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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

219


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

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

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
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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
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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.
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