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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.

Listing 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:

Listing 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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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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