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Resumo

A implementacdo de relégios moleculares na inferéncia filogenética foi uma dos maiores
descobertas no estudo da area, permitindo & comunidade cientifica obter resultados mais robustos e
com uma menor margem de erro significativa, suportados pelo uso de registos fosseis e geoldgicos.
Nesta tese foram comparados os métodos de inferéncia filogenética molecular implementados no
programa BEAST2 e StarBEAST2, para que se tenha uma ideia de em que cenario um é mais
vantajoso aplicar um ou o outro assim como a comparagao entre as suas versdes mais recentes e
antigas.

Assim sendo, foram realizadas inferéncias moleculares independentes a espécies de escaravelhos
tigre (Coleoptera: Cicindelini) e a espécies de escaravelhos subterrdneos (Trechus fulvus). As
andlises tiveram por base a aplicacdo de um workflow que permite a realizagdo de inferéncias
filogenéticas moleculares inter e intraespecificas, com base nos recursos disponibilizados pelo
pacote do programa BEAST2.

Os resultados obtidos com o template standard de BEAST2 demonstram que é fundamental o uso
de um outgroup adequado na calibracéo da arvore filogenética, que garanta suporte de confianca a
inferéncia realizada. Relogios inapropriados ou calibracBes incorretas (resultando em valores
minimos de ESS) conduzem a resultados ilusorios de escalas de tempo.

Contudo com o programa StarBEAST2 ndo é necessario 0 uso de um outgroup, assim como
demonstra obter resultados com melhor resolucdo, intervalos de divergéncia menores e um tempo
de processamento significamente mais rapido comparativamente ao programa BEAST2
(dependendo dos specs do PC usado) ao mesmo tempo usando um método de coalescéncia multi-
espécies o qual habilita ao programa de modelar as arvores de genes dentro da arvore de espécies
resultando em geral em resultados de tempos de divergéncia mais precisos. Porém deve-se ter
sempre em atencdo o contexto biolégico ao averiguar os resultados obtidos na inferéncia, pois
mesmo que sejam bem suportados pela analise dos valores de confianga, nunca deverdo ser
interpretados isoladamente.

Palavras Chave
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Summary

The implementation of molecular clocks in phylogenetic inference was one of the largest
breakthroughs in the field of genetics and phylogeny, allowing to the scientific community a way to
obtain more robust results and with a significantly smaller margin of error, supported by the use of
fossil and geological records.

In this thesis were compared the methods of molecular phylogenetic inference in the programa
BEAST2 and *BEAST?2 (or starBEAST?2), so as to identify in which scenario is better to use one or
the other as well as comparing their most recent versions to their previous iterations so as to ascertain
how much better they’ve gotten if at all.

And so, were realized phylogenetic inferences on species of tiger beetles (Coleoptera: Cicindelini)
and on species of ground beetles (Trechus fulvus). The subsequent analyses had as their core the
usage of a workflow designed to standardize the whole procedure permitting the realization of
interspecific and intraspecific molecular phylogenetic inferences based on the available resources
in BEAST?2’s packages.

The results obtained through the standard template of BEAST2 show that the usage of an adequate
outgroup tailored to the calibration of the phylogenetic tree is fundamental to the credibility of the
inference in question. Inaccurate clocks or incorrect calibrations (resulting in low ESS values)
inevitably lead to illusory results.

However, with the usage of StarBEAST?2 an outgroup isn’t required to the phylogenetic inference,
as well as it showing (normally) results with better resolution, smaller divergence times and a much
faster processing time when compared to BEAST2 (depending on the PC specs) all the while using
a multi species Coalescent methods that allows the program to model the analyzed gene trees within
the species tree thereby improving the overall accuracy and precision of the divergence times.
Although one should always take the biological context into account when analyzing the results as
they never should be treated immediately as fact even if well supported by its confidence values.

Keywords

Phylogenetic Inference; Molecular Clocks, BEAST2; StarBEAST2; MultiSpecies Coalescent
Process
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1 Introducéo

1.1 Objetivos

BEAST2 e *BEAST2 sdo das aplicacGes mais conhecidas quando se trata do uso de reldgios
moleculares para a construcdo de arvores filogenéticas e por conseguinte a sua inferéncia. Este
Projecto visa comparar diferentes publicagcfes com o uso destes programas com o intuito de
averiguar qual o mais indicado para cada tipo de situacdo assim como as suas vantagens e
desvantagens.

Adicionalmente também se ira reanalisar os artigos escolhidos com as versdes mais recentes e
antigas de ambos os métodos de modo a verificar qual ou quais sdo os principais melhoramentos
com cada iteracdo e se iréd influenciar a escolha do método a usar.

1.2 Tarefas

Tarefa A — Aprendizagem dos programa BEAST2 e *BEAST2: leitura e escolha das
publicacbes adequadas ao projeto, leitura da documentacdo do programa;
reproducéo de inferéncias a partir de exemplos;

Tarefa B — Inferéncia filogenética molecular em espécies de escaravelhos tigre
(Coleoptera: Cicindelini), com os métodos BEAST2 e *BEAST2 baseada no
gene COl,

Tarefa C — Inferéncia filogenética molecular em escaravelhos do grupo Trechus fulvus,
com os métodos BEAST2 e *BEAST?2 a partir do gene COI;

Tarefa D — Inferéncia filogenética molecular em escaravelhos tigre (Coleoptera: Cicindelini), com o

programa BEAST2 e *BEAST?2 a partir dos genes 16S e COI (dataset
concatenado);

Tarefa E — Inferéncia filogenética molecular em escaravelhos do grupo Trechus fulvus,
com o programa BEAST2 e *BEAST2 a partir dos genes COI, LSU, SSU e
rrnL+trnL+nadl (dataset concatenado);

Tarefa F — Comparagdo de resultados entre Inferéncias realizadas com versdes anteriores
do programa BEAST2 (v.2.4.0);
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2 Fundamentos teodricos

Vérios bidlogos na comunidade cientifica concordam que o estudo de arvores filogenéticas deve ser
um dos alicerces em investigacdes em varias areas da Biologia visto o estudo destas providenciar
novos e detalhados conhecimentos na area, esta realizacdo é agora aparente a investigadores de
diversas campos incluindo a ecologia, biologia molecular e fisiologia. Um exemplo do valor destes
estudos é o melhor entendimento do funcionamento do processo evolutivo proporcionando a
investigadores e indUstrias a informacdo relevante que por conseguinte podera ser usada para o
estudo gendmico e melhoramento da qualidade de produtos[1, 2].

Para o propdsito deste projecto vamos focar-nos nos métodos desenvolvidos que visam averiguar a
recriacdo da histdria evolutiva das espécies usando sequéncias de, por exemplo, mtDNA[1, 2].

2.1 Filogenia

A reconstrucdo da histdria evolucionaria de genes e espécies, a partir de métodos estimativos, é
actualmente um dos temas mais importantes em Evolugdo molecular, A partir da relacdo entre OTUs
(Operacional Taxonomic Units) (P. Ajawatanawong, 2017) a relagdo filogenética de organismos é
apresentada em diagramas em forma de arvore denominadas arvores filogenéticas.

Através da inferéncia filogenética para além de ficarmos a saber como as sequéncias estudadas
chegaram ao estado em que encontram hoje também nos proporciona um meio de como podem vir
a alterar no futuro tornando a inferéncia filogenética fundamental em varias areas de investigacéo,
tais como o estudo da sistematica bioldgica e da biodiversidade (C. Senés-Guerrero et al., 2014),
epidemiologia molecular (E. Kenah et al., 2016), identificacdo de fungdes genéticas (A. B. Chang
et al., 2004), estudos do microbioma (J. B. H. Martiny et al., 2015), analises forenses (M. Siljic et
al., 2017), descoberta de novos farmacos (K. A. Jacobson et al.,, 2014), e até mesmo no
desenvolvimento de vacinas (S. Ojosnegros e N. Beerenwinkel, 2010). (P. Ajawatanawong, 2017)

2.1.1 Anélise filogenética com base em dados de sequéncias

Apos a aquisigdo de sequéncias de nuclettidos, em formato FASTA (embora haja outros formatos
o formato FASTA é 0 mais comum nestes ensaios) € necessario cComo primeiro passo o0 uso de
métodos de modo a formatar as sequéncias a usar a que damos o nome de alinhamento. Em seguida
é criado um ficheiro FASTA onde possuimos os alinhamentos de todos 0s organismos permite dar
resposta aos programas de filogenética, a partir do qual é possivel obter um input matricial que
pode ser modelado noutros formatos como o Nexus. (P. Ajawatanawong, 2017)
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2.1.2 Arvores Filogenéticas

Com os resultados de inferéncia filogenética podemos representar estes mesmos com graficos em
esquema de arvore. A interpretacdo destes graficos sdo entdo Gteis na inferéncia das relacdes
evolutivas num grupo de OTUs. Na maioria dos casos, 0 OTU representa uma espécie, mas também
pode representar individualmente organismos de uma populagdo, sequéncias de genes e proteinas
ou um taxon, independentemente do rank taxondmico (familia, ordem, classe, filo) (P.
Ajawatanawong, 2017) no caso deste projecto, sequéncias de genes mitocondriais.

Por norma usa-se na constru¢do das arvores uma abordagem de topo para a base, aos ndodulos
situados no extremo da arvore da se 0 nome de nddulos externos, que representam cada uma das
OTUs envolvidas na analise enquanto o ancestral hipotético mais recente entre duas OTUs é
designado de nddulo interno. Assim, a ligacdo que se da entre estes dois tipos de nddulos é
denominada por ramo, sobre a qual se demonstra a relacdo evolutiva entre os taxa usados. O ramo
que liga dois nddulos internos é classificado como ramo interno, sendo caracterizado como uma
relacdo antiga. Da mesma forma, o ramo que liga um nédulo interno a um nédulo externo é
denominado por ramo externo. A ou raiz representa a primeira divergéncia da arvore, 0 mais recente
ancestral em comum (MRCA) de todos os taxa / OTU’s ou nédulos externos; (P. Ajawatanawong,
2017). A Figura 1 exemplifica a composigdo de uma arvore filogenética, bem como os principais
termos acima referidos.

Phylogenetic tree (rooted)

time

Py DRy RN PRI
- internal noge (ancestor;

Clade - group of two or more taxa that
includes both their common ancestor
and all of their descendents.

Figura 1 - arvore filogenética; Fonte (P. Ajawatanawong, 2017).
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Por norma o programa BEAST para a constru¢do de uma arvore filogenética apenas consegue
reconstruir uma arvore sem raiz. De maneira a conferir um maior valor ao diagrama num contexto
evolutivo, é preferivel inferir uma arvore enraizada a partir da identificacdo da origem de todos os
taxa. Para isto adiciona-se um Outgroup ao dataset (adicionando-se um prior monofilético contendo
0 grupo de organismos mais distante na particdo ao ficheiro xml ) (P. Ajawatanawong, 2017). O
outgroup € geralmente um OTU, taxon ou grupo de organismos mais distante das espécies a serem
estudadas servindo como ponto de referéncia na aquisicdo do ponto de origem das relagdes
evolutivas do ingroup (que é composto pelos taxa do dataset a ser estudado) de modo a calibrar as
relacBes da arvore. Tecnicamente com este método a root da arvore esta assim localizada entre o
outgroup e os restantes taxa. Com esta informagdo em mente, um bom outgroup serda um OTU que
tenha divergido a uma altura relativamente recente aos restantes taxa, mas suficientemente distinto
dos mesmaos a ponto de ndo inferir com o ingroup. (P. Ajawatanawong, 2017)

Todos os taxa que descendem do mesmo ancestral em comum sdo definidos como grupo
monofilético ou clade. J& a um grupo de OTU que partilham o mesmo ancestral, mas que nao
possuem todos os membros descendentes, da se o nome de grupo parafilético ou glade (P.
Ajawatanawong, 2017).

2.1.3 Métodos de Inferéncia Filogenética

Dentro do métodos de inferéncia filogenética temos como principais blocos ou partes 0s seguintes:
- Critérios de optimizacdo, que como o nome indica, visam maximizar e/ou minimizar os
valores dos parametros introduzidos, proporcionando uma base de comparagdo entre arvores
(estes serdo abordados na proxima seccéo).

- Auvaliagdo das arvores, usando os critérios referidos acima é seleccionada a melhor arvore

(P. Ajawatanawong, 2017).

- Modelos evolutivos, tal como os critérios de optimizacdo os modelos evolutivos visam
exactamente 0 que se espera, usar testes de hipéteses de modo a modelar a evolugcdo na
Inferéncia.

2.1.3.1 Meétodos de Distancias

Uma das vertentes da sec¢do anterior, estes métodos tém como por base do seu procedimento duas
fases, a primeira destas implica o célculo da distancia evolucionéria (medida da diferenca de
material genético entre diferentes espécies/individuos) para cada par de sequéncias a usar. Esta
informacdo é de seguida guardada e formatada numa matriz de distancias (P. Ajawatanawong, 2017)
a partir de uma matriz de alinhamentos convertendo o emparelhamento das sequéncias em valores
de disténcia (dissimilaridades).

Assim gue esta matriz é originada, a matriz de alinhamentos usada para a criacdo desta é descartada
pois para a finalidade deste processo a matriz de alinhamentos ndo serd mais Util no realizacdo da
inferéncia filogenética. Existem varios métodos que possibilitam inferir qual a melhor &arvore como
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a UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) (H. A. Khan et al., 2008),
Neighbour-Joining (NJ, consultar Tabela 1) (N. Saitou e M. Nei, 1987), Least Square (LS) (J. Wen
et al., 2018) ou Minimum Evolution (ME) (S. Bastkowski et al., 2016); (P. Ajawatanawong, 2017).

A caracteristica que coloca os métodos de distancias acima em relagcdo a outros métodos é a superior
velocidade de processamento, esta elevada velocidade é devido ao uso da matriz de distancias o que
implica a redugéo de informacao no processo de conversdo a matriz, embora esta seja uma vantagem
em termos de velocidade a reducdo de informacao implica uma perda de informacéo genética o que
pode tornar esta op¢do menos desejavel em casos de homosplasia (D. Ortega-Del Vecchyo et al.,
2017) isto é, o surgimento de caracteristicas semelhantes entre duas ou mais espécies, que ndo
possuam proximidade genética entre si, este problema pode ser mitigado se a homosplasia for rara.
Porém para 0s casos em que temos um namero elevado de sequéncias semelhantes um dos métodos
desta categoria é especificamente usado para tais casos, sendo este 0 NJ (Neighbour joining) .(P.
Ajawatanawong, 2017)

2.1.3.2 Métodos de Caracteres

Passando agora dos métodos de distancias para os métodos de Caracteres, estes sdo mais indicados
para 0 uso com caracteres, como por exemplo, sequéncias de DNA assim como proteinas. Como
estes métodos ndo convertem a informacao dos caracteres em matrizes ou qualquer tipo de alteracdo
isto torna estes métodos intrisicamente mais lentos que os métodos de distancias contudo como néo
ha perda de informacédo estes métodos acabam por ser significativamente mais precisos. Exemplos
deste métodos contém a Maximum Parsimony (MP) (C. B. Stewart, 1993), a Maximum Likelihood
(ML) assim como métodos de inferéncia Bayesiana. Em termos simples, o algoritmo destes métodos
comeca por fazer o score a todas as possibilidades filogenéticas a partir de n taxa. Quanto maior o
score melhor seré a arvore resultante, considerando os dados das sequéncias. (P. Ajawatanawong,
2017)

Método Descricdo Vantagens Desvantagens

Meétodos de construgdo de darvores filogenéticas
Contréi uma arvore completa, comecando com Processa uma arvore, que muitas vezes ndo € a mais
trés sequéncias e adicionando incrementimente R
— . posteriores podem reverter processos . R o S
novas sequéncias, uma de cada vez, a branch que teri arvores com uma topologia diferente; ndo é tdo rapido
e, 3 anteriores. i fott
possui a rvore mais adquada. como o "neighbour-joining’

Método de rapida implementacéo; Etapas
"Stepwise addiction”

Constréi uma "resolved tree”, comecando por
todas as sequéncias estarem conectadas a um

T : & 3 % 5 i oo = Processa uma arvore, que muitas vezes ndo € a mais
tnico 'hub node’. A cada passo, duas linhagens sdo  Método de répida implementagéo; i

indicada; os "neighbours" ndo podem ser separados em
etapas posteriores; ndo é adquado a alguns métodos.

"Star decomposition"” e " 5 2 i M
adicionadas ao 'hub node’, tornando-se sequencias adicionais sdo irrelevantes

"neighbours"”, escolhidos de forma a que a drvore
seja mais adequada a inferéncia.

Processa uma arvore, que muitas vezes ndo € a mais
indicada; os "neighbours" ndo podem ser separados em
etapas posteriores; ndo € adquado a alguns métodos.

Um método de "Star decomposition” que usa a
"Neigbour joining™ aproximagéo a um minimo evolutivo (critério de
optimizacéo)

Um dos métodos mais rapidos na
construgdo de arvores evolutivas

Métodos de "search” a drvores filogenéticas

Fornece uma arvore i @austiva -ontem todas as
sequéncias, executa o processo de "branch

"Heuristic search” rosie e . Mais rapido que as "Exact searches” Pode ndo encontrar a arvore mais adquada
swapping" para produzir arvores alternativas, de
modo a encontrar uma arvore mais optimizada
Processa uma search "exautiva" de modo a
examinar todas as arvores possiveis, garantindo a el . . . .
" - g % 0 unico método que garante inferir a Tempo de processamento: apenas praticével para
Exact search melho como output. As técnicas de "branch-and- X :
melhor &rvore processar algumas sequencias (<20)

bound" podem eliminar as piores arvores
continuando a garantir o melhor output.

Tabela 1 - Métodos de construgdo e de search; Fonte (M. Holder e P. O. Lewis, 2003).
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Os algoritmos de pesquisa (algoritmos que tomam um problema como entrada e retornam uma solugéo
ao problema), dentro do campo da filogenia estes algoritmos sdo o branch-and-bound (E. L. Lawler e
D. E. Wood, 1966)(que visa retornar uma solucbes para problemas de optimizacdo) e o método
heuristico (A. Goéffon et al., 2010), ja referidos acima (Tabela 1). O Algoritmo branch-and-bound
tem como inicio usar trés taxa do dataset escolhido na criacdo de uma arvore, continuando a sua
construcao aleatériamente até o algoritmo esgotar a matriz de taxas terminando numa arvore com o
melhor score possivel. Por sua vez, 0 método heuristico apresenta semelhancas ao branch-and-bound,
porém ambos diferem no processo de selec¢do de taxa a adicionar, 0 método heuristico usa apenas a
arvore com o melhor score em cada etapa ao longo do processo. (P. Ajawatanawong, 2017)

2.1.3.3 Método Maximum Likelihood

A Maximum Likelihood (ML), ou méaxima verossimilhanga, € um método estatistico que procura
obter 0 modelo mais provavel de ter gerado os dados obtidos através do calculo de vérias
versossimilhancas, neste caso estimando parametros de um modelo a partir dos dados (sequéncias
de DNA, proteinas entre outros). Este modelo visa estimar as branch lenghts e a topologia da arvore
com base em modelos de substituicdo (anteriormente referidos) e alinhamentos. O resultante da
analise é uma probabilidade e um modelo contendo a informacdo genética das matrizes. Este
procedimento passa por varias iteracdes cobrindo todas as possibilidades topol6gicas a partir de n
taxa. Desde que sitios nucleotidicos evoluem independentemente, a arvore é calculada
separadamente para cada sitio.

Posto um conjunto de dados e um modelo estatistico, 0 método de méxima verossimilhancga estima
os valores dos diferentes pardmetros do modelo estatistico de maneira a maximizar a probabilidade
dos dados observados (isto é, busca parametros que maximizem a funcéo de verossimilhanca). O
método de méxima verossimilhanca apresenta-se como um método geral para estimacdo de
parametros, principalmente no caso de distribuicGes normais. Para inferir a evolugdo das sequéncias,
sdo usados modelos de substituicdo, dentro destes temos por exemplo o modelo JC64 que funciona
assumindo que todas as substiuicGes ocorrem ao mesmo ritmo(A. Som, 2006) tornando este num
dos mais simples destes métodos, acima deste temos 0 modelo K80 que ao invés de JC64 assume
que transicdes e transversdes sdo eventos diferentes, logo terdo diferentes probabilidades de
ocorréncia(M. Kimura, 1980). Ambos JC64 e K80 tendem a aproximacéo de um equilibrio, para
situacBes onde é requerido o uso de modelos que apresentam a capacidade de adaptacdo a disturbios
e variacOes observadas temos modelos como HKY85 (M. Hasegawa et al., 1985), F81 (J.
Felsenstein, 1981), TN93 (K. Tamura e M. Nei, 1993), GTR (L. Gatto et al., 2007) e ademais. De
modo a evitarmos erros, como por exemplo, de clustering, é necessario saber usar o modelo que
mais se adequa a situac&o e para tal podemos usar programa gue nos indica essa mesma informacéo,
0 ModelTest (D. Posada e K. A. Crandall, 1998) e o jModelTest 2 (D. Darriba et al., 2012).
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2.1.3.4 Método Maximum Parsimony

Dentro dos métodos de caractéres o método Maximum Parsimony (MP) [16, 19], um dos primeiros
modelos de inferéncia a surgir, visa inferir as relacbes evolutivas de arvores filogenéticas
minimizando o nimero de passos evolutivos necessarios a explicacdo da existéncia do dados do
dataset nas leaves (folhas da arvore filogenética). E o método mais usado para a inferéncia de arvores
em que o dataset usado apresenta por base um caracter morfoldgico, na qual € dificil de calcular a
taxa (rate) de mutagdo evolutiva. Quando o método MP ¢ aplicado, cada coluna da MSA (multiple
sequence alignment) é processada como um caracter individual. Porém, nem todas as posi¢oes dos
alinhamentos sdo propicias a esta metodologia, como é o caso dos sitios ou locais invaridveis
(invariable sites). Caracteres (colunas da MSA) que possuem mais do que uma diferenca entre os
seus nucle6tidos ou aminoacidos sdo designados de parsimony informative sites. Apenas estes sdo
usados na inferéncia pelo método MP, a qual se baseia na pesquisa pela arvore mais parcimoniosa,
isto €, aquela que menos passos necessitou para ser construida. Deste modo, a arvore mais curta
possivel e que consegue inferir relagBes entre taxa é considerada a mais adequada. Quanto menor
for a homoplasia nas sequéncias, mais preciso sera o resultado da inferéncia (a MP visa minimizar
a homoplasia dos alinhamentos). A MP é um critério de otimizacao simples e intuitivo, podendo ser
facilmente aplicado a qualquer tipo de dados, como os indels. Porém, é pouco eficiente ao lidar com
alinhamentos com elevado nivel de variagdo e matrizes concatenadas com multiplos genes. (P.
Ajawatanawong, 2017)

2.1.3.5 Método Bayesiano

A inferéncia Bayesiana é um método recente, implementado pela primeira vez na filogenia ha cerca
de duas décadas atras (Z. Yang e B. Rannala, 2006). O algoritmo do método Bayesiano infere a
arvore com a maior probabilidade posterior (pp) (M. E. Alfaro e M. T. Holder, 2006), tendo em
conta um grande nimero de possibilidades, através do algoritmo Markov chain Monte Carlo
(MCMC) (M. Holder e P. O. Lewis, 2003), aprofundado nas proximas sec¢des. Existem alguns
célebres programas filogenéticos que implementam o algoritmo de inferéncia Bayesiana, como é o
caso do phyloBayes (A. M. Kozlov, 2019), MrBayes [37, 38] e BEAST2 (R. Bouckaert et al., 2014).

2.1.4 Multispecies Coalescence (MSC)

O modelo MSC descreve a evolucdo de genes entre espécies, em geral assume que os alelos
analisados de cada gene evoluiram de acordo com um processo coalescente em comum dentro de
cada espécie. Tipicamente representado como um recuar no tempo comegando na ponta de cada
ramo na arvore de espécies finalizando na raiz. Logo este modelo MSC modela &rvores dentro de
arvores e a funcdo densidade P(T|#) torna-se mais complexa.

Uma propriedade emergente do modelo MSC conhecido como “Incomplete Lineage Sorting” (ILS)
ocorre quando duas ou mais linhagens ndo coalescem na sua populacdo ancestral imediata, 0 que
pode gerar em arvores de genes com topologias discordantes entre si e com a arvore de espéecies. A
probabilidade de ocorréncia de ILS aumenta a medida que o comprimento dos ramos é reduzido
e/ou quando a populacio efectiva Ne é elevada. Arvores de espécies com quatro ou mais espécies
no ingroup podem apresentar uma regido — zona de anomalia — onde a maior parte das arvores de
genes mostram uma topologia diferente a apresentada na arvore de espécies.

Discordancia entre arvores de genes e arvores de espécies nas suas topologias e tempos pode levar
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a estimativas de arvore de espécie incorrectas em sequéncias de genes concatenadas — tal tem sido
documentado a acontecer em ambos 0s métodos de maxima verosimilhanca e métodos bayesianos
(como os que estdo implementados em BEAST). Mais especificamente, na zona de anomalia,
discordancia topoldgica na arvore de genes pode resultar em estimagdes incorrectas na topologia da
arvore de espécies assim como um bias sistematico nas estimagdes do comprimento dos ramos.
Mesmo no caso onde discordancia na arvore de genes é impossivel com apenas duas espécies, 0s
tempos de especiacao estimados com o método de concatenacdo serdo incorrectos tendo em conta
gue o tempo de coalescéncia esperado é 2Ne geracdes mais antigo que o tempo de especiacéo, logo
a estimacdo de tempos de especiacdo com 0 uso de concatenacdo serdo em previsto, 2Ne mais
antigos que a verdade [Degnan, James & Rosenberg, 2009].

Ao invés de concatenacdo, métodos MSC multilocus podem estimar com preciséo a topologia e
tempos da arvore de espécies e da arvore de genes directamente a partir de multiplos alinhamentos
de sequéncias (MSAs). A implementacdo multilocus MSC em BEAST usada neste projecto é
denominada como *BEAST, introduzido na versdo 1.5.1 de BEAST. Seja P(T, G, 9|D) a “joint
posterior probability density” para a arvore de espécies (T), um set de arvores de genes (G = {g1, g2,
..., gL}) e pardmetros evolucionarios adicionais (&), dados um set correspondente de alinhamentos
de maltiplas sequéncias D = {d1, d2, ..., dL}.

Em seguida, enriquecemos a nossa probabilidade posterior mencionada acima, P(T, 6|D), atraves
da amostragem adicional de arvores de genes G, usando P(T, G, D). No MCMC calculamos o
producto de verossimilhancas filogenéticas P(Di|gi, 8), a funcdo de densidade de coalescéncia
P(gi|T, #) para cada arvore de genes gi, e a probabilidade prior da arvore de espécies dados
parametros macroevolucionarios P(T|6):

P(T,G,0D)([IiP(Dilgi,0)P(gil T,8))P(T|8)P(8).

Com a técnica usada na criacdo de arvores filogenéticas veio-se a verificar que para analises com
amostras provenientes dos mesmos individuos e referentes as mesmas sec¢fes de DNA obtinham-
se por vezes arvores filogenéticas completamente diferentes, contrariando o estudo dessas espécies
assim como por vezes estas arvores filogenéticas apresentavam anomalias na sua representagédo com
0 uso do método de concatenacdo como por exemplo a existéncia de tempos de divergéncia de
nodulos mais recentes mais antigos que o tempo de divergéncia de n6dulos ancestrais, transferéncias
horizontais de genes, resultados que proporcionam arvores de genes incongruentes ou seja, embora
a arvore resultante da analise possa aparentar ser de boa qualidade com valores de suporte préximos
dos 100%, apos repeticdo da anélise é normal a &rvore resultante ser completamente diferente. Este
método de coalescéncia multiespécies visa mitigar este erro usando arvores das espécies como
barreiras de especiacdo de modo a bloquear a passagem de genes das arvores de genes apos
divergéncia impossibilitando certas recombinacdes e hibridizagdes.

O programa *BEAST (ou Species Tree Ancestral Reconstruction BEAST) é uma vertente do
programa BEAST?2 que usa este modelo MSC, deixando o utilizador manipular no separador “Multi
Species Coalescent” os parametros usados no métodos em que consiste 0 tamanho da populacdo e
a ploidia do dataset em questéo, assim como na escolha da arvore de espécies na adicdo de priors
na analise.
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Figura 2 - Coalescence ; Fonte (P. Ajawatanawong, 2017). Leliaert, F., Verbruggen, H., Vanormelingen, P., Steen, F.,
Lépez-Bautista, J. M., Zuccarello, G. C., & De Clerck, O. (2014). DNA-based species delimitation in algae. European journal
of phycology, 49(2), 179-196.

Uma vertente em que claramente se pode verificar que os métodos coalescentes obtém resultados
melhores que os de concatenacao é na zona de anomalia, assim como regides da arvore fora da dita
zona porém ainda exibem ILS substancial. A zona de anomalia é caracterizada pela presenca de
topologias de arvores de genes que apresentam maior probabilidade que a verdadeira arvore de
espécies (&rvores de genes andmalos = AGTS), que sdo o resultado inevitavel de uma especiacéo
rapida e consecutiva. O método de concatenacao ndo tem hipétese de escapar a zona de anomalia, e
ird sempre escolher a arvore errada com o valor de suporte mais elevado. Métodos de coalescéncia
acomodam ILS entre genes em vez de ignorar este processo, logo proporcionam uma solucéo a zona
de anomalia.

2.1.5 Avaliacao dos valores de suporte das arvores filogenéticas
- confianca

No que diz respeito a métodos filogenéticos uma das maiores fraquezas é o facto dos resultados
serem estimativas pontuais da filogenia. De modo que, € necessario dar resposta as perguntas “Qudao
suportadas sao as arvores resultantes do processo de inferéncia? Como garantimos a sua robustez?”.
Tradicionalmente estas questdes sdo encaradas pelo algoritmo estatistico designado de bootstrap. A
ideia deste método é a matriz original ser aleatoriamente re-amostrada, com substitui¢do dos sites,
para produzir data sets pseudo-replicados. Quando usados métodos que tém por base critérios de
otimizacdo, é iniciada uma pesquisa de arvore (Figura 2-a, caixa verde) para cada pseudo dataset,
com bhase em algoritmos desenvolvidos para tal efeito: Procura Heuristica ou Procura Exacta
(Tabela 1). Uma arvore inicial é escolhida de forma aleatoria ou a partir do resultado de um
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algoritmo, como Neighbour joining, Stepwise addiction ou Star decomposition (Tabela 1). A nova
arvore é classificada e, se aceite, adicionada a colecdo de arvores final. O bootstrap é um processo
ciclico com termino de acordo com o numero de iteragbes definidas (Figura 2-a). O nlimero de
vezes que um grupo de sequéncias ocorre na arvore, durante o processo de amostragem, pode ser
usado como medida de qudo fortemente o grupo € suportado pelos dados. De forma que, a arvore
com melhor pontuacdo de verosimilhanca serd a que terd a que terd maior nivel de confianca (M.
Holder e P. O. Lewis, 2003).

Em andalises Bayesianas, a avaliacdo dos valores de suporte ndo tem por base o uso do algoritmo
bootstrap. Uma vez que, como abordado anteriormente, a estatistica Bayesiana assenta na
especificagdo de modelos e priors (par@metros definidos durante o processo de modelacéo,
normalmente assentam sobre valores de distribuicdo num dado tipo de fungdo) para determinar a
probabilidade posterior (pp) de cada arvore, tendo em conta a integragéo dos valores dos parametros.
De modo que, os algoritmos de likelihood se tornam complexos para serem integrados
analiticamente em modelos filogenéticos. Assim, os métodos Bayesianos dependem da MCMC para
avaliar a confianca das arvores inferidas. A MCMC é um algoritmo notavel usado na aproximacao
de distribuicdes probabilisticas, numa ampla variedade de contextos. Esta tem por via um processo
ciclico (Figura 2-b) na qual se cria uma corrente com uma serie de passos independentes. A cada
passo, uma nova localizacdo para os parametros é proposta, de modo a criar uma nova ligacao da
corrente. A localizacdo proposta é similar a usada anteriormente, devido a ser criada aleatoriamente
a partir do reajuste dos parametros. A densidade da pp na nova localizacdo € calculada; caso esta
tenha uma pontuacao superior ao reajuste anterior, é criada uma nova localizagdo e a chain é movida
(M. Holder e P. O. Lewis, 2003).
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Figura 3 - Workflow de Bootstrap(a) e MCMC(b); (M. Holder e P. O. Lewis, 2003).

2.2 Relbgios Moleculares

O “Reldgio Molecular” ¢ um termo figurativo para uma técnica que visa usar o ritmo de mutagéo
(mutation rate) de por exemplo sequéncias de DNA forma a deduzir a altura em que houve
divergéncia, O relogio molecular foi testado pela primeira vez em 1962 numa variante de
hemoglobina proveniente de varios animais pelos cientistas Emile Zuckerkandl e Linus Pauling (G.
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J. Morgan et al., 1998), que notaram que o nimero de diferencas na hemoglobina entre linhagens
diferentes mudavam linearmente com o passar do tempo, com isto generalizaram esta observagédo
no gue depois se veio a chamar a hipétese do relégio molecular referindo que o ritmo de mudangas
evolucionérias de qualquer proteina seria aproximadamente constante ao longo do tempo e ao longo
de vérias linhagens. Esta realizacdo veio a possibilizagdo de estimar a taxa de substituicGes dos
aminoécidos, por unidade de tempo, e aplica-la as diferencas proteicas num grupos de organismaos,
permitido inferir os tempos de divergéncias dessas respetivas linhagens. (L. Bromham e D. Penny,
2003)

Com os avangos das tecnologias de sequenciagéo e o aparecimento de novas ferramentas, veio-se a
saber que as taxas de variagdo genética variavam ao longo das linhagens. O termo rel6gio molecular
refere-se atualmente a um conjunto de métodos e modelos, que inferem a forma de como as taxas
de evolugdo genética variam. Estes métodos possibilitam estimar uma escala de tempo relativa, de
modo a permitir obter uma perspetiva cronolégica dos grandes acontecimentos que levaram a
divergéncia das espécies, como por exemplo a formac&o das ilhas Havaianas representada no Anexo
1.

2.2.1 Taxa de Variacdo Evolutiva

Com a informacé&o que as taxas afinal variavam ao longo das linhagens, foram-se categorizando os
tipos de taxas, dentro destes temos os site effects que variam com partes do genoma que por exemplo
dentro do mesmo genoma temos observagdes de ritmos evolutivos distintos (Figura 4-A), os efeitos
de época que variam ao longo do tempo e por fim temos os lineage effects que variam ao nivel dos
taxa. Os site effects referidos acima foram os primeiros efeitos a serem caracterizadas e catalogados,
durante a investigacao genética, sobre taxa heterogéneos. (L. Bromham e D. Penny, 2003)

Os efeitos de linhagem ocorrem quando diferentes taxa apresentam diferentes taxas de evolugao
molecular (Figura 4-B). Os insectos sdo um Gptimo exemplo tendo em conta que a classe insecta
apresenta populagdes com uma elevadissima taxa de variacao genética, parte devido ao curto tempo
de geracdo e parte a quantidade enorme descendentes que proporcionaram mais hipéteses de
variacdo genética. O estudo dos efeitos de linhagem deu origem a metodologia dos rel6gios
relaxados, que visam estatisticamente modelar as taxas de variagdo ao longo dos ramos da arvore
evolutiva. Com o uso de reldgios bioldgicos, este método permite inferir uma escala de tempo
evolutivo quando as taxas variam ao longo das linhagens. (L. Bromham e D. Penny, 2003)

Os efeitos de época ocorrem quando as taxas evolutivas diferem em periodos de tempo (Figura 4-
C). Por exemplo, verificou-se que os taxas evolutivos da gripe aumentaram acentuadamente por
volta de 1990. De modo que, esta heterogenia temporal torna-se mais dificil de ser detetada e
estudada do que os site effects ou as efeitos de linhagem. Isto porque ocorre a criacdo de padrfes de
divergéncia genética ao longo dos taxa que sdo muito semelhantes aos previstos quando os taxa
permanecem constantes ao longo do tempo. (L. Bromham e D. Penny, 2003)

Novas abordagens surgem quando dois ou mais tipos de heterogenias interagem entre si. Os site
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effects e as efeitos de linhagem interagem quando genes diferentes possuem padrBes na taxa de
variabilidade distintos ao longo da taxa (Figura 4-D). Para lidarmos com estes padrées complexos
de variacdo, podemos socorrer-nos dos modelos de relégio particionados, na qual diferentes partes
do genoma evoluem de acordo com diferentes tipos de rel6gios (pacemakers). (L. Bromham e D.
Penny, 2003)

A Site effect B Lineage effect

Time (My ago)

Clade X

0/

100

Time (My ago)
Aeecsmeceanss

Fooe’
Clade X

Fast Slow
Gene 2 || evolutionary i evolutionary
rate rate

Key: Gene 1

Figura 4 - (A) Taxa de variacdo ao longo dos sites. (B) Taxa de variagdo ao longo das linhagens. (C) Taxa de variagdo ao
longo dos periodos de tempo, epochs. (D) Interacéo dos site effects e efeitos de linhagem. Fonte (L. Bromham e D. Penny,
2003)

2.2.2 Escalas de Tempo Evolutivas

Algo que é absolutamente fulcral € o evitar o uso de reldgios inapropriados e calibragGes incorrectas
Viso que estas podem originar em resultados falsos e ilusorios podendo distorcer a nossa perspectiva
da historia evolutiva dos seres vivos enfatizando o uso correcto dos rel6gios moleculares de modo
a manter uma visao correcta da nossa historia e nao repetir 0s mesmos erros.

Por ventura, essa situacdo quase veio a ocorrer com uma analise envolvendo metazoarios os quais
concluiram que terdo divergido h& cerca de mil milhdes de anos atras — algo impossivel ou no
minimo extremamente improvavel pois a datacdo normal/usual para este tipo de situacdo tende a
estar no intervalo de [542 , 488 Ma] da era Paleozoica. A origem deste erro deve-se a simples falha
de se ter considerado os efeitos de linhagem: a variagao genética geralmente ocorre mais lentamente
em vertebrados do que em invertebrados, mas as primeiras analises moleculares inferiram uma baixa
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taxa evolutiva para os vertebrados ao longo do tempo, levando os tempos de divergéncia animal a
estarem associados ao Pré-Cambrico. (M. S. Y. Leee S. Y. W. Ho, 2016)

2.2.3 Estatistica Bayesiana: Relégios Moleculares

O uso da estatistica Bayesiana em filogenética é relativamente recente, mas abre ja horizontes no
mundo cientifico, devido ao facto de permitir inferir arvores de incerteza para diferentes grupos
taxonémicos presentes na mesma arvore evolutiva. O método Bayesiano esté fortemente associado
a ML. De modo que, a hipétese ideal é aquela que maximiza a pp, que é proporcional a
verosimilhanga multiplicada pela probabilidade anterior, para cada hip6tese. Probabilidades
anteriores de diferentes hipdteses possibilitam inferir resultados antes dos dados serem analisados.
Em vérios métodos, os investigadores definem a distribuicdo da probabilidade anterior que
acreditam ser a mais abrangente, para que a maioria das diferencas na pp seja atribuivel a diferencas
da verosimilhanga. Uma das maneiras é aplicar um prior uniforme, com a mesma probabilidade a
todos os parametros possiveis. Para permitir abordagens mais rapidas que a ML bootstraping, a
inferéncia Bayesiana permite implementar modelos de sequenciacdo evolutiva complexos, como a
estimativa de tempos de divergéncia, a detecdo de residuos importantes na selegdo natural, bem
como pontos de recombinacdo genética (M. Holder e P. O. Lewis, 2003).

Como ja abordado anteriormente, a ML nédo consegue lidar com modelos que possuem parametros
muito complexos. Quando a relacdo entre os parametros e os dados € baixa, a inferéncia pode tornar-
se incerta. Na inferéncia Bayesiana o resultado final é dado tendo em conta todos os pardmetros, ao
contrario da ML. Isto porque existem grandes diferencas na forma de como o método Bayesiano e
a ML abordam os pardmetros dos modelos evolutivos. Normalmente, a ML tem por base a
metodologia join estimation que visa encontrar 0 ponto mais alto do parameter landscape. Enquanto
gue a estatistica Bayesiana estima o volume entre um conjunto de posterior-probabilities; os
parametros sdo integrados entre si, de forma a obter a probabilidade posterior marginal da arvore
evolutiva. Além do uso desta metodologia 0 método Bayesiano usa o algoritmo MCMC (abordado
anteriormente no ponto 2.1.3) para lidar com modelos complexos (M. Holder e P. O. Lewis, 2003).

2.2.3.1 Estatistica Bayesiana: Calculo dos Tempos de Divergéncia

Com o algoritmo Markov Chain Monte Carlo, é-nos actualmente possivel estimar usando estatistica
Bayesiana os tempos de divergéncia entre as espécies através da calibracdo da taxa de substituicdo,
bem como os parametros dos modelos evolutivos, mencionados anteriormente: JC, HKY, GTR.
Hoje em dia o programa filogenético mais popular que permite, através da modelacdo da estatistica
Bayesiana, inferir os tempos de divergéncia entre as espécies € o BEAST, Bayesian Analysis
Sampling Trees (R. Bouckaert et al., 2014).
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O BEAST é um programa de inferéncia Bayesiana, que utiliza o algoritmo MCMC. E totalmente
orientado para a inferéncia dos tempos de divergéncia de filogenias que tém por base uma rooted
tree a partir do uso de rel6gios moleculares rigoroso ou relaxado. Pode ser usado como um método
de reconstrucao filogenética, mas também como uma estrutura que visa testar hipoteses evolutivas.
O BEAST possibilita ao utilizador realizar Inferéncias de arvores filogenéticas tendo por uso
modelos que variam a taxa de substituicdo (relégios moleculares com taxa constante, rel6gios
relaxados ndo correlacionados, relégios moleculares locais aleatérios); Estimar o tempo de
divergéncia das espécies e calibracdes fosseis, atraves de modelos de tempo de ramo e métodos de
calibracdo; Analisar sequéncias nao-contemporaneas; Aplicar modelos de substitui¢do heterogéneos
ao longo das particdes de modo a reduzir erros como 0s de lineage effect visto anteriormente;
realizar analises populacionais, como a modelagdo de parametros demogréficos (tamanho da
populagdo, crescimento/ declinio, migracao), criacdo de Bayesian skyline plots e filogeografia o que
poderda ser util no estudo de propagacgdo de virus; Realizagdo de Inferéncia a arvores de genes e
espécies tendo por base o uso da vertente Star BEAST(*BEAST) (J. Heled e A. J. Drummond, 2010);

Ambos as metodologias, BEAST e *BEAST, estimam a topologia de arvores de espécies, tempos de
divergéncia, tamanho da populacdo entre uma amostra de genes sobre modelos de coalescéncia
multi-espécies, porém existem varias diferencas na modelagdo. O BEAST requere um outgroup, 0
tamanho da populagdo é assumido constante ao longo do ramo e o prior para as arvores de espécies
é uniforme.

Computacionalmente infere cada gene da arvore individualmente, em duas etapas distintas. Em
contraste, 0 *BEAST infere a arvore de espécies (métodos multi-individual, multi-locus), bem como
todos 0s genes num Unico processo com o uso do algoritmo MCMC e ndo necessita de um outgroup
(M.S.Y.LeeeS.Y.W. Ho, 2016).

Para este Projecto vai ser usado 0 BEAST v2.6.3 (BEAST?). Esta versdo é completamente rescrita
do programa BEAST sendo esta mais modular com a implementacéo de plugins e packages que
proporcionam novas funcionalidades a plataforma como novos modelos de distribuicdo e por
exemplo a SNAPP (phylogenetic analysis using SNP and AFLP data) e BDSSM (birth-death skyline
model for serially-sampled data). A preparacéo dos ficheiros de input, a modelacéo dos ficheiros de
output, bem como a visualizacdo é realizada por uma serie de programas disponibilizados pelo
package do programa BEAST, como:

- BEAULi (Bayesian Evolutionary Analysis Utility) (R. Bouckaert et al., 2019): um programa com
uma graphical user interface (GUI) que visa modelar os ficheiros de input para 0 BEAST e *BEAST
em formato eXtensible Markup Language (XML) assim como €é por onde se adicionam novos
packages;

- LogCombiner (R. Bouckaert et al., 2019) que permite combinar os ficheiros de log e de trees a
partir de multiplas analises independentes que de certa maneira serve como uma alternativa ao
aumento da MCMC chain length proporcionando a op¢do de combinar resultados de ficheiros xml
menores caso 0 PC usado néo seja potente o suficiente;

- TreeAnnotator (R. Bouckaert et al., 2019) que sumariza a informacao de um conjunto de arvores
numa so;

- Tracer (A. Rambaut et al., 2018) que permite analisar e visualizar a MCMC descrita pelo ficheiro
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de log deixando ao utilizador averiguar se 0s niveis de ESS sdo adequados;

- Figtree (A. Rambaut, 2009) que permite visualizar, sumarizar e anotar arvores filogenéticas. (J.
Heled e A. J. Drummond, 2010);

Vérios fatores podem influenciar a taxa de substituicio numa populagdo, tais como a taxa de
mutacdo, o tamanho da populagdo, o tempo de geracdo e a selecdo. Como resultado, varios modelos
foram desenvolvidos para dar resposta de como a taxa de substituicdo varia ao longo da arvore da
vida. Muitos destes modelos sdo aplicados através de priors que tém por base os métodos de
inferéncia Bayesiana.

As implementagdes dos métodos de datagdo fornecem uma forma flexivel de modelar a taxa de
variagdo e obter tempos de divergéncia com confianca, conferindo se os modelos s&o adequados.
Quando usados com métodos numeéricos como a MCMC, para a aproximagao da distribuicdo de
parametros da pp, os métodos Bayesianos demonstram ser extremamente poderosos na inferéncia
dos parametros dos modelos estatisticos (R. Bouckaert et al., 2014); o Anexo 2 demonstra um
workflow de um processo MCMC.

Vérias componentes sdo aplicadas durante o calculo dos tempos de divergéncia com uso dos
métodos Bayesianos. Uma delas € o prior que define a datacdo dos nodos, também chamado de tree
prior. Este descreve como os eventos que deram origem a evolucdo das espécies estdo distribuidos
ao longo do tempo. Quando este modelo é combinado com o modelo que calcula a taxa dos ramos,
a inferéncia Bayesiana permite estimar tempos de divergéncia relativos (R. Bouckaert et al., 2014).
No BEAST, os priors disponiveis para este tipo de abordagem, calculo dos tempos de divergéncia
inter-espécies, sao variantes do birth-death prior, que incluem o calibrated Yule model, o0 modelo
birth-death com amostras incompletas das espécies, bem como serially- sampled birth-death
processes (R. Bouckaert et al., 2014).

e 0o (1] BEAST 2.1.3 e’
(<> EBll=om(=](=][ o] (@ | (%] Q
FAVORITES
=L All My Fil ¥ 4 4
=2 y Files o,
@ A ,/7\, il cn &‘v
= AirDrop Z= é&, £ Y 3
[ Desktop AppStore BEAST BEAUL bin DensiTree
{5} remcobouckaert
#% Applications N N
[BTJ Documents /‘
TXT >\ TXT
DEVICES e —
[2) Tracerv1.6 examples lib LICENSE.txt LogCombiner README.txt
TAGS
© Red 7\ =
Orange 2= o
Yellow templates TreeAnnotator VERSION
e HISTORY.txt
Blue
Purple

Figura 5 - Exemplo de pasta com alguns dos programas mencionados do framework BEAST
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3 Metodologia

As atividades desenvolvidas ao longo do projeto tiveram todas como ponto de partida a selecdo das
sequéncias a serem analisadas, a criacdo de datasets com as amostras, bem como a analise da
qualidade das sequéncias, manipulagdo e estruturacdo nucleotidica apds o processo de alinhamento.

As sequéncias estudadas dos escaravelhos tigre (Coleoptera Cincidelini) e dos escaravelhos do
grupo Trechus fulvus foram adquiridas a partir do portal National Center for Biotechnology
Information (NCBI) com base na API (application programming interface) -eutils (que simplifica a
pesquisa, aquisicdo, e andlise de registos do NCBI) do sistema Entrez (Global Query Cross-
Database Search System) desenvolvido pela plataforma da NCBI: o comando efetch (usado para
fazer o download de amostras a partir da base de dados NCBI) com base nos nimeros de acesso
facultados pelas respectivas publicagfes. O script foi executado na aplicacédo GitBash do sistema
operativo Windows 10, criando um ficheiro em formato FASTA na diretoria desejada com todas as
sequéncias selecionadas;

As sequéncias em formato FASTA sdo em primeiro lugar alinhadas com uso do programa MAFFT
v7.419 (K. Katoh e D. M. Standley, 2013), com os parametros standard (--auto). Apds o
alinhamento, o dataset é analisado com o programa AliView V1.26 (A. Larsson, 2014) de forma a
inferir a qualidade dos alinhamentos. Em alguns casos foi necessario cortar (trimming) as
extremidade das sequéncias para que tivessem igual nimero de pares de bases.

Por ultimo o ficheiro FASTA é convertido em formato Nexus para ser usado como input nos
seguintes passos. O primeiro passo serd com recurso ao programa jModelTest2, estimar para cada
dataset, qual o modelo de substituicdo que melhor se adequa a cada dataset.

3.1 Estudo do enquadramento do programa BEAST na
inferéncia filogenética molecular

Como ponto de partida do projeto, foram efetuadas as leituras dos documentos de apoio
disponibilizadas online pelo programa BEAST, quer da versdo 1 e 2 (nomeadamente o “Taming the
BEAST?”) para inferéncia inter e intraespecifica, bem como a realizacéo de tutoriais. Os materiais
estudados de maior relevancia, estdo apresentados no Anexo 3.

Esta primeira fase foi fundamental para interiorizar as bases necessarias ao uso e enquadramento do
programa na inferéncia filogenética, tendo por via os relégios moleculares, modelos de substituicéo
e escolha de priors, ou seja, todos os passos envolvidos na analise. Foram ainda pesquisadas e
estudadas as publicacBes mais adequadas ao projeto, apresentadas no Anexo 4 [54-59].
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3.2 Reproducéo do paper referente a inferéncia molecular dos
escaravelhos tigre (Coleoptera: Cicindelini), e descricédo da
pipeline comum do programa BEAST

Neste ponto, foi reproduzida a analise da publicac¢do “Phylogeographic patterns of two tiger beetle
species at both sides of the strait of Gibraltar (Coleoptera: Cicindelini)” (Garcia-Reina,A. et al.,
2014).

O artigo retrata a inferéncia interspecifica com recurso a metodologia BEAST2, contudo foi realizada
uma analise intraespecifica adicional, de modo a comparar os resultados das duas abordagens. Para
a inferéncia filogenética molecular com o programa BEAST2, as sequéncias em formato Fasta sdo
em primeiro lugar alinhadas e formatadas em ficheiros Nexus segundo a metodologia usada neste
projecto (desenvolvida na proxima seccdo) foram carregadas no programa BEAULti de modo a
calibrar os parametros da MCMC e criar o ficheiro de controlo (ficheiro em formato XML que ird
ser interpretado pelo programa). Os parametros foram aplicados com base nas informagfes dadas
pela publicagdo (Tabela 2). Apos a criagdo do ficheiro XML, foi executado o programa BEAST2 e
carregado o ficheiro. Quando concluido o processo da MCMC, obteve-se um ficheiro de log e um
ficheiro em formato trees.

Paramet

Modelo de substituicdo JC69:

Rate de substituigdo = 1.0 Coalescent Constant
{ndo estimado) Population

(Pardmetros Default)
Gamma Category Count =0
Cephalota Outgroup

Proporticn Invariant =0 (Monophyletic Prior)
{ndo estimado)

Tabela 2 - Parametros usados na calibragdo do gene mitocondrial COI das espécies de escaravelhos tigre, formatados para
BEAST2.

Para a inferéncia intraespecifica, *BEAST2, foi criado um novo ficheiro XML com a calibracéo
apresentada na Tabela 3, no programa BEAULti. Apesar de uma diferente formatacdo o ficheiro de
controlo da é igualmente processado pela metodologia BEAST2.
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Modelo de substituicdo JC6S: Species Tree Population Size:
Rate de substituicdo =1.0 Pop Function = . .
(n&o estimado) Strict Clock Linear with Constant Root Coalescent C-onstant 10M de fteragdes
Gamma Category Count=0 | Clock.Rate = 0.08606 Population Mean =1.0 ‘Populatmn guardadas a cada
(Parametros Default) 100;

Proportion Invariant =0

(n30 estimado) Ploidy = Y or Mitochondrial

Tabela 3 - Parametros usados na calibragdo do gene mitocondrial COI das espécies de escaravelhos tigre (Coleoptera:
Cicindelini), formatados para *BEAST2.

Apos o processamento do ficheiro xml na aplicacgdo, foi carregado o ficheiro de log no programa
Tracer (de modo a averiguar a qualidade dos resultados obtidos) e verificados os valores de ESS
(Effective Sample Size) dos parametros (exemplo apresentado nos Anexos 5 e 6), onde sdo testadas
as runs/”leituras do ficheiro xml” independentes da pp (posterior probability). Caso os parametros
convergirem correctamente (valores acima de 200 para melhor efeito, embora entre 100 e 200 ainda
seja viavel), eram efetuadas mais uma série de runs independentes (com seeds diferentes, defini¢do
default), e consequentemente os ficheiros de log eram combinados a partir do programa
LogCombiner, bem como os ficheiros em formato trees também no mesmo programa; caso
contrario, os parametros seriam novamente calibrados no BEAULi (caso os valores de ESS nédo sejam
superiores a 200 apos varias tentativas da-se nesse caso como 0 seu proprio resultado Util para a
comparacgdo entre os dois métodos).

Devido a inferéncia ser suportada por métodos estocasticos, por vezes a distribuicdo acaba por ndo
convergir corretamente. A combinacdo de logs permite garantir um valor de suporte as retas de
distribuigdo dos priors ao longo das geracbes do MCMC, levando a completarem-se entre si. Neste
caso, foram combinados 8 ficheiros de log e de trees, a partir de 8 runs independentes, apds varias
calibragGes. Seguidamente, os ficheiros de trees foram combinados com 10% de burn-in e anotados
com o programa TreeAnnotator, de modo a reportar a Maximum Clade Credibility Tree, com os
nodos calibrados pela altura média. De modo a ndo se perder informac&o, ndo foi aplicado novo
burn-in a anotagdo devido ao facto de este ja ter sido aplicado anteriormente na combinacéo. Quando
terminado o processo de anotacdo, com uma grande necessidade de tempo de processamento
(aproximadamente 20 a 30 minutos dependendo da memoria livre do PC), o output (a arvore
filogenética final) foi analisado e editado a partir do programa FigTree.

Esta metodologia retrata o workflow comum a inferéncia filogenética molecular com as
metodologias BEAST2 e *BEAST2 usado neste projecto (Figura 4). As seguintes analises
partilharam do mesmo método retratado. A analise de resultados desta inferéncia nao faz parte dos
objetivos do projeto, uma vez que este apenas serve como dataset de treino por abordar a vertente
*BEAST2.
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3.3 Reproducédo do paper relativo a inferéncia filogenética
molecular da espécie Trechus fulvus

Neste terceiro ponto foram replicados os resultados da publicacdo “Late Miocene origin of an
IberoMaghrebian clade of ground beetles with multiple colonizations of the subterranean
environment” (A. Faille et al., 2014). Com os accession humbers do GenBank disponibilizados pela
publicacéo, foram descarregadas as sequéncias do gene mitocondrial Cytochrome ¢ Oxidase Subunit |
(COl) em formato FASTA pelo método efetch, anteriormente descrito, e manipuladas com o programa
AliView apds o alinhamento com o programa MAFFT, seguidamente exportadas em formato Nexus.

Procedeu-se a aplicacdo da metodologia descrita no workflow.O dataset em formato Nexus do
Cytochrome ¢ Oxidase Subunit | foi carregado no programa BEAULi de modo a calibrar os parametros
da MCMC, e criar o ficheiro XML para ser processado pelo BEAST2. Os pardmetros usados na
calibracdo da inferéncia interespecifica estdo designados na Tabela 4.

Pardmetros

Modelo de substituigdo 1C69:
Rate de substituigdo = 1.0 Strict Clack Sz modelf |
w . Pardmetros Default -
(ndo estimado) Clock.Rate =0.015 ( ) 10M de iteragBes

Gamma Category Count=0 (Lower bound = 0.01 guardadas a cada 100;

Trechus Ful I
Proportion Invariant =0 Upper bound =0.0198) rechus ru Vu% ngfoup
= . (Monophyletic Prior)
(n3o estimado)

Tabela 4 - Parametros usados na calibragdo do gene mitocondrial Cytochrome ¢ Oxidase Subunit | do grupo , para
inferéncia interespecifica com o método BEAST2.

Quando finalizado o processamento, o ficheiro de log resultante foi analisado no programa Tracer,
até encontrarmos 0s parametros adequados, de acordo com os valores da distribuicdo de ESS. Ap6s
varias tentativas de calibracdo, procedeu-se & execucdo de novas andlises independentes (com
diferentes seeds) a partir do mesmo ficheiro XML para serem combinadas num tnico ficheiro a partir
do programa LogCombiner, bem como o ficheiro de trees combinado com a informacao das novas
runs com 10% de burn-in. Procedeu- se a anotagcdo com o programa TreeAnnotator sem burn-in e os
nodos calibrados pela Mean Height, prosseguindo-se a analise com a visualizacdo da arvore com a
maior credibilidade no Figtree.

Foi seguidamente feita a analise intraespecifica do mesmo dataset, tendo como metodologia o
workflow usado no passo anterior, mas formatado no BEAUti para *BEAST2, e calibrado com os
pardmetros apresentados na Tabela 5.
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Site Models Clock Model ulti Species Coalescen “ MCHC
arametns

Tabela 5 - Parametros usados na calibragdo do gene mitocondrial Cytochrome ¢ Oxidase Subunidade | das espécies de
escaravelhos do grupo , para inferéncia intraespecifica com o método *BEAST2.

Yodelo de substituigio JCOEI
Fate de substituigio = 1.0
[m8o estimada)

FPopulation Function :

Linear with Constant oot

“r'ule madel
Gamma Categary Count= 0 [Parametras Default]
Proportion lnuvariant = 0

O [n&o estimada)

FPopmean=0.35
[Lower bound = 0.3

Upper bound = 0.4) Trechus Fulvus

Ingroup

Gene Plaidy =¥ or [(Manophyletic Priar)

Mutochondrial

3.4 Inferéncia filogenética molecular de escaravelhos
(Coleoptera: Cicindelini)

Esta tarefa consistiu em calcular os tempos de divergéncia para os escaravelhos (Coleoptera:
Cicindelini) com apenas a vertente interespecifica do programa BEAST2, tendo em conta a
sistematica biolégica. A informacdo genética foi obtida através do portal NCBI a partir dos
accession numbers usados nas publicacdes. Cada gene foi calibrado individualmente, e s6 depois
foi realizada a calibrac¢do concatenada.

3.4.1 Inferéncia filogenética molecular de escaravelhos
(Coleoptera: Cicindelini) — BEAST2

Primeiramente, procedeu-se a criagdo dos datasets. Neste procedimento foram utilizados dois genes;
0 gene mitocondrial Cytochrome ¢ Oxidase subunidade | (COl) e o gene mitocondrial 16S. Ap0s as
matrizes devidamente criadas e convertidas no formato Nexus, procedeu-se ao uso do workflow. A
calibracdo foi realizada de acordo com os parametros apresentados na Tabela 6.

Modelo de substituigao JC69:
Rate de substituiciio=1.0
[ea]] - a
(néc estimado)
Gamma Category Count=0
Proportion Invariant =0 Coalescent Constant
(n8o estimado) Population
(Parametros Default)
Cephalota Qutgroup
Modela de substituigdo JCEI: (Moncphylatic Prior)
165 Rate de substituigio =1.0
(n8o estimado)
Gamma Category Count=0
Proportion Invariant =0
{n&o estimada)

Tabela 6 - Parametros usados na calibragdo do dataset concatenado composto pelos gene mitocondrial COl e 16S dos

escaravelhos (Coleoptera: Cicindelini), formatados para BEAST2.
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3.4.2 Inferéncia filogenética molecular de escaravelhos
(Coleoptera: Cicindelini) - *\BEAST2

Para a concretizagéo desta tarefa, foi novamente usado como base de operagdes o workflow. Os
parametros usados na calibragdo dos genes estéo descritos na Tabela 7.

Parametr
Site Models Clock Model Multi Species Coalescent “ MCMC

Modelo de substituicio JCe9:

Species Tree Population Size:
Pop Function =
Linear with Constant Root
Population Mean =1.0

Rate de substituicdo = 1.0
{n3o estimado)
Gamma Category Count=0

Proportion Invariant =0
{n&o estimado)

Ploidy = Y or Mitochondrial
10M de iteragdes
guardadas a cada
100;
Modelo de substituigdo JC89:

ParticBes dos geneslinked
para a Infer&ncia da drvore, de
modo a partilharem branch
times e a mesma topologia

Rate de substituicdo = 1.0
{ndo estimado)
Gamma Category Count=0

Proportion Invariant =0
{n&o estimado)

Tabela 7 - Parametros usados na calibragdo do dataset concatenado composto pelos gene mitocondrial COIl e 16S dos

escaravelhos (Coleoptera: Cicindelini), formatados para *BEAST2.

3.5 Inferéncia de Trechus fulvus — dataset concatenado

De modo a complementar a inferéncia realizada no ponto 3.3, realizou-se uma nova inferéncia para
o0 estudo das escaravelhos do grupo Fulvus. Foi realizada a anélise de mais genes mitocondriais,
Cytochrome ¢ Oxidase Subunidade | (COI) e rrnL+trnL+nadl e dois nucleares, LSU e SSU. A
semelhanca da abordagem realizada s6 com o Cytochrome ¢ Oxidase Subunidade I, as amostras
foram adquiridas com base no script efetch (Apéndice 1), pelos accession numbers do GenBank
providenciados pela publicacdo. Apo6s analisada a qualidade das sequéncias com recurso ao
programa AliView e convertidas para formato Nexus, recorreu- se ao workflow deste projecto de
modo a inferir a Maximum clade credibility tree com base nos pardmetros apresentados na Tabela
8 para a analise interespecifica com o programa BEAST2, e a Tabela 9 para a analise intraespecifica
com recurso & dependéncia *BEAST2, de modo a estimar os tempos de divergéncia relativos das
espécies de escaravelhos do grupo Fulvus. Os genes foram calibrados individualmente e de forma
concatenada.
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rrnL+trnl+nadl

Clock Model

Site Models

Modelo de substituicio JCBO:
Rate de substituicdo = 1.0

{n&0 estimado)
Gamma Category Count=0
Propartion Invariant =0
(n30 estimado)
Modelo de substituicio GTR:
Rate de substituicdo = 1.0
(n@o estimado)
Gamma Category Count=0
Proportion Invariant=0
(n30 estimado)
Modelo de substitui¢do GTR:
Rate de substituicdo = 1.0
(n&o estimado)
Gamma Category Count=0
Proportion Invariant=0
(n80 estimado)
Modelo de substituicio JCBO:
Rate de substituicdo = 1.0
{n&do estimado)
Gamma Category Count=0
Propaortion Invariant =0
(n80 estimado)

Yule Model
{Parametros Default)

Trechus Fulvus Ingroup
(Monophyletic Prior)

Tabela 8 - Parametros usados na calibrac@o do dataset concatenado dos escaravelhos do grupo composto pelos genes
mitocondriais rrfNL+trnL+nad1 e COIl assim como genes nucleares SSU e LSU; formatados para BEAST2.

rraL+trnL+nadl

Site Models

Clock Model

Modelo de substituicdo JC69:
Rate de substituicdo=1.0
(n&o estimado)
Gamma Cate gory Count =0
Proportion Invariant =0
(nZo estimado)
Modelo de substituicao GTR:
Rate de substituicdo =1.0
(n&o estimado)
Gamma Cate gory Count =0
Proportion Invariant =0
{ndo estimad o)
Modelo de substituicao GTR:
Rate de substituicdo =1.0
(ndo estimado)
Gamma Cate gory Count =0
Proportion Invariant =0
(ndo estimad o)
Modelo de substituicdo JC69:
Rate de substituicdo=1.0
(n&o estimado)
Gamma Cate gory Count =0
Proportion Invariant =0
(ndo estimad o)

Population Function :
Linear with Constant Root

Pop mean =0.35
(Lower bound =0.3
Upper hound =0.4)

Gene Ploidy =Y or
Mytochondrial

Multi Species Coalescent “

Yule Model
(Pardmetros Default)
Trechus Fulvus
Ingroup
(Monophyletic Prior)

.Tabela 9 - ParAmetros usados na calibragdo do dataset concatenado dos escaravelhos do grupo composto pelos genes

mitocondriais rrNL+trnL+nadl e COIl assim como genes nucleares SSU e LSU; formatados para *BEAST2.
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4 Descricao de resultados

4.1 Espécies de escaravelhos tigre (Coleoptera: Cicindelini)

Nas Figuras 7 e 8 estdo apresentadas as arvores filogenéticas dos escaravelhos tigre (Coleoptera:
Cicindelini) provenientes da Regido de Gibraltar, inferidas através das abordagens BEAST2 e
*BEAST2 respetivamente, resultante da metodologia apresentada no ponto 3.4 e calibradas com base
nos parametros da Tabela6e 7.

As arvores filogenéticas resultantes de ambas as inferéncias realizadas neste projeto sdo compostas
por trés grandes clades. Os Lophyra - Cicindela (clade I), C.ibérica - Cincidela (clade II) e
C.campestris - C.maroccana (clade I11). Os resultados obtidos pelo método BEAST2, sugerem que
a separacdo entre Lophyra e Cicindela devera ter ocorrido no intervalo [2.2 , 2.65 Ma] com um valor
de suporte pp=1, a separacdo de C.ibérica e Cicindela tera ocorrido no intervalo [1.4 , 1.95 Ma],
suportada pela pp=0.9999 e linhagem C.campestris tera separado de C.maroccana no intervalo [0.65
, 1.15 Ma] com pp=1.

Com o método *BEAST2 verifica-se que a divergéncia dos Lophyra e Cicindela podera ter ocorrido
no intervalo [3.66 , 4.58 Ma] com pp=0,9907, a separacao dos C.ibérica e C.campestris no intervalo
[2.14, 3.2 Ma], com um valor de suporte pp=0.9991 e a linhagem C.campestris separa-se de
C.maroccana no intervalo [0.89, 2.3 Ma] com pp=0.997
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Figura 7 - Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica (BEAST2) das espécies de escaravelhos tigre
(Coleoptera: Cicindelini), calibrada com os parametros da Tabela 2; dataset composto pelo gene mitocondrial COl e 16S,
inferido pela combinac&o de 8 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo

da barra e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 néo é representado no gréfico.
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Figura 8 - Arvore filogenética resultante da inferéncia intraespecifica (*BEAST2) das espécies de escaravelhos tigre
(Coleoptera: Cicindelini), calibrada com os parametros da Tabela 3; dataset composto pelo gene mitocondrial COIl e 16S,
inferido pela combinacdo de 8 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em numero
préximo da barra e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 né&o é representado no grafico.
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4.2 Escaravelhos do Grupo Fulvus (Trechus fulvus) — dataset
constituido pelo gene COI

4.2.1 Inferéncia interespecifica, BEAST2

Na Figura 9 (e Figura 10) estd apresentada a arvore filogenética resultante da inferéncia
interespecifica ao gene COI das espécies de Trechus fulvus, resultante da metodologia descrita no
ponto 3.3. Esta foi calibrada de acordo com os parametros apresentados na Tabela 4 e obtida a partir
da combinacdo de 3 runs independentes.

Topologicamente, o outgroup é constituido por varios espécies distintas, e 0 ingroup por varios
individuos da espécie Trechus fulvus. Os clades que iremos ter em conta para a discussao serdo 0s
Clades A a L com o clade A sendo a “raiz” deste grupo Fulvus representado no grafico como o
nodulo que encompassa a espécie gigoni a delhermi, o clade B é representado pelo proximo nédulo
com a auséncia da espécie delhermi, passando ao clade C temos a linhagem principal de e a espécie
iblanensis e de seguida ao clade D que apresenta as espécies gigoni a martinezi. A separacao entre
a espécie delhermi do restante grupo Fulvus podera ter ocorrido no intervalo [16.1, 16.3 Ma] com
valor pp=1, durante a época Mioceno. Os clades C e D (clade B) poderé&o ter divergido entre si no
intervalo [7.1 , 7.6 Ma] novamente com suporte (pp=1). passando para o clade C a linhagem
principal de Trechus fulvus podera ter divergido da espécie iblanensis no intervalo [5.2 , 7.16 Ma],
com um valor de suporte (pp=1).

Aetieks g BE A3

Tetyri Z59M 124D

Togrtsi Z5M 1474

Tegend Z5V 130

Thbmerd BE L1

. Threr BE LS

" Tikaeri BE L0
Thimerd Z5M L83
Tameres BE L204
Teptetis MNHN 126
Teerce Z5M LB
Tserctel ZSV L9
Thrcre MNHN L2
Throre MNN L2t
Tekarins BE 126
Trvestes EE AF1
Tiks EE LB

__Tikus BE L3

7 =
b= TiMsZMI4B

Tikis M- AFB
Tikes MNHN L2
C* s M L2

s Tilus Z3MLE7
Thhas ML
= Tius MNHN K3
Fanes L TszvEn
Thinerss BE 1208
e Tekhemi ZSV LS
) @ —— Ay s stuttes MNHNAPG
' Ll Tibeg MM AETE
b F——————  Terzim NN AFGH
ez i Tomakts MN-N.2PTE
-— g  —— LS
o ey Tgered Z50 L3
= i Arriicis erestaris MNON A2

Terkesi Z5M LGS
e Tamx BE 1211
Thredi MNHN AT

#56 Tsaach MNHN AFID
groen B wi—erun?

N%W Toctrkn VNN AP
Tekma MNHN AP

]

refrafers pouamT] i) Toers BE |29
T = B = Ttk BE 125
0w Bl PTG
——— — TRk MN-NL2B
I Thadris NN 1289
pIrEnse b Ths MM LS
i

Tehtas EE A2

Feepeencps bens NN AR
B e Tatulai M AT
—————  Tatals M AT

iy é

T T T 1

30 20 10 0
Figura 9 - Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica (BEAST2) ao dataset de escaravelhos do grupo Fulvus
composto pelo gene mitocondrial COI, calibrado com os parametros da Tabela 4 a partir da combinacéo de 3 runs independentes.
As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor
de pp=1 n&o é representado no gréfico.
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Figura 10 - Ampliagdo da Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica (BEAST2) ao dataset de escaravelhos do
grupo Fulvus composto pelo gene mitocondrial COl, calibrado com os pardmetros da Tabela 4 a partir da combinag&o de 3 runs
independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra e o valor pp sob o valor de
HPD, se o valor de pp=1 néo é representado no gréafico.
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4.2.2 Inferéncia intraespecifica, *\BEAST2

Continuando com a nomenclatura da inferéncia anterior vamos considerar 0s mesmos clades para a
figura 11 (e figura 12) onde podemos comecar com o intervalo observado no clade A onde temos
um intervalo entre [16.1 , 16.59 Ma] com um valor relativamente baixo pp=0.6423 continuando a
suportar o artigo original em que o grupo Fulvus originou na Epoca Mioceno (A. Faille et al., 2014).
Deixando a espécie delhermi para tras observamos que temos um intervalo entre [7.11 , 7.83 Ma]
com um suporte elevado (pp=1) no clade B dividindo assim os clades C e D, continuando assim
para o clade C onde temos a separagdo entre a linhagem principal e a espécie iblanensis onde
verificamos um intervalo entre [5.36 , 7.48 Ma] com um valor razoavel de suporte (pp=0.9272).
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Figura 11 — Arvore filogenética resultante da inferéncia intraespecifica (*BEAST2) ao dataset de escaravelhos do grupo
Fulvus composto pelo gene mitocondrial COl, calibrado com os pardmetros da Tabela 4 a partir da combinacéo de 3 runs

independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra e o valor pp sob o valor
de HPD, se o valor de pp=1 n&o é representado no grafico.
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Figura 12 — Ampliac&o da Arvore filogenética resultante da inferéncia intraespecifica (‘BEAST2) ao dataset de
escaravelhos do grupo Fulvus composto pelo gene mitocondrial COI, calibrado com os parametros da Tabela 4 a partir da
combinagéo de 3 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra

e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 néo é representado no gréafico.
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4.3 Trechus fulvus — dataset concatenado

4.3.1 Inferéncia interespecifica, BEAST2

A Figura 13 (e figura 14) apresenta a arvore filogenética das espécies de escaravelhos do grupo
Fulvus (dataset constituido pelos genes COI, SSU, LSU e rrnL+trnL+nad1) resultante da inferéncia
interespecifica com o programa BEASTZ2, a partir da metodologia apresentada no ponto 3.5. Esta foi
calibrada com os parametros presentes na Tabela 8 e obtida a partir da combinacdo de 3 runs
independentes.

Novamente continuando com a nomenclatura da inferéncia anterior vamos considerar 0s mesmos
clades para a figura 13 (e figura 14) onde podemos comecar com o intervalo observado no clade A
onde temos um intervalo entre [16.1 , 16.367 Ma] com um valor pp=1 novamente suportando o
artigo original em que o grupo Fulvus originou na Epoca Mioceno (A. Faille et al., 2014). Passando
para 0 proximo clade observamos que temos um intervalo entre [7.5 , 9.07 Ma] com um suporte
elevado (pp=1) no clade B dividindo assim os clades C e D, continuando assim para o clade C onde
temos a separacao entre a linhagem principal e a espécie iblanensis onde verificamos um intervalo
entre [6.91 , 8.637 Ma] com um valor elevado de suporte (pp=1).
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Figura 13 - Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica ao dataset concatenado das escaravelhos do grupo
Fulvus composto pelos genes COI, SSU, LSU e rrnL+trnL+nad1; calibrado com os parametros da Tabela 8 a partir da
combinagéo de 3 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra
e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 néo é representado no grafico.
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Figura 14 — Ampliac&o da Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica ao dataset concatenado das
escaravelhos do grupo Fulvus composto pelos COI, SSU, LSU e rrnL+trnL+nadl; calibrado com os parametros da Tabela
8 a partir da combinacgéo de 3 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em namero
proximo da barra e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 nédo é representado no grafico.



4.3.2 Inferéncia Intraespecifica, *BEAST 2

A Figura 15 (e figura 16) apresenta a arvore filogenética das espécies de escaravelhos do grupo
Fulvus (dataset constituido pelos genes COl, SSU, LSU e rrnL+trnL+nadl) resultante da inferéncia
interespecifica com o programa *BEASTZ2, a partir da metodologia apresentada no ponto 3.5. Esta
foi calibrada com os parametros presentes na Tabela 9 e obtida a partir da combinacdo de 3 runs
independentes.

Com a nomenclatura da inferéncia anterior vamos considerar os mesmos clades para a figura 13 (e
figura 14) onde podemos comecar com o intervalo observado no clade A onde temos um intervalo
entre [16.1, 16.334 Ma] com um elevado valor pp=0.9544 suportando o artigo original em que o
grupo Fulvus originou na Epoca Mioceno (A. Faille et al., 2014). Passando para o proximo clade
observamos que temos um intervalo entre [7.1, 8.06 Ma] com um suporte elevado (pp=1) no clade
B dividindo assim os clades C e D, continuando assim para o clade C onde temos a separacdo entre
a linhagem principal e a espécie iblanensis onde verificamos um intervalo entre [5.11 , 8.02 Ma]
com um valor razoavel de suporte (pp=0.9081). Em geral também se observa que ao longos dos
clades os intervalos sdo cada vez mais curtos em *BEAST2 que em BEAST2 a medida que se
aproxima do tempo presente.
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Figura 15 - Arvore filogenética resultante da inferéncia intraespecifica ao dataset concatenado dos Escaravelhos do grupo
Fulvos composto pelos COI, SSU, LSU e rrL+trnL+nad1; calibrado com os pardmetros da Tabela 9 e obtido a partir da
combinagéo de 3 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em nimero préximo da barra
e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 néo é representado no grafico.
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Figura 16 — Ampliacéo da Arvore filogenética resultante da inferéncia intraespecifica ao dataset concatenado dos
Escaravelhos do grupo Fulvos composto pelos COI, SSU, LSU e rrnL+trnL+nadl; calibrado com os parametros da Tabela
9 e obtido a partir da combinag&o de 3 runs independentes. As barras azuis representam o HPD 95% com o valor em
namero proximo da barra e o valor pp sob o valor de HPD, se o valor de pp=1 nédo é representado no grafico.
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4.4 Trechus fulvus — BEAST2 (verséo 2.4.0)

Na Figura 17 (e figura 18), encontra-se apresentada a arvore filogenética de inferéncia
interespecifica as espécies de escaravelhos do grupo Fulvus () com os genes COI, SSU, LSU e
rrnL+trnL+nadl, obtida a partir uso da versdo antiga do programa BEAST2 e *BEAST2 com

combinag&o de 3 runs independentes e calibrada com os pardmetros da Tabela correspondente.

Considerando os mesmos clades para a figura 17 (e figura 18) onde podemos comecar com o
intervalo observado no clade A onde temos um intervalo entre [16.1, 16.36 Ma] com um valor pp=1
colocando o grupo Fulvus com origem na Epoca Mioceno como se ja havia visto nas inferéncias
anteriores (A. Faille et al., 2014). Passando para o proximo clade observamos que temos um
intervalo entre [7.55, 9.08 Ma] com um suporte de valor pp=1 no clade B dividindo assim os clades
C e D, seguimos assim para o clade C onde temos a separagéo entre a linhagem principal e a espécie

iblanensis onde verificamos um intervalo entre [6.92 , 8.66 Ma] novamente com um valor pp=1.
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Figura 17 - Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica ao dataset das escaravelhos do grupo Fulvus ()
composto pelos genes COI, SSU, LSU e rrL+trnL+nadl; calibrado com os parédmetros da Tabela 8, obtido a partir da
combinagéo de 3 runs independentes e do uso de uma versao antiga da aplicagdo BEAST2.
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Figura 18 — Ampliagdo da Arvore filogenética resultante da inferéncia interespecifica ao dataset das escaravelhos do grupo
Fulvus () composto pelos genes COI, SSU, LSU e rrnL+trnL+nadl; calibrado com os parametros da Tabela 8, obtido a partir
da combinacgé&o de 3 runs independentes e do uso de uma versdo antiga da aplicagdo BEAST2.

Na figura 19 com o0 método *BEAST?2 verifica-se que a divergéncia no clade A podera ter ocorrido
no intervalo [16.1, 16.38 Ma] com pp=0,9327, a separac¢do no clade B no intervalo [7.10, 8.31 Ma],
com um valor de suporte pp=0.9827 e a linhagem separa-se da espécie iblanensis no intervalo [4.98
, 8.52 Ma] com pp=0.8301.
Novamente com esta analise verifica-se as semelhancas entre os tempos de divergéncia e os valores
de pp (posterior probability) independentemente da versdo usada, levando a concluséo que a maior
diferencga entre versdes se baseia no tempo de processamento da analise como se ira discutir na
seccao final.
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Figura 19 — Arvore filogenética resultante da inferéncia intraspecifica ao dataset das escaravelhos do grupo Fulvus ()
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5 Discussao de resultados

Para esta discussdo vao ser considerados como principais factores, os valores pp (Probabilidade
posterior) representados nos nodes, os valores dos tempos de divergéncia assim como os efeitos do
método de coalescéncia multi-espécies nas andlises e o tempo de processamento de modo a
podermos considerar qual dos métodos, BEAST2 ou *BEASTZ2, atualmente € o mais viavel de ser
aplicado tendo conta o suporte e a resolucao da arvore filogenética. Em relagdo aos tipos de rel6gios
moleculares foram usados 0s mesmos dados presentes nos artigos estudados para a sua reproducédo
assim como para obter resultados de maior fidelidade.

5.1 Espécies de escaravelhos tigre (Coleoptera: Cicindelini)

Apesar da analise dos valores de ESS no programa Tracer mostrar boa convergéncia dos
parametros; os Anexos 5 e 6 apresentam o resultado das distribuicGes dos pardmetros de ambas as
abordagens. E importante realcar que o dataset é constituido por um amplo grupo de
individuos/amostras suportado apenas pela inferéncia a partir de dois genes (COI +16S), o que faz
com que a sua resolugdo possa ndo ser suficiente para inferir com confianca todas as relagGes
filogenéticas entre os taxa presentes.

Dataset de escaravelhos tigre — COl +16S

o Tempos de Divergéncia PP no nodo de agrupamento Tempo de .
Principais Processamento (min)
Separacdes
BEAST2 *BEAST2 BEAST2 *BEAST2 BEAST2 *BEAST2
Clade |
[2.2,2.65 Ma] [3.66 , 4.58 Ma] 1 0.9907
58 33.3
Clade Il [1.4,1.95 Ma] [2.14,3.2 Ma] 0.9999 0.9991
Clade Il [0.65, 1.15 Ma] [0.89,2.3 Ma] 1 0.997

Tabela 10 - Resultados dos tempos de divergéncia relativos, valores de pp no nodo de agrupamento e tempo de
processamento das principais separacdes referentes a inferéncia filogenética molecular inter e intraespecifica, aos
escaravelhos tigre (Coleoptera: Cicindelini) a partir do gene COI e do gene 16S. Especificagfes técnicas do computador
onde foram executados os processos: Intel® Core™ n3540, NVIDIA 920m, 8 GB DDRS3.

Com os resultados obtidos para o escaravelhos tigre observou-se que em termos de valor de pp
ambos apresentam valores elevados (embora BEAST?2 apresente valores maiores), para 0s tempos
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de divergéncia com ambas as abordagens apresentados na Tabela 10 demonstram que, apesar da
diferenga ser minima, o BEAST2 apresenta intervalos de tempo de divergéncia menores.

Por Gltimo, o método de inferéncia filogenética molecular *BEAST2 apresenta ser ~1,75 vezes mais
rapido que o método BEAST2 no que diz respeito ao tempo de processamento.

Estes resultados podem ser devidos ao facto do método MSC ser mais indicado para uso em datasets
com varias espécies distintas 0 que ndo acontece com este exemplo em que embore houve varias
amostras recolhidas, o nimero de espécies distintas ndo era elevado assim como apenas se usou dois
genes para a analise, 0 que novamente ndo é o mais indicado para o0 método MSC em que uma
variedade elevada de genes é preferivel de modo a se poder lidar com eventuais ILCs.

5.2 Trechus fulvus - Dataset composto por COI, SSU, LSU e
rrnL+trnL+nadl

Dataset de escaravelhos do grupo Fulvus — COl,
SSU, LSU, rnnL+trnL+nadl1

Tempo de Duracéo de

T Di énci PP :
e empos de Divergéncia no nodo de agrupamento Processaments| (min)
Separacoes
BEAST2 *BEAST2 BEAST2 *BEAST2 *BEAST2
Clade A [16.1, 16.367 Ma] [16.1, 16.334 Ma] 1 0.9544
Clade B [7.5,9.07 Ma] [7.1,8.06 Ma] 1 1 330 260
Clade C [6.91, 8.637 Ma] [5.11,8.02 Ma] 1 0.9081

Tabela 11 - Resultados dos tempos de divergéncia relativos, valores de pp no nodo de agrupamento e tempo de
processamento das principais separacoes referentes a inferéncia filogenética molecular inter e intraespecifica, ao dataset
dos escaravelhos do grupo Fulvus a partir do gene COI. Especifica¢@es técnicas do computador onde foram executados os
processos: Intel® Core™ n3540, NVIDIA 920m, 8 GB DDR3.

De acordo com a Tabela 11, o método *BEAST2 em comparagdo com BEAST2 embora os valores
dos tempos de divergéncia dos clades principais se possam considerar praticamente equivalentes, é
de notar que mais perto do tempo presente os intervalos de tempo sdo em geral mais curtos que 0s
vistos no método BEAST2, quanto aos valores de suporte pp ambos os métodos obtiveram
resultados elevados embora BEAST2 tenha obtido os melhores valores de suporte deixando por fim
0 critério decisivo que € o tempo de processamento em que o *BEAST?2 é aproximadamente 75%
mais rapido que o BEAST2 o que também mostra a Utilidade do método MSC tendo em conta que
ao limitar as arvores de genes com a arvore de espécies torna mais restrito o “path” a seguir pelo
algoritmo elevando a sua velocidade de processamento.
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5.3 Diferencas entre as versodes recentes(v2.6.3) e
antigas(v2.4.0)

Apos realizar as inferéncias filogenéticas do dataset de escaravelhos do grupo Fulvus em ambas as
versdes do programa BEAST2 e *BEAST2 averiguou-se que em termos de tempos de divergéncia
e pp (posterior probability) ndo se verififica uma diferenga significativa embora haja uma melhoria
da versdo antiga para a mais recente (especialmente nos valores de suporte pp no *BEAST2), a
caracteristica significativa entre as duas versdes verifica-se na sua duracdo de processamento.
Ambas melhoraram de uma versao para a outra porém, com os specs deste PC (intel® core n3540,
NVIDIA 920m e 8Gb DD3) as analises passaram de aproximadamente 3 horas para 1 hora e meia
usando a BEAST2 e de 2 horas para aproximadamente meia hora com a *BEAST2.

6 Conclusodes

Com todos o0s pontos possiveis considerados dentro das limitagfes dos modelos estudados, pode-se
afirmar que existe uma melhoria com o uso de *BEAST2 sobre o uso de BEAST2, a diferenca de
intervalos de tempos de divergéncia e valores de suporte pp embora ndo tenha sido significativa na
comparacdo entre analises para ser o factor de escolha entre uma plataforma ou outra, é de notar que
0 uso do método MSC foi dos factores que mais deixou impacto na velocidade de processamento na
andlise de *BEAST2 tendo em conta que o algoritmo tinha restrigdes no caminho a percorrer com o
uso da arvore de espécies.

As vantagens claras para o uso de *BEAST?2 ao invés de BEAST?2 sdo a ndo obrigatoriedade de uso
de um Qutgroup, algo imprescindivel numa analise com BEAST2 para um bom suporte de confianca.
A outra grande vantagem exercida pelo uso de *BEAST2 é o uso do método MSC (Multi species
Coalescent Process) onde modelamos arvores de genes dentro das restricGes da arvore de espécies
resultando numa melhoria nos valores de suporte (posterior), assim como mitigando erros presentes
em outros métodos como a presenca de ILS (Incomplete Lineage Sorting).

A velocidade de processamento de analises com o programa *BEAST2 comparativamente as analises
efetuadas pelo BEAST2 viu-se ser significativa em média apresentando uma velocidade 75% mais
elevada 0 que em maiores datasets — tanto em nimero de taxa como de genes - ira fazer uma diferenca
significativa.

Contudo para certos tipos de analise, como foi visto nos escaravelhos tigre, onde foram usados apenas
dois genes — COI e 16S — assim como apenas amostras recolhidas de varios individuos da mesma
espécie, embora 0 método MSC tenha melhorado o tempo de processamento dessas analises, € de
notar que tanto os intervalos de tempo de divergéncia assim como os valores de suporte pp, ainda que
minima, obtiveram resultados melhores (tendo em conta que valores iguais ou superiores a 0.95 séo
considerados como bons valores de suporte).

Concluindo, a escolha entre 0 uso de BEAST2 e *BEAST vai depender mais do que utilizador
pretende, qual o material a usar e qual o tempo disponivel para as anélises.
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8 Anexos
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Anexo 1 - Reldgios moleculares das ilhas Havaianas. a: A origem vulcanica das ilhas Havaianas ocorreu com a formacéo de
uma cadeia de ilhas com idades geoldgicas crescestes. As relacdes filogenéticas de aves insulares endémicas (como por
exemplo espécies de drepananina: amakihi, Hemignathus virens e akiapolaau Hemignathus wilsoni; e moscas da fruta
(Drosophila spp.)) refletem a “conveyer belt”, com as espécies das primeiras ilhas mais antigas formarem os ramos mais
internos da arvore evolutiva, e as ilhas mais recentes nas pontas. As “branches” as laranjas representam os outgroups. b,c :
Datas moleculares para a espécie Hemignathus (b) e Drosophila (c) confirmam a ordem de colonizacao, e infere uma relacao
linear entre as distancias da divergéncia genética e o tempo de separacdo em relacéo a idade da ilha. My, “million years”
(milhdes de anos); Fonte (L. Bromham e D. Penny, 2003) reproduzidas com a permissdo da REF. 10 © (1998) Blackwell
Publishing.
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Anexo 2 - Workflow com seis sequéncias, tendo por uso o modelo de substituicdo HKY, strict clock, Yule tree prior, e ficheiros
de logs que produzem o output para o Tracer, a arvore e o ‘“screen output” através do processo da MCMC.
doi:10.1371/journal.pcbi.1003537.g001. Fonte (J. Heled e A. J. Drummond, 2010)
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Materiais de estudo

http://beast.community/tree priors

http://beast.community/rates_and_dates

http://beast.community/tip_dates

http://beast.community/treeannotator

http://beast.community/analysing _beast output

https://github.com/Taming-the-BEAST/Substitution-
model-averaging

https://journals.plos.org/ploscompbiol/article/file?id=inf
0%3Ad0i/10.1371/journal.pchi.1003537.5s004&type=s

upplementary

https://beast.community/second _tutorial

https://beast.community/tempest_tutorial

https://beast.community/phylodynamics_of epidemic

influenza

https://beast.community/continuous_traits

https://beast.community/taxon_sets

https://beast.community/tip_dates

https://beast.community/tip_date sampling

https://beast.community/constructing_models

https://beast.community/analysing_beast_output

https://beast.community/tracer_convergence

https://beast.community/markov_jumps_rewards

https://beast.community/adaptive_mcmc

https://beast.community/model_averaging_clocks

https://beast.community/time_dependent_rate_model

https://taming-the-beast.org/tutorials/StarBeast-Tutorial/

Anexo 3 — Lista de links dos materiais de estudo principais usados.

59




Titulo da Publicacao

Ano de
Publicagéo

Espécies de
Estudo

Localizagéo

Escala de
Tempo

“Complex phylogeography in the
Southern Smooth Snake (Coronella
Girondica) supported by mtDNA
sequences”

“Ancient origin of a Western
Mediterranean radiation of subterranean
beetles”

“Recent origin, active speciation and
dispersal for the lichen genus Nephroma
(Peltigerales) in Macaronesia”

“Phylogeography and molecular
phylogeny of Macaronesian island
Tarphius (Coleoptera: Zopheridae): why
are there so few species in the Azores?”

“Late Miocene origin of an Ibero-
Maghrebian clade of ground beetles with
multiple colonizations of the
subterranean environment”

“Phylogenetic relationships and
phylogeography of relevant lineages
within the complex Campanulaceae

family in Macaronesia”

(Santos, X. et
al., 2012)

(I. Ribera et
al., 2010)

(E. Sérusiaux
et al., 2011)

(I. R. Amorim
et al., 2012)

(A. Faille et
al., 2014)

(T. Menezes
et al., 2018)

2012

2010

2011

2012

2014

2017

Anexo 4 — Lista de publicacdes estudadas com adequacéo ao projeto.

Cobra Bordalesa

Escaravelhos
subterraneos da
tribo Leptodirini

(Coleoptera,

Leiodidae,

Cholevinae)

Gene Nephroma
(Peltigerales) do
Lichen

Tarphius
(Coleoptera:Zopheri
dae)

Escaravelhos da
espécie

Familia das
Campanulaceae

Ocidente do
Mediterraneo

Cordilheiras
QOcidente do
Mediterraneo

Cosmopolitano com
foco nas ilhas da
Macaronésia: Acores,
Madeira, llhas
Canérias

Macaronésia: Agores,
Madeira, llhas
Canarias

Paleartico Ocidental,
com foco na area
entre o sudeste da
Peninsula Ibérica e o
Norte de Marrocos.

Macaronésia: Acores,
Madeira, llhas
Canérias

Milhdes de
anos (Ma)

Milhdes de
anos (Ma)

Milhdes de
anos (Ma)

MilhGes de
anos (Ma)

Milhdes de
anos (Ma)

Milhdes de
anos atras
(Ma)
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Statistic Mean ESS Type

posterior -3362.083 L
likelihood -5310.632 5874 R
prior -51.451 105854 R
treeLikelihood. 165 -1947,252 4035 R
treelikelinood. coi -3363.379 15762 R
TreeHeight. ticoi+165 1,282 53592 R
dockRate 4, 289E-2 4404 R
popSize. ticoi+165 1,594 56863 R
CoalescentConstant. tooi+165 -31.033 10895 R
mrca.age(Cephalota Qutgroup) 1.023 40896 R

Anexo 5 - Resultado dos valores de convergéncia dos parametros usados na calibragdo da MCMC do dataset dos
escaravelhos tigre, analisados pelo programa Tracer; executado com BEAST2.

Statistic Mean ESS Type
posterior -5352. 277 L
likelihood -5308.692 3472 R
prior -2.642 I6ls R
speciescoalescent -40.943 1827 R
popMean 0.749 2063 R
TreeHeight. Species 0.992 2625 R
TreeHeight. t:coi+165 1.298 9643 R
treelikelinood. 165 -1947.423 2903 R
treelikelinood. coi -3361.269 6081 R
treePrior. tiooi+165 -25.014 2925 R
dodiRate.c: 165 4.021E-2 3427 R
popSize. tiSpecies 1.357 6226 R
CoalescentConstant. t:Species -3.013 3237 R

Anexo 6 — Resultado dos valores de convergéncia dos parametros usados na calibragdo da MCMC do dataset dos

escaravelhos tigre, analisados pelo programa Tracer; executado com *BEAST2.

9 Apéndices

Apéndice 1 - Script efetch que faz o download dos alinhamentos das samples em formato fasta.
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