Phylogenetic analysis
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Especiacao vs. Duplicacao génica
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Eventos de duplicacdo génica podem gerar copias
de um gene em um genoma. Estas copias do gene
podem evoluir “independentemente”, dando origem
a genes diferentes (ex., que codificam para
proteinas com funcdes diferentes). Como estas
cOpias do gene surgiram a partir de um unico gene
ancestral, sdo homaologas e, por surgirem por
duplicacdo génica, sdo homologas paralogas.
Eventos de especiaciao geram novas espécies a
partir de uma espécie ancestral. Se genes
paralogos existem no genoma ancestral, serao
herdados pelas novas espécies e 0S mesmos
genes em ambas as especies sdo homologos
ortélogos.
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Como podemos dizer se duas
seguéncias sao homologas?

A homologia frequentemente se manifesta através da
similaridade significante entre as sequéncias de
nucleotidios e proteinas ou através das estruturas
tridimensionais das proteinas

Similaridade Identidade

Extenséo pela qual Extensdo pela qual duas
sequéncias de nucleotideos sequéncias (nucleotideos
ou proteinas séo ou aminoacidos) sao
relacionados (usando um invariaveis

critério de similaridade

arbitrario)

A homologia entre proteinas € mais
facilmente detectada atraves da estrutura
tridimensional, o aspecto de uma molécula
mais proximo da sua funcéo.



Evolucéo do citocromo ¢

A estrutura de proteinas é mais conservada que a sequéncia de aminoacidos

Rosa claro, substituicbes similares de
aminoacidos em relacéo a proteina humana

Branco, substituicbes de aminoacidos em
relagcdo a proteina humana

Registros PDB: 3zcf, 2b4z, 1hrc, 1cyc, lycc

Goodsell, DS. Atomic evidence — seeing the molecular basis of life. Springer, 2016



Como a homologia pode interferir
na filogenia

(a) (b) (c)
genex

Gene duplication: i . e S
: Chimp Chimp ]
m Gorilla Human /! Human
Speciation: N\ Chimp o) &
Gorilla Gorilla

—!genex I—ﬁeneX’J— —|genex }—henexj—

Species A Species B

TRENDS in Geneti ics

Da mesma forma que eventos de duplicacéo
génica e especiacao podem ocorrer ao longo da
evolucao, eventos de perda de genes tambéem
ocorrem. Estes eventos podem tornar a filogenia
de um grupo de organismos, genes ou proteinas
mais complexo, dificultando a identificacao de
genes ortdlogos e paralogos.



NUmero de arvores possiveis

Para 4 taxa ha 3 arvores sem raiz possiveis n° de arvores sem raiz possiveis
C
A (2s—5)!
s—3
2° 7 (s—3)!
n° de arvores com raiz possiveis
B D
A B (2s—3)!
5 arvores diferentes 2572 ( S — 2) /
podem ser criadas para
cada umas das arvores s = n° de taxa
sem raiz (15 no total) ) _
Taxa sem raiz com raiz
C A D C
4 3 15
8 10.395 135.135
10 2.027.025 34.459.425
22 3x10%
50 3x10™

100 2 x 102

Alguns métodos para analise filogenética tentam
identificar qual € a “melhor” arvore, dentre todas
aquelas possiveis para o conjunto em estudo.
Entretanto, se o0 nUmero de organismos, genes ou
proteinas € grande, nao é possivel analisar todas
as arvores. A alternativa € usar critérios que
otimizem a analise do maior niumero de arvores
possiveis. Os algoritmos que fazem isso sao
conhecidos como heuristicos.



Representacao de uma
Arvore Filogenética

(&)

Representacao da arvore no formato NEWICK

((((((raccon,bear),dog),(sea_lion,seal)),weasel),cat),monkey);

Valores para os comprimentos de ramos também podem ser incluidos

((((((raccoon:0.20,bear:0.07):0.01,dog:0.25):0.03,
(sea_lion:0.12,seal:0.12):0.08):0.03,weasel:0.18):0.02,cat:0.47):0.3,monkey:0.8);

O formato newick representa uma arvore
filogenética usando parénteses para aninhar os
grupos. Cada no6 na arvore € bifurcado e os dois
grupos presentes nesta bifurcacao sao unidos por
um parénteses.



Arvore de espécies
vs arvore de genes

Eventos de
especiacao
\
Eventos de Eventos de AN
(A especiagao human ® duplicacé@o génica 4 human 1
A\ hicken 1
chicken Eicken
\ Xenopus 1
Anopis Catostomus 1
Catostomus human 2
chicken 2
Drosophila
- —i human 3
Artenta chicken 3
Hydra Drosophila

Artemia

Artemia

Arvore de espécies

Hydra

Arvore de genes

Arvore de genes para os membros da familia de
proteinas de membrana das bombas de Na‘/K*

Uma arvore filogenética gerada para inferir a
historia evolutiva de um grupo de organismos ira
representar somente eventos de especiacao
partindo de cada no (que representa um organismo
ancestral).

Por outro lado, uma arvore filogenética gerada para
inferir a historia evolutiva de um grupo de
genes/proteinas ira conter tanto nos representando
eventos de especiacao, quanto nos representando
eventos de duplicacao génica.



Transferéncia Horizontal de Genes

HGT — Horizontal Gene Transfer
LGT - Lateral Gene Transfer

1l
|
Plantae
haeo

Euryar.( ota
N-acetylneuraminate hyase

A HTG dificulta a interpretacdo da arvore
filogenética porque, neste caso, a transmissao
entre genes/proteinas nao ocorreu atraves da
descendéncia a partir de um ancestral comum.



A filogenia comeca no alinhamento

@

taxon

[STOTE LT | RPN [ G TR R T T 3 PR | PR e
Fu | Nosema.48928 (FGLFSPEEIRASSVALIR--YPETLENG- -VAKESGLVCAGHFGHIELV
Fu | Aspergillus. (FGLFSPEEIKRM E - -YPETMDE(OR(RARTKGLECPGHFGHIELA
Ap | Plasmodium.3 ELGVLDPEIIKK EIV--NVDIYKDG- -FHREGGLYCPGHFGHIELAI
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Rh | Porphyra.316
Kt | Tbrucei.1621 OF
Kt | Leishmania.7 OF

Gerado pelo algoritmo

- PGHFGFIELA|
-ADOSGEAECPGHFGY
HVRGGIECPGHFGYVELAI

MMEERZRRRZRRAXR®

(b)
taxon el ~Ee...|....48...]....5
Fu | Nosema.40928 (FGLFSPEEIRASS LB- GVPKESGLVCAGHFGHIELV

Fu | Aspergillus. (FGLFSPEE RPRTKGLECPGH L
3 RPRVGGLDCPGHFGHIELA
- -PGFPREGGLYCPGHFGHIELA)
- -lGGRPKLGGLECPGHFGHIELA
An | Homo.7434727 - -GGRPKLGGLECPGHFGHIELA)
An | Drosophila.9 OF - -lEGRPKLGGLECPGHFGHIDLA|
An | Celegans.133 (FGILGPEEI EVYH- -NGKPKLGGLDCPGHFGHLELA!
Pl | Athaliana.4@ (FGILSPDEI /IH- VEHSE - -KGKPKVGGLECPGHFGYLELA
My | Ddiscoideum.
Rh | Porphyra.316
Kt | Tbrucei.1821 (F
Kt | Leishmania.7 OF

Fu | Spombe.54881
Ap | Plasmodium.3
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TRENDS in Genetics
Baldauf SL. TRENDS in Genetics 19(6):345-351, 2003 doi:10.1016/S0168-9525(03)00112-4

Para um conjunto de sequéncias de nucleotideos
ou aminoacidos, podem existir regides mais e
outras menos conservadas. Nas regides menos
conservadas, ha mais substituicdes e
Insercoes/delecOes ente as sequéncias
comparadas, tornando o alinhamento entre as
sequéncias mais dificil e mais sujeito a erros.

E importante sempre avaliar o alinhamento gerado
por um programa e edita-lo ou remover sitios
duvidosos, caso se julgue necessario.



Alinhamento — comparando
sequéncias

sequéncias gap Colunas identidade diferenca
(posicdes ou sitios)

|

Seql AC- TGAGLETAATCGGATTACGAACACCTGT
Seq2 ACCTGACATAATCGGGTTACGAACAACTAT

Um gap representa um deslocamento de uma
sequéncia em relacao a outra, incluido pelo
programa para ajustar as sequéncias no
alinhamento. Indica que houve uma delecao de
base na Seqgl ou entao uma insercao de base na
Seq2, ao longo do tempo de evolucao das duas
sequéncias. Entretanto, nao é possivel determinar
se 0 evento ocorrido foi um delecdo ou uma
Insercao e, neste caso nos referimos como sendo
uma indel.

Cada coluna de bases no alinhamento representa
um sitio contendo bases homodlogas em todas as
sequéncias.



Calculando
similaridade/dissimilaridade

Quao semelhantes (préximas) sdo as sequéncias?
10 20 30

I I I
Seql AC-TGAGCTAATCGGATTACGAACACCTGT

Seq2 ACCTGACATAATCGGGTTACGAACAACTAT

%k *kk hhkkkhhkkhkk khhkkkhkkhkk k% %

Identidade = 25/29 = 86%
Posi¢cdes com gaps ignoradas

Quaéo diferentes (distantes) sdo as sequéncias?
A FILOGENIA USA DISTANCIAS!

10 20 30

I I I
Seql AC-TGAGCTAATCGGATTACGAACACCTGT

Seq2 ACCTGACATAATCGGGTTACGAACAACTAT
* *

* *

Diferencas = 5/29 = 17%
PosicBes com gaps ignoradas

A partir do alinhamento entre sequéncias é
possivel determinar o numero de bases idénticas
(identidade) entre duas sequéncias ou 0 numero
de bases diferentes (distancia ou dissimilaridade)
entre duas sequéncias. As analises filogenéticas,
usam as diferencas entre as sequéncias.



Distancia p

Meio mais simples de estimar a distancia evolutiva

Fracdo das posicdes ndo idénticas em um alinhamento entre duas sequéncias

Posi¢cdes com gaps
sdo ignoradas 10 20 30
I I I
Seql AC-TGAGCTAATCGGATTACGAACACCTGT
Seq2 ACCTGACATAATCGGGTTACGAACAACTAT
* % *

* *

Distanciap =5/29 =0,172

Devido a possibilidade de ocorrer mutagdes sobrepostas, a distancia p quase
sempre subestima o nimero real de mutagées

Correcdes sado necessarias para melhorar a estimativa da distancia evolutiva



Multiplas substituicoes

d. 0 tempo t
—
TGGGACGGGGTC

: Sequéncia Derivada 1
TGGGACGGGGCC 2t
Sequéncia Ancestral

t

TGGGGCGGGGCC
Sequéncia Derivada 2

TGGCACGGGGCC
Sequéncia Derivada 1

b. 0 temp? t

TGGGACGGGGCC
Sequéncia Ancestral

TGGAACGGGGCC
Sequéncia Derivada 2

e-book Bioinformatica
www.ufrgs.br/bicinfo/

Na figura a, a partir da sequéncia ancestral, €
possivel identificar uma Unica mutacao para a
sequéncia derivada 1 e também para a
sequéncia derivada 2 (em posicOes diferentes).
Isso é perceptivel guando comparamos
diretamente as duas sequéncias derivadas em um
alinhamento.

Entretanto, na figura b, duas mutacOes ocorreram
entre a sequéncia ancestral e a sequéncia
derivada 1 e na mesma posi¢cao que na
sequéncia derivada 2, mas qguando comparamos
as duas sequéncias derivadas em um alinhamento,
SO e possivel identificar uma Unica alteracao entre
elas.



Modelos de Substituicao

 Modelos de substituicao ou evolutivos

* Corrigem a distancia p

e Descrevem padrdes de substituicGes de
nucleotideos/aminoacidos que ocorreram ao longo
do processo evolutivo das sequéncias



Modelos de Substituicao

» Para substituicdes de nucleotideos os
modelos consideram

« Corrigem a distancia p para multiplas substituicoes

* Diferencas nas taxas de transicao (TS) e
transversao (TV)

* Frequéncia de bases
« Condicao de reversibilidade

* Variacao de taxa entre sitios
 Sitios invariaveis



Modelos de Substituicao

Jukes-Cantor Kimura 2P GTR (General Time Reversible)
(1 pardmetro) (2 pardmetros) (6 pardmetros)
(3
@ —_.l @ @ —L’ @ Transitions
& B
@ o @ f" ﬁ Transwersions
B
—“_"'ﬂ @ @ __.IU'. @ Transition

1. Afrequéncia dos 1. A frequéncia dos 1. Afrequéncia dos
nucleotidios néo & nucleotidios néo é nucleotidios é considerada
considerada consider_agla 2. Transicdes e transversdes
2. Toqa§ A 2. Transigdes e tém diferentes taxas, assim
substituicdes tém a transversdes tém como os tipos de mudancas
mesma taxa diferentes taxas nucleotidicas

Identificacdo de modelos comumente usados: Jukes-Cantor JC ou JC69), Felsenstein 81 (F81), Kimura 2 pardmetros
(K2P ou K80), HKY85, Tamura-Nei (TN), Kimura 3 parametros (K3P ou K81), SYM

Os modelos podem considerar ainda: a) variagdo na taxa de mutages ao longo dos sitios no alinhamento e b)
presenca de sitios invariaveis.



Modelos de Substituicao

1C69 HKY85

0—0 0=0 O=0

1IN X 1K1
O=0 @=0O o=o

Yang, Z. & Rannala, B. Nature Reviews Genetics 13:303-314, 2012. Doi: 10.1038/nrg3186

-

—

Espessura da linha = taxas de substituicdo
Tamanho dos circulos = frequéncia dos nucleotidios

Devido a variagao na taxa de mutacao local e na restricdo seletiva, sitios diferentes
na sequéncia de DNA ou proteina frequentemente evoluem a taxas diferentes

Esta variacdo nas taxas sdo acomodadas assumindo uma distribuicdo gama (I') das
taxas para os sitios no alinhamento

JC69 + I, HKY85+ T, GTR +T



Modelos de Substituicao

Comparacao entre modelos de substituigdo de
nucleotideos comumente usados em andlise filogenética

Model name

Jukes and Cantor (1969)
Felsenstein (1981)
Kimura (1980)
Hasegawa et al. (1985)
‘Tamura and Nei (1993)
Kimura (1981)

Zharkikh (1994)
Rodriguez et al. (1990)




Principais métodos para analise
filogenética

« UPGMA (Unweighted
Pair Group Method
Using Arithmetic
Averages)

Método de Agrupamento de
Pares nao Ponderados Usando
Médias Aritméticas

Método de agrupamento

« ME (Minimum
Evolution)

Busca pela arvore com a
menor soma dos ramos

* NJ (Neighbor-Joining)

Aproximacao de vizinhos

Pode ser visto como uma
variacdo do método ME

Método de agrupamento(?)

BIONJ — otimizacdo do método
NJ



Principais métodos para analise
filogenética

* Bl (Bayesian Inference)

* MP (Maximum
Parcimony)

Maxima Parcimonia
Busca pela arvore com o
namero minimo de mutacdes

ML (Maximum
Likelihood)

Méaxima Verosiimilhanca
Probabilistico

Busca pela arvore que
maximiza a verossimilhancga do
alinhamento para um modelo
de substituicao

Inferéncia Bayesiana
Probabilistico
Variante do método ML

Busca pela arvore com maior
verossimilhanca para o
alinhamento



Abordagens para reconstrucao
filogenética

Métodos baseados em distancias evolutivas

] Iiﬁ‘] | Pi | Matriz de distancias Arvore Gnica
£ |.__‘_"'f.‘ S5
W - o -

Converte o alinhamento em uma matriz de distancias (UPGMA e NJ)

Métodos baseados em caracteres

MSA Arvore Unica
i

|
i !}r: g
1l

it o

O alinhamento é usado para construcéo da arvore (MP, ML e BI)



Abordagens para reconstrucao
filogenética

Algoritmica

Algoritmo Arvore Unica

i
i - - -

Ré4pido, produz uma Unica &rvore (UPGMA e NJ)

Busca por arvores

Uma ou mais arvores

= ] m

Lento, gerar varias arvores, critério pa'ra-escolha'da(s) melhor(es) (MP, ML e BI)



Abordagens para reconstrucao
filogenética

Métodos baseados em modelos evolutivos
Modelo Arvore Unica
i !lsamjll D @
£ ,= '_J r -
g = X —

Matriz de distancias

§ I

UPGMA, NJ, ML e BI

Métodos independentes de modelos evolutivos

Arvore Gnica

MP



Metodos para
construcao de arvores

Phylogenetic Methods

Distance based
[Algorithmic)
methods

Character based
[Tree Searching)
methods

Neighbour-
Joining (NJ)

Maximum

Maximum -
UBGMA Likelihood (ML) Bayesian

Parsimony (MP)

Nao se
baseia em
modelos
evolutivos

Sleator, R.D. Mirobial Ecology 66(1):1-4, 2013. DOI: 10.1007/s00248-013-0236-x



Teste de bootstrap

. . . Dataset
Testa a confiabilidade da topologia da
A . 8123456789
arvore: refere-se a ordem dos ramos, semh | RebETTGT
nao aos comprimentos dos ramos. seqB  ATGGTTCAGA
seqC ATCGATCGGA
O método estima a reprodutibilidade, '
nao precisao. 4 l N
Replicate 1 Replicate 2 Replicate 3
(a) Step 1 1562314951 5234924418 5607718907
Assemble pseudo- seqA CTCCGCTTTC segA TCGTTCTTCG seqA  TCAGGCGTAG
datasets, repeat seqB  TTCGGTTATT seqB TGGTAGTTTG seqB  TCAAATGAAA etc
1000 times seqC TTCCGTAATT seqC TCGAACAATG seqC TCAGGTGAAG
(b) Step 2 Tree 1 segA Tree 2 seqA Tree 3 seqA
Build trees for each _‘:(: seqB seqC seqB etc
pseudo-dataset seqC seqB seqC

to give 1000 trees

(c) Step 3
Tabulate results

(strict consensus tree)

67% seqA
_‘:E seqB
seqC

Bootstrap consensus tree
Baldauf SL. TRENDS in Genetics 19(6):345-351, 2003 doi:10.1016/S0168-9525(03)00112-4

TRENDS in Genetics



Sampling error in the estimated tree
and bootstrap analysis

Sequence alignment Maximum likelihood tree inferred from original data

I Human PTVLGLPAAV ... | Human Chimpanzee ) )
g}:nampamee PTILGLPAAV ... Boobo  Bootstrap values included in a
| B b F - —

lGarits: ity . Gorla tree inferred from original data

PTVLGLPAAI ...
PTVLGLPAAV ...
PTILGLPAAV ...

! Bornean grangutan
| Sumatran orangutan

| Bornean orangutan
| Gibbon

Sumatran orangutan

Gibbon
Bootstra Bootstr | |Bootst
‘ dnla:et‘lo ‘ (Tal.l:(‘:g ) | {d:;;:alpm Use maximum likelihcod trees
- el fram the bootstrap data sets to
; .‘ J place support values on the
e P Y e original maximum likelihood tree
1 Maxi
likelihood | likelihood ikelihood
tree 1 | tree2 | | tree 1,000

Yang, Z. & Rannala, B. Nature Reviews Genetics 13:303-314, 2012. Doi: 10.1038/nrg3186 Nature Reviews | Genetics



Phylogeny Flowchart

Family of Build Strong
sequences alignment similarity

Y| mpP
Methods

n
Recognizable _YJ Distance
similarity Methods
LIn v
mi‘lhod% ™ Teste de
’ confiabilidade

[

(Mount, Bioinformatics)

Este fluxograma pode ser utilizado para guiar

aproximacaoes iniciais na analise filogenética. Nao
necessariamente, o método MP sempre fornecera
os melhores resultados quando as sequéncias em
um alinhamento de sequéncias multiplo possuem

alta identidade/similaridade.



Métodos para inferénccia
filogendmica

Large-scale sequencing Homology assessment

[ [ |
|Organisms P | Genomic dala
Hc:;mo|c:.gya‘orthologyr
assessment
Or[hologous genes
Sequence-based methods Alignment | Methods based on whole-genome features
Gene1 Gene 2 Gene 3 Gene 4 (J + * l
Methods based [ Methods based |
Supermatrix / \ Supertree on gene order | on gene content
Gene1 | Gene 2|Gene 3| Gene 4 Gene1 | ‘ Gene 2| |Gene 3 |Gene 4 v

I Vool _¢_ I "Methods basedon |

dE q EE | DNA—SII'II'];] comparisons
g % Y / &
% /

Rare genomic changes ]
Indels and signatures
Intron positions

Rare genomic changes
Gene fissions and fusions
_LINE and SINE integrations

Delsuc, F. et al. Nature Reviews Genetics 6:361-375, 2005. Doi:10.1038/nrg1603

A partir de sequéncias genomicas € possivel
utilizar um conjunto de diferentes genes para a
analise filogenética. Em geral a arvore gerada para
um conjunto de genes € mais robusta que a(s)
arvore(s) gerada(s) para o(s) gene(s)
separadamente.

Uma etapa critica na filogenomica é a identificacéo
dos genes homologos ortdlogos nos diferentes
genomas.



