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Avisos

• Disciplina no Moodle
• Slides
• Scripts
• Material leitura/links
• Aula seguinte liberada no fim da tarde (pegar script e materiais)

• Horários (8h30-12h = 14h-17h)
• Locais para almoçar
• Acesso à Internet no campus
• O que fazer na sexta à tarde?
• Apresentação alunos J
• Minha apresentação  J
• Avaliação final => submetida via Moodle
• ”Nivelamento” em R e inferência filogenética => evitemos monólogos monótonos: 

Perguntem!
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Programa da disciplina

• Segunda
• Introdução 

• Revisão rápida sobre métodos de inferência filogenética

• Métodos para lidar com megaphylogenies

• Base de dados de atributos e topologias

• Desenho de estudos comparativos
• Prática com R

• Terça
• Modelos de evolução de atributos contínuos e categóricos

• Sinal filogenético para atributos contínuos e categóricos

• Quarta
• PGLS

• Estimativa de estado ancestral caracteres contínuos e categóricos
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Programa da disciplina

• Quinta
• Evolução correlacionada (Pagel’s method e threshold)

• Ajuste matrizes VCV – rate matrix

• Modelos multi-regime e multi-taxas – prática SURFACE

• Sexta pela manhã
• Visualização de dados filogenéticos – demonstração (phytools e phylosignal)

• Métodos para dados multivariados (bem resumido)

• Dúvidas e discussão de projetos dos participantes
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Aula 1

Introdução

Métodos de inferência filogenética

Bases de dados

Desenho de estudos comparativos
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Outline

• Breve introdução histórico do desenvolvimento de métodos comparativos; 

• métodos para reconstruir hipóteses filogenéticas (incluindo supertree, 
supermatrix)

• Darwinian e Rauniaerian shortfall.

• Iniciativas recentes parar suprir Darwinian shortfall: SUPERSMART, PASTIS, 
Open Tree of Life, congruification; 

• Como trabalhar com base de dados online de atributos e filogenias. 

• Perguntas comuns em estudos de adaptação; 

• Como desenhar um estudo comparativo: phyndr e PhyloTargeting
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Introdução

• Conjunto de métodos estatísticos que usam a relação de parentesco 
entre as espécies para testar hipóteses evolutivas sobre seus atributos

• Diferença entre obter e utilizar uma filogenia

• Perguntas comuns
• Qual o padrão filogenético de uma dada característica das espécies?
• Sob que processo e em que velocidade essa característica evolui?

• Qual a correlação dessa característica com outras ou com a variação ambiental?
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O problema do parentesco comum
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O problema do parentesco comum
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Espécies não são independentes

VS.

Filogenia em estrelaFilogenia ”real”
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Espécies não são independentes

VS.

Filogenia em estrelaFilogenia ”real”

Espécies próximas são mais parecidas
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Espécies não são independentes

VS.

Filogenia em estrelaFilogenia ”real”

Espécies próximas são mais parecidasGraus d
e lib

erdade in
fla

dos

13



1985
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Paul Harvey

Mark Pagel

A origem dos métodos 
filogenéticos comparativos...

1991 15



Charles Nunn, Duke University

2011
16



Modern Phylogenetic 
Comparative Methods 
and Their Application 
in Evolutionary Biology
Concepts and Practice

László Zsolt Garamszegi 
Editor

Sevilha, Espanha, Novembro 2014

2015
http://www.mpcm-evolution.org/practice
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rsos.royalsocietypublishing.org

Research

Cite this article: Graça da Silva S, Tehrani JJ.

2016 Comparative phylogenetic analyses

Comparative phylogenetic
analyses uncover the
ancient roots of
Indo-European folktales

Sara Graça da Silva1 and Jamshid J. Tehrani2
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O que é uma filogenia? O que ela representa?
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http://www.nature.com/scitable/topicpage/reading-a-phylogenetic-tree-the-
meaning-of-41956#

Família

Escala de Parentesco 

Indivíduos isolados
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Famílias

Escala de Parentesco 

Populações

Espécies

Filogenia (entre espécies)
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Conceitos importantes

28



Branch length

tip
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Enraizando a árvore

A

B
C

Root
D

A B C D

Root

Taxon A não é mais aparentado 

com o B que C ou D. Rooted tree

Unrooted tree
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Enraizando em outra posição

A

B
C

Root

D

Unrooted tree

Agora o taxon A é mais próximo de B, e 

ambos são grupo irmão de C e D.

C D

Root

Rooted tree

A

B
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• Politomia – quando um nó (ancestral comum) dá origem a mais de 2 
descendentes

• Soft-polytomy: quando os dados disponíveis não conseguem discriminar a 
ordem de divergência, devido à rápida divergência

• Hard-polytomy: quando de fato a politomia é real, usualmente representando 
uma ”explosão” radiativa de espécies
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Tipos de representação de árvores

Cladograma
Enfatiza relações entre tips e 

opcionalmente o compartilhamento de 
caracteres derivados (sinapomorfias). 

Comprimentos de ramo não importam

Filograma
Comprimento de ramo refletem 

divergência entre espécies
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Tipos de representação de árvores

Cronograma

Comprimentos de ramo representam 
tempo de divergência em Milhões de 
anos
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Árvore “ultramétrica”Filograma não ultramétrica

Transformação de divergência (em termos 
de distâncias genéticas) em tempo utilizando 

um relógio molecular 36



Medida de suporte do nó

Existem várias formas, cada uma
mais adequada pra um critério
de otimização. P. ex. Bootstrap
(usado em qualquer critério),
Bremer (usada em MP),
Probabilidade Posterior (BI)

Demonstram de maneira geral o
grau de suporte para uma dada
relação a partir do conjunto de
dados usado pra reconstruir a
filogenia
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Formatos para descrever filogenias
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David R Maddison
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http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/eebedia/index.php/Phylogenetics:_NEXUS_Format
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http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/eebedia/index.php/Phylogenetics:_NEXUS_Format
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http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/eebedia/index.php/Phylogenetics:_NEXUS_Format
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http://hydrodictyon.eeb.uconn.edu/eebedia/index.php/Phylogenetics:_NEXUS_Format
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Breve revisão sobre métodos de inferência 
filogenética
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Critérios de otimização
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Van der Peer 200957



Métodos baseados em distância
• Calculam uma medida de distância para medir a dissimilaridade entre 

pares de taxa (baseada nas suas sequências alinhadas) para produzir uma 
matriz de distância par a par, e então inferir as relações entre os taxa

• Posteriormente se corrige essas distâncias utilizando um modelo evolutivo

• Algoritmos mais usados => UPGMA e NJ
• NJ assume modelo de evolução mínima
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Obtenção 
das 

Sequências homólogas
(GenBank ou bancada)

Alinhamento de 
sequências

(MUSCLE, MAFFT etc)

Calcula dissimilaridade 
entre taxa

Corrige distâncias 
baseado num modelo 
evolutivo (e.g., JK69)

Aplica um algoritmo para 
inferência da árvore 
(e.g., UPGMA, NJ)
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Métodos baseados em distância
• Vantagens

• Rapidez, adequado para um grande conjunto de dados

• Desvantagens
• Inconsistências na topologia e comprimento de ramo

• Filosóficas (Fenética) => não está interessado em reconstruir a história dos taxa em 
termos de compartilhamento de caracteres derivados

• Não é possível julgar qual árvore é melhor

• Produzem uma única topologia

• Não lida bem com heterogeneidade nas taxas de evolução

• Toda a informação sobre as sequências é perdida, já que é transformada em 
distância

• Não estima estados ancestral de caracteres
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Obtenção 
das 

Sequências homólogas
(GenBank ou bancada)

Alinhamento de 
sequências

(MUSCLE, MAFFT etc)

Seleção
de

Modelo evolutivo
Para cada partição

Algoritmo
Inferência

Modelo que 
minimiza 

mudanças

M
áxim

a Parsim
ônia

”m
odel-b

ase
d” m

eth
ods

Algoritmo
Inferência
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Máxima Parsimônia (MP)

• Procura a topologia que explica um conjunto de sequências alinhadas 
de forma a minimizar o número de mudanças de caracteres

• Vantagens
• Simplicidade do critério de otimização
• Trabalha tanto com dados morfológicos quanto moleculares
• Rápida para muitos taxa

• Problemas
• MP assume que um caracter comum é herdado diretamente de         um 

ancestral comum. Isso pode subestimar a divergência real entre                 
taxons distantes (long branch attraction)

• Não funciona bem quando a divergência entre sequências é alta 
• Estimativa enviesada de comprimento de ramo
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Máxima Verossimilhança (ML)

• Examina diferentes topologias e avalia o suporte relativo somando todas as 
posições de sequências. 

• Sustentada por critérios estatísticos ao invés de filosóficos

• Algoritmos de ML procuram pela topologia e os comprimentos de ramo que 
maximizam a probabilidade de se observar os estados de caracteres 
(verossimilhança), dada a topologia e um modelo de evolução

• Precisa de uma topologia de início e um modelo de evolução explicito

• Vantagens
• Menos problema com long branch attraction
• Resultados entre MP e ML podem convergir (”non-common mechanism”)

• Desvantagens
• Pode fornecer a árvore errada se o modelo de evolução escolhido for o errado
• Pode ser bem lenta
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Syst. Biol. 50(6):913–925, 2001

A Likelihood Approach to Estimating Phylogeny from Discrete
Morphological Character Data

PAUL O. LEWIS

Modelo de Markov
adaptado para 

caracteres 
morfológicos 

discretos (binários)
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Inferência Bayesiana (BI)

• Também usam o conceitos de verossimilhança (likelihood), mas       
não tentam buscar somente pela única melhor árvore. Ao invés 
disso buscam a distribuição de probabilidade de árvores. Esta 
probabilidade posterior possui uma estimativa de confidência. 

• Distribuições posteriores de árvore são obtidas explorando o espaço 
de árvores usando um método chamado MCMC

• Normalmente se descarta (”burn-in”) uma parte inicial destas 
árvores que foram estimadas antes do MCMC convergir

• Precisam de um prior, uma informação de crença prévia, que é 
formalizado pela distribuição estatística anterior dos parâmetros do                  
modelo
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Holder & Lewis 200366



Modelos de evolução de sequências de 
nucleotídeos

• Processos de Markov homogêneos de tempo contínuo

• Processos de Markov são descritos em matrizes Q 

• Matrizes 4x4 na qual cada elemento descreve a taxa instantânea de mudança 
de uma base para a outra
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• Pressupostos
• Em qualquer instante, a taxa de mudança da base i para a j é 

independente da informação anterior a i. Dizemos que um processo de 
Markok tem ”memória curta”

• Tempo homogêneo/contínuo – taxas de substituição não mudam com 
o tempo

• Estacionários– frequência relativa das bases está (πA,πC,πG,πT) em 
equilíbrio 

• Muitos modelos são também time-reversible – a taxa de mudança de i
para j é o mesmo de j para i. 

• Necessários para modelar substituições como um 
processo estocástico

Modelos de Evolução de DNA 
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• Jukes Cantor (JC69) – o modelo mais simples

• Pressupostos:
• Frequências de equilíbrio dos nucleotídeos são 25% (πA=πC=πG=πT=1/4) 

• Probabilidade iguais para qualquer substituição (a=b=c=d=e=f=1)

Modelos de Evolução de sequências
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• Kimura 2-parameter (K2P)

• Geralmente, transições ocorrem com taaxs maiores do que transversões

• Viola os pressupostos do JC69

• K2P adiciona um parâmetro a mais para modelar cada tipo de substituição

• Assume frequências iguais de nucleotídeos em equlíbrio

Modelos de Evolução de sequências
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• Felsenstein (1981) - F81

• Na maioria das spp, A+T ≠ C+G

• Se houver pouco G’s, a taxa de substituição de G para A será menor do que 
outras substituições

Modelos de Evolução de sequências
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• Hasegawa, Kishino and Yano (HKY85)

• Combina F81 eK2P

• General Time Reversible (GTR)

• Permite que todos os pares de substituição
tenham taxas distintas

• Permite frequências de nucleotídeos 
diferentes

Modelos de Evolução de sequências
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Modelos de Evolução de sequências
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O’Meara 2012

Além de serem necessários em métodos de inferência filogenética ”model-based”, esses 
modelos de substituição utilizam o mesmo arcabouço (processos de Markov) que métodos 
comparativos que iremos estudar, tais como correlação de caracteres binários e multiestado

Mas porque isso é importante?
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Softwares para inferência filogenética
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http://www.geneious.com 80



http://www.beast2.org
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Base de dados para filogenias: como obter 
uma árvore

• Bases de dados de topologias e tempo de divergência

• Abordagens megaphylogenies

• Supermatrix

• Supertree

• Next-generation sequencing (high-throughput sequencing data)

• Pipelines (semi)automatizadas ”for dummies”
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Bases de dados para topologias e tempo de 
divergência
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http://iphylo.blogspot.com.br/2012/10/the-failure-of-phylogeny-databases.html
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Vamos fazer uma prática à tarde
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https://tree.opentreeoflife.org
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APPLICATION

rotl: an R package to interact with theOpen Tree of

Life data

Franc!oisMichonneau1,2*, JosephW.Brown3 andDavid J.Winter4

Methods in Ecology and Evolution 2016 doi: 10.1111/2041-210X.12593
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Target tree Reference tree
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Abordagens de megaphylogeny

Estimativa de relações 
filogenéticas para um 

grande número de 
espécies

Estudos ecológicos ou 
comparativos em larga escala, 

sem preocupação com taxonomia
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Supertree

• Filogenias grande escala reconstruídas 
pela junção de outras menores, que não 
necessariamente devem ter o mesmo 
conjunto de espécies, conquanto que 
haja alguma sobreposição.

• Vantagens
• Permitem combinar espécies fósseis com 

atuais

• São necessários somente as topologias 
como dados de entrada. 

• Permitem combinar topologias obtidas com 
diferentes fontes de dado

Bininda-Emonds et al. 2002
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Wilkinson et al. 2005
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Do we still need supertrees?
Arndt von Haeseler* 

See research article http://www.biomedcentral.com/1741-7007/10/12

CO M M E N TA RY  Open Access

von Haeseler BMC Biology 2012, 10:13 

http://www.biomedcentral.com/1741-7007/10/13

Críticas

• Lidar com incongruências entre árvores construídas com diferentes 
métodos e dados não é simples

• Resolução e suporte é limitada às filogenias base menores, já que não 
distingue entre topologias com alto e baixo suporte. Incongruências 
acabam como politomias (que são muito comuns)

• Comprimento de ramo não tem significado (problema para análises 
comparativas)

• Resolução é bem baixa e não é confiável para representar relações muito 
finas (gênero e espécie)
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Supermatrix

• Utiliza sequências de nucleotídeos depositadas no GenBank por estudos 
anteriores

• Seleção de genes (marcadores) para minimizar missing data

• Alinhamento

• Estimativa de topologia utilizando algoritmos para dados em larga escala

• Limitações
• GenBank não é padronizado, nomenclatura destoante, muitos dados ruins

• Garbage in, garbage out

• Dependendo do grupo existem poucos genes sequenciados

• Alinhamento difícil ou de baixa qualidade

• Gasta-se muito tempo filtrando e escolhendo sequências
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Supermatrix

• Algoritmos para inferência de árvores que comportam grande número de 
terminais

• RAxML
• ExaML
• ExaBayes

• Algoritmos para alinhamento
• MAFFT
• MUSCLE
• ClustalW
• T-Coffee

• Estimativa de divergência com muitos terminais
• treePL
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Next-generation sequencing e Phylogenomics
• Permitem sequenciar uma grande quantidade 

DNA e RNA de forma muito mais rápida e barata 
que o método Sanger comumente usado

• Geram uma quantidade enorme de dados para 
vários genes (marcadores) ao mesmo tempo 
(em paralelo)

• Possibilitam aumentar exponencialmente a 
quantidade de dados utilizados em reconstrução 
filogenética e filogeográfica

• Atualmente existem 4 plataformas comerciais
• Illumina (Solexa) sequencing

• Roche 454 sequencing

• Ion torrent: Proton / PGM sequencing

• SOLiD sequencing
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Mardis 2008

Workflow Ilumina NGS
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Pipelines (semi)automatizadas ”for dummies”
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- Bem complicado de instalar e usar
- Não é atualizado muito frequentemente
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Última opção: fazer uma topologia sem comprimento de ramo na mão!
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http://mesquiteproject.wikispaces.com/Trees#treewindow
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Datação dessa filogenia utilizando o BLADJ a partir de tempos 
de divergência obtidos em bases de dados (e.g., TimeTree) 124



Bases de dados de atributos
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Bases de dados online de atributos
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Bases de dados online de atributos
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Bases de dados online de atributos
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Bases de dados online de atributos
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Realizando análises comparativas na nuvem
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Desenho de estudos 
comparativos

Como maximizar a amostragem e lidar com mismatch

de dados
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Problemas mais comuns

• Falta completa de dados (filogenéticos e traits)

• Descasamento (mismatch) entre disponibilidade de dados de traits e de 

filogenias

• Dados existem mas não estão acessíveis

• Déficits de conhecimento sobre biodiversidade: Darwiniano e Raunkiaeriano
• Dificultam ganho de conhecimento sobre evolução de atributos 
• Impedimento para estudos comparativos
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Hortal et al. 2015

Déficit Raunkiaeriano
Falta de informações sobre 

atributos das espécies

Déficit Darwiniano
Falta de informações sobre 

relações entre espécies
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Ignorâncias

Topologia
Comprimento 

de ramo e divergência

Modelo evolutivo

De atributos
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Meu deus o que eu faço agora? 
Meu projeto foi pras cucuias? 
Perdi meu doutorado? Quem 

poderá me socorrer?!...Oh oh!!
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Meu deus o que eu faço agora? 
Meu projeto foi pras cucuias? 
Perdi meu doutorado? Quem 

poderá me socorrer?!...Oh oh!!
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• Maximiza a amostragem trocando espécies na árvore, para os quais 
não há dados de atributos, por espécies ”filogeneticamente 
equivalentes” sem alterar a estrutura da filogenia

• Baseado em ranking taxonômico (ou só os nomes dos gêneros) ou uma árvore 
topológica

• Alternativa a métodos de aleatorização ou de imputação de dados faltantes

Pacotes phyndr e taxonlookup
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Workflow PhyloTargeting

Espécies com dados 
faltantes

Para variável resposta

Como otimizar o 
levantamento de dados?

3 Atributos contínuos
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Como o Phylotargeting funciona?

• O que é preciso?
• Identificação de variáveis resposta e preditoras

• Hipótese

• Filogenia

• Objetivo: Identificar espécies para as quais devem ser coletadas 
dados da variável resposta (Yt ) usando informação de variáveis 
preditoras de espécies já estudadas

• Atribui um score pra cada par de espécies que incorpora 
filogenia e valores de variáveis relevantes para testar hipóteses, 
envolvendo especificamente as variáveis preditoras e resposta

• Espécies com scores altos devem ser preferidas para coleta de 
novos dados 153



Como o Phylotargeting funciona?

• Espécies que diferem mais na(s) variável(is) resposta são as preferidas, de 
maneira a ampliar o range de variação nesta variável, aumentando o poder do 
teste

• Assume que as variáveis estão relacionadas linearmente

• Permite variáveis discretas e contínuas

• Uma ou mais preditoras (covariáveis)

• Mais adequado pra desenhos e perguntas que envolvem modelos lineares 
(PGLS, correlação, ANOVA, PGLMM etc)
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http://phylotargeting.nunn-lab.org/index.html
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Prática
• Introdução ao R

• Importação e manipulação de dados
• Importação e manipulação de ≠ formatos de filogenias

• Timetree.org

• Phyndr

• Phylotargeting

• rotl

• Rphylopars
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