
Bases e Métodos de Datação 
Molecular 



Definição de Biogeografia 

“Biogeografia é o estudo das distribuições 
geográficas no tempo e no espaço”  

(Brown & Lomolino, 1998) 

Estimar de tempos de divergência 

Dimensão temporal do processo evolutivo 



Relógio Molecular 
(Zuckerland & Pauling, 1962, 1965) 

-  Taxa de evolução de sequências 
moleculares (substituição de 
aminoácidos, nucleotídeos) é 
estocasticamente constante ao 
longo do tempo em diferentes 
linhagens 

-  Número de substituições de DNA 
entre duas linhagens é proporcional 
ao tempo de divergência entre elas 

-  O grau de divergência das 
sequências (o qual podemos 
estimar) é então proporcional ao 
tempo e pode ser usado para 
estimar a divergência das linhagens 

Constância na taxa de  
substituição do DNA 



Como funciona o relógio molecular? 

Neste contexto, o relógio molecular será perfeito se: 
(1) Taxas de substituição forem realmente constantes; 

(2) A árvore e o comprimento dos seus ramos estiverem corretos; 
(3) A idade da calibração estiver correta. 

Assumindo: 
(1) o relógio molecular, 

(2) uma árvore com ramos proporcionais 
à taxa de mutação; 
(3) pelo menos um nó com idade 
conhecida, pode-se estimar a idade dos 
outros nós. 



No entanto, nós sabemos que: 

(1) As taxas de substituição são heterogêneas; 

(2) Existem erros associados à reconstrução das filogenias e 
respectivos comprimentos de ramos; 

(3) Existem vários erros associados às idades estimadas pelos pontos 
de calibração (fósseis ou eventos geológicos). 



(1) Heterogeneidade nas taxas de substituição de DNA 

- Taxas de evolução molecular variam de acordo com: 

(a) Genoma (mtDNA tem taxa de mutação 10x maior que o nDNA) 

(b) Região do genoma 

(c) Posição nucleotídica (códon) 

(d) Tempo 

(e) Espécie (e.g., história de vida) 
 



Smith & Donoghue 2008  -  Taxas de evolução  
ligadas a história de vida em plantas 

(Smith & Donoghue, 2008)  

Taxas de evolução ligada à história de vida em plantas 

- Verde = herbáceas 
- Marrom = Lenhosas 

# de substituições de  
DNA por estratégia  

de vida 



No entanto, nós sabemos que: 

(1) As taxas de substituição são heterogêneas; 

(2) Existem erros associados à reconstrução das filogenias e 
respectivos comprimentos de ramos; 

(3) Existem vários erros associados às idades estimadas pelos pontos 
de calibração (fósseis ou eventos geológicos). 



(2) Erros na reconstrução da filogenia 

- Tanto erros na topologia 
como erros na estimativa dos 
comprimentos dos ramos 
são comuns nas 
reconstruções filogenéticas. 

 

- Erros na reconstrução das 
filogenias e taxas de 
mutação estimadas afetam 
diretamente as idades de 
divergência estimadas. 

(Page & Holmes, 1998)  



No entanto, nós sabemos que: 

(1) As taxas de substituição são heterogêneas; 

(2) Existem erros associados à reconstrução das filogenias e 
respectivos comprimentos de ramos; 

(3) Existem vários erros associados às idades estimadas pelos pontos 
de calibração (fósseis ou eventos geológicos). 



- Um ponto de calibração oferece um ponto de referência para 
transformar os ramos da árvore em ramos proporcionais ao tempo 
 

-  Há várias formar de calibrar uma árvore: 
(a)  Fóssil 
(b)  Idade proveniente de outro estudo  
(c)  Evento geológico, idade de formação de uma ilha onde ocorre 

um taxon endêmico 

(3) Erros associados aos pontos de calibração 

(Magallón, 2004) 



Considerando estes problemas…. 

(1) As taxas de substituição são heterogêneas; 

(2) Existem erros associados à reconstrução das filogenias e 
respectivos comprimentos de ramos; 

(3) Existem vários erros associados às idades estimadas pelos pontos 
de calibração (fósseis ou eventos geológicos). 



Por que tentar estimar a idade de 
divergência entre linhagens? 

-  Dados são interpretados à luz de outras evidências geológicas 
em escalas temporais amplas, permitindo o teste de hipóteses 
biogeográficas em escala de milhões de anos. 

-  Análises realizadas com cautela, com erros adequadamente 
estimados, nos permitem adicionar um componente temporal 
importante aos estudos de biogeografia. 

-  Escalas temporais nos permitem realizar análises 
comparativas entre organismos distantemente aparentados. 



Como estimar a idade de divergência entre 
linhagens? 

(1)  Métodos que assumem o relógio molecular 

(a) Regressão Linear (Nei, 1987) 

(b) “Mean Path Length Method” (Bremer & Gustafson, 
1997) 

(c) “ML clock optimization” (Langley & Fitch, 1974) 

(2) Métodos que corrigem a heterogeneidade nas taxas de 
substituição do DNA 

(3) Métodos que incorporam heterogeneidade nas taxas de 
substituição de DNA 



Como estimar a idade de divergência entre 
linhagens? 

(1)  Métodos que assumem o relógio molecular 

(a) Regressão Linear (Nei, 1987) 

(b) “Mean Path Length Method” (Bremer & Gustafson, 
1997) 

(c) “ML clock optimization” (Langley & Fitch, 1974) 

(2) Métodos que corrigem a heterogeneidade nas taxas de 
substituição do DNA 

(3) Métodos que incorporam heterogeneidade nas taxas de 
substituição de DNA 



Métodos que incorporam heterogeneidade 
nas taxas de substituição de DNA 

(1) “Node-age Calibrations” 

(a) NPRS & Verossimilhança Penalizada (r8s; Sanderson, 
1997, 2002) 

(b) Multidivtime (Thorne & Kishino, 2002; Shiguno, 2005) 

(c) BEAST (Drummond & Rambout, 2005) 

(d) Use of multiple calibration points (Marshall, 2008) 

(2) “Tip-dating” (Pyron, 2011; Ronquist et al., 2012) 

(a) “Total-Evidence Approach” (Ronquist et al. 2012)  

(b) “Fossilized Birth-Death Model” (Heath et al. 2014) 



Métodos que incorporam heterogeneidade 
nas taxas de substituição de DNA 

(1) “Node-age Calibrations” 

(a) NPRS & Verossimilhança Penalizada (r8s; Sanderson, 
1997, 2002) 

(b) Multidivtime (Thorne & Kishino, 2002; Shiguno, 2005) 

(c) BEAST (Drummond & Rambout, 2005) 

(d) Use of multiple calibration points (Marshall, 2008) 

(2) “Tip-dating” (Pyron, 2011; Ronquist et al., 2012) 

(a) “Total-Evidence Approach” (Ronquist et al. 2012)  

(b) “Fossilized Birth-Death Model” (Heath et al. 2014) 



“Node-Age Calibrations” 

(1)  Obter uma árvore filogenética com comprimento dos 
ramos; 

(2)  Checar se a árvore apresenta taxas de evolução 
constantes; 

(3)  Estabelecer os pontos de calibração com base nas 
evidências disponíveis; 

(4)  Transformar ramos da árvore de forma que sejam 
proporcionais ao tempo utilizando um método 
adequado. 



(1) Obter uma árvore 

- É importante obter a melhor topologia e estimativa de comprimento 
de ramos possível; 

- Árvores reconstruídas com parcimônia são insuficientes pois não 
incluem estimativas acuradas dos comprimentos dos ramos (i.e., 
comprimento de ramos representam apenas as mudanças 
observadas); 

- Árvores reconstruídas com metodologias Bayesianas ou 
Verossimilhança são preferidas pois utilizam modelos de evolução 
que incorporam também as mudanças esperadas (“multiple-hits”) 



“Node-Age Calibrations” 

(1)  Obter uma árvore filogenética com comprimento dos 
ramos; 

(2)  Checar se a árvore apresenta taxas de evolução 
constantes; 

(3)  Estabelecer os pontos de calibração com base nas 
evidências disponíveis; 

(4)  Transformar ramos da árvore de forma que sejam 
proporcionais ao tempo utilizando um método 
adequado. 



(2) Testar se a taxa de evolução é constante 

- Existem vários métodos para testar se uma linhagem evolui de 
acordo com o relógio molecular: 

(a) Relative Rate Test: Compara as taxas de substituição do 
DNA usando três espécies por vez; 

(b) Tajima Test: Examina se o número de sítios compartilhados 
entre o grupo externo e cada um dos grupos internos é igual; 

(c) Branch Length Test: Testa se o caminho entre a raíz e cada 
terminal é maior do que o caminho médio; 

(d) Likelihood Ratio Test: Utiliza a matriz molecular completa 
para estimar o desvio do relógio molecular como um todo. 



Likelihood Ratio Test é o método mais robusto 
- Idéia básica: 

(a)  Estima a filogenia assumindo o relógio molecular (i.e., distâncias 
“root-to-tip” precisam ser iguais em todos os caminhos); 

(b)  Estima a filogenia sem assumir o relógio molecular, utilizando o 
modelo evolutivo mais adequado para aquele conjunto de dados; 

(c)  Compara as duas topologias e testa se existe uma diferença 
significativa no valor de verossimilhança obtido utilizando um 
teste de qui-quadrado; 

(d)  É um teste conservador (i.e., no caso de dados limitados pode 
não rejeitar o relógio molecular mesmo quando a taxa de 
divergência é desigual). 



“Node-Age Calibrations” 

(1)  Obter uma árvore filogenética com comprimento dos 
ramos; 

(2)  Checar se a árvore apresenta taxas de evolução 
constantes; 

(3)  Estabelecer os pontos de calibração com base nas 
evidências disponíveis; 

(4)  Transformar ramos da árvore de forma que sejam 
proporcionais ao tempo utilizando um método 
adequado. 



(3) Estabelecer os pontos de calibração 

-  A primeira aparição de um táxon no registro fóssil geralmente 
indica o momento no qual aquela espécie se tornou abundante e 
não quando ela apareceu pela primeira vez. 

-  Estimativas com base no fóssil tendem a subestimar a idade real 
da linhagem. Isto é, datas mais recentes tendem a ser designadas 
ao clado onde o fóssil é posicionado (i.e., estimativas mínimas são 
obtidas). 

-  Outra fonte de incerteza está associada à estimativa da idade do 
fóssil (estimada através de correlações estratigráficas ou datação 
radiométrica). 



Crown-Group  
node of Clade A 

Stem-Group  
node of Clade A 

Crown-Group  
node of Clade B 

Stem-Group  
node of Clade B 

Fossil 

Minimum Constraint  
(Takes into account incompleteness of fossil record) 

Over-estimation of ages 

(Forest, 2009) 
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FIGURE 2. Methods for incorporating calibrations into a dat-
ing analysis: a) point calibration; b) hard minimum bound; c) hard
maximum bound; d) soft maximum bound; e) normal distribution;
f) lognormal distribution; g) exponential distribution. Relative prob-
ability is measured on the vertical axis of each graph.

concerning calibration methodology, particularly the
use of multiple calibrations. Finally, we present a brief
case study examining the effects of using different cali-
bration techniques.

CALIBRATIONS AT INTERNAL NODES

Point Calibrations
Traditionally, divergence time estimates have been

calibrated by fixing the age of at least 1 node in the
tree to a point value (Fig. 2a). For example, in order to
estimate the timing of mammalian globin gene duplica-
tions, Zuckerkandl and Pauling (1965) assumed that the
most recent common ancestor of placental mammals
existed 80 Ma ago. This calibration was not derived
from specific fossil evidence but was an estimate of the
basal mammalian divergences based on the Tertiary fos-
sil record. Subsequent studies have tended to provide
more explicit justifications of fossil-based calibration
choices.

Converting fossil evidence into a point calibration is
only appropriate if the fossil taxon represents the ac-
tual common ancestor of 2 extant lineages (e.g., Nodes
A and B in Fig. 1), which is highly unlikely. In any
case, the age of the fossil needs to be estimated, and
this can come with errors relating to stratigraphic in-
terpretation and radiometric dating (Magallón 2004;
Gandolfo et al. 2008). For some fossils, these uncer-
tainties can be of almost negligible magnitude because
accurate stratigraphic constraints are available (Benton
and Donoghue 2007), but in most instances there can be
a large degree of uncertainty owing to the unavailability
of isotopic or paleomagnetic dates. One notable exam-
ple is the Tingamarra fossil fauna in Australia, which
includes the oldest Australasian marsupial fossils. The
original Early Eocene (∼55 Ma) radiometric date for the
site means that the fauna includes the oldest known
songbirds in the world and, potentially, the oldest bat
fossil (Godthelp et al. 1992; Boles 1995). These claims
were placed in doubt, however, by the interpretation
of Woodburne and Case (1996) that the Tingamarra
fauna is Late Oligocene, less than 30 Ma old. Substantial
recent corroborating evidence appears to lay this argu-
ment to rest in favor of the Early Eocene date (Beck et al.
2008).

A major deficiency of point calibrations is that their
employment leads to divergence time estimates that
display illusory precision. This is also a problem when
secondary calibrations (i.e., molecular date estimates ob-
tained from other, independent analyses) are converted
to point values without due consideration of associ-
ated error (Graur and Martin 2004). Ignoring calibration
uncertainty has profound consequences for evolution-
ary hypothesis testing involving time scales because
it increases the probability of type I errors. The use of
point calibrations appears to have declined in recent
years, primarily owing to strong criticisms (Graur and
Martin 2004) as well as the availability and accessibility
of more sophisticated methods. Nevertheless, they re-
main a popular technique in divergence dating studies
(for a survey, see Ho 2007).

Hard Bounds
Hard minimum bounds (Fig. 2b).—It has long been rec-
ognized that fossil evidence is only able to provide
hard minimum bounds on divergence times. Correctly
identified fossils can provide confirmation that a lin-
eage existed at a certain point in time, but using them
to make precise statements about divergence events
would be highly inadvisable because the actual lineage
could have been in existence well before the appear-
ance of the calibrating fossil. In Figure 1, for example,
this would be equivalent to assuming that Fossil 1 is
positioned exactly at Node A. It would be more appro-
priate to use Fossil 1 to place a minimum age constraint
on Node A. Prior to the development of methods that
could take this characteristic into account, some key
dating studies attempted to avoid the problem by using
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(Ho & Phillips 2009) 

Métodos para 
calibração 

Point-calibration 

Hard Maximum  
Bound 

Normal 
Distribution 

Exponential 
Distribution 

Hard Minimum 
Bound 

Soft Maximum 
Bound 

Lognormal 
Distribution 



“Node-Age Calibrations” 

(1)  Obter uma árvore filogenética com comprimento dos 
ramos; 

(2)  Checar se a árvore apresenta taxas de evolução 
constantes; 

(3)  Estabelecer os pontos de calibração com base nas 
evidências disponíveis; 

(4)  Transformar ramos da árvore de forma que sejam 
proporcionais ao tempo utilizando um método 
adequado. 



-  Se os dados passarem o teste do relógio molecular é 
possível transformar o comprimento de ramos em ramos 
proporcionais ao tempo diretamente. 

-  Se a hipótese do relógio molecular for rejeitada (maioria dos 
casos), é possível implementar um relógio molecular 
relaxado. O relógio molecular relaxado busca modelar a 
variação estocástica existente nas taxas de mutação. 

(4) Transformar os ramos da árvore 



Métodos que incorporam heterogeneidade 
nas taxas de substituição de DNA 

(1) “Node-age Calibrations” 

(a) NPRS & Verossimilhança Penalizada (r8s; Sanderson, 
1997, 2002) 

(b) Multidivtime (Thorne & Kishino, 2002; Shiguno, 2005) 

(c) BEAST (Drummond & Rambout, 2005) 

(d) Use of multiple calibration points (Marshall, 2008) 

(2) “Tip-dating” (Pyron, 2011; Ronquist et al., 2012) 

(a) “Total-Evidence Approach” (Ronquist et al. 2012)  

(b) “Fossilized Birth-Death Model” (Heath et al. 2014) 



Abordagem com Máxima Verossimilhança 

“Non-Parametric Rate Smoothing” (NPRS; Sanderson, 1997):  

-  Estima a heterogeneidade nas taxas de substituição de DNA e cria 
um parâmetro que suaviza a heterogeneidade ao longo da árvore.  

-  Este parâmetro estabelece limites (penalidades) para a variação 
das taxas de substituição de DNA em linhagens diferentes.  

-  A penalidade minimiza as diferenças nas taxas de substituição entre 
ramos próximos (e.g., a penalidade para a variação na taxa de 
substituição entre espécies irmãs é maior do que a penalidade para 
espécies pouco aparentadas). 



Abordagem Bayesiana 
- Utiliza um modelo estocástico para descrever a taxa de 

mudanças evolutivas.  
 
- Considera informações “a priori” e MCMC (Markov-Chain Monte-

Carlo) para determinar a distribuição das taxas de evolução.  
 
- Estima as taxas de substituição, parâmetros de substituição, e 

idades de divergência entre linhagens de forma simultânea.  

- Representa uma forma flexível para modelar a variação na taxa de 
substituição e obter estimativas confiáveis para os eventos de 
especiação dado um modelo com pressupostos adequados. 

- Ao invés de buscar uma árvore ótima, busca o conjunto de 
árvores com maior probabilidade. 



Exemplos de modelos evolutivos 

(1) Relógio Molecular Global 
(Zuckerland & Pauling, 1962): 

Utiliza uma regressão linear para 

estimar taxas constantes de 

substituição ao longo do tempo 

para todas as linhagens (e.g., 

“Hawaiian Silversword” 

Asteraceae). 



Exemplos de modelos evolutivos 

(2) Relógio Molecular Local 
(Yoder & Tang, 2000): Espécies 

proximamente aparentadas 

compartilham a mesma taxa de 

substituição mas, espécies 

distantemente aparentadas não. 

Taxas de substituição são 
constantes dentro de sub-clados 
(i.e., clados vermelhos apresentam 

uma taxa de substituição maior que 

os clados azuis).  



Exemplos de modelos evolutivos 

(3) Taxas de substituição auto-
correlacionadas (Sanderson, 1997, 

2002; Thorne et al., 1998): Taxa de 

substituição varia na árvore como 

um todo, “evoluindo” de forma 

gradual e auto-correlacionada ao 

longo da árvore. Cada ramo da 
árvore herda a taxa de variação 
do seu ancestral imediato. 



Exemplos de modelos evolutivos 

(4) Taxas de substituição não- 
correlacionadas (Drummond et 
al., 2006): A taxa de substituição 
de cada ramo é estimada a partir 
de uma distribuição paramétrica 
(“normal”) de forma independente 
(não correlacionada à taxa de 
substituição dos ancestrais). 



BEAST “Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees” 

- “Node-Age Calibration”: Método que utiliza fósseis (majoritariamente) 
como pontos de calibração.  

- Assume um modelo estocástico e taxas de substituição não 
correlacionadas (“uncorrelated relaxed clock”); mas podemos empregar 
outros. 

- Estima a filogenia e taxa de substituição ao mesmo tempo em que 
estima as idades (não depende de uma árvore inicial), dado um modelo 
evolutivo e um modelo de relógio. 

- Gera um grande número de árvores e calcula os intervalos de confiança 
diretamente. 

- Considera incerteza: (i) na idade do fóssil; (ii) no posicionamento do 
fóssil; (iii) na árvore filogenética; (iv) nas taxas de mudanças evolutivas. 

Abordagem Bayesiana 



Métodos que incorporam heterogeneidade 
nas taxas de substituição de DNA 

(1) “Node-age Calibrations” 

(a) NPRS & Verossimilhança Penalizada (r8s; Sanderson, 
1997, 2002) 

(b) Multidivtime (Thorne & Kishino, 2002; Shiguno, 2005) 

(c) BEAST (Drummond & Rambout, 2005) 

(d) Use of multiple calibration points (Marshall, 2008) 

(2) “Tip-dating” (Pyron, 2011; Ronquist et al., 2012) 

(a) “Total-Evidence Approach” (Ronquist et al. 2012)  

(b) “Fossilized Birth-Death Model” (Heath et al. 2014) 



Métodos que incorporam heterogeneidade 
nas taxas de substituição de DNA 

(1) “Node-age Calibrations” 

(a) NPRS & Verossimilhança Penalizada (r8s; Sanderson, 
1997, 2002) 

(b) Multidivtime (Thorne & Kishino, 2002; Shiguno, 2005) 

(c) BEAST (Drummond & Rambout, 2005) 

(d) Use of multiple calibration points (Marshall, 2008) 

(2) “Tip-dating” (Pyron, 2011; Ronquist et al., 2012) 

(a) “Total-Evidence Approach” (Ronquist et al. 2012)  

(b) “Fossilized Birth-Death Model” (Heath et al. 2014) 



“Tip-Dating” 

-  Ao invés de posicionar fósseis na filogenia, incorpora os táxons 
fósseis como terminais (juntamente com as espécies viventes) 
na matriz utilizada para a reconstrução filogenética. 

-  Dados morfológicos e moleculares são geralmente combinados 
em uma única matriz. Outra alternativa seria a inclusão de DNA 
fóssil, o que pode ser difícil em alguns casos. 

-  O fóssil é automaticamente posicionado na filogenia e utilizado 
como ponto de calibração. 

-  O posicionamento exato dos fósseis pode ser complicado no caso 
de matrizes com grande quantidades de dados faltantes. 



“Fossilized Birth-Death Model” 
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FIGURE 2. Methods for incorporating calibrations into a dat-
ing analysis: a) point calibration; b) hard minimum bound; c) hard
maximum bound; d) soft maximum bound; e) normal distribution;
f) lognormal distribution; g) exponential distribution. Relative prob-
ability is measured on the vertical axis of each graph.

concerning calibration methodology, particularly the
use of multiple calibrations. Finally, we present a brief
case study examining the effects of using different cali-
bration techniques.

CALIBRATIONS AT INTERNAL NODES

Point Calibrations
Traditionally, divergence time estimates have been

calibrated by fixing the age of at least 1 node in the
tree to a point value (Fig. 2a). For example, in order to
estimate the timing of mammalian globin gene duplica-
tions, Zuckerkandl and Pauling (1965) assumed that the
most recent common ancestor of placental mammals
existed 80 Ma ago. This calibration was not derived
from specific fossil evidence but was an estimate of the
basal mammalian divergences based on the Tertiary fos-
sil record. Subsequent studies have tended to provide
more explicit justifications of fossil-based calibration
choices.

Converting fossil evidence into a point calibration is
only appropriate if the fossil taxon represents the ac-
tual common ancestor of 2 extant lineages (e.g., Nodes
A and B in Fig. 1), which is highly unlikely. In any
case, the age of the fossil needs to be estimated, and
this can come with errors relating to stratigraphic in-
terpretation and radiometric dating (Magallón 2004;
Gandolfo et al. 2008). For some fossils, these uncer-
tainties can be of almost negligible magnitude because
accurate stratigraphic constraints are available (Benton
and Donoghue 2007), but in most instances there can be
a large degree of uncertainty owing to the unavailability
of isotopic or paleomagnetic dates. One notable exam-
ple is the Tingamarra fossil fauna in Australia, which
includes the oldest Australasian marsupial fossils. The
original Early Eocene (∼55 Ma) radiometric date for the
site means that the fauna includes the oldest known
songbirds in the world and, potentially, the oldest bat
fossil (Godthelp et al. 1992; Boles 1995). These claims
were placed in doubt, however, by the interpretation
of Woodburne and Case (1996) that the Tingamarra
fauna is Late Oligocene, less than 30 Ma old. Substantial
recent corroborating evidence appears to lay this argu-
ment to rest in favor of the Early Eocene date (Beck et al.
2008).

A major deficiency of point calibrations is that their
employment leads to divergence time estimates that
display illusory precision. This is also a problem when
secondary calibrations (i.e., molecular date estimates ob-
tained from other, independent analyses) are converted
to point values without due consideration of associ-
ated error (Graur and Martin 2004). Ignoring calibration
uncertainty has profound consequences for evolution-
ary hypothesis testing involving time scales because
it increases the probability of type I errors. The use of
point calibrations appears to have declined in recent
years, primarily owing to strong criticisms (Graur and
Martin 2004) as well as the availability and accessibility
of more sophisticated methods. Nevertheless, they re-
main a popular technique in divergence dating studies
(for a survey, see Ho 2007).

Hard Bounds
Hard minimum bounds (Fig. 2b).—It has long been rec-
ognized that fossil evidence is only able to provide
hard minimum bounds on divergence times. Correctly
identified fossils can provide confirmation that a lin-
eage existed at a certain point in time, but using them
to make precise statements about divergence events
would be highly inadvisable because the actual lineage
could have been in existence well before the appear-
ance of the calibrating fossil. In Figure 1, for example,
this would be equivalent to assuming that Fossil 1 is
positioned exactly at Node A. It would be more appro-
priate to use Fossil 1 to place a minimum age constraint
on Node A. Prior to the development of methods that
could take this characteristic into account, some key
dating studies attempted to avoid the problem by using
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mtDNA from an ABC island brown bear will be required
to date the actual speciation event of polar bears more
accurately.

We also examined whether more sequence data would
improve our estimates on divergence times by plotting the
posterior means of divergence times against the width of
their corresponding 95% credibility interval (see Addi-
tional File 1, Figure S3), following Yang and Rannala [22].

We found significant correlations for both the unparti-
tioned and partitioned datasets (p < 2.2 × 10-16). This lin-
ear relationship strongly suggests that longer sequences or
more taxa than those examined here are unlikely to
increase the precision of the divergence time estimates.
Therefore, in order to narrow the confidence intervals for
the divergence date estimates within the bear phylogeny,
more precisely dated fossil calibration points would be
required.

Temporal ranges of extant and fossil bearsFigure 2
Temporal ranges of extant and fossil bears. Extinct genera and species are denoted with a cross (†). Species used in this 
study are written in bold. Horizontal dark grey bars indicate temporal range based on fossil evidence. Horizontal light grey bars 
show width of the 95% credibility interval for the molecular divergence time (see also Figure 1). The vertical grey bar illustrates 
the range of the posterior mean estimate of divergence times for all extant ursine bears (expect polar and brown bear) as well 
as American giant short-faced bear and spectacled bear. The dark grey box illustrates a time interval of massive global changes 
around the Miocene- Pliocene boundary.
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Diversos fósseis reduzidos 
a poucos pontos de 
calibração! 

(Krause et al. 2008) 



“Fossilized Birth-Death Model” 
(Heath et al., 2014) 

-  Este modelo (FBD) se baseia no fato de que a diversificação de 
espécies viventes e fósseis são parte do mesmo processo 
evolutivo e propõe o uso de um único modelo de diversificação 
para os táxons. 

-  O modelo calibra as idades de diversificação na árvore inteira 
utilizando um único modelo de diversificação para espécies 
viventes e fósseis de um dado clado.  

-  Elimina a necessidade de designar fósseis para um único nó, 
com uma mesma idade mínima fixada. Múltiplos fósseis podem ser 
designados para um mesmo intervalo, com idades variáveis. 

-  Supostamente captura melhor a incerteza nas idades de 
divergência estimadas. 



Árvore FBD 

Parentesco entre táxons 
viventes e extintos 

apresentado 

Parentesco com táxons extintos  
ignorado; dois fósseis utilizados 

para calibrar o mesmo nó. 

y = idade do fóssil; z = momento no qual o fóssil é "conectado" à árvore 



Comparação entre métodos 

-  Idades provenientes de idades calibradas nos nós (“node-age 
calibrations”) estimaram idades consistentemente mais jovens do 
que as idades geradas através de metodologias de “tip-dating”; 

-  Idades provenientes de “node-age calibrations” são mais 
consistentes com o registro estratigráfico (diferença em ca. 100 My 
nas idades estimadas!) 

-  Grau de precisão das idades estimadas com “tip-dating” aumenta com o 
número de fósseis analisados e com a proximidade entre o fóssil e nó 
sendo avaliado.  



Formas para aumentar a confiança 
nas idades estimadas 

(1)  Utilizar múltiplos conjuntos de dados e modelos evolutivos 

“Trying to estimate time of divergence from one protein is like trying to estimate 
the average height of humans by measuring one human”  (Hillis, 1996) 

 

(2) Utilizar múltiplos pontos de calibração e  
explorar metodologias diferentes; 
 
(3) Assegurar-se que a identificação e idade  
dos fósseis estão corretos; 
 
(4) Estimar intervalos de confiança para  
as estimativas. 


