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Palavra das autoras

Este livro surgiu da necessidade de estabelecer um roteiro para aulas prá-
ticas em disciplinas envolvendo conteúdos de análises filogeográficas. Nossa 
intenção é propor um ponto de partida para aqueles que têm seus primeiros 
contatos com o assunto e necessitam utilizar essas ferramentas (programas com-
putacionais de análise) em estudos evolutivos. O estabelecimento de um projeto 
de pesquisa nesta área com a utilização deste roteiro requer leituras prévias e 
especializadas em Filogeografia e áreas afins, o acompanhamento dos manuais 
dos programas e a comparação entre os diferentes métodos de análise disponí-
veis, sendo o usuário quem irá definir qual o melhor método para responder à 
questão específica do organismo em estudo. O leitor não irá encontrar aqui uma 
avaliação crítica dos diferentes métodos ou programas e os aqui contemplados 
também não serão estressados na totalidade de suas potencialidades.

Desejamos que o leitor encontre aqui algumas dicas na utilização dos pro-
gramas e construção dos arquivos, as quais são fruto de nossa experiência em sua 
utilização. Todas as críticas construtivas, dúvidas e sugestões para a melhoria dos 
roteiros aqui apresentados serão bem-vindas (<guiadefilogeografia.wordpress.
com>).

Agradecemos aos alunos da disciplina de Introdução à Filogeografia do 
Curso de Ciências Biológicas, da disciplina prática de Análise Filogeográfica do 
Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia Molecular e da disciplina 
Filogeografia para Botânicos do Programa de Pós-Graduação em Botânica da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), por, ao longo dos anos, 
terem testado a eficiência dos roteiros práticos, suas sugestões e dúvidas que 
muito contribuíram para o aprimoramento do que aqui é apresentado; e ao Dr. 
Geraldo Mäder (UFRGS) pela revisão do manuscrito completo, suas críticas e 
sugestões.

As autoras.

http://guiadefilogeografia.wordpress.com/
http://guiadefilogeografia.wordpress.com/
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Introdução

O termo “Filogeografia” foi introduzido por Avise et al. (1987) e tem como 
principal objetivo integrar a Filogenia e a Genética de Populações para investigar 
as relações entre os processos micro e macroevolutivos e compreender como os 
eventos históricos ajudaram a formar a distribuição geográfica atual de genes, 
populações e espécies (AVISE, 2000, 2009) (Figura 1). Estudos filogeográficos 
(incluindo a ecologia molecular) utilizam uma grande variedade de técnicas mo-
leculares e métodos analíticos para entender a história das espécies, incluindo 
estruturação populacional e história demográfica. Portanto, a Filogeografia pode 
ser definida como o campo de estudos preocupado com os princípios e processos 
que governam a distribuição geográfica de linhagens genéticas, especialmente 
aquelas dentro e entre espécies próximas (AVISE, 2000). Em outras palavras, a 
Filogeografia abrange aspectos de tempo (relações evolutivas) e de espaço (dis-
tribuição geográfica) e está intimamente ligada com a biogeografia, abrindo uma 
janela no tempo através do qual é possível observar a influência de fatores histó-
ricos nos padrões atuais de distribuição da biodiversidade.

Figura 1 − A Filogeografia e seu relacionamento com outras áreas da ciência da biodiversidade 
(traduzido de AVISE, 2009)
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A análise da distribuição espacial das genealogias gênicas é a base da Filo-
geografia. Apesar de a Filogeografia utilizar informações históricas inerentes à 
árvore de genes (rede de haplótipos), ela não é uma mera extensão dos princípios 
filogenéticos em nível intraespecífico. Mais do que isso, a Filogeografia caracte-
riza a subdivisão populacional ao reconhecer os padrões geográficos da estrutura 
genealógica ao longo da distribuição da espécie. Ao sintetizar a influência de 
ambas as trocas genéticas contemporâneas e históricas, a Filogeografia pode po-
tencialmente superar as limitações inerentes à genética de populações clássica e à 
sistemática, contribuindo para um melhor entendimento das relações evolutivas 
entre populações e espécies próximas.

Em 2012, a Filogeografia comemorou 25 anos e entrou em uma fase ino-
vadora. Com relação à análise de dados, ela avançou rapidamente a partir de 
métodos descritivos para o uso de métodos estatísticos baseados em coalescência 
(Filogeografia estatística) (KUHNER, 2008), envolvendo testes de modelos a 
priori (CARSTENS et al., 2005; FAGUNDES et al., 2007). Atualmente, a Fi-
logeografia está se tornando cada vez mais integrativa (AVISE, 2009) (Figura 2).

Figura 2 − Histórico e perspectivas da Filogeografia

O número de estudos filogeográficos aumentou significativamente nos úl-
timos anos. Segundo Beheregaray (2008), uma análise filogeográfica que dispo-
nha de uma amostragem apropriada tanto de indivíduos quanto de genes pode 
fornecer hipóteses biogeográficas, descrever a evolução de unidades populacio-
nais isoladas reprodutivamente, inferir processos a respeito da origem, distribui-
ção e manutenção da biodiversidade e fazer inferências sobre a influência de mu-
danças passadas no ambiente físico e biótico de uma população e na estrutura e 
diversidade genética dessas populações. Assim, os estudos filogeográficos podem 
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contribuir para o entendimento sobre especiação e zonas híbridas (AVISE, 
1998; HEWITT, 2001; LORENZ-LEMKE et al., 2006, 2010; HOCHKIR-
CH; GORZIG, 2009; LI et al., 2009; PINHEIRO et al., 2010, 2013; PALMA-
SILVA et al., 2011), ecologia (PARKINSON; ZAMUDIO; GREENE, 2000), 
genética de paisagem (WANG, 2010), biogeografia histórica (AVISE, 2000; 
ARBOGAST; KENAGY, 2001; ZINK, 2001), evolução humana (BEAU-
MONT, 2004; TEMPLETON, 2005, 2010), biologia da conservação (AVISE; 
HAMRICK, 1996; MORITZ; FAITH, 1998; VAN VUUREN et al., 2002; 
DONG et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010), biodiversidade e taxonomia (TA-
BERLET, 1998; JOHNSON et al., 2007; NORDSTROM; HEDREN, 2009; 
DUMINIL et al., 2010; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012), paleoecologia 
(CRUZAN; TEMPLETON, 2000) e mudanças climáticas (HAENEL, 2007; 
RAMOS et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2009; AKIN et al., 2010; LOREN-
Z-LEMKE et al., 2010; NOVAES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2013).

Apesar do relevante aumento de estudos filogeográficos com espécies tro-
picais e neotropicais nos últimos anos, o número ainda permanece bem menor 
em comparação com o Hemisfério Norte. As regiões tropicais e neotropicais 
do mundo são muito ricas em biodiversidade. A flora neotropical, por exem-
plo, compreende aproximadamente 37% das espécies de plantas do mundo e 
muitas dessas espécies são encontradas em florestas úmidas, as quais têm maior 
diversidade de plantas do que qualquer outro hábitat do planeta, com mais 
de 90 mil espécies (THOMAS, 1999). Algumas áreas neotropicais são consi-
deradas hotspots de biodiversidade para a conservação. Estudos filogeográficos 
nessas regiões poderão fornecer informações importantes sobre os processos que 
levaram à distribuição da biodiversidade atual e auxiliar na identificação de áreas 
prioritárias para conservação, além de ajudar a entender a história evolutiva das 
grandes disjunções da biota neotropical. Uma recente revisão sobre Filogeogra-
fia na América do Sul mostra que estudos filogeográficos envolvendo espécies 
dessa região aumentaram significativamente nos últimos anos e contribuíram 
para diversas áreas do conhecimento (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). 
Neste estudo, uma extensa avaliação da literatura revela padrões filogeográficos 
emergentes na biota da América do Sul e a interação entre oscilações climá-
ticas do Pleistoceno e eventos orogênicos do Plioceno/Mioceno contribuindo 
para moldar a atual diversidade e distribuição de linhagens modernas nas regi-
ões tropicais e temperadas da América do Sul. Além disso, os resultados deste 
trabalho sugerem um mosaico altamente complexo de padrões filogeográficos 
nesse subcontinente, chamando a atenção para a necessidade de estudos futu-
ros que promovam uma maior compreensão da origem e manutenção da biota 
sul-americana. Estudos filogeográficos nessa região podem ser extremamente 
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importantes para a compreensão dos processos evolutivos que levaram à extensa 
biodiversidade na América do Sul (veja, por exemplo, as revisões de ALEIXO; 
ROSSETTI, 2007; MARTINS, 2011; SÈRSIC et al., 2011; FREGONEZI et 
al., 2013; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Exemplos das contribuições 
dos estudos filogeográficos no entendimento dos processos evolutivos na Europa 
(NIETO-FELINER, 2011), América do Norte (SHAFER et al., 2010; SOLTIS 
et al., 2006), África (LORENZEN; HELLER; SIEGISMUND, 2012), Aus-
trália (BYRNE, 2008) e Nova Zelândia (WALLIS; TREWICK, 2009) também 
são relatados.

O desenvolvimento de técnicas moleculares modernas e programas com-
putacionais cada vez mais eficientes e de fácil manuseio contribuíram para o 
crescente aumento nos estudos filogeográficos. Por outro lado, o aumento no 
número e na complexidade dos métodos e a ampla variedade de programas dis-
poníveis para a realização dessas análises levam a uma maior dificuldade de seu 
uso, principalmente por aqueles que estão menos familiarizados com tais mé-
todos.

Este livro tem por objetivo apresentar aos pesquisadores, professores, alu-
nos e demais interessados em estudos filogeográficos alguns dos programas mais 
utilizados na literatura científica da área. Aqui não temos a pretensão de inter-
pretar os resultados obtidos com as análises, o que deve ser realizado em cada es-
tudo em particular, observando as peculiaridades de cada organismo, marcador 
molecular e local de estudo. Além disso, não abordaremos questões referentes à 
instalação e compatibilidade dos programas de análises filogeográficas com sis-
temas operacionais de computadores, mas ressaltamos a importância da leitura 
cuidadosa dos manuais de cada programa, bem como as informações contidas 
nos sites onde eles estão disponíveis e nos artigos científicos que os descrevem.

Sugerimos aos leitores algumas literaturas que servem como conhecimento 
básico em Filogeografia, fundamentais para quem pretende realizar um estudo 
nesta área, além de outras referências que envolvem estudos de casos e que serão 
citadas no decorrer dos capítulos e listadas ao final do livro.



1 Cuidados com relação à amostragem

1.1 Considerações gerais

O filogeógrafo é, acima de tudo, um naturalista, um explorador em conta-
to com o trabalho de campo, que precisa ser também um biólogo populacional, 
um ecólogo e um geneticista. É um integrador que lida com uma ampla gama 
de questões da história natural – da escala dos genes até a escala geológica, pas-
sando ainda pelas escalas ecológica e taxonômica. Os filogeógrafos necessitam 
estar perfeitamente integrados com diferentes áreas do conhecimento, usando 
diversos conjuntos de dados para que possam explorar e interpretar os registros 
da história da Terra. O trabalho de campo, além de fornecer o material biológi-
co para os estudos, também fornece subsídios para a correta interpretação dos 
resultados. Nessa etapa, o pesquisador deve ser um bom observador, tomando 
nota de todas as informações sobre as condições ambientais que envolvem seu 
objeto de estudo. O primeiro passo indispensável para a coleta de dados no cam-
po é a pesquisa bibliográfica prévia e a consulta a bancos de dados (ex.: Sistema 
de Informação Geográfica [SIG]), que levam ao conhecimento do organismo 
em estudo e estabelecem as hipóteses biogeográficas. É fundamental obter todo 
o conhecimento possível sobre a biologia e distribuição da espécie. A correta 
obtenção e o tratamento dos dados de campo são imprescindíveis para que eles 
possam ser satisfatoriamente analisados e interpretados à luz da experimentação 
científica. A seguir, apresentamos alguns pontos importantes que devem ser le-
vados em consideração no momento de obtenção dos dados a campo.

1.2 Licenças e autorizações para coleta e transporte de 
material biológico

Após ter o delineamento experimental definido, é necessário obter a auto-
rização prévia (licenças) dos órgãos competentes que regulamentam a coleta do 
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material biológico. É necessário descobrir a qual órgão governamental devem 
ser dirigidas as solicitações, principalmente quando forem previstas coletas em 
Unidades de Conservação. No Brasil, diferentes níveis do governo controlam 
tais unidades e cada um deles tem seus formulários e legislação próprios. Ainda, 
é necessário certificar-se da obrigatoriedade ou não de permissões para coleta em 
áreas privadas, especialmente tratando-se de áreas cooperativas ou institucionais. 
Uma parcela considerável dos periódicos para publicação de artigos na área de 
Filogeografia solicita ao menos o número da licença para coleta e análise de ma-
terial biológico. Informações e orientações de como obter autorização para co-
leta de material biológico podem ser obtidas através do SISBIO (<http://www.
icmbio.gov.br/sisbio/>) e em órgãos municipais e estaduais do meio ambiente. 
É importante obter as devidas permissões, tanto de coleta como de transporte 
do material, antes do início do trabalho de campo. A coleta/transporte de alguns 
organismos requer autorizações também de Comitês de Ética. Buscar orientação 
sobre esse aspecto das coletas antes de iniciar o trabalho tem sido cada vez mais 
importante, especialmente porque muitas vezes o processo necessita de alguns 
meses para sua tramitação e aprovação. É importante lembrar que a distribuição 
geográfica das espécies não está sujeita às limitações das fronteiras geopolíticas, 
mas o pesquisador que desenvolve o estudo está. Por isso, providencie previa-
mente as devidas licenças para coleta e transporte de amostras biológicas de 
acordo com a legislação de cada país. Note que muitos produtos utilizados para 
acondicionamento das amostras são vetados para transporte aéreo ou necessitam 
de embalagens especiais.

1.3 Abrangência da distribuição

Primeiramente, antes da saída a campo para a coleta de material para ex-
tração de DNA, é necessário o conhecimento prévio da condição taxonômica, 
distribuição e identificação da(s) espécie(s) a ser(em) estudada(s). O posiciona-
mento taxonômico e a identificação correta do táxon no campo são de extrema 
importância. Muitas espécies se diferenciam apenas por caracteres pouco cons-
pícuos e isso pode levar à identificação errônea e gerar problemas sérios durante 
a análise dos resultados. Sempre busque o apoio de taxonomistas especializados 
nos grupos de interesse. Todas as variantes morfológicas e/ou ecológicas devem 
ser documentadas para posterior consideração. O conhecimento prévio da dis-
tribuição geográfica da espécie em estudo, obtido através dos registros de coletas 
antigas em herbários e museus, é também de máxima importância, permitindo 
determinar a abrangência da amostragem e adequação do estudo filogeográfico. 
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Ferramentas de modelagem de nicho ecológico disponíveis com certa facilidade 
podem e devem ser utilizadas para a definição da área de amostragem em todas 
as circunstâncias, mas especialmente quando dados de distribuição forem escas-
sos. Em estudos filogeográficos, a amostragem deve ser obrigatoriamente repre-
sentativa de toda a distribuição geográfica da espécie, de forma que intervalos 
de coleta não sejam confundidos com quebras filogeográficas ou distribuição 
disjunta.

1.4 Documentação

Um equipamento de captação do posicionamento global (GPS ou Glo-
bal Positioning System) é uma ferramenta indispensável para quem trabalha no 
campo coletando informações. Devido às relações espaciais que encontramos na 
natureza, a localização de um determinado objeto de estudo fornece muitas in-
formações a seu respeito. O GPS também é uma fonte importante de informa-
ção para o SIG, servindo para alimentar bancos de dados espaciais que integram 
dados provenientes de diversas fontes. Para estudos filogeográficos, informações 
sobre as coordenadas geográficas dos locais de coleta são indispensáveis. É im-
portante ressaltar aqui a diferença, a priori, entre as expressões “pontos de coleta” 
e “populações”. Devemos considerar ponto de coleta todo local em que são en-
contrados os organismos em estudo e tomar nota da coordenada geográfica des-
se local. As populações serão definidas mais tarde, após análise dos resultados. 
Além das coordenadas, os registros fotográficos do local e do organismo, bem 
como a descrição ambiental, são igualmente importantes. Todas essas informa-
ções serão necessárias posteriormente, na interpretação dos resultados. Outra 
prática importante é coletar material testemunha de cada ponto de coleta e de-
positá-lo em herbários e museus fiéis depositários, devidamente identificados 
e registrados. O número de registro e as informações sobre o local de depósito 
deverão ser fornecidos quando da publicação dos resultados, o que geralmente é 
uma exigência também dos órgãos que emitem as licenças de coleta. Ao solicitar 
as licenças para as coletas, inclua em sua solicitação a coleta de testemunhas por 
ponto de coleta.

1.5 Processamento e conservação das amostras

Existem inúmeras possibilidades de obtenção de boas amostras para ex-
tração de DNA. Desde pelos a fezes, de câmbio a folhas e demais materiais 
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de outros organismos, os quais podem resultar na obtenção de DNA de boa 
qualidade, desde que sejam adequadamente coletados e preservados. Todavia, 
para o uso de determinados marcadores genéticos, são necessários certos cui-
dados durante a extração do DNA, e mesmo podem apresentar restrições em 
relação à fonte da amostra, seu estado geral e preservação (veja detalhes em 
itens seguintes).

Uma das dificuldades encontradas na coleta de tecidos biológicos na na-
tureza é evitar a degradação do DNA antes do processo de extração. Os princi-
pais agentes que levam à degradação do DNA são as enzimas com atividade de 
DNAse. Estas podem estar presentes na amostra propriamente dita ou produzi-
da em função da lise celular, ou ainda serem produzidas por micro-organismos 
em crescimento. Pode-se prevenir a atividade dessas enzimas através da desidra-
tação rápida da amostra. O método escolhido para a desidratação das amostras 
deverá ser prático (para poder ser realizado no campo), rápido (para evitar a 
maior perda possível de DNA íntegro) e adequado ao organismo/tecido coleta-
do. Escolha o método baseado em relatos da literatura e realize testes-piloto com 
sua amostra. Certifique-se de que o método escolhido não apresenta reagentes 
que possam interferir na extração do DNA ou nos processos subsequentes. Uma 
vez armazenadas, as amostras devidamente identificadas podem ser transporta-
das com segurança para o laboratório. O emprego de gelo seco ou nitrogênio 
líquido para preservar amostras frescas pode ser uma estratégia, mas demanda 
grande infraestrutura de coleta e intervalos curtos de tempo entre a coleta e o 
processamento das amostras. Nesta etapa, como em outras subsequentes, tenha 
o cuidado de tomar todas as precauções necessárias em relação à sua segurança e 
à do meio ambiente, em relação à utilização de químicos e seu descarte adequa-
do. Tenha sempre em mente os procedimentos de “boas práticas de laboratório”, 
seguindo as orientações de sua instituição. Leia atentamente os rótulos e bulas 
de todos os reagentes utilizados, use equipamentos de proteção pessoal e não 
deixe restos ou resíduos no campo.

Outros cuidados são necessários após a chegada das amostras ao laborató-
rio, que vão desde o armazenamento das amostras originais até a formação do 
banco de DNA. O fracionamento em pequenas alíquotas, principalmente da-
quelas amostras de difícil obtenção, deve ser feito para que o tecido original não 
sofra descongelamentos sucessivos, que poderiam contribuir para a oxidação e 
degradação do DNA. O manuseio dessas amostras deve ser feito de maneira 
cuidadosa, em local específico para tal finalidade, de forma a minimizar o ris-
co da ação das nucleases, enzimas bastante frequentes nas superfícies e fluidos 
corporais, e evitar por completo a contaminação, seja por micro-organismos, 
seja por DNA exógeno. Nessas etapas, todo o cuidado é pouco em relação à 
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contaminação, pois muitos marcadores utilizados podem não ser específicos 
para a espécie em estudo. Por isso, certifique-se de que você fez o necessário para 
que sua amostra contenha apenas o DNA do indivíduo de interesse. É muito 
comum que uma grande quantidade de amostras seja processada simultanea-
mente, por isso tenha certeza da correta identificação das amostras. Para isso, 
escolha um sistema autoexplicativo e de fácil reconhecimento. Mantenha listas 
(com duplicatas) que contenham as informações completas sobre as amostras e 
o significado dos códigos empregados. Certifique-se de que as etiquetas e iden-
tificações não sofrerão com a ação do tempo ou do modo de armazenamento.

1.6 Banco de dados

Após a coleta do material em campo, é necessário o cadastramento corre-
to das informações referentes a cada amostra específica, formando, assim, um 
banco de dados que será útil na correta identificação e manuseio das amostras. É 
importante criar um código que será usado na identificação de todas as informa-
ções referentes a cada amostra, como: espécie, data e local de coleta, coordenadas 
geográficas, fotos e outras informações e observações relevantes para o estudo. 
Sempre que possível, associe uma ou mais fotos do indivíduo amostrado e do 
local de coleta ao seu banco de dados. Medidas morfológicas e descrição de ca-
racteres taxonomicamente importantes devem ser inseridas no banco de dados 
sempre que possível. Essas informações podem vir a ser muito úteis no desenvol-
vimento do seu trabalho. Evite mudanças nos códigos de identificação, escolha 
códigos que possam ser usados de forma sequencial. Mantenha seus bancos de 
dados sempre atualizados, faça o registro das informações logo após a realização 
da coleta e lembre-se de que esses dados e amostras poderão ser utilizados em 
trabalhos futuros.



2 Método para extração de DNA e técnicas 
moleculares

2.1 Considerações gerais

Existem várias possíveis fontes de DNA e diferentes métodos de extra-
ção. A qualidade da extração e da purificação de ácidos nucleicos é uma etapa 
fundamental para a boa eficiência na amplificação ou clivagem desse material. 
Utilizando o protocolo adequado, é possível extrair DNA de sangue, pelos, pe-
nas, folhas, raízes, fósseis, fezes, ossos, dentes, entre outras fontes. Diferentes 
protocolos de extração utilizam distintos reagentes. É necessário ter em mente 
que alguns desses reagentes podem inibir enzimas de restrição ou as reações de 
PCR (reação em cadeia da polimerase), por isso é preciso adequar o protocolo 
utilizado aos objetivos do trabalho. Diferentes marcadores moleculares reque-
rem quantidades e qualidade distintas de DNA e podem ser utilizados de acordo 
com o objetivo do trabalho. Neste livro, trataremos de marcadores de sequências 
de DNA (principalmente organelares) e microssatélites, por serem os mais po-
pularmente aplicados em estudos filogeográficos (TURCHETTO-ZOLET et 
al., 2013). Porém, muito do que aqui será apresentado poderá ser utilizado na 
análise de outros marcadores ou fontes de dados.

2.2 Métodos de extração de DNA

A primeira etapa na extração de DNA é a lise das membranas plasmá-
ticas, nucleares, das organelas e paredes celulares no caso de plantas. Iniciada 
pela pulverização ou maceração do tecido, essa etapa é seguida pela adição de 
um tampão de extração, que deve conter agentes capazes de romper associações 
hidrofóbicas e destruir as camadas lipídicas das membranas. Para a manuten-
ção da integridade das fitas de DNA, esse tampão deve ter o pH controlado e 
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conter agentes antioxidantes. No passo seguinte, os ácidos nucleicos precisam 
ser separados das proteínas e compostos secundários devem ser tratados geral-
mente com solventes orgânicos. Após a limpeza, o DNA será precipitado e, 
posteriormente, ressuspenso (MARANHÃO; MORAES, 2003; FERREIRA; 
GRATTAPAGLIA, 1998). A escolha dos diferentes reagentes a serem utilizados 
em cada etapa depende do tipo de material e da forma como ele foi coletado. 
Realize testes iniciais, com poucas amostras, e confirme a adequação do método 
escolhido. É possível estocar o DNA extraído por um longo período de tempo a 
-80°C. Tenha cuidado para separar instrumentos e área física para a realização de 
cada etapa. Siga as normas e a orientação de sua instituição para procedimentos 
de segurança e descarte adequado de reagentes e produtos. Seja muito rigoroso 
com os procedimentos de prevenção de contaminação.

Consulte a literatura para identificar métodos de extração adequados à 
espécie em estudo e a fonte de DNA escolhida, optando sempre que possível 
por metodologias menos invasivas ou destrutivas dos organismos. A extração de 
DNA a partir de material de herbário ou museu pode ser difícil, dependendo 
da forma como o material foi preservado; nesses casos, frequentemente poucos 
marcadores podem ser amplificados por PCR. Mesmo assim, existem alterna-
tivas que podem ser obtidas na literatura. Mas lembre-se de que, para estudos 
filogeográficos, o delineamento da amostragem é fundamental e você precisa de 
informações confiáveis sobre a localização da coleta, por isso o mais aconselhável 
é sempre a coleta do material na natureza.

Uma quantidade considerável de métodos automatizados e de preparados 
comerciais para a extração de DNA está disponível no mercado. Sua eficiência 
e preço são fatores que devem ser levados em consideração durante a elaboração 
do seu projeto, mas o principal requisito para a escolha do método de extração 
de DNA deve ser sua adequação às amostras e aos marcadores selecionados. 
Novamente, também nessa etapa, consulte a literatura antes de dar início aos 
experimentos. Selecione métodos simples, rápidos e eficientes a partir de tra-
balhos envolvendo espécies semelhantes, mesmas fontes originais de DNA e 
marcadores. Faça testes preliminares e pondere também a quantidade de DNA 
resultante de cada método.

2.3 Marcadores moleculares

Até a década de 1960, os marcadores morfológicos, fisiológicos ou fenotí-
picos eram os únicos disponíveis. Esses marcadores contribuíram muito para o 
desenvolvimento teórico dos métodos estatísticos de genética de populações que 
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possuímos hoje, mas ficavam bastante restritos a espécies que podiam ser contro-
ladas em laboratório. Marcadores baseados em fenótipos podem ser influenciados 
por fatores não genéticos, e apenas um pequeno número de caracteres está dis-
ponível para cada organismo. As duas principais vantagens dos marcadores mo-
leculares são o fato de serem pouco influenciados pelo ambiente e o grande nú-
mero de caracteres/estados informativos disponíveis em cada organismo (AVISE, 
1994). Além disso, DNA e proteínas são características diretamente herdáveis 
das quais as bases genéticas e os modos de transmissão podem ser especificados, 
diferenciando homologias de analogias. Os estudos filogeográficos podem ser ba-
seados em diversas fontes de variação em nível de DNA, e aqui dedicaremos um 
espaço para comentar as duas fontes de dados mais frequentemente utilizadas.

2.3.1 Marcadores de sequência

Existem duas fontes possíveis de DNA, nuclear ou organelar − mitocon-
drial em animais e mitocondrial e plastidial em plantas. Em organismos de re-
produção sexuada, o DNA nuclear é herdado de maneira biparental. Já o DNA 
organelar é geralmente herdado de maneira uniparental. Marcadores mitocon-
driais são muito utilizados em estudos de Filogeografia animal, e os princípios 
da Filogeografia foram inicialmente estabelecidos em função desses marcadores. 
Esses marcadores possuem a vantagem de apresentarem taxas de mutação mais 
elevadas que marcadores nucleares, não sofrerem recombinação e, em função do 
tempo de coalescência, serem mais sensíveis a eventos demográficos. Em plan-
tas, de modo geral, a informação do DNA mitocondrial é pouco utilizada em 
estudos filogeográficos, enquanto polimorfismos plastidiais são amplamente uti-
lizados (PROVAN, 2001; FREELAND, 2005). A obtenção de polimorfismos 
baseados em sequências dos genomas organelares e nucleares envolve a amplifi-
cação, o sequenciamento (geralmente realizado pelo método de SANGER; NI-
CKLEN; COULSON, 1977) e o alinhamento das sequências, obtidas de cada 
indivíduo estudado, resultando em um alinhamento global, que será ajustado 
de maneira adequada como arquivo de entrada para cada um dos programas de 
análise escolhidos.

2.3.2 Microssatélites

Microssatélites (SSRs, do inglês Simple Sequence Repeat, ou STRs, do in-
glês Single Tanden Repeat) são muito variáveis e abundantemente distribuídos no 
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genoma de eucariotos e procariotos. Em eucariotos, podem ser encontrados nos 
genomas tanto nucleares como organelares. São unidades curtas (de dois a seis 
pares de bases), repetidas uma após a outra. O alto polimorfismo característico 
desse tipo de marcador leva à possibilidade de identificar perfis característicos 
de cada indivíduo de uma mesma espécie, de acordo com a variação no nú-
mero das repetições.. Os polimorfismos individuais são identificados a partir 
da amplificação por PCR da região contendo a repetição, usando iniciadores 
ancorados em regiões que flanqueiam o microssatélite. As regiões flanqueado-
ras são conservadas dentro e entre espécies e muitas vezes entre gêneros ou até 
em níveis taxonômicos mais elevados. São ideais para estudos populacionais em 
diferentes níveis, podem trazer informações sobre padrões filogeográficos, con-
tribuem para responder a questões como o grau de mistura genética entre as 
populações e diferentes níveis de parentesco e fluxo gênico. Esses marcadores são 
indicados para estudos que visam a responder a questões recentes dentro de uma 
mesma espécie ou que envolvem espécies relacionadas, pois o sinal filogenético 
é perdido em poucas gerações, ficando impossível diferenciar homoplasias e ho-
mologias. Devido a isso, o uso de muitos locos é indispensável, idealmente mais 
de dez locos. Dessa forma, espera-se obter congruência nos padrões observados 
entre os múltiplos locos, diminuindo a possibilidade de interpretações errôneas 
devido às homoplasias. Após a amplificação, a genotipagem dos indivíduos será 
feita por eletroforese, de forma automatizada ou manual. Vários locos podem 
ser analisados simultaneamente (multiplex), reduzindo o tempo e, muitas vezes, 
o custo dos experimentos. A genotipagem das amostras resultará em uma tabela 
em que cada indivíduo, por loco, apresentará dois alelos (no caso de organismos 
diploides). Ou ainda, no caso de organismos poliploides, a tabela será de pre-
sença e ausência de alelos. Essas tabelas serão adequadas e formatadas de acordo 
com as análises pretendidas.



3 Codificação dos dados moleculares: 
alinhamento e genotipagem

3.1 Considerações gerais

As duas principais técnicas moleculares usadas em estudos filogeográficos 
são o sequenciamento de regiões do DNA e a genotipagem através da análise de 
microssatélites (veja capítulo 2). Tanto o sequenciamento quanto a análise de 
microssatélites podem ser feitos utilizando regiões nucleares ou organelares. Após 
a obtenção dos dados moleculares, seja por meio do sequenciamento de regiões 
do DNA, seja por métodos de análise de fragmentos de microssatélites, é muito 
importante trabalhar corretamente na codificação desses dados antes de proceder 
com as demais análises e fazer as inferências filogeográficas do organismo em 
estudo. O correto alinhamento das sequências, a identificação das mutações e a 
montagem correta das planilhas com os dados dos locos e alelos são etapas indis-
pensáveis e de grande importância para o estudo de Filogeografia. Esses procedi-
mentos permitem a correta identificação das diferentes linhagens em uma popu-
lação dentro de uma espécie, assim como diferenças entre as espécies comparadas.

3.2 Leitura e análise de cromatogramas/eletroferogramas

A visualização dos cromatogramas das sequências de DNA pode ser reali-
zada através do programa CHROMAS 2.01, versão gratuita disponível no site 
<http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html>. Esse programa permi-
te a leitura de diversas extensões (arquivos diferentes, que podem ter sido gera-
dos de maneira distinta).

É importante observar a altura e o espaçamento dos picos, pois isso ates-
ta a qualidade da sequência e permite verificar se as mutações são reais ou se 
podem ser artefatos técnicos de sequenciamento. As figuras 3.1A e B mostram 
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exemplos de resultados de sequenciamento de qualidade boa e ruim, respectiva-
mente. Sempre que possível, é importante sequenciar o produto da amplificação 
nos sentidos direto e reverso, pois isso garante uma maior confiabilidade dos 
resultados. Qualquer dúvida sobre a confiabilidade de uma sequência implica 
a repetição de todo o processo ou mesmo a clonagem dos fragmentos e seu 
posterior sequenciamento. Aqui, é importante também ressaltar a necessidade 
da realização de experimentos-piloto, com a repetição do sequenciamento nos 
sentidos direto e reverso de vários produtos de amplificação independentes de 
alguns indivíduos da amostra para certificar a confiabilidade e repetitividade dos 
resultados.

Figura 3.1 − Eletroferogramas de sequência de DNA exemplificando reações de sequenciamento 
de boa (A) e má qualidade (B)

Para obter a sequência no formato fasta, no programa CHROMAS, siga o 
seguinte caminho:

“EDIT” → “COPY SEQUENCE” → “FASTA FORMAT”.

Cole o resultado em um editor de texto ou bloco de notas assim como está 
mostrado no exemplo a seguir:
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Exemplo formato FASTA
>SEQ1
T C A A C A T A A G A A A A G G T A T T C G A G T C T T
A G G G A T T G G G T T C T A G T T T T T T T T T T C G
A A T A A A A T A C A A A T C T C A T A A G T A A G G T A
A A A A T G T T A A A A A T T C A C A A T C G A A A T T C
T T A A T T T T T T T A A T T C A A A A T T A A T T A A A

>SEQ2
T C A A C A T A A G A A A A G G T A T T C G A G T C T T A
G G G AT T G G G T T C T A G T T T T T T T T T T C G A A
T A A A A T A C A A A T C T C A T A A G T A A G G T A A A A
A T G T T A A A A A T T C A C A A T C G A A A T T C T T A A
T T T T T T T A A T T C A A A A T T A A T T A A A

>SEQ3
T C A A C A T A A G A A A A G G T A T T C G A G T C T T A
G G G AT T G G G T T C T A G T T T T T T T T T T T C G A
A T A A A A T A C A A A T C T C A T A A G T A A G G T A A A
A A T G T T A A A A A T T C A C A A T C G A A A T T C T T A
A T T T T T T T A A T T C A A A A T T A A T T A A A

3.3 Alinhamento e análise de polimorfismos

O alinhamento das sequências de DNA é realizado em programas que per-
mitem o alinhamento de múltiplas sequências. Existem diversos programas de ali-
nhamento múltiplo que podem ser usados. Veja alguns exemplos no quadro 3.1.

Programa
Nº de 

sequências a 
serem alinhadas

Tipo de dado Referência Necessidade de 
licença paga

CLUSTALW N DNA e proteína
Thompson, 

Higgins, e Gibson 
(1994)

Não

CLUSTALX N DNA e proteína Thompson et al. 
(1997) Não

MUSCLE N DNA e proteína Edgar (2004) Não
GENEIOUS N DNA e proteína Biomatters LTD Sim

Quadro 3.1 − Exemplos de programas de alinhamento
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Aqui, será apresentado o programa de alinhamento múltiplo CLUSTALW 
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), que é implementado no pro-
grama MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 
2011), disponível no site <http://www.megasoftware.net/>.

O programa MEGA é bastante amigável e, para realizar o alinhamento par 
a par, é necessário abrir o programa e escolher:

“ALIGNMENT” → “EDITE/BUILT ALIGNMENT” → 
“CREATE A NEW ALIGNMENT” → “OK”

Escolha entre as opções:

“DNA” ou “PROTEIN”

Para inserir as sequências que serão alinhadas, basta copiá-las em formato 
fasta a partir de um arquivo de texto, colando-as na janela aberta. Após inserir 
as sequências no MEGA, escolha o menu:

“EDIT” → “SELECT ALL” (ou Ctrl “A”) → “ALIGNMENT” 
→ “ALIGNMENT BY CLUSTALW” → “OK”

A figura 3.2 mostra a janela do CLUSTALW dentro do programa MEGA, 
em que é possível visualizar um exemplo de sequências de DNA alinhadas.

Figura 3.2 − Exemplo de alinhamento automático gerado no programa CLUSTALW, parte do 
pacote MEGA

As sequências de DNA sofrem mutações ao longo da evolução e essas mo-
dificações locais entre os nucleotídeos podem ocorrer de diferentes maneiras. 
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Nesse caso, é importante a identificação dessas mutações, pois algumas delas 
precisam ser codificadas antes da realização das demais análises. Os principais 
tipos encontrados são: inserções e/ou deleções, conhecidos como indels (inserção 
e/ou deleção de uma base ou várias bases na sequência), e substituições (subs-
tituição de uma base por outra). Além disso, outro tipo de modificação pode 
ser encontrado, as microinversões, que são regiões invertidas flanqueadas por 
regiões repetidas e invertidas, como mostrado no exemplo da figura 3.3.

Figura 3.3 − Exemplo de microinversão na sequência do espaçador intergênico plastidial psbA-
trnH

Tanto as microinversões quanto as inserções e/ou deleções de mais de um 
par de bases provavelmente ocorreram em um único evento mutacional e assim 
devem ser tratadas nas análises. Portanto, uma vez identificados esses eventos, é 
necessária sua codificação antes de seguir com as análises (SIMMONS; OCHO-
TERENA, 2000). No MEGA, no arquivo do alinhamento com a extensão no-
medoarquivo.mas, é possível fazer a codificação das sequências.

Outras modificações que muitas vezes podem ser observadas são as repe-
tições de T (Timina) ou A (Adenina), conhecidas como Poli-T e Poli-A. Veja 
o exemplo dessas modificações no alinhamento mostrado na figura 3.2. Nas 
análises das sequências, essas regiões devem ser tratadas com muita cautela (AL-
DRICH et al., 1988).

No caso de sequências nucleares, e em alguns casos específicos de sequên-
cias organelares, a presença de heterozigotos é um fator que deve ser levado em 
conta, caso os fragmentos não tenham sido clonados. Existem diferentes manei-
ras de tratar sítios heterozigotos, exemplos podem ser encontrados em Mäder et 
al. (2010) e Latinne et al. (2012).

Após a análise e codificação das sequências, o alinhamento deve ser salvo 
em dois tipos de arquivos:
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1. Formato nomedoarquivo.mas

“DATA” → “SAVE SESSION”

2. Formato nomedoarquivo.meg

“DATA” → “EXPORT ALIGNMENT” → “MEGA FORMAT”

O alinhamento salvo no formato nomedoarquivo.meg será utilizado como 
arquivo de entrada para outros programas (veja descrição nos próximos capítu-
los). Lembre-se de sempre salvar uma cópia do alinhamento original.

3.4 Genotipagem e análise de microssatélites

Uma das maiores dificuldades na utilização de microssatélites para o estu-
do dos padrões de diversidade genética e filogeográficos de espécies nativas é a 
necessidade de obtermos primers (regiões flanqueadoras) específicos para cada 
espécie estudada. O desenvolvimento de tais locos espécie-específicos é custoso 
e consome certo tempo. Os protocolos cada vez mais eficientes têm tornado a 
técnica de desenvolvimento de marcadores de microssatélites nucleares cada vez 
mais simples, porém ainda é um obstáculo no início do estudo. Uma alternativa 
é o uso de marcadores já desenvolvidos para espécies filogeneticamente próxi-
mas. Entretanto, as taxas de amplificação heteróloga variam muito de organis-
mo para organismo, sendo dependente do tamanho do genoma e do sistema 
reprodutivo do organismo (BARBARÁ et al., 2007). Além disso, é esperado 
que locos heterólogos apresentem maior quantidade de alelos nulos. Portanto, 
dependendo do organismo e do tempo disponível para as análises laboratoriais, 
deve-se pensar na possibilidade do desenvolvimento de novos locos. As princi-
pais técnicas utilizadas para o isolamento de novos marcadores de microssatéli-
tes nucleares envolvem: 1) construção de uma biblioteca genômica enriquecida 
com repetições biotiniladas e ligadas a esferas magnéticas, como descrito por 
Kijas et al. (1994); e 2) sequenciamento de milhares de regiões do genoma da 
espécie-alvo através de sequenciamento de larga escala (WÖHRMANN et al., 
2012). Esta última técnica é a mais popular atualmente, por disponibilizar uma 
quantidade de marcadores muito maior que a primeira.

Por se tratar da utilização de fragmentos identificados de acordo com 
a mobilidade eletroforética, as genotipagens de alelos de microssatélites ne-
cessitam ser cuidadosamente analisadas para evitar que um mesmo alelo seja 
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considerado como alelo diferente. Além disso, alguns programas utilizam a 
informação das distâncias dos alelos diretamente baseada no tamanho desses 
alelos (ex.: AMOVA, executada no programa ARLEQUIN – veja nos próximos 
capítulos). Com o uso de técnicas de eletroforese capilar por fluorescência, 
é necessário considerar que diferentes fluorocromos possuem intensidades de 
marcação diferentes e podem ocasionar a mudança do “tamanho” do alelo de 
uma corrida para outra, mesmo quando a mesma amostra é genotipada (Figura 
3.4). Assim, é recomendável que seja utilizado sempre o mesmo fluorocromo 
para um mesmo loco nas diferentes genotipagens, até mesmo em diferentes 
projetos, para que seja possível a comparação entre os alelos e sua equivalência 
quando for o caso.

Figura 3.4 − Eletroferogramas contendo o mesmo alelo (mesma amostra) de um mesmo loco. 
Primer marcado com o fluorocromo 6-FAM (Azul) (A) e o mesmo loco, porém marcado com o 
fluorocromo VIC (verde) (B)

Existem várias maneiras de genotipar microssatélites nucleares. As genoti-
pagens realizadas por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida corado com 
nitrato de prata ou até mesmo com radiação foram muito populares nas décadas 
passadas. Porém, atualmente, a genotipagem feita através de eletroforese capilar 
automatizada é a mais empregada e por isso a escolhida para ser apresentada 
aqui. Existem diferentes programas para a genotipagem de microssatélites, po-
rém nem todos são gratuitos. Veja alguns exemplos de programas para genotipa-
gem de microssatélites no quadro 3.2.
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Programa Empresa
Necessidade de 

licença paga Referência/endereço eletrônico

GENEMAPPER Applied 
Biosystems

Sim <http://www.appliedbiosystems.com>

PICKSCANER Applied 
Biosystems

Não <http://www.appliedbiosystems.com>

GENEMAPPER 
v1.95 (Val) Softgenetics Sim <http://www.softgenetics.com/GeneMarker.

html>

GENEMAPPER 
v1.96 (Demo) Softgenetics Não <http://www.softgenetics.com/GeneMarker.

html>

STRand v2.2.30
Univeristy 

of 
California

Não <http://www.vgl.ucdavis.edu/STRand>

Quadro 3.2 − Exemplos de programas para genotipagem de microssatélites

Aqui, será apresentado o programa de genotipagem GENEMARKER 
v1.96 (versão gratuita Demo). Esse programa é bastante amigável e possui um 
tutorial de uso disponível no endereço eletrônico da empresa, cuja leitura é in-
dispensável especialmente para os iniciantes.

As amostras são genotipadas automaticamente e comparadas a um padrão 
de peso molecular conhecido (diversos tipos e fabricantes estão disponíveis, ade-
quados ao equipamento que será utilizado para a eletroforese). O padrão de 
peso molecular deve ser aplicado junto a cada amostra durante a genotipagem 
no sequenciador automático.

Após abrir o programa GENEMARKER, escolha:

“OPEN DATA” → “ADD” ou “ADD FOLDER” selecione os 
arquivos a serem analisados → “OK” → “AUTO RUN” → “OK”

Observe que cada arquivo contém uma amostra. Após esse procedimento, 
o programa fornece, de forma gráfica, a qualidade das genotipagens. As amostras 
onde o padrão molecular não foi lido corretamente não serão analisadas, por isso 
é importante verificar a qualidade dos picos do padrão (Figura 3.4). A verifica-
ção deve ser feita no ícone:

“CALIBRATION CHARTS”

Feita a verificação, é possível fazer a correção do padrão, pois é necessário 
analisar os picos de cada amostra e determinar quais serão ou não considerados 
como alelos. Os picos selecionados serão salvos em uma tabela a ser utilizada na 
montagem dos arquivos de entrada para cada programa estatístico escolhido.



4 Análises descritivas da diversidade genética

4.1 Considerações gerais

A diversidade genética é a variação do material genético que existe entre os 
indivíduos dentro de uma mesma espécie, entre espécies ou grupo de espécies 
e que é transmitida de geração para geração. Inferir a diversidade genética em 
estudos de Filogeografia e genética de populações é necessário para descrever 
padrões demográficos importantes. A diversidade genética pode ser calculada 
em diversos programas (Quadro 4.1). Aqui, mostraremos como calcular os pa-
râmetros de diversidade genética através dos programas: ARLEQUIN 3.1 (EX-
COFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), MSA (DIERINGER; SCHLÖT-
TERER, 2003) e FSTAT (GOUDET, 1995). 

Programa Tipo de dados Referência

ARLEQUIN DNA, SNP, microssatélite, MULT, 
FREQ Excoffier e Lischer (2010)

DnaSP DNA, SNP Librado e Rozas (2009)

CONTRIB Microssatélite, MULT, HAP Petit, Mousadik e Pons (1996)

MSA Microssatélite, MULT Dieringer e Schlötterer (2003)

GENEPOP Microssatélite, MULT Rousset (2008)

FSTAT Microssatélite, MULT Goudet (1995)

TFPGA Microssatélite, AFLP Miller (1997)

Sendo: DNA, dados de sequência; FREQ, dados de frequência; MULT, marcadores multialélicos; 
SNP, polimorfismo de único nucleotídeo; HAP, haplótipos; e AFLP, Amplified Fragment Lenght 
Polymorphism.
Quadro 4.1 − Programas utilizados para calcular a diversidade genética
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4.2 Análises descritivas de diversidade genética usando 
dados de sequência

O cálculo dos parâmetros de diversidade genética usando dados de sequ-
ência será mostrado no programa ARLEQUIN, que pode ser obtido no site 
<http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/>. A figura 4.1 mostra a janela ini-
cial desse programa.

Figura 4.1 − Janela inicial do programa ARLEQUIN

Passo 1: criar arquivos de entrada para o ARLEQUIN
Os arquivos de entrada para o ARLEQUIN podem ser criados no programa 

DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) (LIBRADO; ROZAS, 2009), disponível 
em <http://www.ub.edu/dnasp/>. O arquivo de entrada para o DnaSP é o alinha-
mento no formato nomedoarquivo.meg (veja mais informações no capítulo 3).

Para abrir o arquivo de alinhamento no DnaSP, siga o menu:

“FILE” → “OPEN DATA FILE”

Ao finalizar, será aberta uma janela contendo as informações sobre o for-
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mato das sequências no alinhamento (em formato interrompido [interleaved] ou 
sequencial [Sequential], veja figura 4.2A e B, respectivamente − o formato não 
interfere nessa análise), além da informação sobre os símbolos utilizados para 
gap (sítios com inserções e/ou deleções), missing (sítios com dados faltantes) e 
matching (sítios iguais). Selecione e confira as informações. “OK” para finalizar.

Figura 4.2 − Exemplos de alinhamento de sequências em formato fasta: formato interrompido 
(A) e formato sequencial (B)

Com isso, será aberta uma nova janela mostrando o tamanho do alinha-
mento, o número de sequências, entre outras informações. Nesse passo, confira 
se as informações estão corretas e feche a janela (“CLOSE”). Siga para o menu:

“DISPLAY” → “VIEW DATA”

Dessa forma, pode ser feita a verificação dos dados das sequências (seu 
alinhamento). Após essa verificação inicial, é necessário agrupar os indivíduos 
nas populações (locais de coleta ou grupos) que tenham sido estabelecidos pre-
viamente.

“DATA” → “DEFINE SEQUENCES SETS”

Selecione as sequências de cada população e construa os grupos:

“INCLUDED LIST” → “ADD NEW SEQUENCE SET”

Nomeie o grupo e pressione “OK” (definindo todos os grupos que quiser, 
cuidando para não esquecer qualquer sequência e não incluir a mesma sequência 
em mais de um grupo). A figura 4.3 mostra a janela do DnaSP com os passos 
para agrupar as sequências de cada indivíduo em populações.
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Figura 4.3 − Janela do programa DnaSP mostrando os passos para agrupar as sequências de cada 
indivíduo em populações

Assim que todos os grupos forem formados, clique em:

“UPDATE ALL ENTRIES”

Após organizar as sequências em grupos (populações), crie o arquivo de 
entrada para o ARLEQUIN:

“GENERATE” → “HAPLOTYPE DATA FILE”

Assim, será aberta uma janela em que é necessário marcar:

“DATA SET (all included sequences)”; “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)”; “INVARIABLE SITES (included)”; 

“GENERATE (arlequin haplotype list)”



32 Guia prático para estudos filogeográficos

Salve dois arquivos, um com a extensão nomedoarquivo.hap e o outro 
com a extensão nomedoarquivo.arp. Esses dois arquivos devem ter o mesmo 
nome e devem ser salvos em uma mesma pasta. O arquivo nomedoarquivo.arp 
será usado como arquivo de entrada para o programa ARLEQUIN. Depois de 
salvar esses dois arquivos, o programa abrirá uma janela com os haplótipos exis-
tentes e quais indivíduos estão em cada haplótipo. Confira e salve um arquivo 
de texto com essas informações (nomedoarquivo.txt).

Nota: após salvar os arquivos mencionados, repita o processo criando um 
grupo contendo todas as sequências se você desejar calcular os índices de diver-
sidade para o conjunto completo de dados. 

Passo 2: calcular os índices de diversidade genética no programa ARLE-
QUIN

Nessa análise, são determinadas as características do marcador que está 
sendo utilizado e como este varia na espécie que está sendo estudada. É possível 
verificar o tamanho do alinhamento, o número de sítios variáveis, o conteúdo 
CG (Citosina/Guanina) e AT (Adenina/Timina), o número de haplótipos, a 
diversidade haplotípica ou gênica (h) e a diversidade nucleotídica (π). 

Abra o programa ARLEQUIN e siga para o menu:

“OPEN PROJECT”

Abra o arquivo com a extensão nomedoarquivo.arp, criado previamente 
no programa DnaSP. A diversidade genética pode ser calculada por população e 
também para todo o conjunto de dados. Após abrir os dados no ARLEQUIN, 
escolha a aba:

“SETTINGS” → “MOLECULAR DIVERSITY INDICES” → 
“STANDARD DIVERSITY INDICES” → “MOLECULAR 

DIVESITY INDICES” (deixe a opção padrão do programa) → 
“START” 

Veja a tela desse menu na figura 4.4. Consulte o manual do programa para 
escolher outras opções que sejam mais adequadas às suas necessidades.
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Figura 4.4 − Janela do programa ARLEQUIN mostrando os parâmetros para análise da 
diversidade genética

4.3 Análises descritivas da diversidade genética usando 
dados de microssatélites nucleares

O cálculo dos parâmetros de diversidade genética usando dados de mi-
crossatélites nucleares será mostrado nos programas MSA, disponível no site 
<http://i122server.vu-wien.ac.at/MSA/MSA_download.html>, e FSTAT, dis-
ponível em <http://www2.unil.ch/popgen/softwares/fstat.htm>.

Passo 1: criar arquivos de entrada para o MSA 
O programa MSA, além de calcular vários índices de diversidade gené-

tica, converte os arquivos em vários formatos que serão utilizados para outros 
programas (GENEPOP, MSVAR, STRUCTURE, ARLEQUIN, MIGRATE, 
IM), por isso é o ponto de partida para as análises, tanto de diversidade como de 
estrutura genética, com dados de microssatélites nucleares. 
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O arquivo de entrada do MSA é um arquivo de texto. Esse arquivo pode 
ser criado em uma planilha. Nessa planilha, cada loco será representado em duas 
colunas (para organismos diploides) e cada indivíduo será representado em uma 
linha. Os dados faltantes são representados por espaços em branco na planilha. 
Após completar a planilha com os dados de genotipagem, insira três linhas aci-
ma e três colunas à esquerda. 

Na primeira célula da planilha, digite o número 2, já que os dados estão 
dispostos no formato de duas colunas. Na primeira coluna, coloque o nome da 
população. Na segunda coluna, deve ser colocada a informação se o organismo 
é de autofecundação (use “h”) ou de fecundação cruzada (use “d”). Importante: 
mesmo em indivíduos com somente um alelo (homozigotos), o mesmo alelo 
deve ser colocado nas duas colunas referentes ao loco. Na terceira coluna, pode 
ser colocado o grupo a que a população pertence, caso alguma análise precise 
ser realizada por grupos de populações. A primeira linha especifica as informa-
ções sobre o tipo de repetição do loco (1, 2, 3 etc.). A segunda linha especifica 
o tamanho esperado dos alelos do loco, e a terceira linha tem o nome do loco.

Observação: caso você faça a planilha em Excel, certifique-se de, ao final do 
trabalho, “salvar” como “texto separado por tabulação”. Após o arquivo ser salvo 
como nomedoarquivo.txt, ele deve ser salvo como nomedoarquivo.dat. Na ja-
nela “SALVAR COMO” do bloco de notas, assegure-se de que a codificação do 
arquivo está em ANSI. 

Passo 2: criar os arquivos de entrada para o FSTAT a partir do MSA
Abra o programa MSA e insira o arquivo de entrada:

COMANDO “i” → nomedoarquivo.dat → “ENTRA”

O menu oferece diversas opções de análises descritivas (ex.: diversidade 
genética), distâncias genéticas, conversão de arquivos, cálculo de riqueza alélica, 
entre outras. 

Para escolher a conversão de arquivos: 

COMANDO “c” → “ENTRA”

Escolha entre as opções de conversão selecionando os números de coman-
do à esquerda da janela. Para rodar a análise no programa, selecione:

COMANDO “!” → “ENTRA”

Todos os arquivos de saída serão disponibilizados em uma pasta homônima. 
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Passo 3: realizar análises descritivas de locos e populações no MSA e FSTAT 
As análises descritivas de diversidade genética são dadas automaticamente 

no programa MSA e podem ser visualizadas na pasta de saída de resultados em 
uma planilha única intitulada “Summary”. Os principais índices descritivos da 
diversidade genética de locos e populações são: 1) frequências alélicas; 2) riqueza 
alélica (EL MOUSADIK; PETIT, 1996), que considera o número de alelos por 
locos e por populações em relação ao número amostral de cada população; 3) 
variância do tamanho dos alelos (no caso dos microssatélites); 4) heterozigose 
observada; e 5) heterozigose esperada. 

Você também poderá calcular esses mesmos índices em vários outros pro-
gramas, como, por exemplo, o programa FSTAT. Para isso, abra o programa 
FSTAT e siga para o menu:

“UTILITIES” → “FILE CONVERSION” → “GENEPOP-
→“FSTAT”

Escolha o arquivo genepop.gen dentro da pasta de saída “format&data” do 
MSA e salve. Após, selecione o menu:

“FILE” → “OPEN” → escolha o arquivo convertido 
(genepop.dat) → “OPEN”

Você pode escolher os diferentes índices de diversidade genética mostrados 
no menu e então iniciar a análise. Você poderá selecionar o nome e a pasta em que 
os seus resultados serão salvos. O arquivo de saída abre em qualquer bloco de notas. 

Passo 4: testar o equilíbrio de Hardy-Weinberg no programa FSTAT
Outros parâmetros importantes nas análises descritivas dos locos e das po-

pulações são o teste do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EqHW) e o coeficiente 
de endogamia (f). Veja mais detalhes sobre a importância desses parâmetros em 
genética de populações em Hartl (2008) e Hartl e Clark (2010).

O teorema de Hardy-Weinberg demonstra a distribuição dos genótipos 
entre os zigotos de uma dada geração de cruzamentos aleatórios. A endoga-
mia, tanto por endocruzamento como por cruzamento entre parentes próximos, 
pode resultar em desvios do EqHW. 

No programa FSTAT, juntamente com as outras análises descritivas, você 
poderá selecionar o FIS (correspondente ao f) e também “HW teste por locos e 
amostras” com a opção de aleatorização indicando, por exemplo, 1/1.000. Essa 
opção irá disponibilizar um valor de P baseado em randomizações, que será 
utilizado para a interpretação da significância dos valores dos coeficientes de 
endocruzamento. O coeficiente de endocruzamento FIS varia de 0 a 1.



5 Construção de redes genealógicas de 
haplótipos

5.1 Considerações gerais

As inferências filogenéticas requerem que as variantes genéticas não for-
mem linhagens reticuladas, por isso a abordagem filogenética não pode ser 
diretamente aplicada em nível individual ou populacional. Com poucas ex-
ceções, esses dois níveis de organização biológica são caracterizados por pa-
drões reticulados de trocas genéticas (recombinação sexual e fluxo gênico). 
Entretanto, se as variantes genéticas a serem consideradas estão em nível de 
gene e não de indivíduo, segmentos de DNA não recombinantes podem ser 
organizados em redes de descendentes ordenadas hierarquicamente e podem 
fornecer informações históricas, as quais o nível individual não poderia. As ge-
nealogias de genes formam as bases da abordagem histórica do estudo dos pro-
cessos intraespecíficos. Além disso, esse método de genealogia gênica também 
pode ser empregado em estudos de evolução reticulada e especiação com fluxo 
gênico, em níveis acima de espécie (AVISE, 2000; POSADA; CRANDALL, 
2001; FREELAND, 2005).

O relacionamento filogenético estimado através de redes pode represen-
tar efetivamente as relações dentro de espécies, além de ser capaz de incorporar 
as predições da genética de populações (POSADA; CRANDALL, 2001). Os 
métodos de redes de haplótipos são apropriados para estudos filogeográficos. 
Existem diferentes métodos de análise desenvolvidos para esse fim, veja alguns 
exemplos no quadro 5.1. 
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Método Categoria Programa Velocidade 
da análise

Modelo 
evolutivo

Avaliação 
estatística

Pyramids Distância PYRAMIDS Rápido Sim Não

Split
 decomposition

Parcimônia SPLIT TREE Rápido Sim Sim

Median-joining 
networks

Distância NETWORK Muito rápido Não Não

Statistical 
parsimony

Distância TCS Rápido Sim Sim

Molecular-
variance 

parsimony

Distância ARLEQUIN Rápido Sim Sim

Likelihood 
network

Verossimilhança PAL Lento Sim Sim

Quadro 5.1 − Propriedades dos métodos de rede de haplótipos

5.2 Construção de redes de haplótipos

Aqui, será abordado o método de Median-joining network (BANDELT; 
FORSTER; ROHL, 1999), implementado no programa NETWORK (<http://
www.fluxus-engineering.com>). O programa permite a criação de redes basea-
das em dados de sequências de DNA (alinhamento) e também dados de micros-
satélites derivados de DNA organelar, gerando resultados em forma de gráficos. 

Passo 1a: criar o arquivo de entrada no DnaSP a partir de dados de sequ-
ências

Abra o programa DnaSP e carregue o alinhamento gerado no programa 
MEGA (ver capítulo 3): 

“FILE” → “OPEN DATA FILE” → nomedoarquivo.meg 

A seguir, siga para:

“GENERATE” → “HAPLOTYPE DATA FILE”

Essa ação abrirá uma janela em que é necessário marcar as seguintes infor-
mações: 
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“DATA SET (All included sequences)”; “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)”; “INVARIABLE SITES (removed)”; 

“GENERATE (Rohel data file network software)” 

Salve o arquivo com a extensão nomedoarquivo.rdf, que será usado como 
arquivo de entrada para o programa NETWORK. Além disso, o DnaSP tam-
bém gerará um arquivo que deverá ser salvo e visualizado como arquivo de texto 
(nomedoarquivo.out). Esse arquivo contém as informações sobre os haplótipos 
e é através dele que serão identificados quais indivíduos portam quais haplóti-
pos. Para salvar esse arquivo, basta acionar o ícone “SAVE” no canto esquerdo 
da janela.

Passo 1b: criar o arquivo de entrada partir de dados de microssatélites 
plastidiais

Abra o programa NETWORK e selecione: 

“DATA ENTRY” → “MANUAL” → “Y-STR” → 
“CONTINUE” → “NUMBER OF TAXA” (indique o número 

de haplótipos) → “NUMBER OF LOCI” (informe o número de 
locos) → “CREATE”

Uma tabela será criada, sendo que os locos serão apresentados nas linhas e 
os haplótipos nas colunas. Em uma coluna à direita, você encontrará a frequên-
cia de cada haplótipo. Em uma linha no final dessa tabela, você poderá escolher 
o peso de cada loco. Veja o manual do programa para maiores detalhes sobre 
como selecionar diferentes pesos para cada loco. Salve o arquivo como nomedo-
arquivo.ycr e feche o programa. 

Passo 2: calcular e desenhar a rede de haplótipos no programa NETWORK
Para calcular a rede de haplótipos, abra o programa NETWORK e siga o 

menu:

“CALCULATE NETWORK” → “NETWORK 
CALCULATIONS” → “MEDIAN JOINING” → “FILE” → 

“OPEN” “nomedoarquivo.rdf” ou “nomedoarquivo.ycr” → 
“CALCULATE NETWORK” 

Salve um arquivo com a extensão nomedoarquivo.out. Para desenhar a 
rede de haplótipos, siga para as opções:

“DRAW NETWORK” → “FILE” → “OPEN” nomedoarquivo.out 
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Observação: não confunda com o arquivo dos haplótipos gerados no 
DnaSP, que possui a mesma extensão de nomedoarquivo.out. 

Aparecerão duas mensagens: 

“Diagram is not adapted to screen. It will be redrawn.” → pressione o 
botão esquerdo do mouse “OK”

“The torso has been completed. Do you wish to modify the torso?” → 
“NO” → “FINISH”

O programa criará a rede de haplótipos, como mostrado no exemplo da 
figura 5.1. O gráfico é composto por círculos, que representam os haplótipos, 
os quais são ligados por ramos. O tamanho dos círculos é proporcional ao nú-
mero de indivíduos que apresentam cada haplótipo, os quais foram definidos 
no programa DnaSP. Os números que aparecem nos ramos entre os haplótipos 
correspondem às posições das mutações no alinhamento.

Figura 5.1 − Tela do programa NETWORK com o gráfico gerado após a análise de um conjunto 
de sequências

O programa permite a edição manual do gráfico, como pode ser obser-
vado nas figuras 5.2A e B, que mostram o gráfico antes e depois da edição. 
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O programa também permite trocar as cores dos haplótipos (que inicialmente 
correspondem a círculos amarelos) e dos vetores médios (os círculos marcados 
originalmente em vermelho). Para isso, basta pressionar o botão direito do mou-
se e escolher as cores desejadas. Para guardar o arquivo com o gráfico gerado, 
que poderá ser visualizado e editado posteriormente no programa NETWORK, 
salve como nomedoarquivo.fdi. Note que a qualidade gráfica das figuras gera-
das pelos programas, muitas vezes, não atende às exigências das revistas para a 
publicação dos resultados. Assim, escolha o editor de figuras de sua preferência 
para obter os gráficos finais, sempre respeitando a proporcionalidade e o posi-
cionamento dos haplótipos na rede original. 

Figura 5.2 − Gráfico da rede de haplótipos gerada no programa NETWORK antes (A) e depois 
da edição manual (B)

Quando o programa gera o gráfico (rede de haplótipos), em alguns ca-
sos, aparecem os chamados vetores médios (mv), que consistem em sequências 
(haplótipos) hipotéticas, geradas pelo programa para conectar os haplótipos en-
contrados na amostra analisada. Para maiores detalhes sobre o método, consulte 
Bandelt, Forster e Rohl (1999).



6 Diferenciação e estruturação populacional

6.1 Considerações gerais

A estrutura genética é determinada pela constituição genética e demográ-
fica das populações e é o resultado da ação e das interações de uma série de 
mecanismos evolutivos e ecológicos. A estruturação genética populacional, ou 
seja, a partição da variabilidade genética entre e dentro de populações de uma 
determinada espécie, é o resultado direto da interação entre as forças evolutivas 
(seleção, deriva, mutação e migração), sendo também influenciada pelas taxas 
de recombinação nos locos durante a meiose. Os níveis de diversidade genética 
intra e interpopulacional de uma espécie dependem de qual dessas forças evolu-
tivas tem efeito predominante em certo contexto ecológico. 

Os métodos mais popularmente utilizados para quantificar a diferencia-
ção genética entre populações estão baseados na estatística-F, estatística intro-
duzida pela primeira vez por Sewall Wright (1889-1988), no início do século 
passado. A estatística-F utiliza os coeficientes de endocruzamento para dividir 
a variação genética dentro de e entre populações e pode ser estimada para três 
níveis hierárquicos: a) FIS, que reflete a quantidade de endocruzamento que 
ocorre dentro de uma população, indicando a probabilidade de que dois alelos 
no mesmo indivíduo sejam idênticos por descendência (autozigose); b) FIT, que 
reflete a quantidade total de endocruzamento de um conjunto de populações 
de uma espécie; e c) FST, que reflete a quantidade de endocruzamento em uma 
população que é devida à diferenciação das populações. O FST é o coeficiente 
mais conhecido e descreve o quanto as populações são diferentes geneticamente 
umas da outras. Se duas populações têm frequências alélicas idênticas, elas não 
serão geneticamente diferenciadas e, portanto, o FST será igual a 0. Por outro 
lado, se possuírem frequências alélicas completamente diferentes, o valor de FST 
será próximo a 1. O FST é o método usado para estimar a diferenciação popu-
lacional a partir da variância das frequências alélicas (HOLSINGER; WIER, 
2009). 
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Variações do método têm sido desenvolvidas, as quais avaliam a diferencia-
ção populacional de várias maneiras diferentes: a) o GST, desenvolvido por Nei 
(1973), equivale ao FST quando existem somente dois alelos no loco; b) outro 
análogo é a estatística-Ф, de Weir e Cockerham (1984), que não leva em conta 
o tamanho populacional e é preferida para análises em que os tamanhos popu-
lacionais são muito diferentes; c) o coeficiente RST, desenvolvido por Slatkin 
(1995), foi especificamente idealizado para ser empregado com dados de marca-
dores microssatélites. Esse índice assume que os alelos de locos de microssatélites 
evoluem segundo o modelo de mutação escalonado ou passo a passo (SMM 
– Stepwise Mutation Model). Ele sugere que o ganho e a perda de unidades de 
repetição se dão em igual probabilidade (taxa fixa) e admite uma simetria no 
processo, independentemente do tamanho da repetição; e d) o NST é calculado 
com base nas frequências haplotípicas e foi proposto por Pons e Petit (1996) 
para dados de genoma haploide (organelar), levando em consideração as distân-
cias filogenéticas entre os haplótipos. Existem ainda outros métodos análogos à 
estatística-F, mas não pretendemos aqui discutir exaustivamente todos eles ou 
explorar em profundidade as potencialidades dessa estatística. 

6.2 Análise do FST par a par para dados de sequências 

Aqui, mostraremos como calcular o FST par a par através do programa 
ARLEQUIN. Para isso, serão utilizados os arquivos nomedoarquivo.hap e no-
medoarquivo.arp, criados anteriormente (ver capítulo 4). 

Lembre-se de que esses dois arquivos devem estar em uma mesma pasta, 
pois, embora apenas o arquivo nomedoarquivo.arp seja utilizado diretamente 
no programa, as informações contidas no arquivo nomedoarquivo.hap são ne-
cessárias.

Abra o programa ARLEQUIN:

“OPEN PROJECT” → nomedoarquivo.arp → “SETTINGS” 
→ “POPULATION COMPARISONS” → “COMPUTE 

PAIRWISE FST” → “COMPUTE PAIRWISE DIFFERENCES 
(PI)” → “NO. OF PERMUTATIONS: 10000” → 

“SIGNIFICANCE LEVEL: 0.05” → “COMPUTE DISTANCE 
MATRIX” → “PAIRWISE DIFFERENCE” → “START”

O resultado será salvo automaticamente em um arquivo HTML.
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6.3 Estatística-F para dados de microssatélites nucleares 

Aqui, mostraremos como calcular os parâmetros da estatística-F através 
dos programas MSA e FSTAT. No programa MSA, os índices FST, FIS e FIT são 
calculados com base nos métodos de Weir e Cockerham (1984). O grau de sig-
nificância é determinado através de permutações dos genótipos ou alelos entre 
grupos de acordo com Dieringer e Schlötterer (2003). Já o programa FSTAT 
calcula esses mesmos índices com base nos métodos de Nei (1987) e Weir e Co-
ckerham (1984) e testa o significado estatístico usando métodos de aleatorização 
por loco e por população. 

Para a estimativa dos parâmetros da estatística-F, deve ser criado um arqui-
vo de entrada no MSA, como demonstrado no capítulo 4. 

Passo 1: estimar parâmetros da estatística-F no programa MSA 
Abra o programa o MSA e siga o menu:

COMANDO “i” → “ENTRA” nomedoarquivo.dat → 
“ENTRA” → “DISTANCE SETTINGS” → COMANDO “d” 

→ “ENTRA” → “ON”

Selecione a estatística desejada: 

“FST, FIS, FIT DISTANCE CALC”; “FST, FIS, FIT CALCULATE 
GLOBAL” (esta opção irá calcular todos os três parâmetros 

de F, global e por loco); “FST CALCULATE PAIRWISE” (esta 
opção irá calcular os valore de FST par a par por população) → 

COMANDO “!” → “ENTRA”

Todos os arquivos de saída serão salvos automaticamente em uma pasta 
que terá o mesmo nome que foi dado aos arquivos de entrada. 

Passo 2: estimar parâmetros da estatística-F no programa FSTAT 
Abra o programa FSTAT e carregue o arquivo de entrada (veja como pre-

parar o arquivo de entrada no capítulo 4). Siga para o menu:

“FILE” → “OPEN”→ nomedoarquivo.dat → “GLOBAL 
STATISTICS” (selecione as opções da estatística-F e seus 

análogos) → “RUN”
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6.4 Análise de Variância Molecular (AMOVA)

A AMOVA é uma classe de medidas análogas à estatística-F, designada 
estatística-Φ (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992), que considera ní-
veis hierárquicos de diferenciação. Os três níveis hierárquicos de diferenciação 
populacional calculados na AMOVA são: a) entre grupos (FCT); b) entre po-
pulações dentro de grupos (FST); e c) dentro das populações (FSC). Essa estatís-
tica também estima a percentagem de partição da variabilidade genética entre 
os grupos e fornece o resultado dos três índices hierárquicos (FCT, FST e FSC), 
além do coeficiente de endocruzamento específico (FIS). Através da AMOVA, 
também é possível obter um valor de FST específico do conjunto de dados, que 
permite avalizar o grau de diferenciação e estruturação das populações. Note 
que essa opção está disponível somente quando um único grupo é definido. A 
AMOVA pode ser calculada tanto para marcadores de sequência (EXCOFFIER; 
SMOUSE; QUATTRO, 1992) como para marcadores de microssatélites (MI-
CHALAKIS; EXCOFFIER, 1996).

Para essa análise, utilizaremos o programa ARLEQUIN. 

6.4.1 AMOVA a partir de dados de sequência

Passo 1: gerar os arquivos de entrada no programa DnaSP
Abra o programa DnaSP e siga o menu:

“FILE” → “OPEN DATA FILE” → nomedoarquivo.meg → 
“DATA” → “DEFINE SEQUENCES SETS” → selecione os 
indivíduos de uma população → “ADD NEW SEQUENCE 

SET” → “defina o nome para as populações” → fazer isso com 
todas as populações → “UPDATE ALL ENTRIES”

Nota: para salvar um arquivo com os agrupamentos formados, que pode-
rão ser necessários em análises futuras, selecione o seguinte menu:

“FILE” → “SAVE/EXPORT DATA AS” → “NEXUS FILE 
FORMAT” → nomedoarquivo.nex → “GENERATE” → 

“HAPLOTYPE DATA FILE”

Ainda no DnaSP com o arquivo do alinhamento e grupos formados, siga 
o menu:

“GENERATE” → “HAPLOTYPE DATA FILE”
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Após essa ação, será aberta uma janela em que é necessário marcar as se-
guintes informações:

“DATA SET (All included sequences)” → “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)” → “INVARIABLE SITES (included)” 

→ “GENERATE (arlequin haplotype list)” → salve dois 
arquivos, um nomedoarquivo.hap e o outro nomedoarquivo.arp

Passo 2: calcular AMOVA no ARLEQUIN 
Abra o programa ARLEQUIN e clique no menu:

“OPEN PROJECT” → nomedoarquivo.arp → “STRUCTURE 
EDITOR” → “pressione o botão esquerdo do mouse duas vezes 

sobre o número ‘0’ à esquerda do nome de cada população e 
substitua por outro número para definir os grupos que serão 

testados” → “UPDATE PROJECT”

Observação: para analisar somente a diferenciação entre as populações 
amostradas (locais de coleta) e obter um valor de FST específico para o conjunto 
de dados, é necessário definir um único grupo, usando um mesmo número para 
todas as populações; para realizar uma análise hierárquica, é necessário analisar 
grupos de populações, atribuindo números diferentes para cada grupo desejado 
(as populações de um mesmo grupo deverão ter o mesmo número). É muito 
importante lembrar que a definição de grupos a priori precisa ser feita com 
muita cautela, observando as informações sobre a biologia e o comportamento 
do organismo em estudo, além das informações sobre os dados moleculares ana-
lisados. Essas informações são particulares de cada caso.

Após definir os grupos na aba “STRUCTURE”, siga para a aba:

“SETTINGS” → “AMOVA” → “STANDART AMOVA 
COMPUTATIONS” → “NO OF PERMUTATIONS: 10000” 

→ “COMPUTE DISTANCE MATRIX” → “START”

Veja exemplo da tela do programa na figura 6.1, que mostra os comandos 
utilizados. Os resultados serão salvos automaticamente em uma pasta que terá o 
mesmo nome que foi dado aos arquivos de entrada. 
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Figura 6.1 − Janela do programa ARLEQUIN mostrando os parâmetros para o cálculo da AMOVA

6.4.2 AMOVA a partir de marcadores de microssatélites nucleares 

Abra o programa ARLEQUIN com o arquivo de entrada que foi converti-
do anteriormente no programa MSA (ver capítulo 4) e siga para o menu:

“OPEN PROJECT” → nomedoarquivo.arp (este arquivo de 
entrada deve ter sido convertido anteriormente no programa 

MSA, como mostra o capítulo 4) → “STRUCTURE EDITOR” 
→ “pressione o botão esquerdo do mouse duas vezes sobre o 

número ‘0’ à esquerda do nome de cada população e substitua 
por outro número para definir os grupos que serão testados” → 

“UPDATE PROJECT”

Selecione a aba:
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“SETTINGS” → “AMOVA” → “LOCUS BY LOCUS 
AMOVA” → “NO OF PERMUTATIONS: 10000” → “SUN 

OF SQUARED DISTANCES RST -LIKE” → “START”

Ao escolher esta última opção, você estará calculando a AMOVA com base 
nas distâncias entre os alelos de microssatélites; ou, alternativamente, para obter 
o cálculo da AMOVA sem base nas distâncias entre os alelos, clique:

“SETTINGS” → “AMOVA” → “LOCUS BY LOCUS 
AMOVA” → “NO OF PERMUTATIONS: 10000” → 

“NUMBER OF DIFFERENT ALLELES FST-LIKE” → 
“START”

Os resultados serão salvos automaticamente em uma pasta que terá o mes-
mo nome que foi dado aos arquivos de entrada. 

6.4.3 AMOVA a partir de marcadores microssatélites plastidiais

Passo 1: criar arquivos de entrada para o ARLEQUIN a partir de dados de 
microssatélites plastidiais 

O arquivo de entrada para as análises de AMOVA deverá ser preparado 
manualmente em um editor de texto ou bloco de notas. O arquivo deverá con-
ter, por população (“SampleName”), a identificação de cada haplótipo e a frequ-
ência do haplótipo em cada população. Veja o exemplo a seguir:

[Profile]

Title=“nomedoarquivo”
NbSamples=3
GenotypicData=0
LocusSeparator=NONE
DataType=Standard

[Data]
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Continuação

[[HaplotypeDefinition]]

HaplListName=“cpssr”
HaplList= EXTERN “nomedoarquivo.txt”
[[Samples]]

SampleName=“ando-S”
SampleSize=12
SampleData= {
h2 1
h6 3
h8 1
h7 7
}

SampleName=“cha-S”
SampleSize=25
SampleData= {
h1 2
h3 23
}

SampleName= “ita-S”
SampleSize=15
SampleData= {
h7 8
h9 7
}

Note que é necessário produzir também um arquivo externo com a lista 
dos haplótipos e as variantes alélicas de cada loco. No exemplo anterior, o arqui-
vo externo foi denominado “nomedoarquivo.txt”. O arquivo externo deve ser 
preparado no editor de texto (nomedoarquivo.txt). O arquivo nomedoarquivo.
arp contém as populações definidas e quais haplótipos elas possuem, mas os 
alelos de cada haplótipo estão definidos no arquivo externo. Veja no exemplo do 
arquivo externo, em que temos seis locos de microssatélites plastidiais genotipa-
dos e sete haplótipos obtidos pela combinação dos alelos de cada loco: 
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h1 111313
h2 112221
h3 112321
h6 123121
h7 213221
h8 233421
h9 233521

O arquivo externo deve ser salvo na mesma pasta em que o arquivo de 
entrada foi salvo inicialmente. 

Passo 2: AMOVA a partir de dados de microssatélites plastidiais no AR-
LEQUIN

Abra o programa ARLEQUIN e siga o mesmo procedimento que foi usa-
do para a Amova com microssatélites nucleares. 

6.4 Análise espacial da variância molecular

Para a análise de distância genética x distância geográfica, mostraremos o 
programa SAMOVA (Spatial Analysis of Molecular Variance) (DUPANLOUP; 
SCHNEIDER; EXCOFFIER, 2002). O programa SAMOVA 1.0 está disponí-
vel no site <http://cmpg.unibe.ch/software/samova/>. Para a análise nesse pro-
grama, serão necessários dois arquivos de texto: um com os dados moleculares 
(tanto de sequência como de microssatélites), gerado no programa DnaSP (para 
dados de sequência) ou no MSA (para dados de microssatélites), e o outro com 
os dados espaciais (gerado no programa GPS TrackMaker ou editado manual-
mente). O arquivo com os dados moleculares deve ter a extensão nomedoarqui-
vo.arp, e o arquivo com os dados espaciais de cada população deve ter a extensão 
nomedoarquivo.geo.

Passo 1a: criar arquivo de entrada a partir de dados de sequência
Aqui, serão usados os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.hap 

(gerados no DnaSP – ver capítulo 4). O arquivo nomedoarquivo.arp contém as 
populações definidas e quais haplótipos elas possuem, e o arquivo nomedoarqui-
vo.hap contém a sequência de cada haplótipo. Abra os dois arquivos e observe. 
O arquivo nomedoarquivo.arp deverá ser editado, copiando-se a sequência do 
haplótipo de nomedoarquivo.hap para nomedoarquivo.arp na posição em que 
cada haplótipo aparece.
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Abra os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.hap em um editor 
de textos. Insira as sequências dos haplótipos do arquivo nomedoarquivo.hap 
no arquivo nomedoarquivo.arp e retire o cabeçalho (veja exemplo a seguir).

[Profile]
   Title = “Haplotype Data from nomedoarquivo.meg 
DnaSP file”
   NbSamples = 3
   DataType = DNA
   GenotypicData = 0
   LocusSeparator = NONE
   MissingData = “?”
   CompDistMatrix = 1

[Data]
¶
[[Samples]]
   SampleName = “pop1”
   SampleSize = 2
   SampleData= {
       Hap_1 2
	  CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTAC…
}
   SampleName = “pop2”
   SampleSize = 3
   SampleData= {
       Hap_2 2
	 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTA…
       Hap_3 1
	 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTA…

Passo 1b: criar arquivo de entrada a partir de dados de microssatélites 
nucleares

O arquivo de entrada com dados genéticos do SAMOVA é o mesmo arqui-
vo produzido no MSA, denominado nomedoarquivo.arp. 
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Passo 1c: criar arquivo de entrada a partir de dados de microssatélites plas-
tidiais

Os arquivos de entrada com dados de microssatélites plastidiais são os 
mesmos arquivos de entrada para o cálculo da AMOVA no ARLEQUIN (veja 
exemplo anterior).

Passo 2: gerar o arquivo de entrada com dados espaciais no GPS TrackMaker
O GPS TrackMaker permite adicionar os pontos de coleta (coordenadas 

geográficas) a mapas e exportar as coordenadas em formato de texto para uso 
nos programas de análise da relação de distância genética e distância geográfica, 
além de outras facilidades (explore o manual para maiores detalhes sobre outras 
ferramentas e utilidades). 

Existe uma versão gratuita disponível no site <http://www.trackmaker.
com/downloadscontract.php?lang=port>, em que os arquivos são salvos como 
nomedoarquivo.gtm. 

O programa permite a adição de mapas ao arquivo, que podem ser obtidos 
no próprio site do programa ou adicionados a partir de outras fontes. O arquivo 
do mapa que deve ser aberto no GPS TrackMaker é o nomedoarquivo.index.

Para adicionar as coordenadas geográficas no GPS TrackMaker, selecione a 
ferramenta “LAPIS” e pressione o botão esquerdo do mouse em qualquer lugar 
do arquivo. Essa ação criará um waypoint. Pressionando o botão esquerdo do 
mouse, escreva o nome da população a que correspondem tais coordenadas. Da 
mesma forma, também é possível desenhar rotas e recuperar as coordenadas dos 
pontos de coleta diretamente do aparelho de GPS. 

Para exportar as coordenadas em formato de texto (passo necessário para a 
análise no SAMOVA), selecione o menu:

“FERRAMENTAS” → “OPÇÕES” → “COORDENADAS” 
→ escolha o formato desejado (Grades retangulares, Deg, Deg/
Min ou Deg/Min/Seg) → “OK” → “ARQUIVO” → “SALVAR 
COMO” → “ARQUIVO TEXTO DO GPS TRACKMAKER”

Para exportar os pontos e o mapa com os pontos de coleta das populações, 
estes devem ter as coordenadas expressas em graus decimais.

“FERRAMENTAS” → “OPÇÕES” → “COORDENADAS” 
→ “DEG” → “ARQUIVO → “SALVAR COMO” → 

nomedoarquivo.txt

Crie o arquivo de entrada nomedoarquivo.geo no bloco de notas e siga o 
modelo a seguir, expressando as coordenadas com apenas duas casas decimais 
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separadas por ponto (nunca use vírgula, pois de modo geral os programas traba-
lham com anotações em língua inglesa):

1	 “pop1”	 -53.38	 -30.56	 1
2	 “pop2”	 -53.49	 -30.83	 1
3	 “pop3”	 -52.45	 -30.20	 1

Note que as populações estão em ordem sequencial e no final de todas as 
linhas vai o comando “1”.

Separe o número inicial, o nome da população e as coordenadas inserindo 
uma marca de tabulação (TAB) entre cada um. As coordenadas são inseridas na or-
dem longitude e latitude. Construa o arquivo salvando como nomedoarquivo.geo. 

Esse arquivo não pode apresentar coordenadas repetidas e deve ser criado 
no bloco de notas de sua preferência, salvo como arquivo de texto e posterior-
mente renomeado para nomedoarquivo.geo. 

Passo 3: analisar a variância molecular no SAMOVA
Os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.geo gerados previa-

mente deverão ser salvos na pasta do SAMOVA em que já está o aplicativo 
executável do programa. Ambos os arquivos devem apresentar o mesmo nome, 
mudando-se apenas a extensão, pois, quando utilizarmos o SAMOVA, chama-
remos os arquivos apenas dando seus nomes. Outro detalhe importante é que 
em ambos os arquivos as populações devem ter o mesmo nome e estar listadas 
na mesma ordem.

Abra o arquivo samova.exe e siga o menu:

“GENETIC NAME OF INPUT FILE” → nomedoarquivo 
(neste caso sem especificar a extensão) → “NUMBER OF 

GROUPS” (defina o número de grupos) k → “NUMBER OF 
INITIAL CONDITIONS” (indique o número de simulações, 
permutações das populações entre grupos) → “MOLECULAR 

DISTANCE” pairwise difference → “RUN” 1

Veja exemplo na figura 6.2.
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Figura 6.2 − Janela do programa SAMOVA mostrando os parâmetros da análise

Se tudo estiver correto com os arquivos, o programa fechará sozinho; caso 
contrário, não responderá. Dentro da pasta do programa, é fornecido um arqui-
vo para teste (INPUTFILE). Recomenda-se sempre testar usando esse arquivo 
para verificar se o programa está funcionando antes de fazer a análise de seus 
dados. Quaisquer pequenos erros nos arquivos de entrada impedirão que o pro-
grama execute a análise. Siga cuidadosamente o modelo. Leia atentamente o 
manual.

Os resultados serão salvos na pasta em que está instalado o programa 
num arquivo nomeado SAMOVA_results_arlequin.txt que pode ser aberto 
num bloco de notas. Nesse arquivo, serão encontradas informações sobre a es-
trutura genética definida pelo programa, os índices de fixação correspondente 
a essa estrutura de grupos e o nível de significância avaliado pelo número de 
permutações. 
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6.5 Teste de Mantel para testar o Isolamento por Distância 
(IBD) com dados de sequência

O teste de Mantel testa a correlação entre duas matrizes, uma com distân-
cia genética e outra com distância geográfica, entre as populações. Aqui demons-
traremos como realizar esse teste com o programa Alleles in Space, disponível no 
site <http://www.marksgeneticsoftware.net/AISInfo.htm>. 

Passo 1: criar um arquivo com todas as sequências
Com auxílio do programa MEGA, abra o arquivo do alinhamento das 

sequências com o menu:
“DATA” → “EXPORTALIGNMENT” → “FASTA FORMAT” 

→ SAVE nomedoarquivo.fasta

Abra o arquivo nomedoarquivo.fasta em um editor de textos e coloque 
as sequências e seus respectivos nomes em uma mesma linha. Siga o modelo a 
seguir:

1
>ind10	 GTTTTGAGATTAGGATCTCATTTT
>ind11	 GTTTTGAGATTAGGATCTCATTTT
;

Note que a primeira linha inicia com o comando “1” e a última linha tem 
apenas o comando “;”. Após a edição das sequências, salve o arquivo como no-
medoarquivo.txt.

Passo 2: criar um arquivo com as coordenadas geográficas
Abra o programa GPS TrackMaker e carregue o arquivo com as informa-

ções sobre seus pontos de coleta seguindo o menu:

“FERRAMENTAS” → “OPÇÕES” → “COORDENADAS” → 
“GRAUS DECIMAIS” → “ARQUIVO” → “SALVAR COMO” 

→ nomedoarquivo.txt

Edite o arquivo como no exemplo a seguir. A ordem dos indivíduos deve 
ser a mesma nos dois arquivos, mas nesse caso as coordenadas devem se repetir 
tantas vezes quantas for o número de indivíduos da população ou ponto de 
coleta. 
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Exemplo:

ind10,30.56	 53.38
ind11,30.83	 53.49
;

Passo 3: realizar o teste de Mantel no Alleles in Space
Abra o programa Alleles in Space e carregue os dois arquivos de entrada 

gerados anteriormente. 
Escolha o menu: 

“DNA/PROTEINSEQUENCES” → “MANTEL TEST” → 
“OK”

O teste de Mantel estima a correlação entre a variabilidade genética encon-
trada nos dados e a distância geográfica entre as amostras. Os valores dessa cor-
relação variam de -1 a +1. O coeficiente de determinação (r²) significa o quanto 
a geografia explica os dados genéticos. Sempre verifique a significância do teste 
através do valor de P. O gráfico resultante representa a distância geográfica x 
distância genética. 

Como o programa monta matrizes de distância, sempre teremos um ponto 
assinalado na intersecção dos dois eixos no gráfico, e os demais pontos represen-
tarão os indivíduos das populações. Como em cada população podemos ter dis-
tância genética diferente de 0 entre seus indivíduos, teremos mais pontos que o 
número de populações estabelecido pelos pontos de coleta propriamente ditos. 
O programa fornece um gráfico da distância geográfica x distância genética e os 
resultados em forma de texto, que podem ser exportados para outros programas, 
para leitura e edição.

6.6 Teste de Mantel para testar a hipótese de Isolamento 
por Distância com dados de microssatélites 

Existem quatro modelos básicos de fluxo gênico: a) modelo de continen-
te − ilha, em que o movimento dos genes é unidirecional, partindo de uma 
população maior para outra de tamanho menor e isolada; b) modelo de ilhas 
infinitas, em que a migração ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas 
populações bem definidas, assumindo equilíbrio entre migração e deriva ge-
nética entre todas as populações. Esse modelo não assume seleção ou mutação 
e pressupõe um número infinito de populações, que são do mesmo tamanho 
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e têm iguais probabilidades de trocas de migrantes; c) modelo de alpondras 
(stepping-stone), em que as populações trocam migrantes somente entre popu-
lações vizinhas; e d) modelo de isolamento por distância proposto por Wright 
(1965), no qual o fluxo gênico ocorre entre grupos vizinhos, em populações 
com uma distribuição contínua. 

A hipótese de diferenciação populacional por isolamento por distância é 
testada através do teste de Mantel. O teste estabelece a correlação estatística 
entre as matrizes de distâncias genéticas (FST) e de distâncias geográficas (geral-
mente expressas em km) entre as populações. O teste de regressão normalmente 
é realizado com estimativas logarítmicas transformadas das distâncias genéticas 
(FST/1-FST) e das distâncias geográficas par a par.

Aqui, demonstraremos como realizar o teste de Mantel com o programa 
GENEPOP, disponível em <http://kimura.univ-montp2.fr/~rousset/Genepop.
htm>.

Passo 1: criar os arquivos de entrada para o teste de Mantel
É necessário criar um arquivo de entrada contendo as duas matrizes de 

distância. A matriz de distância genética pode ser criada no programa MSA ou 
no próprio programa GENEPOP. 

Abra o programa o MSA e carregue o arquivo de entrada seguindo o menu:

Comando “i” → “ENTRA” nomedoarquivo.dat → “ENTRA” 
→ “DISTANCE SETTINGS” → comando “d” → “ENTRA” 

→ “ON” → comando “g” → “ENTRA” → “FST CALCULATE 
PAIRWISE” (esta opção irá calcular os valores de FST par a par 

por população) → comando “!” → “ENTRA”

Todos os arquivos de saída são disponibilizados em uma pasta homônima. 
O arquivo de distâncias geográficas entre populações deve ser criado ma-

nualmente em um bloco de notas ou qualquer editor de texto obedecendo à 
mesma ordem das populações do arquivo de distâncias genéticas. 

Após as duas matrizes serem preparadas separadamente, a matriz de dis-
tâncias geográficas deve ser colada no mesmo arquivo, logo abaixo da matriz de 
distâncias genéticas. Assim, o arquivo de entrada irá conter ambas as matrizes. 
Siga o exemplo:
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Primeira linha: nome do arquivo.
Segunda linha: número de populações a serem analisadas.
Nome da matriz genética.
Matriz genética.
Nome da matriz geográfica.
Matriz geográfica

Passo 2: calcular o teste de Mantel no programa GENEPOP
Abra o programa GENEPOP e selecione a opção 6 (“FST AND OTHER 

CORRELATIONS”). Copie e cole os dados do arquivo de entrada na janela de 
entrada de arquivos do GENEPOP. Siga o menu:

→ subopção 9 “ISOLATION BY DISTANCE (USING 
ISOLDE)” → “OUTPUT FORMAT AND DELIVERY” → 
forma de apresentação dos dados de saída: por e-mail ou em 

HTML → “SUBMIT DATA”

O arquivo de saída mostrará duas colunas, uma referente às distâncias ge-
néticas e outra referente às distâncias geográficas, respectivamente. Copie e cole 
essas colunas no programa EXCEL para a produção do gráfico (diagrama de 
dispersão) entre as distâncias genéticas e geográficas. Também no EXCEL po-
derão ser calculados a curva aproximadora de regressão (y = ax + b) e o valor 
do coeficiente de correlação (r2). Os valores de a e b também são fornecidos no 
arquivo de saída do GENEPOP. Veja também no arquivo de saída os valores de 
P para a significância da regressão. A inclinação (a) e a interceptação (b) da curva 
de regressão indicam a força dessa relação entre as matrizes, ou seja, do teste de 
Mantel (FREELAND et al., 2011). 

6.7 Estimar o algoritmo de Monmonier

O algoritmo de Monmonier identifica grupos homogêneos na distribuição 
das populações e permite associar esses grupos com barreiras geográficas exis-
tentes. Aqui, demonstraremos como realizar o teste de Mantel com o programa 
Alleles in Space.

Abra o programa Alleles in Space e carregue os arquivos seguindo o menu:

“DNA/PROTEINSEQUENCES” → “MONMONIER 
MAXIMUM DIFFERENCE ALGORITHM” → “OK”
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O programa abrirá uma janela com a representação gráfica de uma possível 
barreira geográfica, e os resultados em forma de texto podem ser exportados para 
outros programas. O resultado será apresentado como um polígono, cujo núme-
ro de vértices é igual ao número de pontos e à barreira desenhada pelo programa. 
É necessário verificar na distribuição da espécie se as barreiras sugeridas pelo 
programa para a separação das populações podem corresponder a barreiras geo-
gráficas ao longo da distribuição. As barreiras sugeridas pelo programa identifi-
cam o conjunto de populações que apresentam a maior diferenciação genética. 
O algoritmo é aplicado em uma rede geométrica conectando todas as popula-
ções, a fim de encontrar os vértices que estão associados com a maior quantidade 
de mudanças genéticas de acordo com a matriz de distâncias geográficas. 

6.8 Análises de diferenciação e estruturação genética com 
dados de sequência

Aqui, demonstraremos como realizar análises de diferenciação genética 
com o programa PERMUT, que é baseado nos artigos de Pons e Petit (1996) e 
Burban et al. (1999). Esse programa estima medidas de diversidade e diferen-
ciação genética, a partir de dados genéticos haploides, quando uma medida de 
distância entre haplótipos está disponível (NST), e testa se as medidas de dife-
renciação e de diversidade diferem das medidas equivalentes que não levam em 
conta as distâncias evolutivas, e sim as frequências dos haplótipos (GST), ou seja, 
que consideram todos os haplótipos como igualmente divergentes. 

A medida de NST considera as distâncias filogenéticas (divergência) entre 
os haplótipos, enquanto que a medida de GST depende das frequências ha-
plotípicas (PONS; PETIT, 1996). Quando comparadas, essas medidas podem 
ser interpretadas como exemplificado na figura 6.3: NST > GST (caso 1, Figura 
6.3), quando existe correspondência entre a filogenia dos haplótipos e a sua 
distribuição geográfica; NST = GST (caso 2, Figura 6.3), quando os haplótipos 
são igualmente relacionados; e, ainda, NST < GST (caso 3, Figura 6.3), quando 
os haplótipos mais fortemente relacionados são sempre encontrados em popu-
lações diferentes.



59 Guia prático para estudos filogeográficos

 
Figura 6.3 − Ilustração da correspondência entre a filogenia dos haplótipos e sua distribuição 
geográfica (modificado de PONS; PETIT, 1996)

Passo 1: criar o arquivo de entrada para o PERMUT
O arquivo de entrada para o programa PERMUT é um arquivo de texto 

(nomedoarquivo.txt). O nome do arquivo não deve ultrapassar oito caracteres. 
O arquivo deve conter as informações mostradas no exemplo a seguir.
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Exemplo de arquivo de entrada para o Permut
10	 29	 8
1	 0	 0	 0	 0	 6	 1	 0	 2	 0
0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 12	 0
0	 0	 0	 0	 0	 8	 0	 0	 2	 0
19	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
2	 0	 0	 0	 9	 0	 0	 0	 0	 0
10	 0	 0	 0	 4	 1	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 16	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 9	 0	 0	 0	 0	 0
1	 0	 0	 0	 0	 18	 2	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 27	 2	 0	 0	 1
0	 0	 0	 0	 20	 1	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 13	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 7	 5	 0	 0	 0	 0
0	 0	 10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 20	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 6	 17	 0	 4	 0
0	 0	 0	 0	 0	 20	 0	 0	 0	 0
0	 0	 10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 10	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 25	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 8	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 9	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 8	 0	 0	 2	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 10	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 5	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 3	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 0
0	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 10	 0	 0
9	 1	 2	 2	 2	 3	 2	 4
9	 1	 2	 2	 9	 2	 1	 4
1	 1	 2	 2	 1	 2	 1	 6
1	 1	 2	 2	 1	 1	 1	 6
1	 1	 9	 2	 1	 2	 1	 6
1	 2	 3	 2	 1	 2	 1	 4
1	 2	 3	 1	 1	 2	 1	 4
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Continuação

1	 1	 3	 2	 1	 2	 1	 4
1	 2	 4	 2	 1	 2	 1	 4
1	 2	 3	 2	 1	 2	 1	 6

A primeira linha deve conter a informação sobre o número de haplótipos, 
seguido do número de populações e o número de sítios polimórficos no ali-
nhamento. Depois, segue o número de indivíduos que têm uma determinada 
sequência/haplótipo (coluna) em uma dada população (linha). Por fim, e sem 
interrupção, forneça a tabela de estados de caracteres para todos os haplótipos, 
em que cada linha corresponde a um haplótipo e cada coluna a um caráter. 

Note que nenhuma coluna deve estar vazia (nenhum haplótipo faltante) 
e cada população (linha) deve ser composta por pelo menos três indivíduos. Os 
dados que não correspondem a essas exigências deverão ser excluídos da análise. 
Para representar os estados de caráter de uma sequência de DNA, cada nucle-
otídeo deve ser representado por um número (ex.: A → 1; T → 2; G → 3; C 
→ 4). Quando houver a presença de inserções/deleções (“Gaps” simbolizados 
por hífen), esses caracteres deverão ser representados por um número diferente 
(ex.: - → 5).

Passo 2: analisar no PERMUT
Abra o programa “PermutCpSSR”. A figura 6.4 mostra a tela de abertura 

do programa. Selecione a opção “Permut” na parte superior à esquerda. Em 
seguida, selecione o arquivo de entrada em “input file”, especificando o nome 
e a pasta em que deverá ser salvo o arquivo com os resultados, usando “output 
file”; indique o número de permutações (um mínimo de mil permutações é 
recomendado). Deixe marcada a opção padrão “do you want to weight distances 
between haplotypes by their frequences?” Finalmente, selecione “Analysis of data”.
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Figura 6.4 − Janela inicial do programa PERMUT

O arquivo será salvo na pasta previamente escolhida e conterá as informa-
ções mostradas no exemplo a seguir:



63 Guia prático para estudos filogeográficos

Exemplo de arquivo com resultados do Permut
	
 Nb of alleles= 10
 Nb of pop=      29
 Mean=          13.69
 Harmonic mean= 10.76
 Mean nb of differences between haplotypes:   Dm = 3.41
 Weighted mean nb of diff. between haplotypes Dwm= 3.41

 hS (se) 0.137 (0.0387)
 hT (se) 0.856 (0.0239)
 Gst(se) 0.839 (0.0454)

 vS (se) 0.123 (0.0418)
 vT (se) 0.856 (0.0872)
 Nst(se) 0.856 (0.0482)

xxx  RESULTS OF THE PERMUTATIONS xxx
     number of permutations:  1000

   vS    vT     Nst
---------------------
  50     50    950
0.088  0.642  0.892
  10     10    990
0.073  0.599  0.907
---------------------
0.123  0.856  0.856
  0*     0*     0*

0.123  0.856  0.856 = Observed values
0.272  1.693  1.677 = Mean for permutations
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Continuação

   1  0.065  0.567  0.772
   2  0.065  0.567  0.772
   3  0.066  0.578  0.776
   4  0.066  0.578  0.776
   5  0.066  0.583  0.776
   6  0.072  0.583  0.776
   7  0.072  0.592  0.776
   8  0.073  0.592  0.778
   9  0.073  0.599  0.778
  10  0.073  0.599  0.778
..........................
999  0.217  1.141  0.919
1000  0.217  1.141  0.919
-------------------------
      0.272  1.693  1.677



7 Análise Bayesiana de testes de atribuição

7.1 Considerações gerais 

A Análise Bayesiana tem sido muito utilizada em Filogeografia, pois mé-
todos bayesianos de reconstrução combinam informação a priori sobre os dados 
com a probabilidade da informação observada para calcular uma distribuição a 
posteriori. Diferentes informações fornecidas a priori geralmente levam a resul-
tados diferentes para um mesmo conjunto de dados, por isso essas informações 
devem ser as mais precisas possíveis. A distribuição a posteriori não pode ser cal-
culada exatamente, e métodos computacionais, que geralmente utilizam cadeias 
de Markov Monte Carlo (MCMC), são utilizados para realizar as aproxima-
ções. Diferentes números de interações entre as cadeias mudarão as aproxima-
ções produzidas pelos métodos bayesianos (STEPHENS; DONNELLY, 2003; 
FELSENSTEIN, 2011) O quadro 7.1 mostra alguns programas que realizam 
análises bayesianas para estudos filogeográficos. 

Programa Tipos de dados Referência

STRUCTURE MULT Pritchard, Stephens e 
Donnelly (2000) Falush, 

Stephens e Pritchard (2003)

BAPS MULT Corander et al. (2004)

Sendo: MULT, marcadores multialélicos.
Quadro 7.1 − Programas que realizam análises bayesianas da estrutura de populações

Aqui, mostraremos como fazer as análises bayesianas de estrutura de po-
pulações usando dados de sequência no programa BAPS (Bayesian Analysis of 
Population Structure) (CORANDER; TANG, 2007; CORANDER; SIRÉN; 
ARJAS, 2008) e com dados de microssatélites no programa STRUCTURE 
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000; FALUSH; STEPHENS; 
PRITCHARD, 2003).
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7.2 Análise Bayesiana da estrutura das populações usando 
dados de sequência

O programa BAPS é um programa utilizado para inferências bayesianas da 
estrutura genética de populações. O programa pode ser obtido no site <http://
www.helsinki.fi/bsg/software/BAPS/>. Além do programa, também devem ser 
consultados o manual de utilização e os arquivos de exemplos fornecidos na 
página. As análises no BAPS podem ser feitas tanto com frequências alélicas 
quanto com sequências de nucleotídeos. Os dados moleculares utilizados para 
as análises podem ser haploides ou diploides/tetraploides. As análises de mistura 
podem ser tanto em nível de grupos quanto em nível de indivíduos, sendo que 
ambas podem ou não utilizar dados espaciais. 

O quadro 7.2 mostra os diferentes módulos incorporados no BAPS versão 
5 e os artigos que as descrevem e testam, os quais devem ser corretamente cita-
dos quando da publicação dos resultados produzidos com as análises no BAPS.

Módulo do programa Citação

Admixture analysis Corander e Marttinen (2006); 
Corander et al. (2008)

Non-spatial genetic mixture analysis, 
including ‘Trained clustering’

Corander, Marttinen e Mäntyniemi (2006);
Corander et al. (2008)

Spatial genetic mixture analysis Corander, Sirén e Arjas (2008)

Genetic mixture analysis with sequences or 
linked loci

Corander e Tang (2007); Corander et al. 
(2008)

Estimates and graphics for gene flow among 
inferred Populations

Tang et al. (2009)

Quadro 7.2 − Módulos incorporados no BAPS e suas citações

Aqui, mostraremos como realizar uma análise de genetic admixture usando 
dados de sequências organelares, com a opção “Genetic mixture analysis with 
sequences or linked loci”. Essa opção permite realizar análises de estrutura popu-
lacional usando sequências de DNA.

Passo 1: criar arquivos de entrada para análises no BAPS usando dados de 
sequências de DNA haploide (BAPS-sequence format)

Os arquivos de dados no formato BAPS (BAPS-sequence format) devem ser 
arquivos de texto (nomedoarquivo.txt). Todos os dados de sequência utilizados 
devem ser alinhamentos múltiplos e ter comprimento igual para todos os indiví-
duos. Cada linha representa um dos indivíduos, que serão identificados por nú-
meros (de 1 a n, com n indivíduos no conjunto de dados) no final da sequência. 
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Veja o exemplo a seguir para dados de sequências haploides:
Exemplo de alinhamento de sequências haploides

CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 1
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 2
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 3
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 4
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 5
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 6

Note que deve haver um espaço separando o último nucleotídeo do núme-
ro de identificação em cada linha que representa cada indivíduo.

As análises também podem ser feitas usando dados de sequências diploi-
des/tetraploides. Veja o exemplo do arquivo de entrada no formato BAPS usan-
do dados de sequências diploides:

Exemplo de alinhamento de sequências diploides
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 1
GCACTTGACCCTATCTACGCTCAAAAGCTTGGT
GTTGATATTGACGCTTTGCTTGTATCTCAACCT 1
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 2
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 2
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 3
GCACTTGACCCTATCTACGCTCAAAAGCTTGGT
GTTGATATTGACGCTTTGCTTGTATCTCAACCT 3
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 4
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 4
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Passo 2: analisar a mistura genética no BAPS
Abra o programa BAPS (veja janela mostrada na figura 7.1) e escolha a 

opção:

Figura 7.1 − Janela inicial do programa BAPS

Selecione o arquivo contendo o alinhamento no formato BAPS (exemplo 
de alinhamento de sequências haploides). Note que, quando dados no formato 
BAPS são usados, o usuário pode especificar as populações amostradas, forne-
cendo dois arquivos adicionais, que deverão ser também arquivos de texto (no-
medoarquivo1.txt e nomedoarquivo2.txt), criados em um editor de textos com 
base no arquivo contendo o alinhamento das sequências.

1)	 arquivo contendo o nome das populações (nomedoarquivo1.txt):

Exemplo de arquivo com nome das populações (nomedoarquivo1.txt).
POP1
POP2
POP3

2) arquivo contendo o número de identificação do primeiro indivíduo de 
cada população (nomedoarquivo2.txt) baseado no alinhamento (ver exemplo 
anterior de alinhamento de sequências haploides):
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Exemplo de arquivo com identificação dos indivíduos de cada população 
(nomedoarquivo2.txt).
1
3
5

Em seguida, quando o arquivo do alinhamento (exemplo anterior de ali-
nhamento de sequências haploides) for selecionado, o programa perguntará se 
o usuário quer especificar as populações amostradas. Escolha “yes”, selecione o 
arquivo com os nomes das populações (nomedoarquivo1.txt) e, em seguida, se-
lecione o arquivo com a identificação dos indivíduos (nomedoarquivo2.txt). No 
passo seguinte, o programa perguntará: “do you wish to load the linkage map?” 
Nesse caso, escolha “no”. 

Outra informação que o programa pede é para especificar o número máxi-
mo de populações (“INPUT MAXIMMUN NUMBER OF POPULATIONS”). 
Aqui, é necessário fornecer ao programa o número de populações da amostra. 
Nesse momento, o programa gerará automaticamente um gráfico mostrando os 
clusters formados, os quais serão representados por cores diferentes, além de sal-
var um arquivo de texto (nomedoarquivo.txt) com os resultados. Veja o exemplo 
do arquivo de resultados:
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RESULTS OF INDIVIDUAL LEVEL MIXTURE ANALYSIS:
Model: independent
Number of clustered individuals: 6
Number of groups in optimal partition: 3
Log (marginal likelihood) of optimal partition: -196.9649

Best Partition: 
Cluster 1: {1, 2, 4}
Cluster 2: {5, 6}
Cluster 3: {3}
 
 Changes in log(marginal likelihood) if individual i is moved to group j:
  ind      1        2        3        
    1:       .0    -71.5    -62.8
    2:       .0    -71.5    -62.8
    3:    -56.5    -48.1       .0
    4:       .0    -71.5    -62.8
    5:    -71.7       .0    -57.9
    6:    -75.6       .0    -55.7
 
KL-divergence matrix in PHYLIP format:
3
Cluster_1  0.000  1.217  1.058 
Cluster_2  1.217  0.000  0.913 
Cluster_3  1.058  0.913  0.000 

Após finalizar a análise de agrupamento de mistura (“MIXTURE ANALY-
SIS”), você tem a oportunidade de salvar o arquivo de resultado, a fim de usá-lo 
mais tarde para a reprodução de gráficos e outras análises, tais como “ADMIX-
TURE ANALYSIS”. Veja o manual do programa para mais detalhes de outras 
análises que podem ser realizadas.

7.2.1 Sobre os resultados de mistura

O gráfico gerado automaticamente pode ser visualizado posteriormente. 
Abra o programa BAPS e siga o menu:

“FILE” → “LOAD RESULTS” → “GRAPH” → “VIEW PARTITION”
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Cada cluster será representado por uma cor diferente, mas a ordem é arbi-
trária, não sendo aconselhável comparar as cores entre diferentes análises. Cada 
indivíduo que foi amostrado estará representado por uma barra vertical com a 
cor correspondente ao cluster ao qual foi vinculado. Caso os nomes das popula-
ções amostradas tenham sido fornecidos para o programa, estes serão impressos 
abaixo das barras coloridas para indicar a origem da amostra. Os nomes apare-
cerão na mesma ordem dos dados (conforme ordem dos arquivos de entrada, 
veja os exemplos).

Para determinar qual é o melhor agrupamento (melhor número de grupos 
formados), é necessário observar o valor de “Log (marginal likelihood)”, o qual é 
informado no arquivo de resultados. Além disso, é necessário rodar mais de uma 
vez a análise (com o mesmo conjunto de dados) para garantir a confiabilidade 
dos grupos encontrados. 

7.3 Análise Bayesiana da estrutura das populações usando 
dados de microssatélites

O programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 
2000; FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003) usa dados de vários locos 
não ligados e utiliza um modelo em que existem K grupos genéticos ou popu-
lações (em que K não é conhecido). Os indivíduos são classificados em um ou 
mais grupos geneticamente homogêneos. O modelo assume que, dentro dos 
grupos, os indivíduos estão em EqHW e os locos estão em equilíbrio de liga-
ção, ou seja, populações são agrupadas com base no pressuposto do EqHW e, 
assim, os genótipos são atribuídos proporcionalmente aos grupos com base na 
minimização do desequilíbrio de HW. Os resultados desse programa podem ser 
utilizados para alocar indivíduos em populações, determinando a presença ou 
ausência de estrutura populacional, estudar zonas híbridas, identificar migrantes 
e indivíduos com múltiplas ancestralidades. Para escolher um período de burnin 
adequado, ajuda olhar se os valores das estatísticas sumárias que aparecem na 
tela convergem para o mesmo valor. Para escolher um período de corrida, o ideal 
é rodar o programa várias vezes, mudando o período de burnin e o número de 
interações subsequentes, verificando se os resultados são consistentes. 

O programa STRUCTURE pode ser obtido no site <http://pritch.bsd.
uchicago.edu/structure.html>.

Passo 1: criar arquivos de entrada para marcadores microssatélites nucle-
ares 
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Os arquivos de entrada do programa STRUCTURE podem ser criados no 
MSA, como indicado no capítulo 4. Um exemplo de arquivo de entrada pode 
ser visto na figura 7.2.

 Figura 7.2 − Exemplo de arquivo de entrada do programa STRUCTURE, criado no programa 
MSA

Passo 2: criar um projeto
No programa STRUCTURE, siga no menu:

“FILE” → “NEW PROJECT” → “NAME THE PROJECT” 
(escreva o nome desejado) → “SELECT DIRECTOR” (escolha 
o local em que serão salvos os resultados) → “CHOOSE DATA 
FILE” (abra o nomedoarquivo.str) → “NEXT” → “NUMBER 

OF INDIVIDUALS” → “PLOIDY OF DATA” (diploide = 
2) → “NUMBER OF LOCI” (número de marcadores usados) 
→ “MISSING DATA VALUE” (caráter utilizado para dados 

faltantes, geralmente “-9”) → “NEXT”

Veja o que você precisa marcar, no caso do exemplo anterior:

“ROW OF MARKERS NAMES” → “NEXT”
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ou:
“INDIVIDUAL ID FOR EACH INDIVIDUAL” → 
“PUTATIVE POPULATION ORIGIN FOR EACH 

INDIVIDUAL” → “FINISH”. Confira se está tudo certo (Figura 
7.3) → “PROCEED”

Figura 7.3 − Janela do programa STRUCTURE mostrando os parâmetros da análise

Se estiver tudo correto, a linha com o nome dos marcadores ficará em azul, 
os alelos marcados em cinza e o nome dos indivíduos e populações na coluna 
correta. 

Passo 3: determinar os parâmetros na análise 
Siga a sequência de menus:
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“PARAMETER SET” → “NEW” → “RUN LENGTH” 
→ “LENGTH OF BURNIN PERIOD” (valor desejado) 
→ “NUMBER OF MCMC REPS AFTER BURNIN” 
(valor desejado) → “ANCESTRY MODEL” → “USE 

ADMIXTURE MODEL” → “ALLELE FREQUENCIES 
MODEL” → “ALLELE FREQUENCIES CORRELATED” 

→ “ADVANCED” → “COMPUTE PROBABILITY OF THE 
DATA (FOR ESTIMATING K)” → “OK” → “PLEASE NAME 

THE NEW PARAMETER SET” (nome desejado para esse 
conjunto de parâmetros) → “OK”

O programa abrirá uma janela com as informações do novo conjunto de 
parâmetros. Nessa etapa, seu projeto terá sido salvo na pasta que você escolheu 
em passos anteriores. Dentro dessa pasta, existe um arquivo chamado nomedo-
arquivo.spj. Se você precisar rodar novamente o programa com os mesmos pa-
râmetros utilizados, você poderá abrir nomedoarquivo.spj diretamente usando 
o menu:

“FILE” → “OPEN PROJECT” nomedoarquivo.spj → “OK”

Passo 4: iniciar a corrida
Inicie as análises usando o menu:

“PROJECT” → “START A JOB” → “SET K FROM 1 TO X 
(X = número de K grupos a ser testado)” → “NUMBER OF 

INTERACTIONS” → “MARQUE O ARQUIVO DESEJADO” 
→ “START”

Agora, é só esperar, pois o tempo necessário depende do conjunto de dados 
e da capacidade da máquina utilizada. 

Nota: o programa está rodando corretamente quando começam a subir 
linhas na tela do computador. Às vezes, o programa não inicia, e a primeira coisa 
a fazer é fechar o programa, abri-lo novamente, abrir também o projeto pronto 
(nomedoarquivo.spj) e ir novamente para o menu descrito anteriormente (Fi-
gura 7.4).
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Figura 7.4 − Janela do programa STRUCTURE em que são definidos o número de grupos (K) e 
o número de interações para cada valor de K

Os resultados serão salvos automaticamente no local designado anterior-
mente. Serão gerados um arquivo nomedoarquivo.spj, que pode ser aberto no 
programa STRUCTURE com todos os resultados, inclusive os gráficos, um 
arquivo com os dados utilizados pelo programa e uma pasta chamada “RE-
SULTS”, em que estão os resultados de cada valor de K e das suas repetições. 

Existem vários métodos para estimar o melhor valor de K. O mais utili-
zado é o método descrito por Evanno, Regnaut e Goudet (2005). Esse método 
pode ser implementado no programa STRUCTURE HARVESTER, que pode 
ser obtido a partir do endereço eletrônico <http://users.soe.ucsc.edu/~dearl/
software/struct_harvest/>. O programa CLUMPP pode ser usado para agrupar 
diferentes corridas do mesmo valor de K e está disponível em <http://www.stan-
ford.edu/group/rosenberglab/clumpp.html>. O programa DISTRUCT pode 
ser utilizado para fazer o gráfico da composição genética de cada indivíduo ou 
população e é obtido em <http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/clum-
pp.html>.



8 Inferindo padrões demográficos e históricos 
de populações

8.1 Considerações gerais 

A história demográfica de uma população deixa uma assinatura no genoma 
de seus representantes modernos. Reconstruir essa história pode levar a conclu-
sões úteis sobre vários processos evolutivos. 

Os primeiros testes realizados em estudos filogeográficos, que podem ser 
associados a inferências demográficas, são os testes de neutralidade, tais como o 
D de Tajima (1989) e o F e o D de Fu e Li (1993), que consideram a frequência 
de mutações (sítios segregantes); e o Fs de Fu (1997), que é baseado na distri-
buição haplotípica. Os testes de neutralidade são utilizados para testar a ausência 
de seleção em um conjunto de dados. A hipótese nula utilizada por esses testes 
inclui tamanho populacional constante e população não estruturada. Assim, uti-
lizando um marcador supostamente neutro, esses testes podem indicar decrés-
cimo, expansão ou estabilidade populacional (NIELSEN, 2001). Entretanto, é 
importante tomar bastante cuidado na interpretação desses resultados e sempre 
relacionar com o resultado das demais análises e de acordo com os marcadores 
e organismos em estudo.

Atualmente, métodos de análise que fazem estimativas de genealogias base-
adas em coalescência estão disponíveis em vários programas de análise (Quadro 
8.1). Esses métodos são mais robustos, pois eles permitem estimar tamanho 
populacional, taxas de crescimento, parâmetros de fluxo gênico e tempo de di-
vergência, com um grau maior de precisão em relação aos testes de neutralida-
de. Esses programas geralmente apresentam parâmetros e premissas que, para 
serem bem compreendidos, dependem de uma leitura detalhada do manual do 
programa e dos artigos científicos que os descrevem, bem como conhecimento 
de genética de populações, teoria da coalescência e organismos e marcadores 
genéticos que estão sendo estudados.
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Programa Algoritmo Tipos de dados Referência

BEAST Bayesiana Nucleotídeo, 
aminoácidos, dados 

com dois alelos

Drummond et al. 
(2012) 

IM, IMa, IMa2 Bayesiana Nucleotídeo, 
microssatélite

Hey e Nielsen 
(2004); 

Hey e Nielsen 
(2007); 

Hey (2010a e b) 

LAMARC Bayesiana ou máxima 
verossimilhança

Nucleotídeo, SNP, 
microssatélite, 

K-alelos

Kuhner (2006)

MIGRATE Bayesiana ou máxima 
verossimilhança

Nucleotídeo, SNP, 
microssatélite, 

K-alelos

Beerli e Felsenstein 
(2001)

Quadro 8.1 − Programas que realizam análises de estimativas de genealogias baseadas em 
coalescência

8.2 Testes de Neutralidade

Aqui, mostraremos como realizar testes de Neutralidade no programa AR-
LEQUIN. Abra o programa e siga para o menu:

“OPEN PROJECT” → abra o arquivo nomedoarquivo.
arp criado previamente no programa DnaSP sem dividir em 

populações (veja nota no capítulo 4, item 4.2) → “SETTINGS” 
→ “NEUTRALITY TESTS” → “TAJIMA’S D, FU’S FS” → 

“USE ORIGINAL DEFINITION” → “NO. OF SIMULATED 
SAMPLES” 1.000 → “START” 

Veja a figura 8.1 para exemplo. No caso de marcadores neutros, valores 
significativos de D de Tajima e Fs de Fu podem indicar que alguns parâmetros 
demográficos estão influenciando as populações, mas através desses testes não é 
possível definir quais parâmetros são esses (decréscimo ou crescimento popula-
cional). 
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Figura 8.1 − Janela do programa ARLEQUIN mostrando os parâmetros para o cálculo dos testes 
de neutralidade

8.3 Bayesian Skyline Plot (BSP)

Aqui, será abordada a análise de Bayesian Skyline Plot (DRUMMOND et 
al., 2005) no programa BEAST v. 1.7.2. O pacote estatístico BEAST (Bayesian 
Evolutionary Analysis by Sampling Trees) (DRUMMOND; RAMBAUD, 2007; 
DRUMMOND et al., 2012) foi desenvolvido para fornecer um esboço geral 
para a estimativa de parâmetros e testes de hipóteses de modelos evolutivos a 
partir de dados moleculares. O pacote BEAST inclui um conjunto de progra-
mas que permitem especificar o projeto de análise, processar arquivos de saída 
e sumarizar e visualizar os resultados. Em conjunto, esses programas permitem 
uma inferência bayesiana de dados moleculares, incluindo modelos filodinâ-
micos, estimativa de tempo de divergência, modelos demográficos, inferência 
de árvore de genes e espécies e uma gama de análises filogeográficas espaciais 
(DRUMMOND et al., 2012). 

A abordagem skyline plot, introduzida por Pybus, Rambaut e Harvey 
(2000), permite a avaliação dos padrões históricos de tamanho da população 
a partir de uma genealogia. Algumas extensões metodológicas têm sido subse-
quentemente descritas, dando origem a uma pequena família de métodos skyline 
plot (Quadro 8.2).
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A metodologia Bayesian Skyline Plot é uma análise que estima as mudanças 
no tamanho efetivo das populações ao longo do tempo (em número de gera-
ções).

Método Programa Análise de 
múltiplos locos

Estimativa 
de erro 

filogenético
Referência

Classical skyline GENIE, APE Não Não Pybus et al. 
(2001)

Generalized 
skyline GENIE, APE Não Não

Strimmer e 
Pybus (2001)

Bayesian skyline BEAST Não Sim Drummond et 
al. (2005)

Bayesian skyride BEAST Não Sim
Minin, 

Bloomquist e 
Suchard (2008)

Extended 
Bayesian skyline BEAST Sim Sim

Heled e 
Drummond 

(2008)

Quadro 8.2 − Comparações dos métodos de skyline plot para a estimativa da história demográfica 
de sequências de DNA

   Para a realização da análise de BSP, serão necessários os seguintes progra-
mas: 

•	 BEAST − pacote que contém os programas BEAST, BEAUti, TreeAnno-
tator e outros programas utilitários. Este pacote está disponível no site 
<http://beast.bio.ed.ac.uk/>;

•	 TRACER − este programa é usado para explorar a qualidade dos resulta-
dos do BEAST. Ele sumariza gráfica e quantitativamente as distribuições 
de parâmetros contínuos e fornece informações diagnósticas. Encontra-se 
disponível em <http://beast.bio.ed.ac.uk/>.

8.3.1 Configuração dos parâmetros da análise em arquivo XML

Passo 1: criar arquivo de entrada para o BEAUTi
Os parâmetros da análise serão configurados em um arquivo XML no pro-

grama BEAUTi. Para isso, será usado um arquivo de alinhamento no formato 
nomedoarquivo.nex. Para criar esse arquivo, será usado o programa DnaSP. 
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Abra o arquivo do alinhamento (nomedoarquivo.meg ou nomedoarquivo.
fas) no DnaSP e siga o menu:

“FILE” → “SAVE/EXPORT DATA AS” → “NEXUS FILE 
FORMAT”

Passo 2: criar arquivo XML com os parâmetros da análise no BEAUTi
Abra o programa BEAUti e escolha o menu:

“FILE” → “IMPORT DATA” selecione nomedoarquivo.nex

Veja o exemplo da janela do programa na figura 8.2. 

 
Figura 8.2 − Janela inicial do programa BEAUTi

Na aba “PARTITIONS”, é possível particionar os dados. Por exemplo, se 
a sequência for codificadora, é possível dividir o alinhamento em três partições, 
representando cada uma das três posições do códon. Consulte o manual do pro-
grama para ver outras possibilidades de partição de seus dados.

Selecione a aba “SITES” e defina o modelo de substituição. A escolha do 
modelo de substituição deve ser feita a partir do conjunto de dados em pro-
gramas específicos, como, por exemplo, o programa JModelTest (POSADA, 
2008). Na aba “CLOCKS”, marque a opção “ESTIMATE” e defina o relógio 
molecular de acordo com os dados. Escolha a opção “COALESCENT: BAYE-
SIAN SKYLINE” na aba “TREES”. Certifique-se de que o modelo selecionado 
para seu conjunto de dados está disponível no pacote BEAST. Caso contrário, 
verifique qual modelo disponível mais se assemelha ao selecionado.
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Para inserir a taxa de mutação, selecione a aba “PRIORS” e a opção 
“CLOCK.RATE”. Uma janela será aberta, em que é necessário escolher a distri-
buição do prior e inserir o valor da taxa de mutação. No caso de não dispor de 
taxas estimadas para o marcador e organismo que estão sendo estudados, busque 
informações sobre as taxas de mutação levando em consideração tudo o que já 
foi discutido na literatura sobre modo de vida, tempo de geração e modo de 
reprodução da espécie que você está estudando. 

Por último, na aba “MCMC”, defina o número de gerações das cadeias de 
Markov e Monte Carlo. Defina o número de “ECHO STATE TO SCREEN 
EVERY” e “LOG PARAMER EVERY”. Nessa mesma aba, na opção “FILE 
NAME STEAM”, defina o nome do arquivo a ser salvo, selecionando:

“GENERATE BEAST FILE” → “CONTINUE” → “SAVE” 
nomedoarquivo.xml

8.3.2 Análise no BEAST

Abra o programa BEAST seguindo o menu:
nomedoarquivo.xml gerado previamente no BEAUTi → 

“CHOOSE FILE” → “RUN”

Veja exemplo na figura 8.3. Os resultados serão salvos na mesma pasta em 
que foi salvo o arquivo nomedoarquivo.xml. Serão salvos dois arquivo, um deles 
nomedoarquivo.log e o outro nomedoarquivo.tree. 

 
Figura 8.3 − Janela inicial do programa BEAST
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8.3.3 Análise dos resultados no TRACER

Abra o programa TRACER:
“FILE” → “IMPORT TRACE FILE” → nomedoarquivo.log

Veja exemplo na figura 8.4. Para avaliar a qualidade da corrida, é neces-
sário observar os valores de ESS (Efective Sample Sizes). Baixos valores de ESS 
(menores que 100) significam que o trace contém uma grande quantidade de 
amostras correlacionadas e, portanto, podem não representar bem a distribui-
ção a posteriori. Neste caso, é necessário aumentar o número de gerações das 
cadeias de Markov e Monte Carlo até que os valores de ESS fiquem maiores 
que 200. Para fazer isso, volte para a opção “MCMC” no BEAUti, para criar 
um novo arquivo nomedoarquivo.xml e rodar o BEAST, aumentando o nú-
mero de gerações das cadeias. Abra o novo nomedoarquivo.log no TRACER 
e analise o resultado.

 
Figura 8.4 − Janela inicial do programa TRACER

Considerando a qualidade da corrida como adequada, é necessário fazer a 
análise propriamente dita. Para visualizar o gráfico da Bayesian Skyline Plot, siga 
para o menu:

“ANALYSIS” → “BAYESIAN SKYLINE 
RECONSTRUCTION” → nomedoarquivo.trees → 

“CHOOSE FILE” → “OK”
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O programa fará a análise, gerando um gráfico, como mostrado na figura 
8.5.

 
Figura 8.5 − Gráfico da análise de Bayesian Skyline Plot gerado no programa TRACER

8.4 Análises demográficas para testar o modelo de 
isolamento com migração

8.4.1 Análise no programa IMa2

Aqui, mostraremos como realizar análises demográficas no programa IMa2, 
que pode ser encontrado no endereço eletrônico <http://genfaculty.rutgers.edu/
hey/software#IMa2>. Essa análise implementa o modelo de isolamento com 
migração e permite estimar múltiplos parâmetros demográficos, como tempo 
de divergência, taxas de migração e tamanhos populacionais efetivos das popu-
lações atual e ancestral (HEY; NIELSEN, 2004). Essa análise é indicada para 
casos em que se acredita que duas populações divergiram recentemente a partir 
de uma população ancestral única. Atualmente, o programa IMa2 permite ana-
lisar até dez populações e implementa um método mais robusto que as versões 
anteriores, usando o mesmo modelo de isolamento com migração (HEY, 2010a 
e b). Aqui, será exemplificado o uso do programa IMa2 com duas populações 
com dados de sequências de herança uniparental (organelar). Ressaltamos que 
existem inúmeras maneiras de analisar dados usando o IMa2, consulte o manual 
do programa e os artigos que descreveram sua evolução para explorar sua total 
potencialidade.

A obtenção de bons resultados utilizando esse programa depende, muitas 
vezes, da busca por uma melhor corrida, realizando inúmeras tentativas, trocan-
do parâmetros e priors em cada uma delas. 
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Passo 1: criar arquivos de entrada
O arquivo de entrada pode ser criado em um editor de texto e salvo como 

nomedoarquivo.txt na mesma pasta que contém o executável do programa 
IMa2. Siga o exemplo a seguir:
Linha1: frase identificando o trabalho (texto arbitrário).
Linha 2: número de populações que serão analisadas.
Linha 3: nomes das populações, separados por um ou mais espaços.
Linha 4: informação sobre a topologia da árvore das populações e informação sobre 
quais são os nós mais antigos. Esse formato é conhecido como “Newick format”.
Linha 5: número de locos. 
Linha 6: em ordem e separados por um espaço, o nome dos locos, o número de 
indivíduos de cada população, o tamanho dos locos, o modelo de mutação, o tipo de 
herança, a taxa de mutação e os desvios da taxa (por ano, para todo o loco, não por 
par de bases).
Linha 7: indivíduo 1, com toda a sua informação em uma linha (no caso de sequência, 
sem espaços ou traços, ou qualquer símbolo diferente das bases de DNA). Os primeiros 
dez caracteres são reservados para o nome do indivíduo. 
Última linha: depois de todos os indivíduos, deixar uma linha em branco.

A seguir, um exemplo de arquivo de entrada. 

Exemplo de arquivo de entrada IMa2
2
popum popdois
(0,1):2
1
nomedomarcador 3 4 45 H 0.25 0.0000029904 (0.000002932780, 0.000003048072) 
indi11    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi12    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi13    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi21    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi22    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi23    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi24    CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA

Passo 2: criar linha de comando e iniciar a corrida
O programa IMa2 funciona com linhas de comando. No sistema opera-

cional Windows®, ele opera através da ferramenta Prompt de comando. Primei-
ramente, é preciso especificar o caminho até o programa, digitando cd mais o 
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nome da pasta que contém o programa. A figura 8.6 mostra um exemplo do 
Prompt de comando com os passos até chegar à pasta do IMa2.

 
Figura 8.6 − Janela do Prompt de comando com os passos até chegar à pasta do IMa2

Após localizar a pasta do programa pelo Prompt de comando, digite a linha 
de comando para o IMa2. Ela deve iniciar por IMa2 e conter a identificação dos 
arquivos de entrada e saída, o limite superior dos priors, o período de burnin e 
a duração da corrida. Cada passo da linha de comando inicia por “-” mais uma 
letra de indicação para o programa, como segue:

“-i”: nome do arquivo de entrada, nomedoarquivo.txt.
“-o”: nome do arquivo de saída, nomedoarquivo.out. 
“-q”: limite superior para a distribuição dos priors de todos os parâmetros de tamanho 
populacional. 
“-m”: limite superior para a distribuição dos priors dos parâmetros de migração. Se o 
prior é estabelecido como zero, você estará usando um modelo sem migração.
“-t”: limite superior da distribuição do prior para tempo de separação entre as 
populações. 
“-b”: duração do burnin. Se “-b” for especificado como um número inteiro, como, 
por exemplo, 500.000, isso indica para o programa o número de passos; se “-b” 
for em número de horas, como, por exemplo, 6.0, isso indica para o programa o 
número de horas para o burnin. Se um número de horas for indicado, o burnin só 
será interrompido pelo usuário, rodando infinitamente até que este decida por parar.



86 Guia prático para estudos filogeográficos

Continuação

“-l”: duração da corrida. Se “-l” for um número inteiro, como, por exemplo, 100.000, 
isso indica para o programa o número de genealogias a serem salvas; se “-l” for número 
de horas, como, por exemplo, 10.0, indica o número de horas da duração da cadeia até 
salvar um arquivo de resultados. Se um número de horas for especificado, o programa 
vai rodar até ser interrompido pelo usuário. Dessa forma, é possível analisar os arquivos 
de saída que vão sendo salvos a cada intervalo de tempo.

O quadro a seguir mostra um exemplo de linha de comando. A figura 8.7 
mostra uma corrida do IMa2 em andamento.

ima2 -inomedoarquivodeentrada.txt -onomedoarquivodesaida.
out -q30 -m34 -t5.38 -b50000 -l10000.

Figura 8.7 − Janela do programa IMa2 mostrando uma corrida em andamento

Passo 3: verificar os arquivos de saída
A única maneira de se obter bons resultados é testando tempos de burnin 

e tempos de corrida diferentes, mudando os priors e fazendo várias corridas com 
os mesmos parâmetros e diferentes seed numbers para verificar se os resultados 
são semelhantes. Frequentemente, é necessário usar mais cadeias (estabelecidas 
pelo comando “-h”). Vale a pena iniciar pelo esquema sugerido pelo autor, “-hfg 
-hn40 -ha0.975 -hb0.75”, e, a partir daí, rodar novas combinações.

A figura 8.8 mostra partes do arquivo de saída. Para verificar a qualidade 
de uma corrida, é necessário conferir os seguintes valores:
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- ESS: tamanho efetivo da amostra, estimativa do número de pontos inde-
pendentes amostrados para cada parâmetro; 

- Valores de “set0” e “set1”: estimativas e probabilidades para metade das 
genealogias, os valores devem ser semelhantes se as simulações exploraram sufi-
cientemente o espaço amostral; 

- ASCII Plots of Parameter Trends: valores para os parâmetros nas simula-
ções durante a corrida. Distribuições com tendências para uma porção da dis-
tribuição, ou em que uma região tenha sido visitada poucas vezes, precisam de 
corridas mais longas. 

 
Figura 8.8 − Partes do arquivo de saída do IMa2 mostrando os indicativos da qualidade da corrida
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Passo 4: avaliar os principais resultados
Os valores mais informativos são as estimativas de “HiPt” e “HiSmth”, 

que devem ser usadas para obter os parâmetros demográficos. Os valores “HP-
D95Lo” e “HPD95Hi” representam os limites superior e inferior da distribui-
ção. A figura 8.9 mostra um exemplo de arquivo de saída.

 
Figura 8.9 − Exemplo de arquivo de saída do IMa2 com os resultados da análise

8.4.2 Análise no programa LAMARC

O programa LAMARC pode ser obtido no site <http://evolution.gene-
tics.washington.edu/lamarc/index.html>. Esse programa considera casos em 
que múltiplas populações têm tamanhos populacionais e taxas de migração 
estáveis por um longo tempo, permitindo que cada população tenha diferen-
tes taxas de crescimento exponencial. O programa demanda muito tempo 
computacional e muitos dados se muitas populações forem incluídas (mí-
nimo de três) (KUHNER, 2008). Permite realizar várias estimativas e, por 
isso, como o IMa2, não é simples de compreender, dependendo da leitura 
detalhada do manual e demais bibliografias lá indicadas. A obtenção de bons 
resultados também depende, muitas vezes, da experimentação de diferentes 
parâmetros em várias corridas. Não é possível descrever aqui todas as dife-
rentes estimativas que esse programa é capaz de fazer. Exemplificaremos aqui 
uma análise de máxima verossimilhança com sequências de herança unipa-
rental (organelar). 

Passo 1: criar arquivos de entrada para o conversor
Dentro da pasta do programa, existe um conversor de arquivos (lam_conv.

exe). Um dos formatos de arquivo de entrada para o conversor é em formato 
nomedoarquivo.phy. Para montar esse tipo de arquivo, você poderá usar um 
editor de textos. Siga os passos descritos a seguir:
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Linha 1: número de populações e número de regiões presentes no arquivo separados 
por um espaço.
Linha 2: número de caracteres da sequência.
Linha 3: número de indivíduos da população 1, nome da população.
Linha 4: a identificação do indivíduo e sua sequência iniciam após dez caracteres 
(espaços, letras ou números). Uma maneira mais prática é deixar toda a sequência na 
mesma linha (formato sequencial).

A figura 8.10 mostra em exemplo de arquivo em formato nomedoarquivo.
phy.

Figura 8.10 − Exemplo de arquivo de entrada para o programa LAMARC

Passo 2: converter os arquivos
No programa lam_conv.exe, abra o menu:

“FILE” → “READ DATA FILE” → nomedoarquivo.phy → 
confira os dados → defina “data type” DNA → “FILE” → 

“WRITE LAMARC FILE” → escolha onde salvar o arquivo 
nomedorquivo.xml

A figura 8.11 mostra a tela do conversor após abrir o arquivo nomedoar-
quivo.phy.
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 Figura 8.11 − Tela do conversor após abrir o arquivo de entrada no programa LAMARC

Passo 3: criar o arquivo de entrada para o LAMARC
No programa lamarc.exe, siga para o menu:

→ nome do arquivo de entrada → “ENTER” → digite “A” 
→ “ENTER” → escolha o que deseja estimar → digite “S” → 
“ENTER” → digite “S” → “ENTER” → escolha o número 

de cadeias, genealogias, intervalos para salvar arquivos e burnin 
→ digite “>” → “ENTER” → digite nomedorquivo.xml → 

“ENTER”

Um arquivo com os parâmetros que você escolheu será salvo na mesma 
pasta do arquivo anterior. Para voltar ao menu anterior, escolha “ENTER”. As 
figuras 8.12 e 8.13 mostram os diferentes menus encontrados no programa.

 
Figura 8.12 − Menu do programa LAMARC mostrando as opções de parâmetros que podem ser 
calculados



91 Guia prático para estudos filogeográficos

 
Figura 8.13 − Menu do programa LAMARC mostrando como definir a estratégia de busca e o 
número de cadeias das corridas

Passo 4: iniciar a análise
Abra o arquivo criado no passo anterior no programa lamarc.exe usando 

o menu:
arquivo de entrada (nomedoarquivo.xml) → “ENTER” → digite 

“.”

Aguarde a corrida ser finalizada. O arquivo de saída será salvo automati-
camente.

Passo 5: verificar os arquivos de saída
Você pode examinar os resultados de várias corridas, com diferentes nú-

meros de início (seed number), e verificar se os valores obtidos são semelhantes, 
avaliando se a corrida foi de boa qualidade. 

A estimativa MLE (Maximum Likelihood Estimates) é a melhor estimativa 
para seus parâmetros, e os intervalos de suporte são os valores acima e abaixo. A 
figura 8.14 mostra um exemplo de arquivo de saída, em que estão marcados em 
verde a estimativa de MLE e o intervalo de 95% de suporte.
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Figura 8.14 − Exemplo de arquivo de saída do programa LAMARC. A estimativa de MLE e o 
intervalo de 95% de suporte estão marcados em cinza
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