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Objetivo

Este tutorial foi, em grande parte, copiado de uma apostila que encontrei nos servidores do IME/USP
cujo objetivo era introduzir os sistema Lunix para principiantes. Como nao constava nenhuma informacgao

sobre os autores do documento, nio pude dar devido crédito ao que foi inserido aqui.

O Objetivo deste tutorial € fazer com que o aluno entenda os principios bédsicos do sistema operacional
Linux, principalmente no que concerne ao uso de terminais (i.e., modo texto) e comandos de linha na
execucdo de tarefas bésicas tais como, movimentagdo dentro do sistema operacional, criacdo de diretdrios
e arquivos, entre outros. Esse tutorial é fundamental para aqueles que estdo matriculados nesse curso,
uma vez que toda disciplina serd baseada neste sistema operacional. No entanto, o aluno ndo deve ter
a expectativa de que todos os comandos apresentados aqui serdo absorvidos no primeiro contato. A
proficiéncia nesses comandos vem com o tempo, e € um aprendizado que requer constante aprimoramento,
pois sempre se aprende algo de novo. Portanto, este tutorial deverd ser sempre usado como referéncia para

as demais aulas.
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1.1 O que é Linux?
O termo Linux € usado em vdrios contextos com significados diferentes. A rigor, Linux € um kernel. No

entanto, em alguns contextos, Linux significa sistema operacional (ndo qualquer sistema operacional, mas

um que use o kernel Linux).

Sistema Operacional: & um software que serve de interface entre o computador e o usudrio,

gerenciando recursos (como memoria, processamento, entre outros).

Kernel: ¢ o nicleo ou cerne do sistema operacional (¢ a parte deste que fica mais “préxima” do

hardware).

Vocé pode agora estar se perguntando se deve chamar apenas o kernel de Linux. Como dito
anteriormente, a rigor, Linux € o kernel. Contudo, a expressdao “sistema operacional Linux” tornou-se
muito difundida. Outra pergunta pode ter surgido neste ponto: qual o nome do sistema operacional entdo?
Mais uma controvérsia aqui. Quando algum usudrio instala ”o Linux”, ele estd instalando o kernel e mais
uma série de outros softwares (i.e., aplicativos ou programas). Grande parte desses aplicativos pertence a
um projeto chamado GNU. Logo, o sistema operacional formado pelo kernel mais utilitdrios e aplicativos,

como defendem alguns, deveria ser chamado de GNU/Linux.

1.1.1 UM BREVE HISTORICO - COMO SURGIRAM O GNU E 0 LINUX:

No ano de 1984, Richard Stallman iniciou o Projeto GNU, que tinha por objetivo criar um sistema
operacional que fosse totalmente livre. Esse sistema operacional deveria ser compativel com outro sistema
operacional - o UNIX (dai o nome GNU - GNU is Not Unix). No ano seguinte, Stallman fundou a
FSF (Free Software Foundation), com o prop6sito de eliminar restricdes de uso, copia e distribuicao de
software.

Por volta de 1991, o sistema GNU estava quase pronto, exceto pelo kernel. Stallman estava trabalhando
no desenvolvimento de um kernel chamado Hurd. Ao mesmo tempo, o finlandés Linus Torvalds havia
criado um kernel compativel com as aplicagdes do projeto GNU. A esse kernel foi dado o nome de
Linux. Atualmente, Linux tornou-se um termo genérico para se referir a sistemas operacionais ~Unix-
like” baseados no kernel Linux. Tornou-se, também, o melhor exemplo de Software Livre e de cédigo

aberto.

1.1.2 SOFTWARE LIVRE E LICENCA GPL:

Na Secdo anterior, foi dito que Stallman pretendia criar um sistema operacional livre e que o GNU/Linux

era um exemplo de Software Livre. A definicao de Software Livre, dada pela FSF é:

i. Executar o software com qualquer propésito (liberdade n° 0).
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ii. Estudar o funcionamento do software e adaptd-lo as suas necessidades (liberdade n° 1).
iii. Redistribuir (inclusive vender) copias do software (liberdade n° 2).

iv. Melhorar o programa e tornar as modifica¢des publicas para que a comunidade inteira se beneficie
da melhoria (liberdade n° 3).

Ao contrério do que as pessoas pensam, Software Livre (do inglés Free Software) ndo é sindbnimo de
gratuito. O que ocorre é uma confusdo envolvendo a palavra ’free” em inglés, que significa tanto gratuito
como livre. Mas o sentido que Stallman queria dar era de “livre”. De qualquer forma, a maioria dos
softwares livres € distribuida de forma gratuita. Grande parte dos projetos de software livre (incluindo o
GNU/Linux) ¢ distribuida sob a GPL (General Public License - Licenga Publica Geral), que € a licenca
idealizada por Stallman e que se baseia nas quatro liberdades citadas anteriormente. Com a garantia destas
liberdades, a GPL permite que os programas sejam distribuidos e reaproveitados, mantendo, porém, os
direitos do autor de forma a ndo permitir que essa informacao seja usada de uma maneira que limite as

liberdades originais.

1.1.3 DISTRIBUICOES:

Distribui¢des Linux (também chamadas Distribuicdes GNU/Linux ou simplesmente distros) consistem
em “pacotes” de software baseados no kernel Linux que incluem determinados tipos de software para
satisfazer as necessidades de um grupo especifico de usudrios, dando assim origem a versdes domésticas,
empresariais e para servidores.

Exemplos de Distribui¢des Linux: Ubuntu, Debian, Slackware, Fedora, Red Hat, Arch, Gentoo, Mandriva,
openSUSE etc.

Qual é a melhor distribuicdo € uma questdo de necessidade e gosto. Apresentamos a seguir uma breve

descricdo de algumas distros, para que voc€ possa ter uma ideia de suas principais caracteristicas.

i. Debian:

A distro Debian (ou Debian GNU/Linux) é desenvolvida pelo Projeto Debian, um grupo de
voluntdrios mantido por doagdes através da organizacao sem fins lucrativos Software in the Public
Interest (SPI).

Debian baseia-se fortemente no projeto GNU e tem como principais caracteristicas um alto
compromisso com estabilidade e seguranca bem como uma grande facilidade no que concerne
a instalacdo de programas, através de um gerenciador de pacotes completo (dpkg) e sua interface
(apt), utilizados amplamente em outras distribui¢des.

A ultima versao estdvel desta distro é 7.8 de 10 de janeiro de 2015.

ii. Red Hat Entreprise Linux:
Red Hat Enterprise Linux é uma distro criada pela empresa norte-americana Red Hat. O foco
desta distribui¢ao € o mercado corporativo, incluindo versdes para servidores e para desktops.

O Red Hat Enterprise Linux ndo possui um ciclo de langamentos fixo: a versdo atual é a 7 de
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Slackware:

Simplicidade e estabilidade sdo duas caracteristicas marcantes na distribuicdo do Slackware.
Muito comum em servidores, procura ser uma distribuicao “leve”, praticamente sem enfeites e
répida, muito apreciada por usudrios mais experientes.

Encontra-se atualmente na versao Slackware 14.1.

Ubuntu:

Ubuntu € uma distro GNU/Linux baseada na distro Debian e é patrocinada pela Canonical. A
proposta do Ubuntu é oferecer um sistema operacional que qualquer pessoa possa utilizar sem
dificuldades, independentemente de nacionalidade, nivel de conhecimento ou limitagdes fisicas (a
palavra Ubuntu € de origem africana e significa “humanidade para os outros”). Essa distro oferece
um ambiente atualizado e estdvel, focado na usabilidade e na facilidade de sua instalacao.

A cada seis meses, uma nova versao da distro € langada, a versdo atual com suporte longo prazo
¢ Ubuntu 14.04.2 LTS (Trusty Tahr). Os nimeros 14 e 4 sdo, respectivamente, o ano ¢ o més do

lancamento da versdo e a sigla LTS significa “long time support” que € geralmente de 5 anos.

APLICATIVOS, DIRETORIOS E ARQUIVOS:

Aplicativos:

Basicamente, para qualquer programa que vocé utilizava no Windows, existe uma alternativa no
GNU/Linux. Por outro lado, varios dos aplicativos inicialmente concebidos sob “GNU/Linux”
também estdo disponiveis na versao para Windows (e.g., VLC). Caso vocé queira saber quais

programas sao equivalentes entre Linux e Windows, consulte esta pagina.

Visdo geral da organizagdo dos arquivos no Linux:

Grosso modo, pode-se dizer que, no Linux, tudo € arquivo. Se hd algo que ndo seja um arquivo,
entdo este algo € um processo. No GNU/Linux (como no UNIX), ndo h4 diferenca entre arquivo
e diretério, uma vez que um diretério é apenas um arquivo contendo nomes de outros arquivos.
Imagens, musicas, textos, programas, servi¢os e assim por diante sao todos arquivos. Dispositivos
de entrada e saida, e geralmente, todos os dispositivos, sdo considerados como arquivos. Todos
estes arquivos estdo organizados de acordo com uma hierarquia, isto €, ha critérios que prevém os
principais diretorios e seu conteido (veja Figura 1.1). Estes critérios sdo definidos por um padrao,
o FHS (Filesystem Hierarchy Standard).
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Figura 1.1: Estrutura hierdrquica do file system do Linux.

No topo da hierarquia de arquivos fica o chamado diret6rio raiz (ou, mais apropriadamente,
diretdrio root), pois a estrutura de diretérios é chamada também de “Arvore de Diretdrios”.

Vejamos alguns exemplos citando os principais diretdrios do sistema:

/: Chamado diretdrio root, € o diretério principal do sistema. Dentro dele estdo todos os
diretorios do sistema.

/bin: Contém comandos e programas essenciais para todos os usudrios (alguns desses
comandos serdo tratados adiante).

/boot: Contém arquivos necessarios para a inicializacao do sistema.

/dev: Contém referéncias para todos os dispositivos, os quais sdo representados como arquivos
com propriedades especiais.

/etc: Contém arquivos de configuracao.

/home: Contém os diretorios dos usudrios.

Alib: Contém bibliotecas (que sdo subprogramas ou codigos auxiliares utilizados por
programas) essenciais para o funcionamento do Linux, e também os médulos do kernel.

/media: Contém subdiretérios que sd@o usados como pontos de montagem para midias
removiveis, cdroms, discos externos e pen drives, entre outros.

/root: Este € o diretério “home” do super usudrio (usudrio root). Nao confundir com o

diretdrio root, o /. O diretério /root contém os arquivos do usudrio root. O diretério / € o topo
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da hierarquia de arquivos. Usudrio root é o administrador do sistema, possui acesso a todos os

comandos e arquivos.
/tmp: Contém arquivos temporarios.
/usr: Contém programas, bibliotecas, entre outros arquivos.
/usr/bin: Contém os bindrios de programas ndo-essenciais (os essenciais ficam no /bin).
fusr/src: Contém os codigos-fonte de alguns programas instalados no sistema.
/var: Contém arquivos “varidveis”, como logs, base de dados.

/var/log: Como o préprio nome diz, possui arquivos de log. Arquivo de log: ¢ um arquivo

que armazena registros de eventos relevantes de um programa ou do sistema.

/var/run: Contém informacdes sobre a execucdo do sistema desde a sua ultima
inicializagdo.
Caminho absoluto vs. Caminho relativo:
Caminho de um diretério (ou de um arquivo) € composto pelos diretérios que devemos percorrer
até chegar a ele. Vamos diferenciar caminho absoluto de caminho relativo por meio de um
exemplo.
Consideremos, por exemplo, o diretdrio xinit/. Consideremos que este diretorio encontra-se dentro
de um outro diretdrio, o diretério X11/. Este X11/, por sua vez, esta dentro do diretdrio etc/, que,
finalmente, esta sob o diretdrio root, o /.
O raciocinio inverso seria: temos o / e dentro o etc/ (/etc/), e dentro o X11/ (/etc/X11) que contém
o xinit/ (/etc/X11/xinit). Logo, “/etc/X11/xinit/” € o caminho absoluto (“absolut path”) para o
diretdrio xinit, ou seja, sdo os diretdrios que devemos percorrer, comegando pelo /, até o diretorio
Xinit/.
Consideremos agora os mesmos diretorios do caso anterior (/etc/X11/xinit/). Suponhamos agora
que estamos no diretorio etc/. Para dizer qual € o caminho do diretorio xinit/, bastaria dizer apenas
X11/xinit - este é o caminho relativo (“relative path”) do diretério (em relagdo ao diretdrio /etc
— ¢ seu diretorio de trabalho). Se estivéssemos no diretério X11/, o caminho relativo seria
simplesmente xinit/.
Em suma, caminho absoluto € aquele que utiliza toda a estrutura de diretérios, ao passo que o

relativo toma um diretério como referéncia e define o caminho a partir dai.

Permissoes de acesso:

O Linux foi desenvolvido para ser um sistema multi-usudrio. Isto significa que varios usudrios
podem ter configuracdes personalizadas, independentes das configuragdes dos demais usudrios,
bem como diferentes usudrios podem executar tarefas a0 mesmo tempo numa mesma maquina.
Assim sendo, cada usudrio pode querer negar ou permitir o acesso a determinado arquivo ou
diretdério. Por isso, existem as chamadas permissdes de acesso do Linux: para impedir o acesso
indevido de outros usudrios ou mesmo de programas mal intencionados a arquivos e diretorios.
Mostraremos algumas destas permissoes nesta se¢do. Mais adiante, mostraremos como manipulé-

las.
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v. Donos, grupos e outros:

Vi.

No Linux, para cada arquivo sdo definidas permissdes para trés tipos de usudrios: o dono do
arquivo, um grupo de usudrios e os demais usudrios (outros, que nao sao nem o dono, nem

pertencem ao grupo).

Dono: € o usudrio que criou 0 mesmo, seu dono. Somente o dono e o usudrio root podem

mudar as permissdes para um arquivo ou diretério.

Grupo: é um conjunto de usudrios. Grupos foram criados para permitir que varios usudrios

tivessem acesso a um mesmo arquivo.

Outros: sio os usudrios que ndo se encaixam nos tipos de usudrios supracitados.

Tipos de permissoes:

Os trés tipos basicos de permissao para arquivos e diretdrios sao:

r (read): permissdo de leitura para arquivos. Caso seja um diretdrio, permite listar seu

conteddo (com o comando Is, por exemplo - que serd visto adiante).

w (write): permissdo de escrita para arquivos. Caso seja um diretério, permite a gravacao
de arquivos ou outros diretorios dentro dele. Para que um arquivo/diretério possa ser apagado, é

necessario o acesso a escrita (gravagao).

X (execute): permite executar um arquivo. Caso seja um diretério, permite que seja acessado

através do comando cd (vocé vera este comando também adiante, equivale a entrar’” no diretdrio).

Em suma, para cada arquivo do sistema, sao definidas permissoes para o dono do arquivo, para um
grupo de usudrios e para os demais usudrios. Essas permissdes sdo de leitura, escrita e execugao
(r, w ou x). Vocé entenderd melhor estes conceitos adiante, mas tente familiarizar-se com eles

desde j4.

1.2 Modo texto

Nao € apenas pelo modo grifico que o usudrio consegue interagir com o sistema. E possivel fazer isso

pelo modo texto, digitando comandos e nomes de programas para conseguir uma “resposta’” do sistema.

Por i1sso, o modo texto € também chamado de linha de comando.

E importante para um usuério do GNU/Linux aprender a trabalhar no modo texto por varios motivos:

otimiza vdrias tarefas, existem alguns programas que s6 podem ser executados no modo texto e também

porque o0 modo grafico consome mais recursos computacionais.

H4 duas formas de acessar o modo texto do sistema. Vocé pode acessar um terminal “puro”, pressionando

as teclas “Ctrl+Alt+F1” simultanemamente. Na verdade, vocé pode substituir a tecla F1 por F2, F3, etc até

F6. Isso lhe permite iniciar seis se¢des simultaneas no modo texto. Para retornar ao modo grafico, basta

pressionar as teclas “Ctrl+Alt+F7”! Veja como o modo texto se parece na Figura 1.2).
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To grab input, press Ctrl+G 000 =wdi

Figura 1.2: Login via terminal de texto (acesso com Ctrl+Alt+F1).

A segunda forma € usar um “emulador de terminal”, isto é, dentro do modo gréfico, abre-se um
programa que funciona com linha de comando. Na instalagdo disponibilizada no curso, o terminal estd
disponivel na barra de ferramentas lateral (veja Figura 1.3). De forma geral, em Ubuntu 14.4.02 LTS,
voceé pode acessar o terminal via Painel inicial (também na barra de ferramentas lateral) digitando o termo

“terminal” (veja Figura 1.4).

inferencia_filogenetica_xubuntu_2023 - VMware Workstation 17 Player (Non-commercial use only) - o x

File Virtual Machine Help

<> A [ ) 26jan,0%:18

EY

eweb Browser Favorites
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& | File Manager (=] All Applications
-~ Terminal Emulator

= [ Accessories
"'v-HE\p
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{5l Education
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@ Internet
{38 Multimedia
1 office

|2E| Settings

o7 System

@ Inferencia Filogenetica

To release input, press Ctri+Alt EIGICIE L 5L N

Figura 1.3: Acesso ao terminal via interface grafica GNOME na barra de ferramentas lateral. [exemplo: imagem
do Xubuntu, edicao de 2023]

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 9


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Mal‘ques, FPL Instituto de Biociéncias “USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

inferencia_filogenetica_xubuntu_2023 - VMware Workstation 17 Player (Non-commercial use only) D & &

File virtual Machine Help

| Q, termin a |
*- Terminal Emulator

ﬁxfze Terminal
ﬁxfze Terminal Settings
mDEfault Applications

@ Inferencia Filogenetica
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Figura 1.4: Acesso ao terminal via interface graifica GNOME na barra de ferramentas lateral usando o Painel inicial.
[exemplo: imagem do Xubuntu, edicdo de 2023

1.2.1 SHELL:

De qualquer uma das duas formas, o que vocé verd rodando (apds logar-se ou acessar o Terminal) é um

programa chamado shell, que é um interpretador de comandos.

1.2.2 BASH:

O BASH (Bourne Again Shell) € o shell desenvolvido para o projeto GNU, da Free Software Foundation,

que se tornou padrao nas varias distribui¢des Linux (incluindo Ubuntu).

std_in— command — std_out

Figura 1.5: Estrutura de comandos std_in representa standard input, informagdes de entrada para o comando;
std_out representa standard output, resultado do processamento feito pelo comando.

1.2.3 COMANDOS:

Nesta secdo, examinaremos alguns comandos simples do BASH. E importante que vocé saiba que nao
€ preciso decorar os comandos apresentados. Para aprendé-los de fato, vocé deve ir praticando com os
exercicios propostos e conforme a sua necessidade.

Uma nog¢do sobre comandos € importante. Comandos executam tarefas. Nao existe comando que ndo
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faca nada! Para executar tarefas, comandos necessitam de material para executar a tarefa para o qual ele
foi concebido. Esse “material” € informacdo, dados. O comando pegara essa informagdo e retornard o
resultado do processamento, ou seja, o resultado de seu trabalho. Veja a representacio desses conceitos na
Figura 1.5. Todo comando requer implicita ou explicitamente uma informacao de entrada, stardard input,
que serd processada e exibida como resultado, stardard input, na tela ou redireciona a um arquivo (veja
Secao ?? abaixo). Guarde esta estrutura, ela serd fundamental para vocé entender o conceito de PIPES no

final deste tutorial (Secdo ??

1.2.3.1 Prompt:

O prompt do BASH tem a seguinte aparéncia:

alan@turing:~$

No caso de alan@turing:~$ alan é o nome do usudrio, turing ¢ o nome da maquina, “~” é o
diretério em que o usudrio se encontra, neste caso, “~” representa o diretério home do usudrio, e 0 “$” é
o simbolo do tipo de usudrio (nesse caso, um usudrio normal). Se fosse o usudrio root (administrador do

sistema), o simbolo seria “#”.

1.2.3.2 Sintaxe dos comandos:

E importante lembrar que a linha de comando € case sensitive, isto €, diferencia letras maidsculas de
mindsculas. Portanto, “echo” € diferente de “Echo”, que sao diferentes de “ECHO”. Isso também vale
para nomes de diretérios e arquivos. Os comandos sdo, em geral, em letras mindsculas. Muitos deles

9

aceitam argumentos. Os argumentos que comecam com um (ou dois) “-” sdo opcdes. Por exemplo:

S comando -opgaol -opgdo2 -opgdo3 argumento

Quando os argumentos forem arquivos ou diretdrios, tanto o caminho absoluto como o relativo poderao
ser usados. Esta linha de comando assume a priori que se algum arquivo faz parte dos argumentos, ele esta
no seu diretorio de trabalho.

Outro ponto importante é que vocé€ pode digitar os comandos € nomes de arquivos ou diretdrios pela
metade e depois pressionar “Tab”. O shell “tentard completar” o que falta para vocé. Se houver mais de
uma opc¢ao para completar o que foi digitado, as alternativas possiveis serdo mostradas. Este € um recurso
que facilita muito o uso da linha de comando. Vamos entdo aos comandos, voc€ deverd abrir um terminal

para que faga alguns dos exercicios.
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1.2.3.3 pwd (print working directory):

Mostra o nome e o caminho do diretério atual, ou seja, diretério em que o usudrio estd, o diretério de
trabalho.

S pwd

1.2.34

$ /home/alan

Is (list):

Lista os arquivos e subdiretdrios de um ou mais diretdrios.

Sintaxe bdsica:
S 1s

Exemplos:

12
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[opgbes] [diretdriol] [diretdrio2] ...

O comando abaixo lista os diretérios e arquivos do /:
$ 1s /
O comando abaixo lista os diretdrios e arquivos do /etc:

$ 1s /etc

Para listar o contetido do / e do /etc, de uma sé vez, use:
$ 1s / /etc

Exercicio 1.1

Liste o contetddo do diretério /tmp.
Para listar o contetido do diretério atual, basta digitar apenas “Is”. Se o usudrio estiver em

seu diretdrio home e digitar Is, a saida serd os arquivos e diretdrios contidos no /home/alan.

Suponha ainda que o usudrio encontra-se em seu diretério home. Existe, dentro do home do
usudrio, um diretério chamado “Documentos”. Se quisermos listar o contetido deste, podemos
usar o comando

$ 1s /home/alan/Desktop

mas também podemos usar o caminho relativo (lembra-se?):

$ 1s Desktop

Opgoes:

-a (ou all): Lista todos os arquivos e diretdrios, incluindo os ocultos. No GNU/Linux, os
arquivos e diretorios ocultos comecam por “.”. Quando usamos o comando Is como anteriormente
(sem nenhuma opcao), esses arquivos nao sdo listados.

Exemplo:
O comando abaixo listard todos os arquivos e diretorios contidos no barra, incluindo os ocultos.

alan@turing:~$ 1ls -a
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Exercicio 1.2

Liste todo o contetido do seu diretério home, incluindo os itens ocultos. (Quando fizer isso,
vocé notard que dois itens “estranhos” foram listados: o “.” e o “..”. Eles representam,
respectivamente, o diretério atual e o diretério acima. Se vocé estiver em seu diretorio

home e usar o comando “Is ../”, o contetido do /home sera listado).

-R: Lista o conteido de um diretério e dos subdiretérios, recursivamente. Quando vocé
utiliza o comando Is, os arquivos e diretdrios contidos num determinado diretério sdo mostrados.
Usando a opcdo -R, serdo listados os arquivos contidos num determinado diretdrio, e para cada
subdiretdrio também serdo listados os arquivos e diretérios nele contidos. E para cada um desses
diretdrios, também sera listado todo o seu conteddo e assim sucessivamente. Se vocé usasse “Is
-R /”, o contetido de todos os diretdrios seria mostrado (ndo execute esse comando, pois 0 output

€ longo, ele esta aqui apenas para que vocé entenda o que faz esta op¢ao).

-1: Usa o formato longo para listagem, o que significa que serdo listados detalhes sobre cada
arquivo e diretério mostrado. Vamos examinar que detalhes sdo estes. O comando
$ 1s -1 /

imprime:
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Objetivo

O objetivo deste tutorial é apresentar algumas ferramentas disponiveis em LINUX para visualizar
e manipular arquivos textos. Aprender o bésico sobre essas ferramentas € fundamental, pois todos
os programas ou aplicativos que iremos utilizar durante o curso requerem dados de entrada e
imprimem informagdes em arquivos textos. Este tutorial ndo explora de forma exaustiva todos
os conceitos apresentados relacionados as ferramentas de manipulacdo de texto disponiveis. No
entanto, introduz termos e conceitos, bem como comandos e aplicativos, que certamente lhes
dardo bases para executar muitas tarefas apresentadas ao longo do curso. Considerem, no entanto,
que estas ferramentas poderao ser melhor estudadas fora da sala de aula 8 medida em que encontre
necessidades especiais para executar determinadas operagdes. Os arquivos associados a este

tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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2.1 Arquivos textos

Uma das grandes vantagens dos sistemas Unix/Linux é que a grande maioria dos arquivos que
gere e sustentam o sistema, bem como aqueles manipulados por aplicativos, sdo arquivos texto.
Durante o curso, vocé verd que todos os arquivos de entrada (i.e., input files) e saida (i.e.,
output files), sdo arquivos aos quais vocé terd acesso direto via editores de texto ou que vocés
serdo capazes de imprimi-los diretamente no terminal para visualizacdo. Adicionalmente, vocé
notard que a manipulacdo (edi¢ao) de textos € muito comum. Isso porque arquivos de saida de
determinados programas, ou parte deles, podem ser utilizados como arquivos de entrada para

outros programas em andlises subsequentes.

H4 uma lista de editores de texto disponiveis para todos os sistemas, mas 0 que queremos
usar sdo aqueles que ndo inserem caracteres ocultos em seu arquivo (e.g., Word da MicroSoft
Windows). Dentre eles podemos citar Notepad para sistemas Windows, TextWrangler para MAC,
e vim, elvis, emacs, nedit, nano, kedit, gedit, entre muitos outros para sistemas
LINUX/UNIX. Para Linux, se o sistema no qual vocé€ estd operando disponibiliza interfaces
graficas e seu ambiente de Desktop € GNOME - como € o caso da imagem disponibilizada no
curso - o gedit € um editor de texto muito versatil. Dentre aqueles que ndo requerem interface
grifica e, desta forma, sdo apropriados para uso em terminais, nds iremos adotar nano. Para
aqueles que estiverem muito interessados em usar editores dessa natureza, considerem estudar o
emacs, € inacreditavel o que vocé pode fazer com ele! Ao explorar esses editores, considerem

que o conforto e poder desses aplicativos s@o inversamente proporcionais [1]!

2.1.1 EDITORES DE TEXTOS

2.1.1.1 GEdit

Para abrir o gedit basta procurar o aplicativo no Painel Inicial do Ubuntu (veja Figura 2.1) e
digitar a palavra gedit ou verifique se ele ja se encontra na barra lateral de aplicativos do seu
sistema. Abra o gedit e com ele abra o arquivo 10_tax_all_1000_trees.tre que estd
no diretério tutorial_02. Veja as op¢des do programa na barra de menu e explore um pouco o
que ele pode fazer. Note que ele ndo difere muito do que vocé estd acostumado a fazer com o seu
editor de texto (e.g., Word da MicroSoft Windows). Este editor € intuitivo e eu acredito que nao
seja necessdrio explicar como ele funciona exceto pelo fato de que vocé pode abri-lo diretamente

via terminal com o comando:

$ gedit &

Observacao: O simbolo “&” apenas faz com que o terminal rode o gedit no backgroud. Se o

“&” € omitido, seu terminal fica vinculado a execugdo do gedit até que vocé feche o programa.
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File Virtual Machine Help

QL ged] a

%5 Run gedit

Text Editor

@ Inferencia Filogenetica Isl"]] ﬂ @

To release input, press Ctrl+Alt EICICIEAL 1L N =)

Figura 2.1: Abrindo gedit na imagem de Xubuntu via Painel inicial. Observe que a barra lateral de seu sistema
lhe permite acesso direto ao gedit.

2.1.1.2 nano

O nano é um editor que deve ser executado a partir de um terminal, e se concentra em
simplicidade. O nano € um clone do antigo editor de texto pico, o editor para o cliente de
e-mail pine, que foi muito popular 14 pelos anos 90, em UNIX e sistemas do tipo LINUX. O
nano foi criado em 1999 com o nome de “TIP” (uma sigla, um acronimo recursivo que significa
“TIP Isn’t Pine”, por Chris Allagretta. Allagretta decidiu criar este clone do pico porque
o programa nao foi liberado sob a GPL. O nome foi mudado oficialmente em 10 de janeiro de 2000
para diminuir a confusdo entre o novo editor e 0 comando “tip” (o comando “tip” é comum
em Sun Solaris, uma distribuicao de UNIX).

O nano usa combinag¢des muito simples de teclas para trabalhar com arquivos. Um arquivo é

aberto ou iniciado com o comando:

$ nano <arquivo>

Onde <arquivo> € o nome do arquivo que vocé deseja abrir.

Se vocé executa em um terminal o comando:

S nano teste.txt

O nano ird abrir um arquivo vazio se teste.txt ndo existir no seu diretério de trabalho.
No entanto, se vocé abrir o mesmo arquivo que abriu anteriormente utilizando nano, o arquivo
10_tax_all_1000_trees.tre queestdnodiretério tutorial_02, vocé deverd observar

o terminal ilustrado na Figura 2.2.
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v Terminal - alan@alan-turing: ~/Desktop

File Edit View Terminal Tabs Help

To grab input, press Ctrl+G EICIGIEE TS L N

Figura 2.2: Abrindo nano na imagem do Xubuntu via terminal.

Quando o arquivo estiver aberto no nano, vocé verd uma pequena lista de sintaxe de comando na
parte inferior da janela do terminal (marcado em vermelho na Figura 2.2). Todas as combinagdes
de teclas para o0 nano comecam com a tecla Ctrl, o Ctrl convencionalmente € representado
pelo simbolo “~”. Para executar um comando vocé deve manter a tecla Ct r1 pressionada e clicar

na segunda tecla para executar a agdo. As combina¢des mais comuns para 0 nano sao:

Ctrl-x - Sai do editor. Se vocé estiver no meio da edicdo de um arquivo, o processo de saida ird
perguntar se voc€ quer salvar seu trabalho.

Ctrl-R - Ler um arquivo em seu arquivo de trabalho atual. Isso permite que vocé adicione o
texto de outro arquivo enquanto trabalha dentro de um novo arquivo.

Ctrl-c - Mostra a posi¢do atual do cursor.

Ctrl-k - “recorta” o texto.

Ctrl-U - “cola” o texto.

Ctrl S - Salvao arquivo e continua trabalhando.

Ctrl-T - verifica a ortografia do seu texto.

Ctrl-w - faz uma busca no texto.

Ctrl-a - leva o cursor para o inicio da linha.

Ctrl-e - leva o cursor para o fim da linha.

Ctrl-g - mostra a ajuda do nano.

Existem muitos outros comandos disponiveis no nano. Para ver a lista de comandos, use o

comando Ctrl-g.
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Exercicio 2.1

Vocé devera criar um arquivo chamado matrix.txt utilizando Nano com o seguinte

conteudo:

p04 0000000
p02 1110000
p05 1110000
p06 1101000
p03 1101000
p01 1000100
p08 1000110
pl0 1000111
p09 1000111

2.1.1.3 Outras formas de visualizaciao de texto

Ha outras formas de visualizar e/ou obter informacdes rdpidas de arquivos texto. Abaixo iremos

explorar algumas delas:

2.1.1.3.1 Comando cat: O comando cat foiintroduzido a vocés no Tutorial 1. Na ocasido,
aprenderam que este comando permite a impressdo do conteido de arquivos texto no terminal,
bem como seu uso para concatenar arquivos textos utilizando os caracteres de direcionamento
(i.e., “>" e “»”; veja o Tutorial 1). No entanto, o comando cat pode também ser utilizado para
criar arquivos de forma bem mais rudimentar do que o nano. Um exemplo € dado no préximo

exercicio.

Exercicio 2.2

Abra um terminal e digite:
S cat > tnt_head.txt

Voce devera obter uma linha vazia no terminal. Digite:
“xread” (sem as aspas)

Pressione ENTER.

Agora digite:

“7 10” (novamente sem as aspas)

Pressione ENTER.

Finalmente pressione Ctr1-D
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Examine o conteddo de tnt_head.txt:
S cat tnt head.txt

Vocé devera ter obtido um arquivo com o seguinte contetido:
xread

7 10

Muito bem! Vocé ird usar esse arquivo em breve, portanto deixe-o no diretério tutorial_02.

2.1.1.3.2 Comando sort: O sort éum programa interno de Linux que organiza as linhas
de um arquivo texto ou da entrada padrdo. A organizagao € feita por linhas e as linhas s@o divididas
em campos que é a ordem em que as palavras aparecem na linha separadas por um delimitador
(normalmente um espago). Organizar aquivos pode facilitar muito a leitura, principalmente de
tabelas e, em alguns casos ou seu arquivo € muito grande para ser organizado por programas como
Excel ou vocé nao terd acesso a interfaces graficas. Portanto, o sort pode ser uma ferramenta

muito poderosa para organizar informacao.

Sintaxe:

$ sort -opgdol -opgdo2 -opgao3 argumento

O argumento é, via de regra, o arquivo que contém as informagdes que vocé quer organizar.
Ha diversas op¢des para esse programa (veja $ man sort, para maiores detalhes); no entanto,

iremos apresentar algumas poucas que podem ser tteis utilizando alguns exemplos.

Veja uma utilidade simples deste programa. O arquivo sort_example_1.tre contém uma
série de topologias compiladas pelo POY [2, 3] — um programa desenvolvido para andlises de
homologia dindmica, que veremos no Tutorial 9. Para saber o ndimero de topologias contidas
neste arquivo basta usar o comando wc com a op¢ao —1 (veja Tutorial 1). O programa sort tem
o termo “~u” como uma de suas op¢des, nela sdo consideradas apenas as linhas que sdo tnicas,

ou seja, diferentes. Desta forma, a linha de comando:

$ sort -u sort_example_1l.tre

retorna apenas as topologias tnicas contidas neste arquivo.

Quantas topologias tnicas existem neste arquivo?.
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Veremos outras utilidades do sort.
Verifique o conteddo do arquivo random_taxon_table.tsv no diretério tutorial_02
utilizando o comando cat. A extencdo “. tsv” (Tab Separated Values) é utilizada para arquivos
em que os valores ou conjunto de textos estao separados por TAB. Vocé consideraria que ele estd
organizado? Se vocé consultar o manual do sort utilizando o comando man sort constatard
que ha uma op¢do que permite verificar se seu arquivo possui ou nao alguma ordem. A opcao € a

seguinte:

-c, —check, -check=diagnose-first

check for sorted input; do not sort

Se vocé executar:

S sort —-c random_taxon_table.tsv

Vocé devera obter:

sort: random_taxon_table.tsv:3: desordenado:

A forma mais bésica de organizar esse arquivo é executando sort sem nenhuma op¢do. Tente
voc€ mesmo e verifique como sort organizou seu arquivo. Note que o sort organizou
sequencialmente as colunas de sua tabela a partir do ordenamento dos géneros. Talvez isso fique
mais 6bvio se ordenarmos esses dados por estados. Para isso vejamos a op¢do —k de sort. Veja

o que diz a documentagdo desse programa para esta op¢do (man sort):

-k, —-key=POS1[,P0S2]
start a key at POS1 (origin 1), end it at POS2 (default end of

line). See POS syntax below

POS is F[.C][OPTS], where F is the field number and C the
character position in the field; both are origin 1. If neither
-t nor -b is in effect, characters in a field are counted from
the beginning of the preceding whitespace. OPTS is one or more
single—-letter ordering options, which override global ordering
options for that key. If no key is given, use the entire line

as the key.
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As posi¢des as quais a documentacdo se refere sdo os conjuntos de texto separados pelo
delimitador, nesse caso TAB (tabulador). Por exemplo, note que a terceira coluna do arquivo
random_taxon_table.tsvinclui os estados de origem do material listado. Vamos organizar

a lista de exemplares deste documento por estado.

Se vocé executar:

S sort -k 3 random_ taxon_table.tsv

Voceé devera obter:

Genus_3 sp_1l AC imaturo MZUSP 0.46 0.6 0.93 0.66 0.33
Genus_3 sp_1l AC imaturo MZUSP 0.87 0.82 0 0.1 0.8
Genus_4 sp_1 AC imaturo MZUSP 0.98 0.98 0.36 0.43 0.98
Genus_4 sp_0 AC indet. BMNH 0.69 0.3 0.25 0.12 0.63

Genus_2 sp_1l AC indet. MZUSP 0.16 0.54 0.89 0.08 0.04
Genus_1 sp_0 AC indet. MZUSP 0.41 0.99 0.66 0.4 0.33
Genus_2 sp_2 AC indet. MZUSP 0.52 0.96 0.38 0.76 0.05
Genus_2 sp_5 AC indet. MZUSP 0.75 0.02 0.1 0.07 0.39

Observe o que acontece quando vocé delimitar o ordenamento a terceira coluna:

Se vocé executar:

$ sort -k 3,3 random_taxon_table.tsv

Vocé devera obter:

Genus_1 sp_0 AC indet. MZUSP 0.41 0.99 0.66 0.4 0.33
Genus_2 sp_1 AC indet. MZUSP 0.16 0.54 0.89 0.08 0.04
Genus_2 sp_1l AC maturo BMNH 0.3 0.53 0.38 0.43 0.34
Genus_2 sp_2 AC indet. MZUSP 0.52 0.96 0.38 0.76 0.05
Genus_2 sp_3 AC maturo AMNH 0.68 0.93 0.2 0.7 0.93
Genus_2 sp_4 AC maturo BMNH 0.52 0.06 1 0.31 0.84
Genus_2 sp_5 AC indet. MZUSP 0.75 0.02 0.1 0.07 0.39
Genus_3 sp_1 AC imaturo MZUSP 0.46 0.6 0.93 0.66 0.33
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Exercicio 2.4

i. O que acontece com o ordenamento de duas colunas de seu arquivo quando vocé
executa a linha de comando abaixo?
$ sort -k 5,5 -k 3,3 random_taxon_table.tsv

ii. Vocé deverd criar um arquivo chamado matrix.tnt em que as duas primeira
linhas contenham o texto que vocé inseriu no arquivo tnt_head.txt, criado
anteriormente, seguido do texto ordenado por tixon da matrix contida no arquivo
matrix.txt e que a ultima linha contenha um ponto e virgula (i.e., “;”). Esta
ultima etapa pode ser realizada com o comando echo ' ;' direcionado de forma
apendiciada para o arquivo final. Em nenhum momento vocé deverd usar qualquer
editor de texto! O comando cat, echo e as formas de redicionamento sio

suficienetes para criar esse arquivo.

Se vocé conseguiu parabéns!, vocé€ acabou de criar um arquivo de entrada para o

programa de andlise filogenética chamado TNT [4].

Finalmente, para terminar a discussdo sobre o sort vejamos o conteido do arquivo
random_taxon_table.csv. Ele contém as mesmas informagdes que o arquivo
random_taxon_table.tsv. A extensdo “.csv” refere-se a documentos cujo delimitador
¢ uma virgula (Comma Separated Values), muito comum em bases de dados e uma forma
de exportar informacgdes de planilhas eletronicas (i.e., Excel e/ou OppenOffice Calculator) para

arquivos que possam ser processados como textos.

Se vocé tentar executar as mesmas linhas de comando anteriores para o ordenamento do conteido
deste arquivo, principalmente no que concerne ao ordenamento por valores internos, vocé nao
ird conseguir. Isso porque o sort usa, por default, espacos como delimitadores. No entanto, em

sort hd como voce especificar o delimitador com a op¢do —t, vejamos o que diz a documentagio:

-t, —-field-separator=SEP

use SEP instead of non-blank to blank transition

Confuso ndo!? Enfim, o que esta opcao define é qual delimitador vocé quer especificar. Por

exemplo, se seu delimitador € “, ”” sua opcao dever ser -t /, .

Se vocé executar:

$ sort -t ’,’ -k 3,3 random_taxon_table.csv
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Voce obterd o mesmo ordenamento feito anteriormente pelos estados de procedéncia.

Exercicio 2.5

i. Considere o conteido do arquivo indexed_trees.txt no diretério

tutorial_02 que possui a sequinte estrutura:

(A, (B, (C, (E, (D,F))))) [4.1.4.7];

(A, ((D,E), (C, (B,F)))) [4.3.3.5];
(A, ((D,E), (B, (C,F)))) [4.3.3.4];
(A, (D, ((B,C), (E,F)))) [4.3.2.5];
(A, ((E, F) (b, (B,C)))) [4.3.1.2];
(A, ((E,F), (C, (B,D)))) [4.2.1.2];

Esse arquivo possui um conjunto de topologias com um indexador de 4 digitos entre
colchetes (i.e., [4.1.4.7]).

Neste exercicio voce deverd ordenar as topologias pelos seus indexadores.

2.1.1.3.3 Comeco e final de arquivos: Geralmente, arquivos que registram uma andlise
filogenética sao longos e a impressao de seu conteido em um terminal excede o limite de linhas
que ele retém como registro. Veja por exemplo o arquivo garli_screen.log. Este arquivo
contém o log de uma andlise em Garli, um programa de andlises filogenéticas que utiliza maxima

verossimilhanga como critério de otimalidade [5].

Se vocé executar:

$ cat garli_screen.log | wc -1

Voce observara que este arquivo possui uma quantidade enorme de texto e que ao ser impressa no
terminal vocé perdeu o acesso ao inicio do documento (veja isso executando o comando).

Ha uma série de informacdes importantes nesse arquivo que devem ser apresentadas quando vocé
descreve sua andlise e documenta seus resultados. Por exemplo, o inicio deste arquivo registra
informacdes quantitativas e qualitativos de seus dados, modelos utilizados, entre outras coisas; ao
passo que no final do mesmo arquivo hd informagdes importantes sobre o resultado final de sua
andlise. Embora os detalhes destas informagdes sejam irrelevantes no momento, vejamos como

podemos acessar o inicio e o final deste arquivo utilizando os comandos head e tail.

Se vocé executar:

$ head -n 70 garli_screen.log
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Voce obterd as 70 linhas iniciais deste arquivo.

Por outro lado, se vocé executar:

$ tail -n 35 garli_screen.log

Voce obterd as 35 linhas finais deste arquivo.

Exercicio 2.6

Execute os comandos abaixo e para cada um deles descreva quais tarefas ele efetuam:

S head —n 1 random_taxon_table.tsv >

random_taxon_table_sorted_2.txt

Descricdo:

S tail —n +2 random_taxon_table.tsv | sort -k 5,5 -k 3,3 -k 4,4 »
random_taxon_table_sorted_2.txt

Descrigdo:

S head —n -1 matrix.tnt | tail —-n +3

Descrigdo:

Finalmente, vamos juntar alguns conceitos. Neste componente no exercicio, voc€ deverd usar o
comando head/tail e sort em conjungdo com os conceitos de redirecionamento do Tutorial
1 — espeficicamente a secdes ?? e ??, para executd-lo. Vocé€ deverd organizar o contetido do
arquivo random_taxon_table.tsv sequencialmente por museu depositado, estado de origem
e maturidade. Este arquivo devera ser salvo com o nome random_taxon_table_sorted.txt
e o cabecdrio (i.e., #Genero Especie Estado matur. museu Var_1 ..) deverdestar

na primeira linha.

2.1.1.3.4 Comando less: Algumas vezes ¢ desejavel verificar o contetido de um documento
total ou parcialmente, principalmente quando vocé estd examinando a estrutura do documento e o
arquivo ocupa mais do que seu terminal é capaz de reter. O comando 1ess permite que isso seja
feito com um arquivo texto e/ou a saida de algum comando.

A sintax do comando & simples:

$ less <arquivo>
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ou ainda:

$ comando argumento | less

Ap0s evocar o comando less, a tecla ENTER faz com que a rolagem do documento ocorra linha
por linha ao passo que a tecla PAGE DOWN apresenta a pagina seguinte. Para sair do 1ess basta
pressionar a tecla g. Ha dois comandos que vocé deve saber para o comando less. Se vocé
digitar “/” seguido por qualquer padrdo de busca (seja uma palavra ou uma expressao regular
[Secdo 2.2, abaixo]), less executa a busca a partir da segunda linha exibida na tela. Se vocé

digitar “?” seguido por qualquer padrdo, 1ess executard a busca no sentido reverso.

Examine o arquivo garli_screen.logusando o comando less e busque pela palavra

best. Em qual réplica desta anélise encontra-se a melhor solu¢do?

2.1.1.3.5 Comandogrep: O comando grep (de Global regular expression parser) pode ser
visto como uma forma simplificada de consulta a um arquivo texto, em que cada linha representa
um registro. Ele pode ser usado para retirar um conjunto de strings (cadeias de caracteres) do
resultado de um comando dado ou de um arquivo texto. O grep é um dos comandos mais
poderosos dentro de seu sistema, basta consultar sua documentacdo para ver a quantidade de
opgoes disponiveis. Abaixo vamos explorar algumas propriedades desse comando com exemplos
relacionados com nossa pratica.

Sintaxe:

$ grep -opgdol -opgdo2 ... argumento

Na sua forma mais simples, grep pode ser utilizado para imprimir as linhas que contém uma
determinada palavra, ou caracteres literais. Considere um arquivo de log de uma anélise realizada
em POY, um programa para analisar caracteres filogenéticos utilizando homologia dinamica [2].
O arquivo onychophora_poy_std.err possui 102418 linhas e registrou 10 horas de andlise!
Estas andlises envolveram iteracoes de varios algoritimos. O que iremos fazer com grep € tentar
extrair as informagdes relacionadas a estas iteragdes. Os dados que nos interessam estdo em linhas

com o seguinte padrao:

Information : The search evaluated ...

Vamos tentar alguns comandos e ver o resultado que eles produzem:

i. $ grep Information onychophora_poy_std.err

Execute o comando acima. Ele imprime a informac¢do que vocé gostaria de obter?
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Certamente ndo, apenas uma das linhas impressas no final estd de acordo com o padrao
que estamos buscando. Tente o comando acima substituindo “Information” por
“search”. Melhorou? Sim, mas note que o resultado inclui linhas desnecessarias que

fogem do padrdo desejado!

ii. $ grep Information onychophora_poy_std.err | grep search
Vejamos o que acontece com os comandos concatenados acima. Vocé tem dificuldade
em entender o que eles estdo fazendo? Simples, o resultado de “grep Information
onychophora_poy_std.err” serviu de entrada para “grep search”, ou seja,

voceé filtrou duas vezes.

Veja o que acontece com esses comandos:

S grep '’ "Information .* search’ onychophora_poy_std.err

$ grep '’ "Information .x\d*\stimes’ onychophora_poy_std.err

expressoes regulares (ou operadores 16gicos), tais como “. x” e . «\dx\s”, que iremos

explorar a seguir.

2.2 Expressoes regulares (REGEX)

Uma expressao regular, em ciéncias da computacio, define um padrao a ser usado para procurar ou
substituir palavras ou grupos de palavras. E um meio preciso de se fazer buscas de determinadas
porg¢des de texto. Como todas as buscas, o problema € encontrar [1]. Quanto melhor vocé definir
0 que estd a procura, melhor serd o resultado de sua busca. O uso de Expressdoes Regulares
(ER, Ereg ou RegEx para Regular Expression) € um método rapido e simples de manipulacdo e
combinacao avancada de strings. Voce verd que essas expressoes podem ser tteis no seu dia a dia,
principalmente se suas atividades de pesquisa e/ou estudo incluem manipulacdo de arquivos texto
e busca rapida de informagdo. Se vocé utilizar REGEX com habilidade, elas podem simplificar
muitas tarefas de programacdo e processamento de texto, além de permitir outras que nao seriam

possiveis sem elas [6].

2.2.1 TERMINOLOGIA E ESTRUTURA:

Antes de entendermos como as REGEX sdo expressas e usadas, € necessdrio introduzir alguns
termos. Caracteres literais, literals, ¢ um conjunto de caracteres que usamos em uma busca,
por exemplo, para encontrar inu em Linux, inu é uma sequéncia de caracteres (em computacao
definida como string) literais. Meta-carater, meta character, € um ou mais caracteres especiais

que possuem um significado tnico e nao sdo usados como caracteres literais na busca, ou define
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de meta-caracteres. Sequéncia de escape, scape sequence, é uma forma de indicar que nds
queremos usar meta-caracteres como caracteres literais. Em REGEX uma sequéncia de escape
envolve a inser¢do de “\” anterior a um meta-carater. Por exemplo, para encontrar um “.” ou

2

um “x” em um texto € necessdrio o uso das sequéncias de escape “\.” e “\ x”, respectivamente.
A sequéncia de caracteres alvo, target string, define a sequéncia de caracteres que estamos
buscando e o padrao de busca, search pattern ou construct, descreve a expressao que estamos

usando para buscar a sequéncia de caracteres alvo.

H4 trés componentes importantes em REGEX: ancoras, conjunto de caracteres e modificadores.
Ancoras sdo usadas para especificar a posi¢ao do padrdo em relagdo a uma linha de texto e, por
definicdo, sdo meta-caracteres. Conjunto de caracteres correspondem a um ou mais caracteres
em uma Unica posi¢do, € aqui podem ser expressos caracteres literais e/ou meta-caracteres.
Modificadores especificam quantas vezes o conjunto de caracteres anterior € repetido e, também
sdo considerados meta-caracteres. Um exemplo simples que demonstra todos os trés componentes
¢ a expressdo regular “~ #+”. O acento circunflexo € uma ancora que indica o inicio da linha. O
cardter “#” é um conjunto de caracteres simples que corresponde ao de um Udnico cariter “#”.
O asterisco ¢ um modificador de “#” — aceitando zero ou mais ocorréncia deste cardter. Esta é
uma expressdo regular inutil, mas exemplifica os componentes frequentemente encontrados em

REGEX.

os componentes das REGEX utilizadas. Ao executarmos o comando grep ’ “Information

(1Rl (13 2

.* search’ onychophora_poy_std.err a REGEX estd contida entre aspas, ,

13 2

e “x” sdo meta-caracteres - dentre os quais

e~ £ (I

¢ uma ancora e “x” € um modificador,
ao passo que “Information” e “search” sdo caracteres literais. No comando grep
" “Information .=*\d*\stimes’ onychophora_poy_std.err, “times” ¢é um
novo carater literal e “\d” “\s” sdo novos meta-caracteres expressos como sequéncia de

escape.

2.2.2 ANCORAS:

Nao € facil de fazer uma busca de padrao de caracteres simples que corresponda ao de um unico

2

carater “x”. O asterisco € um meta-carater modificador. Em uma REGEX, “*” especifica que o
cardter, literal ou ndo, se repete de zero a N vezes pela linha. O fim da linha de caracteres ndo
estd incluido no bloco de texto que € pesquisado. O fim da linha € um separador. Expressoes
regulares examinam o texto entre os separadores. Se vocé quiser procurar por um padriao que esta
em uma extremidade ou em outra, vocé usa ancoras. O carater “"” € a ancora inicial, e o carater
“$” € a ancora final. A expressdo regular “~A” ird corresponder a todas as linhas que comegam
com um A maitsculo. A expressdo “A $” ird corresponder a todas as linhas que terminam com A

maitsculo. Se os caracteres de ancoragem nao sdo usados no final do préprio padrdo, entdo eles
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e~

nao funcionaram como ancoras. Ou seja, o ¢ apenas uma ancora se for o primeiro carater em

uma expressao regular. O “$” € apenas uma ancora se for o dltimo cardter. A expressdo “$1” nao

~9 e~

tem uma ancora. O mesmo ocorre para a regex “1"~”. Se vocé precisa encontrar um no inicio

dalinha, ou um “$” no final de uma linha, vocé deve escapar os caracteres especiais com uma barra

[IXan2] e~

invertida (e.x., ou “$”, veja Tabela 2.1). Finalmente, o uso de e ““$” como indicadores do
inicio ou final de uma linha é uma convencdo em vdrias ferramentas de Linux/Unix. O editor vi,

por exemplo, usa esses dois caracteres como comandos para ir para o inicio ou fim de uma linha.

Para ilustrar o conceito de ancoras, vamos executar uma busca no arquivo random_trees.tre

para identificar em quantas topologias os taxons A, B, C € D estdo na raiz.

Exercicio 2.8

Execute o seguinte comando:

$ egrep A random_trees.tre

Observe que este comando imprime as linhas (topologia) onde o tdxon A € encontrado,
independente de sua posi¢do. O comando egrep € a versio REGEX do grep. Para obter
as topologias nas quais A estd na raiz devemos inserir a seguinte REGEX:

$ egrep ' "\ (A’ random_trees.tre

Nesta REGEX, expressa entre aspas, o padrao de busca ’ ~\ (A’ descreve a expressao que
estamos usando para buscar uma sequéncia de caracteres alvo em que a topologia (linha)
esteja escrita de forma que os caracteres ™ (A” estejam no inicio da linha.

Finalmente, execute o comando e responda:

$ egrep "\ (A]|"\ (B’ random_trees.tre

Qual e a fucdo do pipe (i.e., “|”) nesta REGEX?

Exercicio 2.9

A opcdo “~c” do egrep, faz com que esse comando retorne o nimero de linhas que
contém o padrdo de busca que vocé usou. Isto posto, voc€ deverd anotar abaixo o nimero

de topologias que os tdxons A, B, C e D estdo na raiz.
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Exemplos: A Tabela 2.1 ilustra alguns exemplos do padrdo e busca com ancoras.

Tabela 2.1: Exemplos de ancoras.

Padrao Busca

"A “A” no comecgo da linha

AS “A” no final da linha

A" “A”” qualquer lugar da linha
SA “$A” qualquer lugar da linha

A A [13ara)

no comeco da linha
$9 “$” no final da linha

2.2.3 MODIFICADORES E CARACTERES DE ESCAPE:

As Tabelas 2.2, 2.3 e 2.4 contém padrdes de REGEX relacionados com classes de caracteres pré-
definidos, caracteres de escape e modificadores. Esta € uma pequena amostra de meta-caracteres
disponiveis para expressar padrdes de busca em REGEX. O uso de REGEX € pessoal, pois basta
examinar alguns destes meta-caracteres para perceber que ha diversas maneiras de expressar um
mesmo padrdo de busca. Para o propdsito deste curso, é importante que vocés saibam o que € uma
REGEX e como elas funcionam e podem ser usadas. Para atingir este objetivo, alguns poucos
exemplos serdo apresentados a seguir. Voc€ verd que alguns desses meta-caracteres sao usados
frequentemente e que o dominio de alguns poucos elementos de REGEX pode ser uma ferramenta
muito vantajosa NO SEU DIA A DIA. Como s6 se aprende na pratica, vamos fazer algumas

tentativas de utilizar REGEX para extrair algumas informacdes de alguns arquivos.

Exercicio 2.10

i. Considere a seguinte topologia gerada por TNT:

(O (H ((E (AF ))(B (J (G (CI)H)))

Esta topologia estd entre as 2924 4rvores contidas no arquivo
random_trees.tre. Suponha que vocé queira saber quais sdo e quantas sao
as topologias que contém um grupo monofilético formado por E, A e F. Qual seria
seu padrao de busca e quantas topologias contém este clado?

Dica: Consulte a Tabela 2.3 para ver como expressar parénteses literais, a Tabela 2.2
para ver como vocé busca um padrdo ou outro e examine todos os clados possiveis
antes de conjuga-los em uma tnica REGEX. Adicionalmente considere que esses
trés tdxons podem estar relacionados de outra forma (e.g.. (F (A E ))) o que

requer que vocé considere uma coisa ou outra — veja Tabela 2.2.
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iL.

iii.

Considere 0 seguinte 0 comando: egrep ' .xT\w. =’
random_taxon_table.tsv
O padrao de busca dessa REGEX estd recuperando qual sequéncia de caracteres

alvo?

Em uma tinica REGEX extraia do arquivo random_taxon_table.tsv todos os
exemplares coletados nos estados do AM e RO.

Escreva sua REGEX abaixo:

S egrep ' !

32

Tabela 2.2: Classes de caracteres pré-definidas utilizadas em REGEX.

Padrao Busca

Qualquer carater

r|s] Ou “r” ou “s”, pode ser escrito “(rls)”

a-z] Qualquer letra mintscula

A-7] Qualquer letra maidscula

a-zA-7] Qualquer letra maitscula ou mintdscula

0-9] Qualquer nimero

0-9.-] Qualquer nimero, ponto ou sinal de subtra¢do
"-0-9] Qualquer carater exceto um nimero ou “-”

Qualquer letra (alfabética)
Qualquer numero (digito)

Qualquer letra ou nimero (alfanumérico)

Qualquer letra maidscula

[ 1]

[ 1]

[ 1]

[:space:]] Qualquer cariter de espaco
[ 1]

[ 11 Qualquer letra mindscula

[ 1]

Qualquer caréter de pontuagdo

Tabela 2.3: Caracteres de Escape usados em REGEX.

Padrao Busca

\t Caréter de tabulacao (TAB)
\n Linha nova

\) Um paréntese literal

\\ Uma barra invertida literal
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Tabela 2.3 — Continuacao.

Padrao Busca

\— Um hifen literal

\w Qualquer cardter alfanumérico incluindo “_”
\W Qualquer cardter que ndo seja alfanumérico
\'s Qualquer espaco em branco

\S Qualquer espaco que ndo seja em branco

\d Qualquer caracter que seja um digito

\D Qualquer caracter que ndo seja um digito

Tabela 2.4: Multiplicadores de caracteres em REGEX.

Padrao Busca

?
*
+

r|s

Uma ocorréncia ou nenhuma (Equivale a {0,1})
Nenhuma ocorréncia ou qualquer nimero de ocorréncia (Equivale a {0,})
Uma ou mais ocorréncias (Equivale a {1,})

€6 9 66 2

equivalente a [rs], “r” ou “s

{}[[:alpha:]1]1{3}$ Qualquer palavra de trés letras

{}[[:digit:11{3}$ Qualquer nimero com trés digitos

{1af{41s A expressio recupera o padrio “aaaa”
p p p
{1a{2,4}$ A expressdo recupera os padrdes “aa”, “aaa” e “aaaa”
{1a{2,1¢$ A expressdo recupera os padrdes “aa”, “aaa”, “aaaa”, ...
2.3 Sed:

2.3.1 INTRODUCAO E SINTAXE BASICA:

Sed, de stream editor, ¢ uma das ferramentas mais antigas e usadas em Linux. Ele é um editor
ndo interativo e orientado por linhas. Isso significa que os comandos de edicao sdo inseridos por
comandos de linhas ou estdo contidos em um arquivo. Sed manipula os arquivos sem modificar
o original e caso voc€ queira manter a copia modificada basta direcionar o resultado do comando
para um outro arquivo (veja Tutorial 1). Sed ¢ fundamentalmente uma ferramenta para substituir
textos e sua vantagem estd no fato de que ele 1€ linha por linha, diferentemente editores de
texto convencionais que carrega todo o arquivo inicialmente. Por esta razdo, Sed é capaz lidar
com arquivos muito grandes, o que pode ser impraticdvel utilizando os editores de texto que
vocé tem mais familiaridade. Considere por exemplo o arquivo sed_Exercicio_1.txt no
diretério tutorial_02. Este arquivo contém 5000 dados para 20 géneros que variam de 1 a 20
espécies. No total, este documento possui 180 linhas, 900.360 palavras e 5.403.645 de caracteres!

Para cada linha vocé encontra dados para um género, uma espécie e 5000 medidas obedecendo
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o seguinte formato: Genus_01 species_0 0.869 0.610 0.904 .... Suponha que
vocé desejasse, substituir todos os pontos (“.”) por virgulas (“, ). Como vocé faria isso? A
edi¢do convencional em um computador com 8 processadores € 24 G de RAM tomou mais de 9
minutos entre abrir, substituir e salvar a cépia modificada! Outro beneficio do Sed que vocé pode
criar arquivos contendo comandos de substituicdo para tarefas repetitivas, algumas das quais vocé

se deparara durante este curso.

Sintaxe:

$ sed -opgdo ’'COMANDO_DE_EDIGCAO’ arquivo_de_entrada

Por exemplo, execute o comando:

S sed -n 'p’ sed_example_1.txt

Voce obtera:

>seq_1
acgcaggaatggcaga
>seq_2
acgcagcaagggacgttt
>seq_3
acgcagctaccgacgttt
>seq_ 4
acgttctacaccgacgttt
>seq_b5

attcaataccgacgttt

A opcdo —n em conjun¢do com o modificador p faz com que Sed imprima o texto do arquivo

sed_example_1.txt noterminal. As substituicdes em Sed sdo relativamente simples.

Por exemplo, execute o comando:

$ sed ’"s/seqg/taxon/’ sed_example_1.txt

Vocé obtera:

>taxon_1
acgcaggaatggcaga
>taxon_2
acgcagcaagggacgttt
>taxon_3
acgcagctaccgacgttt
>taxon_4

acgttctacaccgacgttt
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>taxon_5

attcaataccgacgttt

A sintaxe de substitui¢do € super simples:
"s/conjunto de caracteres alvo/conjunto de caracteres de

substituicdo/’

H4 alguns detalhes que merecem aten¢do. Veja por exemplo o comando abaixo.

Execute o comando:
$ sed 's/a/A/’ sed_example_1.txt

Voce obtera:

>seq_1
Acgcaggaatggcaga
>seq_2
Acgcagcaagggacgttt
>seq_3
Acgcagctaccgacgttt
>seq_ 4
Acgttctacaccgacgttt
>seq_b5

Attcaataccgacgttt

Observe que somente a substitui¢do do primeiro par de base da sequéncia de cada linha foi
modificado. Isso porque, por default, Sed faz a primeira modificagdo ao encontrar o padrao de
busca e parte para a outra linha. No entanto, da mesma forma que o modificador p gerencia o
padrdo de impressdo de Sed o modificador g, de global, faz com que o Sed verifique multiplas
ocorréncias do padrao de busca na mesma linha. Veja como esse modificador funciona executando

o comando abaixo:

$ sed 's/a/A/g’ sed_example_1.txt

Voce obtera:

>seq_1
AcgcAggAAtggcAgA
>seq_2
AcgcAgcAAgggAcgttt
>seq_3

AcgcAgctAccgAcgttt
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>seq_4
AcgttctAcAccgAcgttt
>seq_5
AttcAAtAccgAcgttt

Ha uma forma de implementar substituicdes sequenciais em Sed que é fundamental conhecer.

Considere o exemplo abaixo.
Se voce executar:

$ sed -e ’"s/a/A/g’ -e 's/c/C/g’ sed_example_1.txt

Vocé obtera:

>seq_1
ACgCAggAAtggCAgA
>seq_2
ACgCAgCAAgggACgttt
>seq_3
ACgCAgCtACCgACgttt
>seq_4
ACgttCtACACCgACgttt
>seq_b
AttCAAtACCgACgttt

Neste caso em particular, vocé poderia criar REGEX sequenciais e transformar todas as sequéncias

em letras mindsculas. No entanto, considerem o exemplo abaixo:

Se vocé executar:
$ sed 's/"\wx/\U&\E/’ sed_example_1.txt!

Vocé obtera:

>seq_ 1
ACGCAGGAATGGCAGA
>seq_2
ACGCAGCAAGGGACGTTT
>seq_3
ACGCAGCTACCGACGTTT
>seq_4
ACGTTCTACACCGACGTTT
>seq_5
ATTCAATACCGACGTTT

ISe voce estiver utilizando Mac OS X esse comando ndo funciona. Hé variagdes nas versdes de sed entre alguns sistemas
operacionais.
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Uau! Vamos entender as REGEXS utilizadas acima. Meu padrio de busca € “~\w«", ou seja,

e~

toda linha que inicie (“"”) com um carater alfanumérico (“\w’") que seja seguido por 0 a infinito

[T3NE2]
*

dos mesmos caracteres (“+”), veja Tabelas 2.3 e 2.4. Por outro lado, meu padrdo de busca é
“\Us& \E” definem dois meta-caracteres desconhecidos até o momento para vocé. O meta-caréter
“\U” transforma todas as letras em maidsculas, “&”, concatena o préximo meta-carater “\E” que

garante que as modifica¢Oes efetuadas por “\U” sejam mantidas.

(13 2

Quanto tempo vocé leva para substituir os pontos (i.e.,”.”) por virgulas (i.e.,",”) do

arquivo sed_Exercicio_1.txt?

2.3.2 ENDERECAMENTO:

Como dito anteriormente, Sed aplica comandos de edi¢do linha por linha, de seu inicio (i.e., “"”)
ao fim (i.e.,“$"), principalmente a opcao de edicao global (i.e.,"g") é evocada. O enderecamento

em Sed limita a acdo das edicoes.
Sintaxe:
$ sed —-opgdo 'ENDERECAMENTO+COMANDO_DE_EDICAO’

arquivo_de_entrada

Vejamos na pratica como isso funciona:

O arquivo sed_example_2.txt contém 17 linhas das quais 15 delas possuem todas as
topologias possiveis para 5 terminais geradas em TNT [4]. Portanto, o arquivo possui a seguinte

estrutura:

tread "tree(s) from TNT, for data in tnt_gen_trees_T5.tnt’
(A (B (C (D E ))))~*

(A (C (B (DE ))))x*
(A (E (B (CD))))x
(A (E (C (B D ))))~*
(A (E (D (B C))));
proc—;

Neste arquivo, a primeira e a ultima linha sdo parte do tree block do TNT e segue a sintaxe do
programa para o comando t read cuja fungdo € ler topologias.
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Se vocé executar:

$ sed —n 'p’ sed_example_2.txt

Sed executa o comando print (i.e.,“p") de todas as linhas do arquivo.

No entanto, se vocé executar:

$ sed —n ’'1p’ sed_example_2.txt

Sed executa o comando print (i.e.,“p”) apenas na primeira linha do arquivo (i.e.,"1") e vocé teré:

tread "tree(s) from TNT, for data in tnt_gen_trees_T5.tnt’

Os limites de enderecamento sado feitos da seguinte maneira.

Se vocé executar:

$ sed -n '1,3p’ sed_example_2.txt

Sed imprime as 3 primeiras linhas do arquivo.
Observe como vocé combina o enderecamento com edi¢do.

Se vocé executar:

$ sed —n 2,16 s/\s//gp’ sed_example_2.txt

Sed executa o comando print (i.e.,“p”) e substitui globalmente (i.e.,"s” com “g”) as linhas 2 a

16 (i.e.,™2,16") e vocé tera:

(A(B(C(DE)))) =
(A(C(B(DE)))) *

(A(E(B(CD)))) *
(A(E(C(BD)))) ~*
(A(E(D(BC))));

Note que um cardter de escape (e meta-cardter) de REGEX “\s”, que representa espaco em
branco, foi utilizado. Portanto, embora nos exemplos acima tenhamos utilizados caracteres literais

em substituicdes, sed permite o uso de REGEX.
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Exercicio 2.12

i. Neste exercicio, vocé deverd usar os conceitos acima para fazer algumas edi¢des no
arquivo sed_example_2.txt. Uma dica importante: o argumento “’ 1d; $d’”

de sed imprime todas as linhas do arquivo exceto a primeira e a dltima linha.

Observe atentamente a estrutura desse arquivo e transforme-o em um arquivo que
deverd ser salvo com o0 nome de sed_example_2.tre que contenha apenas as
topologias no seguinte formato:

(A, (B, (C, (D,E))));

(A, (C, (B, (D,E))));

(A, (E, (B, (C,D))));
(A, (E, (C, (B,D))));
(A, (E, (D, (B,C))));

Se vocé conseguiu fazer esse exercicio parabéns! Vocé acaba de transformar
um arquivo de topologias de TNT em um arquivo que pode ser lido por outros
programas, tais como PAUP [7] e Figtree [8]!

ii. Neste exercicio, voc€ devera criar uma arquivo texto no qual cada linha contenha o
padrdo de substitui¢do que vocé utilizou no exercicio acima. Por exemplo:
1d; $d s/A/B/g
s/X/Y/g

Vocé devera salvar esse arquivo com o nome tnt2figtree.sed.
Qual o resultado da execuc@o do comando abaixo?
$ sed —-f tnt2figtree.sed sed_example_2.txt

Esse arquivo que contém as regras de substituicdes para trasnformar topologias
vindas de TNT para que possam ser lidas em outros programas € ultil. Guarde-o,

pois vocé deverd usd-lo no futuro.

2.4 Trabalho para entregar

No diretdrio deste tutorial hé dois arquivos destinados a este exercicio:
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1. opilio_tree.tre: Contém uma topologia no formato parentético.

2. rename_opilio.csv: Contém uma tabela no formato CSV com os nomes dos
terminais que se encontram na topologia. Esse arquivo poder ser aberto em qualquer editor
de textoouno LibreOffice Calc. No entanto, voce poderd modificd-lo simplesmente

utilizando o terminal e aplicando os conceitos que foram explorados nesse tutorial.

Com esses dois arquivos vocé deverd gerar uma figura editada da topologia usando Figtree e

Inkscape em formato PDF. Para cumprir este objetivo, siga os seguintes passos:

a. Gerar um arquivo com as regras de substituicdo (veja Excercicio 2.3.2) que lhe permita

usar o sed para fazer as substitui¢des dos terminais no arquivo opilio_tree.tre (veja
secdo 2.3.1).
Uma dica importante: O Figtree requer que os terminais que possuam nomes compostos
(e.g., Hypophyllonomus longipes), € que portanto, possuam espagos em branco entre
palavras, estejam contidos entre aspas (e.g., “Hypophyllonomus longipes”). Sua
topologia devera conter todo o contetido da segunda coluna do arquivo CSV.

b. Execute o sed redirecionando o resultado para um arquivo com outro nome.

c. Assista ao video figtree_1.ogv para uma explicagdo breve de como o programa

funciona e como vocé devera proceder para gerar uma figura em SVG com ele.

d. Assista ao video inkscape_1.ogv para uma explicacdo breve de como o programa
funciona e como vocé devera proceder para editar a figura e gerar um arquivo em formato

PDF com resolugdo de 150 dpi chamado “seu_nome_topologia_figura.pdf”.

e. Submeter a figura no formulario de upload ao final desta aula.
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Objetivo

Este tutorial apresenta os conceitos de grafos, enumeracao e espago de topologias. O objetivo do
tutorial € apresentar os requisitos necessarios para a compreensao da complexidade computacional
associada as buscas de topologias de acordo com critérios de otimalidade. Durante o tutorial, vocé
terd a oportunidade de executar uma série de exercicios cujos resultados graficos lhe permitirao
adquirir uma melhor compreensdo dos conceitos em discussdo. Os arquivos associados a este

tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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3.1 Requisitos de sistema
Este tutorial requer que seu computador possua os seguintes aplicativos:

i. TNT: Esse programa [1] deve estar instalado em seu computador e executdvel pelo

comando $ tnt.

ii. R: O R é um ambiente livre de computagdo grafica e estatistica. Caso seu computador ndao
possua o R instalado, vocé deverd fazé-lo pelo comando “sudo apt-get install
r-base-core”. Adicionalmente vocé deverd instalar algumas bibliotecas que sdo
necessdrias para a execucdo deste tutorial: scatterplot3d e vegan. Para instalar
essas bibliotecas vocé devera abrir o R com o comando “sudo R” e executar o seguinte
comando no prompt do R: “install.packages ("scatterplot3d")”.

O R solicitard que vocé escolha um repositério do qual ele deverd baixar o pacote
solicitado. Vocé poderd escolher qualquer um dos paises listados. Feita a escolha, o pacote
comecard a ser instalado.

A préxima biblioteca que devera ser instalada é “vegan”. Use a mesma ldgica acima.

iii. Java VM: Um dos aplicativos utilizados nesse tutorial requer a instalagao de Java Virtual
Machine. O repositorio do Ubuntu possui vdrias versoes de Java disponivel. Na imagem

utilizada pelo curso foi instalado o pacote “oracle—java7-installer”.

iv. YBYRA: O YBYRA [2] é um aplicativo desenvolvido por Denis J. Machado (Depto.
Zoologia — IB/USP). O programa tem uma série de aplicac¢des, tais como célculo de
distancias topoldgicas, andlise de sensibilidade, diagnose de clados, entre outras. Neste
tutorial iremos usd-lo para o cilculo de distincias entre topologias dentro do espago de
enumeracio. Ao longo do curso, iremos usar esse mesmo programa para explorar outras

aplicabilidades.

3.2 Conteudo do diretorio

3.2.1 ARQUIVOS

O diretério associado a este tutorial deverd ser baixado da pagina da disciplina. Nele vocé

encontrard os seguintes itens:

—rw—rw—r— 1 alan alan 1618079 Mar 2 13:02 03 _tutorial.pdf

—rw—rw—r— 1 alan alan 3359 Mar 2 13:02 06_enumeration. tre
—rw—rw—r— 1 alan alan 35909 Mar 2 13:02 07 _enumeration. tre
—rw—rw—r— 1 alan alan 459269 Mar 2 13:02 08_enumeration. tre
—rw—rw—r— 1 alan alan 6822899 Mar 2 13:02 09 _enumeration. tre
—rw—rw—r— 1 alan alan 115709579 Mar 2 13:02 10_enumeration. tre
—rw—rw—r— 1 alan alan 2206 Mar 2 13:02 graph_data_dist.r
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—rw—rw—r— 1 alan alan 1514 Mar 2 13:02 graph_data.r
drwxrwxr—x 3 alan alan 4096 Mar 2 13:02 literatura
drwxrwxr—x 7 alan alan 4096 Mar 2 13:07 MSdist
—rw—rw—r— 1 alan alan 10450 Mar 2 13:02 tree_space.pl
—rwxr—r—x 1 alan alan 51504 Mar 2 13:44 ybyra_sa.py

i. *_enumeration.tre (linhas 2 a 6): Estes arquivos contém a enumeragdo das topologias para

N taxons, variando de 6 a 10.

ii. graph_data.r (linhas 7 e 8): Sdo as rotinas em R para a producio dos graficos gerados pelo

script tree_space.pl.

iii. Literatura: Diretério que contém alguns artigos associados com o tema desse tutorial.

iv. MSdist: Diretério que contém o aplicativo MSdist (v. 0.5, documentacdo em [3]) que

calcula distancia entre topologias utilizando Matching Cluster (MC) distance (veja [4]).

v. tree_space.pl: O script tree_space.pl gera matrizes e topologias, faz buscas em TNT,
compila resultados e alimenta as rotinas de R para gerar os gréficos. Nos exercicios a seguir
iremos usar as rotinas implementadas neste script para explorar algumas propriedades

relacionadas com o espaco de topologias.

3.3 Contextualizacio tedrica

3.3.1 TOPOLOGIAS BINARIAS E GRAFOS

As discussoes levantadas por Mindell [5] e Morrison [6] com relacdo ao modelo de representacao
grifica geralmente adotado em estudos filogenéticos é muito interessante. Os argumentos
expressos por Morrison [6], principalmente, sugere que devemos refletir se 0 modelo que estamos
adotando € apropriado para o estudo que estamos interessados. De qualquer forma, atualmente,
topologias bindrias sdo prevalentes em estudos filogenéticos e embora isso possa mudar no futuro,
devemos explorar algumas de suas propriedades — mesmo porque o curso fard uso exclusivo desses

diagramas em inferéncia filogenética.
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Figura 3.1: Dois grafos (A e B) com a mesma topologia expressa pelas relacdes entre vértices (i.e., V), terminais
(i.e., L) e arestas (i.e., e).

Grafos sdo objetos matematicos que consistem de um par de conjuntos (V/L,E) de vértices
(n6s,V/L) e arestas (ramos, E; veja Figura 3.1). O grau de um vértice é o nimero de arestas
conectados a ele. Desta forma, uma topologia bindria 7 = (V/L,E) é um grafo conectado sem

ciclos em que os terminais (L) sdo vértices de grau 1 ao passo que os nds sao vértices de grau 3.

\/

Lz L1 Ls

\/

Figura 3.2: Grafo aciclico direcionado. Direcionamento é dado pela raiz (R), Gnico vértice de graus 2.

O enraizamento de uma topologia bindria (Figura 3.2) se da pela insercdo de um vértice de grau
2 (i.e., R). Consequentemente, diagramas enraizados possuem um vértice € uma aresta adicional.
Diagramas bindrios ndo-enraizados possuem ainda algumas propriedades matematicas que devem

ser conhecidas. A primeira delas € que o nimero de vértices internos € igual a |L| — 2. A segunda
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¢ que o nimero de arestas (i.e., ramos) é igual a 2 * |L| — 3. Finalmente, o niimero de topologias
possiveis é uma funcdo de |L|, ou seja, nimero de terminais. Portanto, o conjunto de topologias

pode ser enumerado.

3.3.2 ENUMERACAO

Em matematica e na ciéncia da computacdo, enumeracao € a lista de todos os elementos de um
conjunto. Em cladistica, o termo € aplicado em buscas exatas no qual todas as topologias possiveis
sao avaliadas (ver Tutorial 4). A enumeracao de topologias bindrias ndo-enraizadas obedecem a

seguinte férmula:

paran > 3: (n(f;)%

O namero de topologias enraizadas pode ser calculado multiplicando essa a férmula acima pelo o

nimero de ramos (2n — 3) ou incrementado n por 1 (veja Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Nimero de topologias bindrias em fun¢do do niimero de terminais (i.e., n).

n  nao-enraizada enraizada
3 1 3

4 3 15

5 15 105

6 105 945

7 945 10395

8 10395 135135

9 135135 2027025
10 2027025 34459425
11 34459425 654729075
12 654729075 13749310575

13 13749310575 316234143225
14 316234143225 7905853580625
15 7905853580625 213458046676875

Como pode ser observado, o nimero de topologias incrementa exponencialmente a medida que
adicionamos terminais. Neste tutorial, o nimero de diagramas bindrios € um dos parametros
que define o espaco de topologias (i.e., tree space). Observe que até este momento, estas
topologias sdo simplesmente objetos matematicos, cujas caracteristicas sdo relevantes para
andlises filogenéticas. A transi¢do entre estes objetos e o conceito de teste de hipiteses requer
andlise de mérito relativo destes objetos. O mérito relativo depende de como esses modelos
explicam nossas observacdes. Desta, a transi¢do entre objetos meramente matematicos (“tree-

shaped-objects”, senso [7]) e sua qualidade relativa para explicar (i.e., distribui¢do de caracteres)
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ird depender da implementacdo de critérios de otimalidade — o que serd explicado no préximo

tutorial.

3.4 Explorando o espaco de topologias

A seguir, vamos explorar alguns conceitos relacionados com o espago de topologias. Iremos fazer
uma série de execugdes do script tree_space.py e € importante que ao executa-las, vocé
tome nota dos resultados (uma opcdes € salvas as figuras geradas), pois vocé deverd compara-los
a medida em que vai respondendo os exercicios. Este script possui trés rotinas basicas que serao

explicadas no decorrer deste tutorial (Figura 3.3).

- Terminal - alan@turing: ~/Desktop = =

File Edit View Terminal Tabs Help

Figura 3.3: Op¢des de t ree_space.py. Veja texto abaixo para a descricdo de cada uma dessas opcdes.

3.4.1 OpcAo 1

Iremos iniciar avaliando como o nimero de terminais afeta o espaco de topologias na auséncia de
informacao provinda de caracteres cladisticos. Na opc¢ao 1, este script avalia todas as topologias
possiveis (i.e., grafos bindrios) para determinado nimero de terminais > 4 < 10!. Se vocé
selecionar a op¢do 1 e pedir para o script avaliar o espago de topologias para 5 terminais vocé

devera obter dois gréaficos representados da Figura 3.4.

"ndo exceda o limite superior desta rotina, pois o resultado demorard muito.
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Figura 3.4: Graficos associados a op¢do 1 considerando 6 terminais sem informacao cladistica. A direita vocé
encontra o custo de todas as topologias e a direita a frequéncia de distribuicao destes custos.

Nesta figura, a direita voc€ encontra um grafico no qual o eixos x e y representam as coordenadas
de todas as topologias geradas e no eixo z seus respectivos custos (Scores)*. Ao lado direito desta

figura, hd um histograma mostrando a distribui¢cdo dos custos das topologias encontradas.

Considere estes graficos como uma representacao aproximada da complexidade do espago

de topologias. Faca algumas execucdes deste script variando o nimero de terminais e
responda:

i. H4 um dnico parametro deste espaco que € afetado pelo nimero de terminais. Qual

seria esse parametro e de que forma o espaco de topologias estd variando?

Como vocé pode observar, os custos de todas as topologias sao idénticos. No entanto, considere a

Figura 3.5.

20 “custo” refere-se ao niimero de transformacdes de estado de cardter para cada topologia.
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((B,(((C,E),D),F)),A)[1.2.2.
(((B,((C,E),D)),F),A)[1.

(((B,F),(C,(D,E))),A)[1.
(B, ((C/F),(D,E))),A)[1.2.3.
((B,(C, ((D,F),E))),A)[1.2.3.
((B,(C, (D, (E,F)))),A)[1.2.3.
((B,(C, ((D,E),F))),A)[1.2.3.
((B,((C,(D,E)),F)),A)[1.2.3.
(((B,(C,(D,E))),F),A)[1.2.3.

((((B,F),(C,D)),E),A)[1.
(((B;((C,F),D)),E),A)[1.2.5.
(((B,(C,(D,F))),E),A)[1.2.5.
(((B,(C,D)),(E,F)),A)[1.2.5.
(((B,((C,D),F)),E),A)[1.
((((B,(C,D)),F),E),A)[1.2.5.
((((B,(C,D)),E),F),A)[1.2.5.
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((((B,F),D),(C,E)),A)[1.1.2.
(((B,D),((C,F),E)),A)[1.1.2.
(((B,(D,F)),(C,E)),A)[1.
(((B,D),(C,(E,F))),A)[1.1.2.
((((B,D),F),(C,E)),A)[1.
(((B,D),((C,E),F)),A)[1.1.2.
((((B,D),(C,E)),F),A)[1.1.2.

(((((B,F),D),E),C),A)[1.1.4.
((((B,D),E),(C,F)),A)[1.1.4.
((((B,(D,F)),E),C),A)[1.
((((B,D),(E,F)),C),A)[1.1.4.
(((((B,D),F),E),C),A)[1.
(((((B,D),E),F),C),A)[1.
(((((B,D),E),C),F),A)[1.1.4.

(((B,F),((C,D),E)),A)[1.2.4.
((B,(((C,F),D),E)),A)[1.2.4.
((B,((C,(D,F)),E)),A)[1.
((B,((C,D), (E,F))),A)[1.
((B,(((C,D),F),E)),A)[1.2.4.
((B,(((C,D),E),F)),A)[1.2.4.
(((B,((C,D),E)),F),A)[1.

(((((B,F),E),C),D),A)[1.3.1.
((((B,E),(C,F)),D),A)[1.3.1.
((((B,E),C),(D,F)),A)[1.3.1.
((((B,(E,F)),C),D),A)[1.3.1.
(((((B,E),F),C),D),A)[1.3.1.
(((((B,E),C),F),D),A)[1.
(((((B,E),C),D),F),A)[1.3.1.

((((B,F),(C,E)),D),A)[1.3.2.
(((B; ((C,F),E)),D),A)[1.3.2.
(((B,(C,E)),(D,F)),A)[1.3.2.
(((B,(C/(E,F))),D),A)[1.
(((B,((C/E),F)),D),A)[1.
((((B,(C,E)),F),D),A)[1.3.2.
((((B,(C,E)),D),F),A)[1.

((((B,F),C),(D,E)),A)[1.3.3.
(((B,(C,F)),(D,E)),A)[1.3.3.
(((B,C),((D,F),E)),A)[1.3.3.
(((B,C),(D,(E,F))),A)[1.3.3.
((((B,C),F),(D,E)),A)[1.
(((B,C),((D,E),F)),A)[1.3.3.
((((B,C),(D,E)),F),A)[1.3.3.

(((((B,F),C),E),D),A)[1.3.4.
((((B,(C,F)),E),D),A)[1.
((((B,C),E),(D,F)),A)[1.3.4.
((((B,C),(E,F)),D),A)[1.
(((((B,C),F),E),D),A)[1.
(((((B,C),E),F),D),A)[1.3.4.
(((((B,C),E),D),F),A)[1.

(((((B,F),C),D),E),A)[1.3.5.
((((B,(C,F)),D),E),A)[1.3.5.
A)[1.3.5.
((((B,C),D), (E,F)),A)[1.

(((((B,C),),D),E) A)[1.3.5.
(((((B,C),D),F),E),A)[1.

(((((B,C),D),E),F),A) [1.3.5.

Figura 3.5: Enumeracéo das topologias para 6 terminais indexadas segundo o arquivo 06_enumeration.tre.

Observe a légica de indexagao desta topologia pelos digitos entre colchetes (i.e., [1.3.5.117).

Observe que essas tolologias divergem a medida em que se afastam da topologia inicial (i.e., [11]).

E evidente que nosso primeiro exercicio ndo detecta este componente do espaco de arvores. No

entanto, isso seria possivel avaliando a distancia topoldgica de acordo com alguma outra métrica.
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Robinson & Foulds [8] foram uns dos primeiros a propor uma métrica que avaliasse diferenca
entre arvores filogenéticas. Os detalhes do calculo de distancia sdo irrelevantes para os propdsitos
deste turorial, mas o leitor mais curioso deve consultar o artigo de Robinson & Foulds [8]
e Bogdanowicz & Giaro [4] para maiores detalhes (no diretério 1iterature anexo a este
tutorial). Via de regra, métricas que computam distancias entre topologicas consideram os passos
necessarios, de acordo com algum critério, para tranformar uma topologia em outra. Neste tutorial
iremos avaliar distdncias entre topologias utilizando o YBYRA, que usa a métrica proposta por
Robinson & Foulds [8].

O uso do UBYRA para este propésito é relativamente simple. Suponha, por exemplo, que eu
queira avaliar a distincia entre a topologia [1.1.1.1] e as demais topologias enumeradas a

partirde [1.1.1]. Os passos a seguir seriam:

i. Extrair as topologias desta familia (i.e., [1.1.1] do arquivo 06_enumeration.tre.
A forma mais simples de fazer isso seria utilizar a seguinte linha de comando:

$ egrep "\[I\.I\.1I\..*x’" 06_enumeration.tre > 1.1.1l.n.tre

ii. Extrairatopologial.l.1l.l.tredel.1.1.n.tre com aseguinte linha de comando:
$ head -n 1 1.1.1l.n.tre > 1.1.1.1.tre

iii. Criar o arquivo de configuracdo necessdrio para executar o YBYRA. Para computar as
distancias entre a topologia 1.1.1.1.tre e as demais topologiasem 1.1.1.n.tre,

o arquivo de configuragao (e.g., conf . txt) deve ter o seguinte contetdo:

>id = CalcDist_6a

<begin files
1.1.1.1.tre;
I.1.1.n.tre;

end files >

>n = 1 [1.1.1.1.tre]

>opt = 3

>compare = 1

>root=A

>verbose

Neste arquivo de configuracao, a linha 1 define a ID (identidade) da andlise. As linhas 2 a
5 definem os arquivos que contém as topologias a serem comparadas. A linha 6 define a
topologia de referéncia. As linhas 7 e 8 configuram o tipo de compara¢do que o programa
ird executar (veja documentagcdo do programa para maiores detalhes). A linha 9 informa
o tdxon de enraizamento — necessdrio para computar as distancias. Finalmente, a linha
10 configura o programa para informar ao usudrio as etapas que estdo sendo executadas a

medida em que o programa prossegue.

iv. Executar o YBYRA da seguinte forma:
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S python ybyra_sa.py —-f conf.txt

Ap6s a execugdo do programa, vocé deverd obter, dentre vdrias linhas de saida, a seguinte
informacao:
The file MATRIX calcDist_6a.txt was created.

Este arquivo contém os resultados que deseja e estdo sumarizados na Tabela 3.2.

Tabela 3.2: Distancias topoldgicas de acordo com Robinson & Foulds [8]. SC, Clados
compartilhados (i.e., comuns entre as duas topologias). CC, Clados combinados (i.e., soma de
todos os clados distintos encontrados em ambas topologias). LD, Distancia local.

Tree No. TreeNo. SC CC LD=1-(25)
1 2 0
0.75
0.57
0.33
0.33
0.57
0.75

s}

T T e e e
0 N N N kW

D W kR R W N W
0 N N O NN 0 W

Com base no exemplo acima, no qual foram calculadas as distancias entre topologias
responda:

i. Como se comportam as distdncias entre a topologia 1.1.1.1.tre e aquelas
enumeradas para as demais familias (i.e., 1.1.2e1.1.3)?

ii. O tamanho do espago de topologias influencia os resultados que vocé obteve no
item anterior? (OBS.: considere que hd topologias enumeradas para 7, 8, 9 2 10

terminais.)
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Figura 3.6: Gréficos associados a op¢ao 2 considerando 6 terminais e 24 caracteres aleatérios. A direita vocé
encontra o custo de todas as topologias e a direita a frequéncia de distribuicdo destes custos.

3.4.2 OPCAO 2

A opcdo 2 faz com que o script proceda da seguinte forma (Figura 3.6). Dado o nimero de
terminais e caracteres, t ree_space.py gera uma matriz aleatéria com n caracteres bindrios
cuja probabilidade de 0 ou 1 € igual a 0.50. Esta matriz de dados € submetida ao programa TNT

para computar o custo de todas a topologias possiveis dado o ndmero de terminais.

Scores (number of transformations) for 105 trees

Tree space for 105 trees. 60 4
9 50
8 w
£ 40 -
7 9 >
v c
[
6 = 3 30
[
5 t
20
10
2 4 -
tree pgy, 6 oS ol 1
Positio, in x 8 1o 0 ¥ 5 6 7 8 9
Tree scores

Figura 3.7: Grificos associados a opcdo 2 considerando 6 terminais e uma matriz de representacdo (sem
homoplasias). A direita vocé€ encontra o custo de todas as topologias e a direita a frequéncia de distribuicao destes

custos.

3.4.3 OPCAO3

Esta rotina difere da anterior em alguns pontos importantes (Figura 3.7). Ao definir o nimero de
terminais, t ree_space.py gera uma topologia aleatéria e uma matriz de representacdo. Por

54 Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

esta razdo, ndo ha como definir o nimero de caracteres, pois estes sdo dependentes dos nimeros
de nds da topologia bindria para os quais a matriz de representacio dara suporte. Posteriormente,
TNT avalia o custo desta matriz de representacdo em relacdo ao universo de enumeracao de todas

as topologias bindrias.

Exercicio 3.3

Voce deverd fazer uma série de execugdes das opgdes 2 e 3. Compare os resultados salvando

as figuras se considerar necessdrio. Com base nos seus resultados, responda:

i. Como se comporta o espago de topologias em ambas as rotinas?

ii. O comportamento dos valores de custo minimo direfem entre as duas rotinas?

iii. Qual é a observacdo mais relevante que vocé observa com relacao aos histogramas

produzidos por essas duas rotinas?

iv. Como voce obteve algum resultado da opcao 2 que resultou em uma tnica topologia

com o menor custo? Vocé acha isso relevante para inferéncia filogenética?
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Abaixo, defina o que vocé entende por espaco de topologia e quais sdo o elementos que

afetam sua conformacio:

3.5
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Objetivo

O objetivo deste tutorial € introduzir conceitos basicos associados ao uso do TNT. Este aplicativo
¢ um dos mais verséteis e rdpidos disponiveis para a busca de arvores filogenéticas utilizando
parcimdnia como critério de otimalidade. Neste tutorial iremos explorar a sintaxe dos arquivos
de entrada deste programa para matrizes e topologias, verificar como TNT salva as topologias
encontradas e entender como o TNT executa buscas exaustivas e heuristicas. Os arquivos
associados a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o

seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/
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4.1 Consideracoes gerais

O TNT [1] € um programa para inferéncia filogenética que utiliza parcimonia como critério de
otimalidade na buscas de topologias com menor custo. O programa permite a andlise de dados
morfolégicos discretos e continuos, bem como de dados genotipicos concatenados ou em parti¢oes
distintas. H4 duas distribuicdes basicas de TNT. Uma para o sistema operacional Windows, que
possui interface grafica, e outra para Linux/Mac OS X, que deve ser executada por comandos
de linha. Neste tutorial, iremos utilizar a versdo sem interface gréfica, pois ela é mais versatil,
principalmente quando vocé deseja fazer uma série de andlises cuja implementagdo pode ser feita
por meio de scripts. Esse tutorial assume que vocé possui o TNT instalado em seu computador.
Caso seja necessario instald-lo, baixe a versdo compativel com seu sistema operacional na pagina

http://www.lillo.org.ar/phylogeny/tnt/.

4.2 Estrutura dos arquivos de entrada

A estrutura mais simples de um arquivo de entrada para TNT obedece a seguinte formatacao:
xread

"qualquer comentdrio’

No._de_caracteres No._de_taxdns

taxon_1 dados

taxon_2 dados

taxon_n dados

14

Para dados morfoldgicos discretos essa matriz seria:
xread

"dados morfologicos’

5 4

taxon_1 00010

taxon_2 10000

taxon_3 11001

taxon_4 11100

’

Para dados moleculares usariamos:

nstates dna;

xread

"formato para dados moleculares’
8 6

taxon_1 ACGTACGT
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taxon_2
taxon_3
taxon_4
taxon_5

taxon_6

AAGTACGT
AAATACGT
AAAAACGT
AAAAAAGT
AAAAAAAT
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’

Note que, para dados moleculares, a instru¢do dada ao TNT € expressa na primeira linha do

arquivo de entrada — onde se Ié “nstates dna;”.

Vocé pode ainda combinar dados genotipicos e fenotipicos utilizando uma estrutura como esta:
nstates 32

xread

14 5

[dna]

ACCCCTGT

ACCCCTGT

NCCCCTGT

ACCCCTGA

ACCCCTGA

>l

[prot]
KKKQ
KKKQ
KKKQ
KKKI
KKKI

[num]
00
11
12
12
13

H U Q W » @ @©H U Q@ @ ©HUQ @

~e

Neste ultimo caso, o termo “nstates 32” define o nimero maximo de estados de carater
que o TNT deverd considerar, e os termos “& [dna]l]”, “& [prot] e “& [num]” definem

os conjuntos de dados para nucleotideos, proteinas e numéricos, respectivamente.

Seguindo essas estruturas, vocé poderd usar qualquer editor de texto simples (i.e., word pad, gedit
e textedit, entre outros) para escrever qualquer matriz a ser usada pelo TNT. Independentemente

do editor escolhido, é importante que o arquivo seja salvo em formato texto, caso contrdrio o
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editor ird inserir caracteres ocultos que impedirdo o TNT de ler o documento. Ha editores de
matrizes, tais como Mesquite — que funciona em todas as plataformas e NEXUS — exclusivamente
para WINDOWS. Para o proposito de entender como o TNT funciona ndo serd necesséario utilizar
esses aplicativos, mas € bom que voc€s saibam que eles existem, pois os mesmos podem ser
uteis para desenvolver projetos mais complexos para os quais vocé deseja anotar dados adicionais

relacionados as definicdes de caracteres e estados de caréter.

Em um teminal, vocé devera examinar o contetido arquivo “matriz_1.tnt” do diretério
“tutorial_4” utilizando comandos de linha ou editores de sua escolha. Correlacione
o conteudo deste arquivo com as estruturas apresentadas acima. A primeira linha
deste arquivo (“xread”) informa ao TNT que ele deve ler uma matriz de dados. Na
segunda linha, hd um comentédrio (i.e., 'essa eh sua primeira matrix’) que
serd impresso no terminal quando o TNT ler a matrix. A terceira linha (“1 6) informa
ao programa que essa matriz possui uma coluna de caracteres e seis linhas de terminais.
Posteriormente, vocé encontra a matriz de dados propriamente dita, e finalmente um *;

que indica ao TNT que a matriz terminou.

i. Vocé deverd criar uma arquivo chamado “exemplo_1.tnt” que contenha os

dados abaixo e no formato que possa ser lido pelo TNT.

ii. Ao lado, vocé deverd desenhar a topologia mais parcimoniosa para esta matriz.

taxon_1 00000
taxon_2 10000
taxon_3 11000
taxon_4 11100
taxon_5 11110
taxon_6 11101

Antes de seguirmos a diante, veremos se o0 TNT estd lendo o arquivo “exemplo_1.tnt” —ou
seja, verificaremos se o arquivo ndo possui nenhum erro se sintaxe. A primeira coisa de devemos
fazer é executar o TNT. No prompt do seu terminal execute:

$ tnt

Vocé defera obter o prompt de iniciagdo do TNT ilustrado na Figura 4.1:
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£ TNT

File Edit View Search Terminal Help

T. N. T. Version 1.1 - 64 bits - (Dec. 2013)
Copyright (c) 2081
P.A.Goloboff, J.S.Farris, K.C.Nixon

This is a free, single-user edition sponsored by the Willi Hennig Society.
If you publish results obtained using this program, you should acknowledge
the Willi Hennig Society, and cite the paper describing the program:
Goloboff, Farris, & Nixon. 2008. Cladistics 24:774-786.

Type:
"thanks*" to see the License Agreement
"help;" to get help
"view;" to view output produced by the program

tnt*s |

Figura 4.1: Prompt de iniciacdo do TNT.

O comando de leitura de arquivos no TNT € “proc”, de procedure. Todos os comandos em TNT
devem ser seguidos de “; 7. Se vocé digitar “help proc;” vocé obtera:

tntx>help proc;

PROCEDURE
Redirect input
XXX; take commands from file XXX

/; close input file (include at end of file)

portanto, para que o TNT leia o arquivo “exemplo_1.tnt”, basta voc€ executar o seguinte

comando:

tnt*> proc exemplo_1l.tnt;

o TNT devera retornar:

Reading from exemplo_1l.tnt

Matrix (5x6, 16 states). Memory required for data: 0.02
Mbytes

Caso vocé nao tenha obtido o resultado acima, vocé devera tentar identificar o erro e tentar fazer

com que o TNT leia seu arquivo de entrada novamente.
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4.3 Topologias em TNT

Obter topologias em programas de inferéncia filogenética € relativamente facil; basta saber a
sintaxe do(s) arquivo(s) de entrada e alguns comandos de execucdo. No entanto, entender como
esses aplicativos tratam seus dados, quais sdo os tipos de andlises disponiveis e como proceder
para ter certeza de que vocé fez o que queria e explorou seus dados de maneira adequada requer
um pouco mais do que simplesmente executar alguns comandos. Isso vale para comandos de linha

e/ou andlises em que voce seleciona opgdes nos menus do programa.

Veja como € facil obter uma topologia a partir do momento em que o TNT leu seu arquivo de

entrada. Apos ler o arquivo “exemplo_1.tnt”, se vocé executar o comando:
tnt+x> ie;

Vocé devera obter:

Implicit enumeration, 1 trees found, score 5.

A mensagem de saida de TNT descreve o algoritmo utlizado na busca (i.e., “Implicit
enumeration”), nimero de topologia(s) encontrada(s) (i.e., ““1 trees found”) e o custo — nimero
de transformagdes — desta(s) topologia(s) (i.e., “score 57). Para visualizar a topologia encontrada

pelo TNT basta executar o seguinte comando:
tntx> tplot;

Observe que o TNT utiliza o primeiro terminal de sua matriz como raiz caso nenhum outro seja

especificado. Verifique o resultado impresso pelo TNT no terminal e responda:

A topologia apresentada é a mesma que vocé obteve no exercicio 4.1? No que elas diferem?

Vamos repetir a busca novamente, mas antes disso iremos executar o comando “collapse
[;”. ApOs executd-lo, faca uma nova busca usando “ie;” e imprima a topologia no terminal.
Essa nova topologia deve ser a mesma que vocé obteve manualmente. Por que isso acontece?

Por default o TNT ird sempre lhe fornecer topologias binarias, i.e., totalmente resolvidas ou
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dicotdmicas, mesmo quando ndo existem caracteres sustentando um determinado né. Portanto,
muito cuidado! Muitas pessoas ignoram este componente da configuragdo do TNT e registram
resultados irreais. Uma forma de evitar isso € sempre inserir o termo “collapse [;” no proprio
arquivo de TNT, como no exemplo abaixo:

xread

56

taxon_1 00000

taxon_2 10000

taxon_3 11000

taxon_4 11100

taxon_5 11110

taxon_6 11101

’

collapse [;

proc/;

4.4 Obtendo ajuda no TNT

O TNT possui uma ferramenta de ajuda interna que pode ser evocada pelo comando “help”. Esta
func¢do de ajuda € de certa forma criptica, principalmente se voc€ ndo estd familiarizado com os

comandos de TNT. Vamos ver como o comando funciona.

No prompt do TNT digite:

tnt+> help;

Vocé devera obter o resultado ilustrado na Figura 4.2 abaixo.
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Y

TNT

File Edit View Search Terminal Help

Matrix (5x6, 16 states). Memory required for data: 0.02 Mbytes
Auto-collapse searches is ON
tnt*>help;
For help on command "xxxx" enter "help xxxx"
For help on ALL commands, enter "help*"
For help with scripting language, enter "help+"
Enter "help [ topic ]" for possible help topics.
COMMANDS :
agroup alltrees ancstates apo bbreak beep best
bground blength blocks break  bsupport ccode cdir
change  chkmoves chomo ckeep cls clbuffer cnames
collapse comcomp  condense constrain costs cscores cstree
dmerge drift edit echo export fit fillsank
force  freqdifs help hold hybrid ienum incltax
info  lintrees log keep length lmark 1mrealign
lquote majority map minmax mixtrees mono mrp
mult mXram mXproc naked nelsen nstates  outgroup
procedure pause pcrprune pfijo piwe pruncom prunmajor
prunnelsen pruntax ptnt qcollapse gnelsen quote quit
randtrees ratchet rcompl rdir recons report reroot
resample resols rfreqgs riddup rseed run save
screen scores sectsch shortread silent slfwt slaveproc
smatrix sort sprdiff subopt svtxt system tables
tagset taxcode taxlabels  taxonomy taxname tchoose tcomp
tequal tfuse tgroup thanks timeout tnodes tplot
tread tsave tshrink tsize ttags txtsize tzert
view vversion warn watch xcomp Xgroup xinact
xmult xperm xpiwe xread xwipe unique  unshared
usminmax zzz
tnt*.

Figura 4.2: Lista de comandos disponiveis na documentacio interna de TNT.

Os detalhes desses comandos podem ser vistos executando “help nome_do_comando”, como
por exemplo “help collapse”, “help proc”e “help zzz”. O primeiro comando regula
as regras de colapso de ramos (que discutiremos em momento oportuno), o segundo controla o
direcionamento da entrada de comandos em TNT e o terceiro termina a se¢ao de TNT. Execute

esse altimo comando!

4.5 Leitura de topologias em TNT

Da mesma forma que o TNT Ié matrizes de dados, o programa também permite ler e salvar
tolopogias. Os arquivos de topologia também obecedem uma ldgica, muito similar aquela

utilizada nos arquivos que contém dados. Veja o exemplo abaixo:

tread

"topologias para o exemplo_1l.tnt’

(taxon_1 (taxon_3 (taxon_2 (taxon_4 (taxon_5 taxon_6)))))x*
(taxon_1 (taxon_5 (taxon_3 (taxon_2 (taxon_4 taxon_6))))) *

(taxon_1 (taxon_2 (taxon_3 (taxon_6 (taxon_4 taxon_5)))));

A primeira linha deste arquivo deve conter o termo “tread”, de tree read, indicando ao TNT
que ele deverd ler uma ou mais topologias. Na préxima linha vocé pode ou ndo inserir um

7

comentdrio (e.g., “’ topologias para o exemplo_1l.tnt’”). A seguir voceé deve inserir

a(s) topologia(s) em notacdo parentética obedecendo as seguinte regras:

a. Topologias que ndo sejam a tltima sdo seguidas de “x”.
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b. A topologia final € seguida de *; .

c¢. Terminais confinados a um conjunto de parénteses (i.e., “(taxon_4 taxon_6)")

devem estar separados por um espaco.

Exercicio 4.3

Neste exercicio vocé deverd ler uma matriz € um conjunto de topologias e verificar o custo

destas topologias.

a. Inicie o TNT;
b. Leia a matriz a “exemplo_1.tnt” que vocé ditou no exercicio anterior;

c. Leiaoarquivo “exemplo_1.tre” da mesma forma que vocé leu a matriz de dados;
Observe que o TNT leu trés topologias as quais foram atribuidas nimeros de 0 a 2.
Essa € outra peculiaridade de TNT, toda contagem se inicia em 0 (ZERQO) neste

programa, lembrem-se sempre desta particularidade do TNT!

d. Consulte o help para o comando “scores” e execute-o.

.

Ao final desse exercicio vocé devera ter obtido:

A primeira linha e a primeira coluna desta tabela impressa pelo TNT servem de referéncia para
identificar a qual topologia o custo se refere. Por exemplo, a segunda linha e segunda coluna,
onde se I€ 6, refere-se a topologia 00; a segunda linha e terceira coluna, onde se 1€ 7, refere-se a

topologia 01; finalmente, a segunda linha e quarta coluna, onde se 1€ 5, refere-se a topologia 02.

Exercicio 4.4

Use o comando “help” do TNT para o comando de linha “tchoose”. Com base no
conhecimento sobre o TNT que vocé obteve até este momento, vocé deverd manter apenas
a topologia mais curta na memoria do TNT e posteriormente imprimi-la na tela de seu

computador. Quais foram os comandos que vocé executou para cumprir estas tarefas?

Exercicio 4.5

Neste exercicio, vocé deverd editar manualmente o arquivo “exemplo_1.tre”. Vocé
devera criar uma topologia qualquer, diferente das demais, na dltima linha do arquivo — ou
seja, topologia “3”. Posteriormente, voc€ devera salvar o arquivo editado sob o nome de
“exercicio_lb.tre”. Abaixo, ilustre todas as topologias neste arquivo, bem como

seus respectivos custos e indique os comandos utilizados para completar o exercicio.
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4.6 Como salvar topologias em TNT

O TNT salva topologias em 3 formatos. No primeiro deles, default de TNT, as topologias sdo
salvas em formato bindrio. Arquivos bindrios sdo aqueles que s6 podem ser interpretados por
programas e/ou processadores. Desta forma, embora este formato seja apropriado para gerar
arquivos pequenos com muito conteido — topologias — ele sé serd lido em TNT. Os demais
formatos usados pelo TNT para salvar topologias geram arquivos textos. Estes tem a vantagem
de poderem ser lidos por outros programas — algumas vezes com pequenas modificagdes — e/ou
examinados em editores de texto. Isso € muito vantajoso, embora o custo evidente é que os
arquivos sao maiores que aqueles gerados no formato bindrio. A seguir iremos ver as diferencas

entre esses dois formatos.

Neste exercicio, iremos explorar duas formas de salvar topologias em TNT e verificar no

que eles diferem.

i. Abra o arquivo exemplo_2.tnt e execute uma busca por implicit enumeration.
Vocé devera obter 2 topologias com o custo de 6 passos.

2

ii. Execute os seguintes comandos: “t savex exercicio_2a.tre;”, “save;”,e
“tsave/;”
iii. Execute oS seguintes comandos: “taxname =;7, “tsavex

9% ¢

exercicio 2b.tre;”, “save;”, e “tsave/;”
iv. Consulte o “help do TNT e anote a funcdo de cada comando utilizado nas linhas
abaixo:

Comandos:

taxname =:

tsavex:

save:

tsave/:

v. Verifique 0s conteddos dos arquivos
exercicio_2a.tre e exercicio_2b.tre e responda: Qual é a diferenca

entre eles?
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4.7 Busca de topologias em TNT

Algoritmos de busca podem ser exatos ou heuristicos. Algoritmos exatos, sejam eles por
enumeragdo implicita ou explicita [2, 3], avaliam todo o espago de solu¢do — no nosso caso o
espaco de topologias —, e garantem que a solu¢do 6tima para a sua matriz (i.e., menor custo) foi
encontrada. Algoritmos heuristicos, nao lhe fornecem esta garantia, pois examinam uma amostra
do seu espago de topologias. Desta forma, poderiamos pensar de imediato que sempre deveriamos
escolher algoritmos exatos. No entanto, como vocé€s verdo, ha limitacdes quanto ao uso desses

algoritmos em inferéncia filogenética.

TNT possui um algoritmo de busca exata por enumeragdo implicita. Enumeracdo implicita
significa que “implicitamente” o algoritmo examinou todas as topologias que potenciamente
poderiam ter um custo menor do que uma aproximacao inicial — como discutimos na aula tedrica.

Vejamos algumas propriedades destes algoritmos.

Exercicio 4.7

Considere os arquivos da Tabela 4.1. Para cada um deles, execute uma busca com o

algoritmo “ie”, registre o tempo de execucdo da andlise na Tabela 4.1 e responda:

a. Quais sdo as diferencas entre estas matrizes de dados?

b. O que acontece com o tempo de execucdo da andlise em relacdo as diferencas
observadas nestes arquivos?

c. O que impede o uso deste algoritmo em anélises filogenéticas?

Tabela 4.1: Templo de execugdo em implicit enumeration.

Matriz de dados Tempo
10x500.tnt
10x1000.tnt
10x1500.tnt
15x500.tnt

Deve ter ficado claro que o nimero de terminais limita o uso de buscas exatas. A busca por
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topologias 6timas ndo é tarefa trivial, principalmente pelo fato de que o niimero de topologias
possiveis cresce exponencialmente a medida em que adicionamos terminais — como Vvimos
anteriormente (veja Tutorial 3). Mesmo algoritmos que utilizam enumeracdo implicita, no qual
grande parte do universo de topologias possiveis é descartada, o tempo computacional pode ser

muito alto. Desta forma, métodos heuristicos sio frequentemente utilizados para esse propdsito.

@ Otimo global ° | ¢

@ Otimos locais

—

S~
7
R —

=

L]
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Z 1
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2/
S
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Figura 4.3: Otimos locais e globais representados em uma superficie de relevo.

O desafio de métodos heuristicos é explorar o espaco de topologias o suficiente para evitar ficar
restrito a 6timos locais (Figura 4.3). A analogia geralmente utilizada para explicar o conceito de
otimos locais e global € ilustrada no relevo representado na Figura 4.3. Este relevo indica um pico
mais alto que os demais (em vermelho) que representaria a solu¢do 6tima — i.e., a(s) topologia(s)
mais curta(s). O relevo inclui ainda uma série de outros picos menores que representam uma ou
mais topologias sub-6timas. O objetivo destes algoritmos € evitar ficar trancados em 6timos locais
— 0 que depende do quao eficientemente ele explora o espago de topologias. Vale ressaltar que a
complexidade deste relevo depende de vérios fatores, tais como o nimero de solucdes possiveis —
que determina e espago e o incremento de distincias topoldgicas — e estruturacdo dos dados (veja
Tutorial 3).

Dentro do que é conhecido como busca por trajetéria (trajectory search), a grade maioria dos
algoritmos heuristicos inicia sua busca construindo uma éarvore de Wagner [4], em uma etapa
conhecida como random addition sequence (RAS). Apds a construcio inicial, a drvore de Wagner
€ submetida a algoritmos de refinamento por um procedimento conhecido como branch swapping.

Neste contexto, a arvore de Wagner determina um ponto inicial neste espaco e os procedimentos
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de refinamento asseguram a melhor solucdo local. Dentre estes algoritmos de branch swapping
mais comumente implementados, podemos citar nearest-neighbor interchange [NNI, 5, 6], Tree-
Bisection and Regrafting [TBR, 7] ou “Branch-Breaking” [8]. Estes algoritmos estao virtualmente
implementados em todos os programas de inferéncia filogenética, incluindo TNT. Detalhes sobre

esses algoritmos podem se encontrados em [9—13].

Neste exercicio vamos explorar os algoritmos de buscas por trajetéria existentes no TNT.
Considere o arquivo zilla.tnt. Este arquivo contém 500 terminais, o que torna
impraticavel o uso de algoritmos exatos. Veremos o comportamento de TNT em relacao

aos parametros de andlises de buscas heuristicas simples (i.e., traditional search).

i. Reinicie o TNT para nos certificarmos de que estamos usando os parametros de

default do programa.
ii. Leiaoarquivo zilla.tnt em TNT.

iii. O algoritmo de busca tradicional do TNT inclui N adi¢des aleatérias (RAS) que
controem arvores de Wagner seguidas de refinamento por SPR e/ou TBR. O comando
para sua execucdo € “mu” e para saber quais sdo os parametros de default deste
comando vocé deve executar o comando “mu: ;. Execute este ultimo comando e

anote os parametros abaixo:

Settings for multiple random addition sequences:
* ___ random sequences
* saving up to __ trees per replication
* swapping trees with ___

* keeping only the best trees found

iv. Execute o comando “mu” e verifique o resultado impresso no terminal. Vocé devera

ter obtido um resultado muito semelhante aquele ilustrado na Figura 4.4.

PISH (Phylogenetic Inference SHell)

Reading from zilla.tnt
'matrix from Pee-Wee'
Matrix (759x50@, 16 states). Memory required for data: 2.39 Mbytes

tnt*=mu;
Repl. Algor. Tree Score Best Score Time Rearrangs.
10 TBR 99 of 168  ------ 16228 0:00:16 2,173,372,399

Completed 18 random addition sequences.

Total rearrangements examined: 2,173,372,399.

Best score hit 1 times out of 18 (some replications overflowed).
Best score (TBR): 16228. 10 trees retained.

tnt#

Figura 4.4: Resultado de busca em TNT utilizando os parametros de default do comando mu.

O resultado informa que foram feitas 10 réplicas (RAS) e que as topologias

mais curtas possuiam 16228 passos, que esse custo foi obtido em apenas uma
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réplica (i.e., “Best score hit 1 times”) e que foram retidas 10 topologias
na memoria (i.e., “10 trees retained”). Observe que o TNT informa quantas
topologias foram examinadas, o tempo de execugio, e que durante a busca, algumas
réplicas excederam o numero de topologias que poderia ser mantida (i.e., “some

replications overflowed”).

Vocé consideraria que esses parametros configuram uma boa estratégia de busca
heuristica para esses dados? Saiba que para esta matriz ha pelo menos 46 topologias
com o custo de 16218 passos! Vocé terd muita sorte se conseguir atingir esse

resultado utilizando esses algoritmos, principalmente com os parametros iniciais.

. Ha varios parametros que controlam a qualidade de buscas heuristicas, vejamos como

controla-los:

replic: Essa op¢ao € a mais 6bvia de todas, pois ela controla o nimero de adi¢des

aleatérias do comando “mu” (ex. mu: rep 100).

hold: Possui duas fungdes. Como comando de TNT ele controla o nimero
maximo de topologias que o TNT ird manter na memdria. Seu valor de default é
100. Portanto, ao chegar a esse valor o TNT interrompe a busca! Como opc¢ao do
comando “mu”, “hold” controla o nimero méaximo de topologias que serd mantida

durante cada réplica.

E necessdrio manter um balanco entre o comando “ho1d” e as op¢des de “mu”. Por
exemplo, se vocé modificar o niimero de réplicas em “mu” utilizando o comando
‘mu: rep 100, ao executar a busca o TNT ird interrompé-la na décima réplica
e retornard a seguinte mensagem: ‘“NOTE: Search terminated after
replication 10 (tree buffer full)”. Isso ocorre porque havia espaco
para 100 topologias na memoria do TNT e a busca por “mu’ estava configurada para
manter apenas 10 topologias por réplicas. Portanto, 10 x 10 = 100! Fim. Desta forma,
o ndmero de topologias atribuidas ao comando “hol1d” deve ser maior ou igual ao
numero atribuido a op¢ao “hold” de “mu” vezes o nimero de réplicas. Entender os

conceitos associados a esse balangco € muito importante.

mxram: Por default, o TNT aloca 16 MB de memoria para si. No entanto,
esse numero pode ser insuficiente para algumas andlises uma vez que ele influencia
diretamente o nimero de topologias que o TNT poderd manter na memdoria. Por
exemplo, se vocé digitar o comando hold no prompt do TNT saberd quantas
topologias ele ird manter durante sua busca. Tente modificar esse nimero para
1000 (i.e., hold 1000;). Vocé€ ndo deve ter tido nenhum problema, mas se
tentar modificar para 10000 verd que o TNT ndo poderd fazé-lo. No entanto, se

b

voce alocar mais memoria ao TNT, i.e., “mxram 512;” isso serd possivel. Um
detalhe, quando “mxram” é modificado, o TNT requer que vocé leia seus dados

novamente!
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Algoritmos de refinamento: Por default, o TNT utiliza TBR apds a construg¢ao
de arvores de Wagner ao invés de SPR. O TBR € um algoritmo mais agressivo de
refinamento (branch swapping), porém sua complexidade possui uma fungdo cubica
ao passo que SPR possui uma complexidade quadrética. Portanto, a complexidade
desses algoritmos tem influéncia direta no tempo de execugdo. Considere que SPR é

um subconjunto das topologias examinadas por TBR.

vi. Antes de passar para o proximo exercicio, manipule esses comandos e opcdes para

que voceé tenha uma ideia melhor de como o TNT pode ser controlado.

\ J

Neste ultimo exercicio, vocé€ deverd conceber um experimento de 15 a 20 execucdes de TNT

usando a matriz em zilla.tnt variando o ndmero de adi¢des aleatdrias e o nimero
de topologias mantidas em cada uma das réplicas. Seu objetivo é conceber um desenho
experimental no qual vocé possa avaliar como esses dois parametros afetam a efici€ncias
de sua andlise. A eficiéncia deve ser medida pelo tempo necessdrio para obter 0 menor
custo e o nimero de topologias recuperadas. Para cada execucdo vocé devera registrar os

dados na Tabela 4.2 abaixo. Executado o experimento, responda:

a. Voce consegue enxergar algum padriao que lhe indique alguma estratégia eficiente de
busca? Qual seria?

b. Vocé conseguiu obter topologias com custo igual o inferior a 16218? Caso ndo tenha

conseguido, qual seria sua estratégia para chegar a esse custo?

Hé trés scripts no diretdrio deste tutorial sob a extensao » . run que podem automatizar a execucao
desse exercicio. Em comum, esses scripts executam o TNT em uma série de vezes e registra os
resultados em um arquivo texto. A explicacido de um deles serd suficiente para que voc€ entenda

a l6gica dos demais. Considere o contetido do arquivo mu_hold. run:

mxram 512;
macro =;

proc zilla. tnt
hold 10000;

log mu_hold. txt;
loop 10+1 20
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mu: rep 5 hold #1;
mu;

stop

log/;

macro —;

72727

Neste script — ou macro de TNT, a primeira linha (1) aloca 512M de memdria para o programa
— 0 que € desejavel em muitos casos, pois isso lhe permite acumular mais topologias durante
a execugdo do programa. A segunda linha habilita a linguagem do macro de TNT. Macros
funcionam como uma linguagem interna que lhe permite fazer algumas operacdes que seus
comandos gerais ndo permitem, como por exemplo loops — veja abaixo. Na terceira linha, o TNT
€ instruido a ler a matriz zilla.tnt. A linha 4 define o nimero médximo de topologias que o
TNT podera manter na memoria. Até aqui, nao hd novidades, o mais interessante comecga agora.
Na linha 5, o script abre um arquivo de log. O log do TNT permite que tudo que € impresso no
console do programa durante sua execucao seja também direcionado para um arquivo texto. Isso
pode ser desejavel se voce precisa coletar informacdes de execucdes longas ou mesmo documentar
o que fez. Nalinha 10, esse arquivo de log € fechado. Portanto, tudo que ocorrer entre as linhas 6 e
9 serad automaticamente gravado no arquivo mu_hold.txt. A linha 6 implementa um comando
de macro denominado 1oop. Como o proprio nome sugere, esse comando abre um ciclo de
execucdes. Este ciclo comecga no 10 e termina no 20 em intervalos de 1, portando “10 + 1 20”.
Na linha 7, a varidvel “#1” receberd o valor da contagem de cada 1 oop para definir os parametros
de mu. Desta forma, no primeiro 1oop a linha 7 serd “mu: rep 5 hold 107, no segundo
“mu: rep 5 hold 117, no terceiro “mu: rep 5 hold 127, etc—até“... hold
20”. Para cada modificacdo da linha 7, o TNT executa a busca heuristica pelo comando “mu”.
Ao final (e.i., hold 20) o loop € finalizado (lina 9), o log é fechado (linha 10), a linguagem
macro € desabilitada (linha 11) e o TNT € fechado. Se vocé€ examinar os outros dois arquivos com
a extensdo . run verd que eles obedecem a mesma légica. Vocé pode mudar os valores do loop
como quiser ou até mesmo implementar outros comandos de TNT dentro e fora do 1oop. Bom

exercicio!

Tabela 4.2: Numero de sequéncias aleatérias (RAS), topologias mantidas em cada réplica, nimero de
topologias examinadas, tempo de execug@o, niimero de hifs no menor custo e custo encontrado para buscas
heuristicas utilizando a matriz zilla.tnt.

RAS | Trees/RAS | # Rearrangements | Time | # Hits Best | Best Score
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Tabela 4.2 — Continuacao.

RAS | Trees/RAS | # Rearrangements | Time | # Hits Best | Best Score
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Objetivo

Este tutorial visa apresentar as ferramentas mais avangadas de busca em TNT. Estas ferramentas
sdo os algoritmos mais poderosos de TNT e garantem a esse programa muita eficiéncia em
explorar o espaco de arvores, especialmente em bancos de dados complexos (i.e., grande nimero
de terminais e caracteres). O tutorial explica brevemente os métodos implementados em TNT.
No entanto, o componente tedrico contido neste tutorial € superficial e o estudante é encorajado
a consultar a literatura primdria citada neste documento. Este tutorial também contém exercicios
sobre reconstru¢do de estados ancestrais em topologias, bem como os comandos associados a
diagnose de grupos em TNT. Eles sdo importantes para que o estudante tenha conhecimento de
como explorar evolucdo de caracteres, bem como identificar os caracteres que sustentam grupos
em sua andlise usando este aplicativo. Os arquivos associados a este tutorial estdo disponiveis no

GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/

Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

5.1 Buscas com novas tecnologias

A maior vantagem do TNT [1] em comparacdo a muitos programas de inferéncia filogenética é
a rapidez com a qual este aplicativo executa buscas. Parte da velocidade do TNT esta no cédigo
de execucdo de tarefas, mas ha um outro componente que € resultado da implementacdo de novos
algoritmos de buscas [2, 3]. No tutorial anterior vimos como as buscas tradicionais sdo feitas
por algoritmos que comeg¢am com a construcio de arvores de Wagner e subsequente refinamento
por branch swapping (i.e., RAS+SPR e/ou TBR, veja Tutorial 4, se¢do 4.7). Estas estratégias
de busca por trajetérias sdao considerados “Hill-climbing algorithms” uma vez que eles departem
de uma topologia inicial em direcao a outra melhor utilizando rearranjos internos (i.e., intra-tree
branch swapping, veja Giribet [4] e Goloboff [2]). Como pode ser visto no tutorial anterior,
esses algoritmos possuem limitagdes, principalmente em espacos de drvores complexos, pois eles

podem restringir suas buscas a dreas nas quais se encontram apenas 6timos locais.

5.1.1 PERTURBACOES:

De acordo com Giribet [4], uma das estratégias mais inovadores de busca utilizando os algoritmos
de rearranjos internos disponiveis naquele momento foi a técnica de ratchet proposta por Nixon
[3]. Esta técnica de aceleracdo de buscas heuristicas estd implementada em TNT. A técnica de
ratchet usa ciclos de perturbagdes no espaco de topologias atribuindo pesos diferenciais a parte
dos dados na expectativa de que a busca saia de 6timos locais (Figura 5.1). Nesse algoritmo,
uma topologia € criada e refinada pelos algoritmos convencionais (i.e., RAS+TBR), ao término do
rearranjo uma porcentagem dos dados recebe pesagens diferenciais, um novo ciclo de rearranjos
¢ iniciado, ap6s sua conclusdo os caracteres voltam a pesagem original e o custo da topologia é
avaliado. Se hd mais ciclos a serem executados, esses passos sdo repetidos, caso contrario o custo

da topologia resultante ¢ comparado com a topologia inicial (Figura 5.1).

5.1.2 BUSCAS SETORIAIS:

Outro conjunto de algoritmos disponiveis em TNT para explorar espacos de drvores mais
complexos sdo aqueles destinados a buscas setoriais (sectorial search, senso Goloboff [2]). Como
o proprio nome indica, estes algoritmos — conhecidos como algoritmos da familia “divide and
conquer” — reduzem a dimensdo do espaco de solucdes restringindo o problema a subconjuntos
de problemas menores. No caso de buscas filogenéticas, o algoritmo implementado em TNT
seleciona um setor (i.e., clado) da topologia que € reanalisado. Se uma configuracdo melhor é
encontrada para esse clado, ele é substituido na topologia original (para maiores detalhes veja

Goloboff [2] e Wheeler [5]). Os ciclos de iteracdes desse algoritmo esta representado na Figura
5.2.
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RAS+TBR

‘7

% dos dados
com pesagem ...
diferencial

pesagem
original (1)

SWAP

Figura 5.1: Fluxo de iteracdes de ratchet. RAS, radom addition sequence; SWAP, branch swapping via SPR ou
TBR. Pesagem diferencial geralmente entre 5 € 10% dos caracteres. Numero de ciclos (k) varidvel.
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definir setores
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matriz reduzida ma uzl
! ndio

i final do
sim .
compatago ciclo? topologia
setorial
topologia final T
topologia refinada
inserc¢do da

SWAP topologia

Figura 5.2: Fluxo de itera¢Ges de buscas setoriais de acordo com Goloboff [2].

5.1.3 ANNEALING & ALGORITMOS GENETICOS:

Dentro das novas tecnologias de busca de TNT ha dois outros algoritmos que merecem
consideracdo. O primeiro deles é o tree-drift. Parte de métodos conhecidos como simulated
annealing, o tree-drift é caracterizado por aceitar certa proporcao de topologias sub6timas durante
o processo de rearranjo interno (i.e., swap) alternado com a configuracdo original do swap.
Posteriormente, como em ratched, topologias subdtimas sido descartadas e uma nova iteragdo do
ciclo se inicia. Tais ciclos, que se repetem por um nimero determinado de vezes, sdo quase tao

eficientes como o ratchet na busca de topologias 6timas.

O segundo deles é o tree-fusing. O tree-fusing pertence a uma classe de algoritmos conhecidos
como genetic algorithms, pois ao contrario dos algoritmos ilustrados acima — que baseiam-se em
uma Unica topologia —, algoritmos genéticos promovem rearranjos de clados entre topologias.
Implementado em TNT, esse método compara diferentes topologias e promove a troca de clados
compativeis (i.e., mesma composi¢ao entre as topologias). Esse método leva a melhores resultados
quando ha um ndmero grande de topologias disponiveis para a troca. Para maiores detalhes sobre
o método consulte Goloboff [2] e Giribet [4].

No Tutorial 4 fizemos uma série de buscas no arquivo zilla.tnt utilizando os
algoritmos tradicionalmente implementados em programas filogenéticos (i.e., random
addition sequence, RAS ou arvore de Wagner, seguidas de refinamento por algoritmos de
swap, tais como SPR e TBR) para buscas heuristicas. Vocés devem ter observado que
muito provavelmente ninguém obteve 100 topologias ao custo de 16218 passos. Neste

tutorial iremos explorar a eficiéncia dos algoritmos descritos acima e verificar se de fato ele
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possibilitam um melhor resultado com a andlise da matrizem zilla.tnt.

i. Configuragdo de default do comando XMULT.

As buscas com novas tecnologias sao implementadas no TNT pelo comando xmult, ou

Xmu.
a. Abraoarquivo zilla.tnt no TNT.
b. Execute o comando xmu; no TNT.
c. Qual o custo da topologia que vocé encontrou e quantas topologias vocé recuperou?
d. Qual foi a reducdo de custo desta topologia em comparacdo com sua melhor andlise
de zilla.tnt no Tutorial 4, Exercicio 4.7?
e. Utilizando o comando xmu :; € o arquivo xmu . txt — que contém o log do comando

help xmu —, escreva abaixo quais foram os parametros de execu¢do do comando

xmu; executado acima?

ii. Modificando as Configuracdes de default do comando XMULT.

Nesse exercicio iremos explorar como os diferentes algoritmos implementados no comando

xmu modificam sua performance. Vocé devera realizar seis andlises, uma utilizando os

algoritmos tradicionais de busca em TNT e as demais implementando sequencialmente os

algoritmos mais agressivos sob o comando xmu. Os resultados dessas andlises deverdo ser

anotados na Tabela 5.1. O arquivo xmu . t xt devera ser consultado caso tenha dificuldades

de visualizar todas as op¢des do comando xmu na tela do terminal onde o TNT sera

executado. O arquivo que contém a matriz de zilla.tnt foi modificado para que o
TNT utilize 512 MB de RAM e possa guardar 10000 topologias. Considere verificar os

parametros de xmu a cada etapa do exercicio para certificar-se de que os parametros que

deseja estdo de fato implementados.

a.

Faca uma busca convencional em TNT utilizando 100 réplicas para adicdes aleatérias
(RAS) e mantendo 10 topologias durante cada réplica para a matriz de zilla.tnt.

Os resultados dessa analise deverao ser inseridos na Tabela 5.1.

Utilizando 20 réplicas e a manutengcdo de 10 topologias por réplicas — que deverd
ser implementado em xmu (e.g., xmu: rep 20 hold 10) - execute uma andlise
utilizando a configuragdo para o comando xmu que implemente apenas buscas
setoriais. Observe que por default, o TNT executa o comando xmu com os algoritmos
de sectorial searches e tree-fusing. Desta forma vocé deverd desabilitar a execugdo do

tree-fusing. O arquivo xmu . t xt —que contém o log do comando help xmu — deverd
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ser consultado caso tenha dificuldades de visualizar todas as op¢des do comando xmu

na tela. Os resultados dessa analise deverao ser inseridos na Tabela 5.1.

. O TNT utiliza concomitantemente duas estratégias de buscas setoriais implementadas
nos algoritmos CSS (constraint-based sector selections) e RSS (random sector
selections). Nesta execucdo de TNT nds queremos avaliar a performance do ratchet.
Desta forma vocé deverd desabilitar as buscas setoriais, implementar 10 iteracdes de

ratchet, executar a andlise e registrar os resultados na Tabela 5.1.

. Excecute xmu implementando 10 ciclos de drift e registre os resultados na Tabela 5.1.
Certifique-se de que somente o drift esta habilitado.

. Excecute xmu implementando fuse para ao conjunto de arvores e registre os resultados
na Tabela 5.1. Certifique-se de que somente o fuse esta habilitado.

. Finalmente, vocé€ deverd implementar todos os algoritmos que executou acima e suas

respectivas configuragdes em uma Unica andlise e registrar os resultados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Nimero de sequéncias aleatdrias (RAS), topologias mantidas em cada réplica, algoritmo
implementado, nimero de topologias examinadas, tempo de execucdo, nimero de hits no menor

custo e custo encontrado para buscas heuristicas utilizando a matriz zilla. tnt.

RAS | Trees/RAS | Algoritmo | # Rearrangement | Time | Best Score
100 10 TBR
20 10 SECT
20 10 RAT 10
20 10 DRIFT 10
20 10 FUSE 10
20 10 ALL

iii. Com base em seus resultados da Tabela 5.1 responda:

a. Como vocé explica que mesmo visitando um maior nimero de rearranjos, o algoritmo

de RAS+TBR ndo encontrou uma ou mais topologias com custo igual ou inferior a
16218 passos?

b. Vocé consideraria que um destes algoritmos é mais eficiente em relacdo aos outros?

Justifique.

c. Quantas topologias com 16218 passos voce encontrou durante as andlises acima?
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d. A matriz de dados zilla.tnt resulta em mais de 90 MPTs (i.e., Most Parsimonious
Trees). Modifique os parametros de xmu e a analize a matriz zilla.tnt de modo que
vocé obtenha o maximo de topologias possivel com o custo de 16218. Abaixo indique

quantas topologias vocé encontrou e quais os parametros de andlise que vocé utilizou.

5.2 Reconstrucoes e regras de colapso de ramos

Nesta secdo iremos explorar as reconstrucoes de estados ancestrais em TNT bem como as regras
disponiveis nesse programa para colapsar ramos. O exemplo utilizado aqui é o mesmo utizado por
Coddington & Scharff [6] em um artigo cldssico que discute o problemas com comprimentos de
ramo iguais a zero — vale a pena dar uma olhada nesse artigo, especialmente se vocé utiliza outros

programas de inferéncia filogenética como por exemplo o PAUP* [7].

Antes de entender como as regras de colapso funcionam e como o TNT reconstroi estados
ancestrais nos nés de uma topologia, facamos o seguinte exercicio:

A Figura 5.3 contém uma matriz de dados e 5 topologias. Sua primeira tarefa sera otimizar
cada cardter da matriz nas 5 topologias. Caso tenha dificuldade de fazer as otimizacdes,

consulte este video.
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Taxon A

Taxon A 0 0 0 0 O Taxon B
Taxon B 0 0 0 01
Taxon C
Taxon C 1 0 011
Taxon D 01111 TaxonD
Taxon E 01111 T1 Taxon E
Taxon F 11111 T -
Taxon G 11111 o on
— Taxon G
Taxon A Taxon A
Taxon B Taxon B
Taxon C — Taxon C
Taxon E —— Taxon D
T2 Taxon D T3 —— Taxon E
— Taxon F — Taxon F
—— Taxon G — Taxon G
Taxon A Taxon A
Taxon B Taxon B
Taxon C Taxon C
— Taxon F — T Taxon G
T4 T5
Taxon G Taxon F
—— Taxon D —— Taxon D
——Taxon E ——Taxon E

Figura 5.3: Matriz da Tabela 1 de Coddington & Scharff [6] e 5 topologias obtidas em TNT por enumeracio
implicita e op¢do de colapso de ramos collapse O.

Apos ter concluida a otimizagdo destes caracteres nestas topologias vocé deverd verificar se
voce€ optimizou corretamente. Para isso, ha dois arquivos disponiveis no diretério deste tutorial:
exercicio_5.2_matrix.tnteexercicio_5.2_trees.tre, que sereferem a matriz
e topologias apresentadas na Figura 5.3. O comando de TNT que permite a reconstrucdo de
caracteres em determinada topologia é o comando “recons”. Inicie o TNT e digite “help
recons”. Vocé deverd obter:

tnt*>help recons

RECONS

N/L; most parsimonious reconstructions for character(s) L,
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tree(s) N

Portanto, o comando “recons 0/1” apresentaria a(s) recontru¢do(des) do carater 2 na topologia
1 da Figura 5.3. Se vocé executar “recons” todas as reconstrucdes possiveis para todos os
caracteres e topologias serdo apresentadas. Finalmente, se vocé executar “recons /07, todas

as recontrucdes do cardter 1 serdo apresentadas em todas as topologias.

A apresentacdo das reconstrucdes em TNT obedece o formato ilustrado na Figura 5.4. A
numeracdo nos nds referem-se ao estado de cariter estimado para o cardter de acordo com
a reconstrucdo. Arestas cujos vértices possuem estados distintos indicam transformacdo de
estados de cardter. Observe que em alguns casos (veja Figura 5.4) ha mais do que uma
reconstru¢cdo para um determinado cardter dado uma topologia. Neste caso em particular, a
primeira reconstru¢do (reconstruction O0) foi executada pelo algoritmo de DELTRAN (de
delayed transformation) ao passo que a segunda (reconstruction 1) pelo algoritmo de
ACCTRAN (de accelerated transformation) [8, 9]. Quando hd mais do que uma reconstrucao
possivel e igualmente parcimoniosas, a otimizagdo do carater € ambigua [8] e baseado no critério
de otimizacdo ndo h4 justificativa para selecionar uma ou outra. O TNT € o unico programa que
apresenta todas as reconstrugdes possiveis para determinado carater dado uma topologia utilizando
ACCTRAN e DELTRAN ou a combinagdo dos dois algoritmos. Alguns autores, por exemplo de
Pinna [10], argumentam que ACCTRAN seria defensével filosoficamente, argumentos que sao
rejeitados por Agnarsson & Miller [11]. Para uma revisao sobre o assunto consulte Agnarsson &
Miller [11].

Observe se para as otimizagdes que voc€ fez a mao havia uma outra alternativa e anote nas

topologuias da Figura 5.3.

Tree 2, char. 0, reconstruction 0
--0 taxon_A
--0 taxon B

--1 taxon_C

4
[
--0]| | ,--1 taxon G
T—-0| ,--1---1 taxon_F
S —-0| ,--0 taxon E

"--0---0 taxon_D

Tree 2, char. 0, reconstruction 1
--0 taxon A
--0 taxon B

--1 taxon_ C

4
|
—--0| | ,--1 taxon_ G
S—-1 ,--1---1 taxon F
S—-1] ,--0 taxon_E

"=-0---0 taxon_D

Figura 5.4: Otimizagéo do carater 1 na Topologia 3 da Figura 5.3 seguindo Coddington & Scharff [6].

Agora que vocé ja conhece um pouco da teoria, vamos examinar duas regras de colapso

de ramos existentes em TNT. Os comandos “collapse” e “help collapse” lhe

fornecem a op¢do de default de TNT para este comando e as opg¢des disponiveis no
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programa, respectivamente. Iremos explorar duas destas op¢des, uma vez que sio as mais
comumente utilizadas na literatura e respondem por possiveis diferencas entre os resultados
apresentados por TNT e PAUP*.

i. Utilizando a configuragdo original de TNT, faga uma busca por enumeracdo implicita,
imprima as tolopogias no terminal e, com referéncia aqueles ilustradas na Figura 5.3

responda:

a. Quais tolopogias foram recuperadas? Considere que as topologias apresentadas na
Figura 5.3 sdo bindrias ao passo que as apresentadas apds a andlise tiveram seus ramos

colapsados, verifique quais topologias bindrias sdo compativeis com as da Figura 5.3.

b. Baseada nas reconstrucoes dos caracteres, vocé poderia explicar qual regra esta sendo

adotada para colapsar os ramos?

ii. Modifique a regra de colapso adotando aquela que € default em PAUP*, execute novamente

a andlise e responda:

a. Quais tolopogias foram recuperadas com essa nova regra?

b. Baseada nas reconstrucdes dos caracteres, vocé poderia explicar qual regra esta sendo

adotada para colapsar os ramos?

c. Qual regra vocé adotaria em seu estudo? Justifique.

5.3 Diagnoses

Neste secao iremos explorar o comando “apo” do TNT e sua relagdo com o comando “recons”

discutido no tépico anterior.

O comando apo possui as seguintes opcoes:

tntx>help apo;
APO

plot synapomorphies for tree(s) N

[N plot synapomorphies common to tree(s) N
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- list instead of plotting on tree

[-N/L list synapomorphies common to tree(s) N,

Considere a matrix no arquivo vertebrados.tnt. A andlise cladistica por enumeracdo

implicita gera trés topologias (Tree 0 - Tree 2 daFigura5.5).

node(s) L

Tree 0: Tree 1:
,—— peixe ,—— peixe
| ,-- piramboia | ,-- piramboia
[--1 | ,-- salamandra [--1 | ,-- salamandra
o] ,=-li sapo o] -=le sapo
| | ,-- mamifero | | ,-- mamifero
“—-] |-- tartaruga “--| |-- tartaruga
e ,-- cobra | | ,-- cobra
| - lagarto B lagarto
“——| ,-- aves | ,-- aves
- crocodilo BT crocodilo
Tree 2 Tree 0 [naked -]:
,—— peixe ,——0 peixe
| ,-- piramboia | ,--3 piramboia
[--1 | ,-- salamandra |--10] | ,——-4 salamandra
S| - sapo S--13| ,-=11---1 sapo
| | ,-- tartaruga | | ,—-8 mamifero
“—-=| | ,-- mamifero S—-12] |--2 tartaruga
*--| | ,-- cobra —--14| ,--9 cobra
T lagarto | ,--17---6 lagarto
| ,-- aves S--16] ,--7 aves
R crocodilo "--15---5 crocodilo

Figura 5.5: Topologias (Tree 0 - Tree 2) resultantes da enumeracdo implicita de vertebrados.tnt.
A topologia “Tree 0 [naked -]" foi impressa com a op¢do do comando “naked” de TNT que apresenta a
numeracio dos nés na Topologia 0.

H4 duas formas de visualizar as sinapomorfias ndo ambiguas para essas tolologias. A primeira
delas € impressa na topologia pelo comando, por exemplo, apo 0 — que apresenta as apomorfias
inequivocas para a topologia Tree 0 (veja Figura 5.6). Outra forma de apresentar as
sinapomorfias € listando-as com o comando, por exemplo, “apo— 07 — que lista as apomorfias
inequivocas para a topologia Tree 0 (veja Figura 5.6). Observe que neste ultimo caso, é
conveniente referenciar os nés da topologia utilizando o comando “naked-"" antes de executar

“tplot” (consulte o help para esses dois comandos noa TNT).
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xread Tree 0 :
13 10 peixe ¢ .
O autapomorphlies
peixe 0000000020010 sapo :
sapo 0110110000011 taz:aiﬁszp‘_’mrphles
tartaruga 1120110000010 No autapomorphies
piramboia 0000110020010 piramboia : )
salamandra 0110110000011 Sallqzm:giszwrphles
crocodilo 1120112001100 No autapomorphies
lagarto 1120112110010 cr;codiio : o
aves 1231112001100 lagarte o roTERieS
mamifero 1[12]741111000010 No autapomorphies
aves :
cobra 1220112110010 char. 1: 1 ——> 2
7 Char. 2: 2 --> 3
Char. 3: 0 --> 1
mamifero :

Char. 2: 2 --> 4

Char. 3: 0 -—> 1

Synapomorphies for tree 0 Char. 6: 0 --> 1
cobra :

No autapomorphies
-- piramboia Node 11 :

Char. 12: 0 --> 1
p salamandra Node 12

--12--- sapo Char. 1: 0 --> 1

,—-2,3,6 mamifero Node 13 :

No synapomorphies
| -- tartaruga Node 14 :

--0]| ,-—- cobra Char. 0: 0 ——> 1
| ,--7,8--- lagarto Node 15 :
< Char. 9: 0 --> 1
--6| --1,2,3 aves Char. 10: 0 --> 1
"=-9,10,11--- crocodilo Char. 11: 1 --> 0
Node 16 :
Char. 6: 0 —--> 2
Node 17 :
Char. 7: 0 --> 1
Char. 8: 0 —--> 1

) ———~

Figura 5.6: Matriz de dados vertebrados.tnt e apomorfias para Tree 0 plotadas na topologia e listadas.

Exercicio 5.4

Os exercicios abaixo sao referéntes a matriz de dados em vertebrados. tnt.

i. Na figura abaixo, indique as apomorfias comuns para as topologias Tree 0 -2.

,—— peixe
| ,-- piramboia
|--| | ,—— salamandra
Il PR sapo
| | ,-- mamifero
“--] |-- tartaruga
| | +-- cobra
Tt lagarto
| ,-- aves
Rt crocodilo

ii. Qual € a polarizacdo dos caracteres que sustentam a hipotese de que Aves e Crocodilos sdo

grupos irmaos nas topologias Tree 0 —-27?
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il

v.

54

10.

11.

92

Quais sdo as possiveis reconstrugdes do cardter 6 nas tolopogias Tree 0 -27? (inicio da

contagem no ZCI'O)

Por que ndo ha sinamoporfia(s) listadas para o n6 13 das tolopogias Tree 0 -2 e mesmo

assim ele € resolvido nestas hipoteses?
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Objetivo

O primeiro objetivo deste tutorial é apresentar como caracteres sdo, ou podem ser tratados
em andlises filogenéticas. Neste componente do tutorial iremos explorar os impactos do
ordenamento de caracteres em inferéncia filogenética e aplicac@o de custos arbitrarios para séries
de transformacao. O segundo objetivo deste tutorial € apresentar algumas técnicas de consenso e
como computd-las operacionalmente em TNT. Por fim, é apresentado um protocolo para averiguar
estabilidade de topologias de consenso em espacos de arvores complexos. Os arquivos associados
a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte

comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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6.1 Tipos de caracteres

Dentro do contexto de homologia estética de caracteres (senso Wheeler [1]), no qual caracteres e
seus respectivos estados de carater (i.e., séries de transformacao) sdo postulados a priori, existem
3 classes de caracteres: aditivos (ordenados), ndo-aditivos (ndo-ordenados) e caracteres de Sankoff
(matrizes de custo). Caracteres aditivos [2] s@o aqueles em que o custo de transformacio ¢é
determinado pela diferencga entre o indice de cada estado no qual cada indice sucessivo representa
um incremento de proposi¢des de homologias mais restritivo [3]. Considere por exemplo a Figura
6.1A. Assumindo que a raiz desta transformacao é o estado “0”, a aquisi¢do do estado “2”” assume
que a transformacao passou pelo estado “1”, ou seja, “0” — “1” — “2”. Por outro lado, séries de
transformacoes ndo-aditivas [4], o custo de cada transformacgdo é constante entre qualquer par de
estados de carater (veja Figura 6.1B). Neste caso, a aquisi¢do do estado “2” assume apenas uma
transformacao independente do estado plesiomorfico do qual este derivou (i.e., “0”, “1”, ou “37;
Figura 6.1B).

B o——1

0123
23

Figura 6.1: Tipos de caracteres: aditivo e ndo-aditivo. A, carater aditivo; B, carater ndo-aditivo.

N3ao hd consenso na literatura sobre ordenar ou ndo séries de transformagdes de caracteres multi-

estados (seja [5—7]). Nixon & Carpenter [7:8] argumenta:

Additive characters are just more explicit, compound hypotheses of homology. The
fact that nonadditive codings tend to produce shorter trees does not a priori make them
better. Throwing away characters, or lying, can also produce shorter trees. Nonadditive
codings are better only when they are better justified (or more defensible) in terms of
homology assessment. In fact, a nonadditive multistate character implies ambiguity in
our understanding of the homology among the states, because it is not generally possible

that all allowed transformations are simultaneously true.

Os argumentos apresentados por Nixon & Carpenter [7] sugerem que € necessdrio explicitar
os critérios que levam o investigador a considerar determinada série de transformacdo de
forma aditiva. Isso porque seguindo o raciocinio desses autores, o ordenamento revela maior
conhecimento sobre as nogdes de homologia putativa entre os estados. No entanto, Hauser
& Presch [5] verificaram que a grande maioria dos estudos que consideravam séries de
transformacdes ordenadas nio apresentava nenhum critério para determinar a ordem dos estados
de caracteres. Tendéncias morfoldgicas, sequéncias ontogenéticas (raramente disponiveis),
similaridade entre estados, entre outros, podem ser utilizadas para justificar ordem de estados

de cardter [mas veja 5] —, nenhuma delas sem assumir premissas cuja necessidade fica a cargo

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 95


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Marques, F.P.L.

Instituto de Biociéncias “USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

do pesquisador. Considere que o ordenamento de estados de cardter representa uma hipétese

especifica sobre a relag@o evolutiva entre os estados de carater.

Vejamos como o TNT permite implementar estes conceitos. A defini¢do de tipos de caracteres em
TNT ¢€ feita pelo comando “ccode™:

tntx>help ccode

CCODE

! re-sets ccode to the one defined in the data file

Other than that,

sets character codes. Specifiers are:

+ make following character(s) additive

- " " " non—-additive
active
inactive
Sankoff
non-Sankoff
/N apply weight N to following character (s)

=N apply N additional steps to following character(s)

Vejamos como podemos implementar caracteres aditivos e ndo aditivos em TNT. Considere a
seguinte matrix:

xread

7 6

taxon_A
taxon_B
taxon_C
taxon_D
taxon_E

taxon_F

’

0000000
1000000
2000011
3001112
4111212
5111322

Considere os seguintes comandos e seus respectivos efeitos:

i. “ccode + 07: Fazcom que TNT considere o cardter 0 additivo.

ii. “cc + 0 4.67: Faz com que TNT considere os caracteres 0, 4,

(3

5 e 6 aditivos'.

iii. “cc —.”: Faz com que TNT considere todos caracteres nao-aditivos.

iv. “cc”: Faz com que TNT exiba a codifica¢do de cada cardter, por exemplo:

Ccode

"Vocé pode abreviar esse comando utilizando simplesmente “cc”
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+[/1 O -1/1 1 -[/1 2 -[/1 3 +[/1 4
+[/1 5 +[/1 6 ;

Neste exemplo acima, os caracteres 0, 4, 5 e 6 serdo considerados aditivos (i.e.,
identificados pelo simbolo “+”). Observe também que a notagdo “[/1”, comum a todos

os caracteres, indica que todos os caracteres estdo sendo considerados e possuem peso 1.

Exercicio 6.1

Neste exercicio, iremos utilizar a matriz contida no arquivo exemplo_la.tnt para

implementar os conceitos descritos acima.

i. Faca uma andlise cladistica da matrix em TNT do arquivo exemplo_la.tnt eresponda:

a. A topologia depende do ordenamento de algum carater? Justifique.

ii. Facauma anélise cladistica da matrizem TNT do arquivo exemplo_1b.tnt eresponda:
a. Qual cardter quando considerado aditivo reduz o nimero de topologias igualmente

parcimoniosa?

b. Existe algum cardter cujo ordenamento (i.e., “0” — “1” — “2” ..) pode ser

defendido utilizando o critério de parcimonia? Justifique.

c. Supondo que vocé tenha uma justificativa para ordenar o cardter que reduz o
nimero de topologias, implemente a ordenagdo deste cardter e salve no arquivo

97
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exemplo_lb_recons.txt a reconstru¢io do cardter 2% e responda: Quantas

reconstrugdes o TNT postula para esse cardter?

O ordenamento de caracteres ndo precisa ser necessariamente linear (i.e., “0” — “17 — “27
— “3” — “4”) como nos exemplos acima. Considere, por exemplo, a Figura 6.2. Nela, as
relacOes entre os estados de cardter 0—4 € apresentada de forma ramificada. Assumir essa
estrutura hierdrquica entre os estados de cardter ndo € diferente do ordenamento linear desta
série de transformagdo. No entanto, esta relacdo entre os estados requer uma implementacao
distinta em TNT. A matriz a direita na Figura 6.2 expressa os custos associados entre cada
uma das transformacdes possiveis. Por exemplo, a transformacdo “1” — “3” tem o custo de
3 transformagdes (i.e., “1” — “0” — “27 — “37).

4 3 (01 111 [2] (3] [4]

N
[2] g
N/ RN

Figura 6.2: Tipos de caracteres: matriz de transformgao.

NN ==
WHONK
PO WN
o b Wk

Esta matriz define os custos de transformag¢do do que chamamos caracteres de Sankoff [8].
Matrizes de Sankoff sdo implementadas para caracteres para os quais assume-se custos arbitrarios
de transformacdo, via de regra associados a uma ou mais premissas sobre a evolucdo destes
caracteres. Embora Sankoff [8] tivesse desenvolvido este procedimento de otimizacdo para
estudar evolucdo macromolecular, matrizes de Sankoff podem ser aplicadas a qualquer série de

transformac¢do — mesmo bindria.

Em TNT, a implementacdo de matrizes de Sankoff requer os seguintes passos:

1. Defini¢do da matriz de Sankoff:
A defini¢do de matrizes de Sabkoff € feita pelo comando smatrix do TNT obedecendo a
seguinte sintaxe:
smatrix =S (xXxxxx) ...costs... ;
onde “S” € um numero entre 0-31 e indexa internamente a matriz no TNT; “xxxx” é o
nome atribuido a matriz (opcional) e “costs” sdo os custos de cada transformagdo. Os
custos sao definidos considerando a dire¢dao da transformacdo, como por exemplo 0>4 2
que atribui custo 2 para a transformagdo “0” — “4”, ou estabelecendo custos simétricos,
como por exemplo 0/2 1 que atribui custo 1 para as transformagdes “0” — “2” ou “2” —
“0”.

98

Znumeracio de acordo com TNT. Veja Tutorial 5 item 5.2 para detalhes de como verificar reconstrucdes em TNT.
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2. Aplica¢do da matriz de Sankoft:
Uma vez definida a matriz de Sankoff, ela deve ser aplicada ao cardter desejado, ou
caracteres utilizando o comando “smatrix +S N”ou“smatrix +xxxx N”,onde “N”

€ o cardter para o qual se quer aplicar a matriz de Sankoff.

3. Implementacdo matriz de Sankoff em ccode:

z

Finalmente, é necessario habilitar o cardter de Sankoff no TNT utilizando o comando
“ccode (N”.

Exercicio 6.2

Neste exercicio, vocé deverd criar uma matriz de Sankoff e implementar esta funciao de
custo na andlise filogenética usando TNT. No entanto, antes de executar esse exercicio
examine as ultimas linhas do arquivo exemplo_2. tnt.

i. Construa uma matriz te Sankoff para a série de transformagao ordenada ilustrada na Figura
6.3.

4

\1 3
\/
/

0

Figura 6.3: Série de transformac@o ordenada ndo-linear.

[0 | [1] [ [2] | [3] | [4]

=
1

W N
1

ii. Com base na sua matriz de Sankoff, defina a smat rix abaixo:

smatrix =0 (minha _matriz) ...
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iii. Execute uma busca no TNT com o arquivo exemplo_2.tnt e responda:
A implementagdo da matriz de Sankoff teve algum impacto na reconstrucio do carater 2?7

Justifique.

Matrizes de Sankoff sdo muito utilizadas em andlise de dados moleculares — em concordancia com
sua concepgao inicial [8]. A Figura 6.4 representa duas classes de transformagdes (i.e., transicoes
e transversdes) de caracteres genotipicos — sequéncias nucleotidicas — comumente utilizadas em
andlises filogenéticas de dados moleculares. A premissa associada ao custo diferencial entre
essas duas classes de transformagdes reside na expectativa de que transversoes (i.e., purinas
+— pirimidinas) tem impacto bioquimico mais acentuado nas moléculas e, consequentemente,
estdo sob maiores restricdes de transformacgdo do que transicdes (i.e., purinas <—> purinas ou
pirimidinas <— pirimidinas). Sequéncias nucleotidicas sdo sempre consideradas caracteres nao-

aditivos e via de regra s@o submetidos a matrizes de Sankoff.

PIRIMIDINAS [A] [C] [G] [T]
I | [A] - tv ts tv

[C] tv - ¢tv ts
A C G T [G] ts tv - tv

I | [T] tv ts tv -
PURINAS

Figura 6.4: Classes de transformacao de caracteres genotipicos: transi¢des e transversdes

Exercicio 6.3

Considere os dados na matriz do arquivo exemplo_3.tnt e execute as seguintes tarefas:

i. Faca uma andlise filogenética destes dados e responda:

a. Qual € a topologia recuperada e qual € o seu custo (i.e., nimero de transformacdes)?

ii. Abaixo defina a matriz de Sankoff no qual vocé atribuird peso 2 para transversdes e peso 1

para transigdes:
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smatrix =0 ¢C/A _ G/A _ G/C _ T/A _ T/C _ T/G _;

iii. Modifique o arquivo exemplo_3.tnt de modo que todos os caracteres sejam analisados

de acordo com sua matriz de Sankoff, reanalise esses dados e responda:

a. A implementagdo desta nova fun¢do de custo modificou seus resultados? Explique.

6.2 Arvores de consenso

Métodos de consenso apresentam um sumdrio de informagdes contidas em um conjunto de
topologias. Fundamentalmente, topologias de consenso é o resultado da aplicagdo de uma
série de regras e/ou algoritmos sob um conjunto de topologias que resulta em uma unica
arvore com o mesmo conjunto de terminais [9]. De acordo com Bryant [9], hd uma série de
controvérsias relacionadas a topologias de consenso; no entanto estas estdo mais relacionadas
com as interpretacdes sobre as topologias de consenso do que com os métodos usados para gera-

las [veja, 10].

H4 algumas generalidade sobre topologias de consenso que devem ser consideradas. A primeira
delas € que topologias de consenso sdo sumdrios de informa¢do e o ndmero de transformacgdes
nestas topologias é via de regra subdtima [11, 12] — portanto, otimizacoes em topologias de
consenso nao devem ser consideradas. Outra propriedade comum a topologias de consenso,
especialmente relacionadas com o sumério de informacdes filogenéticas provenientes de fontes
de dados distintas, € que em alguns casos a topologia de consenso difere do resultado que
seria obtido considerando a andlise simultanea destas bases de dados (seja Barrett ef al. [10]).
Portanto, considere que a maioria das técnicas de consenso foram concebidas como ferramentas

de representacdo e ndo para inferéncia filogenética propriamente dita (mas veja Holder et al.

[13D).

Neste componente do tutorial iremos explorar trés tipos de consenso, aqueles mais frequentemente
utilizados em andlises filogenéticas. Essa exposicdo breve sobre o tOpico tem mais carater
operacional do que fomentar as discussdes sobre o uso de métodos de consenso em inferéncia

filogenética.
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6.2.1 CONSENSO ESTRITO

O consenso estrito [14], como o nome sugere, € 0 mais simples — e o mais frequente na literatura.
Esta técnica de consenso produz uma topologia que ¢ o sumério de todos os componentes (i.e.,

clados) que estdo presentes em todas as topologias fundamentais.

6.2.2 CONSENSO SEMI-ESTRITO

O consenso semi-estrito [15], também conhecido como compatible components, € menos restritivo
do que o consenso estrito. Neste método de consenso a topologia final contém todos os
componentes presentes nas topologias fundamentais com a inclusdo daqueles que nao sao
contraditorios entre si. Colocado de outra forma, enquanto que no calculo do consenso estrito um
determinado componente sO serd representado se estiver necessariamente em todas as topologias
fundamentais, no consenso semi-estrito ele deve estar presente em pelo menos uma delas e nao

ser contradito por nenhum outro componente das demais topologias que fazem parte do conjunto.

6.2.3 CONSENSO DE MAIORIA

O consenso de maioria (i.e., majority-rule; Margush & McMorris [16]) baseia-se na frequéncia
dos clados presentes nas topologias fundamentais. Margush & McMorris [16] define este tipo
de consenso como sendo topologias de consenso M; no qual o pardmetro / define a porcentagem
minima da frequéncia dos componentes que deverdo estar presentes na topologia de consenso.
Observe que se [ € 100% voce obtém o consenso estrito das topologias fundamentais. Este tipo de
consenso € utilizado em andlises de suporte e de inferéncia filogenética que utiliza como critério

de otimizagao probabilidades posteriores [i.e., andlises bayesianas; veja 13].

Exercicio 6.4

Neste exercicio iremos explorar as propriedades destes métodos de consenso utilizando as

topologias existentes no arquivo exemplo_4.tnt.

i. Verifique os clados em cada uma das trés topologias.
ii. Calcule o consenso estrito utilizando o comando “ne”.

iii. Represente a tolologia de consenso no espago abaixo € compare novamente com as

topologias fundamentais.

iv. Calcule o consenso semi-estrito utilizando o comando “comcomp”.
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v. Represente a topologia de consenso no espaco abaixo e compare novamente com as

topologias fundamentais.

vi. Como € a resolucdo desta topologia de consenso em relag@o a topologias fundamentais?

vii. Calcule o consenso de maioria utilizando o comando “majority = 50”.

viii. Represente a topologia no espago abaixo e compare novamente com as topologias

fundamentais.

ix. Qual observacdo vocé faria ao comparar as topologias fundamentais com a de consenso de

maioria?

6.2.4 ESTABILIDADE DO CONSENSO

Independente da técnica de consenso que vocé deseja utilizar para calcular topologias de
consenso, € importante que vocé tenha uma boa amostra de topologias do seu espago de drvore
— principalmente quando este apresenta relativa complexidade. Neste Gltimo componente sobre o
assunto irei sugerir um protocolo para verificar se, potencialmente, vocé obteve estabilidade em
sua topologia de consenso. Considere que nem sempre a inspecao visual € uma forma imediata de
observar se houve ou ndo mudancga entre uma topologia de consenso e outra 2 medida em que vocé
compila topologias com o mesmo custo. Considere por exemplo os arquivos consenso_x .tre.
Suponha que esses arquivos foram obtidos com buscas incrementalmente mais agressivas e que
a cada uma delas um nimero maior de topologias foi amostrado. Se vocé listar de forma longa

esses arquivos (i.e., com o comando 1s —1), vocé obtera:

-rw-rw-r— 1 alan alan 84 Apr 7 20:29 consenso_l.tre
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-rw-rw-r— 1 alan alan 82 Apr 7 20:33 consenso_2.tre
-rw—-rw—-r— 1 alan alan 80 Apr 7 20:33 consenso_3.tre

—-rw-rw—-r— 1 alan alan 80 Apr 7 20:33 consenso_4.tre

A primeira dica refere-se ao tamanho desses arquivos. Observe que o arquivo consenso_].tre
possui 84 bites, o consenso_2.tre 82 e os demais 80. O nimero decremental de bites sugere que os
arquivos possuem um nimero menor de caracteres, ou seja, parénteses que sao usados para definir

grupos! Inspecione o conteido destes arquivos.

No caso da sugestdo acima, vocé deve considerar que dois arquivos podem possuir 0 mesmo
numero de bites e, no entanto, suas topologias podem ser distintas. Um outra forma de verificar,
ou comparar essas topologias de forma mais segura, € utilizar o comando “di f £ — um comando

interno de LINUX/UNIX. Se vocé executar em um terminal:

$ diff -g —-s consenso_l.tre consenso_2.tre

vocé devera obter:

Files consenso_l.tre and consenso_2.tre differ

Por outro lado, se vocé executar em um terminal:

$ diff -g -s consenso_3.tre consenso_4.tre

vocé devera obter:

Files consenso_3.tre and consenso_4.tre are identical

Exercicio 6.5

Neste exercicio vocé ird explorar estabilidade de consensos. Vocé deverd fazer algumas
andlises em TNT, compilar os dados na Tabela 6.1 e identificar a partir de que momento

destas anélises vocé obteve a estabilidade de sua topologia de consenso.

Considere os seguintes comandos de TNT e suas respectivas agcdes:
log log_run.txt;

xmu: hold 10 rep 50 ratchet 5 drift 5 fuse 10;
xmu;

nex;

tchoose/;

tsave* busca_l.tre;

save;

tsave/;

log/;
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Esta sequéncia de comandos abre um arquivo de log chamado 1og_run. txt, executa uma busca
usando novas tecnologias em TNT para um determinado arquivo de entrada, calcula o consenso
estrito e faz com que a topologia de consenso seja inserida no buffer de memoria do TNT, seleciona
a ultima topologia e descarta as demais (no caso a topologia de consenso é mantida), abre um
arquivo para salvar topologias chamado busca_1.tre, salva a topologia e fecha os arquivos de

arvore e de log.

Neste exercicio vocé deverd estabilizar o consenso as topologias encontradas na matriz
zilla.tnt em 10 buscas. Os nimeros de topologias encontradas em cada uma dessas andlises
deverd ser sempre superior a encontrada na andlise anterior. Vocé deverd preencher a tabela
abaixo (Tabela 6.1) e comparar os arquivos que julgar necessdrio com o comando diff -g

-s [arquivol] [arquivo2].

Tabela 6.1: Buscas heuristicas e estabilidade de consenso em TNT

Busca | Parametros de Busca | # Topologias retidas | Tamanho do Arquivo

O |0 [ I[N || B[

—_
)

Observagdes de comparagao:
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Objetivo

O objetivo deste tutorial é apresentar ao aluno algumas ferramentas de manipulagdo de dados
moleculares desde a obten¢@o de dados no GenBank/NCBI a configuracdes de matrizes de dados
passiveis de serem analisadas em programas de andlise filogenética. Ao concluir esse tutorial, o
aluno serd capaz de reanalisar dados ja publicados utilizando TNT. Os arquivos associados a este

tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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7.1 GenBank

7.1.1 FORMATOS DE ARQUIVOS

Antes de entrarmos na parte analitica de dados moleculares € necessdrio entender alguns
formatos de arquivos que contenham dados moleculares. Ha vdarios deles, mas em carater
introdutdrio iremos apresentar apenas dois. Se vocé estd familiarizado com artigos que usam
dados moleculares para inferéncia filogenética, ja deve ter notado que grande parte deles deposita
sequéncias nucleotidicas ou pepitidicas em um repositério chamado GenBank. De fato, todos
os periddicos obrigam autores a depositarem esses dados em repositérios como o GenBank e
informar aos leitores os nimeros de tombo. Observe a tabela no APPENDIX I de Dias ef al. [1],
publicacdo anexada a este tutorial. As colunas sob o termo ”GenBank accession number” contém
os numeros de tombo das sequéncias nucleotidicas ou pepitidicas depositadas pelos autores para
cada uma das regides gendmicas consideradas nesse estudo (i.e., cyt b, 16S, Rag-1 e 12S). Estes

numeros de tombo permitem que qualquer pessoa verifique e use esses dados.

O acesso ao banco de sequéncias nucleotidicas do GenBank € feito pelo endereco: http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. Se voc€ possui um determinado nimero de
tombo, por exemplo FJ685663 — que de acordo com a tabela apresentada por Dias et al. [1] refere-
se ao fragmento de Citocromo B de Cycloramphus acangatan—, voc€ poderd obter os dados deste

nimero de tombo simplesmente usando-o na busca disponivel nessa pagina.

Por default, quando vocé executa uma busca no GenBank com um tnico nimero de tombo, o

GenBank retorna o resultado em seu formato mais detalhado. Neste caso em particular isso seria:

Cycloramphus acangatan voucher AF1605 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
GenBank: FJ685663.1
FASTA Graphics PopSet
Go to:
LOCUS FJ685663 611 bp DNA linear VRT 15-APR-2009
DEFINITION Cycloramphus acangatan voucher AF1605 cytochrome b (cytb) gene,
partial cds; mitochondrial.

ACCESSION FJ685663

VERSION FJ685663.1 GI:226510745
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Cycloramphus acangatan

ORGANISM Cycloramphus acangatan
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Amphibia; Batrachia; Anura; Neobatrachia; Hyloidea; Cycloramphidae;
Cycloramphus.

REFERENCE 1 (bases 1 to 611)

AUTHORS Amaro,R.C., Pavan,D. and Rodrigues,M.T.

TITLE On the generic identity of Odontophrynus moratoi Jim & Caramaschi,
1980 (Anura, Cycloramphidae)

JOURNAL Zootaxa 2071, 61-68 (2009)

REFERENCE 2 (bases 1 to 611)
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AUTHORS Amaro,R.C., Pavan,D. and Rodrigues,M.T.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-JAN-2009) Departamento de Zoologia, Instituto de
Biociencias, Universidade de Sao Paulo, Rua do Matao, ravessa 14,
101, Sao Paulo 05508-090, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..611
/organism="Cycloramphus acangatan”
/organelle="mitochondrion”
/mol_type="genomic DNA”
/specimen_voucher="AF1605"
/db_xref="taxon:635146"
gene <l..>611
/gene="cytb”
CDS <l..>611
/gene="cytb”
/codon_start=3
/transl_table=2
/product="cytochrome b”
/protein_id="AC059916.1"
/db_xref="GI1:226510746"
/translation="LIMQIAPGLFLAMHYTADTSLAFSSIAHICRDVNNGWLLRSLHA
NGASFFFICIYLHIGRGLYYGSYLFKETWNIGVILLEFMTMATAFVGYVLPWGQOMSEWG
ATVITNLLSAAPYIGTDLVQWIWGGE SVDNATLTRFFTFHFILPFIVIGLILLHLIFL
HETGSSNPTGLNPNPDKVPFHTYFSYKDILGFAIMLSLLASLS”
ORIGIN
1 gcttaattat acaaattgca ccaggactat tcttagccat acattacacc gcggatacct
61 cattagcatt ttcatctatt gcccatatct gccgagatgt aaacaacggg tgacttcttc
121 gaagcctcca cgcaaatggt gcctcattct tctttatctg tatctacctt catattggcc
181 gaggattata ctacggctca tacttattta aagaaacatg aaacattgga gtgattctcc
241 tatttataac catagccaca gcctttgtcg gatacgtact accatgagga caaatatcat
301 tctggggggc cacagtcatc accaacttat tatctgcagc cccctatatt ggcacagact
361 tagtgcaatg aatctgaggc ggattttcag tagataacgc caccctcaca cgcttcttca
421 catttcactt tatcctccca ttcattgtta caggattaat cctcctacac ctaatctttc
481 ttcatgaaac aggatcttca aaccccacag gcctaaaccc taacccagat aaagtcccat

541 tccacaccta cttctcctat aaagacatcc taggatttgc catcatactc tcccttcecttg
601 cctcactatc a

Observe o resultado da busca acima no qual o GenBank lhe fornece uma série de informagdes
sobre essa sequéncia de nucleotideos, tais como: autores, regido gendmica, posicionamento
taxondmico do organismo sequenciado, traduc¢do para aminoécidos (para regides codificantes) e a
sequéncia nucleotidica propriamente dita. Desta forma, este € o formato que contém o maior
numero de informagdes sobre a sequéncia nucleotidica ou peptidica associada ao numero de
tombo. Minha sugestdo é que sempre que possivel, obtenha as sequéncias no Genbank neste
formato, pois isso evita ter que revisitar este banco de dados para obter informac¢des adicionais no

futuro caso voce esteja usando dados disponiveis nesse repositorio.

Ha um outro formato que € muito utilizado na manipulacao e andlise de sequéncias nucleotidicas

ou pepitidicas: o formato FASTA. Na sua forma mais simples, ele contém terminais precedidos
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de ”>” e em outra linha a sequéncia nucleotidica ou pepitidica. Por exemplo:

>sequencia_1
ACGTACGTACGT
>sequencia_2
AAGTAAGTAAGT
>sequencia_3

AAATAASTAAAT

Esse formato € bem simples, util e frequentemente utilizado para transformar sequéncias
nucleotidicas ou pepitidicas em matrizes de dados. No entanto, este formato permite inserir
comentérios e outras informacdes no cabecalho da sequéncia. Vejamos por exemplo como o

GenBank retornaria a mesma sequéncia acima (i.e., FJ685663) no formato FASTA:

Cycloramphus acangatan voucher AF1605 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
GenBank: FJ685663.1

GenBank Graphics PopSet

>gi|226510745|gb|FJ685663.1| Cycloramphus acangatan voucher AF1605 cytochrome b (cytb)
GCTTAATTATACAAATTGCACCAGGACTATTCTTAGCCATACATTACACCGCGGATACCTCATTAGCATT
TTCATCTATTGCCCATATCTGCCGAGATGTAAACAACGGGTGACTTCTTCGAAGCCTCCACGCAAATGGT
GCCTCATTCTTCTTTATCTGTATCTACCTTCATATTGGCCGAGGATTATACTACGGCTCATACTTATTTA
AAGAAACATGAAACATTGGAGTGATTCTCCTATTTATAACCATAGCCACAGCCTTTGTCGGATACGTACT
ACCATGAGGACAAATATCATTCTGGGGGGCCACAGTCATCACCAACTTATTATCTGCAGCCCCCTATATT
GGCACAGACTTAGTGCAATGAATCTGAGGCGGATTTTCAGTAGATAACGCCACCCTCACACGCTTCTTCA
CATTTCACTTTATCCTCCCATTCATTGTTACAGGATTAATCCTCCTACACCTAATCTTTCTTCATGAAAC
AGGATCTTCAAACCCCACAGGCCTAAACCCTAACCCAGATAAAGTCCCATTCCACACCTACTTCTICCTAT

AAAGACATCCTAGGATTTGCCATCATACTCTCCCTTCTTGCCTCACTATCA

7.1.2 OBTENDO SEQUENCIAS DO GENBANK

Todos os arquivos de sequéncias sdo arquivos texto. Portanto, nada impede que vocé copie e cole
os dados diretamente da pagina no Genbank no formato que desejar em um editor de texto. Isso
porém pode se tornar invidvel e extremamente tedioso — dependendo do nimero de sequéncias
que vocé precisa retirar do repositério. O GenBank possui uma ferramenta para retirar sequéncias
nucleotidicas de forma bem eficiente. Essa ferramenta é chamada Batch Entrez e pode ser acessada
pelo endereco http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/batchentrez. A dnica coisa
que vocé precisa para acessar essa ferramenta € possuir um arquivo texto contendo todos os

nimeros de tombo que deseja.

Vejamos o exemplo abaixo. Suponha que vocé possua um arquivo com o seguinte conteddo!:

FJ685663
FJ685664
FJ685665

KF214177

! Estes sao alguns niimeros de tombo para as sequéncias de Citocromo B de Dias et al. [1]

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 1 1 1


http://pt.wikipedia.org/wiki/Formato_FASTA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/batchentrez
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Mal‘ques, FPL Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicagdes

112

KF214178

FJ685662

Basta acessar a pagina do Batch Entrez/Genbank e fazer o upload do seu arquivo selecionando a

opcao Choose File (veja Figura 7.1) e em seguida pressionar Retrieve.

Batch Entrez

Protein

f.
<> NCBI

All Databases

PubMed

Nucleotide Genome Structure OMIM PMC

Database | Nucleotide v | File: | Choose File | No file chosen Retrieve

Batch Entrez

Figura 7.1: Pagina do Batch Entrez do GenBank.

Vocé devera obter:

Received lines: 40
Rejected lines: O
Removed duplicates: O
Passed to Entrez: 40

Retrieve records for 40 UID(s)

Neste exemplo em particular, meu arquivo possuia 40 nimeros de tombo e todos eles foram
recuperados sem erro.

O préximo passo € obter os registros das sequéncias pressionando "Retrieve records for

40 UID (s)”. Vocé deverd obter o resultado ilustrado na Figura 7.2.

"‘rﬁ NCBI Resources (¥ How To (¥ Sign in to NCBI
Nucleotide Nucleotide v | [ search |
Advanced Help
Species Summary ~ 20 per page ~ Sort by Default order Send to: ~  Filters: Manage Filters
Animals (40)
Customize ... (=
Items: 1 to 20 of 40 Results by taxon

Molecule types
genomic DNA/RNA (40) Page [1 |of2 Next> Last>>
Customize ..

Top Organisms [Tree]
Proceratophrys melanopogon (72)

Thoropa miliaris voucher AF1434 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial Proceratophrys appendiculata (3)
Proceratophrys tupinamba (3)

1.
Source databases 611 bp linear DNA Proceratophrys belzebul (2)
INSDC (GenBank) (40) Accession: FJ685662.1 Gl: 226510743 Macrogenioglottus alipioi (2)
Customize .. Protein  Taxonomy All other taxa (18)

i More..
Genetic GenBank FASTA Graphics PopSet
compartments . . .
Mitochondrion (40) Cycloramphus acangatan voucher AF1605 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial
i -
2. 611 bp linear DNA Find related data

Sequence length

Accession: FJ685663.1 Gl: 226510745 Database: | Select M|
Custom range o

Protein  Taxonomy:

Release date GenBank FASTA Graphics PopSet

Custom range
Macrogenioglottus alipioi voucher AF919 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

3. 594 bp linear DNA Recent activity =
Accession: FJ685664.1 Gl: 226510747

Revision date
Custom range

Tum Off Clear
Protein  Taxonomy

Clear all g - 3 §
GenBank FASTA Graphics PopSet E Dasyatis brevis mitochondrion, partial o
i genome Nucleotide
Show additional filters
Macroaenioalottus alinioi voucher AF1607 cvtochrome b (evth) aene. partial eds: mitochondrial F Dasyatis akajei mitochondrion, complete

Figura 7.2: Pagina do Batch Entrez do GenBank exibindo resultado de uma busca.

Por default o GenBank ird apresentar as sequéncias solicitadas de forma sumarizada (veja Figura
7.2). Isto lhe permite verificar se os nimeros de acesso de fato referem-se as sequéncias que estava

interessado e/ou selecionar parte delas para exame mais detalhado e/ou para baixa-las. Para baixar
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essas sequéncias, vocé precisa definir o formado que deseja utilizar. A definicdo do formado deve

ser selecionada dentre as opgdes disponiveis nas opgoes de Summary (veja Figura 7.3).

GenBank (full)» 20 per page ~ Sort by Default order - Send {o: -

Format

Summary

GenBank
® GenBank (full) Page |1 |of2 Next> Last>>

FASTA ‘her AF1434 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochondrial

FASTA (text) 2.1

ASN.1 PopSet

Revision History

Accession List Next record

Gl List }

15662 611 bp DNA linear VRT 24-JUL-2016

DEFINITION Thoropa miliaris wvoucher AF1434 cytochrome b (cytb) gene, partial
cds; mitochondrial.

ACCESSION F1685662

VERSION FJ685662.1

Figura 7.3: Pagina do Batch Entrez do GenBank exibindo as opcdes para exibi¢ao dos resultados de busca.

Ao selecionar, por exemplo, o formato Genbank (full), vocé devera obter a exibi¢ao das sequéncias
no formato referido.

No entanto, para baixar as sequéncias em um determinado formato, ndo € necessério exibi-las
da mesma forma. O download de sequéncias é executado pela selecdo das op¢des em Send to
(veja Figura 7.3). Ao pressionar Send to, vocé devera obter uma janela com as op¢des exibidas na

Figura 7.4.

GenBank (full) ~ 20 per page ~ Sort by Default order Send fo:~  Filters: Manage Filters

® Complete Record

w -
Items: 1 to 20 of 40 Coding Sequences
Gene Features
F
Thoropa miliaris voucher AF1434 cytochrome b (cytb) gene, partial cds; mitochc  choose Destination - =
1 GenBank: FJ685662.1 ® File Clipboard [Tree]
FASTA Graphics PopSet Collections 1 me"“‘"‘é!"’?oln (( ’;)
5 appendiculata
<) 5 tupinamba (3)
Co i Download 40 items. 5 belzebul (2)
Locus F1685662 611 bp  DNA line Format Jttus alipioi (2)
DEFINITION Thoropa miliaris voucher AF1434 cytochrome b (¢ | GenBank (full) ¥ 18)
cds; mitochondrial.
Sort by
ACCESSION FJ685662 Default order v
VERSION FJ685662.1 _—
KEYWORDS . Show GI ta o
SOURCE mitochondrion Thoropa miliaris (rock river froc " t -
| Create File | S

ORGANISM Thoropa miliaris
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebr
Amphibia; Batrachia; Anura; Neobatrachia; Hyloidea; Cycloramphidae;
Thoropa.

Figura 7.4: Pagina do Batch Entrez do GenBank exibindo as op¢des para baixar os resultados de busca.

Uma vez selecionadas as op¢des que deseja nesta janela, basta pressionar Create File. O arquivo
serd salvo com o nome de "sequence . gb” no diretério de default para download de seu sistema.
Minha recomendacio € que voc€ modifique o nome deste arquivo de forma que seu nome indique
seu conteddo logo apds baixar as sequéncias — ao fazé-lo, mantenha a extensao ” . gb” para indicar

o formato do arquivo.
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Exercicio 7.1

O arquivo "dias_et_al_2013_accession_numbers.csv’ contém todos os
nimeros de tombo para as sequéncias utilizadas por Dias ef al. [1] em um arquivo texto no
formato CSV (i.e., Comma Separated Values). Arquivos neste formato podem ser abertos
em programas que manipulam planilhas, tais como EXCEL da Microsoft e OpenOffice
Calculator. Este arquivo em particular possui 5 colunas, cada uma referente a uma regiao

gendmica utilizada por Dias et al. [1]. Para cada uma destas colunas vocé deverd

i. Gerar um arquivo texto que contenha apenas os nimeros de tombo referentes a respectiva
regido gendmica. Para cada um dos arquivos, utilize a extensdo “. acc” —de accession (e.g,
12s.acc). Esta ndo é uma extensao particular, somente uma sugestao para que vocé possa
mater seus arquivos organizados.

Dica: Inspecione o arquico em CSV, voce poderia usar a seguinte linha de comando para extrais os niimeros de acesso do cyt-b, que estio na segunda coluna, com a seguinte linha de
comando: tail -n +2 dias_et_al_2013_accession_numbers.csv | cut -d’,’ -f5 | sed ’'s/"//g’ > 12s.acc

ii. Utilizar a feramenta do Batch Entrez para recuperar os registros referentes a cada um dos
arquivos.

Atencio: Ao fazer o download do GenBank/NCBI o repositdrio criard um documento chamado sequence . gb que serd salvo no diretério de Download de seu sistema.

iii. Salvar as sequéncias de cada regido gendmica em seus respectivos arquivos no formato
GenBank (full). Para cada um dos arquivos, utilize a extensdo “. gb” — de GenBank (e.g,
12s.gb).

7.2 Manipulacao de arquivos de sequéncia

Nosso objetivo a partir deste momento € extrair as informacdes dos arquivos gerados pelo
GenBank para transformar essas sequéncias em um arquivo de dados que possa ser analisado por
programas de inferéncia filogenética. No entanto, programas distintos sdo capazes de ler arquivos
em formatos diferentes. No que se segue, manipularemos os arquivos contendo as sequéncias
do Genbank com o objetivo de gerar uma matriz de dados que possa ser analisada em TNT [2].
Os passos apresentados a seguir poderdo ser modificados a medida que vocé se familiarize com
as inimeras ferramentas disponiveis para manipulacdo de arquivos de sequéncia. Seja qual for a
ferramenta que vocé venha a escolher no futuro, hd dois componentes principais que eu considero
importante na preparacdo de arquivos de sequéncias para analises filogenéticas. O primeiro deles é

o nome dos terminais. O segundo € verificar se as sequéncias estdo alinhadas e no mesmo sentido.

7.2.1 COMPONDO ARQUIVOS FASTA

Os arquivos no formato GenBank (full) possuem um grande niimero de informagdes. No entanto,
muitas delas ndo podem ser inseridas em um arquivo que se destine a andlise filogenética. Para este
ultimo propdsito, os nomes dos terminais devem ser curtos € bem definidos e as sequéncia devem

estar alinhadas®>. O grande nimero de informagdes contido nos arquivos no formato GenBank

2 Alinhamentos serdo discutidos com detalhes nos préximos tutoriais.
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(full), por outro lado, permite que nds possamos extrair o que queremos.

A ferramenta que iremos utilizar nesta primeira etapa de manipulacdo de arquivos de sequéncia
€ o script chamado phyloconvert. Esse script foi concebido primariamente para gerar arquivos
no formato FASTA para serem analisados diretamente ou serem subsequentemente transformados

em arquivos passiveis de serem analisados em TNT e/ou PAUP [2, 3].

O script chamado phyloconvert faz parte dos aplicativos disponiveis na imagem utilizada no curso,
mas caso vocé€ nao esteja utilizando a imagem, ele esta disponivel no diretério "tutorial_7".

Este script requer que BioPython esteja instalado no seu sistema.

A execucdo do script chamado phyloconvert é feita do terminal:

$ phyloconvert?

Ao executd-lo vocé obterd as seguintes opgoes:

PhyloConvert 0.0.4 - May 2022 by Fernando Marques

isaEsasssassasiasiasssassatiansasisasiatiansaisassasiansatsasaagisniatinti
THIS PROGRAM CONVERTS FILES FOR PHYLOGENETIC ANALYSES

YOUR OPTIONS ARE:

=

For GenBank (x.gb) format to FASTA/POY using accession numbers.
For GenBank (x.gb) format to FASTA/POY using terminal names.

For GenBank (*.gb) format to FASTA/POY using numbers and names.

For clean FASTA files to NEXUS format (for PAUP) .

Generate accession numbers list from GenBank (%.gb) file.

~ o s w N

. Generate taxon name list from GenBank (x.gb) file.
8. Generate a file containing translation rules for SED.

x. Exit program.

B . e e S S S . T T

#
#
#
#
#
#
#
For clean FASTA files to XREAD format (for TNT). #
#
#
#
#
#
#
#

FHEF A A R R R R R

Select the option desired:

As trés primeiras op¢des manipulam arquivos no formato GenBank (full) transformando-os em
arquivos FASTA. A diferenca entre estas opcdes reside na informacdo que serd inserida nos

terminais. Por exemplo:

Select the option desired: 1

3Se vocé quer executar o script que estd no diretério vocé deverd digitar “. /phyloconvert”.
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Resulta em:

>FJ685662
GCCTAATTACACAAATTATTACAGGACTTTTTTT. ..
>FJ685663
GCTTAATTATACAAATTGCACCAGGACTATTCTT. ..
>FJ685664

GTCACAGGACTCTTCCTTGCAATACACTATACTG. ..

Select the option desired:

Resulta em:

>Thoropa_miliaris
GCCTAATTACACAAATTATTACAGGACTTTTTTT. ..
>Cycloramphus_acangatan
GCTTAATTATACAAATTGCACCAGGACTATTCTT. ..
>Macrogenioglottus_alipioi

GTCACAGGACTCTTCCTTGCAATACACTATACTG. ..

Select the option desired:

Resulta em:

>FJ685662_Thoropa_miliaris
GCCTAATTACACAAATTATTACAGGACTTTTTTT. ..
>FJ685663_Cycloramphus_acangatan
GCTTAATTATACAAATTGCACCAGGACTATTCTT. ..
>FJ685664_Macrogenioglottus_alipioi

GTCACAGGACTCTTCCTTGCAATACACTATACTG. ..

A escolha destas opcoes depende de uma série de fatores.

Instituto de Biociéncias “USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

Por exemplo, se sua intencdo €

concatenar diferentes bases de dados, entdo vocé deve escolher a op¢do que considera apenas o

nome dos terminais. Neste caso, assume-se que todas as partigdes (i.e., distintas regides gendmicas

ou diferentes fonte de dados) terdo o mesmo nome para cada terminal. No entanto hd um problema

a considerar. Pode existir no seu banco de dados terminais com o mesmo nome. Neste caso, vocé

terd problemas quando for analisar os dados ou mesmo quando for concatenar as particdes — isso é

evidente nesse conjunto de dados. A inser¢do do numero de tombo nio permite a concatenagdo da

base de dados, pois cada nimero € Unico para determinado tdxon e determinada regido genomica.

No entanto hd como contornar esse problema, como veremos adiante. Seja qual for sua opcao,

pense bem em sua estratégia de andlise, pois voc€ poderd encontrar problemas a medida em que

executa indmeras tarefas em seu procedimento analitico.
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Exercicio 7.2

Neste exercicio vocé devera gerar um arquivo no formato FASTA para cada um dos arquivos
que vocé obteve no Exercicio 7.1. Estes arquivos deverdo ser criados com a op¢do 1 de
phyloconvert, ou seja, os terminais deverdo conter o nimero de tombo. A razdo pela qual
ndo iremos incluir os nomes € porque iSO geraria terminais com 0 Mesmo nome € isso
seria um problema quando vocé for concatenar os dados. Por outro lado, a ado¢do dos
nimeros de tombo faria com que cada terminal, em cada parti¢do, fosse considerado como
um terminal distinto — quando, na realidade, vocé dispde de 5 regides genOmicas distintas
para a grande maioria dos terminais. Portanto esse exercicio deverd ser completado por
dois procedimentos distintos. No primeiro deles, vocé ird usar o phyloconvert para fazer
com que os nomes das sequéncias recebam o nimero de tombo do GenBank (opg¢do 1).
Na segunda etapa, vocé deverd substituir os nimeros de tombo pelos nomes dos tdxons na
primeira coluna do arquivo dias_et_al_2013_accession_numbers.csv. Isso
serd feito com o auxilio do programa sed — que foi apresentado no Tutorial 2. No diretério
tutorial_7 ha 5 arquivos de substitui¢do (*_sub.sed). Apés usar o phyloconvert vocé

deverd executar o sed utilizando a seguinte linha de comando, por exemplo:

S sed -f 12s_sub.sed 12s.fas > 12s_renamed.fas

A op¢do —f diz ao sed que as instru¢des de substituicdo estdo no arquivo 12s_sub. fas
que serdo aplicadas ao arquivo 12s.fas e o resultado serad redirecionado (>) para o arquivo

12s_renamed. fas.

7.2.2 VERIFICACAO E EDICAO FASTA EM ALIVIEW

Uma vez editado os nomes dos terminais € necessario verificar as sequéncias nucleotidicas e, via
de regra, editar o arquivo. Para isso usaremos o aplicativo chamado AliView [4]. AliView € uma
aplicativo muito util e intuitivo de usar. Ha outras ferramentas disponiveis para esse proposito,
tais como SeaView e Geneious — entre outros, caso ele nio atenda suas necessidades. Para os

propdsitos de nosso curso, ele serd suficiente.

O AliView € iniciado em um terminal. Abra um terminal e execute o comando aliview. Apds

a execucdo, vocé deverd obter a janela do programa tal qual na Figura 7.5.
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Aliview - O x

File Edit Selection Wiew Align Tools External commands Help

: E;E “ = K R Search

Pl I ELL W
Selected: | Pos: | Pos (ungaped): | Selected segs: | cols: Tot

Figura 7.5: Janela inicial do AliView.

Para demonstrar alguns atributos de AliView, eu irei apresentar uma série comandos no programa
utilizando o arquivo exemplo_aliwiew_cyt-b. fas que encontra-se disponivel no diretorio
tutorial_07. Esse arquivo foi gerado a partir das sequéncias de Citocromo B de Dias et al. [1]
apos eu ter criado um arquivo FASTA (usando a opcao 1) utilizando o script phyloconvert,

como vocés fizeram no Exercicio 7.1.

No AliView, vd em File > Open File e abra o arquivo exemplo_aliwiew_cyt-b.fas que
estd no diretério tutorial_07. Uma vez aberto, corra a barra de rolagem horizontal até o final

das sequéncias nucleotidicas como ilustrado na Figura 7.6.

AliView - exemplo_aliview_cyt-b.fas

Eile Edit Selection Wiew Align Tools External commands Help

e “m K B Search

Thoropa miliaris

Cycloramphus acangatan
Macrogenioglottus alipioi 1
Macrogenioglottus alipioi 2
Odontophrynus americanus
Odontophrynus carvalhoi
Odontophrynus cultripes
Proceratophrys moratoi
Proceratophrys avelinoi
Proceratophrys boiei
Proceratophrys bigibbosa
Proceratophrys concavitympanum
Proceratophrys cristiceps
Proceratophrys goyana
Proceratophrys laticeps
Proceratophrys melanopogon 1
Proceratophrys renalis
Proceratophrys schirchi
Proceratophrys minuta
Proceratophrys redacta
Proceratophrys melanopogon 2
Proceratophrys melanopogon 3
Proceratophrys melanopogon 4
Proceratophrys melanopogon 5
Proceratophrys melanopogon &
Proceratophrys melanopogon &
Proceratophrys melanopogon 9
Proceratophrys melanepogon 10 f

e

Proceratophrys melanepogon 11
Proceratophrys melanepogon 12
Proceratophrys melanepogon 13
Proceratophrys melanepogon 14
Proceratophrys appendiculata 2 v
br. nhn di

<X e L3
Selected: | Pos: ‘ Pos (ungaped): | Selected segs: | Cols: |Tuta\ selected chars: |Alignment:

E

Figura 7.6: Arquivo exemplo_aliwiew_cyt-b.fas aberto no AliView.

Vocé deverd observar que no arquivo exemplo_aliview_cyt-b.fas as sequéncias
nucleotidicas diferem de tamanho (Figura 7.6). Estas diferencas se ddo por sequenciamento

diferencial das amostras. Adicionalmente, o Citocromo B é um gene codificante, onde
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raramente ocorrem inser¢des e delecdes e quando ocorrem tendem a atuar sobre cédon —
portanto trés nucleotidios. Para que possamos proceder com andlises filogenéticas desses dados é
necessdrio alinhar essas sequéncias. Alinhamento € o processo pelo qual sequéncias de tamanhos
diferentes sdo igualadas quanto ao tamanho com a insercao de gaps (“-”). NOs iremos discutir
detalhadamente algoritmos de alinhamento e a relacdo entre alinhamento e hipéteses filogenéticas
no proximo tutoria. No momento, por se tratar de uma regido codificadora, a expectativa é que os

gaps sejam inseridos no comego e no final de cada sequéncia.

O alinhamento de sequéncias em AliView requer inicialmente que todas as sequéncias sejam
selecionadas. Para fazer isso clique em Selection > Select all. Uma vez selecionadas, clique em
Align > Realign everything e clique em OK para iniciar o alinhamento. Na configurag@o padrao
de AliView, o programa de alinhamento ¢ o Muscle — que serd discutido no préximo tutorial.
Quando o processo de alinhamento terminar — indicado pela mensagem “Done”, feche a janela
Align with Muscle. O resultado final deverd ser semelhante ao que € apresentado na Figura
7.7.

AliView - exemplo_aliview_cyt-b.Fas
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Proceratophrys renalis
Proceratophrys laticeps
Proceratophrys belzebul 1 |- - - - - - - - -
Proceratophrys belzebul 3 |- - - - - - - - -
Proceratophrys tupinamba 2 -
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Proceratophrys appendiculata 2 -

Proceratophrys appendiculata 3
Proceratophrys melanopogon 9
Proceratophrys melanopogon 1
Proceratophrys melanopogon 14 |- - - - - - - - - - - - -~
Proceratophrys melanopogon & |- - - - - - - - - - - - - -
Proceratophrys melanepogon 11 -

Proceratophrys melanepogon 5 |- - - - - - - - - - - - -
Proceratophrys melanopogon 4
Proceratophrys melanopogon 3
Proceratophrys melanepogon 10
Proceratophrys melanepogon 13
Cycloramphus acangatan
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LS J LIE]
Selected: | Pos: ‘ Pos (ungaped):

| Selected segs: | Cols: |Tuta\ selected chars: |Alignment:

Figura 7.7: Alinhamento via Muscle em AliView das sequéncias em exemplo_aliview_cyt-b.fas.

Observe que apds esse procedimento todas as sequéncias possuem o mesmo comprimento (612
pares de base [bp]). O Muscle inseriu a maioria dos gaps na por¢do inicial das sequéncias,
chamados leading gaps, nenhum gap no meio das sequéncias, e algumas sequéncias com gaps
no final, estes chamados de trailling gaps. Os gaps iniciais e finais resultam do processo de
sequenciamento diferencial para cada terminal. Se as sequéncias sdao mantidas como estdo, estes
gaps podem ser considerados como um quinto estado de carater (i.e., A, C, G, T e -) quando nao
deveriam. Desta forma, é necessdrio editar as regides iniciais destas sequéncias. Isso pode ser

feito de duas formas. Uma delas € removendo as regides iniciais das sequéncias, a outra forma é
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substituindo os gaps por “Ns”. Considere que a substituicdo de leading e trailling gaps por “N”
insere ambiguidade nos dados, pois “N” € considerado como “?” durante andlises filogenéticas.
Por outro lado, a remogao destas regides pode resultar na perda de dados que pode ser importante
para resolver a topologia. Por exemplo, hi 7 sequéncias em que h4 300 pares de base faltantes no
final. Isso levou a inser¢do de muitos gaps. Se voce optar pela exclusdo desta regido, vocé perde

a metade dos seus dados aproximadamente. A decisdo entre remover ou substituir € arbitréria.

Neste exemplo iremos fazer os dois procedimentos. O primeiro deles € remover os 17 pares de
base da regido inicial do alinhamento. Para remover esta regido no AliView basta vocé selecionar
esta regido com o mouse e pressionar Ctr1+Del. Vocé deverd obter o que € ilustrado na

Figura7.8.

AliView - *exemplo_aliview_cyt-b.fFas
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Figura 7.8: Arquivo exemplo_aliview_cyt-b.fas com a remog¢éo dos primeiros 17 pares de base.

O segundo passo serd transformar os gaps iniciais e finais em “Ns”. Isso pode ser feito de duas
formas. A primeira delas é manualmente, mas isso pode ser indesejavel quando o nimero de
sequéncias € relativamente grande, a outra € usando um script que faz isso por vocé. Vamos
usar as duas estratégias. Para fazer isso manualmente na regido inicial, basta selecionar a regiao
de gaps de uma determinada sequéncia e pressionar a tecla “n”. Vocé€ deverd obter o que
estd ilustrado na Figura 7.9. A segunda forma é utilizar o script subedgesgaps.py para
executar a mesma tarefa, mas agora na regido final das sequéncias nucleotidicas. Para isso,
eu vou salvar este alinhamento parcialmente editado em File > Save as Fasta sob o nome de

exemplo_aliview_cyt-b_aln_trim.fas e vou fechar o AliView.
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Aliview - *exemplo_aliview_cyt-b.fas
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Figura 7.9: Insercao manual de “Ns” na regido inicial do alinhamento.
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Proceratophrys melanopogon
Proceratophrys melanopogon
Proceratophrys melanopogon
Cycloramphus acangatan
Thoropa miliaris

Bl T
Selected: | Pos: | Pos (ungaped):

wr

H W U o D
SRS

wo

N

\ Selected seqs: \ Cols: \ Total selected chars: \ Alignment

Figura 7.10: Inser¢édo de “Ns” na regido final do alinhamento utilizando o script subedgesgaps.py.

Agora vamos editar a parte final deste alinhamento utilizando o script subedgesgaps.py.

Essa operacio € relativamente simples. Em um terminal execute o seguinte comando:

$ ./subedgesgaps.pl -i exemplo_aliview_cyt-b_aln_trim.fas >

exemplo_aliview_cyt-b_aln_trim_ed.fas
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Se abrirmos o arquivo exemplo_aliview_cyt-b_aln_trim_ed.fas no AliView e
observarmos o final do alinhamento iremos ver que todos aqueles gaps terminais foram
preenchidos com “Ns” como ilustrado na Figura 7.10. Essa estratégia poderia ter sido adotada logo
no inicio, apds a delec@o dos primeiros 17 pares de base. A operacdo anterior foi simplesmente

para demonstrar que o AliView permite a edicdo das sequéncias manualmente.

Recomendo que em cada etapa de edicdo parcial vocé salve o arquivo editado sob outro nome.

3

Geralmente eu uso a notagdo “_aln” para arquivos editados, “_trim” para arquivos em que eu

removi as regides iniciais eou finais (de trimmed) e “_ed” quando eu implemento edigdes. Isso
possibilita que vocé volte a alguma etapa anterior caso detecte algum erro. Seu objetivo € chegar a
uma edi¢do final no qual o arquivo estd no formato compativel com o programa de inferéncia
filogenética que vocé deseja utilizar, incluindo como as regides de insercdo e delecdo devam
ser tratadas. Uma ultima ponderagdo sobre o exemplo acima; em alguns casos, o alinhamento
apresentard gaps internos. Para genes ribossomais, estes devem ser tratados como quinto estado
de cardter. Em regides codificantes, a existéncia desses gaps ndo € usual e deve ser acompanhada

de triplets — tré€s gaps via de regra.

Para que vocé se familiarize com o AliView, vocé devera editar e salvar as edi¢des de todos

os arquivos que vocé gerou no Exercicio 7.1.

7.3 Configuracio de matrizes de dados moleculares

Transformar um arquivo FASTA em um arquivo passivel de andlises filogenéticas € relativamente
simples — embora em alguns casos isso seja desnecessario como veremos ao longo desses tutoriais.
Como vocés estdo familiarizados com o formato de arquivos de entrada para TNT (veja Se¢do 4.3

do Tutorial 4), iremos explorar como trasformar um arquivo FASTA em formato xread.

Considere as seguintes sequéncias em formato FASTA:

>taxon_1
GCCTAATTACACAAATTATT
>taxon_2
GCTTAATTATACAAATTGCA
>taxon_3
GTCACAGGACTCTITCCTTGC
>taxon_4

GTCACAGGACTCATACACTA

Neste exemplo temos 4 terminais com sequéncias de 20 pares de base. A edi¢do deste arquivo
para que seja passivel de andlise filogenética em TNT € simples e pode ser feita manualmente.

Veja como seria:
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nstates dna;

xread

20 4

taxon_1 GCCTAATTACACAAATTATT
taxon_2 GCTTAATTATACAAATTGCA
taxon_3 GTCACAGGACTCTTCCTTGC
taxon_4 GTCACAGGACTCATACACTA;
proc/;

ou ainda:

xread

20 4

taxon_1 21130033010100033033
taxon_2 21330033030100033210
taxon_3 23101022013133113321
taxon_4 23101022013103010130;
proc/;

No primeiro caso, as sequéncias estdo inseridas como vieram do arquivo FASTA e isso requer

2

que a primeira linha do arquivo contenha "nstates dna;”. No segundo caso, o arquivo
€ idéntico aos que voces ja viram anteriormente. Neste caso, as bases A, C, G e T foram
substituidas por 0, 1, 2 e 3, respectivamente. Para arquivos simples como esse, a edi¢ao
manual € possivel, mas pode se tornar invidvel a medida em que o nimero de terminais e/ou de
pares de base aumentam. Neste caso, o melhor a fazer € usar scripts ou aplicativos concebidos

para esse proposito.

Como vocés viram na se¢do 7.2.1, o script phyloconvert possui duas op¢des que possibilitam
a configuracdo de arquivos para TNT e PAUP a partir de arquivos FASTA (opg¢des 4 e 5, veja
acima). Acredito que ndo terd dificuldades em usar phyloconvert para transformar arquivos no

formato FASTA em arquivos para TNT e PAUP. Portanto, vamos explorar outra ferramenta.

7.3.1 SEQUENCEMATRIX

SequenceMatrix [5] € um aplicativo relativamente simples, mas muito util para transformar
arquivos FASTA em outros formatos. O aplicativo também permite concatenar bancos de dados
distintos de forma muito amigdvel. SequenceMatrix tem uma série de funcdes que ndo serdo
exploradas em detalhe neste tutorial, consulte a pidgina do aplicativo e o trabalho de Vaidya et
al. [5] para maiores informagdes. Vejamos como ele funciona considerando as trés parti¢des

ilustradas na Figura 7.11.
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Particao 2

Particao 3

>taxon_1 >taxon_1 xread
AAAACCCC GGGGTTTT 8 4
>taxon_ 2 >taxon_2 taxon 1
AAA-CCCC GGG-TTTT 00000010
>taxon_3 >taxon_3 taxon 2
AAAA-CCC GGGG-TTT 11000001
>taxon 4 >taxon 4 taxon_ 3
AAAACCC- GGGGTTT- 11110000
taxon 4
11111100
taxon 5
11111110;
proc/;

Figura 7.11: Parti¢des de dados utilizadas no exemplo de SequenceMatrix. As duas primeiras particdes estdo em
formato FASTA. A terceira particdo é uma arquivo para dados morfolégicos no formato xread de TNT. Observe
que a terceira particdo contém um terminal a mais que as demais.

A execucdo do SequenceMatrix é feita do terminal da sequinte forma:

$ sequencematrix

Ao executd-lo vocé deverd obter a sequinte janela:

X SequenceMatrix 1.7.8

File  Citation Import Export  Wiew  Seguences

Delete column | Make outgroup | Delete taxon | Excise entire taxon | Find distances | Display pairwise distances

Taxon | Total length [ Mo of charsets

-

-

No sequences loaded. Sorted by name.

Figura 7.12: Janela de abertura de SequenceMatrix.

Para importar particdes de dados basta selecionar Import /Add sequence no menu principal.
No exemplo abaixo (Figura 7.13), eu adicionei a primeira particio que estava em um arquivo

chamado sequencematrix_1.fas.
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File  Citation Import Export Wiew  Seguences

| Delete column | Make outgroup | Delete taxon ' Excise entire taxon | Find distances Display pairwise distances |

Taxon | Total length | Mo of charsets =

Replace external gaps with missing characters d

| »

Would you like to recode external gaps as guestion marks?

vestoall | ves Mo Mo to all |

1]

No sequences loaded. Sorted by name.

Figura 7.13: Janela de importagdo de SequenceMatrix.

SequenceMatrix ird lhe perguntar se vocé deseja substituir os gaps por ?. Voc€ deverd sempre
selecionar No to all, a ndo ser que vocé realmente queira tratar eventos de INDELs como missing

data. Em breve iremos discutir esse aspecto da andlise filogenética da dados moleculares.

Em alguns casos, o programa podera lhe perguntar se vocé deseja usar o nome do tdxon ou da
sequéncia (Figura 7.14). Vocé deverd optar pelo nome da sequéncia, caso contrrio, o programa
gerard — neste caso em particular — terminais com o mesmo nome. Isso lhe traria proplemas
mais adiante. Minha sugestdo € que voc€ configure os nomes dos terminais (ou sequéncias) da
forma mais simples e informativa possivel nesse estdgio de sua andlise — antes de concatena-los.
Lembre-se que vocé podera substituir esses nomes no final, quando for gerar figuras e ou avaliar
resultados. Quanto mais simples os nomes sdo, mais fécil se torna a tarefa de gerenciar arquivos
e evitar erros, principalmente se vocé estd lidando com varias bases de dados para os mesmos

terminais

f Species names or sequence names?

Would you like to use the full sequence name? Sequence names from this ||
file look like this:
Macrogenioglottus alipioi 1

| can also try to guess the species name, which looks like this:
Macrogenioglottus alipioi

Mote that the species name might not be guessable for every sequence in
this dataset. _

Use sequence names| Use species names|

Figura 7.14: Janela de de selecdo de nomes em SequenceMatrix.

Ao importar as sequéncias, vocé devera obter resultado semelhante ao ilustrado na Figura 7.15.
SequenceMatrix informa alguns detalhes sobre os dados importados, tais como nimero de

terminais, tamanho das sequéncias e presenga de INDELs.
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D SequenceMatrix 1.7.8

File  Citation Import Export  View  Seguences

| Delete column ” Make outgroup ” Delete taxon " Excise entire taxon " Find distances " Display pairwise distances |

Taxon Total length | No of charsets | sequencematrix 1
taxon 1 8 bp 1 =]
taxon 2 S bp 1 3 (1 indels)
taxon 3 8 bp 1 8 (1 indels)
taxon 4 7 bp 1 7

-

1]

4 tawa, 1 sets. Sorted by name.

Figura 7.15: Sequéncias importadas em SequenceMatrix.

Para importar todas as particdes da Figura 7.11 basta repetir a tarefa. SequenceMatrix importa

matrizes de TNT da mesma forma que importa sequéncias em formato FASTA. A importacdo de

todas as parti¢des € ilustrada na figura seguinte (Figura 7.16):

” SequenceMatrix 1.7.8

File  Citation Impert Export ‘iew  Seguences

| Delete column || Make outgroup || Delete taxon " Excise entire taxon " Find distances " Display pairwise distances |

Taxon Total length | No of charsets | sequencematrix 1 | sequencematrix 2 | sequencematrix 3
tawon 1 24 bp 3 =] 8 8
tawon 2 24 bp 3 8 (1 indels) 8 (1 indels) 8
taxon 3 24 bp 3 8 (1 indels) 8 (1 indels) 8
tawon 4 22 bp 3 7 7 8
tawon 5 8 bp 1 (Mo data) (Mo data) 8

-

1]

5 taxa, 3 sets. Sorted by name.

Figura 7.16: Parti¢cdes importadas em SequenceMatrix.

Para exportar esses dados, basta selecionar uma das opg¢des disponiveis em Export do menu

principal. No exemplo abaixo eu selecionei a op¢do Export /Export sequences as TNT.

O arquivo de exportacao terd a seguinte configuracao:

nstates dnaj;

xread

"Exported by SequenceMatrix 1.7.8 on Tue Apr 22 09:39:44 BRT 2014.’

24 5

taxon_1 AAAACCCCGGGGTTTT00000001
taxon_2 AAA-CCCCGGG-TTTT11000000
taxon_3 AAAA-CCCGGGG-TTT11110000
taxon_4 AAAACCC-GGGGTTT-11111100

taxon_5 ?272?2°2722?2722?22?2?222211111110;

Xgroup
=0 (sequencematrix_1) 0 1 2 3 4 5 6 7

=1 (sequencematrix_2) 8 9 10 11 12 13 14 15
=2 (sequencematrix_3) 16 17 18 19 20 21 22 23
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agroup

(CHARSETS_ATLEAST_3) 0 1 2 3
(CHARSETS_ATLEAST_2) 0 1 2 3
(TAXA_HAVING_sequencematrix_1) 0 1 2 3
(TAXA_HAVING_sequencematrix_2) 0 1 2 3

(TAXA_HAVING_sequencematrix_3) 0 1 2 3 4

No exemplo acima, a matrix de dados contempla todas as particdes e insere pontos de interrogacao

para os caracteres das duas primeira particdes nas quais o taxon_5 ndo estd representado.

Ha dois blocos adicionais neste arquivo. O primeiro deles é o xgroup que define grupos

de caracteres. O segundo € o agroup que define grupos de taxons em TNT. Esses blocos

sdo utilizados em TNT para manipular grupos como um todo — para maiores detalhes veja

documentagdo de TNT.

Exercicio 7.4

Neste exercicio vocé devera transformar os arquivos que gerou no Exercicio 7.3 em arquivos

no formato de TNT. As tarefas especificas a serem realizadas sdo as sequintes:

i. Gerar arquivos no formato TNT para cada parti¢do de Dias ez al. [1].
ii. Gerar um arquivo no formato TNT no qual todas as parti¢des estdo representadas.

iii. Analisar estes arquivos em TNT e fazer um resumo abaixo no qual vocé compara os
resultados que vocé obteve com a topologia apresentada na Figura 11 (pg. 294) de Dias
etal [1].
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Objetivo

O objetivo deste tutorial € apresentar os conceitos associados ao alinhamento multiplo de
sequéncias nucleotidicas e subsequente andlise filogenética. Neste tutorial iremos avaliar os
resultados de trés programas tradicionalmente utilizados para produzir alinhamentos (Clustalw,
Clustal-(2, Muscle e MAFFT) e alguns dos componentes analiticos comuns a estes programas.
Este tutorial requer a execucdo de uma série de exercicios e a avaliacdo dos resultados obtidos
frente a leitura do artigo de Phillips et al. (2000). Ao completar este tutorial, o estudante terd
uma visdo geral dos algoritmos e estratégias de alinhamento multiplo disponiveis para andlises
filogenéticas dentro do conceito de homologia estatica, bem como dos problemas associados a
esta pratica em inferéncia filogenética. Os arquivos associados a este tutorial estdo disponiveis no

GitHub. Voce baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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8.1 Contextualizacao

A maioria das andlises filogenéticas convencionais baseadas em dados moleculares requer um
esquema de correspondéncia entre os pares de base que antecede a buscas de topologias — ou seja,
a andlise filogenética propriamente dita [1]. Isso decorre da observacdo de que, em muitos casos,
regides homoélogas do genoma diferem em tamanho em consequéncia da composi¢ao diferencial
de pares de base. O processo de conversdo entre sequéncias de tamanhos distintos em sequéncias
de mesmo tamanho € chamado de alinhamento ou ainda alinhamento miiltiplo. Considere por

exemplo a seguinte observacao:

taxonl TTGC
taxon2 TGGGCC
taxon3 TGC
taxoni4 TGGCC

Um possivel esquema de correspondéncia (i.e., alinhamento) entre os pares de bases das

sequéncias nucleotidica para estes quatro terminais seria:

Alinhamento 1

taxonl TTG--C
taxon2 TGGGCC
taxon3 TG--C

taxon4d TGG-CT

ou poderia ser:

Alinhamento 2

taxonl T-TG-C
taxon2 TGGGCC
taxon3 TG--C
taxon4 T-GGCT

Observe que estes dois alinhamentos propdem diferentes séries de transformacdes para os
caracteres 2 e 3, portanto assumem hipéteses de identidades historicas [senso 2] distintas. Em
consequéncia disso, estes dois alinhamentos resultam em hipéteses filogenéticas distintas (Figura
8.1). A influéncia dos alinhamentos em hipoéteses filogenéticas é conhecido hd tempos. Morrison
& Ellis [3] examinaram esta relagdo e concluiram que o resultado de andlises filogenéticas sao

mais influenciadas por alinhamentos do que critérios de otimalidade.

Alinhamento 1: Alinhamento 2:
,—— taxonl ,—— taxonl
|--] ,-- taxon2 |--] ,-- taxon4
“-—-| ,-- taxon4 *--| ,-- taxon3
T taxon3 T taxon2

Figura 8.1: Hipdteses filogenéticas mais parcimoniosas resultantes dos alinhamentos 1 e 2, acima.
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Um dos conceitos mais importantes relacionados aos procedimentos de alinhamento ¢é
compreendé-lo como um processo de inferéncia similar as estimativas de hipéteses filogenéticas.
Pares de bases (i.e., A, C, G e T) sdo observagdes, mesmo que indiretamente apresentadas pelas
plataformas de sequenciamento. Os gaps, por outro lado, s@o inseridos durante o processo
de alinhamento para tracar as correspondéncias necessdrias — dentro do contexto de homologia
estdtica [4] — para proceder com a anélise filogenética. Igualmente importante € reconhecer que a
insercdo de gaps postulam eventos de insercao e delecoes (i.e., INDELS), eventos histéricos que
consequentemente possuem informacao filogenética. Isso € relevante, pois requer que gaps sejam

tratados como um quinto estado de cardter em andlises filogenéticas de sequéncias nucleotidicas.

Neste tutorial iremos explorar os principais conceitos associados ao procedimento de alinhamento
de sequéncias nucleotidicas. O tutorial seguird um formato distinto do que vocés estdo
acostumados até entdo. Durante o tutorial vocés fardo uma série de exercicios cujo objetivo é
apresentar a voc€s algumas das ferramentas disponiveis para alinhamentos multiplos, entender
os componentes metodoldgicos associados aos alinhamentos e verificar como as premissas de
alinhamento impactam os resultados de andlises filogenéticas. No final deste tutorial vocé
encontrard uma série de perguntas que deverao ser respondidas para a proxima aula em referéncias

ao artigo de Phillips et al. [5].

8.2 Alinhamento, aplicativo e topologias

8.2.1 ALINHAMENTO MANUAL NO ALIVIEW

Nao é incomum encontrarmos publicacdes nas quais o alinhamento foi efetuado integralmente ou
parcialmente a mao. Os chamados alinhamentos “by eye” sdao menos frequentes atualmente, isso
¢ fato, mas seus defensores argumentavam que nosso cérebro era capaz de tomar decisdes mais
prudentes que os algoritmos disponiveis para essa tarefa. H4 uma série de problemas com essa

prética que iremos discutir na préxima aula [veja 5].

Exercicio 8.1

Vocé deverd fazer o alinhamento manual das sequéncias no arquivo seqgdatal.fas
utilizando AliView. Em AliView, para inserir um gap em determinada regido, basta
posicionar o cursor na regido desejada e pressionar a tecla de espaco. Note que o
Aliview tende a inserir gaps no final da sequéncia que deverdo ser removidos ao final de
seu alinhamento manual. E importante que vocé tente fazer o melhor alinhamento que
considerar possivel — embora devemos reconhecer que a no¢ao de “melhor” é extremamente
subjetiva —, mas gaste alguns bons minutos ponderando as decisdes que o levaram a inserir
um gap em determinadas regides. Apds finalizar este alinhamento vocé devera salva-lo sob

onome de segdatal_man.fas”.
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8.2.2 CLUSTALW

Um dos aplicativos mais utilizados para alinhamento multiplo € o Clustalw [6]. A documentacao
do programa pode ser encontrada em http://www.clustal.org/clustal2/. Nio é o
objetivo deste tutorial fazer qualquer explanacao sobre os algoritmos e estratégias utilizadas pelo
Clustalw, mas em Phillips et al. [S] vocé encontrard parte dessas informacdes. O Clustalw estd
disponivel no sistema de vocés. Caso esteja usando uma outra instalagdo ou sistema operacional,

certifique-se que o programa esta instalado.

Exercicio 8.2

Neste exercicio vocé deverd fazer um alinhamento das sequéncias do arquivo
segdatal. fas utilizando Clustalw. Para fazé-lo, vocé devera executar o Clustalw em

um terminal utilizando a seguinte linha de comando:

$ clustalw -align -output=fasta -outorder=input -infile=seqgdatal.fas

-outfile=segdatal_cltw.fas

Esta linha de comando, a op¢do “-align” faz com que Clustalw execute o alinhamento
multiplo para as sequéncias existentes em “~infile=seqgdatal.fas” obedecendo a ordem
dos terminais (“~outorder=input”) quando imprimir os resultados no arquivo de saida

“—outfile=seqgdatal_clt.fas” noformato ’-output=fasta”.

8.2.3 CLUSTAL-)

Recentemente, Sievers et al. [7] desenvolveram uma nova versdo de Clustal. Chamada de Clusta—
Omega (€2), esta versdo foi considerada mais rdpida e “acurada” que Clustalw. Dada a sua recente
publicagdo, estd versdo ndo € tdo popular como a anterior, mas pode ser que isso mude ao longo

dos préximos anos.

Exercicio 8.3

Neste exercicio vocé deverd fazer um alinhamento das sequéncias do arquivo
seqgdatal. fas utilizando Clustal-€). Para fazé-lo, vocé devera executar o Clustal-{)

em um terminal utilizando a seguinte linha de comando:

$ clustalo —--full --iter=16 -i segdatal.fas -o segdatal_clto.fas -v

A descricao destas opcdes pode ser verificada digitando “clustalo —-help” em um terminal

ou consultando a doscumenta¢@o do programa (Doumentacdo).

8.2.4 MUSCLE

Muscle [8] € outro aplicativo utilizado para alinhamentos multiplos. Em termos gerais, esse
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programa € bem mais rdpido que Clustalw, embora menos utilizado na literatura. A forma de
alinhamento de Muscle difere razoavelmente de Clustalw. Uma breve explanacdo sobre estas

diferencas € apresentada no item 4.1 da documentacao de Muscle e ndo sera discutida aqui.

Exercicio 8.4

Neste exercicio vocé ird alinhar as mesmas sequéncias que alinhou com o Clustalw e
Clustal-(2 utilizando Muscle. Vocg ird executar o Muscle utilizando seus parametros padrao
com a seguinte linha de comando:

$ muscle —-in seqgdatal.fas -out seqgdatal_mus.fas

Na linha de comando acima, o arquivo de entrada (-in seqgdatal. fas) serd alinhado no
Muscle e o resultado impresso no arquivo de saida (-out segdatal_mus. fas). No entanto,
no arquivo —out seqgdatal_mus.fas a ordem dos terminais esta alterada (veja utilizando
o comando “less”). H4 uma op¢do em Muscle para manter a ordem dos terminais idéntica
ao arquivo de entrada, porém esta opcdo (-stable) estd com problemas e foi desabilitada nas
versoes mais recentes do programa. No entanto, o autor disponibilizou um script que reordena o
alinhamento segundo o arquivo de entrada. Para fazer o mesmo com seus resultados, execute o
seguinte comando de linha:

$ python ./stable.py segdatal.fas segdatal_mus.fas > seqgdatal_mus_ord.fas

8.2.5 MAFFT

MAFFT [9, 10] € o dltimo programa que iremos utilizar. Este € um dos programas mais recentes
desenvolvidos e possui uma série de algoritmos muito eficientes para gerar alinhamentos. Detalhes
sobre tais algoritmos podem ser encontrados nas referéncias citadas anteriormente ou na pigina

do programa referente aos algoritmos de alinhamento.

Exercicio 8.5

Neste exercicio, vocé deverd fazer um novo alinhamento das sequéncias no arquivo
“segdatal. fas”. Para isso, vocé deverd executar o MAFFT com a seguinte linha de
comando:

$ mafft --maxiterate 1000 —--preservecase segdatal.fas > segdatal_mafft.fas

Na linha de comando acima, o termo “~-maxiterate 1000” configura o nimero maximo de
iteragdes que o MAFFT ird usar durante o processo de refinamento do alinhamento das sequéncias
no arquivo de entrada “segdatal.fas” cujo resultado serd impresso no arquivo de saida

“segdatal_mafft.fas” preservando as letras maitsculas dos pares de base de acordo com a
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opcdo “~—preservecase’l.

8.2.6 AVALIACAO DOS RESULTADOS

Ao completarem os exercicios acima, seu diretério de trabalho deverd conter os
seguintes aquivos: seqdatal_man. fas, seqdatal_cltw. fas, seqdatal_clto. fas,
seqdatal_mus_ord.fas e seqdatal_mafft.fas. Verifique se todos estdo presentes e

que tenham conteudo, caso contrdrio serd necessario repetir alguns dos exercicios acima.

Exercicio 8.6

Sua primeira avaliacdo serd puramente visual. Abra todos os arquivos simultaneamente em

AliView e responda:

i. Todos os alinhamentos sdo idénticos?

ii. Se voce tivesse que optar por um desses alinhamentos, qual seria? Justifique sua resposta.

iii. Abaixo vocé€ deverd fazer uma andlise filogenética em TNT de todos os alinhamentos
gerados, completar a Tabela 8.1 e anotar o relacionamento filogenético encontrado em cada
uma das andlises nos espagos especificos abaixo. Para transformar esses arquivos no formato
FASTA em formato compativel com arquivos de entrada no TNT (xread) vocé poderad usar
o SequenceMatrix (veja Tutorial 7) ou voc€ poderd usar o script fasta2tnt.py com a
seguinte linha de comando (exemplo):

$ ./fasta2tnt.py seqdatal_mafft.fas > seqdatal_mafft.tnt

Tabela 8.1: Anilise cladistica dos alinhamentos gerados por diferentes programas.

Alinhamento | Nimero de MPTs | Custo das MPTs
manual
Clustalw
Clustal-{2
Muscle
MAFFT

! na configuragio padrio do MAFFT ele imprime os pares de base em letras mintsculas. Embora para efeitos analiticos isso

ndo importe, letras maitdsculas sdo desejaveis quando se deseja inspecionar os alinhamentos em programas como AliView.
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Topologias encontradas nas andlises filogenéticas dos alinhamentos da Tabela 8.1:
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8.3 Parametros de alinhamento

Todos os alinhamentos produzidos pelos programas acima baseiam-se em alinhamentos par a par
computados pelo algoritmo de Needleman & Wunsch [11]. Este algoritmo estd documentado no
artigo de Phillips et al. [5] e depende de pardmetros numéricos que sdo utilizados no codmputo das
distancias de edi¢do entre duas sequéncias alinhadas. A distancia de edi¢do entre duas sequéncias
¢ definida pelo nimero de operagdes necessdrias para tornar uma sequéncia idéntica a outra. Por

exemplo, considere o seguinte alinhamento:

taxonl TATG--
* *x k%
taxon?2 TGGGCC

Observe que sdo necessdrias 4 operacdes para tornar uma das sequéncias igual a outra (denotadas
com ”*”). Por exemplo, se considerarmos a sequéncia do taxonl e substituirmos A por G na
segunda posi¢do, T por G na terceira posi¢do e — por C na quinta e sexta posi¢des, as sequéncias
de ambos os terminais tornam-se idénticas. Neste caso, se o custo de cada evento de edi¢do é

atribuido a 1, o custo deste alinhamento seria 4.

Parametros de alinhamento podem considerar custos distintos para eventos de edi¢ao diferentes
— na expectativa de acomodar algumas premissas associadas ao que sabemos sobre evolucao
molecular. No exemplo acima, a edi¢do necessdria na segunda posicdo envolve um evento de
transicdo (i.e., substitui¢cdes entre purinas ou pirimidinas), ao passo que na terceira posicao o
evento de edicdo envolve uma transversao (i.e., substituicdes de purina por uma pirimidina, ou
vice versa). Em casos como esse, vocé poderia atribuir custos diferenciais para esses dois tipos de
operagOes de edi¢do. Vocé poderia ainda levar em consideragdo que o custo de um gap € diferente
de dois gaps consecutivos. A justificativa para estes custos diferenciais associados a abertura e
extensao de gaps estd no argumento de que INDELSs (i.e., insercdes e delecdes) podem ocorrer em

bloco [mas veja 5, 12].

O célculo do custo de um alinhamento é necessdrio por que a funcdo objetiva que cada
programa estd buscando otimizar depende dele. Todos os programas exemplificados acima tentam
maximizar a semelhanca entre as sequéncias alinhadas e, portanto, sua funcao objetiva minimiza

a distancia de edicdo entre elas. Considere o seguinte alinhamento:

taxonl TATG———-

*k KKk *k

taxon?2 T--GGGCC

Neste caso, o custo do alinhamento seria 6, maior que o anterior. Mas isso sé é verdade se
assumirmos que qualquer operacido de edi¢do possui 0 mesmo custo, no caso 1. No entanto,
considere custos diferenciais para abertura e extensdao de gap, no qual o primeiro gap recebe
valor igual a 1 e os demais 0.5. Neste caso ambos alinhamentos teriam custo igual a 3,5.

Adicionalmente, consideremos custos diferenciais para transicdes e transversdes, por exemplo
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1 e 2, respectivamente. Neste caso, o primeiro exemplo teria custo igual a 4,5 ao passo que o
segundo permaneceria com custo igual a 3,5 — pois nenhuma operacido de edicao neste udltimo
alinhamento requer substituicao entre pares de base. O que fizemos acima foi variar os chamados
parametros de custo de alinhamentos, e como se observa, eles influenciam o resultado da funcio

objetiva e portanto pode selecionar alinhamentos distintos.

8.3.1 MANIPULACAO DE PARAMETROS EM MAFFT

Para verificar as relacdes entre parametros de alinhamento e inferéncia filogenética iremos
manipular dois parametros disponiveis em MAFFT para 4 alinhamentos distintos e posteriormente

fazer uma analise cladistica destes alinhamentos.

O parametro “~-op” define o que € conhecido como gap open penalty em programas de
alinhamento e o parametro “~-ep” define o custo de extensdo de gaps. Em MAFFT, esses
parametros recebem os valores de 1.53 e 0.123, respectivamente. Obedecendo a sintaxe
das linhas de comando abaixo, vocé deverd produzir 4 alinhamentos distintos, sendo que
para um deles serd considerado os valores padrdo para estes pardmetros. Para os demais
serdo atribuidos custos diferentes, porém idénticos para “~-op” e “~—ep”. Os comandos

de linha para a execucao destes alinhamentos sdo as seguintes:

$ mafft --maxiterate 1000 —--preservecase segdata2.fas > seqgdata2.d.fas
$ mafft --op 1 —-ep 1 --maxiterate 1000 —--preservecase segdata2.fas > seqgdata2.l.fas
S mafft --op 2 —--ep 2 -—maxiterate 1000 —--preservecase seqgdata2.fas > seqgdatal2.2.fas

$ mafft --op 3 —--ep 3 -—maxiterate 1000 —--preservecase segdata2.fas > segdata2.3.fas

Apos gerar estes alinhamentos, vocé deverd fazer uma andlise filogenética destes dados
alinhados e anotar os resultados na Tabela 8.2 e no campo disponivel para ilustrar as

topologias obtidas, abaixo
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Tabela 8.2: Efeito de parametros de alinhamento em inferéncia filogenética para as sequéncias do arquivo
seqgdata2. fas.

Alinhamento | Numero de MPTs | Custo das MPTs
default
-—op 1

—-—op 2

-—op 3

Topologias encontradas nas andlises filogenéticas sob diferentes parametros de alinhamento da
Tabela 8.2:

default --op 1

-—op 2 -—op 3

8.4 Alinhamento progressivo e arvores-guias

O algoritmo de Needleman-Wunsch [11], utilizado pela maioria dos aplicativos de alinhamento
multiplo, foi concebido para alinhar pares de sequéncias. Desta forma, ele é bidimensional. Por
esta razdo, para que os chamados alinhamentos multiplos sejam executados pelo alinhamento
par a par das sequéncias envolvidas € necessdrio definir quais seriam os pares alinhados para

que ao final tivéssemos um alinhamento completo de todas as sequéncias de interesse. Todos
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os programas selecionam pares, sejam eles de tdxons terminais (OTUs) ou de vértices internos
(HTUs) de acordo com o que denominamos de 4rvore-guia (i.e., guide trees). Estas drvores-
guias sdo geradas, via de regra, na fase inicial do alinhamento [consulte 5] e determinam a ordem

progressiva dos pares que serdo submetidos ao algoritmo de Needleman-Wunsch. O resultado

final € o chamado “alinhamento multiplo”.

8.4.1
MULTIPLOS

Neste componente do tutorial iremos examinar como arvores-guias influenciam os alinhamentos.

Iremos considerar quatro drvores-guias para as sequéncias do arquivo seqdata?2 . fas? (Figura

8.2).

Tree O0:

,-- Taxonl

| ,-- Taxonl4
1--1 | ,-- Taxon20
N pm———— Taxon8
-- Taxon5

,-- Taxonl3
,-- Taxon2

,—-- Taxon25
PR Taxon3

| ,-- Taxonlé

| S Taxond

| ,-- Taxonll

| - Taxon6é

(] ,-- Taxonl5

| Taxon21l

-- Taxonl8
Temm—— TaxonlO
,-- Taxonl2

ym———— Taxon9

| ,-- Taxon24

————— Taxonl7
,—-- Taxonl9

--| ,-- Taxon23
T Taxon22

Tree 2:
,-- Taxonl
| ,-- Taxonl4
--1 1 ,-- Taxon20
R I Taxonl8
| | ,-- Taxon5
“--| | ,-- Taxoni3

-- Taxon2
,-- Taxon25
P Taxon3
,-- Taxonl5
-- Taxonl6

'

R Taxon6
,-- Taxon7

, ,-- Taxon2l

| ,-- Taxon22
| e Taxon8
| ,-- Taxonl2

| ym———- Taxon9

,-- Taxon24
R B e Taxonl?
,-- Taxonl9

Figura 8.2: Quatro arvores-guias utilizadas no Exercicio 8.8 para verificar o efeito dessas topologias nos
alinhamentos multiplos. Estas topologias estdo nos arquivos new_guide_x.tre e foram transformados para

,-- Taxon23
— Taxon10
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EXAMINANDO A INFLUENCIA DE DIFERENTES ARVORES-GUIAS EM ALINHAMENTOS

Tree 1:

,-- Taxonl

| ,-- Taxonl4

|--1 ,-- Taxon20
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T Taxon22
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|
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Taxonl?
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o formato compativel com MAFFT nos arquivos new_guide_treex.mafft.

2 os comandos

software/treeout.html.
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de linha para obtengdo e controle da darvores-guias
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/treein.html e http://mafft.cbrc.jp/alignment/
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Voce deverd executar as linhas de comando abaixo, cada uma delas ird alinhar as sequéncias
do arquivo segdata2.fas considerando cada uma das drvores-guias disponiveis nos

arquivos new_guide_treex.mafft:

$ mafft --maxiterate 1000 —--preservecase segdata2.fas > seqgdata2.d.fas

$ mafft -—op 1 —--ep 1 --treein new_guide_treel.mafft --maxiterate 1000 —--preservecase
seqdata2.fas > seqgdata2.1.0.fas

$ mafft —--op 1 --ep 1 --treein new_guide_treel.mafft --maxiterate 1000 --preservecase
seqgdata2.fas > seqgdata2.l.1l.fas

$ mafft --op 1 —--ep 1 --treein new_guide_tree2.mafft --maxiterate 1000 —--preservecase
seqgdata2.fas > seqgdata2.l1.2.fas

$ mafft -—op 1 ——ep 1 --treein new_guide_tree3.mafft --maxiterate 1000 —--preservecase

seqgdata2.fas > seqgdata2.l1.3.fas

ApOs gerar estes alinhamentos, vocé deverd fazer uma anélise filogenética destes dados
alinhados e anotar os resultados na Tabela 8.3 e no campo disponivel para ilustrar as

topologias obtidas, abaixo.

Tabela 8.3: Efeito de 4rvore-guia em inferéncia filogenética para as sequéncias do arquivo
seqgdataZ2. fas.

Arvore-guia Nimero de MPTs | Custo das MPTs

new_guide_0.tre

new_guide_1l.tre

new_guide_2.tre

new_guide_3.tre
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Topologias encontradas nas andlises filogenéticas utilizando diferentes arvores-guias:

new_guide_0.tre

new_guide_1l.tre

new_guide_2.tre

new_guide_3.tre

8.5 Consisténcia interna da analise

As andlise executadas até o momento sofrem de pelo menos duas inconsisténcias analiticas

severas. A primeira delas estd relacionada ao fato de que os algoritmos utilizados para criar as

arvores-guias possuem uma fungdo objetiva completamente diferente daquela que vocé utilizou

nas andlises filogenéticas. Todas as arvores-guias geradas pelos programas de alinhamento

multiplo que utilizamos até o momento sdo geradas por algoritmos fenéticos, para os quais

a funcdo objetiva minimiza a distancia fenética entre as sequéncias. Desta forma, arvores-
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guias em Clustalw, Clustal-€2, Muscle e MAFFT sao fenogramas. No entanto, ao analisarmos
os alinhamentos em TNT, nds abandonamos esse critério de otimalidade (distancia fenética)
e adotamos outro (distancia patristica de série de transformacdes por parcimonia)! Nao seria
prudente epistemologicamente manter a consisténcia da fung@o objetiva, e consequentemente
critério de otimalidade, ao longo de toda a anélise? A segunda inconsisténcia analitica refere-se ao
fato de que os parametros dos parametros de custos de alinhamento, escolhidos de arbitrariamente
— diga-se de passagem —, foram ignorados durante a etapa de inferéncia filogenética. Desta forma,
vocé utilizou uma série de premissas para gerar os dados que foram desconsideradas no memento
em que vocé utilizou estes mesmos dados para inferir relacdes de parentesco. O MAFFT, por
exemplo, utiliza uma razao de 2:1 para transversdes e transi¢cdes que nao foi considerada quando
vocé fez uma andlise cladistica daquele alinhamento. O mesmo pode ser dito para todas as anélises
do Exercicio 8.7. Em todos esses casos, as premissas analiticas ndo foram consistentes ao longo

de todas as etapas de sua andlise.

8.5.1 CONSISTENCIA DE PREMISSAS DE ALINHAMENTO

Quando se adota programas como Clustalw, Clustal-{2, Muscle e MAFFT nao € possivel manter
consisténcia dos critérios de otimizacdo — assumindo que sua andlise filogenética ndo utilize
métodos fenéticos. Se seu critério de otimalidade em inferéncia filogenética é parcimonia, é
necessdrio utilizar programas como, por exemplo, MALIGN [13] para manter a consisténcia
interna da andlise. Seja como for, o que iremos fazer a seguir € minimizar estas inconsisténcias

analiticas implementando as premissas de custo de alinhamento em anélises filogenéticas.

Para manter as premissas de alinhamento durante a anélise filogenética € preciso implementar
as mesmas funcdes de custo atribuidas para os abertura e extensdo de gaps e também custos
diferenciais de transformagdo durante o alinhamento na andlise filogenética. MAFFT atribui
penalidades distintas para transversoes e transi¢des na razao de 2:1, respectivamente. Nas anélises
do Exercicio 8.7, n6s atribuimos custos diferentes dos parametros padrdo do programa para os
gaps. A implementacdo dessas premissas em TNT € feita por matrizes de Sankoff. Consulte o a

secdo 6.1 do Tutorial 6 para relembrar como caracteres de Sankoff sao implementados em TNT.

Exercicio 8.9

Sua tarefa é implementar as premissas de alinhamento na reandlise das sequéncias dos
arquivos seqdata2.2.fas e seqdata2. 3. fas produzidas no Exercicio 8.7 deste
tutorial. Os resultados dessas andlises devem ser compilados na Tabela 8.4 e nos campos

abaixo.
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Tabela 8.4: Implementacdo dos pardmetros de alinhamento em andlises filogenéticas.

Dados Numero de MPTs | Custo das MPTs
segdataz2.2.fas

segdata2.3.fas

Topologias encontradas nas andlises filogenéticas para as quais vocé implementou as premissas

de alinhamento durante a anélise filogenética:

seqgqdataz.2.fas segdata2.3.fas
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8.6 Questoes

1. Vocé tem alguma objecdo ao uso de alinhamentos manuais? Comente.

2. Os resultados dos exercicios da sec@o 8.2 lhe permitem identificar algum critério objetivo
que possa ser usado para a selecio de algum dos alinhamentos que vocé produziu?

Justifique.

3. Parametros de alinhamento influenciam reconstrucdes filogenéticas? Comente de acordo

com os resultados que vocé obteve nos exercicios acima.

4. Vocé considera que esses parametros de alinhamento sao arbitrarios? Justifique.

5. Arvores-guias influenciam o resultado final do alinhamento? Comente de acordo com os

resultados que vocé obteve nos exercicios acima..

6. Dentre as arvores-guias exploradas no Exercicio 8.8, alguma(s) dela(s) gerou(am) um
alinhamento que vocé consideraria melhor do que aqueles obtidos até o momento para

as sequéncias do arquivo seqgdataZ2. fas? Justifique.
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7. A topologia da arvores-guias nos exercicios que vocé fez diferem daquelas obtidas pelas

andlises filogenéticas das sequéncias alinhadas? Por que vocé acha que isso ocorre?

8. A implementacdo dos premissas de custo de alinhamento durante a andlise filogenética
modificou os resultados que vocé havia obtido até entdo para esses dados? Comente de

acordo com os resultados que vocé obteve nos exercicios acima.

8.7 Leitura recomendada para discutir seus resultados

Phillips, A. et al. 2000. Multiple sequence alignments in phylogenetic Anlalysis. Molecular
Phylogenetics and Evolution 16(3): 317-330
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Objetivo

O objetivo deste tutorial € introduzir o conceito de otimizac¢do direta e homologia dinamica.
O tutorial apresenta uma introducdo ao uso de POY, programa no qual tais conceitos estdo
implementados operacionalmente. A introducdo ao uso de POY explora os conceitos basicos
relacionados a sintaxe de comandos do programa, o uso de linguagem de scripts a e
implementacdo de funcdes de custo durante o processo de otimizagdo direta. Os arquivos
associados a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o

seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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9.1 Contextualizacao

No tutorial anterior (Tutorial 8) observamos a interdependéncia de parametros de alinhamento
e drvores-guias no alinhamento e consequentemente em inferéncia filogenética. Saber o que
deve ser considerado um “bom” alinhamento é impossivel. H4 uma série de artigos comparando
métodos de alinhamento [veja 1:145, e referéncias citadas]. Estas comparacdes levam em
consideragdo as distancias entre alinhamentos “reais” (i.e., dados simulados) daqueles inferidos
por programas de alinhamento muiltiplos [i.e., 2] ou performance de acordo com uma funcdo

objetiva qualquer (e.g., SP! ou custo da topologia) [e.g., 3].

Wheeler [1] argumenta que alinhamentos ‘“reais” provavelmente nunca serdo encontrados na
natureza e que, portanto, comparag¢des com dados simulados sdo inapropriadas. Contrariamente,
Ogden & Rosemberg [2:190] consideram inapropriado comparar custos de topologias geradas por
diferentes alinhamentos. Isso porque alinhamentos distintos postulam diferentes proposicdes de

homologia e assim devem ser considerados matrizes de dados distintas.

Em inferéncia filogenética, o foco central de qualquer procedimento analitico € identificar a(s)
melhor(es) topologia(as) de acordo com o critério de otimalidade selecionado pelo investigador.
Métodos que geram solugdes melhores para este problema devem ser favorecidos [3]. Como a
escolha de topologias € feita pelo ordenamento destas hipdteses de acordo com alguma fungdo
objetiva (e.g., distancia patristica em parcimdnia), o melhor que um método pode fazer € otimizar
custo de topologias — o chamado Tree Alignment Problem (TAP) — [4]. Como definido por
Wheeler [1:133], TAP foi originalmente descrito como um problema no qual, dado uma topologia,
objetiva-se identificar o alinhamento que minimiza o seu custo. Neste processo, o resultado final é
o alinhamento implicito [senso 5], resultado dos estados de carater atribuidos aos nds (vértices) da
topologia. Devemos considerar que hd uma complexidade combinatdria relacionada as possiveis
atribui¢des de estados de cardter no nds da topologia. De fato, pode existir um nimero exponencial

de solugdes dado uma topologia. Veja o exemplo na Figura 9.1.

,-— T1 AC--T ,-- T1 AC-T-

T1 ACT |--] ,-- T3 GC--T |--] ,-- T3 GC-T-

T2 ACGTT “—=2 ,-- T4 TTG-T “--2 ,-- T4 TTGT-

T3 TCT “--1-- T2 ACGTT “--1-- T2 ACGTT
T4 TTGT 1 ACG-T 1 ACGT-
2 AC--T 2 AC-T

N

Figura 9.1: Exemplo de Tree Alignment. Considere as sequéncias a esquerda. H4 uma tnica topologia para
estas sequéncias com o custo de 5 transformacdes. No entanto ha dois alinhamentos implicitos relacionados a
esta topologia. Para cada um deles, a atribuic@o dos estados nos nds € diferente.

Andlises filogenéticas de dados moleculares apresentam alguns desafios além daqueles inerentes
da complexidade associada ao exame ou exploracdo do espago de topologias que € uma fungdo
determinada pelo nimero de terminais — como vimos no Tutorial 3. Dados moleculares podem

variar nao somente em nameros de elementos, isto €, estados de caracteres, mas também em

! sum-of-pairs de um alinhamento qualquer é a soma dos custos dos alinhamentos par-a-par existentes neste alinhamento

(maiores detalhes em http://csl24.cs.ucdavis.edu/lectures/multextra.pdf
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tamanho (veja Tutorial 8). Nestes casos, tradicionalmente é feito um alinhamento a partir do
qual se procede com as andlises de inferéncia filogenética. Este alinhamento estabelece as
correlagdes entre estados de cardter em cada coluna, considerados como proposi¢cdes de homologia
entre os pares de base de cada sequéncia dentro do contexto de homologia estitica. Como
visto anteriormente (se¢do 8.4.1 do Tutorial 8), esquemas putativos de homologia (alinhamentos)
variam entre diferentes topologias utilizadas durante o alinhamento. Também foi observado
que estes cendrios putativos de alinhamento geram topologias com custos distintos. O conceito
de homologia dindmica [senso 6] integra alinhamento e busca de topologias em um unico
procedimento analitico conhecido como otimizagdo direta [direct optimization; 7]. Ao integrar
esses processos analiticos, conjugamos dois niveis de complexidades, um associado ao nimero de

topologia e o outro associado ao nimero de alinhamentos possiveis.

Neste tutorial iremos explorar alguns conceitos praticos e tedricos associados a otimizacao direta
de sequéncias nucleotidicas implementadas em POY [8, 9]. De nenhuma maneira este tutorial ird
explorar toda a funcionalidade de POY e o interessado deve explorar os tutoriais disponiveis na
documentagdo do programa (veja materiais associados a esse tutorial e literatura referenciada no

final deste tutorial).

9.2 Introducao ao POY

9.2.1 ETAPAS DE EXECUCAO EM POY

O POY € um programa extremamente versdtil. Parte desta versatilidade estd na possibilidade
de analisar simultaneamente diferentes fontes de dados (i.e., sequéncias nucleotidicas, matrizes
morfoldgicas, entre outras), mas também na forma de interpretacio e execugdo de scripts. Este
ultimo componente pode ser a parte mais complexa do uso de POY e o aluno interessado
em possuir melhor dominio da linguagem de script de POY deve consultar a Secdao 3.1
da documentagdo do programa (tutorial_9/literature/poy_commands.pdf). A
execugdo mais simples de POY requer alguns componentes primdrios. O primeiro deles € a leitura
dos arquivos de dados. O segundo, é a implementa¢do da fun¢do de custo, ou seja, os parametros
de alinhamento. Essa etapa € opcional caso o usudrio queira utilizar os valores de default do
programa — custo 1 para todas as transformacdes. Uma vez cumprida estas etapas, o usudrio inicia
a busca, seleciona a topologia mais curta e reporta o resultado. Vamos ver como isso € feito na
prética.

Em um terminal, execute:

S poy5.1.2a

Vocé devera obter:

alan@turing: $ poy5.1.2a

Information : Welcome to POY 5.1.1 (2141b0ef4b2f+)

Compiled on Thu Jul 23 10:03:53 EDT 2020 with parallel off, interface flat,

likelihood on, and concorde off.

Copyright (C) 2011, 2012, 2013, 2014 Andres Varon, Nicholas Lucaroni, Lin

Hong, Ward Wheeler, and the American Museum of Natural History.

POY 5.1.1 comes with ABSOLUTELY NO WARRANTY; This is free software, and you
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are welcome to redistribute it under the GNU General Public License Version

2, June 1991.

Information : Setting random seed value to 1431363032
Information :
Information :
Information :

Information : For help, type help().

Enjoy!
Information :
Trees:
Storing O trees

Cost Mode: Normal Direct Optimization

poy>

Nosso primeiro passo € fazer a leitura do arquivo se dados. Nesse exemplo iremos usar o arquivo

seqgdatal. fas. No prompt de POY execute:

poy> read(”segdatal.fas”)

vocé devera obter:

poy> read("seqdatal.fas")
Information : Reading file seqdatal.fas of type input sequences
Information :
The file seqdatal.fas contains sequences of 10 taxa, each sequence holding 1
fragment.
Status : Loading Trees Finished
Information : Trees:
Storing O trees

Cost Mode: Normal Direct Optimization

poy>

Neste exemplo, POY informa que leu o arquivo seqdatal . fas e que o mesmo possui um inico

fragmento.

Nosso préximo passo € implementar a busca; pois iremos usar as funcdes de custo internas do
programa. Iremos fazer isso utilizando os métodos convencionais para explorar o espaco de
topologias como fizemos inicialmente em TNT (i.e., RAS+SWAP), veja secdo 4.7 do Tutorial
4). Para implementar este tipo de busca sdo necessarios dois comandos. O primeiro € o comando
build (), que constréi drvores de Wagner a medida em que calcula o custo utilizando o algoritmo
de Needleman-Wunsch [10]. O segundo € o comando swap () que executa o refinamento por
SPR e TBR e, para cada rearranjo, calcula o custo da topologia da mesma forma que o fez na

construcdo da drvore de Wagner. Vejamos isso na pratica. No prompt de POY, execute:
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poy> build(100)

Observe que o comando build () requer um argumento que, neste caso, foi um valor numérico
que ¢ interpretado pelo POY como o nimero de RAS (random addition sequence que devera ser

executado. Apds a execucdo deste comando, voce deverd obter:

poy> build(100)

Status : Wagner : 2 of 10 — Wagner tree with cost 18.
Status : Wagner : 3 of 10 — Wagner tree with cost 34.
Status : Wagner : 4 of 10 — Wagner tree with cost 59.
Status : Wagner : 5 of 10 — Wagner tree with cost 75.
Status : Wagner : 6 of 10 — Wagner tree with cost 104.
Status : Wagner : 7 of 10 — Wagner tree with cost 114.
Status : Wagner : 8 of 10 — Wagner tree with cost 138.
Status : Wagner : 9 of 10 — Wagner tree with cost 152.
Status : Wagner Finished

Status : Building Wagner Tree Finished

Status : Running Pipeline : 1 of 100 — Estimated finish in 3 s
Status : Wagner : 2 of 10 — Wagner tree with cost 24.
Status : Wagner : 3 of 10 — Wagner tree with cost 39.
Status : Wagner : 4 of 10 — Wagner tree with cost 64.
Status : Wagner : 5 of 10 — Wagner tree with cost 88.
Status : Wagner : 6 of 10 — Wagner tree with cost 101.
Status : Wagner : 7 of 10 — Wagner tree with cost 112.
Status : Wagner : 8 of 10 — Wagner tree with cost 129.
Status : Wagner : 9 of 10 — Wagner tree with cost 155.
Status : Wagner Finished

Status : Building Wagner Tree Finished

Status : Running Pipeline : 2 of 100 — Estimated finish in 2 s

Status : Wagner Finished
Status : Wagner build : 100 of 100 — Estimated finish in 0 s
Status : Wagner : 2 of 10 — Wagner tree with cost 33.
Status : Wagner : 3 of 10 — Wagner tree with cost 56.
Status : Wagner : 4 of 10 — Wagner tree with cost 72.
Status : Wagner : 5 of 10 — Wagner tree with cost 93.
Status : Wagner : 6 of 10 — Wagner tree with cost 113.
Status : Wagner : 7 of 10 — Wagner tree with cost 129.
Status : Wagner : 8 of 10 — Wagner tree with cost 138.
Status : Wagner : 9 of 10 — Wagner tree with cost 148.
Status : Wagner Finished
Status : Wagner build : 101 of 100 — Estimated finish in 0 s
Status : Wagner build Finished
Information :
Trees:
Storing 100 trees with costs 153. to 165.
Best cost in 9 trees

Cost Mode: Normal Direct Optimization

poy>

154 Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

Os resultados acima indicam que o POY contruiu 100 drvores de Wagner cujos custos variam de

153 a 165°. Dentro destas 9 delas possuem o menor custo.

Nossa proxima etapa serd o refinamento destas topologias implementando rearranjos via SPR e
TBR. O comando do POY para essas estratégias de refinamento € o swap (). Esse comando
implementard os algoritmos de refinamento para todas as topologias contidas na memoria. A

forma mais simples de execucao desse comando € a seguinte:

poy> swap ()

cujo resultado seria:

poy> swap()

Status : Tree search : 1 of 100 --
Status : TBR : 174 Searching
Status : TBR Finished

Status : SPR : 157 157.
Status : SPR : 155 155.
Status : SPR : 154 154.
Status : SPR Finished
Status : Alternate : 0 Performing TBR swapping
Status : Single TBR Finished
Status : Alternate Finished
Status : Tree search : 100 of 100 — Estimated finish in O s
Status : Alternate : 0 Beginning search
Status : Alternate : 0 SPR search
Status : SPR : 153 153.
Status : SPR Finished
Status : Alternate : 0 Performing TBR swapping
Status : Single TBR Finished
Status : Alternate Finished
Status : Tree search Finished
Information :

Trees:

Storing 100 trees with costs 153. to 160.
Best cost in 38 trees

Cost Mode: Normal Direct Optimization
poy>
Ap6s o refinamento, POY manteve 100 topologias que variaram de 153 a 160 em custo dentre as

quais 38 possuem 0 menor custo.

Como dentro do conjunto de topologias mantidas na memoria de POY hé drvores subdtimas, nosso
proximo passo € selecionar aquelas que nos interessam. Para a sele¢do de topologias tinicas
e otimas, utilizamos os pardmetros de default do comando select (). No terminal do POY

execute:

2 Estes nimeros podem variar de execugio a execucdo dado a aleatoriedade associada ao algoritmo.
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poy> select ()

vocé devera obter:

poy> select()
Information :
Trees:
Storing 3 trees with costs 153. to 153.
Best cost in 3 trees

Cost Mode: Normal Direct Optimizationn
poy>

O resultado de POY indica que foram encontradas 3 topologias com o custo de 153. Observe que
antes de selecionarmos as topologias inicas e 6timas do conjunto de topologias que compilamos
apos o refinamento — na etapa anterior —, haviam 38 drvores com o custo de 153. O resultado apds
implementarmos o comando select () significa que dentro deste conjunto de 38 topologias,

apenas trés delas eram diferentes uma das outras.

Finalmente, vamos verificar nossos resultados, ou seja, as topologias obtidas. POY imprime os
resultados ou informacdes sobre os arquivos de entrada pelo comando report (). H4 vdrias
formas de obter as topologias encontradas por POY, vejamos algumas delas. No prompt de POY,

execute:

poy> report (asciitrees)

Vocé devera obter as topologias encontradas impressa no terminal no formato visual com

caracteres ASCII. Se vocé executar:

poy> report (trees: (total))

Vocé devera obter as topologias encontradas impressa no terminal em formato parentético (i.e.,

newick format) e seus respectivos custos entre colchetes.

Finalmente, o comando report () permite que vocé direcione os resultados para arquivos e que

vocé faga isso utilizando um ou mais arguentos. Por exemplo, se vocé executar:

poy> report ("newicktrees.tre",trees,"asciitrees.txt",asciitrees)

Vocé deverd obter dois arquivos em seu diretério de trabalho. O primeiro é o arquivo
newicktrees.tre que conterd as topologias selecionadas em formato parentético. O segundo

€ o arquivo texto asciitrees.txt que conterd as topologias selecionadas em formato ASCII.

Finalmente, para sair de POY vocé deve digitar exit ().
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9.2.2 Scripts DE EXECUCAO EM POY

A maneira mais efetiva de utilizar o POY ¢ utilizando scripts. Os scripts de POY sdo arquivos
textos contendo os comandos de execu¢@o seguindo a estrutura analitica que acabamos de fazer.

Vamos repetir o que acabamos de fazer utilizando essa forma de execug@o.

Exercicio 9.1

Neste exercicio vocé deverd executar o POY utilizando um script.

i. Crie um arquivo texto chamado meu_scriptl.poy com o seguinte conteido:

Arquivo texto 9.1: contetido do arquivo meu_scriptl.poy

read ("seqdatal . fas")
set(root:" Taxonl")
build (100)

swap ()
select ()

report ("seqdatal_do.tre", trees:(total))
exit ()

Dentre estes comandos, o unico que ndo foi utilizado anteriormente é o comando
set (root:”Taxonl”) — linha 2, que indica ao POY que todas as topologias deverdao

ser enraizadas pelo terminal Taxonl.

ii. Execute o script meu_scriptl.poy utilizandoo seguinte comando em seu terminal:

$ poy5.1.2a meu_scriptl.poy

Primeiro observe as dltimas 31 linhas do registro de execucao de POY. Vocé deve ter obtido:
... Status : Running Pipeline : 99 of 100 — Estimated finish in 0 s
Status : Wagner : 2 of 10 — Wagner tree with cost 30.

Status : Wagner : 3 of 10 — Wagner tree with cost 54.

Status : Wagner : 4 of 10 — Wagner tree with cost 66.

Status : Wagner : 5 of 10 — Wagner tree with cost 87.

Status : Wagner : 6 of 10 — Wagner tree with cost 113.

Status : Wagner : 7 of 10 — Wagner tree with cost 118.

Status : Wagner : 8 of 10 — Wagner tree with cost 139.

Status : Wagner : 9 of 10 — Wagner tree with cost 146.

Status : Wagner Finished

Status : Building Wagner Tree Finished

Status : Alternate : 0 Beginning search

Status : Alternate : 0 SPR search

Status : SPR : 158 158.

Status : SPR : 156 156.

Status : SPR Finished

Status : Alternate : 0 Performing TBR swapping

Status : Single TBR Finished

Status : Alternate Finished

Status : Running Pipeline : 100 of 100 — Estimated finish in 0 s
Status : Running Pipeline Finished

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree
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Status : Diagnosis Finished

Status : Diagnosis : 1 of 3 — Recalculating trees

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Diagnosis : 2 of 3 — Recalculating trees

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Diagnosis : 3 of 3 — Recalculating trees

Status : Diagnosis Finished

Quando POY executa um script, as instru¢des de execug¢do funcionam de uma forma
um pouco diferente em comparacdo com 0s comandos que voc€ executou passo a passo
anteriormente. No exemplo da secdo 9.2.1, POY construiu todas as RAS para depois fazer o
refinamento via SPR+TBR. Quando executado via script, POY faz o refinamento logo apés
a construcao da arvore de Wagner e retém a(s) topologia(s) de menor custo. O resultado da
analise pode ser verificado no arquivo segdatal_do.tre que contém 3 topologias com

o custo de 153:

(Taxonl, ((Taxon4, (Taxon3, Taxon5)), ((Taxon7, Taxon8), (Taxon9, (Taxonl0, (Taxon2,Taxon6))))));
(Taxonl, ((Taxon4d, (Taxon3, Taxon5)), (Taxonl0, ( (Taxon2,Taxon6), (Taxon9, (Taxon7,Taxon8))))));
(Taxonl, ((Taxon4, (Taxon3, Taxon5)), ((Taxon9, (Taxon2, Taxon6) ), (Taxonl0, (Taxon7,Taxon8)))));

Finalmente, vale ressaltar que a versdo mais rescente de POY (atualmente 5.1.1) atribui
custos idénticos para qualquer tipo de transformacao (i.e., substituicdes e INDELs) ao passo
que nas versdes anteriores a razdo de custos entre INDELs:substitui¢des € de 2:1.

Os dados utilizados neste exercicio sdo os mesmos que voce utilizou no Tutorial 8 na secao
8.2. Compare os resultados de POY com aqueles obtidos por homologia estatica registrados

nas Tabelas 8.1 e 8.1 do Tutorial 8 e responda:

a. O custo obtido em POY € melhor ou pior do que os resultados que vocé havia obtido?

b. As topologias diferem?

9.2.3 ANALISES SIMULTANEAS EM POY

Um dos componentes mais interessantes de POY € a possibilidade de analisar diferentes fontes
de dados simultaneamente. Considere que vocé€ possui 3 particoes com propriedades analiticas
distintas. Suponha que vocé tenha uma particdo que estd sujeita a alinhamento, pois as
sequéncias diferem de tamanho, uma outra particdo cujos dados genotipicos provém de uma
regido codificadora que ndo contém INDELSs, e ainda uma matriz de dados fenotipicos. Dentro
do conceito de homologia estatica, o procedimento analitico a ser adotado seria o alinhamento da

primeira particdo que posteriormente seria concatenada com as demais parti¢des e este conjunto
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de dados seria submetido a andlise filogenética. No entanto, considere que o alinhamento da
primeira particdo depende de uma topologia para a qual as demais particdes nao possuem nenhuma
influéncia. No exemplo que se segue iremos explorar como POY analisaria essas parti¢des

simultaneamente.

Considere os seguintes conjuntos de dados:

1. partitionl.fas — dados ndo sujeitos a alinhamento
2. partition2.fas — dados sujeitos a alinhamento®

3. partition3.tnt — dados fenotipicos

Dentre as particoes apresentadas acima, partitionl.fas e partition3.tnt nido devam
ser submetidas 4 otimizagdo direta ao passo que a partition2. fas deverd ser analisada por
homologia dindmica. A implementacdo de uma analise em POY que leve em consideracio as

propriedades destas parti¢des requer a estrutura ilustrada no script abaixo (Script 9.2):

Arquivo texto 9.2: contetido do arquivo partitions_script.poy

read (prealigned : (" partitionl . fas "))
read (" partition2 .fas"," partition3 . tnt")
set(root:" Taxonl")

build (100)

swap ()

select ()

report(trees , treestats)

exit ()

Este script estd contido no arquivo partitions_script.poy. Na linha 1, POY I€ os
arquivos partitionl. fas no qual o argumento prealigned do comando read informa
ao POY que o arquivo partitionl. fas contém sequéncias nucleotidicas pré-alinhadas. A
linha 2, instrui o POY a ler os arquivos partition2.fas e partition3.tnt e considera
que o primeiro serd submetido a otimizagao direta ao passo que o segundo € uma matriz de dados
de homologia estdtica — no caso, dados fenotipicos. Finalmente, o comando report () contém
dois argumentos, t rees, treestats, cujo primeiro retorna a(s) topologia(a) encontrada(s) e

o segundo o custo da(s) mesma(s). Ao executd-lo vocé devera obter:

Status : Wagner Finished

Status : Building Wagner Tree Finished
Status : Alternate : 0 Beginning search
Status : Alternate : 0 SPR search
Status : SPR : 376 376.

Status : SPR : 375 375.

3 Estes dados encontram-se alinhados, porém POY ird desconsiderar os gaps a nio ser que vocé especifique ao programa
que esta particdo deva ser considerada como pré-alinhada (veja abaixo)
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Status :
Status :
Status :
Status :
Status :

Status :

SPR Finished

Alternate : 0 Performing TBR swapping

Single TBR Finished

Alternate Finished

Running Pipeline : 100 of 100 — Estimated finish in O s

Running Pipeline Finished

Information : Vectorized:8 of 8 characters.

Status :
Status :
Status :
Status :

Diagnosis : 0 Recalculating original tree
Diagnosis Finished
Diagnosis : 1 of 1 — Recalculating trees

Diagnosis Finished

(Taxon1,((TaxonS5,(Taxon2,(Taxon4,Taxon9))),(Taxon6,(Taxon8,(Taxon3,(Taxon10,Taxon7))))))

>

Trees Found:

Tree length Number of hits

370.

1

A andlise destas parti¢des resulta em uma tnica topologia com o custo de 370.

Exercicio 9.2

Neste exercicio voce deverd fazer uma andlise de cada particao destes dados e comparar os

resultados das andlises individuais com a andlise simultanea. Para cada andlise, registre as

topologias no espago abaixo e responda:

160
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Topologias encontradas nas andlises filogenéticas das parti¢des do Exercicio 9.2:

Anadlise simulténea Particao 1

Particédo 2 Particédo 3

i. As topologias sdo idénticas?

ii. Para cada clado presente na andlise simultanea, identique se eles sdo corroborados pelas

particdes. Vocé considera que alguma particdo tem maior influéncia na estrutura cladistica
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(topologia) recuperada na anélise simultanea?

iii. Considerando o nimero de caracteres de cada parti¢cdo, existe alguma relagdo entre nimero

de caracteres das particdes e a influéncia na estutura da topologia da andlise simultanea?

9.2.4 IMPLEMENTACAO DE MATRIZES DE CUSTO EM POY

A implementagdo de parametros de alinhamento ( = fun¢do de custo) em POY € feita pelo

b

comando “transform()” e o argumento “tcm:”. Este argumento define a matriz de custo
de transformacio para conjuntos de caracteres. O default de POY é tcm: (1, 1), no qual o
custo para substituicdoes e INDELSs, respectivamente € 1. Em versdes anteriores de POY, o custo
de INDELs era 2, portanto, o argumento seria expresso como tcm: (1, 2). Para o exemplo
anterior, hd duas formas de implementar matrizes de custo de transformacdo. Na primeira delas,

o Script 9.2 seria modificado da seguinte maneira:

Arquivo texto 9.3: Modificacdo do arquivo partitions_script.poy para implementar matriz de custo de
transformacao.

read (prealigned :(" partitionl .fas "))
read (" partition2 . fas"," partition3.tnt")
transform (tcm:(1,2))

set(root:" Taxonl")

build (100)

swap ()

select ()

report(trees , treestats)

exit ()

Neste script a linha 3 implementa os custos de transformacdo para todos os caracteres no qual o
valor atribuido para substituicoes e INDELs € 1 e 2, respectivamente. No entanto, observe que
somente uma das particdes possui INDELs e talvez seja desejdvel especificar para qual destas
particdes POY devera considerar a matriz de custo em questdo. Se modificarmos o Script 9.3 da

seguinte maneira:

Arquivo texto 9.4: Modificacdo do arquivo partitions_script.poy para implementar matriz de custo de

transformag@o para a parti¢do partition2. fas.

read (prealigned :(" partitionl . fas "))

read (" partition2 .fas"," partition3.tnt")
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transform (names: (" partition2.fas"),(tcm:(1,2)))
set(root:" Taxonl")

build (100)

swap ()

select ()

report(trees , treestats)

exit ()

Neste caso, o argumento “names :” identifica a particdo partition?2. fas para qual a matriz

de custo de transformagdo “tcm: (1, 2)” serd implementada.

Outra forma de implementar matrizes de custo em POY € utilizando arquivos que contém os custos
de transformacao. Estas matrizes sdo matrizes 5x5, no caso de sequéncias nucleotidicas, nas quais
sdo especificadas os custos de transformacao para cada estado (i.e., INDELs, A, C, Ge T). Por

exemplo, verifique o contetdo do arquivo 2111.tcm:

01112
10112
11012
11102
22220

Esta matriz especifica as seguintes transformacoes:

[A]J[C]IG][T][-]

[A] O 1 1 1 2
(cC]1 0 1 1 2
(Gl 1 1 O 1 2
[T] 1 1 1 0 2
-1 2 2 2 2 0

Essa ¢ uma forma mais versatil de implementar matrizes de custo, pois possibilita que o
usudrio atribua custos diferenciais para determinados tipos de transformacgdo (e.g., transi¢des e
transversoes). A linha de comando que implementa matrizes de custo expressas em arquivos com

esse contetdo € ilustrado na modificacao do Script 9.5 feita abaixo:

Arquivo texto 9.5: Modificacdo do arquivo partitions_script.poy para implementar matriz de custo de
transformacdo para a particdo partition2. fas.

read (prealigned : (" partitionl . fas "))

read (" partition2 .fas"," partition3 . tnt")

transform (names: (" partition2.fas"),(tcm:("211.tcm")))

set(root:" Taxonl")
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build (100)

swap ()

select ()

report(trees , treestats)

exit ()

Neste exercicio vocé deverd executar 2 andlises em POY para os dados contidos nos
arquivos partitionl.fas,partition2.fasepartition3.tnt em que o custo
para INDELs seja 2 e 4. As topologias resultantes destas andlises deverdo ilustradas no
espacgo abaixo e vocé deverd comentar se os resultados diferem da andlise anterios na qual

os custos para INDELS e substituicdes eram idénticos.

tcm: (1, 2) tcm: (1, 4)
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Objetivo

O objetivo deste tutorial € apresentar novos conceitos associados a andlise de sequéncias
nucleotidicas, principalmente utilizando otimiza¢do direta de dados moleculares. O tutorial estd
centrado no conceito de anélise de sensibilidade para o qual serd apresentado algumas ponderagdes
epistemologicas — estas devem ser suplementadas pela literatura citada no tutorial —, bem como
a implementacdo destas andlises em POY. Antes disso, vocé ird conhecer como POY implementa
novas tecnologias de busca em andlises com tempo determinado, uma ferramenta muito util deste
programa. O tutorial também explora o uso de FigTree e Inkscape na preparagdo de figuras que
contém diagramas de sensibilidade. Por fim, o tutorial mostra como o POY apresenta topologias
com seus respectivos comprimentos de ramo e o alinhamento implicito relacionado com anélises
de homologia dindmica. Os arquivos associados a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé

baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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10.1 Novas tecnologias de busca em POY

No tutorial anterior utilizamos os algoritmos mais simples de busca existentes em POY (i.e.,
RAS+SWAP). No entanto, o POY também permite que a maioria dos algoritmos implementados
em TNT [1], considerados novas tecnologias de busca [2, 3], sejam implementados em buscas
de homologia dinamica. No entanto, devido as propriedades dos algoritmos de POY, algumas
implementagdes requerem uma série de transformacdes dos dados que podem ser complexas
para o usudrio com pouca experiéncia. Considere por exemplo a implementacdo de ratchet
[3]. Esse algoritmo atribui pesagem diferencial a uma propor¢do de seus caracteres, executa
busca e refinamento na matriz, retorna ao esquema de pesagem inicial e avalia o custo da(s)
topologia(s) em comparacdo aquela(s) inicialmente retida(s) na memoéria do programa. Em
homologia dindmica, € necessario transformar os caracteres dindmicos em caracteres estaticos
temporariamente para a implementacdo de ratchet. Isso € necessario porque a no¢ao de cardter em
otimizacao direta varia a cada ciclo de otimizag¢do durante as buscas. Portanto, a implementacdo
em POY de algoritmos de dependem de homologia estitica, como € o caso de ratchet, requer uma
série de instrugdes no script que, como verdo, sao de certa forma desnecessarias na maioria das

andlises que voce ird fazer.

Para facilitar o uso de POY, o desenvolvedores do programa criaram o comando “search” que
implementa todas essas novas tecnologias de busca sem que o usudrio tenha que se preocupar
com as linhas de comando de cada uma das estratégias de refinamento. Por default, o comando
“search” inclui a construcdo inicial de uma arvore de Wagner, em seguida, implementa branch
swapping via TBR (veja Tutorial 4, Secao 4.7), ratchet [3] e tree fusing [2], sequencialmente.
Esse ciclo de algoritmos € considerado pelo POY como repeti¢des independentes, cujo ndimero de
iteragdes dependera da complexidade de seus dados e dos argumentos implementados no comando

“search”.

Os argumentos do comando “search” permitem uma série de controles (veja item 3.3.22, pagina
119, do manual do programa). Por default o comando faz a busca por uma hora e usa 2 Gb
de memoria RAM em seu computador. Esse comando seria expresso literalmente da seguinte
forma: search (max_time:0:1:0,min_time:0:1:0,memory:gb:2)'. Nesta linha
de comando, o argumento “max_time:0:1:0” define o mdximo de tempo estipulado para
andlise em dias:horas:minutos, o argumento “min_time:0:1:0” define o minimo de tempo
estipulado para andlise da mesma forma, e “memory:gb:2” controla 0 mdximo de memoria
alocada durante a execucdo. Este ultimo restringe o nimero de topologias retidas na memoria
durante as buscas. O numero de repeticdes independentes, neste caso, dependerd apenas da
complexidade de seus dados, ou seja, o tempo necessdrio para completar uma iteracdo. H4 uma
série de outros argumentos para este comando e o leitor deve consultar 0 manual do programa
caso esteja interessado em implementar alguns deles em suas andlises. No exemplo abaixo iremos

explorar apenas um deles (i.e., max_time:d:m: s), pois € o mais utilizado.

Considere o script abaixo:

! No entanto, como estes siio os argumentos originais do comando, bastaria escrever “search () ”.
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Arquivo texto 10.1: conteido do arquivo scriptl.poy (Tutorial 10)

read (" partition2 .fas")
set(root:"Taxonl")
search (max_time:0:0:0.1)
select ()

report(trees)
report(searchstats)
exit ()

Neste script o arquivo partition2. fas élido pelo POY [linha 1], o tixon Taxon1 € utilizado
como raiz [2] e a busca serd feita por 1/10 minutos [3] apds a qual as topologias Uinicas e mais

curtas serdo retidas [4] e impressas [5] juntamente com a estatistica da busca [6].

Execute este script da seguinte maneira:

$ poy5.1.2a scriptl.poy >std.out 2>std.err &

Nesta linha de comando, o prompt do terminal serd liberado logo apds vocé executd-lo, pois o
carater “&” no final da linha faz com que o programa seja executado no background. Para saber
se 0 programa terminou a execug¢do pressione a tecla ENTER ap6s alguns segundos. Em algum

momento vocé devera obter:

alan@turing: /Desktop/tutorials/tutorial_10$ poy5.1.2a scriptl.poy >std.out 2>std.err &
[1] 39922 alan@turing: /Desktop/tutorials/tutorial_10$

[1]+ Concluido poy5.1.2a scriptl.poy >std.out 2> std.err

Observe os redirecionamentos implementados na linha de comando (veja Tutorial 1)*. O primeiro
deles (i.e., “>std.out”), os registros de saida convencionais de POY — geralmente aqueles
que direcionamos para arquivos, como por exemplo report (“trees.tre”,trees) -,
ou os chamados stdout, sdo direcionados para o arquivo std.out. O segundo deles (i.e.,
“>std.err”), os registros de execucdo ou erro convencionais de POY — geralmente aqueles
impressos no terminal durante a execucdo —, ou os chamados stderr, sdo direcionados para o

arquivo std.err. Vamos examinar o contetidos destes dois arquivos.

Se vocé examinar o conteido do arquivo std.out, vocé devera encontrar algo semelhante ao

que esta impresso abaixo:
(Taxon1,((TaxonS5,(Taxon2,(Taxon4,Taxon9))),((Taxon3,Taxon8),(Taxon6,(Taxon10,Taxon7)))));
(Taxon1,((Taxon5,(Taxon2,(Taxon4,Taxon9))),(Taxon6,(Taxon8,(Taxon3,(Taxon10,Taxon7))))));
Search Stats:

# of Builds + TBR 16

# of Fuse 93

2 niimero do processo, ou seja, o nimero que a maquina atribuiu para a linha de comando que vocé acaba de executar.
3 mais informacdes sobre standard I/O streams em linux veja http://linux.about.com/library/cmd/
blcmdl3_stderr.htm
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# of Ratchets 11
Tree length Number of hits

191. 195
192. 7
193. 2
194. 5
195. 3
196. 2
197. 1
198. 1
199. 1

Neste arquivo de saida, as duas primeiras linhas contém as duas topologias encontradas na andlise,

2

impressas nesse arquivo pelo comando “report (trees)” e as demais linhas registram as

estatisticas de busca, impressas nesse arquivo pelo comando “report (searchstats)” do
script 10.1.  Os registros de busca indicam que durante o tempo estipulado (1/10 minutos)
POY realizou 16 réplicas independentes, 11 iteracOes de ratchet e 93 iteracOes de tree fusing
sendo que em 195 ocasides obteve uma topologia com 191 transformacgdes. Lembre-se que eu
poderia direcionar esses arquivos de saida para arquivos individuais implementando a seguinte
linha de comando: report ("treefile.tre”, trees,”searchstatistics.txt”,

searchstats).

Examine o arquivo >std.err. Este registra toda a execu¢do de POY que vocé acabou de

implementar. Ele devera conter registros semelhantes aos impressos abaixo, onde cada etapa

9,

da busca é marcada por "<—- ...

Information : The file partition2.fas contains sequences of 10 taxa, each
sequence holding 1 fragment. <— Leitura do arquivo de entrada

Status : RAS + TBR : 0

Status : RAS + TBR : 0 Searching on tree number 1

Status : Wagner : 2 of 10 — Wagner tree with cost 36. <— Constru¢do da arvore de Wagner

Status : Wagner : 9 of 10 — Wagner tree with cost 172.

Status : Wagner Finished

Status : Building Wagner Tree Finished

Status : TBR : 191 191. <— Inicio do refinamento por TBR

Status : TBR Finished

Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: 6 s; Hits: 1 <— Melhor topologia depois de TBR
Status : Transforming : 1 of 1 — transformations applied <— Tranformacdo dos caracteres em homologia estatica
Status : Transforming : 0 of 1 — characters transformed

Status : Transforming Finished

Status : Diagnosis : 1 of 1 — Recalculating trees

Status : Diagnosis Finished

Status : Implied Alignments : 1 of 19 — vertices calculated

Status : Implied Alignments : 2 of 19 — vertices calculated

Status : Implied Alignments : 16 of 19 — vertices calculated
Status : Implied Alignments : 17 of 19 — vertices calculated
Status : Implied Alignments Finished

Status : Static Approximation Finished <— Tranformacdo em homologia estdtica termina apés ler alinhamento implicito

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 17 1


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Marques, FPL. Instituto de Biociéncias ~USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicagdes

Status : Loading Characters : 0 of 10 — Storing the character specifications

Status : Loading Characters : 1 of 10 — Storing the character specifications

Status : Loading Characters : 9 of 10 — Storing the character specifications
Status : Loading Characters :

10 of 10 — Storing the character specifications
Status : Loading Characters Finished
Status : Transforming : 1 of 1 — transformations applied
Status : Transforming : 138 of 1 — characters transformed
Status : Transforming Finished
Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree
Status : Diagnosis Finished
Status : Diagnosis : 1 of 1 — Recalculating trees
Status : Diagnosis Finished
Status : Perturb Iteration : 1 of 4 <— Inicio do algoritimo de ratchet
Status : Ratcheting : 0 of 1 — trees in the current optimum
Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree
Status : Diagnosis Finished
Status : Ratcheting : 1 of 1 — trees in the current optimum
Status : TBR : 234 234.
Status : TBR Finished
Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree
Status : Diagnosis Finished
Status : Ratcheting Finished

Status : Perturb Iteration : 2 of 4 —

Status : Perturb Iteration : 4 of 4 —

Status : Ratcheting : 0 of 1 — trees in the current optimum
Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Ratcheting : 1 of 1 — trees in the current optimum
Status : TBR : 225 225.

Status : TBR Finished

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Ratcheting Finished

Status : Perturb Iteration Finished

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Ratcheting : 1 of 1 — trees in the current optimum
Status : TBR : 225 225.

Status : TBR Finished

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished

Status : Ratcheting Finished

Status : Perturb Iteration Finished

Status : Diagnosis : 0 Recalculating original tree

Status : Diagnosis Finished <— Termina a iteragdo apds TBR final

Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: 6 s; Hits: 2
Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: 6 s; Hits: 1 <— Subsequentes iteracdes
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Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: 6 s; Hits: 2
Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: 3 s; Hits: 5

Status : Automated Search : 0 Best tree: 191.; Time left: -0 s; Hits: 6

Status : Automated Search Finished

Status : RAS + TBR Finished

Status : Fusing Trees : 0 <— tree fusing no final

Status : Fusing Trees Finished

Status : Automated Search Finished

Information : The search evaluated 16 independent repetitions with ratchet and fusing for 93 generations. The shortest tree was found 6 times.
Estes arquivos de saida de POY sdo uteis para documentar a andlise e permitir avaliar o
comportamento de determinadas estratégias de busca (o que transcende os objetivos desse tutorial)
e identificar problemas de execucdo. Desta forma, é interessante sempre redirecionar estas

informacdes de saida em suas andlises.

10.2 Analise de sensibilidade

10.2.1 CONTEXTUALIZACAO

Em termos gerais, andlise de sensibilidade objetiva acessar a relacdo existente entre parametros
analiticos e resultado [4]. Dentro do contexto de anélises filogenéticas de dados moleculares,
Wheeler [5] foi o primeiro a avaliar de forma sistemdtica a relacdo entre de parametros de
alinhamento e resultados de inferéncia filogenética. Em sua concepc¢do inicial, a andlise
sensibilidade foi considerada uma etapa necessdria que precede a andlise de congruéncia.
Esta ultima tem como objetivo identificar o conjunto de parametros analiticos que maximiza

congruéncia de caracteres entre particdes de dados [veja 5-7].

O uso de andlise de sensibilidade em inferéncia filogenética é controversa. Ha duas justificativas
predominantes para seu uso em inferéncia filogenética. A primeira delas é que ela permite
acessar niveis de suporte de determinados clados [e.g., 6, 8]. A outra é que estas andlises
sdo uteis e necessdrias para entender a relacdo existente entre premissas analiticas e resultados
— principalmente diante da observacdo de que parametros de alinhamento sdo componentes

arbitrarios e inevitaveis em andlises filogenéticas de dados moleculares [veja 9].

Grant & Kluge [10], ao contrario, argumentam que o uso de andlise de sensibilidade em
inferéncia filogenética nao possui base epistemoldgica e portanto ndo pode ser justificado [veja
resposta em 9]. Segundo esses autores, a andlise de sensibilidade nido deve ser considerada
um método cientifico, pois ndo permite teste de hipdteses, nem um método heuristico, pois
nao permite identificar hipéteses ambiguamente ou pouco corroboradas pelos dados disponiveis.
Independentemente destas disputas filoséficas, vamos aprender como essas andlises sdo feitas e a
interpretacdo dos resultados requer reflexdo sobre os pontos levantados por esses autores [9, 10].
Minha recomendacdo € que consultem a literatura que discute o tema caso venham a implementar

analises de sensibilidade em seus estudos.
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10.2.2 IMPLEMENTACAO

H4 varias formas de implementar andlises de sensibilidade em POY* e sua implementacio
depende, em tltima instancia, de quais parametros analiticos vocé quer submeter a andlise de
sensibilidade. Considere por exemplo a base de dados utilizada no Tutorial 9, Secdo 9.2.3. As
particdes apresentadas na ocasido possuem dados que ndo estavam sujeitos a alinhamento (i.e.,
partitionl. fas), dados sujeitos a alinhamento (i.e., partition2. fas) e uma matriz de
dados fenotipicos (i.e., partition3.tnt). Nossa primeira andlise destas particdes considerou
custos idénticos para todas as transformacdes. Desta forma, a primeira possibilidade seria avaliar
como os resultados dependem desta premissa inicial simplesmente atribuindo custos diferenciais
para INDELs e substitui¢des (veja Secdo 9.2.4 daquele tutorial). No entanto, ha varias outras
possibilidades. Na realidade, infinitas! Vocé€ poderia considerar diferentes pesos para cada uma
das parti¢des, ja que elas diferem de tamanho. Vocé€ poderia excluir a terceira posi¢do da particao
que inclui regides codificantes; e por que ndo as primeiras e segundas também. Vocé poderia
dar pesos diferenciais para dados genotipicos vs. fenotipicos. Enfim, o nimero de parametros
passiveis de exame sdo indmeros, mesmo para essas 3 particoes, € ndo ha forma objetiva de
identificar quais parametros serdo avaliados. Esse € parte dos argumentos de Grant & Kluge [10]

contra analise de sensibilidade.

Tradicionalmente, no entanto, as analises de sensibilidade centram em avaliar os custos de
INDELs (algumas vezes diferenciando entre gaps de abertura e extensdo), transversoes e
transi¢des [5, 6, 8, 11-13]. Em POY isso € feito implementando matrizes de custo (i.e., matrizes

de Sankoff) em diferentes buscas como foi feito na secdo 9.2.4 do Tutorial 9.

O conjunto de funcdes de custo avaliado durante a andlise de sensibilidade define seu espago
de parametros (i.e., parameter space). Considere por exemplo os arquivos contendo matrizes
de Sankoff disponiveis no diretério tutorial_10. Sdo 9 arquivos nos quais as razdes de
custo entre transversoes e transicdoes podem ser de 1:1, 2:1 e 1:2; ao passo em que as razdes de
custo entre INDELS e substituicdes podem ser 1:1, 2:1 e 4:1°, respectivamente. Os nomes desses
arquivos referem-se as razdes de custo expressas em seu conteido; por exemplo, o arquivo m421
expressa a razdo de custo 4:2:1 para INDELs:transversoes:transi¢des, respectivamente. Neste

caso, transi¢oes recebem custo igual a 1, transversdes igual a 2 e gaps igual a 8.

Suponha que vocé queira avaliar a sensibilidade dos seus resultados em relagdo as razdes de custo
entre INDELSs e substitui¢des e considere que as matrizes de custo nos arquivos m111, m211 e
m411 definem meu espago de parametros. O primeiro passo seria fazer trés analises filogenéticas

considerando uma func¢ao de custo distinta para cada uma delas.

Considere o script abaixo:

4

essas andlises podem ser executadas dentro do contexto de homologia estitica. Por exemplo, nada impede que os

protocolos que exploramos aqui sejam implementados em TNT.
3 observe o contetido destes arquivos para ver como os custos absolutos das transformacdes expressam as razdes de custo
que ddo nome aos arquivos.
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Arquivo texto 10.2: Exemplo de script para implementar andlises de sensibilidade (veja
tutorial_10/script2.poy).

read (prealigned : (" partitionl . fas", tem:("mlll1")))
read (" partition2 .fas"," partition3.tnt")

transform (names: (" partition2.fas"),(tcm:("mlIll1")))
set(root:" Taxonl")

search (max_time:0:00:1)

select ()

report("trees_mlll.tre",trees:(total),
"scores_mlll.sts",treestats ,searchstats)

exit ()

7z

Neste script, a matriz de custo m111 é implementada nos dados moleculares — embora
partitionl. fas ndo esteja sujeito a alinhamento — e os resultados sdo direcionados para
arquivos correspondentes as matrizes de custo®. Seguindo a légica deste script, a andlise de
sensibilidade gerard trés arquivos de arvores (i.e., trees_mlll.tre, trees_m2ll.tre
e trees_md4ll.tre — veja diretério tutorial_10). Subsequentemente, vocé poderia
inspecionar visualmente as topologias resultantes para identificar os clados que sdo dependentes
dos parametros de alinhamento. No entanto, essa tarefa pode consumir um bom tempo e ha

ferramentas disponiveis que podem ser tteis nessa tarefa. E o que veremos a seguir.

10.2.3 AVALIACAO

Em dados reais, raramente vocé terd tempo e paciéncia para inspecionar visualmente os resultados
de uma anélise de sensibilidade. H4 duas ferramentas disponiveis para este propdsito. A primeira
delas € o aplicativo Cladescan [14; disponivel para baixar aqui]. Alternativamente, Machado [15]
desenvolveu o YBYRA, um aplicativo mais versitil e rapido quando comparado ao Cladescan.
Finalmente, algumas ferramentas de visualizacdo de arvores [e.g., FigTree; 16] sdo muito uteis
para esse propdsito (veja Tutorial 2). O resultado de uma andlise de sensibilidade € ilustrado
na Figura 10.1. Essa figura foi gerada a partir da andlise simultinea e individuais dos dados
nos arquivos partitionl.fas, partition2.fas e partition3.tnt. Ela mostra a
frequéncia de cada um dos clados da andlise simultanea na topologias recuperadas pelas anélises
individuais.

6 caso tenha dificuldade de compreender os demais comandos deste script revise o Tutorial 9 e/ou consulte a documentagiio

do programa.
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Figura 10.1: Diagrama de sensibilidade (Navajo’s rug) indicando como cada clado da anédlise simultnea se
comporta nas andlises individuais de cada particdo. Quadrados em azul indicam a presenca do clado de acordo
com o mapa do plot de sensibilidade ao lado do cladograma.

No exemplo abaixo iremos explorar o uso de YBYRA e FigTree para avaliar o resultado da analise

de sensibilidade que foi executada na Se¢do 10.2.2.

10.2.3.1 YBYRA

Toda documentagio do YBYRA estd diposponivel do GitLab do desenvolvedor. Para o propésito
deste tutorial iremos apenas explorar como o YBYRA 7 pode ser utilizado para executar uma
andlise de sensibilidade.

O programa recebe instrucdes de um arquivo de configuragdo. No caso do exemplo que iremos
apresentar aqui, essas instrucdes estdo no arquivo sensibilidade.conf. Abra esse arquivo
no gedit?® para que vocé siga as linhas que foram modificadas para que o0 YBYRA execute a

andlise de sensibilidade. As modificac¢des feitas neste arquivo foram as seguintes:
i. Na linha 75 foi definida a id da anélise (i.e., sa_aula). A defini¢do deste parametro no
arquivo de configuracio regula os nomes dos arquivos de output (veja abaixo).

ii. Nas linhas 94-98 foram definidas as topologias que serdo examinadas pelo programa

em seus respectivos arquivos (i.e., trees_mlll.tre, trees_m2ll.tre e

7 Antes de iniciar este componente do tutorial execute o script install_dependencies.sh. Isso garantird que vocé possui os
programas necessarios para executar os exercicios

8Verifique se a numeragio de linhas esté habilidada no gedit. Se ndo estiver, vd em Preferences e clique em Display line
numbers.
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trees_m411.tre). Em frente de cada arquivo, entre colchetes estdao os labels que serdo

utilizados nos diagramas de sensibilidade.

iii. Na linha 123 foi definida a topologia de referéncia, no caso aquela contida no primeiro
arquivo da lista apresentada nas linhas 94-98. Entre colchetes estd o nome do arquivo —
que é opicional. Por defaul, YBYRA iri sempre utilizar a primeira topologia do primeiro

arquivo da lista.

iv. Nalinha 174 estd definida o tipo de andlise que vocé quer fazer — nesse caso iremos comparar

uma Unica topologia com as demais (1). Verifique as op¢des disponiveis no programa.

v. Na linha 188 est4 definido que o YBYRA ird comparar clados — op¢do 1 —, e ndo vértices

de um diagrama ndo enraizados (i.e., splits).

vi. Na linha 211 foi definido que vocé quer que o YBYRA imprima os diagramas de
sensibilidade no formato SVG (Scalable Vector Graphics) o que pode ser util para gerar
figuras como a apresentada acima (Figura 10.1). A cor desses diagramas ¢é especificada na
linha 237.

vii. Uma vez configurado, basta executar o YBYRA com a seguinte linha de comando:

$ ybyra_sa.py -f sensibilidade.conf’

A execucio do YBYRA gera uma série de arquivos de saida e o vocé deve consular o tutorial
apresentado pelo desenvolvedor do programa, bem como a documentagio do YBYRA, caso tenha
interesse de saber o conteudo especifico de cada um deles. Para o propdsito deste tutorial iremos

descrever apenas alguns.

Apds a execugdo diretério tutorial_ 10/ deverd conter os resultados da execucdo do
YBYRA usando o arquivo de configuracio sensibilidade.conf. Dentre estes arquivos,
LABELED_sa_aula.tre contém a topologia de referéncia (i.e., trees_mlll.tre) com
os nds anotados em referéncia aos arquivos RUG_000+_sa_aula.svg. Estes ultimos sdo
arquivos vetoriais que mapeiam a frequéncia de cada clado presente na topologia de referéncia
que foi encontrado nas demais topologias de acordo com o mapeamento apresentado no arquivo

RUG_map_sa_aula.svg.

10.2.3.2 FigTree & Inkscape

O resultado da andlise de sensibilidade executada acima esta ilustrado na Figura 10.2. Esta figura
foi gerada utilizando dois aplicativos disponiveis na imagem do curso FigTree e Inkscape. Ambos
programas podem ser executados em todas as plataformas (i.e., OS X, Linux e Windows) e sdo
freeware. Ha dois videos em tutorial_ 10/videos/ que ddo uma expliagdo geral de como
usar o FigTree e o Inkscape nesse tutorial. O video figtree_1.mp4 explicacomo o FigTree foi
usado para gerar uma figura no formato SVG que representa a topologia que YBYRA utilizou para

referenciar os diagramas de sensibilidade. O video inkscape_1.mp4 explica como o Inkscape

9 esta linha de comando assume que vocé possui o programa instalado no seu sistema. A execucio local deste programa
pode ser feita da seguinte forma: “$ python ybyra_sa.py —-f arquivo.conf”. No diretério deste tutorial hd uma
versdo simplificada deste arquivo de configuragdo chamado sensibilidade_simple.conf.
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foi utilizado para compor a Figura 10.2. Se vocé ja estd familiarizado com esses aplicativos siga
o tutorial a diante. No entanto, se voc€ nao os conhece € necessdrio que vocé assista esses videos

antes de executar o exercicio a seguir.

Taxon1

Taxon5

r Taxon2
r ! —— Taxon4
5
:

——— Taxon9
g

Taxon6

6 Taxon8

r 7 Taxon3

1:1:1 2:1:1 r 8 — TaX0n1 0
9

Taxon7

4:1:1

Figura 10.2: Diagrama de sensibilidade (Navajo’s rug) para parametros de alinhamento indicando como cada clado
da andlise se comporta com relacdo aos custos diferenciais atribuidos para gaps. Quadrados em azul indicam a
presenca do clado de acordo com o mapa do plot de sensibilidade ao lado do cladograma.
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Exercicio 10.1

Neste exercicio vocé devera fazer uma analise de sensibilidade considerando os dados em
partitionl.fas,partition2.fasepartition3.tnt aplicando os conceitose
componentes técnicos apresentados acima. Sua andlise de sensibilidade deverd contemplar
todas as matrizes de custos disponiveis no diretério associado a esse tutorial (i.e., m111,
ml112,m121, etc.).

10.3 Comprimento de ramos & Alinamentos implicitos

10.3.1 COMPRIMENTO DE RAMOS

A versdao atual de POY permite imprimir topologias com seus respectivos comprimentos
de ramo. Este componente do programa era hd muito esperado por seus usudrios, pois
comprimentos de ramos indicam o nimero aproximado transformag¢des em determinado ramo
e € um bom indicativo de divergéncia entre linhagens. Em POY, as topologias com
comprimentos de ramos sdo requisitadas pelo comando report (trees: (branches)).

Por default, o comprimento de ramos é calculado por um unico assinalamento de
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estado de cardter para cada determinado ancestral hipotético (i.e., HTU). No entanto,
¢ possivel solicitar ao POY que obtenha e reporte o ndmero minimo € maximo
dos comprimentos de ramos com os comandos report (trees: (branches:min)) e

report (trees: (branches:max) ), respectivamente.

Exercicio 10.2

Neste exercicio vocé deverd fazer uma andlise dos dados em partition2.fas em que
todas as formas de cdlculo de comprimento de ramos é registrada em arquivos de saida
individuais. Posteriormente, avalie seus resultados e responda: Todos os ramos apresentam

o mesmo comprimento? Justifique.

Exercicio 10.3

Neste exercicio vocé devera fazer uma andlise simultanea
dos dados em partitionl.fas, partition2.fas e partition3.tnt no qual
o arquivo de saida é uma topologia contendo os comprimentos de ramos. Apds a andlise,
vocé deverd gerar uma figura em FigTree.

\.

10.3.2 ALINHAMENTO IMPLICITO

A otimizagdo de alinhamentos em determinada topologia, definido no Tutorial 9 como Tree
Alignment Problem [TAP; 17], é o objetivo de POY. Como vocé€s observaram nos exercicios
anteriores, € possivel derivar um padrdo filogenético a partir de sequéncias nao-alinhadas por
otimizacao direta na qual nenhuma referéncia ao alinhamento multiplo é feito. Wheeler [18]
definiu como alinhamento implicito o procedimento no qual POY produz a diagnose de uma
topologia baseada em sequéncias nao alinhadas cujo resultado foi definido como ‘“’lines of
correspondence’ [that] link ancestor—descendent states and, when displayed as linearly arrayed
columns without hypothetical ancestors, are largely indistinguishable from standard multiple
alignment.” Embora o autor considere que em alguns caso a distin¢ao seja dificil, alinhamentos
implicitos sdo baseados em esquemas de sinapomorfias e em alguns casos, estes alinhamentos sao
visualmente estranhos, principalmente quando envolvem eventos de inser¢des e delecdes [consulte
18].

O comando para que POY imprima o alinhamento implicito de uma ou mais topologias é
report (implied_alignment) ou sua versido abreviada report (ia). No entanto, esse

comando insere algumas linhas no inicio do arquivo que ndo permitem seu uso imediato por outros
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programas, como por exemplo BioEdit. Alternativamente, o comando report (fasta) produz
a alinhamento implicito no formato FASTA, o que poder ser utilizado imediatamente por outros

programas que l€em esse formato de arquivo.

Exercicio 10.4

Vocé deverd gerar um alinhamento implicito resultante de uma analise filogenética por
otimiza¢do direta em POY do arquivo partition2. fas. Apds gerar esse alinhamento
implicito, inspecione-o em BioEdit. Posteriormente, transforme esse alinhamento em uma
matriz que possa ser analisada em TNT, faca uma busca e compile seus resultados no espaco

abaixo.
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Objetivo

O objetivo deste tutorial € introduzir o conceito de Iterative pass em andlises de homologia
dindmica e suas aplicagdes nos processos de refinamento de andlises filogenéticas. Este
tutorial também aborda, de forma breve, os efeitos de dados lacunares (missing data) em
andlises filogenéticas e aponta para os cuidados que devem ser tomados ao analisar sequéncias
nucleotidicas em POY para as regides de gap iniciais e finais. Finalmente, o tutorial introduz
estratégias de particionamentos que visam () minimizar efeitos indesejados de dados lacunares
e (i) aumentar a eficiéncia computacional de POY durante andlises filogenéticas. Os arquivos
associados a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o

seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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11.1 Iterative Pass

Desde que o conceito de alinhamento (ou alinhamento miiltiplo) foi apresentado (Tutorial 8),
ficou evidente ndo sé sua importancia em inferéncia filogenética, bem como o quao dependente
alinhamentos sdo de drvores-guia e os parametros numéricos de definem as fun¢des de custo que
norteiam a funcdo objetiva do algoritmo (veja Phillips ef al. [1] e Giribet et al. [2]). Embora
definir o que é um “bom alinhamento” seja uma tarefa subjetiva e que alinhamentos “reais”
provavelmente nunca serdo encontrados na natureza, como argumenta Wheeler [3], devemos
considerar que o foco central em inferéncia filogenética € identificar a(s) melhor(es) topologia(as)
de acordo com o critério de otimalidade que adotarmos. Consequentemente, os métodos que

geram solucdes melhores para este problema devem ser favorecidos [4].

A escolha da hipétese filogenética em inferéncia filogenética baseada em dados moleculares é
feita pelo ordenamento do custo (distincia patristica) de cada topologia em relacdo aos dados.
No caso de sequéncias nucleotidicas sujeita a alinhamento, o cdlculo deste custo define o que
chamamos de Tree Alignment Problem (TAP) — [5]. Para resolver este problema, Wheeler [6]
considerou o Tree Alignment Problem como sendo um problema de otimizacio de caracteres em
arvores filogenéticas dentro de um procedimento analitico chamado optimization alignment ou
direct optimization (OA/DO). Este procedimento analitico é também conhecido como homologia
dindmica (senso Wheeler [7]), em contraste a forma tradicional de andlises filogenéticas baseadas
em dados moleculares na qual o alinhamento € um procedimento isolado que precede a busca por
topologias 6timas, cujo resultado permite a obtencao de um alinhamento implicito (senso Wheeler
[8D.

Seja qual for o procedimento adotado para alinhamentos multiplos, todos os programas
examinados até o momento baseiam-se no algoritmo de Needleman-Wunsch [1, 9]. Este algoritmo
alinha pares de sequéncias independentemente do procedimento ser feito dentro do contexto de
homologia estitica para uma arvore-guia ou utilizando uma determinada topologia em homologia
dindmica por otimizacdo direta. Em ambos os casos, estas sdo estratégias heuristicas que
indiretamente (utilizando uma arvore-guia, no caso de homologias estiticas) ou diretamente
(computando o custo de uma determinada topologia, no caso de homologia dindmica) estimam as
sequéncias para os nos de uma arvore filogenética. Esta estimativa nada mais € do que a atribui¢ao
dos estados de carater aos ancestrais hipotéticos (HTU, de Hypothetical Taxonomic Units), ou seja

aos vértices da topologia.

Estimar sequéncias ancestrais [protosequences senso 10] que minimizam o custo de um
alinhamento em uma topologia € atualmente um procedimento heuristico. Como vimos nos
tutoriais anteriores, a otimizagdo direta tende a encontrar solu¢des melhores em comparacao
com os procedimentos analiticos utilizando esquemas de homologia estatica [veja Tutoriais 9
e 10, 2]. O caréter heuristico desse procedimento reside no fato de que o célculo exato de
um alinhamento multiplo de n sequéncias implicaria 0 mesmo nimero de dimensdes de cédlculo
do algoritmo de Needleman-Wunsch. Teoricamente, a solu¢do exata para esse problema multi-
dimensional foi proposta por Sankoff ez al. [11] e ja havia sido implementada para o alinhamento

de trés sequéncias por Sankoff & Cedergren [10] em uma versdo tridimensional do algoritmo de
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Needleman & Wunsch [9].

Wheeler [12] concebeu um procedimento chamado iterative pass (IP) que aplica otimizacdo direta
em trés sequéncias, sejam elas hipotéticas ou ndo, simultaneamente. Este procedimento que
também considera iteragcdes analiticas que visam estabilizar o assinalamento de estados ancestrais
aos vértices da topologia [i.e., iterative improvement; veja 12] tende a gerar hipéteses filogenéticas
ainda mais curtas que DO. No entanto o custo computacional deste algoritmo faz com que seu uso
seja proibitivo durante a etapa de busca por topologias mais curtas (Figura 11.1). Desta forma,
historicamente seu uso estd restrito a etapas de refinamento do alinhamento implicito no final
da andlise filogenética [e.g., 13—17]. No entanto, Machado & Marques [18] revelaram outras
propriedades do IP que transcendem apenas a reducdo em custos de topologias. Esses autores
demonstram que esse algoritmo permite reduzir o nimero de topologias igualmente parcimoniosas

e selecionar topologias que nao seriam selecionadas com DO.

Time Complexity

0.0e+00 5.0e+11 1.0e+12 1.5e+12 2.0e+12 2.5e+12 3.0e+12 3.5e+12

0 100 200
Number of Taxa

Figura 11.1: Complexidade computacional (medida em time complexity O) de DO (O(km?)) — pontos azuis, onde
k é o ndmero de terminais e m o comprimento da sequéncia) em comparagido com IP (O(km?)) — pontos laranjas —
em relagcdo ao nimero de terminais e tamanho da sequéncia.
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11.1.1 IMPLEMENTACAO

A implementacdo de IP em POY ¢ feita pelo argumento iterative do comando set do
programa (veja secao 3.3.24 da documentagcdo de POY) — portanto, seria set (iterative).
Ha duas formas de iterative pass em POY. Por default, POY computa a forma exata da otimizacao
tridimensional, cujo comando literal seria: set (iterative:exact). No comando
set (iterative:approximate), as iteragdes feitas durante a andlise se aproximam do
alinhamento tridimensional porém usando alinhamentos par a par. Este argumento nio tem
impacto drdstico no tempo computacional e requer muito menos memodria RAM durante a
execucdo. No entanto, sua performance comparada com o cdlculo exato de IP ndo estd
documentada na literatura. Seja como for, IP deve ser aplicado na fase final de refinamento

de sua andlise e os dados que tempos sobre as propriedade desse algoritmo estdo baseadas na
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implementagdo exata.

11.1.2 TEMPO DE EXECUCAO

Como pode ser visto na Figura 11.1A—C to tempo computacional de iferative pass incrementa
consideravelmente quando comparado a otimizacdo direta. A Figura 11.2 ilustra com maiores
detalhes esta relacdo. Observe que o incremento no nimero de terminais, quando o comprimento
da sequéncia € fixo (100), ou o incremento no comprimento da sequéncia, quando o nimero
de terminais é fixo (100), afetam de maneira distinta o tempo computacional (Figura 11.2A). O
mesmo efeito € visto quando comparamos estas duas varidveis com os algoritmos de DO e IP
(Figuras 11.2B e C).
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11.2: Numero de terminais, comprimento da sequéncia e complexidade computacional de DO em

comparacdo com IP. A — Time complexity O vs. nimeros de terminais (para k& = 100, tridngulos) e comprimento de
sequéncia (para m = 100, circulos). B — Comparag@o entre complexidade de IP (para k = 100, circulos vermelhos)
e DO (circulos azuis) vs. comprimento da sequéncia. C — Comparagido entre complexidade de IP (para m = 100,
circulos vermelhos) e DO (circulos azuis) vs. nimeros de terminais.

Exercicio 11.1

Considere o Script 11.1, abaixo, no qual a linha 3 configura o POY para fazer otimizagao
por iterative pass durante a busca utilizando 10 RAS+SWAP das sequéncias contidas em
partition2.fas e reporte o tempo de execucdo, o custo € o numero de topologias
encontradas. Os arquivos partition2_6x30.fas, partition2_6x60.fas e
partition2_6x100.fas sdo modificagcdes do arquivo partition2.fas. Todos
contém 6 terminais apenas e diferem quanto ao tamanho das sequéncias (i.e., 30, 60 e 100,
respectivamente). Neste exercicio voc€ deverd analizar esses dados utilizando DO e IP e o

resultado de cada analise devera ser colocado na Tabela 11.1, abaixo.

Arquivo texto 11.1: Exemplo de script para implementar iterative pass.

read (" partition2 . fas")
set(root:" Taxonl")
set(iterative :exact)
Build (10)

187
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swap ()

select ()

report(timer:"Time to run IP",treestats)
exit ()

Tabela 11.1: Efeito do comprimento das sequéncias durante a otimizac@o por iterative pass.

Dataset Tempo (secs) | Custo das MPTs' | Namero de MPTs

partition2_6x30.fas

partition2_6x60.fas

partition2_6x1000. fas

i. Quais observagdes vocé pode fazer sobre essas andlises?

11.1.3 REDUCAO DE MPTs

Uma das propriedades pouco conhecidas de IP € que nem todas as drvores consideradas 6timas
em DO possuem o mesmo custo quando submetidas ao refinamento. Essa propriedade foi
documentada pela primeira vez por Machado & Marques [18] e sua utilidade é evidente: em
andlises por otimizacao direta que resultam em multiplas topologias, o algoritmo de iterative pass
pode reduzir consideravelmente o nimero de topologias finais [veja também 16, 17]. O exercicio

a seguir demonstra essa propriedade.

Exercicio 11.2

Neste exercicio vocé deverd executar dois scripts. No primeiro, vocé deverd fazer uma
andlise utilizando DO e salvar as topologias encontradas. O segundo script devera fazer a
rediagnose destas topologias via iterative pass. As linhas de instrucdo destes scripts devem

obedecer as estruturas ilustradas abaixo.

Para o primeiro script,

Leia o arquivo "partition2.fas”,
atribua a raiz ao tixon "Taxonl”,
faca uma busca com o comando "search” por 10 minutos,

selecione as topologias unicas e melhores,

SR Wb~

reporte no arquivo “collected_trees.tre” as topologias encontradas e em

”do.sts” os custos e o nimero de topologias encontradas,
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6. saia de POY.
Para o segundo script,

1. Leia os arquivos "partition2.fas”e”’collected_trees.tre”,
2. atribua a raiz ao taxon "Taxonl”,

3. implemente o algoritmo exato de IP,

4

. implemente o algoritmo de tree fusing (default) para as topologias contidas no arquivo

"collected trees.tre”,
5. selecione as topologias unicas,
6. reporte no arquivo ip.sts” os custos e o numero de topologias encontradas,
7. saia de POY.

Finalmente, compare os contetdos dos arquivos do.sts e ip.sts e faca um sumdrio dos seus

resultados no espago abaixo:

11.1.4 OUTRAS PROPRIEDADES DE IP

H4 outras propriedades de IP documentadas por Machado & Marques [18] que devem ser
ressaltadas. A primeira delas € que esse algoritmo quando conjugado com algoritmos de rearranjos
se torna mais efetivo, principalmente tree—fusing [19]. Em alguns casos IP+tree—fusing é capaz
de encontrar topologias que ndo estavam presentes no conjunto de topologias submetidas ao
refinamento. No entanto, a propriedade mais interessante encontrada por esses autores estd
relacionada com a observagdo de que, para dados simulados no qual um conjunto de 10 topologias
foram coletadas na fase de DO resultado de 10 iteragdes do comando search, IP considerou
como topologia mais curta aquelas que foram consideradas sub6timas por DO em 75% das
simulagdes! Isso se deve em parte as aproximacdes € “short cuts” implementadas nos algoritmos
de POY para reduzir o tempo computacional em DQO. As implica¢des analiticas sdo dbvias. Sua
andlise serd mais efetiva se vocé coletar um nimero razodvel de topologias candidatas e submeté-
las ao refinamento por IP+tree—fusing. Pinto-da-Rocha et al. [17], por exemplo, reduziram o custo
das topologias em até 3.3% considerando topologias compiladas durante a anélise de sensibilidade

— estratégia de busca conhecida como sensitivity search [veja 20].

Exercicio 11.3

Neste exercicio iremos explorar em conjunto a maioria dos conceitos apresentados neste
e no tutorial anterior sobre andlises por homologia dindmica em POY. Este exercicio lhe
fornecerd as bases necessdria para fazer uma boa andlise de dados reais. O exercicio é

relativamente simples, mas requer atencdo na confecgdo dos scripts de execugdo para que
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vocé tenha bom controle do tempo de anélise, bem como na colecdo de informagdes que

lhe permitirdo responder as perguntas abaixo.

i. Qual € a diferenca de custo entre a topologia encontrada por DO atribuindo pesos iguais
para cada transformacdo e aquela encontrada por uma andlise usando sensitivity search e
diagnose por IP+tree—fusing?

ii. A topologia final ap0s sensitivity search e IP+tree—fusing é a mesma encontracas por DO

sob 0s mesmos pardmetros de alinhamento?

Para responder a essas perguntas vocé deverd fazer uma andlise em POY utilizando os dados
disponiveis nos arquivos partitionl. fas, partition2.fas epartition3.tnt. Os

resultados dessa sua andlise deverdo ser sumarizados no espago abaixo:

11.2 Dados lacunares (missing data)

Aqueles que ja tiveram experi€éncia com compilacdo e andlise de dados reais em inferéncia
filogenética devem ter se deparado com lacunas em suas matrizes de dados — sejam elas
genotipicas ou fenotipicas. Portanto, dados lacunares (missing data) sdo muito comuns em
matrizes reais. Para dados moleculares, em particular, principalmente quando o estudo envolve
mais de uma regido genomica (e.i., locus) e um nimero razodvel de terminais, invariavelmente
chega-se ao final da fase de compilagdo de dados com a ddvida se um determinado terminal
deverd ou ndo ser incluido na andlise em decorréncia da observagdo de que para este hd regides
— ou caracteres — que nao foram obtidos. H4 uma série de estudos que buscaram avaliar os
efeitos de dados lacunares em inferéncia filogenética [veja 21-25; e referéncias citadas]. No
entanto, estes estudos sido inconclusivos — muito provavelmente resultado do cardter historico
e individual dos dados utilizados em inferéncia filogenética. A unica generalizacdo que se
pode fazer é de que excesso de dados lacunares — seja 14 como “excesso” € definido — tende a
gerar multiplas topologias igualmente parcimoniosas, pouco resolvidas e, para dados simulados,
estimativas pouco acuradas de relacionamento filogenético [22]. No entanto, a quantidade de
dados lacunares de um terminal, por si s6, ndo deve guiar decisdes sobre sua exclusdo ou ndo em
andlises filogenéticas [22]. Isso porque, em alguns casos, a inser¢ao destes terminais na andlise

pode melhorar drasticamente seu resultado final [23].

11.2.1 DADOS LACUNARES EM POY

Embora alguns estudos empiricos e com dados simulados tenham avaliado o efeito de dados
lacunares em inferéncia filogenética, estes se restringem a andlises de homologia estitica. Nao

ha nenhuma avaliac@o sobre os efeitos de dados lacunares em homologia dinamica que eu tenha
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conhecimento. No entanto, diante da situacao na qual € necessdario decidir se determinado terminal
deve ou ndo ser incluido na analise devido a auséncia de dados, aconselha-se a avaliar se os dados
lacunares afetam ou ndo sua andlise final. Isso pode ser feito avaliando o resultado da inferéncia

filogenética incluindo ou ndo determinado(s) terminal(is) e/ou fragmento(s).

Ao contrario na maioria dos programas de inferéncia filogenética, POY ndo descarta uma base de
dados ap6s ler outra. Se um “novo” terminal ndo esta presente no primeiro banco de dados, mas
estd presente no segundo, POY considerard que para este terminal inexiste dados para o primeiro

fragmento, mas sem descartd-lo da andlise. Por exemplo, considere dois bancos de dados:

fasta_1l.fas
taxonl AAAA
taxon2 ACAA
taxon3 AAGA

taxon4 AAAT
€

fasta_2.fas
taxonl cccce
taxon3 CACC
taxond CCGC

taxonb CCCT

POY consideraria:
taxonl  AAAACCCC
taxon2 ACAA????
taxon3 AAGACACC
taxon4 AAATCCGC

taxonb ???2?2CCCT

Essa propriedade de POY tem um lado bom e um lado ruim. O lado bom € que o usudrio ndo
precisa se preocupar em manter bancos de dados distintos com os mesmos terminais. O lado
ruim € que caso haja algum erro tipografico em um terminal — em um determinado banco de
dados—, POY o considerard como outro terminal. Portanto, uma dica: usem nomes simples para
os terminais e lembre-se que voc€ podera fazer substitui¢des no final utilizando ferramentas como
0 sed ou até mesmo comandos internos de POY.

H4 dois comandos em POY que estdo estreitamente relacionados com a manipulagdo de dados
lacunares. O primeiro deles € o 0 argumento cross_references que pode ser implementado
no comando report (). Seu uso permite gerar uma tabela indicando a distribuicdo de dados

para os terminais. Considere o script abaixo:

Arquivo texto 11.2: Exemplo de script para implementar cross_references.

read (" fastal . fas"," fasta2 .fas")
report("refs.txt",cross_references)
exit ()
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O arquivo refs. txt teria o seguinte conteudo:

File References:

Terminal fastaz.fas fastal.fas
taxonl + +
taxon2 - +
taxon3 + +
taxoné + +
taxonb + -

onde + e - indicam presenca e auséncia, respectivamente, de determinado fragmento para um

terminal.

7z

O segundo comando é select (). [Este comando permite selecionar subconjuntos de
terminais, caracteres e topologias (veja se¢do 3.3.23 da documentacio de PQOY). Por
exemplo, o comando select (terminals,files: ("file.txt")) ou simplesmente
select (files: ("file.txt")) seleciona o conteido do arquivo file.txt (ie.,
terminais, caracteres ou topologias) para a andlise. Esse comando, portanto, permitiria-lhe incluir

e excluir terminais e caracteres para verificar o efeito de dados lacunares em sua anélise.

Exercicio 11.4

Neste exercicio vocé deverd fazer uma andlise filogenética dos dados contido
em asteroidsl.fas, asteroids2.fas e asteroids3.fas que permita-lhe

responder as perguntas abaixo.

i. Ha dados lacunares nessas bases de dados? Quais?

ii. A inclusdo/exclusdo de terminais para os quais ha dados lacunares influencia as relacdes

filogenéticas entre os terminais? Justifique.

11.2.2 DADOS LACUNARES EM SUBPARTICOES DE POY

Ha outras duas formas de dados lacunares que devem ser tratados adequadamente em POY.
A primeira delas refere-se aos gaps iniciais e finais inseridos na sequéncias em decorréncia

do sequenciamento diferencial da regido de interesse. Estes gaps ndo representam eventos
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de transformacdo putativas e devem ser removidos ou substituidos por Ns. Também existe a
possibilidade de que haja regides em suas sequéncias onde exista falta de dados resultado do
processo de sequenciamento. Nestes casos, € possivel — e de certa forma desejavel — criar
subparticoes em suas sequéncias. O objetivo destas particdes € primariamente evitar artefatos
analiticos. No entanto, hd um outro motivo para a criagdo de subparti¢cdes e esta estd relacionada
com o desempenho de POY. Considere que quanto maior € o comprimento da sequéncia, maior
¢ a dificuldade de encontrar solugdes 6timas pelos algoritmos disponiveis. Afinal, o algoritmo
de Needleman-Wunsch é miope. Giribet [26] notou que a criagdo de subparticdes nos arquivos
de dados pode reduzir drasticamente o tempo computacional das andlises em POY. Subparti¢oes
podem ser criadas em AliView inserindo uma coluna de com um carater alfabético inexistente em
seus dados entre as regides que vocé deseja particionar e posteriormente substituir esse carater por
“#s” em um editor de texto ou usando o comando sed. Onde definir essas particdes € arbitrario
e o POY pode fazer isso automaticamente (veja o comando auto_sequence_partition
na documentacdo de POY. Geralmente, essas particdes sdo inseridas em regides de alinhamento

inequivoco que separam regides sujeitas a alinhamento ou para as quais hd dados lacunares.

O video makeyartitions.mpdilustracomoissodeveser feito. E'stevdeoestnodiretrioassociadoaestetuto

11.3 Assignment 6

Neste trabalho vocé deverd apresentar uma reandlise de algum estudo filogenético ja publicado
de seu interesse que tenha sido feito com base em dados moleculares passiveis de andlise por
homologia dindmica — i.e., sujeitos a alinhamento. Ao selecionar o estudo de interesse, considere
0s recursos computacionais que possui a sua disposicao, pois voce ja deve ter uma nog¢ao do custo

computacional envolvido em andlises por homologia dindmica.

a. Forma de apresentacao: Os resultados deste exercicio deverdo ser apresentados em um

tnico documento em formato PDF contendo duas paginas:

1. A primeira pagina deve apresentar um texto contendo trés itens: i. Introducido; ii.

métodos, e iii. resultados e discussio.

i. Introducdo: Neste item vocé deverd apresentar o trabalho que vocés escolheu

abordar.

ii. Métodos: Aqui vocé deverd fazer uma breve descricdo dos métodos que vocé

abordou, includino os comandos que definem a estratégia de busca utilizada.

iii. Resultados e Discussdo: Finalmente, neste item vocé devera fazer uma breve

discussdao sobre os resultados que vocé obteve em relacdo aqueles apresentados

pelos autores.

2. Na segunda pégina vocé deverd apresentar uma figura e sua legenda que sumarizem
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10.

11.

12.
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seus resultados. Esta figura serd avaliada considerando a implementagao de todos os

recursos graficos que foram apresentados ao londo do curso.

Nome do arquivo: Os nomes do arquivo deverdo obedecer o seguinte formato:

assignment_06.pdf.

. Data de entrega: 06/07/2023 até as 14:00 hrs (antes da Aula 12).

. Forma de entrega: Fazer o upload em https://forms.gle/nUXWG1xVjinvPVnx8.
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Objetivo

Este tutorial introduz o conceito de verossimilhanga como método de inferéncia e como ele
pode ser aplicado como critério de otimalidade em inferéncia filogenética. Trés tipos de
verossimilhancga sdo apresentados como critério de otimalidade. Finalmente, o conceito e a pratica
da selecao de modelos de substituicdo € apresentado. Os arquivos associados a este tutorial estdo

disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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12.1 Probabilidades

H4 varias definicdes de probabilidades e uma breve consulta a literatura especializada revelard
que nao ha consenso absoluto sobre esse conceito [1]. Independentemente do conceito que vocé
adotar sobre probabilidade, hd uma série de axiomas em Teoria de Probabilidades que vocé deve
conhecer — ou relembrar para que nds possamos entender os conceitos de verossimilhanca. Neste
tutorial iremos adotar a defini¢do “frequencista” de probabilidades. Dentro deste contexto, dado
n eventos dentre os quais um conjunto de resultados mutuamente exclusivos (£;) € observado, a
medida em que n — oo, dizemos que a probabilidade de E; (isto €, Fg,)) pode ser expressa por
E;/n. H4 alguns axiomas da teoria de probabilidades, ou consequéncia desses, que vocé deve ter

em mente:

0 S P(Ei) S 1; (121)

Py =1—Pgy; (12.2)

no qual P, € a probabilidade de F(g;) ndo ocorrer,

Pg.our;) = PeuE) = PE) + PE); (12.3)

assumindo que F; e I; sejam eventos disjuntos exclusivos, e

Pg.er;) = PEng;) = PE)«PE;); (12.4)

no qual F; e F; sdo eventos eventos complementares independentes.

Por fim, probabilidades condicionais sao expressas da seguinte forma:

P(EZ'QE]')

Pieg) = ; (12.5)

P,

Neste caso, F(g, g;) denota a P(g,) ocorrer dado que Pg,) jd ocorreu.
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12.2 Principios de estimativas de verossimilhanca maxima

Considere que vocé pegou uma moeda e jogou cara ou coroa 20 vezes e obteve o seguinte resultado

[0 mesmo exemplo é dado utilizando dictribui¢do binomial no Apéndice A de 2]:
CaCo CoCaCaCaCoCaCoCoCoCaCaCoCaCoCoCacCacCa

ou seja 11 caras e 9 coroas.

Qual seria a probabilidade desta observagao (Fops))?

Ela seria definida da seguinte forma:

Plobs) = Pca) * P(co) * Pco) * Pca) * P(ca) * P(ca) * P(co) * Pca) * P(co) * Pco) * P(co) * P(ca) *
Pleay * P(co) * Plca) * Plo) * P(co) * Plca) * Flca) * Pca)

ou seja (veja equacdo 12.4),

Plobs) = Picay * Pt (12.6)
Segundo a férmula acima, e assumindo que a moeda ndo apresenta nenhum vicio, vocé teria:
Plops) = 0.5 % 0.57 = 0.00000105415

No entanto vocé€ assumiu que Pcq) = Po) = 0.5. Suponha que vocé€ desconhega o valor de
Pca) 0u Pco). Seria possivel estimar esses valores? Estimativas de Verossimilhanga Maxima

podem ser aplicadas nesse contexto.
Verossimilhanca Méxima (L) é definida como:
L 6j0bs) < Plobs|o) (12.7)

onde, a Verossimilhanga Maxima (L) de um pardmetro ¢ dado a observac¢do € proporcional a
probabilidade da observacao dado um determinado paradmetro. Portanto, Verossimilhan¢ca Maxima
lhe possibilita estimar o valor de # que maximize a probabiliade de vocé observar os dados que

observou.

Para aplicar Verossimilhanga Médxima em nosso exemplo com caras e coroas, devemos considerar

que:
Picay + Plcoy =1

portanto,

Piooy =1 — P (12.8)

Se considerarmos que a equacdo (12.8) e a equacgao (12.6) teriamos:

Pobsy = Plcay * (1 = Pcwy)’ (12.9)
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Considere agora que o pardmetro 6 que vocé gostaria de estimar é o valor de P, que
maximizasse L. O valor de P(¢,) que maximizaria a probabilidade de observar seus dados seria

definico como:

L(pcaylobs) X Plobs|Pca) (12.10)

Se vocé tem familiaridade com R, voc€ pode usar o script abaixo, disponivel no diretério deste

tutorial', para gerar os gréificos apresentados a seguir manipulando os valores de head e tail, para
caras e coroas, respectivamente.

head <— 11 # mude aqui o numero de caras

tail <— 9 # mude aqui o numero de coroas

p <— seq(0,1,by=0.001)

for (i in p){L <— c((p~head)=(l—p)~tail)}

maxL. <— max (L)

indexL <— match (maxL,L)

best_p <— plindexL]

plot(p, L, xlab="P(Ca)", ylab="L", col="blue", frame=F, pch=16,cex=0.5)
text (0.8, maxL, paste("L =", maxL, "\n P(Ca) =", best_p))

A Figura 12.1 refere-se a nossa observacgdo inicial e exibe os valores de L associados com as

possiveis probabilidades de caras (i.e., P(cq)) — que varia de 0 a 1 em intervalos de 0.001).

L = 1.05414950318833e—06
P(Ca) = 0.55

4e-07 6e-07 8e-07 1e-06
|

2e-07

0e+00
L

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

P(Ca)

Figura 12.1: Valores de Verossimilhanga (L P c(l)lobS)) em fungéo da probabilidade de obter caras (Fcq)) para 20
eventos dos quais 11 resultaram em caras e 9 em coroas.

Observe que a medida em que P¢,) se aproxima de 0.5, o valor de L vai aumentando até chegar
ao seu maximo. A Verossimilhanga Méxima € obtida para F(c,) = 0.55. O que isso significa? De

acordo com o conceito de Verossimilhanga Maxima, a melhor estimativa de Pcq) que explica sua

' Vocé pode executar o seguinte comando “Rscript likelihood_coin.r” e o script ird gerar o arquivo

“Rplots.pdf” no qual existe um grifico exemplificando a estimativa de verossimilhan¢a maxima.
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observacao (i.e., 11 caras e 9 coroas) é 0.55. Desta forma, o modelo probabilistico que melhor
explica sua observacdo € Pc,) = 0.55 € P(c,) = 0.45, 0 que significa que a moeda aparentemente

ndo apresenta nenhum vicio, pois essa diferenga € muito pequena.

Exercicio 13.1

O que aconteceria se a observagdo fosse outra, como por exemplo, 3 caras e 17 coroas? A
Figura 12.2 exibe os valores de L associados com as possiveis probabilidades de caras para
esta observacdo. Note como esse grafico difere do primeiro. Vocé considera que o modelo

que melhor explica essa observacao sugere que a moeda € viciada? Justifique.

\.

L = 0.000213007803639708
P(Ca) = 0.15

0.00015 0.00020
1

0.00010
1

0.00005

0.00000
L

j
I
0

0. 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

P(Ca)

Figura 12.2: Valores de Verossimilhanga (L P, ca)lobs)) em fung@o da probabilidade de obter caras (F¢,)) para 20
eventos dos quais 3 resultaram em caras e 17 em coroas.

Exercicio 13.2

O gréfico abaixo representa os valores de Verossimilhanca (L) dada a probabilidade de obter
caras (Pcq)) em dois ensaios com 20 eventos de cara ou coroa. No primeiro ensaio, uma
moeda resultou em 10 caras e 10 coroas (linhas pontilhadas). No segundo ensaio, uma outra
moeda resultou em 3 caras e 17 coroas (linhas continuas). Com base nestas informagdes,

explique como Verossimilhanga Maxima € usada para estimar paradmetros.

202 Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

o
S
N~ — O
o S
) o
w —
n o
~ o
_IO - S
| S
2 o
Q 3
Q =
+ - - o
8 | | | | 1 S
o

00 02 04 06 08 1.0

P(Ca)

Figura 12.3: Valores de Verossimilhanga (L Plea) lobs)) em fung@o da probabilidade de obter caras (P(c))-

12.3 Modelos de substituicao

A motivacdo pela qual Felsenstein [3] prop0s o uso de estimativas de verossimilhanca como
critério de otimalidade em inferéncia filogenética veio da observacdo sob dados simulados de
que topologias que possuiam comprimentos de ramos desproporcionais ndo eram recuperadas
pelo critério da parcimdnia. Desta forma, segundo o autor, a grande virtude do método proposto

residia em considerar o comprimento de ramos durante a busca da melhor topologia.

Para considerar o comprimento de ramos € necessario a adocdo de um modelo de substituicdo.
De forma geral, o modelo estatistico é a formalizagdo matemaética da relacdo entre varidveis
que correspondem a observagdes potenciais que inclui a descricdo das incertezas sobre estas
observacdes devido a variabilidade natural, erros ou informagdo incompleta. Neste caso em
particular, esses modelos descrevem as probabilidades de transformacao de caracteres dado sua
frequéncia (7) e o comprimento de ramo (v). O comprimento deste ramo representa 0 nimero
esperado de substitui¢des por sitio e € definido por v = 3« * ¢; no qual 3« € a taxa total de
substituicdo e ¢t uma unidade de tempo qualquer. Uma vez que taxa e unidade de tempo estdao
interligados, arbitrariamente convencionou-se que a taxa receberia o valor de uma substituicao
que temos a expectativa que ocorra em uma unidade de tempo para cada sitio. Ao fazermos isso,
“tempo” (o comprimento de um ramo) € medido em unidades de distancia evolutiva (ou ainda,
nimero de substitui¢des esperada por sitio). Essa equivaléncia € feita assumindo que o = %, pois

terfamos v = 3(3)t, ou seja, v = ¢.

Um dos modelos mais simples de substitui¢do € conhecido como JC69 [4]. Este modelo assume

que todas as bases sdo igualmente frequentes (0.25) e que a taxa de substituicdo (o) € idéntica
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para todas as possiveis substitui¢des cujos eventos obedecem a distribuicao de probabilidades de
Poisson. Esta distribui¢do descreve o ntimero de ocorréncias de um determinado evento aleatorio

(estocéstico) em um determinado espaco de tempo, assumindo uma taxa média de ocorréncia ().

Desta forma, de acordo com esse modelo,

1 _U 11,
Py(t) = (1= ™) = o — 2e7™ (12.11)
(]
1 1 3
Pi(t) = e %/ 4 Z(l — e 3y = v Ze_4v/3 (12.12)

onde Pj;(t) é a probabilidade de ndo-mudanga do estado de cardter durante o tempo t.

Considere por exemplo, a transformag¢do da sequéncia ancestral ACGTACGTACGT para a
sequéncia descendente ACGTACGTAAAA dado que v € igual a 0.1. A probabilidade

P ACGT ACGT ACGT— ACGT ACGT AAAA|§—v=0.1) SETIA:

1 1 _ 3 1 3 _ 9
PACGTACGTACGT—ACGTACGTAAAA=0.1) = {(— — e 4(0'1/3)> ] * {(— + —e 4(0'1/3))

4 4 4 4
(12.13)
ou seja,
Piaceraceracer—aceracerasaap=o.1) = 0.00001254686 (12.14)
No entanto, talvez v = 0.1 ndo seja o melhor valor deste parametro para explicar a

transformacdo entre estas duas sequéncias. Usando o conceito de maxima verossimilhanga
poderiamos estimar o valore de v que maximizaria PAcGTACGTACGT—ACGTACGTAAAA|G=v)-

O script 1ikelihood_v.r, disponivel no diretério deste tutorial, computa os valores de

Lwacaraceracar—acaracaTAaA4) — como ilustrado na Figura 12.4.

Vocé considera que valor de v utilizado anteriormente € uma boa estimativa para esse

parametro? Justifique

z

’Esta distribuicdo é derivada da distribuicdo binomial (veja https://www.khanacademy.org/math/
probability/random-variables-topic/poisson—-process/v/poisson-process—1).
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Figura 12.4: Valores de Verossimilhanga (L, |obs)) em fungdo do comprimento de ramo v.

12.4 Verossimilhanc¢a como critério de otimalidade

Assim como em parcimonia (MP), a busca de arvores sob o critério de maxima verossimilhanca
(“maximum likelihood”, ML) assinala estados ancestrais (dentro de um contexto absoluto ou de
médias) tal que a verossimilhanca da arvore (hipétese) € maximizada. Para o conjunto de dados

D, o modelo de substitui¢do © e a topologia 7":

L(re|p) < Ppi1,0) (12.15)

Nesta expressdo, uma determinada 7' € selecionada de modo que Ppr i) € maximizada.

12.4.1 PARAMETROS INCONVENIENTES E MEDIDAS DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA

Os parametros inconvenientes sdo todos os demais pardmetros, fora 7' e D), necessdrios para
calcular Pp 7). Os trés parametros inconvenientes mais importantes sdo: (i) os parametros libres
do modelo de substitui¢do, (ii) tempo e taxa de transformac@o nos ramos e (iii) distribuicdo das
taxas entre os caracteres. Estes parAmetros sdo coletivamente chamados 6. Assumindo uma
distribui¢@o para os pardmetros inconvenientes ®(0 | T'), pode-se integrar ¢ (dentro do espago

de pardmetros ©) para determinar P(p)7):

P = /(ee@) P pir0)da0|m) (12.16)

7z

O T que maximize P(pjr) desta maneira € chamado méxima verossimilhanga integrada
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(“maximum integrated likelihood”, MIL) [5]. A MIL € igual a méxima probabilidade posterior
(do inglés, “maximum a posteriori”’, MAP) quando a distribui¢do assumidas a priori (“priors”) for
uniforme (“flat”).

Como 6 é composto de muitos parametros de distribuicdo desconhecida, uma abordagem para
lidar com estes pardmetros € selecionar ¢ tal que P(pr) seja maximizada. Isto equivale a
maxima verossimilhanga relativa (do inglés “maximum relative likelihood”, MRL). A MRL ¢
a metodologia mais usada em andlises empiricas. Seu calculo independe de Py € ®(g7). Os

tipos de MRL estao listados abaixo:

e “Maximum average likelihood” [MAL, 6]: soma sobre todos os possiveis estados dos
vértices. Esta forma de verossimilhanca é a mais comumente empregada em andlises

empiricas.

* “Most parsimonious likelihood” (MPL, também conhecida como “ancestral maximum
likelihood”): valores e parametros especificos sdo atribuidos para cada vértice. Apesar de
se parecer em alguns aspectos com uma andlise de parcimdénia, MPL e parcimdnia nao
convergem pois todas as taxas aplicadas sobre os ramos serdo as mesmas para todos os

caracteres.

* “Evolutionary path likelihood” [EPL, 7]: toda sequéncia de estados de caracter intermedidrios
entre os vértices € especificada de tal modo que a verossimilhanca de toda &arvore é

maximizada. A drvore que maximiza EPM € a drvore mais parcimoniosa.

12.4.2 CALCULANDO Pp7)

Para um tnico cardter (r) em uma drvore, a verossimilhanca do vértice ¢ (L?) com vértices
descendentes j e k serd a soma da probabilidade entre x7 e cada um de seus descendentes (dado
um comprimento de ramo v) multiplicadas por suas respectivas verossimilhancas e somadas para
todos os estados. A verossimilhanga dos caracteres € multiplicada sobre todo o conjunto de dados

para determinar a verossimilhanga.

estados

Li(@) = Y | D Paves ) () | X D P (L) () (12.17)

i

Usando dados reais, os comprimentos dos ramos sdo quase sempre desconhecidos e precisam ser
estimados. Isto pode ser feito de diversas maneiras mas normalmente depende da probabilidade
marginal (mantendo todos os demais parametros constantes) de um dado ramo assumindo uma
variedade de valores (pardmetro v) e escolhendo um valor 6timo [para mais detalhes, veja 8,
Capitulo 11].

O célculo da MAL de uma arvore é um procedimento heuristico devido ao grande nimero de

parametros que devem ser estimados. Assim como em parcimdnia, a drvore € obtida assinalando
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estados medianos recursivamente. Este procedimento € inicializado assinalando um valor igual
a 1 para todos os ramos terminais. A verossimilhanc¢a é determinada dos ramos terminais para a

raiz, multiplicando-se pelas probabilidades a priori dos proprios estados.

estados
Lr(x)= [ m ] Lue (12.18)
i=1 Vu,veE

Dado que estes valores sdo geralmente muito baixos, é geralmente mais conveniente expressi-los

em forma logaritmica.

12.4.3 EXEMPLO SIMPLES

Considere um tnico nucleotideo caracterizado sob o model JC69. As probabilidades de ramo

serdo ficadas em v = ut = 0.1.

1 + §€—Mt i=]
fom=¢t t (12.19)
b

Deste modo, as probabilidades de ramo sao:

0.929 1=
f(n) = s (12.20)
0.0238 1#£]

Veja na Figura 12.5 como seria o cdlculo da sub-arvore a seguir com ramos terminais contendo
os caracteres A e C e parametro de ramo 0.1. A verossimilhan¢a média da 4rvore € 1,76 x 10° ou,
em —log (base ¢e), 13,25.
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A C

0.1 0.1

X

L(x=A) = [0.929 - 1.0] x[0.0238 - 1.0] = 0.0221

L(x=C) = [0.0238 - 1.0] x[0.929 - 1.0] = 0.0221

L(x=G) = [0.0238 - 1.0] x [0.0238 - 1.0] = 0.000566

L(x=T) = [0.0238 - 1.0] x [0.0238 - 1.0] = 0.000566
Total L(x) = 0.0453

Figura 12.5: Sub-arvore anotada com calculo de verossimilhanca (de Wheeler, 2012: Fig. 11.8).

Exercicio 13.4

Qual seria a verossimilhanga da sub-arvore da figura acima caso “gaps”(inser¢oes/ delecdes,
ou “InDels”) fossem tratados como um quinto estado de cardter e o parametro dos ramos
fosse 0.27?

12.4.4 SELECAO DE MODELOS E DADOS LACUNARES

A adocao do critério de verossimilhanca em inferéncia filogenética requer a escolha de um modelo
probabilistico de substituicdo. Quanto maior € o ndmero de parametros livres em um modelo
— aqueles s@o estimados durante a andlise—, maior serd o ajuste do modelo aos seus dados, no
entanto vocé pode usar parametros desnecessarios, cuja a inclusao nao justifica o ganho no valor
de verossimilhancga. Desta forma, o procedimento de selecdo de modelos, visa adotar o0 modelo
com o menor nimero de parametros livres que de acordo com critérios que visam penalizar a

sobre-parametrizacao de modelos.

A escolha destes modelos deve preceder a andlise filogenética e deve ser feita de forma objetiva
[veja conceitos e referéncias em 9]. Neste tutorial nos iremos adotar como critério de escolha de
modelos o critério de informacdo de Akaike corrigido (Akaike Information Criteria— AIC,). Esta

métrica ndo corrigida é computada da seguinte forma:
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AIC = =21+ 2k (12.21)

no qual [ € o log da verossimilhanca e k£ € o nimero de parametros livres do modelo — aqueles que
sd@o maximizados na funcao de verossimilhanga. Vale ressaltar que o k inclui os parametros livres
do modelo de substitui¢do [veja Tabela 1 de 9], mais a topologia e seus comprimentos de ramos
(i.e., (t * 2) — 3, onde ¢ é o ndmero de terminais). Sua corre¢do é necessdria quando o nimero
amostral — neste caso numero de caracteres n — € pequeno quando comparado com o nimero de

parametros livres (i.e., estimados; digamos % < 40) e é dada pela férmula:

(2k(k —1))

AIC, = Al
Co= AIC+

(12.22)
Em principio, dados lacunares (“missing data”) ndo sdo um problema para andlises de
verossimilhanca. Estados de ramos terminais podem ser definidos com probabilidade de
transformacdo igual a 1.0 para cada estado observado ou implicito. Porém, diferentes
implementacdes podem diferir na forma de tratar estes dados. E evidente que a implementagio
de dados lacunares ird afetar as andlises. Este problema torna-se ainda mais perndstico quando
INDELS (i.e., inser¢coes e dele¢des) sdo tratados como dados lacunares. Este tratamento é
problemadtico, porém matematicamente necessario para manter o cdlculo da verossimilhanca
factivel dentro dos limites atuais de tempo e recursos computacionais.

Nos exercicios abaixo vocé devera selecionar modelos para dois bancos de dados, incluindo
trés alinhamentos distintos. O objetivo € verificar como alinhamentos modificam os critérios de

escolha de modelos e refletir sobre o uso de AIC. em analises por verossimilhan¢a méaxima.

Exercicio 13.5

Neste exercicio vocé deverd fazer trés linhamentos distintos para as sequéncias no
arquivo partition2.fas (i.e, partition2alnl.fas, partition2aln2.fas
epartition2aln3. fas)utilizando MAFFT e os seguintes parametros de alinhamento:
abertura de gaps (-—op) 3.06, 1.53 e 0.123 no qual o valor dos gaps de exten¢do (-—ep)
serd fixado em 0.123 (veja Secao 8.2.5 do Tutorial 8 caso tenha ddvidas).

i. Qual valor de “gap opening” resultou em um alinhamento com mais gaps? Porqué?

Existem algumas ferramentas para a selecio de modelos em andlises filogenéticas, sendo

JModelTest 2 [10, 11] uma das mais tradicionais e a leitura do manual deste programa pode ser
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muito instrutiva. No entanto, o programa [Q-TREE [12] — um aplicativo relativamente recente
— tornou o jModelTest 2 obsoleto na minha opinido. O IQ-TREE possibilita a avaliagdo de um

maior nimero de modelos e € muito mais rapido e robusto que o jModelTest 2.

O IQ-TREE utiliza o algoritmo do ModelFinder [13] para a sele¢do de modelos e maiores detalhes
sobre a selecdo de modelos em IQ-TREE podem ser encontrados nos tutoriais do programa — na
secdo “Choosing the right substitution model” e/ou na documentagdo do programa — na se¢ao

“Substitution models™.

Exercicio 13.6

Neste exercicio vocé devera computar os parametros de sele¢do de modelos para o arquivo
partitionl.fas — que ndo requer alinhamento — e os trés linhamentos distintos
para as sequéncias no arquivo partition2.fas (ie., partition2alnl. fas,
partition2aln2.fas e partition2aln3. fas) que vocé executou no exercicio

anterior. Adicionalmente, vocé€ fard o mesmo para os bancos de dados concatenados.

O IQ-TREE deverd estar instalado em seu computador, caso ndo esteja, verifique a versao
apropriada para seus sistema na pagina de download do IQ-TREE. Uma vez instalado, a sele¢ao

de modelos no IQ-TREE pode ser obtida pela seguinte linha de comando:

$ iqtree2 —s partitionl .fas —m TEST

Com esse comando, o IQ-TREE ira avaliar 88 modelos de substitui¢do, equivalentes ao que seria
examinado pelo jModelTest 2°. Ap6s a execucdo do comando acima, os dados necessdrios para

completar a Tabela 12.1 estardo no log da execugdo (e.g., arquivo partitionl. fas.loq).

Tabela 12.1: Selecao de modelos pelo critério de AIC..

Dataset -InLL k AIC, Model

partitionl. fas

partitionZ2alnl. fas

partitionZaln2. fas

partitionZ2anl3. fas

partitionl+partition2alnl.nex?*

partitionl+partition2aln2.nex

partitionl+partitionZ2anl3.nex

3 A opgdo “~m MFT” explora modelos adicionais implementados em ModelFinder, consulte a documentacio de IQ-0TREE
para maiores detalhes.

4 Vocé deveri utilizar 0 sequencemat rix para concatenar os dados (veja secdo 7.3.1 do Tutorial 7 e exportar os dados
no formato NEXUS para GARLI.
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Com base nos exercicios acima responda:

i. Modelos diferentes podem ser selecionados para diferentes alinhamentos dos mesmos
dados?

ii. Considerando os trés alinhamentos para o arquivo partition2. fas, vocé teria algum

critério para escolher qual deles deveria ser submetido a andlise filogenética?

iii. Qual modelo de substituicio vocé€ selecionaria para a andlise do arquivo

partitionl+partition2aln2.nex? Justifique’.

iv. Os dados que vocé analisou sdo os mesmos da se¢do 9.2.3 do Tutorial 9. Naquela ocasido,
havia um outro conjunto de dados morfolégicos (partition3.tnt) que se referia aos
mesmos taxons. O que seria necessdrio para incorpord-lo em uma andlises simultanea
juntamente com os demais dados que vocé estimou o melhor pardmetro de substituicao

em uma andlise sob o critério de verossimilhanca maxima?
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Objetivo

Este tutorial apresenta implementacdes de busca sub o critério de verossimilhan¢a méxima (ML)
dentro do contexto de homologia estitica e dindmica. O tutorial comeca com a apresentacao
do programa GARLI e como ele pode ser utilizado para andlises filogenéticas de homologia
estatica considerando um tunico modelo de substituicdo ou distintos modelos para diferentes
particoes de dados. Em seguida o tutorial apresenta o uso de POY em andlises de ML dentro
do contexto de homologia estatica e dinamica. Para POY, o tutorial explora a implementacdo de
Maximum Avarege Likelihood (MAL) e Most Parsimonious Likelihood (MPL). Adicionamente,
este tutorial ilustra como POY pode ser utilizado para selecio de modelos de verossimilhanga,
bem como os modelos implementados atualmente no programa. Este tutorial deve ser considerado
como um elemento introdutdrio para os conceitos e implementagdes dos métodos abordados.
Maiores detalhes sobre o uso deste critério em andlises filogenéticas, a forma de implementacao
de estratégias heuristicas de buscas mais agressivas, e como aplicar o métodos em diversos
caracteres genotipicos e fenotipicos podem ser encontrados na documentacdo de POY e na
literatura referenciada no mesmo. Os arquivos associados a este tutorial estdo disponiveis no

GitHub. Voce baixar todos os tutoriais com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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13.1 Verrossimilhanca: homologia estatica em GARLI

No tutorial anterior exploramos os conceitos relacionados com estimativas de verossimilhanca
méxima de parametros, cdlculo de verossimilhanca para reconstrucdes e topologias e selecao
de modelos. Desta forma, ficou evidente que o processo légico de inferéncia filogenética é o
mesmo dentro deste critério de otimalidade, ou seja, topologias sdo avaliadas quanto ao seu mérito
por medidas de verossimilhanga e a tolologia que maximiza a probabilidade de obter os dados é

selecionada — da mesma forma que fazemos com o critério de parcimonia.

Neste componente do tutorial iremos explorar os aspectos praticos de inferéncia sob o critério
de verossimilhanca maxima em GARLI [1]. H4 uma série de outros programas disponiveis para
0 mesmo proposito (e.g., IQ-TREE, RAxML, PhyML, PAUP*, entre outros), mas considero o
GARLI um dos mais verséteis disponivel atualmente'.

O versatilidade de GARLI est4 na forma como ele € executado. O programa requer um arquivo de
configuragio — usando a mesma légica que vocé ja usou quando executou o YBIRA — no qual vocé
define os parametros de andlise, bem como o arquivo de dados e sufixos de saida em um arquivo
de configuracdo que € lido e executado pelo programa. O exemplo abaixo mostra o contetido do
arquivo de configuracdo padrao de GARLI:

[general]

datafname = arquivo_de_dados.nex
ofprefix = minha_analise
streefname = stepwise
attachmentspertaxon = 10
constraintfile = none

searchreps 100

outgroup = 1

outputeachbettertopology = 0
outputcurrentbesttopology = 0

enforcetermconditions = 1
genthreshfortopoterm = 5000
scorethreshforterm = 0.001
significanttopochange = 0.01

writecheckpoints = 0
restart = 0

randseed = —1
availablememory = 2000

logevery = 10

saveevery = 100

refinestart = 1
outputphyliptree = 0
outputmostlyuselessfiles = 0
collapsebranches = 1

#linkmodels means to use a single set of model parameters for all subsets.
linkmodels = 1

"Em comparacio ao IQ-TREE, GARLI parece explorar mais adequadamente o espaco de topologias, o que pode ser
desejavel em alguns casos. No entanto, IQ-TREE permite explorar modelos mais complexos de substituicdo e particionamento
de dados e apresentar tempo computacional menor. Caso tenham interesse por esse critério de otimizacao, sugiro a consulta da
documentacdo do IQ-TREE.
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# subsetspecificrates means to infer overall rate multipliers for each data subset.

# This is equivalent to =prset ratepr=variablex in MrBayes.

subsetspecificrates = 1

# set for single model,

different subset rates (like site—specific rates model in PAUPx)

[modelO]

#JC

#number of free parameters: 0
datatype = nucleotide
ratematrix = (a a a a a a)
statefrequencies = equal
ratehetmodel = none
numratecats = 1
invariantsites = none

[ master ]

bootstrapreps = 0

nindivs = 4
holdover = 1
selectionintensity = 0.

holdoverpenalty = 0
stopgen = 5000000
stoptime = 5000000

startoptprec = 0.5
minoptprec = 0.01
numberofprecreductions
treerejectionthreshold
topoweight = 0.01
modweight = 0.002
brlenweight = 0.002
randnniweight = 0.1
randsprweight = 0.3

limsprweight = 0.6
intervallength = 100
intervalstostore = 5
limsprrange = 6
meanbrlenmuts = 5
gammashapebrlen = 1000
gammashapemodel = 1000
uniqueswapbias = 0.1
distanceswapbias = 1.0
resampleproportion = 1.

inferinternalstateprobs

0

20.0

0

Este arquivo de configuragdo possui os parametros basicos de uma andlise que considera um

unico modelo de substituicdo para sequéncias nucleotidicas. Os detalhes sobre cada uma dessas

linhas ndo serdo apresentados neste tutorial e o leitor deve consultar a documentacdo do programa

para maiores detalhes. Para os propositos deste tutorial, iremos comentar apenas algumas linhas,

justamente aquelas que sdo frequentemente modificadas a cada andlise:

i. Todos os arquivos de configuracdo do GARLI sdo divididos em trés se¢des, [generall],

[model#] e [master].

ii. O comando “datafname”, linha 2, especifica o arquivo de entrada. O GARLI aceita
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arquivos de dados no formato FASTA ou NEXUS (formato de PAUP*). No entanto, vocé
verd que para algumas andlises € necessdrio o uso do segundo formato. Neste caso, o uso
do sequencematrix é recomendavel, uma vez que esse programa tem uma op¢ao para

exportar seus dados o formato simplificado de NEXUS compativel com o GARLI (veja
Tutorial 12).

iii. O comando “ofprefix”, linha 3, define o prefixo dos arquivos que o GARLI escrevera

no diretdrio de execuc¢do. Use um nome curto que lhe informe a analise que esta fazendo.

iv. O comando “searchreps”, linha 7, define o nimero de réplicas que vocé deverd fazer

em sua analise.

v. Linhas 30 a 34 especificam como os modelos serdo serdao considerados pelo GARLI. Neste
arquivo de configuracdo, GARLI ird considerar um tinico modelo para a particdo com uma

Unica taxa para o modelo.

vi. Linhas 36 a 44, especifica o modelo de substituicdo a ser utlizado; nesse caso o modelo
JC69 [2]. Os modelos disponiveis em GARLI estdo no arquivo garli_models.txt no
diretério deste tutorial. O modelo deve ser selecionado anteriormente, veja secdo 12.4.4 do
Tutorial 12.

13.1.1 GARLI: SINGLE MODEL

Iremos iniciar nossas andlises em GARLI considerando um tnico modelo para os dados,
independentemente se eles contém uma ou mais particdes. Uma vez editado o arquivo de

configuracdo do GARLI, para iniciar a analise execute:

alan@turing:~$ garli garli.conf

Por default, o GARLI espera encontrar no diretério de execucdo um arquivo chamado

“garli.conf”. Se esse arguivo existe, basta executar:

alan@turing:~$ garli

No entanto, exceto em execucdes paralelas, ou seja, utilizando computadores de auto desempenho
ou multi-processados, é recomendavel atribuir nomes distintos para os arquivos de configuracao.
No diretdrio deste tutorial por exemplo, hd o arquivo garli_single.conf. A execucdo deste

arquivo seria:

alan@turing:~$ garli garli_single.conf

Execute a linha de comando acima.
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A execucdo desta andlise gera os seguintes arquivos de saida:

—-rw—-rw—-r— 1 alan alan 4357 Jun
-rw-rw-r— 1 alan alan 766 Jun
-rw-rw-r— 1 alan alan 325906 Jun
-rw-rw—-r— 1 alan alan 108822 Jun

O conteudo destes arquivos sao 0s seguintes:

o o o1 U

15:
15:
15:
:36 partl.

15

36 partl.
36 partl.
36 partl.
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best.all.tre
best.tre
1log00.log

screen.log

1. partl.best.all.tre: Contém as topologias 6timas encontradas em cada uma das

réplicas executadas.

2. partl.best.tre: Contém as melhores topologias encontradas na réplica que resultou na

melhor topologia.

3. partl.1og00.log: Contém o log da execucdo.

4. partl.screen.log: Contém o sdt.err do GARLI, ou seja, as informag¢des de saida

que o programa escreve durante a andlise.

Este ultimo arquivo possui algumas informagdes que devemos chamar sua atengdo. Se vocé

executar a linha de comando:

alan@turing:~$ head —-n 50 partl.screen.log

Vocé devera obter:

#EEH A H AR AR A A R A
PARTITIONING OF DATA AND MODELS
GARLI data subset 1
CHARACTERS block #1 ("Untitled DATA Block 1")
Data read as Nucleotide data,
modeled as Nucleotide data
Summary of data:
10 sequences.
62 constant characters.
48 parsimony-informative characters.
10 uninformative variable characters.

120 total characters.

61 unique patterns in compressed data matrix.

Pattern processing required < 1 second

FHEAFH AR A AR AR R R R

Os dados acima sumariam as informag¢des de sua matriz de caracteres. Observe que dos 120

caracteres presentes em sua matriz, apenas 61 deles foram condiderados durante a andlise. Se

voce executar a seguinte linha de comando:
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alan@turing:~$ tail -n 50 partl.screen.log

Vocé devera obter:

Completed 10 replicate search(es) (of 10).

NOTE: Unless the following output indicates that

same topology,

Results:

Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate
Replicate

Parameter

-685.0223
-689.6789
-689.6789
-686.7873
-684.7616

-689.6789
-684.7039
-685.0222

0

1
2
3
4
5
6 : —684.7616
7
8
9
1

-689.6789

(best)

(same topology

(same topology
(same topology
(same topology

(same topology
(same topology

estimates across search replicates:

r (AG)
46.32
8.028
8.032
12.68
30.39
30.41
8.036
35.09
46.43
8.015

Treelengths:

TL

rep 1l: 482.826

rep 2: 8.

rep 3: 8.

665

673

rep 4: 32.616

rep 5: 544.587

rep 6: 544.992

rep 7: 8.

669

rep 8: 707.949

rep 9: 483.584

replO: 8.

662

r (AT)

e e e e e e

r (CG)
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

r (CT) r(
46.32
8.028
8.032
12.68
30.39
30.41
8.036
35.09
46.43
8.015

ot

R e = T = T = T = N = S S S e}

you should assume that they found

as

as

as

as

as

as

search replicates found the

different topologies.

2)

4)
4)
2)

1)
2)

pi(A) pi(C) pi (G) pi(T)

o O O O O O O o o o

.066 0.039 0.330 0.565
.071 0.040 0.323 0.566
.071 0.040 0.323 0.566
.068 0.040 0.328 0.565
.066  0.039 0.330 0.566
.066  0.039 0.330 0.566
.071  0.040 0.323 0.566
.066  0.039 0.330 0.566
.066 0.039 0.330 0.565
.071 0.040 0.323 0.566

Saving final trees from all search reps to partl.best.all.tre

Saving final tree from best search rep

(#8) to partl.best.tre
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alpha
.175
.159
.159
.292
.076
.076
.159
.073
.175
.159

o O O O O O O O o o

pinv

o O O O O O O o O o

.355
.000
.000
.363
.043
.043
.000
.040
.355
.000
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Estas linhas sumarizam seus resultados apés 10 réplicas, dentre as quais a réplica 8% resultou na
melhor solu¢do com [nL -684.7039. Este arquivo também informa as estimativas dos parametros
em cada uma das réplicas, tais como as taxas das diversas categorias de subistituicao (i.e., r (AC),
r (AG), r (AT) e etc), as frequéncias das bases (i.e., pi (A), pi(C), pi(G) e pi(T)), o
parametro « da distribuicdo gama (I') e a porcentagem dos sitios invaridveis (/). Essa tabela é
resultado dos parametros livres do modelo H K'Y + [ 4 I' adotado na andlise (veja arquivo de

configuragdo).

Exercicio 13.2

Neste exercicio vocé deverd fazer uma andlise sob o critério de verossimilhanca
maxima em GARLI para os arquivos partitionl+partition2alnl.nex,
partitionl+partitionZ2aln?2.nex e partitionl+partitionz2aln2.nex
de acordo com os modelos que vocé selecionou para seus respectivos dados concatenados

no Tutorial 12. Para executar esse exercicio vocé devera:

1. Editar trés os arquivos de configuracdo de GARLI, um para cada arquivo de dados.
2. Executar o GARLI para cada um dos arquivos de configuragao.

3. Sumarizar seus resultados na Tabela 13.1, no qual » € o nimero de caracteres em seu
alinhamento, k é o nimero de pardmetros livres® e 0 AIC, deve ser computado de acordo
com as equagdes 12.21 e 12.22 do Tutorial 12*.

Tabela 13.1: Analise de modelo tnico em GARLI.

Dataset InL n k AIC, Model

partitionl+partition2alnl.nex

partitionl+partition2aln2.nex

partitionl+partition2anl3.nex

13.1.2 GARLI: PARTITION MODEL

O GARLI permite que diferentes modelos sejam aplicados a distintas particdes de dados. Embora
isso seja mais uma das caracteristicas que conferem versatilidade ao programa, considere que nem
sempre — dentro dos critérios de selecio de modelos em estimativas de verossimilhanga méxima

— a adocao de diferentes modelos individuais confere melhores indices a sua andlise. Este tutorial

2 Seus resultados podem nio ser idénticos a este, pois isso depende de aleatorizagdo, mas devem obedecer a mesma légica.

3 Lembre-se que os parAmetros estimados pelo modelo compreende, a topologia, os comprimentos de cada um dos ramos
desta topologia — cujo nimero é dado pela fungdo (2 % ) — 3, no qual ¢ é o nimero de terminais), e os parAmetros livres do
modelo de substituicdo.

40O script calculate_aicc.py pode ser utilizado para obter essa métrica, basta executar script.
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ird explorar a implementacdo dessas andlises de forma superficial. Maiores detalhes sobre esse

tipo de analise podem ser obtidos em GARLI partition model documentation®.

Neste tipo de andlise, o GARLI requer que os dados estejam no formato NEXUS. Isso é
necessdrio, pois estes arquivos deverdo conter um bloco de instrucdo definindo as parti¢des.
Considere por exemplo o arquivo partitionl+partition2alnl.nex. Ele € a junc¢do dos
arquivos partitionl.fas + partition2alnl. fas do Tutorial 12. O primeiro arquivo
possui 120 caracteres, ao passo que o alinhamentdo do segundo resultou em 99 caracteres.
Portando, no arquivo concatenado partitionl+partition2alnl.nex, os caracteres 1 a
120 referem-se a primeira particdo, ao passo que os caracteres 121 a 219 referem-se a segunda
particdo. Sendo este o caso, a primeira etapa de preparacdo para a andlise requer a edicao

do arquivo partitionl+partition2alnl_garli.nex para que contenha as seguintes

linhas:
Arquivo texto 13.1: partition]+partition2aln1_garli.nexlabel
BEGIN SETS;
CHARSET pl = 1-120;
CHARSET p2 = 121-219;
charpartition partitions = sl:pl, s2:p2;
END;

As linhas 1 e 4 s@o usadas para abrir e fechar o bloco que define as parti¢des, respectivamente.
Sao definidos dois conjuntos de caracteres, pl € p2, o primeiro de 1 a 120 e o segundo de 121 a
219, linhas 2 e 3. Na linha 4, definimos os submodels de GARLI, s1 e s2, para as particdes
pl e p2, respectivamente. Note que GARLI usa sequencialmente s1, s2, s3 e etc para definir
os submodels. No entanto, no arquivo de configuracdo, a sequéncia de modelos inicia-se no
0; portanto, [model0], [modell], [model2] e etc. Este arquivo foi editado e renomeado

como partitionl+partition2alnl_garli.nex

Vejamos como ficaria o arquivo de configuragc@o para este arquivo. Considere que, ao selecionar
o modelo para os arquivos partitionl.fas e partition2alnl.fas, o jModelTest
selecionou o modelo de acordo com o AIC,. Os modelos selecionados foram HKY + I + T
e HKY + I, respectivamente. Desta forma, esses modelos foram implementados no arquivo
garli_pl+2alnl.conf — verifique o conteido deste arquivo. Observe que além de
especificar dois modelos, as linhas 34 a 38 deste arquivo foram modificadas para que o programa

considere modelos distintos para cada uma das parti¢des.

Os resultados desta andlise estdo no diretério
do tutorial. A topologia seleciona, com InL -1475.1010, foi recuperada na réplica #4 e estd
escrita no arquivo results_pl+p2alnl.best.tre. Considere que o particionamento dos
modelos confere a essa andlise um novo atributo: seu modelo inclui dois modelos de substitui¢ao
distintos. Para avaliar esse modelo, € necessario calcular o AIC.. considerando esses dois modelos

de substitui¢do. Recorde que o AIC., € calculado pela seguinte equagao:

3 Veja https://molevol.mbl.edu/index.php/Garli_using_partitioned_models
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AIC, = (=21 + 2k) + G2

—k—1)

Nesta equacao, k € o termo que talvez seja menos intuitivo. Como j4 foi definido, o valor de k é a
soma de todos os parametros estimados pelo modelo. Ele inclui, a topologia (1), os comprimentos
dos ramos ((2 x t) — 3, onde ¢ é o niimero de terminais; portando, (2 * 10) — 3 = 17), e o niimero
de parametros livres dos modelos de substituicao (6 + 5 = 11; veja comentarios nos modelos
implementados no arquivo garli_pl+2alnl.conf). Portanto, o valor de k para esta andlise
seria 1 + 17+ 11 = 29.

Calculado o valor de k, o calculo do AIC. é feito da seguinte maneira:

AIC,(pl + 2alnl) = (=2 % —1475.1010 + 2 % 29) + %

AIC.(pl + 2alnl) = (2950.202 + 58) + L2t

192

AIC,(pl 4 2alnl) = 3008 + 8.4583 = 3016.6603

Exercicio 13.3

Neste exercicio vocé deverd fazer uma andlise sob o critério de verossimilhanca
maxima em GARLI para os arquivos partitionl+partition2aln2.nex e
partitionl+partition2aln3.nex assumindo modelos distintos para cada
parti¢cdas de acordo com os modelos que vocé selecionou os conjuntos de dados individuais

no Tutorial 12. Para execurar esse exercicio vocé devera:

1. Editar os arquivos de dados para implementar os blocos de parti¢des.
Editar dois os arquivos de configuragdo de GARLI, um para cada arquivo de dados.
Executar o GARLI para cada um dos arquivos de configuragao.

Sumarizar seus resultados na Tabela 13.2.

N N

Responder as perguntas abaixo:

Tabela 13.2: Andlise de modelo particionado em GARLI.

Dataset InL n k AIC, Model

partitionl+partition2alnl.nex -1475.1010 219 29 3016.6603 HEY + 14

I'VHKY 4T

partitionl+partition2aln2.nex

partitionl+partition2anl3.nex
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1. De acordo com o critério de AIC,, qual anélise vocé selecionaria? Justifique.

2. Seu resultado é dependente do critério de otimalidade? Justifique.

13.2 Verrossimilhanca: homologia dinAmica em POY

Para dados sujeitos a alinhamento®, a implementagio de andlises de homologia dinAmica também
€ possivel. O programa POY permite a implementacdo dessas andlises. A andlise dos dados
moleculares sob verossimilhanca em POY, considerando dados pré-alinhados (homologia estética)
ou ndo (homologia dindmica), pode ser significativamente mais demorada do que anélises sob
o critério de otimalidade de parcimoOnia. Portanto, € necessdrio adotar algumas estratégias que
visem reduzir o tempo computacional sob verossimilhanca. Uma das estratégias mais efetivas —
embora com algumas deficiéncias — € iniciar a andlise com parametros de busca menos complexos,
adotando até mesmo parcimdnia como critério de otimalidade inicial, e coletar topologias que
seriam refinadas sob o critério de verossimilhanga no qual se adota procedimentos mais complexos
de computo até que se atinja o nivel de agressividade de busca heuristica desejado. Veja abaixo
alguns componentes — ou procedimentos — que podem ser manipulados durante sua andlise dentro

do contexto exposto acima:

i. Topologias candidatas sob o critério de parcimonia:

Esta etapa da anélise comec¢a com a constru¢do e busca inicial (de complexidade arbitréria)
sob parcimdnia antes de adotar o critério de verossimilhanga na escolha de modelos e
diagnose de topologias. Este procedimento economiza tempo, evitando RAS e refinamento
(i.e., TBR, SPR, tree-fusing, entre outros) sob o critério de verossimilhan¢a — o que demanda
enorme quantidade de célculo. Um problema potencial desta estratégia heuristica é que uma
ou mais topologia considerada 6tima sob o critério de parcimonia pode estar longe no espago
de drvores de uma topologia considerada 6tima sob o critério de verossimilhanca. Por esse
motivo, € recomendavel que sejam adotadas estratégias de refinamento (via algoritmos de
rearranjo — e.g., TBR — ou até mesmo algoritmos genéticos — e.g., tree-fusing) apos a adogao

do critério de verossimilhanca.

ii. Estimativa aproximada (grosseira) de parametros:

A granularidade da estimativa dos pardmetros do modelo pode ser manipulada durante a

andlise. Por exemplo, durante os rearranjos sob o critério de verossimilhanga, todos os

5Texto baseado na documentacdo de POY [3]
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comprimentos de ramos (independentemente da distancia entre a quebra e a reconexao)
sdo re-otimizados, o mesmo ocorrendo para os pardmetros do modelo a cada rearranjo. O
tempo de execu¢do pode ser minimizado executando a otimiza¢do do modelo somente se
o custo de um rearranjo estd dentro de um ndmero limite em comparacdo ao melhor custo
encontrado até o momento, ou pela otimizacdo do comprimento de ramos em determinadas
condicdes — distancia da quebra e da reconexdo em cada rearranjo. Esta estratégia é adotada,
por exemplo, pelo programa RAXML - Randomized Axelerated Maximum Likelihood [4]
que inicia as buscas heuristicas adotando o modelo GTRCAT 7 e durante o processo de
refinamento adota 0 modelo GTRGAMMA que otimiza mais agressivamente os parametros

do modelo.

iii. Granularidade na precisao de calculos (Floating point granularity):

A precisdo das casas decimais pode ser diminuida durante os calculos para limitar o tempo
gasto em otimizar os valores dos parametros durante os rearranjos ou até mesmo durante
a transformacgdo dos caracteres em verossimilhanca. A escolha da granularidade atua —
limitando — na precisdo dos cdlculos e no nimero de itera¢des realizadas durante o processo
de estimativa de parametros. Um problema potencial desta estratégia heuristica é que a
reducdo da precisao (coarse granularity) pode afetar negativamente as andlises para as quais
vérias topologias e/ou comprimentos ramos sao muito similares, ou até igualmente 6timos
existam. Adicionalmente, os indices de verossimilhanca — ou likelihood scores — sob baixa
precis@o nao sdo compardveis com aqueles obtidos em outros programas que adotam o
mesmo critério de otimalidade. Neste caso, a otimizacdo completa deve ser realizada na

topologia final.

iv. Cronograma de Otimizacao:

Essa estratégia manipula a etapa na qual é aplicado maior rigor na otimizacdo dos
parametros do modelo. Por exemplo, sob o rearranjo tradicional sob o critério de
verossimilhanga, todos os comprimentos de ramo (independentemente da distancia entre
quebra e reconexao) e os parametros do modelo sdo recalculados para cada topologia.
Pode-se diminuir o tempo computacional especificando quando tal rigor deve ser aplicado;
otimizando os parametros do modelo somente se o custo de um rearranjo estd dentro de um
limite pré-especificado de acordo com a topologia 6tima obtida até entdo, ou otimizando
os comprimentos dos ramos dentro de uma distincia especifica entre quebra e reconexdao
para cada rearranjo. O problema potencial com esta estratégia heuristica € definir a priori
quando este rigor deve ser aplicado e € bem provavel que estas propriedades sdo altamente

dependente dos dados em maos.

v. Estratégias de rearranjo:

O niimero de topologias visitadas durante a etapa de refinamento por algoritmos de rearranjo

(que variam entre NNI e TBR) pode ser restringido nos estdgios iniciais de busca. Esta

"Esse é um algoritmo de aproximagdo, veja http://sco.h-its.org/exelixis/resource/download/
NewManual.pdf
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abordagem minimiza o nimero de cdlculos durante os rearranjos, enquanto que o aumento
da granularidade restringe o tempo gasto em um determinado célculo. Uma vez que
topologias foram selecionadas e supostamente estejam perto da solucdo Otima, pode-se
proceder com buscas e estimativa de paradmetros mais agressivas. O problema potencial
desta estratégia € similar ao uso de topologias iniciais estimadas pelo critério de parcimonia
e o usudrio pode ficar restrito a um 6timo local limitado pelo espago explorado durante o

refinamento por algoritmos de rearranjo.

Existem outras possibilidades de estratégias heuristicas, incluindo alternancia entre os critérios de
otimalidade em caracteres estaticos (transformacdes alternadas entre critérios de verossimilhanga
e parcimOnia para caracteres estdticos), entre as variacdes de um mesmo critério de otimalidade
(entre MPL e MAL), ou entre premissas para caracteres (entre quatro e cinco estados de carater

para um determinado modelo).

13.2.1 FORMAS DE IMPLEMENTACAO

O POY permite o uso de dois critérios de verossimilhan¢a em inferéncia filogenética. A primeira
delas seria a Maximum Average Likelihood (MAL) na andlise de dados quantitativos com alfabetos
de qualquer tamanho (i.e., sequéncias nucleotidicas, aminodcios, entre outros) para sequéncias
alinhadas®, considerando gaps como dados lacunares (i.e., missing data) ou como um quinto
estado de cardter. A segunda seria a Most Parsimonious Likelihood (MPL) que pode ser aplicada
aos mesmos tipos de dados, além de sequéncias ndo alinhadas (busca heuristica MPL/DO).
Adicionalmente, o POY avalia e permite a aplicagdo de uma série de modelos de substitui¢ao

(14) além de considerar INDELS (i.e., insercoes e delecdes) nesses modelos.

13.2.2 SELECAO DE MODELOS DE VEROSSIMILHANCA EM POY

Como discutido no Tutorial 12, este prodedimento define e seleciona o modelo estocastico
de evolucdo (modelo de substituicdo) que otimiza a fungdo de verossimilhanca. PQOY, como
na maioria dos programas que implementa esse critério de otimalidade, aplica um modelo
homogéneo que estima as taxas de substitui¢do utilizando uma tnica matriz de probabilidades ao
longo de toda topologia. A adocao do critério de verosimilhanga requer a adocdo de um modelo
de substituicdo de caracteres. Toda andlise de verossimilhanga requer justificativa para a adogao
de modelos. Estas justificativas residem na aplicagdo de critérios (e.g., LRT, AIC, AlICc, BIC,
entre outros) que visam avaliar a relagc@o entre nivel de parametrizagao do modelo e a otimizagao
da fun¢do de verossimilhancga [veja breve discussdo e referéncias em 5; Tutorial 12].

Os modelos de substituicdo disponiveis em POY incluem JC69/Neyman, F81, K2P/K80, F84,
HKY85, TNO93, e GTR, todos sob os quais pode-se ainda implementar categorias de taxa

heterogé€neas de substitui¢do com a distribuicdo Gama (I') (Figura 13.1). POY nao considera a

8MAL pode ser aplicado em sequéncias no alinhadas, porém requer que os caracteres sejam transformados inicialmente em
caracteres estdticos, veja abaixo. O célculo de MAL sob homologia dindmica seria computacionalmente impraticavel (Wheeler,
pers. comm.).
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proporc¢do de sitios ivaridvels (/) como um parametro do modelo, uma vez que ele tecnicamente
estaria contemplado na distribuicdo Gama (I'). A selecdo de modelos pode feita de forma

automatizada, cabendo ao usudrio a escolha de um critério dentre os trés disponiveis em POY:

AIC, AICc and BIC [para a defini¢dao de BIC, veja 5].

A B GTR

#number of free parameters: 8
ratematrix = (a b c d e f)

statefrequencies = estimate
| [ PE—— | statefrequencios =

numratecats = 1
invariantsites = none

| C < T | TNO3

#number of free parameters: 5
. ratematrix = (a b a a ¢ a)
ratematrix = A-C, A-G, A-T, C-G, C-T e G-T statefrequencies = estimate

ratematrix = (a b c d e f) / \
HKY F84

# b of free ers: 4
ratematrix = (a b*k a a b¥k a)
statefrequencies = estimate

k = proportional to base frequencies

#number of free parameters: 4
ratematrix = (a b a a b a) > o
statefrequencies = estimate

F81

#number of free parameters: 3
ratematrix = (a a a a a a)
statefrequencies = estimate

#number of free parameters: 1

ratematrix = (a b a a b a)
statefrequencies = equal

AN

JC69

#number of free parameters: 0
ratematrix = (a a a a a a)
statefrequencies = equal

Figura 13.1: Modelos de substituicdo avaliados em POY. A. Seis substitui¢des possiveis para nucleotideos.
Tranformagdes pontinhadas referem-se a transicdes, demais transformagdes sdo transversdes.  Estas seis
transformacdes define os elementos das matrizes de substituicdes (ratematrix em Garli), cujas transformagdes
em vermelho representam transi¢des. A representacdo tradicional dessas transformacdes sdo expressas pelas letras
a—f. B. Relagdo hierarquica dos modelos de substitui¢cao avaliados em POY. Para cada modelo € informado o nimero
de parametros livres (i.e., aqueles que sdo estimados durante a otimizacao da funcao de verossimilhanga). Considere
que para cada um desses modelos, POY considera taxas heterogéneas de substitui¢cdo de acordo com 0 a 8 categorias

da distribuicdo Gama {@0).°
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Arquivo texto 13.2: model_test_partl.poy.

(*MAL Analysis: Partitions and Model Selection )

read (prealigned :(" partitionl .fas",tem:(1,1)))

build (100)

swap ()

select(best:1)

transform (likelihood :(aicc:" partl_AICc.txt",rates :gamma:(4), priors: estimate ,mal))
swap ()

report ("partl_LK.tre",trees :(branches),"partl _LK_lkm. txt", lkmodel)

exit ()

A forma de implementacao da selecdo de modelos em POY € relativamente simples. Considere,
por exemplo o script 13.2. Na linha 1, o script 1€ os dados do arquivo partitionl.fas e
atribui peso 1 para todas as transformacdes. Posteriormente, linha 2 e 3, ele faz 100 RAS+TBR,
cuja a melhor topologia € selecionada na linha 5. Observem que as buscas e selecdo foram
feitas aqui sob o critério de parcimonia. A linha 6 transforma o critério de otimalidade para
verossimilhanca, mais precisamente Maxinum Average Likelihood (veja abaixo), e inicia o teste
de modelos adotando AIC'. como critério de sele¢do. O modelo de verossimilhanca considera 4
categorias de taxas de substitui¢des, distribuicdo Gamma (I"), e os pardmetros livres dos modelos
deverio ser estimados durante a analise. Posteriormente, o POY adota o melhor modelo sob esse
critério de otimalidade e faz uma busca por swap cujos resultados, topologias e modelo, sdo
impressos em seus respectivos arquivos de saida. Observe que esse script executa a selecdo de

modelo e faz buscas — embora muito heuristica — em uma dnica analise.

A execucao do model_test_partl.poy resulta em 3
arquivos. O arquivo part1_AICc.txt contém uma tabela comparativa dos modelos analisados
cujo resultado € apresentado na Tabela 13.3. O arquivo part1_LK_lkm.txt detalha o modelo
de substitui¢cdo resultado da busca. Finalmente, o arquivo partl_LK.tre contém a topologia

com seus respectivos comprimentos de ramos resultado da anélise.

Arquivo texto 13.3: model_test_part2almi.poy.

(*ML Analysis: Partitions and Model Selection )
read (" partition2al . fas")

transform (tcm:(1,1))

search (max_time:0:0:02)

select(best:1)

transform (static_approx)

transform (likelihood :(aicc:"part2almi_AICc.txt",rates:gamma:(4), priors:estimate, gap:missing, mal))

swap ()
report ("part2almi_LK.tre",trees :(branches),"part2almi_LK_lkm. txt",lkmodel)

exit ()

No exemplo anterior, os dados iniciais encontravam-se pré-alinhados. O script 13.3 executa
as mesmas andlise do script anterior para dados ndo alinhados. Se compararmos os dois
scripts notaremos que o segundo (script 13.3) 1€ e transforma os dados iniciais de forma
diferente (linhas 2 e 3). Posteriormente, na linha 4, ele faz uma busca pelo comando search
por dois minutos e seleciona uma 4rvore Otima, linha 5. Na linha 7, os caracteres que
até entdo eram tratados como homologia dinadnica sdo transformados em caracteres estaticos

(transform(static_approx) ) — essa transformacdo € necessaria pois o POY s6 faz MAL

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 227


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Marques, F.P.L.

Instituto de Biociéncias “USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

sob homologia estitica. Em seguida, POY inicia a selecdo de modelos como no script anterior,
mas considerando gaps como dados lacunares (gap : missing)—damesma forma que o GARLI.
O POY permite trés tratamentos diferentes para INDELSs. Eles podem ser tratados como “missing
data” e como tal ndo influenciam o célculo de verossimilhanga; podem ser tratados como
caracteres (gap:character), neste caso insercdes e delecoes de A, C, G e T sdo tratadas
individualmente como diferentes eventos e estimados independentemente; e finalmente, eles
podem ser tratados de maneira conjugada (gap : coupled), e neste caso INDELs como um todo

sdo tratados como um unico parametro.

Tabela 13.3: Exemplo de arquivo de saida de POY para a selecdo de modelos utilizando AIC. mostrando
os valores de verosimilhanca para cada modelo avaliado. Colunas representam, modelo avaliado, log negativo
da verossimilhanga (—L), nimero de parametros estimados — inclui parametros livres do modelo + nimero de
comprimentos de ramos (= 2t — 3, onde ¢ é o nimero de terminais) + topologia — (K), ndmero de caracteres (n),
valores de AIC,, diferenga entre valores de AIC, (A), pesos de Akaike (w) e peso acumulado de Akaike (Cum(w)).
Neste exemplo, 0 modelo HKY+I" possui o maior valor tedrico de informacao e seria o modelo selecionado.

Modelo —InL K n AlC, A AIC, w Cum(w)
HKY+I"  699.988278259 22 120  1454.40954621 0. 0.83608261736 0.83608261736
F84+I" 70173534071 22 120 1457.90367111  3.49412490153  0.145716795637 0981799412997
TNO3+I" 702530154326 23 120  1462.56030865  8.15076244343  0.0142014803771 0996000893374
F81+I" 707.445080336 21 120 14663187321  11.9091858917  0.00216871426416  0.998169607638
GTR+I"  699.780583091 26 120  1466.65794038  12.2483941669  0.00183039236205 1.

F81 803.540920474 20 120  1655.56668943  201.157143224  1.74393601054e-44 1.

F84 812.286360077 21 120  1676.00129158  221.591745375  6.37108014702¢-49 1.

K81+I" 836480712188 19 120 1718.56142438  264.151878168  3.65088083617e-58 1.

JCO9+I" 842281419936 18 120 1727.3351171  272.925570891  4.54165865543e-60 1.

TN93 870744628139 22 120 179592224597 341512699759  5.80374993199e-75 1.

HKY 87531326933 21 120  1802.05511009  347.64556388  2.70379754075¢-76 1.

GTR 903.181048846 25 120  1870.19188493  415.782338718  4.32774342593e-91 1.

K81 944.292608696 18 120 1931.35749462  476.947948412  2.26109140474e-104 1.

JC69 955127444482 17 120  1950.25488806  495.845342756  1.78156255514e-108 1.

228

Exercicio 13.4

Neste exercicio vocé deverd fazer uma anélise sob o critério de verossimilhanca médxima
em POY para o arquivo partition2alnl.fas que vocé gerou no Tutorial 12
implementando os trés tratamentos de gaps possiveis no programa. Para executar esse

exercicio vocé devera:
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Tabela 13.4: Anélise de modelo em POY assumindo diferentes modelos para INDELs. Valores de k podem
ser obtidos na Figura 13.1.

Script InL n k AlIC, Model

model_test_part2alch.poy

model_test_part2alco.poy

model_test_part2almi.poy

1. Executar 0s scripts model_test_part2alch.poy,

model_test_part2alco.poyemodel_test_part2almi.poy.
2. Sumarizar seus resultados na Tabela 13.4.

3. Resposder as pertuntas abaixo:

1. De acordo com o critério de AIC,, o tratamento de gaps influencia os indices de

verossimilhanca? Justifique.

2. Os direrentes tratamentos de gaps geram topologias distintas? Justifique.

3. Qual desses resultados serd comparavel com a andlise que vocé fez utilizando o GARLI?

Como elas se comparam?

13.2.3 MAL: Maximum Average Likelihood EM POY

Este componente do tutorial apresenta a andlise de caracteres estdticos pelo critério de
verossimilhanca média méxima (MAL) e explora algumas estratégias que podem ser usadas
para otimizar tempo de execucdo em POY. Esta andlise € similar em intensidade as buscas
feitas pelo programa PhyML [6]. Andlises totalmente executadas sob este critério, como por
exemplo em PAUP* [7] no qual as buscas (RAS+SWAP) sdo calculadas por verossimilhanga,
podem ser computacionalmente muito intensas. Desta forma, o exemplo abaixo, script 13.4,
ilustra elementos de busca sob outro critério, parcimonia, na etapa de constru¢do das topologias e

posterior refinamento sob verossimilhanga.
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Arquivo texto 13.4: mal_part1+2al.poy.

read (prealigned :(" partitionl .fas",tem:(1,1)))

read (" partition2al . fas")

transform (names: (" partition2al .fas"),(tecm:(1,1)))

set(root:"Taxonl")

search (max_time:00:00:01)

select ()

transform (static_approx)

set(opt:coarse)

transform (likelihood :(tn93 ,rates :gamma:(4), priors :estimate ,gap:coupled ,mal))
swap(all:5,spr,optimize :(model:never ,branch:never))

fuse (optimize :(model:never ,branch:join_region))

select(best:1)

set(opt:exhaustive)

report ("mal_pl+2al.tre",trees :(branches),"mal_lkm_pl+2al.txt",lkmodel)
exit ()

No script 13.4, as trés primeiras linhas tem a fungdo de ler o arquivo pré-alinhado
partitionl.fas — pré-alinhado — e o arquivo partitionl.fas — ndo-alinhado —
atribuindo custos iguais as transformacdes. Posteriormente, o script implementa uma busca pelo
comando search por um minuto e seleciona a(s) melhor(es) e inica(s) topologia(s) desta andlise
de parciménia (veja 13.2iiii). Apds a selecdo, os caracteres dindmicos sdo transformados em
caracteres estaticos (linha 7). Na linha 8 deste script é implementada a redugdo de precisao
das casas decimais (i.e., floating points) durante as otimizacdes visando aumentar eficiéncia
computacional (veja 13.2 iiiiii). Subsequentemente, linha 9, é implementado o critério de
verossimilhan¢a por MAL (likelihood(...,mal) sob o modelo de substituicio tn93!°
considerando 4 categorias de taxas de substitui¢do da distribuicdo Gama (rates:gamma: (4))
na qual a frequéncia das bases serd estimada diretamente dos dados (priors:estimate)e os
gaps serdao considerados como quinto estado de cardter (gap:coupled) e tratados como um
unico parametro. Nas linhas 10 e 11 deste script, as estratégias de refinamento sdo implementadas
sob a(s) topologia(s) coleta(s) durante a andlise de parcimodnia (veja 13.2iiiv). No entanto,
observem que durante o swap tanto os parametros de modelo quando os comprimentos de ramos
ndo serdo otimizados (optimize: (model:never,branch:never); veja 13.2iiiiv) e a
estratégia de swap (all:5, spr,) € pouco agressiva (SPR — no qual rearranjo s6 ocorrerd
dentro dos 5 ramos do ponto de quebra — ao invés de TBR que visitaria um maior nimero de
topologias; veja 13.2iiiv). A etapa de tree fusing aumenta o rigor da otimizagdo ao recalcular o
comprimento de no maximo cinco ramos (branch: join_region, veja 13.2iiiiv). Apds estas
etapas de refinamento, uma unica topologia 6tima € selecionada, linha 12 (select (best:1)),
Neste momento POY re-otimiza os parametro de verossimilhanca. Finalmente, POY retorna
a topologia encontrada com comprimentos de ramos ("mal.tre", trees: (branches)),
o modelo de verossimilhanga usado ("mal_lkm.txt",lkmodel) e termina a execucdo
(exit ()).

10

230

esse modelo foi selecionado anteriormente em POY
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Exercicio 13.5

Neste exercicio vocé deverd fazer uma andlise sob o critério de verossimilhanca maxima em
POY concatenando os dados do arquivos partitionl. fas com os trés alinhamentos
feitos no Tutorial 12 para as sequéncias no arquivo partition2. fas utilizando o script
13.4 e as modificacdes do mesmo. Os resultados destas andlises deverdo ser compilados na
Tabela 13.5 — na qual vocé encontra os modelos que deverdo ser assumidos os quais foram

selecionados anteriormente. Apds a andlise, responda as seguintes perguntas:

Tabela 13.5: Andlise sob Maximum Average Likelihood considerando diferentes alinhamentos.

Data InL n k AIC, Model
partitionl+partition2alnl.nex TN93
partitionl+partition2aln2.nex TN93
partitionl+partition2aln3.nex TN93

1. De acordo com o critério de AIC,, Qual andlise vocé selecionaria? Justifique.

Exercicio 13.6

Os resultados do Exercicio 5 ndo podem ser comparados com os resultados que vocé obteve
analisando os mesmo dados em GARLI. Neste exercicio, vocé deverd modificar os arquivos
do exercicio anterior para que esses resultados possam ser comparados. Apds a andlise,

compile seus dados na Tabela 13.6, responda a seguinte pergunta:

Tabela 13.6: Comparacdo das andlises de Maximum Average Likelihood em POY e GARLL

Data InL n k AlIC, Model
partitionl+partition2alnl.nex F84
partitionl+partition2aln2.nex F84
partitionl+partition2aln3.nex F84

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 23 1


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Mal‘ques, FPL Instituto de Biociéncias —USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicagdes

232

O 00 N O AW N =

—_
—_

1. Vocé poderia justificar a ado¢do de um desses programas em um estudo filogenético.

Justifique.

13.2.4 MPL: Maximum Parsimonious Likelihood EM POY

Como foi apresentado anteriormente, ha diferentes sabores de verossimilhanga. Este componente
do tutorial apresenta a andlise de caracteres dindmicos pelo critério de verossimilhanga maxima
por parcimdnia (MPL ou MPL/DO). Neste tipo de andlise, alinhamento e busca de topologias sdao
computados e examinados simultaneamente. Este processo € muito recente e pouco explorado.
Tudo indica que dentro deste contexto, dado a complexidade do universo de solucdes possiveis,
andlises heuristicas sdo insuficientes para obter resultados minimamente préximos da solugcdo
otima. Desta forma, é possivel que exceto em casos de banco de dados muito simples, andlises
dindmicas sob MPL irdo demandar recursos computacionais, incluindo paralelizacdo de processos

(i.e., clusters), além do que temos disponiveis para o dia a dia de nossas atividades.

Considere o script abaixo:

Arquivo texto 13.5: mpl_partl+2al.poy.

read (prealigned : (" partitionl .fas",tem:(1,1)))

read (" partition2al . fas")

transform (names: (" partition2al . fas"),(tecm:(1,1)))

set(root:"Taxonl")

search (max_time:00:00:01)

select ()

set(opt:coarse)

transform (likelihood :(f81 ,rates :gamma:(4), priors:estimate ,gap:coupled ,mpl))
swap(all:5,spr,optimize : ( model:never ,branch:never))

fuse (optimize :(model:never ,branch:join_region))

select(best:1)

set(opt:exhaustive)

report ("mpl_pl+2al.tre",trees :(branches),"mpl_lkm_pl+2al.txt",lkmodel ,"mpl_pl+2al_ia.fas", fasta)
exit ()

Este script apresenta a mesma estratégia do script 13.4 com algumas diferencas. Primeiro que nao
€ necessdria a transformagdo dos caracteres em homologia estética antes de submeter ao critério

de verossimilhanga. A transformacgdo no entanto, define que o cdlculo deve ser baseado em MPL.

O comando report inclui como arquivo de saida o alinhamento implicito da andlise.

Neste exercicio vocé deverd executar o script mpl_partl+2al.poy. Apds a execugdo,

examine os arquivos de saida e responda as seguintes perguntas:
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i. As topologias encontradas por MPL e MAL sdo as mesmas para esses dados? Comente.

ii. ha como comparar estas duas formas de Verossimilhanga?

13.3 Consideracoes finais sobre analises de verossimilhanca e homologia dinamica

H4 duas coisas a considerar ao optar pela andlise de dados reais sob critérios de verossimilhanga. A
primeira delas é que o uso de homologia dindmica em andlises de verossimilhanca é relativamente
recente € pouco sabemos sobre o comportamento dessas andlises. A segunda delas é a
extrema complexidade computacional destes algoritmos tornando impeditivo sua aplicacdo em
computadores convencionais em dados reais. Mesmo nos casos apresentados aqui, hd muito
espaco para melhorar a agressividade das andlises. A leitura do manual do programa aponta alguns
caminhos. Desta forma, este tutorial explorou de forma muito breve as estratégias de busca sob
o critério de verossimilhanga e algumas das estratégias heuristicas que podem ser implementadas
com o intuito explorar melhor o espago de solugdes possiveis de andlises sob estes critérios. Aos
interessados em aplicar o critério de verossimilhanca em seus dados, eu recomendaria a leitura
atenda da documentacdo de POY. Nele vocé encontrard alguns conceitos que foram omitidos
neste tutorial — visando simplicidade — e outras estratégias e ferramentas associadas a este tipo

de analise.

Outro componente que ndo foi abordado neste tutorial € a inclusdo de dados morfologicos em
andlises filogenéticas sob critérios de verossimilhanca. A documentacdo de POY possui um
tutorial para este fim e o aluno interessado em conhecer um pouco mais sobre este tema deve

consultar esse material.

13.4 Referéncias

1. Zwickl, D. J. Genetic algorithm approaches for the phylogenetic analysis of large biological
sequence datasets under the maximum likelihood criterion. Tese de doutorado (The
University of Texas, Austin, 2006).

2. Jukes, T. H. & Cantor, C. R. em Mammalian protein metabolism. ed. Munro, H. N. New
York: Academic Press, 1969.

3. Varon, A.; Lucaroni, N.; Hong, L. & Wheeler, W. C. 2011-2014. POY version 4:
phylogenetic analysis using dynamic homologies, version 5.0. New York, NY: American
Museum of Natural History, 2011-2014.

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 23 3


http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Marques, FPL Instituto de Biociéncias “USP: BIZ0433 - Inferéncia Filogenética: Filosofia, Método e Aplicacdes

234

Stamatakis, A. 2014. RAXML Version 8: A tool for phylogenetic analysis and post-analysis
of large phylogenies. Bioinformatics doi: 10.1093/bioinformatics/btu(33:

Darriba, D. & Posada, D. jModelTest 2.0 v0.1.1. http: //code . google.com/p/
jmodeltest2/. 2015.

Guindon, S et al. 2010. New Algorithms and Methods to Estimate Maximum-Likelihood
Phylogenies: Assessing the Performance of PhyML 3.0. Systematic Biology 56(3): 307-321.

Swofford, D. 2003-2016. PAUP*. Phylogenetic Analysis Using Parsimony (*and Other
Methods, Version 4.0al31). Sunderland, Massachusetts: Sinauer Associates, 2003-2016.

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License


http://code.google.com/p/jmodeltest2/
http://code.google.com/p/jmodeltest2/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

Tutorial 14

Suporte

BIZ0433

- INFERENCIA FILOGENETICA: FILOSOFIA, METODO

APLICACOES.

POR DENIS JACOB MACHADO & FERNANDO P. L. MARQUES

E

Contetido
Objetivo . . . . o v it e e e e e e e e e e e e e e 236
141 Introduc@o . . . . o v v v v i i e e s e e e e e e e e e e e e e 237
142 Bootstrap . . . v ¢ o v v it e e e e e e e e e e e e e e e e 238
14.2.1 Consideragdes eraiS . . . . . . . v v v v v e i e e e e e 238
14.2.2 Bootstrap sob o critério de Parciménia . . . . . . ... ... ... .. 239
14.2.3 Bootstrap sob o critério de Verossimilhanga Maxima . . . . . ... .. 242
14.3 Suporte de Goodman-Bremer . ... ....... ... .. 000 243
14.4 Verossimilhanca diferencial (Likelihood difference) . . . . . . . . . ... .. 246

14.5

Refer@nCias &« « v v v v i v v i e e e e e e e et e et ettt 249




Objetivo

O objetivo deste tutorial € apresentar conceitos tedricos e praticos do célculo de indices de suporte
em inferéncia filogenética. A parte conceitual € brevemente apresentada aqui e o leitor deve
consultar Grant & Kluge [1], e referéncias ali citadas, para uma discussdo mais aprofundada
sobre os aspectos epistemoldgicos associados a cada métrica. O tutorial inicia-se com uma
apresentacdo geral sobre o conceito de suporte. A seguir sdo apresentados 3 métricas, duas
das quais sdo comumente utilizados em andlises filogenéticas. O primeiro deles é o Bootstrap,
o segundo os valores de Goodman—Bremer e, finalmente, a Verossimilhanca diferencial. Os
arquivos associados a este tutorial estdo disponiveis no GitHub. Vocé baixar todos os tutoriais

com o seguinte comando:

svn checkout https://github.com/fplmarques/cladistica/trunk/tutorials/


https://github.com/fplmarques/cladistica/tree/main/tutorials/
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“It is sometimes observed that the measure of support does not have any 'meaning’, by which is usually meant any ’probability
interpretation’. It is indeed true that a statement of support, though derived from probabilities, does not make any assertion about the
probability of a hypothesis being correct. And for a good reason: the method of support has been developed by people who explicitly

deny that any such statement is generally meaningful in the context of a statistical hypothesis.” [2:33]

14.1 Introducao

Como sugere Grant & Kluge [1], a avaliacdo de suporte de clados € um componente importante
de andlises filogenéticas, mesmo que pouca aten¢do tenha sido dada as bases conceituais dos
métodos geralmente empregados para medi-lo. Adicionalmente, o préprio conceito de “suporte”
difere entre cientistas, em geral, e filogeneticistas em particular.

Em estudos filogenéticos, hd uma série de métricas utilizadas para inferir indices de suporte de
clados. Dentro destes indices, hd aqueles considerados métricas de suporte indireto, dentro dos
quais encontramos Boostrap e Jackknife — entre outros, e métricas de suporte direto, tais como
Goodman-Bremer e Verossimilhanga diferencial — entre outros. Este tutorial ird apenas abordar
a implementacdo de algumas destas métricas. Para uma revisdo mais adequada sobre o assunto é
recomenddvel a leitura de Siddall [3], Egan [4], Grant & Kluge [1] e Wheeler [5]; e referéncias
citadas por esses autores.

Existem definicdes explicitas sobre suporte na literatura. No entanto, filogeneticistas parecem
ignord-las. Em seu livro cldssico sobre Verossimilhanca, Edwards [2] considera que indices de
suporte devem aferir o mérito relativo de hipéteses rivais diante dos dados observados. Para este
autor, a nocdo de suporte pode ser concebida por uma interpretacdo operacional perfeitamente
simples da diferenca entre as verossimilhancas entre duas hipéteses com relacdo aos dados. Neste
contexto, essa diferenga expressa, a longo prazo, a frequéncia na qual as hipéteses rivais explicam
os dados observados.

Grant & Kluge [1] oferecem uma proposta de definicio objetiva para suporte em inferéncia
filogenética. Para esses autores, métricas de suporte s6 sdo adequadas quando diretamente
relacionadas com o critério de otimalidade. Para estes autores, conhecimento adquirido (D),

probabilidade (p), hipétese (h) e evidéncia (e) sdao definidos como:

1. O conhecimento adquirido (b) é toda soma de conhecimento que ndo esteja sujeito ao teste

de hipéteses ou falseamento.
2. A probabilidade (p) diz respeito a “frequéncia relativa” de eventos.
3. A hipétese (h) é um cendrio causal ou causativo que estd sujeito a teste e falseamento.

4. Evidéncia (e) s@o os dados obtidos para testar a hipdtese.

Segundo Popper [6], o suporte (S) € a medida da diferenga entre (i) probabilidade da evidéncia
dada a hipdtese e o conhecimento adquirido e (ii) a probabilidade da evidéncia dado o

conhecimento adquirido:

S = p(elh,b) — p(elb) (14.1)
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Desta forma, suporte pode ser visto como uma afirmacdo empirica sobre a forca de hipdteses
(h1, ha, hs...h,) em relagdo ao corpo de evidéncias e dado um certo conhecimento adquirido
b. Sendo que otimalidade (O) é também uma afirmacdo empirica sobre a forca de hipdteses
concorrentes em relacdo ao corpo de evidéncias dado um certo conhecimento adquirido. Seguindo

essa logica, Grant & Kluge [1] concluem que ambos, S e O, devem ser diretamente proporcionais:

S(hle,b) o< O(h|e,b) (14.2)

Observe que otimalidade e suporte ndo sdo sindnimos (veja Tabela 14.1). Desta forma, S é
diretamente proporcional, mas nao igual, a O. Deste modo, para que uma medida de suporte
seja objetiva, ela deve quantificar suporte como uma fun¢@o do poder explanatério. Segundo esta
definicdo de suporte, o indice Goodman-Bremer é uma medida direta do suporte, mas niao os

valores de Bootstrap e Jackkinife.

Tabela 14.1: Suporte vs. Otimalidade

Suporte Otimalidade

Refere-se a forca relativa entre diferentes hipdteses Refere-se a forca absoluta de uma hipétese
E heuristico — facilita a descoberta E cientifico

Geralmente esta relacionado a clados Diz respeito a topologias

14.2 Bootstrap

14.2.1 CONSIDERACOES GERAIS

A propor¢do de Bootstrap € a métrica mais utilizada em estudos filogenéticos, apesar de ter
sido criticado severamente quanto as violacdes de premissas do método [veja 3, 5; e referéncias
citadas] e inconsisténcia epistemoldgica [5]. Este método estatistico foi concebido para melhorar
estimativas de parametros de distribui¢cdes desconhecidas. O método se vale de obter n pseudo-

réplicas da amostra sobre as quais € calculado o parametro de interesse.

Considere o seguinte exemplo executado em R:

> s <— ¢(320.44, 303.98, 264.10, 286.90, 274.59, 332.72, 346.37, 240.83
> mean(s);

[1] 296.2412

> rl <— s sample(s,8,replace=T)

> rl

[1] 303.98 274.59 286.90 274.59 240.83 274.59 303.98 346.37
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> r2 <— sample(s,8,replace=T)
> r2
[1] 320.44 286.90 320.44 264.10 286.90 286.90 240.83 303.98

> r2 <— sample(s,8,replace=T)
> 13 <— sample(s,8,replace=T)
> r4 <— sample(s,8,replace=T)
> r5 <— sample(s,8,replace=T)
> 16 <— sample(s,8,replace=T)
> 17 <— sample(s,8,replace=T)
> r8 <— sample(s,8,replace=T)
> 19 <— sample(s,8,replace=T)
> r10 <— sample(s,8,replace=T)
>R <— c(rl,r2,r3,14,1r5,r6,r7,r8,19,r10)
> mean(R)

[1] 303.2571

Neste exemplo, a varidvel s recebe 8 medidas morfométricas para aqual a média estimada é
296.2412 (linha 2 e 3). O método de bootstrap, se vale do uso de pseudo-réplicas (r1, 72, r3...r10),
cada qual com o mesmo tamanho amostral (8) e considerando reposicdo. Observe, linha 6, que
na pseudo-réplica 1 (r1) a quinta medida de minha amostra, 274.59, foi considerado 3 vezes. Da
mesma forma, na segunda pseudo-réplica, linha 9, foi a medida 286.90 que foi incluida na mesma
propor¢do. Ao final de 10 pseudo-réplicas, ao computar os valores obtidos, a média estimada via
bootstrap € 303.25. Teoricamente, esse valor é uma estimativa mais aproximada da média real
da populagio do qual eu obtive minha amostra. E importante considerar, que o método assume
(i.) que minha amostra foi obtida aleatoriamente, (ii.) que eles sdo independentes e (iii.) que
eles sdo identicamente distribuidos — ou seja, foram obtidos da mesma distribuicao. E interessante

observar que nenhuma dessas premissas pode ser assumida para dados filogenéticos.

14.2.2 BOOTSTRAP SOB O CRITERIO DE PARCIMONIA

Em sistemdtica filogenética, o bootstrap é aplicado da mesma maneira. As pseudo-réplicas sao
matrizes com o mesmo ndmero de caracteres que a matriz original com reposicdo, ou seja,
em uma pseudo-réplica, um ou mais caracteres podem estar representados mais que uma vez —
consequentemente um ou mais caracteres podem estar presente. Para cada pseudo-réplica, faz-se
uma busca e a(s) topologia(s) encontrada(s) é(sdo) retida(s) até que se complete o ciclo de pseudo-
réplicas. Ao final, computa-se o consenso de maioria e a frequéncia de cada clado representa a
propor¢do do clado em bootstrap. Desta forma, o método obedece o seguinte cronograma de

execugoes:

1. Determinar uma arvore 4tima;

2. Re-amostrar os dados (colunas de caracteres) com reposicdo, gerando novas matrizes com o

mesmo numero de colunas que a matriz original;
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3. Determinar uma arvore 6tima para cada nova matriz criada usando o mesmo procedimento

que o empregado em (1);
4. Repetir (2) e (3) k vezes, salvando todas as drvores assim encontradas;

5. Construir uma de consenso de maioria com todos os nds que tenham frequéncia > 0.50
E interessante notar que para um conjunto de n, caracteres sendo que nenhum deles é
homopléstico, o valor de bootstrap (Vp;) para o vértice V' cujo suporte reside em r caracteres
€ dado pela seguinte fungdo:

Ver=1—(1—- z)” (14.3)
n

Exercicio 14.1

No diretério deste tutorial ha seis arquivos bs_example_1x*.tnt (*=a—f) no formato
xread. Adicionalmente, ha um arquivo chamado vbt . r que pode ser editado para calcular
o valor de Vp; da equacdo acima ($ Rscript vbt.r). Verifique o conteiido destes
arquivo e note as diferengas que existem entre as 6 matrizes de dados. Observe também
que o arquivo contém as instrucdes para o calculo dos valores de boostrap em TNT. Vocé
deverd executar esses arquivos em TNT (e.g., $ tnt proc bs_example_la.tnt)e
responder as seguintes perguntas:

1. Quais sdo as principais diferencas que vocé observa nas matrizes apresentadas?

2. Os indices de Bootstrap que vocé obteve correspondem as expectativas tedricas da Equacao
14.3?

3. Vocé acha que os nimeros de caracteres necessdrios para prover suporte aos vértices ¢é

dependente no nimeros de terminais?
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4. Considere as duas matrizes que diferem quanto aos nimeros de terminais mas possuem o
menor nimeros de caracteres sustentando cada clado. Vocé consideraria que seus dados nao

possuem suporte para seus resultados?

Quando proposto inicialmente por Felsenstein [7], os valores de deveriam fornecer intervalos de
confianga para os vértices. De acordo com Felsenstein [7], vértices eram considerados como
estatisticamente significantes quando os valores de Bootstrap eram > 0.95. Esta ideia foi
subsequentemente abandonada, no entanto hd pesquisadores que ainda consideram esse valor
como uma medida de suporte para clados. E interessante notar que a Equacdo 14.3 permite a

seguinte derivacao:

In(1-=Vpy)

r=n—nx*x(e = ) (14.4)

Considere que o nimero minimo de caracteres para resolver um diagrama bindrio € ¢ — 2, onde ¢

€ o numero de terminais. Desta forma, terfamos:

In(1-Vp,)

r=0t—-2)—({t—2)x(e == ) (14.5)

Essa funcdo estima o valor de r, ou seja, nimero de caracteres que sustentam um vértice, para
uma matriz com ¢ terminais e determinado valor de V; — lembrando que assume-se que ndo ha

homoplasias nos dados.

Exercicio 14.2

No diretério deste tutorial hd um script chamado minimum_character.r que produz
um grafico para os valores de r e ¢ de acordo com o valor de V,. Sua execucao € feita com
a seguinte linha de comando: $ Rscript minimum_character.r. Neste exercicio
voceé deverd fazer trés execugdes desse script. Apds cada uma delas vocé deverd renomear o
arquivo de saida Rplots.pdf, caso contrdrio a préxima execugdo apagara o resultado da
anterior. Inicialmente, vocé deverd executar o script. Nas demais execugdes, vocé devera
alterar is valores da varidvel VBt, linha 3, para .99 e .999999. Apés as execugoes, avalie os

gréficos resultantes e responda:

i. Os resultados de sua analise modificam sua impressdo relacionada ao exercicio anterior
sobre a relacdo entre a dependéncia entre niimero de terminais e o nimero de caracteres

necessdrio para dar suporte ao né de acordo com o os valores de bootstrap? Justifique.
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ii. De acordo com suas observagdes e os argumentos levantados por Grant & Kluge [1], vocé

coonsidera essa métrica uma boa medida de suporte?

14.2.3 BOOTSTRAP SOB O CRITERIO DE VEROSSIMILHANCA MAXIMA

O célculo de Bootstrap sob este critério de otimalidade obedece a mesma légica de como ele é
calculado sob o critério de parcimOnia. Inimeras buscas sob este critério sdo executadas para
as pseudo-réplicas cujas topologias obtidas sdo utilizadas ao final para calcular um consenso de

maioria. A frequéncia de cada clado é denominada proporcao de Bootstrap.

Como as andlises de Verossimilhanga foram efetuadas em GARLI [8], iremos utilizar
0 mesmo programa para calcular as propor¢cdes de Bootstrap.  Considere o conteido
do arquivo garli_bootstrap.conf (disponivel no diretério deste tutorial). Este
arquivo € uma modificacdo do arquivo de configuragdo do GARLI garli_single.conf
utilizado no Tutorial 13. O comando datafname foi modificado para receber o arquivo
partitionl+2aln3.nex; o comando ofprefix foi modificado para indicar a andlise
que serd feita; o comando searchreps foi configurado para uma unica busca; e finalmente,
o comando bootstrapreps foi configurado para 100 réplicas. Adicionalmente, o modelo

especificado (I'r N + I + I) foi selecionado anteriormente pelo jModelTest 2 (Tutorial 12).

A execuc¢do de GARLI utilizando o arquivo garli_bootstrap.conf gera trés arquivos. Os
arquivos garli_bs.log00.logegarli_bs.screen.log sdo os registros da execucao.
Oarquivogarli_bs.boot.tre contém as topologias recuperadas para cada uma das pseudo-

réplicas (100) e € este arquivo que € utilizado para calcular as propor¢des de Bootstrap.

A forma mais ficil de calcular estas propor¢cdes € utlizando SumTrees (Phylogenetic Tree
Summarization and Annotation) que € uma ferramenta de DendroPy. No exemplo acima, apds

computada as topologias de Bootstrap, bastaria executar o seguinte comando:

sumtrees.py -d 0 -p -o garli_run.best_bootstrap.tre -t garli_run.best.tre garli_bs.boot.tre

Ha varias formas de computar os valores de Bootstrap usando sumt rees.py e é recomendavel

verificar as opg¢des disponiveis na documenta¢io do programa'!. Na linha de comando

Thttps://pythonhosted.org/DendroPy/programs/sumtrees.html
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acima, a op¢do —d O define o nimero de decimais, —p define que os resultados serdo
expressos em porcentagem, —o € a op¢ao que define o arquivo de saida (output) — neste caso
garli_run.best_bootstrap.tre, -t € a op¢do que define a topologia alvo, ou seja,
aquela cujos clados vocé deseja verificar as frequéncia nas topologias recuperadas durante a
andlise de bootstrap — neste caso garli_run.best.tre?, e finalmente, o arquivo no qual

as topologias de Boostrap estdo, garli_bs.boot.tre.

A etapa final deste processo € observar os valores de Bootstrap no programa FigTree®. Este
programa ja foi utilizado no Tutorial 2 e é utilizado para visualiza¢ao e edicao de topologias. Para

verificar os valores de Bootstrap, basta seguir as seguintes etapas:

1. Abraoarquivo garli_run.best_bootstrap.tre em FigTree.

2. O programa exibird uma janela solicitanto que vocé defina a que se referem os valores das

topologias. Digite “bootstrap” e pressione OK.
3. Enraize a topologia no tdxon “Taxonl”.
4. No canto inferior esquerdo na janela de Figtree, selecione “Branch Lables”.

5. Abra as opg¢des de “Branch Lables” — pressionando o tridngulo a esquerda desta op¢ao — e

29 <6

em “Display”, “selecione bootstrap”.

Exercicio 14.3

Neste exercicio, vocé devera visualizar o arquivo garli_bs.boot.tre em FigTree e

anotar os valores de Bootstrap na Figura 14.1.

14.3 Suporte de Goodman-Bremer

Ao contrario dos valores de Bootstrap, o suporte de Goodman-Bremer (G B) [9, 10] € uma medida
empirica de suporte dado pela evidéncia a um determinado clado. Portanto, é considerado um
valor de suporte direto. O suporte de Goodman-Bremer € a diferenca de comprimento (i.e., custo,
nimero de passos) entre o cladograma mais parcimonioso (L) e o cladograma mais parcimonioso

que ndo apresenta um determinado clado de interesse (L’):

GB=L -1 (14.6)

Em outras palavras, o valor de Goodman-Bremer representa o nimero adicional de passos em
uma topologia sub-6tima necessdrio para colapsar determinado n6. Uma outra maneira de pensar
sobre essa métrica é que o seu valor indica a quantidade relativa de contra-evidéncias necessaria

para que vocé ndo tenha suporte nenhum sobre determinado grupo. Vale considerar que o GB ¢

2Esta topologia foi recuperada durante o Tutorial 12
3 O Tutorial 2 possui um breve video de como o programa funciona.
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Taxon1

Taxon6

| Taxon10
Taxon?7
Taxon2
Taxon9
Taxon8
o Taxon3
Taxon5
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0.4

Figura 14.1: Topologia selecionada sob o critério de Verossimilhanca maxima dos dados em
partitionl+2aln3.nex cominl -1369.5791.

dependente do enraizamento da topologia e que grupos que estariam ausentes no consenso estrito,

e portanto nao sdo suportados pelas evidéncias, apresentam GB = 0.
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|

Numero de Topologias
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|

Numero de Topologias Acumulado
500000
L

10000
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T T T 1 T T T T T T T 1
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Custo Custo Adicional
Figura 14.2: Distribui¢do de topologias de acordo com seu custo (esquerda) e acimulo de topologias de acordo com

nimero de passos adicionais com relag@o a topologia mais curta para os dados do arquivo total_evidence.tnt
(direita).

H4 algumas propriedades sobre esse indice que vocé deve considerar. Estd claro que para
computd-lo é necessdrio avaliar topologias sub-6timas e isso pode ser um problema se vocé

estd diante de um espacgo topoldgico complexo. Considere por exemplo o arquivo de dados
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total_evidence.tnt. Neste arquivo estdo concatenados os dados de partitionl. fas,
partition2.fas e partition3.tnt. A enumeracdo destes dados, que contém 10
terminais — portanto 2.027.025 topologias possiveis, resulta em custos que variam de 362 a 493
(Figura 14.2). Suponha que para determinado nd, o indice de GB seja 120, vocé teria que ter
avaliado praticamente todo o espaco de topologias. Felizmente, para esses dados, o clado com
maior indice de GB € 14. Desta forma, para esses dados o computo desses indices parece ser

trivial — o que certamente ndo € o caso de muitos dados reais.

H4 vérias estratégias adotadas para calcular o indice de BG. Em sua forma mais primitiva, vocé
poderia compilar todas as topologias com n passos de distancia da topologia mais curta que vocé
obteve para seus dados e posteriormente, calcular passo a passo esse indice filtrando as topologias
¢ + n, no qual ¢ é o custo minimo e n € o nimero de passos adicionais, calculando o consenso,
e verificando quais nds sdo colapsados. Fazer isso manualmente € laborioso e demanda tempo

computacional e analitico.

A melhor forma de calcular o indice de GB € utilizando um macro disponivel em TNT chamado
BREMER . RUN. Este macro utiliza buscas com os algoritmos de novas tecnologias para compilar
de tologias sub-6timas, que posteriormente sdo utilizadas para obter os indices. Para executar
esse macro € necessario que vocé€ possua uma topologia na memoria. Caso seus dados resultem
um multiplas topologias, o ideal seria vocé calcular o consenso estrito desta topologia, manté-lo
na memoria e descartar as topologias fundamentais (veja Secdo 6.2 do Tutorial 6) e, finalmente,

executar o macro do TNT.

O POY também permite o cdlculo deste indice utlizando algumas de suas estratégias internas.
Porém isso € feito assumindo homologia estitica dos dados, uma vez que o uso de homologia
dindmica para esse propdsito se mostrou computacionalmente invidvel — além de desnecessario.
Sendo assim, considero mais efetivo submeter o alinhamento implicito das andlises em POY para

o célculo de BG. Considere o exemplo abaixo:

read (" partitionl . fas"," partition2.fas"," partition3.tnt")
set(root:" Taxonl")

search (max_time:0:0:5)

select ()

set(iterative :exact)

swap (tbr)

fuse ()

select(best:1)

transform (all, (static_approx))

report ("total_evidence.tnt", phastwinclad)
exit ()
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Neste script (denominado poy_run.poy e disponivel no diretério deste tutorial), os dados
sdo lidos e analisados utilizando os algoritmos de busca do comando search por 5 minutos, a
melhor topologia e selecionada e rediagnosticada via Interative Pass com refinamento, uma unica
topologia mais curta € selecionada, todos os dados sao transformados em homologia estética e
impresso no arquivo total_evidence.tnt em formato TNT. Essa lgica analitica € uma boa
estratégia para dados sujeitos a homologia dindmica para os quais vocé deseja calcular indices
que dependam de homologia estdtica — e consequentemente valores de Bootstrap (caso vocé ainda
considere esse dltimo 1til para alguma coisa). Para obter os valores de BG para esse arquivo, entao,
basta: (i.) analisd-lo em TNT e obter uma topologia e (ii.) executar o macro com o comando run
BREMER.RUN.

Exercicio 14.4

Neste exercicio vocé deverd obter os indices de bootstrap e GB para o arquivo
total_evidence.tnt. Use o espaco abaixo para desenhar a topologia e anotar os

indices obtidos e, posteriormente, responda as seguintes perguntas:

i. Qual é o maior indice de GB que um determinado vértice (n6) pode possuir?

ii. Existe alguma correlacao entre os indices de bootstrap e GB?

14.4 Verossimilhanca diferencial (Likelihood difference)

A Verossimilhanca diferencial é equivalente ao indice de GB dentro do contexto de andlises sob o
critério de Verossimilhanca. Embora pouco empregado [veja referéncias em 1], esse indice possui
todas as propriedades desejaveis de um indice de suporte [1, 2]. O indice é dado pela seguinte

formulacao:
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P(e|h,b) — P(e|h',b) (14.7)
no qual h € a hipétese selecionada e h’' é a hipdtese alternativa. Como GB, este indice estd
diretamente relacionado ao critério de otimalidade, e portando, deve ser considerado um indice
de suporte direto. Dentro do contexto de andlises filogenéticas, a diferenca de Verossimilhanca é
aplicada em relacdo a topologia 6tima e aquela considerada 6tima na auséncia do clado em questao
Atualmente ndo ha programas que possibilitam o computo imediato deste indice. Sua obtengao,

portanto, dependerd de uma série de andlises sequenciais que iremos demonstrar a seguir.

Suponha que seus dados estejam em partitionl+2aln3.nex e que apds selecionar o melhor
modelo para sua andlise, vocé configurou o arquivo garli_single.conf, ambos disponiveis
no diretério deste tutorial. O resultado desta andlise (arquivos garli_run. *. =) resultou em

uma topologia com InL -1369.5791. Figura 14.1 do Exercicio 14.3 é resultado desta anélise.

Para calcular a diferenca de Verossimilhanca para o clado (Taxon8+Taxon3) € necessario obter a
topologia 6tima na qual esse clado nao existe. Isso € feito utilizando o que chamamos de buscas
sob restri¢do reversa (reverse/negative constraint). A primeira etapa seria definir a topologia que

contém esse clado. Para esse caso em particular, seria:

(Taxonl, Taxon2, Taxon4, Taxon5, Taxon6, Taxon7, Taxon9, Taxonl0, (Taxon8, Taxon3) )

Esta topologia deve estar contida em um arquivo texto com um sinal — (negativo), que
indica a0 GARLI que ela deve ser utilizada como restricio reversa. Chamaremos esse
arquivo de contraint_8+3.tre. O préximo passo € editar o arquivo de configuracdo
de GARLI. Para isso, uma cdpia do arquivo garli_single.conf foi feita € denominada
garli_constrain.conf e os comandos ofprefix e constraintfile foram

modificados para o cdlculo (veja contetdo desses arquivos).

O resultado desta andlise gerou uma topologia com [nL -1369.8372, a qual é considerada a
topologia 6tima sob este critério na qual o clado (Taxon8+Taxon3) ndo existe. Para calcular a
Verossimilhancga diferencial para este clado, basta subtrair o [n L da hipdtese sob restricdo reversa

daquela obtida na primeira andlise onde este clado foi recuperado. Assim

LRrgy7r3 = InLeomrsirs — INLgemrsirs (14.8)

Portanto,

LRrs 73 = 0.2581. (14.9)
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Exercicio 14.5

Neste exercicio vocé deverd obter os indices das Razdes de Verossimilhanga para os cinco
clados definidos abaixo, provenientes da Figura 14.1, utilizando as etapas descritas acima.

Anote os valores obtidos na Figura 14.1 e responda:

Clados de interesse:

Taxonl, Taxon2, Taxon4d, Taxon5, Taxon6, Taxon7, Taxonl0, (Taxon9, Taxon8, Taxon3
Taxonl, Taxon2, Taxon4, Taxon6, Taxon7, Taxonl0, (Taxon5, Taxon9, Taxon8, Taxon3

( ))
( ))
(Taxonl, Taxon4, Taxon6b, Taxon7, Taxonl0, (Taxon2, Taxon5,Taxon9, Taxon8, Taxon3))
( ))

Taxonl, Taxon6, Taxon7, Taxonl0, (Taxon4, Taxon2, Taxon5, Taxon9, Taxon8, Taxon3

i. Existe alguma correlacdo observdvel entre os indices de Bootstrap obtidos no Exercicio 14.3

e Verossimilhanca diferencial?
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