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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
‘ pm——— Taxon8
-- Taxon5

,-- Taxonl3
,-- Taxon2

,—-- Taxon25
————— Taxon3

| ,-- Taxonlé

| S Taxond

| ,-- Taxonll

| - Taxon6é

(| ,-- Taxon7

| -- Taxon2l

,—-- Taxonl8
S TaxonlO
,-- Taxonl2

ym———— Taxon9

| ,-- Taxon24

————— Taxonl7
,-- Taxonl9

--| ,-- Taxon23

T Taxon22

Tree 3:

,-- Taxonl

| ,-- Taxonl4
-1 | ,-- Taxon20

R P Taxonl8
,-- Taxon5
,-- Taxon3
- 1 -- Taxon2

| ,-- Taxon25

y=——== Taxonl3
B ,-- Taxonl5
| “-=] ,-- Taxonlé
| *----- Taxoné
| ,-- Taxonll
|
|
|

.

ym——— Taxond

,-- Taxon?

,-- Taxon2l

~--] ,-- Taxon22

N Taxon8

,-- Taxonl9

| == Taxon9

,-- Taxon24

Taxonl?

,-- Taxonl2

o formato compativel com MAFFT nos arquivos new_guide_treex.mafft.

2 os comandos

software/treeout.html.

140

de linha para obtengdo e controle da darvores-guias
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/treein.html e http://mafft.cbrc.jp/alignment/

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License

,-- Taxon23
S Taxon10

em MAFFT estdo disponiveis


http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/treein.html
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/treeout.html
http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/treeout.html
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/

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

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

Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License 14 1


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

Marques, F.P.L.

142

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

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

144 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

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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