilio
Goeldi (1871), em Belém e o Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (1890), em Sao Paulo. O Museu
Paraense Emilio Goeldi, inicialmente intitulado apenas Museu Paraense, chegou a fechar as portas em 1889 devido a
questdes politicas e falta de verba e pesquisadores, sendo reaberto apenas em 1891. Hoje € um dos mais importantes
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centros de pesquisa da Amazonia, possuindo um acervo que contempla grande parte da biodiversidade conhecida da
regido. O Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (USP) foi formado a partir da transferéncia da cole¢do
zooldgica do Museu Paulista (também conhecido como Museu do Ipiranga) para o Departamento de Zoologia
da Secretaria da Agricultura de Sdo Paulo. Foi somente em 1969, que a colecdo zoolégica do departamento foi
incorporada a Universidade de Sdo Paulo e o museu recebeu seu nome atual. Um dos diretores do Museu de Zoologia
da USP, Paulo Vanzolini, foi um dos responsaveis por disseminar a nova sintese na taxonomia zooldgica brasileira,
e crucial na formagao de toda uma geragdo de zodlogos no pais. Hoje, o Museu de Zoologia da USP e o Museu
Paraense Emilio Goeldi sdo importantes centros de pesquisa zooldgica e sdo as primeiras institui¢des brasileiras a
serem reconhecidas como fiéis depositarias pelo Conselho de Gestao do Patrimo6nio Genético (Deliberacio CGEN
n°® 002, 08/07/2002).

No tltimo ano do século XIX foi criada uma importante instituicdo de pesquisa: a Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), fundada em 1900 no Rio de Janeiro, como Instituto Soroterdpico Federal e com o objetivo de fabricar
soros e vacinas contra a peste bubonica. Sua histéria estd intimamente relacionada com o desenvolvimento da saide
publica no pais, encabecando virios eventos marcantes como a Reforma Sanitéria, a Revolta da Vacina e a criacao
do Departamento Nacional de Sadde Publica. A Fiocruz teve a sua frente alguns dos mais célebres e brilhantes
pesquisadores brasileiros, como Oswaldo Cruz, homenageado com nome da instituicdo em 1918, e Carlos Chagas.
Atualmente a Fiocruz apoia a manutencio e salvaguarda 31 colecdes, divididas em quatro grandes categorias:
microbioldgica, zooldgica, histopatoldgica e botanica. A Fundacio € hoje a mais importante institui¢ao de pesquisa
e desenvolvimento em satide da América Latina, contando com 20 unidades distribuidas por todo o Brasil e uma
em Maputo, Mocambique.

No século XX outras importantes instituicdes foram criadas, entre elas o Instituto Butantan (1901), o Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (INPA; 1952), e a Fundag¢do Zoobotanica do Rio Grande do Sul (1972),
reunindo assim os maiores e mais importantes centros de pesquisa do pafs.

Desde o final dos anos 90, a tendéncia € existir colegdes regionais, geralmente associadas as Universidades,
como por exemplo, a Colecdo de Zoologia da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (ZUFMS), em Campo
Grande, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte, da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), em Jodo Pessoa, da Universidade Federal de Ronddnia (UNIR), em Porto Velho, entre outras.

9.2.1 Acervo

Obtengdo

O acervo das colecdes cientificas ativas estd em constante expansao com a adi¢do de exemplares. Existem quatro
fontes principais de obtencdo de novos exemplares para as colecdes: expedi¢des de coleta, permuta, retencdo e
doacgdes.

As expedicdes de coleta, geralmente, sdo as responsaveis pela obten¢ao da maior parte do acervo de uma colegao.
Essas expedi¢des podem ser mais restritivas, nas quais coleta-se um ou poucos grupos especificos do interesse
e/ou necessdrios ao pesquisador responsavel; ou podem ser mais abrangentes, como as coletas de levantamento e
inventarios da fauna, flora ou microbiota.

Permuta € uma prética de troca de material comum entre colegdes. O material que € muito comum no acervo
de uma colecdo (geralmente espécies que ocorrem proximas ao local da cole¢do) pode ser extremamente raro ou
inexistente em vdrias outras colecdes. Dessa forma, € possivel que duplicatas sejam trocadas entre as instituigdes,
enriquecendo o acervo de ambas.

Retencio é quando uma institui¢io fica com parte ou todo o material recebido para identificagio. E comum que
pesquisadores de outros locais enviem material para um especialista identificar. Como parte da compensacio por
esse trabalho firma-se um acordo no qual parte ou mesmo todo o material € incorporado a colecdo da institui¢do
onde estd o especialista. Dessa forma é possivel ampliar a representatividade biogeografica do acervo a um baixo
custo financeiro, quando comparado com a obteng¢ao por coletas.

A doagdo de material para uma cole¢do cientifica pode vir de diferentes fontes. O mais comum € pessoas externas
coletarem ocasionalmente algum espécime e o levarem para uma institui¢do, em geral também com o interesse
de saber a espécie e se € perigosa para o ser humano. As doa¢des também podem ser procedentes de cole¢des
particulares, quando o préprio colecionador ou sua familia leva o material para uma instituicdo. Outra forma de
doacdo é o depésito de material testemunho utilizado em trabalhos de pesquisa de dreas relacionadas (exemplo:
ecologia, genética, parasitologia) ou em Estudos de Impacto Ambiental (EIA).
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Conservacao

As cole¢des cientificas sdo (ou deveriam ser) projetadas para serem perenes, com duracio indefinida. Sendo
assim, a conservacdo do acervo deve visar que o material colecionado esteja em condi¢des adequadas de uso
durante o maior periodo de tempo possivel. A conservagdo envolve uma série bastante complexa e especifica de
pardmetros, como a preparagdo do material colecionado, a anotagdo adequada das informagdes, o espago fisico
adequado (prevendo o crescimento do acervo), material de consumo usado para manter os itens colecionados, entre
outros. Cada um dos pardmetros varia de acordo com as caracteristicas intrinsecas do material biolégico que se
tem o interesse de preservar.

A maior parte do acervo zooldgico e botanico consiste em material preservado, enquanto que colecdes de
microrganismos sdo colecdes vivas, com o acervo sendo periodicamente replicado para garantir sua perenidade. O
acervo pode ser conservado em via seca (exemplo: plantas prensadas em exsicatas, insetos alfinetados, insetos em
envelopes entomolégicos, aves e mamiferos taxidermizados), em via imida (imersas em dlcool hidratado, glicerina
ou solugdes a base de formol) ou em laminas de microscopia (tecidos/6rgdos de animais e vegetais, ou animais
microscopicos).

Cada colecdo precisa lidar com uma grande quantidade de peculiaridades associadas ao material colecionado,
e todas essas caracteristicas precisam ser consideradas para a correta conservagdo do acervo. Nesse contexto se
insere a figura do curador. E fungio do curador, além de gerir a colecio, informar-se sobre as praticas corretas
para a preparacdo e preservacio do material colecionado. Mesmo tratando de grupos proximamente relacionados,
podem existir diferencas profundas quando o assunto é curadoria. Por isso, idealmente, o curador deve ser uma
pessoa que esteja bastante familiarizada com a taxonomia do material colecionado, para garantir que o material serd
catalogado e corretamente referenciado para estudos futuros. A atividade de curadoria também envolve a reposigio
do material de consumo usado para a manutencio do acervo (exemplo: reposi¢do de dlcool, naftalina ou canfora).
Idealmente, cada cole¢@o conta com um curador. Porém, no cendrio atual, o usual é que haja um tinico curador para
mais de uma (as vezes vdrias) colecdo, ainda dividindo seu tempo com outras atividades (pesquisa e/ou ensino).
Quando a cole¢@o tem um acervo pequeno, uma tnica pessoa geralmente € capaz de realizar a fun¢do de curadoria.
Mas em uma cole¢do minimamente modesta ja € imprescindivel a presenca de um técnico. A principal fungdo do
técnico da colecdo € realizar as atividades de preparagdo e manutencio do acervo, sob orientagdo do curador.

Independente das particularidades associadas a natureza do material colecionado, existem agentes deteriora-
dores que podem danificar irreversivelmente os acervos. Os principais sao a luz, o calor, a umidade e as pragas.
Dependendo do tipo de preservagdo e do material, a suscetibilidade pode ser maior a um que a outro desses agentes,
mas idealmente a colecdo deve ter mecanismos para controlar todos. O local onde a cole¢do estd armazenada
também influencia na preserva¢do de seu material. A cole¢do do Museu Emilio Goeldi, por exemplo, é muito
mais suscetivel a contaminag@o por fungos devido a umidade, do que a colecao do Instituto Humboldt (Colémbia),
localizada em area com baixissima pluviosidade. Dessa forma, as instalacdes que abrigam as colecdes devem levar
em consideragc@o as caracteristicas fisicas e climédticas do local no planejamento, construcdo e manutengdo das
mesmas.

A incidéncia da radiacdo da luz degrada os pigmentos, levando o material gradualmente a perder sua coloracdo
original. Mesmo a luz produzida artificialmente pode ser o suficiente para que essa degradacio ocorra. A estrutura
fisica da coleg@o deve ser planejada de forma que o acervo permanega sem iluminac¢do durante todo o tempo
em que ndo estiver em uso, € que durante o uso ele tenha apenas a ilumina¢do necessdria. Dependendo do
tamanho e da distribuicdo do espago fisico, € possivel planejar um esquema de iluminag¢do em setores, acionados
independentemente, de acordo com a necessidade.

Calor e umidade aceleram as rea¢des quimicas envolvidas na degradagdo do material colecionado, além de
oferecerem um ambiente propicio a proliferacdo de pragas. Nas colecdes que preservam seu material em meio
liquido, o calor pode ser especialmente perigoso, pois o aumento da temperatura acelera a evaporacdo do liquido
preservante. Caso o recipiente ndo tenha uma vedacdo adequada, o vapor escapa, podendo em casos extremos deixar
o material completamente seco, prejudicando-o de forma irreversivel (Figura 9.2). Quando o liquido preservante
¢é alguma solucdo inflamével, como geralmente € o caso, o risco € ainda maior, porque o vapor inflamavel pode
saturar o ambiente da cole¢do aumentando os riscos de incéndio.

Consideramos como pragas de colecdes aqueles organismos que comumente vivem nas colecdes utilizando-as
como alimento e/ou substrato, e destruindo o acervo de alguma forma. As colecdes em via seca costumam sofrer
mais com as pragas, sendo as mais comuns os fungos e alguns grupos de insetos, em especial os piolho-de-
livros (Psocoptera), os besouros-da-dispensa (familia Dermestidae/Coleoptera), formigas (Hymenoptera), baratas
(Blatodea) e outros. Porém, dependendo das condicdes do espaco da colegdo, € possivel também ter infestacio de
vertebrados, como ratos (Roedores) e pombos (Columbiformes). Tanto quanto possivel, as salas da colecdo devem
ser hermeticamente isoladas do ambiente externo, com um controle rigoroso do fluxo de pessoas e do acervo. Deve
haver um protocolo de limpeza e inspecdo de todo material que chega para a cole¢do (sendo novo ou retorno de
algum empréstimo), para minimizar o risco de que alguma praga presente nesse material contamine o resto do
acervo.
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Figura9.2 A esquerda, frasco
de vidro que armazenava inse-
tos em via imida. A vedagdo ‘ - = = \%
inadequada levou ao resseca- \ \
mento irreversivel do material
(adultos de Ephemeroptera),
mostrado em maior aumento a
direita. Fotos: Alessandro R.
Lima e Barbara T. Faleiro

7

Abrangéncia

O acervo de uma colegdo pode ser classificado em duas categorias em relacdo a sua abrangéncia: geral (global)
ou local (regional).

Os acervos gerais possuem exemplares que representam a biodiversidade de grandes regides do mundo, abran-
gendo vdrios biomas. Esses acervos sdo geralmente encontrados em grandes instituicdes de ensino e pesquisa:
Museus Nacionais de histéria natural, Universidades federais, e grandes Herbdrios (exemplo: Muséum National
d’Histoire naturelle em Paris e Museu Nacional no Rio de Janeiro). Em sua maioria, essas cole¢des sdo antigas,
possuindo dessa forma uma grande representatividade histérica, tanto por reunir espécimes coletados ha muitos
anos como material estudado por grandes pesquisadores (naturalistas) do passado. Além disso, os acervos gerais
tendem a possuir grande quantidade de material tipo.

Os acervos regionais apresentam uma representatividade geografica menor. Geralmente abrangendo regides e
biomas ao redor da sede da colecdo. Sao encontrados normalmente em Museus de histéria natural estaduais ou
regionais, Universidades estaduais ou privadas, e centros de pesquisa (exemplo: Museu de Ciéncias e Tecnologia
da Pontificia Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul). Esses acervos, geralmente, contam com uma represen-
tatividade da biodiversidade de uma determinada regido, uma vez que possuem grandes séries coletadas ao longo
de vérios anos. Diante disso, € comum encontrar vérias espécies endémicas nessas colegdes.

Essa classificagdo é baseada nas caracteristicas da maior parte do acervo. Ou seja, ndo significa que em um
acervo regional nao existam exemplares de outras regides. Mesmo as colec¢des globais, no geral sempre t€ém uma ou
algumas regides mais bem representadas que outras. Essa classificacdo ndo implica uma hierarquia de importancia.
As colegOes regionais e globais se complementam para o conhecimento da biodiversidade. Dependendo do tipo
de pergunta que uma pesquisa tenta responder, uma cole¢do pequena e regional pode oferecer melhor conjunto de
dados que uma grande e antiga cole¢cdo mundial.

9.2.2 Metadados

Como apresentado acima, consideramos que cada unidade em uma cole¢do bioldgica representa um registro
espaco-temporal da biodiversidade. Aqui € necessdrio entender outro conceito relacionado ao colecionismo, o
metadado. De modo sumdrio, metadados sao dados sobre dados. Para as colegdes cientificas, metadados podem
ser entendidos como qualquer informagdo atrelada/associada ao material colecionado.

Se cada unidade de uma colecdo representa um registro espaco-temporal, informagdes de procedéncia (local de
origem e data) constituem o minimo (essencial) de metadados que se espera encontrar. Esses metadados sao obtidos
no ato da coleta, e devem ser devidamente anotados pelo coletor para que sejam associados a unidade colecionada
por meio de uma etiqueta de procedéncia. H4 quem argumente que uma colecio bioldgica sem essas informagdes
ndo tem valor para a ciéncia.

Os metadados associados a taxonomia geralmente sdo adicionados a posteriori, apds exame do material pelos
taxonomistas. Diferente dos metadados de procedéncia, as informacdes taxondmicas ndo sdo dados concretos
obtidos na coleta. Tanto a identificag@o taxondmica quanto a classifica¢do sdo hipdteses propostas por taxonomistas
e sistematas. Dessa forma, caso haja uma mudancga na proposta de classificacio, ou caso um taxonomista tenha uma
opinido diferente sobre a identificacdo, essas informacdes precisam ser atualizadas na base de dados. Porém, uma
informac@o ndo pode simplesmente substituir a anterior, sendo fundamental que haja um histérico dessas diferentes
propostas.

Tradicionalmente os metadados ficavam apenas junto das unidades da colecdo, por meio das etiquetas. Nas
colecdes mais organizadas, as informacdes também eram compiladas em livros de tombo (Figura 9.3). No cendrio
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atual, com o acesso a computadores de baixo custo e boa capacidade de processamento, os livros de tombo tornaram-
se obsoletos. Os bancos de dados sdo a melhor forma de armazenar e organizar os metadados da cole¢do. Em linhas
gerais, bancos de dados sdo formados por planilhas eletronicas relacionadas entre si e associadas as unidades da
colecdo. As planilhas sdo bem mais eficientes para acomodarem os metadados, praticamente sem restricdes de
quantidade ou formato das informagdes (nos livros de tombo e etiquetas € bastante comum encontrar abreviacdes
e siglas devido a restricdo de espaco. Outra grande vantagem das planilhas estd relacionada a legibilidade das
informagdes. Todo taxonomista que trabalhou em acervos antigos ja teve problemas para interpretar as informacdes
em etiquetas e/ou livros de tombo, os quais eram sempre preenchidos a mdo. Isso sem falar dos problemas
decorrentes do material usado para escrever: grafite que se apaga com tempo, tintas soldveis em dgua, etc. Usando
um editor de textos € possivel fazer um script para gerar etiquetas com formato padrao, contendo toda a informacao
basica de forma legivel, impressa com toner, insoliivel em dgua, dlcool ou outro liquido conservador (Figura 9.4).
Uma outra caracteristica das planilhas que modificou completamente o acesso as informagdes do banco de dados
foram as ferramentas de busca e filtros. Imagina como seria ter que pesquisar nos livros de tombo ou procurar em
todo o acervo todas os espécimes de um determinado género coletados em uma certa regido do mundo. Em uma
colecdo de pequeno tamanho essa pesquisa jd demandaria um tempo gigantesco, tornando invidvel esse trabalho.

| Laboratori d"eTracn'o'logia'
ICB - UFMG

i ‘Colecﬂo de Aranhas
Livro de Tombo

I

LAMG
Lotes 801 a 2000

Figura 9.3 Exemplo de preenchimento (a direita) do livro tombo utilizado na colecio de aranhas da Universidade Federal de Minas
Gerais (a esquerda). Fotos: Alessandro R. Lima e Barbara T. Faleiro

Os bancos de dados podem ser facilmente armazenados online, permitindo acesso remoto e facil intercambio
desses metadados entre pesquisadores e institui¢des, por todo o mundo. Em 2001 uma organizagdo internacional foi
formada, a Global Biodiversity Information Facility (GBIF), com o objetivo de ser uma infraestrutura de pesquisa
de dados sobre a biodiversidade mundial, financiada por diferentes governos, de acesso livre. Desde sua formagao,
cada vez mais institui¢des ao redor do globo tém aderido a iniciativa, alimentando o sistema com suas bases de
dados. No Brasil, temos duas plataformas que alimentam o GBIF, o speciesLink, projeto desenvolvido pelo Centro
de Referéncia em Informacdo Ambiental (CRIA), e o Sistema de Informagdo sobre a Biodiversidade Brasileira
(SiBBr), iniciativa do governo brasileiro.

Na prética, cada coleg¢do pode estruturar sua base de dados da forma mais adequada ao material colecionado.
Mas € preciso levar em considera¢do que um banco de dados precisa atender a uma série de pardmetros 16gicos
para que seja uma base sélida e eficiente (ndo ambiguidade, chaves primdrias, etc.). Idealmente, a construcio da
estrutura deveria contar com uma consultoria de alguém com conhecimento na drea. Para facilitar a compreen-
sdo/comparacao de informagdes sobre a biodiversidade em nivel internacional, estabeleceu-se em 2009 um conjunto
de normas, incluindo glossério de termos (propriedades, elementos, campos, colunas, atributos ou conceitos), que
foi denominado Darwin Core. Esse € o padrao utilizado pelo GBIF, por exemplo. Esse padrdo serve como uma
base para construgao de bases de dados de colegdes cientificas.

O banco de dados pode ser manipulado diretamente (edicdo direta das informacdes contidas nas células da
planilha) ou indiretamente, usando um programa gerenciador. O programa oferece uma interface diferente da
planilha, geralmente com caixas de didlogos. As informacgdes sdo preenchidas nessa interface e o programa é
quem se encarrega de gravar as informagdes na planilha. O uso de gerenciadores tende a reduzir os erros no
banco de dados. Existem varias op¢des de gerenciadores de acesso gratuito, cada qual otimizado para um tipo de
cole¢@o. Uma grande vantagem do gerenciador é que ele permite automatizar facilmente tarefas relacionados ao
gerenciamento do acervo, como por exemplo o controle e emissdo de guias de remessa de empréstimos.
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9.2.3 Colecoes Particulares x Institucionais

Historicamente grande parte das colecdes cientificas brasileiras poderiam ser classificadas como colec¢des par-
ticulares. Isso vale para cole¢des hospedadas em instituicdes publicas também. Essas cole¢des sdo/foram formadas
pelo esforco individual (algumas vezes, coletivo) de um pesquisador visando o seu grupo de estudo/interesse. Nao
sao raros os casos de pesquisadores que investiram o préprio dinheiro para a criagdo e manutencdo de robustas
colecdes taxondmicas, e que foram praticamente dizimadas pelo abandono assim que o pesquisador se afastou do
seu comando. Existem inclusive casos de cole¢des que foram vendidas pelos familiares apds a morte do pesqui-
sador. Ndo basta que uma colecdo esteja dentro de um instituto para que ela seja considerada institucionalizada.
Todas essas situagdes ocorrem porque, mesmo que o material estivesse dentro de um instituto, a colecdo nio era
institucionalizada.

O objetivo de institucionalizar uma colecio € garantir que ela seja reconhecida como parte do patrimonio da
Institui¢do, que assume compromisso para a sua manutencao. A colecdo institucional pode pleitear verba por meio
de projetos e demandar profissionais técnicos, junto ao instituto, para que seja feita sua devida curadoria. Contar
com suporte para possiveis questdes burocraticas junto aos 6rgdos ambientais e para possiveis disputas geradas
por movimentagdo do patrimonio (empréstimos) sdo importantes para as atividades de uma colecdo. O status da
colecdo também pesa no reconhecimento das atividades relacionadas a ela. Se uma colecdo € particular, o trabalho
do curador pode ser considerado apenas como uma atividade de interesse proprio. Quando h4 institucionalizacdo,
o curador pode requerer que parte da sua jornada de trabalho esteja destinada as atividades da cole¢@o.

Centro de Cole¢des Taxondmicas da UFMG (CCT-UFMG)

O Centro de Colecdes Taxondmicas (CCT) € o resultado de um trabalho de quase 20 anos para a institucionaliza-
¢do das colecdes taxondmicas depositadas no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Apds uma reuniao
em 1997, pesquisadores dos departamentos de Biologia Geral, Botinica, Parasitologia e Zoologia, apresentaram a
instituicao um relatério das dimensoes e da situagcdo das diversas colecdes existentes. Como resultado, o CCT foi
reconhecido pela Universidade em junho de 2015 como um Orgio Complementar do ICB.

Conforme informagdes do site oficial https://www2.icb.ufmg.br/cct/, O CCT-UFMG té€m hoje 25 cole-
¢des, com um leque taxondmico bastante abrangente, incluindo o herbario do Departamento de Boténica; a colecao
de fungos do Departamento de Microbiologia; as cole¢des de moléculas e tecidos dos departamentos de Micro-
biologia, Biologia Geral e Zoologia; e as cole¢des zooldgicas, dispersas nos departamentos de Biologia Geral,
Parasitologia e Zoologia. De forma geral, as cole¢des do CCT tém amostragem mais extensiva e importante em
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Figura 9.4 Infogrifico com os detalhes das informacdes contidas na etiqueta de procedéncia da coleg¢@o de insetos CCT-UFMG. A
etiqueta foi gerada automaticamente a partir da planilha de metadados. Fotos: Alessandro R. Lima e Bérbara T. Faleiro
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Minas Gerais e regido Sudeste, com exemplares de coletas que datam do inicio do século XX, em dreas sensiveis,
que hoje estdo muito degradadas, como o vale do Rio Doce.

O CCT é administrado por um Conselho Técnico-Cientifico e um Corpo de Curadores, com apoio de funciondrios
Técnico-Administrativos da Universidade. Ademais, o CCT possui um Laboratério de Ilustragdao Cientifica (LIC)
e é responsdvel pela publicacdo do periddico cientifico LUNDIANA: International Journal of Biodiversity.
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