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Este livro surgiu da necessidade de estabelecer um roteiro para aulas pré-
ticas em disciplinas envolvendo contetidos de anilises filogeograficas. Nossa
inten¢ao é propor um ponto de partida para aqueles que tém seus primeiros
contatos com o assunto e necessitam utilizar essas ferramentas (programas com-
putacionais de andlise) em estudos evolutivos. O estabelecimento de um projeto
de pesquisa nesta drea com a utilizagio deste roteiro requer leituras prévias e
especializadas em Filogeografia e dreas afins, o acompanhamento dos manuais
dos programas e a comparagao entre os diferentes métodos de andlise disponi-
veis, sendo o usudrio quem ird definir qual o melhor método para responder a
questio especifica do organismo em estudo. O leitor néo ird encontrar aqui uma
avaliagao critica dos diferentes métodos ou programas e os aqui contemplados
também nio serdo estressados na totalidade de suas potencialidades.

Desejamos que o leitor encontre aqui algumas dicas na utilizagao dos pro-
gramas e constru¢ao dos arquivos, as quais sao fruto de nossa experiéncia em sua
utilizagao. Todas as criticas construtivas, ddvidas e sugestoes para a melhoria dos
roteiros aqui apresentados serio bem-vindas (<

>).

Agradecemos aos alunos da disciplina de Introdugio a Filogeografia do
Curso de Ciéncias Bioldgicas, da disciplina pritica de Andlise Filogeogrifica do
Programa de Pés-Graduagio em Genética e Biologia Molecular e da disciplina
Filogeografia para Botinicos do Programa de Pés-Graduagao em Boténica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), por, ao longo dos anos,
terem testado a eficiéncia dos roteiros prdticos, suas sugestdes e davidas que
muito contribuiram para o aprimoramento do que aqui é apresentado; e ao Dr.
Geraldo Mider (UFRGS) pela revisao do manuscrito completo, suas criticas e
sugestoes.

As autoras.


http://guiadefilogeografia.wordpress.com/
http://guiadefilogeografia.wordpress.com/

O termo “Filogeografia” foi introduzido por Avise et al. (1987) e tem como
principal objetivo integrar a Filogenia e a Genética de Populagoes para investigar
as relagoes entre os processos micro e macroevolutivos e compreender como os
eventos histdricos ajudaram a formar a distribuicio geografica atual de genes,
populacoes e espécies (AVISE, 2000, 2009) (Figura 1). Estudos filogeograficos
(incluindo a ecologia molecular) utilizam uma grande variedade de técnicas mo-
leculares e métodos analiticos para entender a histéria das espécies, incluindo
estruturagio populacional e histéria demogréfica. Portanto, a Filogeografia pode
ser definida como o campo de estudos preocupado com os principios e processos
que governam a distribui¢do geogréfica de linhagens genéticas, especialmente
aquelas dentro e entre espécies préximas (AVISE, 2000). Em outras palavras, a
Filogeografia abrange aspectos de tempo (relagoes evolutivas) e de espago (dis-
tribuigio geogréfica) e estd intimamente ligada com a biogeografia, abrindo uma
janela no tempo através do qual é possivel observar a influéncia de fatores histé-
ricos nos padrdes atuais de distribuigao da biodiversidade.

Figura 1 - A Filogeografia e seu relacionamento com outras 4reas da ciéncia da biodiversidade

(traduzido de AVISE, 2009)
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A andlise da distribuicao espacial das genealogias génicas ¢ a base da Filo-
geografia. Apesar de a Filogeografia utilizar informagées histéricas inerentes a
drvore de genes (rede de haplétipos), ela nio é uma mera extensio dos principios
filogenéticos em nivel intraespecifico. Mais do que isso, a Filogeografia caracte-
riza a subdivisio populacional ao reconhecer os padroes geograficos da estrutura
genealdgica ao longo da distribuigio da espécie. Ao sintetizar a influéncia de
ambas as trocas genéticas contemporaneas e histdricas, a Filogeografia pode po-
tencialmente superar as limitagoes inerentes a genética de populagoes cldssica e a
sistemdtica, contribuindo para um melhor entendimento das relagées evolutivas
entre populagdes e espécies proximas.

Em 2012, a Filogeografia comemorou 25 anos e entrou em uma fase ino-
vadora. Com relacio a andlise de dados, ela avangou rapidamente a partir de
métodos descritivos para o uso de métodos estatisticos baseados em coalescéncia
(Filogeografia estatistica) (KUHNER, 2008), envolvendo testes de modelos «
priori (CARSTENS et al., 2005; FAGUNDES et al., 2007). Atualmente, a Fi-
logeografia estd se tornando cada vez mais integrativa (AVISE, 2009) (Figura 2).

Figura 2 - Historico e perspectivas da Filogeografia

O namero de estudos filogeogrificos aumentou significativamente nos tl-
timos anos. Segundo Beheregaray (2008), uma andlise filogeogréfica que dispo-
nha de uma amostragem apropriada tanto de individuos quanto de genes pode
fornecer hipéteses biogeogréficas, descrever a evolugio de unidades populacio-
nais isoladas reprodutivamente, inferir processos a respeito da origem, distribui-
¢ao e manutengio da biodiversidade e fazer inferéncias sobre a influéncia de mu-
dancas passadas no ambiente fisico e bidtico de uma populagdo e na estrutura e
diversidade genética dessas populagdes. Assim, os estudos filogeograficos podem
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contribuir para o entendimento sobre especiagido e zonas hibridas (AVISE,
1998; HEWITT, 2001; LORENZ-LEMKE et al., 2006, 2010; HOCHKIR-
CH; GORZIG, 2009; LI et al., 2009; PINHEIRO etal., 2010, 2013; PALMA-
SILVA et al., 2011), ecologia (PARKINSON; ZAMUDIO; GREENE, 2000),
genética de paisagem (WANG, 2010), biogeografia histérica (AVISE, 2000;
ARBOGAST; KENAGY, 2001; ZINK, 2001), evolucio humana (BEAU-
MONT, 2004; TEMPLETON, 2005, 2010), biologia da conserva¢ao (AVISE;
HAMRICK, 1996; MORITZ; FAITH, 1998; VAN VUUREN et al., 2002;
DONG et al., 2010; RIBEIRO et al., 2010), biodiversidade e taxonomia (TA-
BERLET, 1998; JOHNSON et al., 2007; NORDSTROM; HEDREN, 2009;
DUMINIL et al., 2010; TURCHETTO-ZOLET et al., 2012), paleoecologia
(CRUZAN; TEMPLETON, 2000) e mudancas climdticas (HAENEL, 2007;
RAMOS et al., 2007; PALMA-SILVA et al., 2009; AKIN et al., 2010; LOREN-
Z-LEMKE et al., 2010; NOVAES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2013).
Apesar do relevante aumento de estudos filogeograficos com espécies tro-
picais e neotropicais nos tltimos anos, o niimero ainda permanece bem menor
em comparagido com o Hemisfério Norte. As regides tropicais e neotropicais
do mundo si3o muito ricas em biodiversidade. A flora neotropical, por exem-
plo, compreende aproximadamente 37% das espécies de plantas do mundo e
muitas dessas espécies sao encontradas em florestas imidas, as quais tém maior
diversidade de plantas do que qualquer outro hébitat do planeta, com mais
de 90 mil espécies (THOMAS, 1999). Algumas dreas neotropicais sdo consi-
deradas hotspots de biodiversidade para a conservagio. Estudos filogeograficos
nessas regioes poderio fornecer informagdes importantes sobre os processos que
levaram a distribui¢io da biodiversidade atual e auxiliar na identificagio de dreas
prioritdrias para conservagao, além de ajudar a entender a histéria evolutiva das
grandes disjungoes da biota neotropical. Uma recente revisio sobre Filogeogra-
fia na América do Sul mostra que estudos filogeograficos envolvendo espécies
dessa regido aumentaram significativamente nos dltimos anos e contribuiram
para diversas dreas do conhecimento (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).
Neste estudo, uma extensa avaliacio da literatura revela padrées filogeograficos
emergentes na biota da América do Sul e a interacdo entre oscilagoes climi-
ticas do Pleistoceno e eventos orogénicos do Plioceno/Mioceno contribuindo
para moldar a atual diversidade e distribui¢io de linhagens modernas nas regi-
des tropicais e temperadas da América do Sul. Além disso, os resultados deste
trabalho sugerem um mosaico altamente complexo de padrées filogeograficos
nesse subcontinente, chamando a aten¢do para a necessidade de estudos futu-
ros que promovam uma maior compreensio da origem e manutengio da biota
sul-americana. Estudos filogeogrificos nessa regiao podem ser extremamente
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importantes para a compreensio dos processos evolutivos que levaram 2 extensa
biodiversidade na América do Sul (veja, por exemplo, as revisdes de ALEIXO;
ROSSETTI, 2007; MARTINS, 2011; SERSIC et al., 2011; FREGONEZI et
al., 2013; TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Exemplos das contribuicoes
dos estudos filogeograficos no entendimento dos processos evolutivos na Europa
(NIETO-FELINER, 2011), América do Norte (SHAFER et al., 2010; SOLTIS
et al., 2006), Africa (LORENZEN; HELLER; SIEGISMUND, 2012), Aus-
tralia (BYRNE, 2008) e Nova Zelandia (WALLIS; TREWICK, 2009) também
sao relatados.

O desenvolvimento de técnicas moleculares modernas e programas com-
putacionais cada vez mais eficientes e de ficil manuseio contribuiram para o
crescente aumento nos estudos filogeogréficos. Por outro lado, o aumento no
numero e na complexidade dos métodos e a ampla variedade de programas dis-
poniveis para a realizacdo dessas andlises levam a uma maior dificuldade de seu
uso, principalmente por aqueles que estao menos familiarizados com tais mé-
todos.

Este livro tem por objetivo apresentar aos pesquisadores, professores, alu-
nos e demais interessados em estudos filogeogréficos alguns dos programas mais
utilizados na literatura cientifica da drea. Aqui ndo temos a pretensdo de inter-
pretar os resultados obtidos com as andlises, o que deve ser realizado em cada es-
tudo em particular, observando as peculiaridades de cada organismo, marcador
molecular e local de estudo. Além disso, nao abordaremos questdes referentes a
instalagio e compatibilidade dos programas de anilises filogeograficas com sis-
temas operacionais de computadores, mas ressaltamos a importincia da leitura
cuidadosa dos manuais de cada programa, bem como as informagdes contidas
nos sites onde eles estao disponiveis e nos artigos cientificos que os descrevem.

Sugerimos aos leitores algumas literaturas que servem como conhecimento
basico em Filogeografia, fundamentais para quem pretende realizar um estudo
nesta drea, além de outras referéncias que envolvem estudos de casos e que serdo
citadas no decorrer dos capitulos e listadas ao final do livro.

10 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



1.1 Consideracdes gerais

O filogedgrafo é, acima de tudo, um naturalista, um explorador em conta-
to com o trabalho de campo, que precisa ser também um biélogo populacional,
um ec6logo e um geneticista. E um integrador que lida com uma ampla gama
de questoes da histéria natural — da escala dos genes até a escala geoldgica, pas-
sando ainda pelas escalas ecoldgica e taxondmica. Os filogedgrafos necessitam
estar perfeitamente integrados com diferentes dreas do conhecimento, usando
diversos conjuntos de dados para que possam explorar e interpretar os registros
da histéria da Terra. O trabalho de campo, além de fornecer o material biolégi-
co para os estudos, também fornece subsidios para a correta interpretagio dos
resultados. Nessa etapa, o pesquisador deve ser um bom observador, tomando
nota de todas as informagdes sobre as condi¢oes ambientais que envolvem seu
objeto de estudo. O primeiro passo indispensdvel para a coleta de dados no cam-
po é a pesquisa bibliogrifica prévia e a consulta a bancos de dados (ex.: Sistema
de Informacio Geogrifica [SIG]), que levam ao conhecimento do organismo
em estudo e estabelecem as hipéteses biogeograficas. E fundamental obter todo
o conhecimento possivel sobre a biologia e distribui¢do da espécie. A correta
obtengio e o tratamento dos dados de campo sdo imprescindiveis para que eles
possam ser satisfatoriamente analisados e interpretados a luz da experimentagao
cientifica. A seguir, apresentamos alguns pontos importantes que devem ser le-
vados em consideracio no momento de obtenc¢do dos dados a campo.

1.2 Licencas e autorizacdes para coleta e transporte de
material biolégico

Ap6s ter o delineamento experimental definido, é necessdrio obter a auto-
rizagao prévia (licengas) dos 6rgaos competentes que regulamentam a coleta do



material biolégico. E necessdrio descobrir a qual érgio governamental devem
ser dirigidas as solicitagoes, principalmente quando forem previstas coletas em
Unidades de Conserva¢io. No Brasil, diferentes niveis do governo controlam
tais unidades e cada um deles tem seus formuldrios e legislagao proprios. Ainda,
é necessério certificar-se da obrigatoriedade ou nao de permissoes para coleta em
dreas privadas, especialmente tratando-se de dreas cooperativas ou institucionais.
Uma parcela considerdvel dos periédicos para publicagao de artigos na drea de
Filogeografia solicita a0 menos o niimero da licenga para coleta e andlise de ma-
terial bioldgico. Informagées e orientagdes de como obter autorizagio para co-
leta de material bioldgico podem ser obtidas através do SISBIO (<

>) e em 6rgios municipais e estaduais do meio ambiente.
E importante obter as devidas permissoes, tanto de coleta como de transporte
do material, antes do inicio do trabalho de campo. A coleta/transporte de alguns
organismos requer autorizagoes também de Comités de Etica. Buscar orientagio
sobre esse aspecto das coletas antes de iniciar o trabalho tem sido cada vez mais
importante, especialmente porque muitas vezes o processo necessita de alguns
meses para sua tramitacio e aprovagio. E importante lembrar que a distribuigio
geografica das espécies nio estd sujeita as limitagdes das fronteiras geopoliticas,
mas o pesquisador que desenvolve o estudo estd. Por isso, providencie previa-
mente as devidas licengas para coleta e transporte de amostras bioldgicas de
acordo com a legislagao de cada pais. Note que muitos produtos utilizados para
acondicionamento das amostras sio vetados para transporte aéreo ou necessitam
de embalagens especiais.

1.3 Abrangéncia da distribuicao

Primeiramente, antes da saida a campo para a coleta de material para ex-
tracio de DNA, ¢ necessdrio o conhecimento prévio da condi¢io taxondmica,
distribui¢do e identificagio da(s) espécie(s) a ser(em) estudada(s). O posiciona-
mento taxondmico e a identifica¢io correta do tdxon no campo sio de extrema
importancia. Muitas espécies se diferenciam apenas por caracteres pouco cons-
picuos e isso pode levar a identificagdo erronea e gerar problemas sérios durante
a andlise dos resultados. Sempre busque o apoio de taxonomistas especializados
nos grupos de interesse. Todas as variantes morfoldgicas e/ou ecoldgicas devem
ser documentadas para posterior considera¢io. O conhecimento prévio da dis-
tribuicio geogréfica da espécie em estudo, obtido através dos registros de coletas
antigas em herbdrios e museus, ¢ também de mdxima importincia, permitindo
determinar a abrangéncia da amostragem e adequacio do estudo filogeografico.
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Ferramentas de modelagem de nicho ecolégico disponiveis com certa facilidade
podem e devem ser utilizadas para a defini¢ao da drea de amostragem em todas
as circunstincias, mas especialmente quando dados de distribui¢ao forem escas-
sos. Em estudos filogeogrificos, a amostragem deve ser obrigatoriamente repre-
sentativa de toda a distribui¢io geogrifica da espécie, de forma que intervalos
de coleta nio sejam confundidos com quebras filogeogrificas ou distribuicio
disjunta.

1.4 Documentacao

Um equipamento de captagio do posicionamento global (GPS ou Glo-
bal Positioning System) é uma ferramenta indispensdvel para quem trabalha no
campo coletando informagdes. Devido as relagoes espaciais que encontramos na
natureza, a localizagio de um determinado objeto de estudo fornece muitas in-
formagoes a seu respeito. O GPS também é uma fonte importante de informa-
¢io para o SIG, servindo para alimentar bancos de dados espaciais que integram
dados provenientes de diversas fontes. Para estudos filogeograficos, informagdes
sobre as coordenadas geogrificas dos locais de coleta sio indispensaveis. E im-
portante ressaltar aqui a diferenca, a priori, entre as expressoes “pontos de coleta”
e “populagées”. Devemos considerar ponto de coleta todo local em que sdo en-
contrados os organismos em estudo e tomar nota da coordenada geogréfica des-
se local. As populagoes serao definidas mais tarde, apds andlise dos resultados.
Além das coordenadas, os registros fotogréficos do local e do organismo, bem
como a descri¢do ambiental, sio igualmente importantes. Todas essas informa-
¢Oes serdo necessirias posteriormente, na interpretagio dos resultados. Outra
prdtica importante é coletar material testemunha de cada ponto de coleta e de-
positd-lo em herbdrios e museus fiéis depositdrios, devidamente identificados
e registrados. O ntiimero de registro e as informagées sobre o local de depésito
deverao ser fornecidos quando da publicagao dos resultados, o que geralmente é
uma exigéncia também dos érgaos que emitem as licengas de coleta. Ao solicitar
as licengas para as coletas, inclua em sua solicitagdo a coleta de testemunhas por
ponto de coleta.

1.5 Processamento e conserva¢do das amostras

Existem intimeras possibilidades de obten¢do de boas amostras para ex-
tracio de DNA. Desde pelos a fezes, de cAmbio a folhas e demais materiais
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de outros organismos, os quais podem resultar na obten¢ao de DNA de boa
qualidade, desde que sejam adequadamente coletados e preservados. Todavia,
para o uso de determinados marcadores genéticos, sio necessdrios certos cui-
dados durante a extragio do DNA, e mesmo podem apresentar restrigoes em
relagao a fonte da amostra, seu estado geral e preservagio (veja detalhes em
itens seguintes).

Uma das dificuldades encontradas na coleta de tecidos bioldgicos na na-
tureza ¢ evitar a degradacdo do DNA antes do processo de extracio. Os princi-
pais agentes que levam a degradagio do DNA sio as enzimas com atividade de
DNAse. Estas podem estar presentes na amostra propriamente dita ou produzi-
da em fungio da lise celular, ou ainda serem produzidas por micro-organismos
em crescimento. Pode-se prevenir a atividade dessas enzimas através da desidra-
tagao répida da amostra. O método escolhido para a desidratacio das amostras
deverd ser prético (para poder ser realizado no campo), rdpido (para evitar a
maior perda possivel de DNA integro) e adequado ao organismo/tecido coleta-
do. Escolha 0 método baseado em relatos da literatura e realize testes-piloto com
sua amostra. Certifique-se de que o método escolhido nio apresenta reagentes
que possam interferir na extragio do DNA ou nos processos subsequentes. Uma
vez armazenadas, as amostras devidamente identificadas podem ser transporta-
das com seguranca para o laboratério. O emprego de gelo seco ou nitrogénio
liquido para preservar amostras frescas pode ser uma estratégia, mas demanda
grande infraestrutura de coleta e intervalos curtos de tempo entre a coleta e o
processamento das amostras. Nesta etapa, como em outras subsequentes, tenha
o cuidado de tomar todas as precaugdes necessdrias em relacio a sua seguranca e
a do meio ambiente, em relago a utilizacio de quimicos e seu descarte adequa-
do. Tenha sempre em mente os procedimentos de “boas préticas de laboratério”,
seguindo as orientacoes de sua instituicdo. Leia atentamente os rétulos e bulas
de todos os reagentes utilizados, use equipamentos de protecio pessoal e nio
deixe restos ou residuos no campo.

Outros cuidados sao necessdrios apds a chegada das amostras ao laboraté-
rio, que vao desde o armazenamento das amostras originais até a formacio do
banco de DNA. O fracionamento em pequenas aliquotas, principalmente da-
quelas amostras de dificil obtencio, deve ser feito para que o tecido original nao
sofra descongelamentos sucessivos, que poderiam contribuir para a oxidagao e
degradagao do DNA. O manuseio dessas amostras deve ser feito de maneira
cuidadosa, em local especifico para tal finalidade, de forma a minimizar o ris-
co da agdo das nucleases, enzimas bastante frequentes nas superficies e fluidos
corporais, e evitar por completo a contaminagio, seja por micro-organismos,
seja por DNA exdgeno. Nessas etapas, todo o cuidado é pouco em relagio a
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contaminagio, pois muitos marcadores utilizados podem nio ser especificos
para a espécie em estudo. Por isso, certifique-se de que vocé fez o necessdrio para
que sua amostra contenha apenas o DNA do individuo de interesse. E muito
comum que uma grande quantidade de amostras seja processada simultanea-
mente, por isso tenha certeza da correta identificagio das amostras. Para isso,
escolha um sistema autoexplicativo e de fécil reconhecimento. Mantenha listas
(com duplicatas) que contenham as informagdes completas sobre as amostras e
o significado dos cédigos empregados. Certifique-se de que as etiquetas e iden-
tificagdes nio sofrerdo com a agio do tempo ou do modo de armazenamento.

1.6 Banco de dados

Apbs a coleta do material em campo, é necessdrio o cadastramento corre-
to das informacoes referentes a cada amostra especifica, formando, assim, um
banco de dados que serd ttil na correta identificagio e manuseio das amostras. E
importante criar um cédigo que serd usado na identificagio de todas as informa-
¢oes referentes a cada amostra, como: espécie, data e local de coleta, coordenadas
geogrficas, fotos e outras informagoes e observagdes relevantes para o estudo.
Sempre que possivel, associe uma ou mais fotos do individuo amostrado e do
local de coleta ao seu banco de dados. Medidas morfoldgicas e descri¢ao de ca-
racteres taxonomicamente importantes devem ser inseridas no banco de dados
sempre que possivel. Essas informagées podem vir a ser muito tteis no desenvol-
vimento do seu trabalho. Evite mudancas nos cédigos de identificagao, escolha
c6digos que possam ser usados de forma sequencial. Mantenha seus bancos de
dados sempre atualizados, faca o registro das informagoes logo apés a realizagao
da coleta e lembre-se de que esses dados e amostras poderio ser utilizados em
trabalhos futuros.
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2.1 Consideracoes gerais

Existem vdrias possiveis fontes de DNA e diferentes métodos de extra-
¢ao. A qualidade da extracio e da purificacio de dcidos nucleicos é uma etapa
fundamental para a boa eficiéncia na amplificagio ou clivagem desse material.
Utilizando o protocolo adequado, ¢ possivel extrair DNA de sangue, pelos, pe-
nas, folhas, raizes, fésseis, fezes, ossos, dentes, entre outras fontes. Diferentes
protocolos de extragdo utilizam distintos reagentes. E necessdrio ter em mente
que alguns desses reagentes podem inibir enzimas de restri¢io ou as reacoes de
PCR (reagio em cadeia da polimerase), por isso é preciso adequar o protocolo
utilizado aos objetivos do trabalho. Diferentes marcadores moleculares reque-
rem quantidades e qualidade distintas de DNA e podem ser utilizados de acordo
com o objetivo do trabalho. Neste livro, trataremos de marcadores de sequéncias
de DNA (principalmente organelares) e microssatélites, por serem os mais po-
pularmente aplicados em estudos filogeograficos (TURCHETTO-ZOLET et
al., 2013). Porém, muito do que aqui serd apresentado poderd ser utilizado na
andlise de outros marcadores ou fontes de dados.

2.2 Métodos de extracao de DNA

A primeira etapa na extragdo de DNA ¢ a lise das membranas plasmd-
ticas, nucleares, das organelas e paredes celulares no caso de plantas. Iniciada
pela pulverizagao ou maceragao do tecido, essa etapa é seguida pela adi¢io de
um tampio de extragdo, que deve conter agentes capazes de romper associagoes
hidrofébicas e destruir as camadas lipidicas das membranas. Para a manuten-
¢ao da integridade das fitas de DNA, esse tampao deve ter o pH controlado e



conter agentes antioxidantes. No passo seguinte, os dcidos nucleicos precisam
ser separados das proteinas e compostos secunddrios devem ser tratados geral-
mente com solventes orginicos. Apds a limpeza, o DNA serd precipitado e,
posteriormente, ressuspenso (MARANHAO; MORAES, 2003; FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). A escolha dos diferentes reagentes a serem utilizados
em cada etapa depende do tipo de material e da forma como ele foi coletado.
Realize testes iniciais, com poucas amostras, e confirme a adequagio do método
escolhido. E possivel estocar o DNA extraido por um longo periodo de tempo a
-80°C. Tenha cuidado para separar instrumentos e drea fisica para a realizacio de
cada etapa. Siga as normas e a orientagio de sua institui¢do para procedimentos
de seguranca e descarte adequado de reagentes e produtos. Seja muito rigoroso
com os procedimentos de prevengao de contaminagio.

Consulte a literatura para identificar métodos de extragiao adequados a
espécie em estudo e a fonte de DNA escolhida, optando sempre que possivel
por metodologias menos invasivas ou destrutivas dos organismos. A extragio de
DNA a partir de material de herbdrio ou museu pode ser dificil, dependendo
da forma como o material foi preservado; nesses casos, frequentemente poucos
marcadores podem ser amplificados por PCR. Mesmo assim, existem alterna-
tivas que podem ser obtidas na literatura. Mas lembre-se de que, para estudos
filogeogréficos, o delineamento da amostragem ¢ fundamental e vocé precisa de
informagées confidveis sobre a localizacio da coleta, por isso o mais aconselhdvel
é sempre a coleta do material na natureza.

Uma quantidade considerdvel de métodos automatizados e de preparados
comerciais para a extracio de DNA estd disponivel no mercado. Sua eficiéncia
e preco sdo fatores que devem ser levados em consideragio durante a elaboragao
do seu projeto, mas o principal requisito para a escolha do método de extragao
de DNA deve ser sua adequagio as amostras ¢ aos marcadores selecionados.
Novamente, também nessa etapa, consulte a literatura antes de dar inicio aos
experimentos. Selecione métodos simples, rdpidos e eficientes a partir de tra-
balhos envolvendo espécies semelhantes, mesmas fontes originais de DNA e
marcadores. Faca testes preliminares e pondere também a quantidade de DNA
resultante de cada método.

2.3 Marcadores moleculares

Até a década de 1960, os marcadores morfoldgicos, fisioldgicos ou fenoti-
picos eram os nicos disponiveis. Esses marcadores contribuiram muito para o
desenvolvimento tedrico dos métodos estatisticos de genética de populagoes que
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possuimos hoje, mas ficavam bastante restritos a espécies que podiam ser contro-
ladas em laboratério. Marcadores baseados em fenétipos podem ser influenciados
por fatores nio genéticos, e apenas um pequeno nimero de caracteres estd dis-
ponivel para cada organismo. As duas principais vantagens dos marcadores mo-
leculares sao o fato de serem pouco influenciados pelo ambiente e o grande nu-
mero de caracteres/estados informativos disponiveis em cada organismo (AVISE,
1994). Além disso, DNA e proteinas sio caracteristicas diretamente herddveis
das quais as bases genéticas e os modos de transmissao podem ser especificados,
diferenciando homologias de analogias. Os estudos filogeogréficos podem ser ba-
seados em diversas fontes de variagio em nivel de DNA, e aqui dedicaremos um
espaco para comentar as duas fontes de dados mais frequentemente utilizadas.

2.3.1 Marcadores de sequéncia

Existem duas fontes possiveis de DNA, nuclear ou organelar - mitocon-
drial em animais e mitocondrial e plastidial em plantas. Em organismos de re-
produgio sexuada, o DNA nuclear é herdado de maneira biparental. J4 o DNA
organelar ¢ geralmente herdado de maneira uniparental. Marcadores mitocon-
driais sio muito utilizados em estudos de Filogeografia animal, e os principios
da Filogeografia foram inicialmente estabelecidos em funcio desses marcadores.
Esses marcadores possuem a vantagem de apresentarem taxas de muta¢io mais
elevadas que marcadores nucleares, nio sofrerem recombinagio e, em fungio do
tempo de coalescéncia, serem mais sensiveis a eventos demograficos. Em plan-
tas, de modo geral, a informacio do DNA mitocondrial é pouco utilizada em
estudos filogeogrificos, enquanto polimorfismos plastidiais sio amplamente uti-
lizados (PROVAN, 2001; FREELAND, 2005). A obtencio de polimorfismos
baseados em sequéncias dos genomas organelares e nucleares envolve a amplifi-
cagio, o sequenciamento (geralmente realizado pelo método de SANGER; NI-
CKLEN; COULSON, 1977) e o alinhamento das sequéncias, obtidas de cada
individuo estudado, resultando em um alinhamento global, que serd ajustado
de maneira adequada como arquivo de entrada para cada um dos programas de
andlise escolhidos.

2.3.2 Microssatélites
Microssatélites (SSRs, do inglés Simple Sequence Repeat, ou STRs, do in-

glés Single Tanden Repeat) sao muito varidveis e abundantemente distribuidos no
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genoma de eucariotos e procariotos. Em eucariotos, podem ser encontrados nos
genomas tanto nucleares como organelares. Sao unidades curtas (de dois a seis
pares de bases), repetidas uma apds a outra. O alto polimorfismo caracteristico
desse tipo de marcador leva a possibilidade de identificar perfis caracteristicos
de cada individuo de uma mesma espécie, de acordo com a variagio no nu-
mero das repetigoes.. Os polimorfismos individuais sao identificados a partir
da amplificagio por PCR da regido contendo a repeticio, usando iniciadores
ancorados em regides que flanqueiam o microssatélite. As regides flanqueado-
ras sdo conservadas dentro e entre espécies e muitas vezes entre géneros ou até
em niveis taxonémicos mais elevados. Sao ideais para estudos populacionais em
diferentes niveis, podem trazer informagoes sobre padrdes filogeogréficos, con-
tribuem para responder a questdes como o grau de mistura genética entre as
populacoes e diferentes niveis de parentesco e fluxo génico. Esses marcadores sao
indicados para estudos que visam a responder a questdes recentes dentro de uma
mesma espécie ou que envolvem espécies relacionadas, pois o sinal filogenético
¢ perdido em poucas geragoes, ficando impossivel diferenciar homoplasias e ho-
mologias. Devido a isso, o uso de muitos locos ¢ indispensavel, idealmente mais
de dez locos. Dessa forma, espera-se obter congruéncia nos padrdes observados
entre os multiplos locos, diminuindo a possibilidade de interpretagoes erréneas
devido as homoplasias. Apds a amplificagio, a genotipagem dos individuos serd
feita por eletroforese, de forma automatizada ou manual. Virios locos podem
ser analisados simultaneamente (multiplex), reduzindo o tempo e, muitas vezes,
o custo dos experimentos. A genotipagem das amostras resultard em uma tabela
em que cada individuo, por loco, apresentard dois alelos (no caso de organismos
diploides). Ou ainda, no caso de organismos poliploides, a tabela serd de pre-
senca e auséncia de alelos. Essas tabelas serdo adequadas e formatadas de acordo
com as andlises pretendidas.
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3.1 Consideracoes gerais

As duas principais técnicas moleculares usadas em estudos filogeogréficos
s30 0 sequenciamento de regides do DNA e a genotipagem através da andlise de
microssatélites (veja capitulo 2). Tanto o sequenciamento quanto a andlise de
microssatélites podem ser feitos utilizando regi6es nucleares ou organelares. Apds
a obten¢io dos dados moleculares, seja por meio do sequenciamento de regioes
do DNA, seja por métodos de andlise de fragmentos de microssatélites, é muito
importante trabalhar corretamente na codificacio desses dados antes de proceder
com as demais andlises e fazer as inferéncias filogeogrificas do organismo em
estudo. O correto alinhamento das sequéncias, a identificagio das mutagoes e a
montagem correta das planilhas com os dados dos locos e alelos sao etapas indis-
pensdveis e de grande importancia para o estudo de Filogeografia. Esses procedi-
mentos permitem a correta identificagio das diferentes linhagens em uma popu-
lacio dentro de uma espécie, assim como diferengas entre as espécies comparadas.

3.2 Leitura e analise de cromatogramas/eletroferogramas

A visualizagao dos cromatogramas das sequéncias de DNA pode ser reali-
zada através do programa CHROMAS 2.01, versdo gratuita disponivel no site
< >. Esse programa permi-
te a leitura de diversas extensoes (arquivos diferentes, que podem ter sido gera-
dos de maneira distinta).

E importante observar a altura e o espagamento dos picos, pois isso ates-
ta a qualidade da sequéncia e permite verificar se as mutagdes sio reais ou se
podem ser artefatos técnicos de sequenciamento. As figuras 3.1A e B mostram



exemplos de resultados de sequenciamento de qualidade boa e ruim, respectiva-
mente. Sempre que possivel, é importante sequenciar o produto da amplificagao
nos sentidos direto e reverso, pois isso garante uma maior confiabilidade dos
resultados. Qualquer ddvida sobre a confiabilidade de uma sequéncia implica
a repeti¢do de todo o processo ou mesmo a clonagem dos fragmentos e seu
posterior sequenciamento. Aqui, ¢é importante também ressaltar a necessidade
da realizacio de experimentos-piloto, com a repeti¢io do sequenciamento nos
sentidos direto e reverso de vdrios produtos de amplifica¢io independentes de
alguns individuos da amostra para certificar a confiabilidade e repetitividade dos
resultados.

Figura 3.1 - Eletroferogramas de sequéncia de DNA exemplificando reagdes de sequenciamento

de boa (A) e m4 qualidade (B)

Para obter a sequéncia no formato fasta, no programa CHROMAS, siga o
seguinte caminho:

“EDIT” — “COPY SEQUENCE” — “FASTA FORMAT”.

Cole o resultado em um editor de texto ou bloco de notas assim como estd
mostrado no exemplo a seguir:
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Exemplo formato FASTA

>SEQ1
TCAACATAAGAAAAGGTATTCGAGTCTT
AGGGATTGGGTTCTAGTTTTTTTTTTCG
AATAAAATACAAATCTCATAAGTAAGGTA
AAAATGTTAAAAATTCACAATCGAAATTC
TTAATTTTTTTAATTCAAAATTAATTAAA

>SEQ2

TCAACATAAGAAAAGGTATTCGAGTCTTA
GGGATTGGGTTCTAGTTTTTTTTTTCGAA
TAAAATACAAATCTCATAAGTAAGGTAAAA
ATGTTAAAAATTCACAATCGAAATTCTTAA
TTTTTTTAATTCAAAATTAATTAAA

>SEQ3

TCAACATAAGAAAAGGTATTCGAGTCTTA
GGGATTGGGTTCTAGTTTTTTTTTTTCGA
ATAAAATACAAATCTCATAAGTAAGGTAAA
AATGTTAAAAATTCACAATCGAAATTCTTA
ATTTTTTTAATTCAAAATTAATTAAA

3.3 Alinhamento e analise de polimorfismos

O alinhamento das sequéncias de DNA ¢ realizado em programas que per-
mitem o alinhamento de multiplas sequéncias. Existem diversos programas de ali-
nhamento multiplo que podem ser usados. Veja alguns exemplos no quadro 3.1.

Ne de .
P A . - Necessidade de
rograma sequéncias a Tipo de dado Referéncia licenca pasa
serem alinhadas §4pag
Thompson,
CLUSTALW N DNA e proteina |Higgins, e Gibson Nao
(1994)
, Thompson et al. ;
CLUSTALX N DNA e proteina Nao
(1997)
MUSCLE N DNA e proteina Edgar (2004) Nio
GENEIOUS N DNA e proteina | Biomatters LTD Sim

Quadro 3.1 - Exemplos de programas de alinhamento
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Aqui, serd apresentado o programa de alinhamento multiplo CLUSTALW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994), que ¢ implementado no pro-
grama MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al.,
2011), disponivel no site < >.

O programa MEGA ¢ bastante amigdvel e, para realizar o alinhamento par
a par, ¢ necessdrio abrir o programa e escolher:

‘ALIGNMENT” — “EDITE/BUILT ALIGNMENT” —
“CREATE A NEW ALIGNMENT” — “OK”

Escolha entre as opgoes:

“DNA” ou “PROTEIN”

Para inserir as sequéncias que serdo alinhadas, basta copid-las em formato
fasta a partir de um arquivo de texto, colando-as na janela aberta. Apds inserir
as sequéncias no MEGA, escolha o menu:

“EDIT” — “SELECT ALL” (ou Ctrl “A”) — “ALIGNMENT”
— “ALIGNMENT BY CLUSTALW” — “OK”

A figura 3.2 mostra a janela do CLUSTALW dentro do programa MEGA,
em que ¢ possivel visualizar um exemplo de sequéncias de DNA alinhadas.

Figura 3.2 - Exemplo de alinhamento automdtico gerado no programa CLUSTALW, parte do
pacote MEGA

As sequéncias de DNA sofrem mutagées ao longo da evolugio e essas mo-
dificacoes locais entre os nucleotideos podem ocorrer de diferentes maneiras.
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Nesse caso, ¢ importante a identificagdo dessas mutagoes, pois algumas delas
precisam ser codificadas antes da realizacdo das demais andlises. Os principais
tipos encontrados sdo: inser¢des e/ou delegdes, conhecidos como indels (insergao
e/ou delegio de uma base ou vdrias bases na sequéncia), ¢ substitui¢oes (subs-
tituigio de uma base por outra). Além disso, outro tipo de modificagio pode
ser encontrado, as microinversoes, que sdo regides invertidas flanqueadas por
regioes repetidas e invertidas, como mostrado no exemplo da figura 3.3.

Figura 3.3 - Exemplo de microinversio na sequéncia do espagador intergénico plastidial psbA-
trnH

Tanto as microinversdes quanto as inser¢des e/ou delecoes de mais de um
par de bases provavelmente ocorreram em um dnico evento mutacional e assim
devem ser tratadas nas andlises. Portanto, uma vez identificados esses eventos, é
necesséria sua codificagio antes de seguir com as andlises (SIMMONS; OCHO-
TERENA, 2000). No MEGA, no arquivo do alinhamento com a extensao no-
medoarquivo.mas, ¢ possivel fazer a codificagio das sequéncias.

Outras modificacoes que muitas vezes podem ser observadas sio as repe-
tigoes de T (Timina) ou A (Adenina), conhecidas como Poli-T e Poli-A. Veja
o exemplo dessas modificagoes no alinhamento mostrado na figura 3.2. Nas
andlises das sequéncias, essas regides devem ser tratadas com muita cautela (AL-
DRICH et al., 1988).

No caso de sequéncias nucleares, e em alguns casos especificos de sequén-
cias organelares, a presenca de heterozigotos ¢ um fator que deve ser levado em
conta, caso os fragmentos no tenham sido clonados. Existem diferentes manei-
ras de tratar sitios heterozigotos, exemplos podem ser encontrados em Mider et
al. (2010) e Latinne et al. (2012).

Ap6s a andlise e codificacio das sequéncias, o alinhamento deve ser salvo
em dois tipos de arquivos:
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1. Formato nomedoarquivo.mas

“DATA” — “SAVE SESSION”

2. Formato nomedoarquivo.meg

“DATA” — “EXPORT ALIGNMENT” — “MEGA FORMAT”

O alinhamento salvo no formato nomedoarquivo.meg serd utilizado como
arquivo de entrada para outros programas (veja descri¢do nos proximos capitu-
los). Lembre-se de sempre salvar uma cdpia do alinhamento original.

3.4 Genotipagem e analise de microssatélites

Uma das maiores dificuldades na utiliza¢io de microssatélites para o estu-
do dos padrées de diversidade genética e filogeogréficos de espécies nativas ¢é a
necessidade de obtermos primers (regides flanqueadoras) especificos para cada
espécie estudada. O desenvolvimento de tais locos espécie-especificos ¢ custoso
e consome certo tempo. Os protocolos cada vez mais eficientes tém tornado a
técnica de desenvolvimento de marcadores de microssatélites nucleares cada vez
mais simples, porém ainda é um obstéculo no inicio do estudo. Uma alternativa
¢ 0 uso de marcadores jé desenvolvidos para espécies filogeneticamente proxi-
mas. Entretanto, as taxas de amplifica¢io heteréloga variam muito de organis-
mo para organismo, sendo dependente do tamanho do genoma e do sistema
reprodutivo do organismo (BARBARA et al., 2007). Além disso, ¢ esperado
que locos heterélogos apresentem maior quantidade de alelos nulos. Portanto,
dependendo do organismo e do tempo disponivel para as anélises laboratoriais,
deve-se pensar na possibilidade do desenvolvimento de novos locos. As princi-
pais técnicas utilizadas para o isolamento de novos marcadores de microssatéli-
tes nucleares envolvem: 1) construgio de uma biblioteca gendmica enriquecida
com repeti¢oes biotiniladas e ligadas a esferas magnéticas, como descrito por
Kijas et al. (1994); e 2) sequenciamento de milhares de regides do genoma da
espécie-alvo através de sequenciamento de larga escala (WOHRMANN et al.,
2012). Esta Gltima técnica é a mais popular atualmente, por disponibilizar uma
quantidade de marcadores muito maior que a primeira.

Por se tratar da utilizacio de fragmentos identificados de acordo com
a mobilidade eletroforética, as genotipagens de alelos de microssatélites ne-
cessitam ser cuidadosamente analisadas para evitar que um mesmo alelo seja
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considerado como alelo diferente. Além disso, alguns programas utilizam a
informagio das distincias dos alelos diretamente baseada no tamanho desses
alelos (ex.: AMOVA, executada no programa ARLEQUIN - veja nos préximos
capitulos). Com o uso de técnicas de eletroforese capilar por fluorescéncia,
¢ necessario considerar que diferentes fluorocromos possuem intensidades de
marcagio diferentes e podem ocasionar a mudanga do “tamanho” do alelo de
uma corrida para outra, mesmo quando a mesma amostra ¢ genotipada (Figura
3.4). Assim, ¢ recomenddvel que seja utilizado sempre o mesmo fluorocromo
para um mesmo loco nas diferentes genotipagens, até mesmo em diferentes
projetos, para que seja possivel a comparagio entre os alelos e sua equivaléncia
quando for o caso.

Figura 3.4 - Eletroferogramas contendo o mesmo alelo (mesma amostra) de um mesmo loco.
Primer marcado com o fluorocromo 6-FAM (Azul) (A) e 0 mesmo loco, porém marcado com o

fluorocromo VIC (verde) (B)

Existem virias maneiras de genotipar microssatélites nucleares. As genoti-
pagens realizadas por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida corado com
nitrato de prata ou até mesmo com radiagio foram muito populares nas décadas
passadas. Porém, atualmente, a genotipagem feita através de eletroforese capilar
automatizada ¢ a mais empregada e por isso a escolhida para ser apresentada
aqui. Existem diferentes programas para a genotipagem de microssatélites, po-
rém nem todos sio gratuitos. Veja alguns exemplos de programas para genotipa-
gem de microssatélites no quadro 3.2.
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Programa Empresa I\Iﬁ:::;s;::‘i;:e Referéncia/endereco eletronico
GENEMAPPER | _Applied Sim < 5
Biosystems
PICKSCANER | Applied Nio < >
Biosystems
GENEMAPPER . Si <
v1.95 (Val) Softgenetics im S
GENEMAPPER . Ni <
v1.96 (Demo) Softgenetics ao S
Univeristy
STRand v2.2.30 of Nao < >
California

Quadro 3.2 - Exemplos de programas para genotipagem de microssatélites

Aqui, serd apresentado o programa de genotipagem GENEMARKER
v1.96 (versdo gratuita Demo). Esse programa ¢ bastante amigdvel e possui um
tutorial de uso disponivel no enderego eletronico da empresa, cuja leitura é in-
dispensdvel especialmente para os iniciantes.

As amostras s3o genotipadas automaticamente e comparadas a um padrio
de peso molecular conhecido (diversos tipos e fabricantes estdo disponiveis, ade-
quados ao equipamento que serd utilizado para a eletroforese). O padrio de
peso molecular deve ser aplicado junto a cada amostra durante a genotipagem
no sequenciador automadtico.

Apés abrir o programa GENEMARKER, escolha:

“OPEN DATA” — “ADD” ou “ADD FOLDER?” selecione os
arquivos a serem analisados — “OK” — “AUTO RUN” — “OK”

Observe que cada arquivo contém uma amostra. Apés esse procedimento,
o programa fornece, de forma grafica, a qualidade das genotipagens. As amostras
onde o padrao molecular néo foi lido corretamente néo serao analisadas, por isso
¢ importante verificar a qualidade dos picos do padrao (Figura 3.4). A verifica-
¢ao deve ser feita no icone:

“CALIBRATION CHARTS” |

Feita a verificacio, é possivel fazer a correcio do padrao, pois é necessdrio
analisar os picos de cada amostra e determinar quais serdo ou nao considerados
como alelos. Os picos selecionados serdo salvos em uma tabela a ser utilizada na
montagem dos arquivos de entrada para cada programa estatistico escolhido.
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4.1 Consideracoes gerais

A diversidade genética ¢ a variagao do material genético que existe entre os
individuos dentro de uma mesma espécie, entre espécies ou grupo de espécies
e que ¢ transmitida de geracdo para geragio. Inferir a diversidade genética em
estudos de Filogeografia e genética de populagdes é necessdrio para descrever
padroes demograficos importantes. A diversidade genética pode ser calculada
em diversos programas (Quadro 4.1). Aqui, mostraremos como calcular os pa-
rimetros de diversidade genética através dos programas: ARLEQUIN 3.1 (EX-
COFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2005), MSA (DIERINGER; SCHLOT-
TERER, 2003) ¢ FSTAT (GOUDET, 1995).

Programa Tipo de dados Referéncia

ARLEQUIN DNA, SNB mli:iioEscsiitélite, MULE, Excofhier e Lischer (2010)
DnaSP DNA, SNP Librado e Rozas (2009)

CONTRIB Microssatélite, MULT, HAP Petit, Mousadik e Pons (1996)

MSA Microssatélite, MULT Dieringer e Schlstterer (2003)

GENEPOP Microssatélite, MULT Rousset (2008)
ESTAT Microssatélite, MULT Goudet (1995)
TFPGA Microssatélite, AFLP Miller (1997)

Sendo: DNA, dados de sequéncia; FREQ), dados de frequéncia; MULT, marcadores multialélicos;
SNP, polimorfismo de tnico nucleotideo; HAP, haplétipos; e AFLE, Amplified Fragment Lenght
Polymorphism.

Quadro 4.1 - Programas utilizados para calcular a diversidade genética



4.2 Analises descritivas de diversidade genética usando
dados de sequéncia

O cdlculo dos pardmetros de diversidade genética usando dados de sequ-
éncia serd mostrado no programa ARLEQUIN, que pode ser obtido no site
< >. A figura 4.1 mostra a janela ini-
cial desse programa.

Figura 4.1 - Janela inicial do programa ARLEQUIN

Passo 1: criar arquivos de entrada para o ARLEQUIN

Os arquivos de entrada para 0o ARLEQUIN podem ser criados no programa
DnaSP (DNA Sequence Polymorphism) (LIBRADO; ROZAS, 2009), disponivel
em < >. O arquivo de entrada para o DnaSP ¢ o alinha-
mento no formato nomedoarquivo.meg (veja mais informagoes no capitulo 3).

Para abrir o arquivo de alinhamento no DnaSP, siga o menu:

| “FILE” — “OPEN DATA FILE” |

Ao finalizar, serd aberta uma janela contendo as informagoes sobre o for-
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mato das sequéncias no alinhamento (em formato interrompido [interleaved] ou
sequencial [Sequential], veja figura 4.2A e B, respectivamente - o formato nio
interfere nessa andlise), além da informacdo sobre os simbolos utilizados para
gap (sitios com inser¢oes e/ou delecdes), missing (sitios com dados faltantes) e
matching (sitios iguais). Selecione e confira as informagées. “OK” para finalizar.

Figura 4.2 - Exemplos de alinhamento de sequéncias em formato fasta: formato interrompido

(A) e formato sequencial (B)

Com isso, serd aberta uma nova janela mostrando o tamanho do alinha-
mento, o numero de sequéncias, entre outras informagées. Nesse passo, confira
se as informagoes estao corretas e feche a janela (“CLOSE”). Siga para o menu:

| “DISPLAY” — “VIEW DATA” |

Dessa forma, pode ser feita a verificagio dos dados das sequéncias (seu
alinhamento). Apds essa verificagdo inicial, é necessdrio agrupar os individuos
nas populagées (locais de coleta ou grupos) que tenham sido estabelecidos pre-
viamente.

| “DATA” — “DEFINE SEQUENCES SETS” |

Selecione as sequéncias de cada populagao e construa os grupos:

| “INCLUDED LIST” — “ADD NEW SEQUENCE SET” |

Nomeie o grupo e pressione “OK” (definindo todos os grupos que quiser,
cuidando para nio esquecer qualquer sequéncia e nio incluir a mesma sequéncia
em mais de um grupo). A figura 4.3 mostra a janela do DnaSP com os passos
para agrupar as sequéncias de cada individuo em populagées.
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Figura 4.3 - Janela do programa DnaSP mostrando os passos para agrupar as sequéncias de cada

individuo em populagoes

Assim que todos os grupos forem formados, clique em:

| “UPDATE ALL ENTRIES” |

Apbés organizar as sequéncias em grupos (populacoes), crie o arquivo de

entrada para o ARLEQUIN:
| “GENERATE” — “HAPLOTYPE DATA FILE” |

Assim, serd aberta uma janela em que é necessdrio marcar:

“DATA SET (all included sequences)”; “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)”; “INVARIABLE SITES (included)”;
“GENERATE (arlequin haplotype list)”

31 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



Salve dois arquivos, um com a extensio nomedoarquivo.hap e o outro
com a extensdo nomedoarquivo.arp. Esses dois arquivos devem ter o mesmo
nome e devem ser salvos em uma mesma pasta. O arquivo nomedoarquivo.arp
serd usado como arquivo de entrada para o programa ARLEQUIN. Depois de
salvar esses dois arquivos, o programa abrird uma janela com os haplétipos exis-
tentes e quais individuos estao em cada haplétipo. Confira e salve um arquivo
de texto com essas informac¢oes (nomedoarquivo.txt).

Nota: apés salvar os arquivos mencionados, repita o processo criando um
grupo contendo todas as sequéncias se vocé desejar calcular os indices de diver-
sidade para o conjunto completo de dados.

Passo 2: calcular os indices de diversidade genética no programa ARLE-
QUIN

Nessa andlise, sao determinadas as caracteristicas do marcador que estd
sendo utilizado e como este varia na espécie que estd sendo estudada. E possivel
verificar o tamanho do alinhamento, o niimero de sitios varidveis, o contetido
CG (Citosina/Guanina) e AT (Adenina/Timina), o niimero de haplétipos, a
diversidade haplotipica ou génica (h) e a diversidade nucleotidica ().

Abra o programa ARLEQUIN e siga para o menu:

| “OPEN PROJECT” |

Abra o arquivo com a extensio nomedoarquivo.arp, criado previamente
no programa DnaSP. A diversidade genética pode ser calculada por populagao e
também para todo o conjunto de dados. Apés abrir os dados no ARLEQUIN,

escolha a aba:

“SETTINGS” — “MOLECULAR DIVERSITY INDICES” —
“STANDARD DIVERSITY INDICES” — “MOLECULAR
DIVESITY INDICES” (deixe a opgao padrio do programa) —
“START”

Veja a tela desse menu na figura 4.4. Consulte o manual do programa para
escolher outras opgoes que sejam mais adequadas as suas necessidades.
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Figura 4.4 - Janecla do programa ARLEQUIN mostrando os parAmetros para andlise da

diversidade genética

4.3 Analises descritivas da diversidade genética usando
dados de microssatélites nucleares

O célculo dos parimetros de diversidade genética usando dados de mi-
crossatélites nucleares serd mostrado nos programas MSA, disponivel no site
< >, e FSTAT, dis-

ponivel em < >.

Passo 1: criar arquivos de entrada para o MSA

O programa MSA, além de calcular vdrios indices de diversidade gené-
tica, converte os arquivos em vdrios formatos que sero utilizados para outros
programas (GENEPOP, MSVAR, STRUCTURE, ARLEQUIN, MIGRATE,
IM), por isso é o ponto de partida para as andlises, tanto de diversidade como de
estrutura genética, com dados de microssatélites nucleares.
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O arquivo de entrada do MSA ¢ um arquivo de texto. Esse arquivo pode
ser criado em uma planilha. Nessa planilha, cada loco serd representado em duas
colunas (para organismos diploides) e cada individuo serd representado em uma
linha. Os dados faltantes sio representados por espacos em branco na planilha.
Apés completar a planilha com os dados de genotipagem, insira trés linhas aci-
ma e trés colunas a esquerda.

Na primeira célula da planilha, digite o ndmero 2, ja que os dados estao
dispostos no formato de duas colunas. Na primeira coluna, coloque o nome da
populacio. Na segunda coluna, deve ser colocada a informagio se o organismo
¢ de autofecundagio (use “h”) ou de fecundagio cruzada (use “d”). Importante:
mesmo em individuos com somente um alelo (homozigotos), o mesmo alelo
deve ser colocado nas duas colunas referentes ao loco. Na terceira coluna, pode
ser colocado o grupo a que a populagio pertence, caso alguma andlise precise
ser realizada por grupos de populagoes. A primeira linha especifica as informa-
goes sobre o tipo de repeti¢io do loco (1, 2, 3 etc.). A segunda linha especifica
o tamanho esperado dos alelos do loco, e a terceira linha tem 0 nome do loco.

Observagdo: caso vocé faga a planilha em Excel, certifique-se de, ao final do
trabalho, “salvar” como “texto separado por tabulagio”. Apés o arquivo ser salvo
como nomedoarquivo.txt, ele deve ser salvo como nomedoarquivo.dat. Na ja-

nela “SALVAR COMO?” do bloco de notas, assegure-se de que a codificagao do
arquivo estd em ANSI.

Passo 2: criar os arquivos de entrada para o FSTAT a partir do MSA
Abra o programa MSA e insira o arquivo de entrada:

| COMANDO “1” — nomedoarquivo.dat — “ENTRA” |

O menu oferece diversas opcoes de andlises descritivas (ex.: diversidade
genética), distAncias genéticas, conversio de arquivos, clculo de riqueza alélica,
entre outras.

Para escolher a conversio de arquivos:

| COMANDO “c” — “ENTRA” |

Escolha entre as op¢des de conversao selecionando os niimeros de coman-
do a esquerda da janela. Para rodar a andlise no programa, selecione:

| COMANDO “” — “ENTRA” |

Todos os arquivos de saida serdo disponibilizados em uma pasta homé6nima.

34 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



Passo 3: realizar andlises descritivas de locos e populagoes no MSA e ESTAT

As andlises descritivas de diversidade genética sio dadas automaticamente
no programa MSA e podem ser visualizadas na pasta de saida de resultados em
uma planilha dnica intitulada “Summary”. Os principais indices descritivos da
diversidade genética de locos e populagoes sdo: 1) frequéncias alélicas; 2) riqueza
alélica (EL MOUSADIK; PETIT, 1996), que considera o niimero de alelos por
locos e por populagoes em rela¢io ao niimero amostral de cada populagio; 3)
varidncia do tamanho dos alelos (no caso dos microssatélites); 4) heterozigose
observada; e 5) heterozigose esperada.

Vocé também poderd calcular esses mesmos indices em virios outros pro-
gramas, como, por exemplo, o programa FSTAT. Para isso, abra o programa
FSTAT e siga para o menu:

“UTILITIES” — “FILE CONVERSION” — “GENEPOP-
H“FSTA »

Escolha o arquivo genepop.gen dentro da pasta de saida “format&data” do
MSA e salve. Apds, selecione o menu:

“FILE” — “OPEN” — escolha o arquivo convertido
(genepop.dat) — “OPEN”

Vocé pode escolher os diferentes indices de diversidade genética mostrados
no menu e entdo iniciar a andlise. Vocé poderd selecionar o nome e a pasta em que
os seus resultados serdo salvos. O arquivo de saida abre em qualquer bloco de notas.

Passo 4: testar o equilibrio de Hardy-Weinberg no programa FSTAT

Outros pardmetros importantes nas andlises descritivas dos locos e das po-
pulagdes sao o teste do equilibrio de Hardy-Weinberg (EQHW) e o coeficiente
de endogamia (fj. Veja mais detalhes sobre a importincia desses parAimetros em
genética de populagoes em Hartl (2008) e Hartl e Clark (2010).

O teorema de Hardy-Weinberg demonstra a distribui¢ao dos genétipos
entre os zigotos de uma dada geragao de cruzamentos aleatérios. A endoga-
mia, tanto por endocruzamento como por cruzamento entre parentes proximos,
pode resultar em desvios do EqQHW.

No programa FSTAT, juntamente com as outras andlises descritivas, vocé
podera selecionar o £ (correspondente ao fj e também “HW teste por locos e
amostras’ com a opgao de aleatorizagdo indicando, por exemplo, 1/1.000. Essa
op¢ao ird disponibilizar um valor de P baseado em randomizacoes, que serd
utilizado para a interpretacio da significAncia dos valores dos coeficientes de
endocruzamento. O coeficiente de endocruzamento F variade O a 1.
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5.1 Consideragdes gerais

As inferéncias filogenéticas requerem que as variantes genéticas nao for-
mem linhagens reticuladas, por isso a abordagem filogenética nio pode ser
diretamente aplicada em nivel individual ou populacional. Com poucas ex-
cegoes, esses dois niveis de organizacio bioldgica sio caracterizados por pa-
droes reticulados de trocas genéticas (recombinagio sexual e fluxo génico).
Entretanto, se as variantes genéticas a serem consideradas estdao em nivel de
gene e nio de individuo, segmentos de DNA nio recombinantes podem ser
organizados em redes de descendentes ordenadas hierarquicamente e podem
fornecer informacoes histéricas, as quais o nivel individual nao poderia. As ge-
nealogias de genes formam as bases da abordagem histérica do estudo dos pro-
cessos intraespecificos. Além disso, esse método de genealogia génica também
pode ser empregado em estudos de evolugao reticulada e especiagio com fluxo
génico, em niveis acima de espécie (AVISE, 2000; POSADA; CRANDALL,
2001; FREELAND, 2005).

O relacionamento filogenético estimado através de redes pode represen-
tar efetivamente as relagoes dentro de espécies, além de ser capaz de incorporar
as predigoes da genética de populagdes (POSADA; CRANDALL, 2001). Os
métodos de redes de haplétipos siao apropriados para estudos filogeograficos.
Existem diferentes métodos de andlise desenvolvidos para esse fim, veja alguns
exemplos no quadro 5.1.



Método Categoria Programa | Velocidade | Modelo | Avaliacio
da andlise | evolutivo | estatistica
Pyramids Distincia PYRAMIDS Répido Sim Nio
Split Parciménia SPLIT TREE Rdpido Sim Sim
decomposition
Median-joining Distancia NETWORK | Muito répido Nao Nao
networks
Statistical Distancia TCS Répido Sim Sim
parsimony
Molecular- Distincia ARLEQUIN Répido Sim Sim
variance
parsimony
Likelihood Verossimilhanca PAL Lento Sim Sim
network

Quadro 5.1 - Propriedades dos métodos de rede de haplétipos

5.2 Construcao de redes de haplétipos

Aqui, serd abordado o método de Median-joining network (BANDELT;
FORSTER; ROHL, 1999), implementado no programa NETWORK (<

>). O programa permite a criagio de redes basea-

das em dados de sequéncias de DNA (alinhamento) e também dados de micros-

satélites derivados de DNA organelar, gerando resultados em forma de graficos.

Passo la: criar o arquivo de entrada no DnaSP a partir de dados de sequ-
éncias

Abra o programa DnaSP e carregue o alinhamento gerado no programa
MEGA (ver capitulo 3):

| “FILE” > “OPEN DATA FILE” — nomedoarquivo.meg |

A seguir, siga para:

| “GENERATE” — “HAPLOTYPE DATA FILE” |

Essa acdo abrird uma janela em que ¢ necessdrio marcar as seguintes infor-
macoes:
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“DATA SET (All included sequences)”; “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)”; “INVARIABLE SITES (removed)”;
“GENERATE (Rohel data file network software)”

Salve o arquivo com a extensio nomedoarquivo.rdf, que serd usado como
arquivo de entrada para o programa NETWORK. Além disso, o DnaSP tam-
bém gerard um arquivo que deverd ser salvo e visualizado como arquivo de texto
(nomedoarquivo.out). Esse arquivo contém as informagoes sobre os haplétipos
e ¢ através dele que serdo identificados quais individuos portam quais hapléti-
pos. Para salvar esse arquivo, basta acionar o icone “SAVE” no canto esquerdo
da janela.

Passo 1b: criar o arquivo de entrada partir de dados de microssatélites
plastidiais

Abra o programa NETWORK e selecione:

“DATA ENTRY” — “MANUAL” — “Y-STR” —
“CONTINUE” — “NUMBER OF TAXA” (indique o niimero

de haplétipos) — “NUMBER OF LOCI” (informe o nimero de
locos) — “CREATE”

Uma tabela serd criada, sendo que os locos serdo apresentados nas linhas e
os haplétipos nas colunas. Em uma coluna a direita, vocé encontrard a frequén-
cia de cada haplétipo. Em uma linha no final dessa tabela, vocé poderd escolher
o peso de cada loco. Veja o manual do programa para maiores detalhes sobre
como selecionar diferentes pesos para cada loco. Salve o arquivo como nomedo-
arquivo.ycr e feche o programa.

Passo 2: calcular e desenhar a rede de haplétipos no programa NETWORK
Para calcular a rede de haplétipos, abra o programa NETWORK e siga o

menu:

“CALCULATE NETWORK” — “NETWORK
CALCULATIONS” — “MEDIAN JOINING” — “FILE” —

“OPEN” “nomedoarquivo.rdf” ou “nomedoarquivo.ycr” —

“CALCULATE NETWORK”

Salve um arquivo com a extensio nomedoarquivo.out. Para desenhar a
rede de haplétipos, siga para as opgoes:

“DRAW NETWORK” — “FILE” — “OPEN” nomedoarquivo.out
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Observagdo: nao confunda com o arquivo dos haplétipos gerados no
DnaSP, que possui a mesma extensao de nomedoarquivo.out.

Aparecerao duas mensagens:

“Diagram is not adapted to screen. It will be redrawn.” — pressione o
botio esquerdo do mouse “OK”
“The torso has been completed. Do you wish to modify the torso?” —
“NO” — “FINISH”

O programa criard a rede de hapldtipos, como mostrado no exemplo da
figura 5.1. O grifico é composto por circulos, que representam os haplétipos,
os quais sdo ligados por ramos. O tamanho dos circulos é proporcional ao ni-
mero de individuos que apresentam cada haplétipo, os quais foram definidos
no programa DnaSP. Os niimeros que aparecem nos ramos entre os haplétipos
correspondem as posi¢oes das mutagdes no alinhamento.

Figura 5.1 - Tela do programa NETWORK com o gréfico gerado apds a andlise de um conjunto

de sequéncias

O programa permite a edigdo manual do gréfico, como pode ser obser-
vado nas figuras 5.2A e B, que mostram o grifico antes e depois da edigio.
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O programa também permite trocar as cores dos haplétipos (que inicialmente
correspondem a circulos amarelos) e dos vetores médios (os circulos marcados
originalmente em vermelho). Para isso, basta pressionar o botao direito do mou-
se e escolher as cores desejadas. Para guardar o arquivo com o grafico gerado,
que poderd ser visualizado e editado posteriormente no programa NETWORK,
salve como nomedoarquivo.fdi. Note que a qualidade gréfica das figuras gera-
das pelos programas, muitas vezes, nio atende as exigéncias das revistas para a
publicagio dos resultados. Assim, escolha o editor de figuras de sua preferéncia
para obter os gréficos finais, sempre respeitando a proporcionalidade ¢ o posi-
cionamento dos hapldtipos na rede original.

Figura 5.2 - Gréfico da rede de haplétipos gerada no programa NETWORK antes (A) e depois

da edi¢io manual (B)

Quando o programa gera o grifico (rede de haplétipos), em alguns ca-
sos, aparecem os chamados vetores médios (mv), que consistem em sequéncias
(haplétipos) hipotéticas, geradas pelo programa para conectar os haplétipos en-
contrados na amostra analisada. Para maiores detalhes sobre 0 método, consulte
Bandelt, Forster e Rohl (1999).
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6.1 Consideracdes gerais

A estrutura genética ¢ determinada pela constitui¢io genética e demogra-
fica das populagoes e ¢ o resultado da acdo e das interacdes de uma série de
mecanismos evolutivos e ecolégicos. A estruturagio genética populacional, ou
seja, a parti¢do da variabilidade genética entre e dentro de populacoes de uma
determinada espécie, ¢ o resultado direto da interagdo entre as forcas evolutivas
(selecdo, deriva, mutagio e migragdo), sendo também influenciada pelas taxas
de recombinacdo nos locos durante a meiose. Os niveis de diversidade genética
intra e interpopulacional de uma espécie dependem de qual dessas forcas evolu-
tivas tem efeito predominante em certo contexto ecoldgico.

Os métodos mais popularmente utilizados para quantificar a diferencia-
¢ao genética entre populagoes estdo baseados na estatistica-F, estatistica intro-
duzida pela primeira vez por Sewall Wright (1889-1988), no inicio do século
passado. A estatistica-F utiliza os coeficientes de endocruzamento para dividir
a variagdo genética dentro de e entre populagées e pode ser estimada para trés
niveis hierdrquicos: a) F, que reflete a quantidade de endocruzamento que
ocorre dentro de uma popula¢io, indicando a probabilidade de que dois alelos
no mesmo individuo sejam idénticos por descendéncia (autozigose); b) F, que
reflete a quantidade total de endocruzamento de um conjunto de populacoes
de uma espécie; e c) F, que reflete a quantidade de endocruzamento em uma
populagao que ¢ devida a diferenciagao das populagoes. O F, ¢ o coeficiente
mais conhecido e descreve o quanto as populagées sdo diferentes geneticamente
umas da outras. Se duas popula¢des tém frequéncias alélicas idénticas, elas nio
serao geneticamente diferenciadas e, portanto, o £ serd igual a 0. Por outro
lado, se possuirem frequéncias alélicas completamente diferentes, o valor de £
serd préximo a 1. O F . é o método usado para estimar a diferencia¢io popu-
lacional a partir da variincia das frequéncias alélicas (HOLSINGER; WIER,
2009).



Variagdes do método tém sido desenvolvidas, as quais avaliam a diferencia-
¢ao populacional de vdrias maneiras diferentes: a) o GST, desenvolvido por Nei
(1973), equivale ao F. quando existem somente dois alelos no loco; b) outro
andlogo ¢ a estatistica-®, de Weir e Cockerham (1984), que nio leva em conta
o tamanho populacional e é preferida para andlises em que os tamanhos popu-
lacionais sio muito diferentes; c) o coeficiente R, desenvolvido por Slatkin
(1995), foi especificamente idealizado para ser empregado com dados de marca-
dores microssatélites. Esse indice assume que os alelos de locos de microssatélites
evoluem segundo o modelo de mutagio escalonado ou passo a passo (SMM
— Stepwise Mutation Model). Ele sugere que o ganho e a perda de unidades de
repeti¢do se ddo em igual probabilidade (taxa fixa) e admite uma simetria no
processo, independentemente do tamanho da repeti¢ao; e d) o IV ¢ calculado
com base nas frequéncias haplotipicas e foi proposto por Pons e Petit (1996)
para dados de genoma haploide (organelar), levando em consideragao as distan-
cias filogenéticas entre os haplétipos. Existem ainda outros métodos andlogos a
estatistica-F, mas nao pretendemos aqui discutir exaustivamente todos eles ou
explorar em profundidade as potencialidades dessa estatistica.

6.2 Analise do f_, par a par para dados de sequéncias

Aqui, mostraremos como calcular o F par a par através do programa
ARLEQUIN. Para isso, serdo utilizados os arquivos nomedoarquivo.hap ¢ no-
medoarquivo.arp, criados anteriormente (ver capitulo 4).

Lembre-se de que esses dois arquivos devem estar em uma mesma pasta,
pois, embora apenas o arquivo nomedoarquivo.arp seja utilizado diretamente
no programa, as informagoes contidas no arquivo nomedoarquivo.hap sao ne-
cessdrias.

Abra o programa ARLEQUIN:

“OPEN PROJECT” — nomedoarquivo.arp — “SETTINGS”
— “POPULATION COMPARISONS” — “COMPUTE
PAIRWISE FST” — “COMPUTE PAIRWISE DIFFERENCES
(PI)” — “NO. OF PERMUTATIONS: 10000” —
“SIGNIFICANCE LEVEL: 0.05” — “COMPUTE DISTANCE
MATRIX” — “PAIRWISE DIFFERENCE” — “START”

O resultado serd salvo automaticamente em um arquivo HTML.
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6.3 Estatistica-Fpara dados de microssatélites nucleares

Aqui, mostraremos como calcular os parimetros da estatistica-F através
dos programas MSA e FSTAT. No programa MSA, os indices F, Fj; e F} sdo
calculados com base nos métodos de Weir e Cockerham (1984). O grau de sig-
nificAncia é determinado através de permutagoes dos gendtipos ou alelos entre
grupos de acordo com Dieringer e Schlétterer (2003). J4 o programa FSTAT
calcula esses mesmos indices com base nos métodos de Nei (1987) e Weir e Co-
ckerham (1984) e testa o significado estatistico usando métodos de aleatorizagao
por loco e por populagio.

Para a estimativa dos pardmetros da estatistica-F, deve ser criado um arqui-
vo de entrada no MSA, como demonstrado no capitulo 4.

Passo 1: estimar pardmetros da estatistica-F no programa MSA
Abra o programa o MSA e siga o menu:

COMANDO “1” — “ENTRA” nomedoarquivo.dat —
“ENTRA” — “DISTANCE SETTINGS” — COMANDO “d”
— “ENTRA)) — ((ON))

Selecione a estatistica desejada:

“F,., F,, F,. DISTANCE CALC”; “F, F., F, CALCULATE
GLOBAL” (esta opgao ird calcular todos os trés pardmetros
de £ global e por loco); “F,. CALCULATE PAIRWISE” (esta
opgao ird calcular os valore de £ par a par por populagao) —

COMANDO “I” —» “ENTRA”

Todos os arquivos de saida serdo salvos automaticamente em uma pasta
que terd o mesmo nome que foi dado aos arquivos de entrada.

Passo 2: estimar pardmetros da estatistica-F no programa FSTAT
Abra o programa FSTAT e carregue o arquivo de entrada (veja como pre-
parar o arquivo de entrada no capitulo 4). Siga para o menu:

“FILE” — “OPEN”— nomedoarquivo.dat — “GLOBAL
STATISTICS” (selecione as opgdes da estatistica-F e seus
andlogos) — “RUN”
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6.4 Analise de Varidancia Molecular (AMOVA)

A AMOVA ¢ uma classe de medidas andlogas a estatistica-F, designada
estatistica-® (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992), que considera ni-
veis hierdrquicos de diferenciac¢io. Os trés niveis hierdrquicos de diferenciagao
populacional calculados na AMOVA sio: a) entre grupos (F_.); b) entre po-
pulagées dentro de grupos (F,); e ¢) dentro das populagoes (F ). Essa estatis-
tica também estima a percentagem de parti¢io da variabilidade genética entre
os grupos e fornece o resultado dos trés indices hierdrquicos (F» Foo e Fo),
além do coeficiente de endocruzamento especifico (F,y). Através da AMOVA,
também ¢ possivel obter um valor de F especifico do conjunto de dados, que
permite avalizar o grau de diferenciagdo e estruturagio das populagoes. Note
que essa opgio estd disponivel somente quando um tnico grupo ¢ definido. A
AMOVA pode ser calculada tanto para marcadores de sequéncia (EXCOFFIER;
SMOUSE; QUATTRO, 1992) como para marcadores de microssatélites (MI-
CHALAKIS; EXCOFFIER, 1996).

Para essa anilise, utilizaremos o programa ARLEQUIN.

6.4.1 AMOVA a partir de dados de sequéncia

Passo 1: gerar os arquivos de entrada no programa DnaSP
Abra o programa DnaSP e siga 0 menu:

“FILE” — “OPEN DATA FILE” — nomedoarquivo.meg —
“DATA” — “DEFINE SEQUENCES SETS” — selecione os
individuos de uma populagio — “ADD NEW SEQUENCE
SET” — “defina 0 nome para as populagées” — fazer isso com
todas as populagoes — “UPDATE ALL ENTRIES”

Nota: para salvar um arquivo com os agrupamentos formados, que pode-
rao ser necessirios em andlises futuras, selecione o seguinte menu:

“FILE” — “SAVE/EXPORT DATA AS” — “NEXUS FILE
FORMAT” — nomedoarquivo.nex — “GENERATE” —
“HAPLOTYPE DATA FILE”

Ainda no DnaSP com o arquivo do alinhamento e grupos formados, siga
0 menu:

“GENERATE” — “HAPLOTYPE DATA FILE”
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Apbs essa ago, serd aberta uma janela em que é necessdrio marcar as se-
guintes informagoes:

“DATA SET (All included sequences)” — “SITES WITH GAPS/
MISSING (considered)” — “INVARIABLE SITES (included)”
— “GENERATE (arlequin haplotype list)” — salve dois

arquivos, um nomedoarquivo.hap e o outro nomedoarquivo.arp

Passo 2: calcular AMOVA no ARLEQUIN
Abra o programa ARLEQUIN e clique no menu:

“OPEN PROJECT” — nomedoarquivo.arp — “STRUCTURE

EDITOR” — “pressione o botdo esquerdo do mouse duas vezes

sobre o nimero ‘0’ 4 esquerda do nome de cada populagio e
substitua por outro nimero para definir os grupos que serdo

testados” — “UPDATE PROJECT”

Observagdo: para analisar somente a diferenciagio entre as populagoes
amostradas (locais de coleta) e obter um valor de F_, especifico para o conjunto
de dados, ¢ necessdrio definir um dnico grupo, usando um mesmo niimero para
todas as populagoes; para realizar uma andlise hierdrquica, é necessdrio analisar
grupos de populagdes, atribuindo niimeros diferentes para cada grupo desejado
(as populagoes de um mesmo grupo deverio ter o mesmo nimero). E muito
importante lembrar que a defini¢io de grupos a priori precisa ser feita com
muita cautela, observando as informagoes sobre a biologia e o comportamento
do organismo em estudo, além das informagoes sobre os dados moleculares ana-
lisados. Essas informacoes sao particulares de cada caso.

Apés definir os grupos na aba “STRUCTURE?, siga para a aba:

“SETTINGS” — “AMOVA” — “STANDART AMOVA
COMPUTATIONS” — “NO OF PERMUTATIONS: 10000”
— “COMPUTE DISTANCE MATRIX” — “START”

Veja exemplo da tela do programa na figura 6.1, que mostra os comandos
utilizados. Os resultados serdo salvos automaticamente em uma pasta que terd o
mesmo nome que foi dado aos arquivos de entrada.
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Figura 6.1 - Janela do programa ARLEQUIN mostrando os parimetros para o calculoda AMOVA

6.4.2 AMOVA a partir de marcadores de microssatélites nucleares

Abra o programa ARLEQUIN com o arquivo de entrada que foi converti-
do anteriormente no programa MSA (ver capitulo 4) e siga para o menu:

“OPEN PROJECT” — nomedoarquivo.arp (este arquivo de
entrada deve ter sido convertido anteriormente no programa
MSA, como mostra o capitulo 4) — “STRUCTURE EDITOR”
— “pressione o botdo esquerdo do mouse duas vezes sobre o

ndmero ‘0’ & esquerda do nome de cada populagio e substitua
por outro nimero para definir os grupos que serdo testados” —

“UPDATE PROJECT”

Selecione a aba:

46 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



“SETTINGS” —» “AMOVA” — “LOCUS BY LOCUS
AMOVA” — “NO OF PERMUTATIONS: 10000” — “SUN
OF SQUARED DISTANCES RST -LIKE” — “START”

Ao escolher esta tltima opgao, vocé estard calculando a AMOVA com base
nas distancias entre os alelos de microssatélites; ou, alternativamente, para obter
o célculo da AMOVA sem base nas distincias entre os alelos, clique:

“SETTINGS” — “AMOVA” — “LOCUS BY LOCUS

AMOVA” — “NO OF PERMUTATIONS: 10000” —

“NUMBER OF DIFFERENT ALLELES EST-LIKE” —
“START”

Os resultados serao salvos automaticamente em uma pasta que terd o mes-
mo nome que foi dado aos arquivos de entrada.

6.4.3 AMOVA a partir de marcadores microssatélites plastidiais

Passo 1: criar arquivos de entrada para o ARLEQUIN a partir de dados de
microssatélites plastidiais

O arquivo de entrada para as andlises de AMOVA deverd ser preparado
manualmente em um editor de texto ou bloco de notas. O arquivo deverd con-
ter, por populagio (“SampleName”), a identificacio de cada haplétipo e a frequ-
éncia do haplétipo em cada populagdo. Veja o exemplo a seguir:

[Profile]

Title="nomedoarquivo”
NbSamples=3
GenotypicData=0
LocusSeparator=NONE
DataType=Standard

[Data]
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Continuagao

[[HaplotypeDefinition]]

HaplListName="“cpsst”
HaplList= EXTERN “nomedoarquivo.txt”
[[Samples]]

SampleName="ando-S”
SampleSize=12
SampleData= {

h21

h6 3

h8 1

h77

}

SampleName="“cha-S”
SampleSize=25
SampleData= {

h1l2

h3 23

}

SampleName= “ita-S”
SampleSize=15
SampleData= {

h7 8

h9 7

}

Note que é necessdrio produzir também um arquivo externo com a lista
dos haplétipos e as variantes alélicas de cada loco. No exemplo anterior, o arqui-
vo externo foi denominado “nomedoarquivo.txt”. O arquivo externo deve ser
preparado no editor de texto (nomedoarquivo.txt). O arquivo nomedoarquivo.
arp contém as populacoes definidas e quais haplétipos elas possuem, mas os
alelos de cada haplétipo estao definidos no arquivo externo. Veja no exemplo do
arquivo externo, em que temos seis locos de microssatélites plastidiais genotipa-
dos e sete hapldtipos obtidos pela combinacio dos alelos de cada loco:
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h1 111313
h2 112221
h3 112321
h6 123121
h7 213221
h8 233421
h9 233521

O arquivo externo deve ser salvo na mesma pasta em que o arquivo de
entrada foi salvo inicialmente.

Passo 2: AMOVA a partir de dados de microssatélites plastidiais no AR-
LEQUIN
Abra o programa ARLEQUIN e siga o mesmo procedimento que foi usa-

do para a Amova com microssatélites nucleares.

6.4 Analise espacial da variancia molecular

Para a andlise de distdncia genética x distincia geogréfica, mostraremos o
programa SAMOVA (Spatial Analysis of Molecular Variance) (DUPANLOUP;
SCHNEIDER; EXCOFFIER, 2002). O programa SAMOVA 1.0 estd disponi-
vel no site < >. Para a andlise nesse pro-
grama, serdo necessirios dois arquivos de texto: um com os dados moleculares
(tanto de sequéncia como de microssatélites), gerado no programa DnaSP (para
dados de sequéncia) ou no MSA (para dados de microssatélites), e o outro com
os dados espaciais (gerado no programa GPS TrackMaker ou editado manual-
mente). O arquivo com os dados moleculares deve ter a extensio nomedoarqui-
vo.arp, e o arquivo com os dados espaciais de cada populagio deve ter a extensao
nomedoarquivo.geo.

Passo la: criar arquivo de entrada a partir de dados de sequéncia

Aqui, serdo usados os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.hap
(gerados no DnaSP — ver capitulo 4). O arquivo nomedoarquivo.arp contém as
populacoes definidas e quais hapldtipos elas possuem, e o arquivo nomedoarqui-
vo.hap contém a sequéncia de cada haplétipo. Abra os dois arquivos e observe.
O arquivo nomedoarquivo.arp deverd ser editado, copiando-se a sequéncia do
haplétipo de nomedoarquivo.hap para nomedoarquivo.arp na posi¢ao em que
cada haplétipo aparece.
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Abra os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.hap em um editor

de textos. Insira as sequéncias dos haplétipos do arquivo nomedoarquivo.hap
no arquivo nomedoarquivo.arp e retire o cabe¢alho (veja exemplo a seguir).

[Profile]
Title = “Haplotype Data from nomedoarquivo.meg
DnaSP file”

NbSamples = 3
DataType = DNA
GenotypicData = 0
LocusSeparator = NONE
MissingData = “?”
CompDistMatrix = 1

[Data]
bl
[[Samples]]
SampleName = “pop1”
SampleSize = 2
SampleData= {
Hap_12
CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTAC...

SampleName = “pop2”
SampleSize = 3
SampleData= {
Hap_22
CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTA...
Hap_3 1
CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTA...

Passo 1b: criar arquivo de entrada a partir de dados de microssatélites

nucleares

O arquivo de entrada com dados genéticos do SAMOVA ¢é o mesmo arqui-

vo produzido no MSA, denominado nomedoarquivo.arp.
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Passo 1c: criar arquivo de entrada a partir de dados de microssatélites plas-
tidiais

Os arquivos de entrada com dados de microssatélites plastidiais sio os
mesmos arquivos de entrada para o cdlculo da AMOVA no ARLEQUIN (veja

exemplo anterior).

Passo 2: gerar o arquivo de entrada com dados espaciais no GPS TrackMaker

O GPS TrackMaker permite adicionar os pontos de coleta (coordenadas
geogréficas) a mapas e exportar as coordenadas em formato de texto para uso
nos programas de andlise da relagio de distancia genética e distAncia geografica,
além de outras facilidades (explore o manual para maiores detalhes sobre outras
ferramentas e utilidades).

Existe uma versdo gratuita disponivel no site <

>, em que 0s arquivos sio salvos como
nomedoarquivo.gtm.

O programa permite a adi¢do de mapas ao arquivo, que podem ser obtidos
no préprio site do programa ou adicionados a partir de outras fontes. O arquivo
do mapa que deve ser aberto no GPS TrackMaker é o nomedoarquivo.index.

Para adicionar as coordenadas geograficas no GPS TrackMaker, selecione a
ferramenta “LAPIS” e pressione o botdo esquerdo do mouse em qualquer lugar
do arquivo. Essa acdo criard um waypoint. Pressionando o botao esquerdo do
mouse, escreva 0 nome da populagio a que correspondem tais coordenadas. Da
mesma forma, também é possivel desenhar rotas e recuperar as coordenadas dos
pontos de coleta diretamente do aparelho de GPS.

Para exportar as coordenadas em formato de texto (passo necessdrio para a
andlise no SAMOVA), selecione o menu:

“FERRAMENTAS” — “OPCOES” — “COORDENADAS”
— escolha o formato desejado (Grades retangulares, Deg, Deg/
Min ou Deg/Min/Seg) — “OK” — “ARQUIVO” — “SALVAR
COMO” — “ARQUIVO TEXTO DO GPS TRACKMAKER”

Para exportar os pontos e 0 mapa com os pontos de coleta das populagoes,
estes devem ter as coordenadas expressas em graus decimais.

“FERRAMENTAS” — “OPCOES” — “COORDENADAS”
— “DEG” — “ARQUIVO — “SALVAR COMO” —

nomedoarquivo.txt

Crie o arquivo de entrada nomedoarquivo.geo no bloco de notas e siga o
modelo a seguir, expressando as coordenadas com apenas duas casas decimais
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separadas por ponto (nunca use virgula, pois de modo geral os programas traba-
lham com anotagdes em lingua inglesa):

1 “popl” -53.38 -30.56 1
2 “pop2” -53.49 -30.83 1
3 “pop3” -52.45 -30.20 1

Note que as populagoes estio em ordem sequencial e no final de todas as
linhas vai o comando “1”.

Separe o niimero inicial, o0 nome da populagio e as coordenadas inserindo
uma marca de tabulagio (TAB) entre cada um. As coordenadas sio inseridas na or-
dem longitude e latitude. Construa o arquivo salvando como nomedoarquivo.geo.

Esse arquivo ndo pode apresentar coordenadas repetidas e deve ser criado
no bloco de notas de sua preferéncia, salvo como arquivo de texto e posterior-
mente renomeado para nomedoarquivo.geo.

Passo 3: analisar a variincia molecular no SAMOVA

Os arquivos nomedoarquivo.arp e nomedoarquivo.geo gerados previa-
mente deverdo ser salvos na pasta do SAMOVA em que jd estd o aplicativo
executdvel do programa. Ambos os arquivos devem apresentar o mesmo nome,
mudando-se apenas a extensao, pois, quando utilizarmos o0 SAMOVA, chama-
remos os arquivos apenas dando seus nomes. Outro detalhe importante é que
em ambos os arquivos as populagdes devem ter o0 mesmo nome e estar listadas
na mesma ordem.

Abra o arquivo samova.exe e siga 0 menu:

“GENETIC NAME OF INPUT FILE” — nomedoarquivo
(neste caso sem especificar a extensio) — “NUMBER OF
GROUPS” (defina o ndmero de grupos) k — “NUMBER OF
INITIAL CONDITIONS” (indique o nimero de simulagées,
permutagées das populacoes entre grupos) — “MOLECULAR
DISTANCE” pairwise difference — “RUN” 1

Veja exemplo na figura 6.2.

52 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



Figura 6.2 - Janela do programa SAMOVA mostrando os parimetros da andlise

Se tudo estiver correto com os arquivos, o programa fechard sozinho; caso
contrdrio, nio responderd. Dentro da pasta do programa, é fornecido um arqui-
vo para teste (INPUTFILE). Recomenda-se sempre testar usando esse arquivo
para verificar se o programa estd funcionando antes de fazer a andlise de seus
dados. Quaisquer pequenos erros nos arquivos de entrada impedirao que o pro-
grama execute a andlise. Siga cuidadosamente o modelo. Leia atentamente o
manual.

Os resultados serao salvos na pasta em que estd instalado o programa
num arquivo nomeado SAMOVA_results_arlequin.txt que pode ser aberto
num bloco de notas. Nesse arquivo, serdo encontradas informagées sobre a es-
trutura genética definida pelo programa, os indices de fixagao correspondente
a essa estrutura de grupos e o nivel de significAncia avaliado pelo nimero de
permutagoes.
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6.5 Teste de Mantel para testar o Isolamento por Distancia
(IBD) com dados de sequéncia

O teste de Mantel testa a correlagio entre duas matrizes, uma com distan-
cia genética e outra com distAncia geogréfica, entre as populagoes. Aqui demons-
traremos como realizar esse teste com o programa Alleles in Space, disponivel no
site < >.

Passo 1: criar um arquivo com todas as sequéncias
Com auxilio do programa MEGA, abra o arquivo do alinhamento das
sequéncias com o menu:
“DATA” — “EXPORTALIGNMENT” — “FASTA FORMAT”

— SAVE nomedoarquivo.fasta

Abra o arquivo nomedoarquivo.fasta em um editor de textos e coloque
as sequéncias e seus respectivos nomes em uma mesma linha. Siga o modelo a
seguir:

1
>ind10  GTTTTGAGATTAGGATCTCATTTT
>ind11  GTTTTGAGATTAGGATCTCATTTT

>

Note que a primeira linha inicia com o comando “1” e a dltima linha tem
« »

apenas o comando “;”. Apés a edigao das sequéncias, salve o arquivo como no-
medoarquivo.txt.

Passo 2: criar um arquivo com as coordenadas geograficas
Abra o programa GPS TrackMaker e carregue o arquivo com as informa-
¢oes sobre seus pontos de coleta seguindo o menu:

“FERRAMENTAS” — “OPCOES” — “COORDENADAS” —
“GRAUS DECIMAIS” — “ARQUIVO” — “SALVAR COMO”

— nomedoarquivo.txt

Edite o arquivo como no exemplo a seguir. A ordem dos individuos deve
ser a mesma nos dois arquivos, mas nesse caso as coordenadas devem se repetir
tantas vezes quantas for o nimero de individuos da populagio ou ponto de
coleta.
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Exemplo:

ind10,30.56 53.38
ind11,30.83 53.49

5>

Passo 3: realizar o teste de Mantel no Alleles in Space

Abra o programa Alleles in Space e carregue os dois arquivos de entrada
gerados anteriormente.

Escolha o menu:

“DNA/PROTEINSEQUENCES” — “MANTEL TEST” —
((OK”

O teste de Mantel estima a correlagdo entre a variabilidade genética encon-
trada nos dados e a distAncia geografica entre as amostras. Os valores dessa cor-
relagio variam de -1 a +1. O coeficiente de determinagio (r?) significa o quanto
a geografia explica os dados genéticos. Sempre verifique a significAncia do teste
através do valor de P. O grafico resultante representa a distAncia geogréfica x
distancia genética.

Como o programa monta matrizes de distdncia, sempre teremos um ponto
assinalado na intersecgao dos dois eixos no grafico, e os demais pontos represen-
tardo os individuos das populagoes. Como em cada populagio podemos ter dis-
tincia genética diferente de 0 entre seus individuos, teremos mais pontos que o
nimero de populagdes estabelecido pelos pontos de coleta propriamente ditos.
O programa fornece um grafico da distincia geografica x distincia genética e os
resultados em forma de texto, que podem ser exportados para outros programas,
para leitura e edi¢do.

6.6 Teste de Mantel para testar a hipdtese de Isolamento
por Distancia com dados de microssatélites

Existem quatro modelos bdsicos de fluxo génico: a) modelo de continen-
te - ilha, em que o movimento dos genes ¢ unidirecional, partindo de uma
populagao maior para outra de tamanho menor e isolada; b) modelo de ilhas
infinitas, em que a migragio ocorre ao acaso entre um grupo de pequenas
populacoes bem definidas, assumindo equilibrio entre migragio e deriva ge-
nética entre todas as populacoes. Esse modelo nio assume selegao ou mutacgio
e pressupde um ndmero infinito de populacoes, que sdo do mesmo tamanho
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e tém iguais probabilidades de trocas de migrantes; ¢) modelo de alpondras
(stepping-stone), em que as populagdes trocam migrantes somente entre popu-
lagoes vizinhas; e d) modelo de isolamento por distAncia proposto por Wright
(1965), no qual o fluxo génico ocorre entre grupos vizinhos, em populagoes
com uma distribui¢io continua.

A hipétese de diferenciacio populacional por isolamento por distancia é
testada através do teste de Mantel. O teste estabelece a correlacio estatistica
entre as matrizes de distAncias genéticas (F,) e de distancias geograficas (geral-
mente expressas em km) entre as populagoes. O teste de regressio normalmente
¢ realizado com estimativas logaritmicas transformadas das distdncias genéticas
(F/1-F,,) e das distancias geograficas par a par.

Aqui, demonstraremos como realizar o teste de Mantel com o programa
GENEPOPD, disponivel em <

>.

Passo 1: criar os arquivos de entrada para o teste de Mantel

E necessdrio criar um arquivo de entrada contendo as duas matrizes de
distancia. A matriz de distincia genética pode ser criada no programa MSA ou
no préprio programa GENEPOP.

Abra o programa o MSA e carregue o arquivo de entrada seguindo o menu:

Comando “i” — “ENTRA” nomedoarquivo.dat — “ENTRA”
— “DISTANCE SETTINGS” — comando “d” — “ENTRA”
— “ON” — comando “g” — “ENTRA” — “F_ CALCULATE
PAIRWISE” (esta opgao ird calcular os valores de £ par a par

por populacio) — comando “!” — “ENTRA”

Todos os arquivos de saida sao disponibilizados em uma pasta homénima.

O arquivo de distAncias geograficas entre popula¢oes deve ser criado ma-
nualmente em um bloco de notas ou qualquer editor de texto obedecendo a
mesma ordem das populagées do arquivo de distancias genéticas.

Ap6s as duas matrizes serem preparadas separadamente, a matriz de dis-
tAncias geograficas deve ser colada no mesmo arquivo, logo abaixo da matriz de
distAncias genéticas. Assim, o arquivo de entrada ird conter ambas as matrizes.
Siga o exemplo:

56 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



Primeira linha: nome do arquivo.

Segunda linha: nimero de populagées a serem analisadas.
Nome da matriz genética.

Matriz genética.

Nome da matriz geografica.

Matriz geografica

Passo 2: calcular o teste de Mantel no programa GENEPOP

Abra o programa GENEPOP e selecione a opgao 6 (“F,. AND OTHER
CORRELATIONS?”). Copie e cole os dados do arquivo de entrada na janela de
entrada de arquivos do GENEPOP. Siga o menu:

— subopgao 9 “ISOLATION BY DISTANCE (USING
ISOLDE)” — “OUTPUT FORMAT AND DELIVERY” —

forma de apresentagao dos dados de saida: por e-mail ou em

HTML — “SUBMIT DATA”

O arquivo de saida mostrard duas colunas, uma referente as distancias ge-
néticas e outra referente as distAncias geograficas, respectivamente. Copie e cole
essas colunas no programa EXCEL para a produgio do grifico (diagrama de
dispersao) entre as distincias genéticas e geogréficas. Também no EXCEL po-
derio ser calculados a curva aproximadora de regressio (y = ax + b) e o valor
do coeficiente de correlagio (r?). Os valores de a e b também sao fornecidos no
arquivo de saida do GENEPOP. Veja também no arquivo de saida os valores de
P para a significAncia da regressdo. A inclina¢io (a) e a interceptacio (b) da curva
de regressao indicam a forca dessa relagao entre as matrizes, ou seja, do teste de

Mantel (FREELAND et al., 2011).

6.7 Estimar o algoritmo de Monmonier

O algoritmo de Monmonier identifica grupos homogéneos na distribuigao
das populagoes e permite associar esses grupos com barreiras geogréficas exis-
tentes. Aqui, demonstraremos como realizar o teste de Mantel com o programa
Alleles in Space.

Abra o programa Alleles in Space e carregue os arquivos seguindo o menu:

“DNA/PROTEINSEQUENCES” — “MONMONIER
MAXIMUM DIFFERENCE ALGORITHM” — “OK”
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O programa abrird uma janela com a representagdo gréfica de uma possivel
barreira geografica, e os resultados em forma de texto podem ser exportados para
outros programas. O resultado serd apresentado como um poligono, cujo nime-
ro de vértices ¢ igual ao niimero de pontos e 4 barreira desenhada pelo programa.
E necessdrio verificar na distribuigio da espécie se as barreiras sugeridas pelo
programa para a separagio das populagoes podem corresponder a barreiras geo-
gréficas ao longo da distribui¢ao. As barreiras sugeridas pelo programa identifi-
cam o conjunto de populagdes que apresentam a maior diferenciagao genética.
O algoritmo ¢ aplicado em uma rede geométrica conectando todas as popula-
¢oes, a fim de encontrar os vértices que estio associados com a maior quantidade
de mudangas genéticas de acordo com a matriz de distincias geograficas.

6.8 Analises de diferenciacao e estruturacao genética com
dados de sequéncia

Aqui, demonstraremos como realizar andlises de diferenciagio genética
com o programa PERMUT, que é baseado nos artigos de Pons e Petit (1996) e
Burban et al. (1999). Esse programa estima medidas de diversidade e diferen-
ciagdo genética, a partir de dados genéticos haploides, quando uma medida de
distancia entre haplétipos estd disponivel (N,), e testa se as medidas de dife-
renciagio e de diversidade diferem das medidas equivalentes que nio levam em
conta as distincias evolutivas, e sim as frequéncias dos haplétipos (G, ), ou seja,
que consideram todos os haplétipos como igualmente divergentes.

A medida de N considera as distincias filogenéticas (divergéncia) entre
os haplétipos, enquanto que a medida de GST depende das frequéncias ha-
plotipicas (PONS; PETIT, 1996). Quando comparadas, essas medidas podem
ser interpretadas como exemplificado na figura 6.3: N > G, (caso 1, Figura
6.3), quando existe correspondéncia entre a filogenia dos hapldtipos e a sua
distribuigao geografica; N, = G, (caso 2, Figura 6.3), quando os haplétipos
sao igualmente relacionados; e, ainda, N, < G, (caso 3, Figura 6.3), quando
os haplétipos mais fortemente relacionados sao sempre encontrados em popu-
lagoes diferentes.
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Figura 6.3 - Ilustracio da correspondéncia entre a filogenia dos haplétipos e sua distribuicio

geogrifica (modificado de PONS; PETIT, 1996)

Passo 1: criar o arquivo de entrada para o PERMUT

O arquivo de entrada para o programa PERMUT ¢ um arquivo de texto
(nomedoarquivo.txt). O nome do arquivo nao deve ultrapassar oito caracteres.
O arquivo deve conter as informagdes mostradas no exemplo a seguir.
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Exemplo de arquivo de entrada para o Permut
29

10

12

19
10
10

10

16

18
27

20
13

10

20

17

20

10

10

25

10

10
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Continuagao

1 1 3 2 1 2 1 4
1 2 4 2 1 2 1 4
1 2 3 2 1 2 1 6

A primeira linha deve conter a informagio sobre o ntimero de haplétipos,
seguido do nimero de populagoes e o niimero de sitios polimérficos no ali-
nhamento. Depois, segue o nimero de individuos que tém uma determinada
sequéncia/haplétipo (coluna) em uma dada populagao (linha). Por fim, e sem
interrupgio, forneca a tabela de estados de caracteres para todos os haplétipos,
em que cada linha corresponde a um haplétipo e cada coluna a um cardter.

Note que nenhuma coluna deve estar vazia (nenhum haplétipo faltante)
e cada popula¢io (linha) deve ser composta por pelo menos trés individuos. Os
dados que ndo correspondem a essas exigéncias deverao ser excluidos da andlise.
Para representar os estados de cardter de uma sequéncia de DNA, cada nucle-
otideo deve ser representado por um nimero (ex: A — 1; T — 2; G — 3; C
— 4). Quando houver a presenca de inser¢oes/delecoes (“Gaps” simbolizados
por hifen), esses caracteres devero ser representados por um nimero diferente
(ex.: - = 5).

Passo 2: analisar no PERMUT

Abra o programa “PermutCpSSR”. A figura 6.4 mostra a tela de abertura
do programa. Selecione a opgio “Permut” na parte superior a esquerda. Em
seguida, selecione o arquivo de entrada em “input file”, especificando o nome
e a pasta em que deverd ser salvo o arquivo com os resultados, usando “outputr
file’; indique o nimero de permutagées (um minimo de mil permutagoes é
recomendado). Deixe marcada a op¢ao padrio “do you want to weight distances
between haplotypes by their frequences?” Finalmente, selecione “Analysis of data’”.
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Figura 6.4 - Janela inicial do programa PERMUT

O arquivo serd salvo na pasta previamente escolhida e conterd as informa-
¢oes mostradas no exemplo a seguir:
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Exemplo de arquivo com resultados do Permut

Nb of alleles= 10

Nb of pop= 29

Mean= 13.69

Harmonic mean= 10.76

Mean nb of differences between haplotypes: Dm = 3.41
Weighted mean nb of diff. between haplotypes Dwm= 3.41

hS (se) 0.137 (0.0387)
hT (se) 0.856 (0.0239)
Gst(se) 0.839 (0.0454)

VS (se) 0.123 (0.0418)
vT (se) 0.856 (0.0872)
Nst(se) 0.856 (0.0482)

xxx RESULTS OF THE PERMUTATIONS xxx

number of permutations: 1000

50 50 950
0.088 0.642 0.892
10 10 990
0.073 0.599 0.907
0.123 0.856 0.856
0* 0 O*

0.123 0.856 0.856 = Observed values
0.272 1.693 1.677 = Mean for permutations
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Continuagao

0.065
0.065
0.066
0.066
0.066
0.072
0.072
0.073
0.073

O 0 N &\ N W N =

0.567
0.567
0.578
0.578
0.583
0.583
0.592
0.592
0.599

0.772
0.772
0.776
0.776
0.776
0.776
0.776
0.778
0.778

10 0.073 0.599 0.778

999 0.217 1.141 0.919
1000 0.217 1.141 0.919

0.272 1.693 1.677
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7.1 Consideracdes gerais

A Andlise Bayesiana tem sido muito utilizada em Filogeografia, pois mé-
todos bayesianos de reconstru¢io combinam informagao a priori sobre os dados
com a probabilidade da informagao observada para calcular uma distribuic¢io 4
posteriori. Diferentes informagdes fornecidas a priori geralmente levam a resul-
tados diferentes para um mesmo conjunto de dados, por isso essas informagoes
devem ser as mais precisas possiveis. A distribui¢ao « posteriori nao pode ser cal-
culada exatamente, e métodos computacionais, que geralmente utilizam cadeias
de Markov Monte Carlo (MCMC), sao utilizados para realizar as aproxima-
¢oes. Diferentes nimeros de interagdes entre as cadeias mudario as aproxima-
¢oes produzidas pelos métodos bayesianos (STEPHENS; DONNELLY, 2003;
FELSENSTEIN, 2011) O quadro 7.1 mostra alguns programas que realizam
andlises bayesianas para estudos filogeogréficos.

Programa Tipos de dados Referéncia

STRUCTURE MULT Pritchard, Stephens e
Donnelly (2000) Falush,
Stephens e Pritchard (2003)

BAPS MULT Corander et al. (2004)

Sendo: MULT, marcadores multialélicos.

Quadro 7.1 - Programas que realizam andlises bayesianas da estrutura de populagées

Aqui, mostraremos como fazer as andlises bayesianas de estrutura de po-
pulagdes usando dados de sequéncia no programa BAPS (Bayesian Analysis of
Population Structure) (CORANDER; TANG, 2007; CORANDER; SIREN;
ARJAS, 2008) e com dados de microssatélites no programa STRUCTURE
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000; FALUSH; STEPHENS;
PRITCHARD, 2003).



7.2 Analise Bayesiana da estrutura das populac¢des usando
dados de sequéncia

O programa BAPS é um programa utilizado para inferéncias bayesianas da
estrutura genética de populagoes. O programa pode ser obtido no site <
>. Além do programa, também devem ser
consultados o manual de utilizagio e os arquivos de exemplos fornecidos na
pagina. As andlises no BAPS podem ser feitas tanto com frequéncias alélicas
quanto com sequéncias de nucleotideos. Os dados moleculares utilizados para
as andlises podem ser haploides ou diploides/tetraploides. As anélises de mistura
podem ser tanto em nivel de grupos quanto em nivel de individuos, sendo que
ambas podem ou nio utilizar dados espaciais.
O quadro 7.2 mostra os diferentes médulos incorporados no BAPS versao
5 e os artigos que as descrevem e testam, os quais devem ser corretamente cita-
dos quando da publicacio dos resultados produzidos com as andlises no BAPS.

Médulo do programa Citagao
Admixture analysis Corander e Marttinen (2006);
Corander et al. (2008)
Non-spatial genetic mixture analysis, Corander, Marttinen e Mintyniemi (2006);
including “Trained clustering’ Corander et al. (2008)
Spatial genetic mixture analysis Corander, Sirén e Arjas (2008)
Genetic mixture analysis with sequences or Corander e Tang (2007); Corander et al.
linked loci (2008)
Estimates and graphics for gene flow among Tang et al. (2009)

inferred Populations

Quadro 7.2 - Médulos incorporados no BAPS e suas citagoes

Aqui, mostraremos como realizar uma andlise de genetic admixture usando
dados de sequéncias organelares, com a opgio “Genetic mixture analysis with
sequences or linked loci”. Essa opgao permite realizar andlises de estrutura popu-
lacional usando sequéncias de DNA.

Passo 1: criar arquivos de entrada para anélises no BAPS usando dados de
sequéncias de DNA haploide (BAPS-sequence format)

Os arquivos de dados no formato BAPS (BAPS-sequence format) devem ser
arquivos de texto (nomedoarquivo.txt). Todos os dados de sequéncia utilizados
devem ser alinhamentos multiplos e ter comprimento igual para todos os indivi-
duos. Cada linha representa um dos individuos, que serao identificados por nu-
meros (de 1 a #, com 7 individuos no conjunto de dados) no final da sequéncia.
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Veja o exemplo a seguir para dados de sequéncias haploides:
Exemplo de alinhamento de sequéncias haploides

CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 1
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 2
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 3
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 4
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 5
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 6

Note que deve haver um espaco separando o tltimo nucleotideo do nime-
ro de identificagio em cada linha que representa cada individuo.

As andlises também podem ser feitas usando dados de sequéncias diploi-
des/tetraploides. Veja o exemplo do arquivo de entrada no formato BAPS usan-
do dados de sequéncias diploides:

Exemplo de alinhamento de sequéncias diploides

CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 1
GCACTTGACCCTATCTACGCTCAAAAGCTTGGT
GTTGATATTGACGCTTTGCTTGTATCTCAACCT 1
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 2
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 2
CTAACGCTTGAGCTTATTGCTGCAGCGCAGAAA
GTAGGTAAAACGTGTGCATTCGTTGATGCGGAA 3
GCACTTGACCCTATCTACGCTCAAAAGCTTGGT
GTTGATATTGACGCTTTGCTTGTATCTCAACCT 3
GATACGGGTGAACAAGCTCTAGAAATTTGTGAT
GCACTGGCTCGTTCAGGTGCTATCGATGTTCTT 4
GTTATCTAC--GGTTGCTGCACTAACACCT-AGCT
GAGATCGA-GGCGAAATGGGCGATAGCCACA 4
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Passo 2: analisar a mistura genética no BAPS
Abra o programa BAPS (veja janela mostrada na figura 7.1) e escolha a
0pgao:

Figura 7.1 - Janela inicial do programa BAPS

Selecione o arquivo contendo o alinhamento no formato BAPS (exemplo
de alinhamento de sequéncias haploides). Note que, quando dados no formato
BAPS sio usados, o usudrio pode especificar as populagoes amostradas, forne-
cendo dois arquivos adicionais, que deverdo ser também arquivos de texto (no-
medoarquivol.txt e nomedoarquivo2.txt), criados em um editor de textos com
base no arquivo contendo o alinhamento das sequéncias.

1) arquivo contendo o nome das populacoes (nomedoarquivol.txt):

Exemplo de arquivo com nome das populagées (nomedoarquivol.txt).
POP1
POP2
POP3

2) arquivo contendo o niimero de identificagao do primeiro individuo de
cada populagio (nomedoarquivo2.txt) baseado no alinhamento (ver exemplo
anterior de alinhamento de sequéncias haploides):
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Exemplo de arquivo com identificagio dos individuos de cada populagao
(nomedoarquivo2.txt).

1

3

5

Em seguida, quando o arquivo do alinhamento (exemplo anterior de ali-
nhamento de sequéncias haploides) for selecionado, o programa perguntard se
o usudrio quer especificar as populagoes amostradas. Escolha “yes”, selecione o
arquivo com os nomes das populagées (nomedoarquivol.txt) e, em seguida, se-
lecione o arquivo com a identificagio dos individuos (nomedoarquivo2.txt). No
passo seguinte, o programa perguntard: “do you wish to load the linkage map?
Nesse caso, escolha “no”.

Outra informacio que o programa pede é para especificar o niimero maxi-
mo de populagdes (“INPUT MAXIMMUN NUMBER OF POPULATIONS”).
Aqui, é necessério fornecer ao programa o niimero de populagées da amostra.
Nesse momento, o programa gerard automaticamente um gréfico mostrando os
clusters formados, os quais serao representados por cores diferentes, além de sal-
var um arquivo de texto (nomedoarquivo.txt) com os resultados. Veja o exemplo
do arquivo de resultados:
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RESULTS OF INDIVIDUAL LEVEL MIXTURE ANALYSIS:
Model: independent

Number of clustered individuals: 6

Number of groups in optimal partition: 3

Log (marginal likelihood) of optimal partition: -196.9649

Best Partition:
Cluster 1: {1, 2, 4}
Cluster 2: {5, 6}
Cluster 3: {3}

Changes in log(marginal likelihood) if individual i is moved to group j:
ind 1 2 3

1: .0 -71.5 -62.8
28 .0 -715 -62.8
3: -56.5 -48.1 .0
4: .0 -71.5 -62.8
5: -71.7 .0 -57.9
6: 756 .0 -55.7

KL-divergence matrix in PHYLIP format:
3

Cluster_1 0.000 1.217 1.058
Cluster_2 1.217 0.000 0.913
Cluster_3 1.058 0.913 0.000

Ap6s finalizar a andlise de agrupamento de mistura (“MIXTURE ANALY-
SIS”), vocé tem a oportunidade de salvar o arquivo de resultado, a fim de usi-lo
mais tarde para a reprodugio de grificos e outras andlises, tais como “ADMIX-
TURE ANALYSIS’. Veja o manual do programa para mais detalhes de outras

andlises que podem ser realizadas.

7.2.1 Sobre os resultados de mistura

O grifico gerado automaticamente pode ser visualizado posteriormente.

Abra o programa BAPS e siga o menu:
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Cada cluster serd representado por uma cor diferente, mas a ordem é arbi-
traria, nao sendo aconselhdvel comparar as cores entre diferentes andlises. Cada
individuo que foi amostrado estard representado por uma barra vertical com a
cor correspondente ao cluster ao qual foi vinculado. Caso os nomes das popula-
¢6es amostradas tenham sido fornecidos para o programa, estes serdo impressos
abaixo das barras coloridas para indicar a origem da amostra. Os nomes apare-
cerdo na mesma ordem dos dados (conforme ordem dos arquivos de entrada,
veja os exemplos).

Para determinar qual é o melhor agrupamento (melhor nimero de grupos
formados), é necessdrio observar o valor de “Log (marginal likelihood)”, o qual é
informado no arquivo de resultados. Além disso, é necessdrio rodar mais de uma
vez a andlise (com o mesmo conjunto de dados) para garantir a confiabilidade
dos grupos encontrados.

7.3 Analise Bayesiana da estrutura das popula¢des usando
dados de microssatélites

O programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000; FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003) usa dados de vdrios locos
nio ligados e utiliza um modelo em que existem K grupos genéticos ou popu-
lagdes (em que K nao é conhecido). Os individuos sao classificados em um ou
mais grupos geneticamente homogéneos. O modelo assume que, dentro dos
grupos, os individuos estio em EqQHW e os locos estio em equilibrio de liga-
a0, ou seja, populagdes sio agrupadas com base no pressuposto do EQHW e,
assim, os gendtipos sao atribuidos proporcionalmente aos grupos com base na
minimizagio do desequilibrio de HW. Os resultados desse programa podem ser
utilizados para alocar individuos em populacoes, determinando a presenga ou
auséncia de estrutura populacional, estudar zonas hibridas, identificar migrantes
e individuos com multiplas ancestralidades. Para escolher um periodo de burnin
adequado, ajuda olhar se os valores das estatisticas sumdrias que aparecem na
tela convergem para o mesmo valor. Para escolher um periodo de corrida, o ideal
é rodar o programa vdrias vezes, mudando o periodo de burnin e o numero de
interagoes subsequentes, verificando se os resultados sio consistentes.

O programa STRUCTURE pode ser obtido no site <

>.

Passo 1: criar arquivos de entrada para marcadores microssatélites nucle-
ares
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Os arquivos de entrada do programa STRUCTURE podem ser criados no
MSA, como indicado no capitulo 4. Um exemplo de arquivo de entrada pode
ser visto na figura 7.2.

Figura 7.2 - Exemplo de arquivo de entrada do programa STRUCTURE, criado no programa
MSA
Passo 2: criar um projeto

No programa STRUCTURE, siga no menu:

“FILE” — “NEW PROJECT” — “NAME THE PROJECT”
(escreva o nome desejado) — “SELECT DIRECTOR” (escolha
o local em que serao salvos os resultados) — “CHOOSE DATA
FILE” (abra o nomedoarquivo.str) — “NEXT” — “NUMBER

OF INDIVIDUALS” — “PLOIDY OF DATA” (diploide =

2) — “NUMBER OF LOCI” (nimero de marcadores usados)

— “MISSING DATA VALUE” (cardter utilizado para dados

faltantes, geralmente “-9”7) — “NEXT”

Veja o que vocé precisa marcar, no caso do exemplo anterior:

“ROW OF MARKERS NAMES” — “NEXT”
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ou:

“INDIVIDUAL ID FOR EACH INDIVIDUAL” —
“PUTATIVE POPULATION ORIGIN FOR EACH
INDIVIDUAL” — “FINISH”. Confira se estd tudo certo (Figura
7.3) — “PROCEED”

Figura 7.3 - Janela do programa STRUCTURE mostrando os parimetros da andlise
Se estiver tudo correto, a linha com o nome dos marcadores ficard em azul,
os alelos marcados em cinza e o nome dos individuos e populagées na coluna

correta.

Passo 3: determinar os pardmetros na andlise
Siga a sequéncia de menus:
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“PARAMETER SET” — “NEW” — “RUN LENGTH”
— “LENGTH OF BURNIN PERIOD?” (valor desejado)

— “NUMBER OF MCMC REPS AFTER BURNIN”
(valor desejado) — “ANCESTRY MODEL” — “USE
ADMIXTURE MODEL” — “ALLELE FREQUENCIES
MODEL” — “ALLELE FREQUENCIES CORRELATED”
— “ADVANCED” — “COMPUTE PROBABILITY OF THE
DATA (FOR ESTIMATING K)” — “OK” — “PLEASE NAME
THE NEW PARAMETER SET” (nome desejado para esse

conjunto de pardmetros) — “OK”

O programa abrird uma janela com as informagoes do novo conjunto de
pardmetros. Nessa etapa, seu projeto terd sido salvo na pasta que vocé escolheu
em passos anteriores. Dentro dessa pasta, existe um arquivo chamado nomedo-
arquivo.spj. Se vocé precisar rodar novamente o programa com 0s mesmos pa-
rametros utilizados, vocé poderd abrir nomedoarquivo.spj diretamente usando
0 menu:

“FILE” — “OPEN PROJECT” nomedoarquivo.spj — “OK”

Passo 4: iniciar a corrida
Inicie as andlises usando o menu:

“PROJECT” — “START A JOB” — “SET K FROM 1 TO X
(X = niimero de K grupos a ser testado)” — “NUMBER OF
INTERACTIONS” — “MARQUE O ARQUIVO DESEJADO”
— “START”

Agora, ¢ s6 esperar, pois o tempo necessirio depende do conjunto de dados
e da capacidade da mdquina utilizada.

Nota: o programa estd rodando corretamente quando comecam a subir
linhas na tela do computador. As vezes, o programa nio inicia, e a primeira coisa
a fazer ¢ fechar o programa, abri-lo novamente, abrir também o projeto pronto
(nomedoarquivo.spj) e ir novamente para o menu descrito anteriormente (Fi-

gura 7.4).
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Figura 7.4 - Janela do programa STRUCTURE em que so definidos o nimero de grupos (K) e

o nimero de interagoes para cada valor de K

Os resultados serdo salvos automaticamente no local designado anterior-
mente. Serdo gerados um arquivo nomedoarquivo.spj, que pode ser aberto no
programa STRUCTURE com todos os resultados, inclusive os graficos, um
arquivo com os dados utilizados pelo programa e¢ uma pasta chamada “RE-
SULTS”, em que estio os resultados de cada valor de K e das suas repeticoes.

Existem vérios métodos para estimar o melhor valor de K. O mais utili-
zado ¢ o método descrito por Evanno, Regnaut e Goudet (2005). Esse método
pode ser implementado no programa STRUCTURE HARVESTER, que pode
ser obtido a partir do enderego eletronico <

>. O programa CLUMPP pode ser usado para agrupar
diferentes corridas do mesmo valor de K e estd disponivel em <
>. O programa DISTRUCT pode
ser utilizado para fazer o gréfico da composicao genética de cada individuo ou
populacio e ¢ obtido em <
>.
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8.1 Consideracdes gerais

A histéria demogréfica de uma populagio deixa uma assinatura no genoma
de seus representantes modernos. Reconstruir essa histéria pode levar a conclu-
soes Uteis sobre vérios processos evolutivos.

Os primeiros testes realizados em estudos filogeograficos, que podem ser
associados a inferéncias demograficas, sio os testes de neutralidade, tais como o
D de Tajima (1989) e o F e 0 D de Fu e Li (1993), que consideram a frequéncia
de mutagdes (sitios segregantes); e o Fs de Fu (1997), que ¢ baseado na distri-
buicao haplotipica. Os testes de neutralidade sdo utilizados para testar a auséncia
de selegao em um conjunto de dados. A hipdtese nula utilizada por esses testes
inclui tamanho populacional constante e populagao nao estruturada. Assim, uti-
lizando um marcador supostamente neutro, esses testes podem indicar decrés-
cimo, expansao ou estabilidade populacional (NIELSEN, 2001). Entretanto, é
importante tomar bastante cuidado na interpretacio desses resultados e sempre
relacionar com o resultado das demais andlises e de acordo com os marcadores
e organismos em estudo.

Atualmente, métodos de andlise que fazem estimativas de genealogias base-
adas em coalescéncia estdo disponiveis em vérios programas de andlise (Quadro
8.1). Esses métodos sao mais robustos, pois eles permitem estimar tamanho
populacional, taxas de crescimento, pardmetros de fluxo génico e tempo de di-
vergéncia, com um grau maior de precisdo em relagio aos testes de neutralida-
de. Esses programas geralmente apresentam parimetros e premissas que, para
serem bem compreendidos, dependem de uma leitura detalhada do manual do
programa e dos artigos cientificos que os descrevem, bem como conhecimento
de genética de populagdes, teoria da coalescéncia e organismos e marcadores
genéticos que estdo sendo estudados.



Programa Algoritmo Tipos de dados Referéncia
BEAST Bayesiana Nucleotideo, Drummond et al.
aminodcidos, dados (2012)
com dois alelos
IM, IMa, IMa2 Bayesiana Nucleotideo, Hey e Nielsen
microssatélite (2004);
Hey e Nielsen
(2007);
Hey (2010a e b)
LAMARC Bayesiana ou mdxima | Nucleotideo, SNP, Kuhner (2006)
verossimilhanca microssatélite,
K-alelos
MIGRATE Bayesiana ou mdxima | Nucleotideo, SNP, Beerli e Felsenstein
verossimilhanca microssatélite, (2001)
K-alelos

Quadro 8.1 - Programas que realizam andlises de estimativas de genealogias baseadas em

coalescéncia

8.2 Testes de Neutralidade

Aqui, mostraremos como realizar testes de Neutralidade no programa AR-
LEQUIN. Abra o programa e siga para o menu:

“OPEN PROJECT” — abra o arquivo nomedoarquivo.
arp criado previamente no programa DnaSP sem dividir em
populagées (veja nota no capitulo 4, item 4.2) — “SETTINGS”
— “NEUTRALITY TESTS” — “TAJIMA’S D, FU’S FS” —
“USE ORIGINAL DEFINITION” — “NO. OF SIMULATED
SAMPLES” 1.000 — “START”

Veja a figura 8.1 para exemplo. No caso de marcadores neutros, valores
significativos de D de Tajima e Fs de Fu podem indicar que alguns pardmetros
demogrificos estao influenciando as populagoes, mas através desses testes nao é
possivel definir quais parAmetros sio esses (decréscimo ou crescimento popula-
cional).

77 Guia prdtico para estudos filogeogréficos



Figura 8.1 - Janela do programa ARLEQUIN mostrando os pardmetros para o cdlculo dos testes

de neutralidade

8.3 Bayesian Skyline Plot (BSP)

Aqui, serd abordada a andlise de Bayesian Skyline Plot (DRUMMOND et
al., 2005) no programa BEAST v. 1.7.2. O pacote estatistico BEAST (Bayesian
Evolutionary Analysis by Sampling Treesy (DRUMMOND; RAMBAUD, 2007;
DRUMMOND et al., 2012) foi desenvolvido para fornecer um esbogo geral
para a estimativa de parimetros e testes de hipSteses de modelos evolutivos a
partir de dados moleculares. O pacote BEAST inclui um conjunto de progra-
mas que permitem especificar o projeto de andlise, processar arquivos de saida
e sumarizar e visualizar os resultados. Em conjunto, esses programas permitem
uma inferéncia bayesiana de dados moleculares, incluindo modelos filodina-
micos, estimativa de tempo de divergéncia, modelos demogréficos, inferéncia
de drvore de genes e espécies e uma gama de andlises filogeogréficas espaciais
(DRUMMOND et al., 2012).

A abordagem skyline plot, introduzida por Pybus, Rambaut e Harvey
(2000), permite a avaliacdo dos padrées histéricos de tamanho da populagao
a partir de uma genealogia. Algumas extensées metodoldgicas tém sido subse-
quentemente descritas, dando origem a uma pequena familia de métodos skyline

plot (Quadro 8.2).
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A metodologia Bayesian Skyline Plot é uma andlise que estima as mudangas
no tamanho efetivo das populacoes ao longo do tempo (em nimero de gera-
¢oes).

s Estimativa
Método Programa fM{a‘hse de de erro Referéncia
multiplos locos L.
filogenético
Classical skyline | GENIE, APE Nio Nio Pybus et al.
i ’ (2001)
Generalized Strimmer e
. GENIE, APE Nao Naio Pybus (2001)
skyline
Bayesian skyline BEAST Nio Sim Drummond et
! ’ al. (2005)
Minin,
Bayesian skyride BEAST Naio Sim Bloomquist e
Suchard (2008)
Heled e
Ba E;f: (silidline BEAST Sim Sim Drummond
i Y (2008)

Quadro 8.2 - Comparagoes dos métodos de skyline plot para a estimativa da historia demografica
de sequéncias de DNA

Para a realizagao da andlise de BSP, serdo necessdrios os seguintes progra-
mas:

* BEAST - pacote que contém os programas BEAST, BEAUti, TreeAnno-
tator e outros programas utilitdrios. Este pacote estd disponivel no site
< >;

* TRACER - este programa ¢ usado para explorar a qualidade dos resulta-
dos do BEAST. Ele sumariza gréfica e quantitativamente as distribui¢oes
de parAmetros continuos e fornece informagées diagnésticas. Encontra-se
disponivel em < >.

8.3.1 Configuracao dos pardmetros da analise em arquivo XML
Passo 1: criar arquivo de entrada para o BEAUTI
Os parametros da andlise serdo configurados em um arquivo XML no pro-

grama BEAUTI. Para isso, serd usado um arquivo de alinhamento no formato
nomedoarquivo.nex. Para criar esse arquivo, serd usado o programa DnaSP.
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Abra o arquivo do alinhamento (nomedoarquivo.meg ou nomedoarquivo.
fas) no DnaSP e siga o menu:

“FILE” — “SAVE/EXPORT DATA AS” — “NEXUS FILE
FORMAT”

Passo 2: criar arquivo XML com os pardmetros da andlise no BEAUTi
Abra o programa BEAUIi e escolha o menu:

“FILE” — “IMPORT DATA” selecione nomedoarquivo.nex

Veja o exemplo da janela do programa na figura 8.2.

Figura 8.2 - Janela inicial do programa BEAUTI

Na aba “PARTITIONS?, ¢ possivel particionar os dados. Por exemplo, se
a sequéncia for codificadora, ¢ possivel dividir o alinhamento em trés parti¢es,
representando cada uma das trés posi¢oes do c6don. Consulte o manual do pro-
grama para ver outras possibilidades de partigao de seus dados.

Selecione a aba “SITES” e defina o modelo de substituigao. A escolha do
modelo de substitui¢io deve ser feita a partir do conjunto de dados em pro-
gramas especificos, como, por exemplo, o programa JModelTest (POSADA,
2008). Na aba “CLOCKS”, marque a opgao “ESTIMATE” e defina o relégio
molecular de acordo com os dados. Escolha a opgao “COALESCENT: BAYE-
SIAN SKYLINE” na aba “TREES”. Certifique-se de que o modelo selecionado
para seu conjunto de dados estd disponivel no pacote BEAST. Caso contririo,
verifique qual modelo disponivel mais se assemelha ao selecionado.
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Para inserir a taxa de mutagao, selecione a aba “PRIORS” e a opgao
“CLOCK.RATE”. Uma janela serd aberta, em que é necessirio escolher a distri-
bui¢ao do prior e inserir o valor da taxa de mutagdo. No caso de nio dispor de
taxas estimadas para o marcador e organismo que estao sendo estudados, busque
informagoes sobre as taxas de mutacio levando em consideragao tudo o que ja
foi discutido na literatura sobre modo de vida, tempo de geragiao e modo de
reproducio da espécie que vocé estd estudando.

Por tltimo, na aba “MCMC?”, defina o niimero de geracoes das cadeias de
Markov e Monte Carlo. Defina o ndmero de “ECHO STATE TO SCREEN
EVERY” ¢ “LOG PARAMER EVERY”. Nessa mesma aba, na op¢iao “FILE
NAME STEAM?”, defina o nome do arquivo a ser salvo, selecionando:

“GENERATE BEAST FILE” — “CONTINUE” — “SAVE”

nomedoarquivo.xml

8.3.2 Analise no BEAST

Abra o programa BEAST seguindo o menu:

nomedoarquivo.xml gerado previamente no BEAUTi —

“CHOOSE FILE” — “RUN”

Veja exemplo na figura 8.3. Os resultados serao salvos na mesma pasta em
que foi salvo o arquivo nomedoarquivo.xml. Serio salvos dois arquivo, um deles
nomedoarquivo.log e o outro nomedoarquivo.tree.

| m— ol x

fie Eoe oo

Choose File.

Figura 8.3 - Janela inicial do programa BEAST
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8.3.3 Analise dos resultados no TRACER

Abra o programa TRACER:
| “FILE” — “IMPORT TRACE FILE” — nomedoarquivo.log

Veja exemplo na figura 8.4. Para avaliar a qualidade da corrida, é neces-
sdrio observar os valores de ESS (Efective Sample Sizes). Baixos valores de ESS
(menores que 100) significam que o #race contém uma grande quantidade de
amostras correlacionadas e, portanto, podem nao representar bem a distribui-
¢ao a posteriori. Neste caso, é necessdrio aumentar o nimero de geragdes das
cadeias de Markov e Monte Carlo até que os valores de ESS fiquem maiores
que 200. Para fazer isso, volte para a opcaio “MCMC” no BEAU, para criar
um novo arquivo nomedoarquivo.xml e rodar o BEAST, aumentando o na-
mero de geragdes das cadeias. Abra o novo nomedoarquivo.log no TRACER
e analise o resultado.

Figura 8.4 - Janela inicial do programa TRACER

Considerando a qualidade da corrida como adequada, é necessdrio fazer a
andlise propriamente dita. Para visualizar o grafico da Bayesian Skyline Plot, siga
para o menu:

“ANALYSIS” — “BAYESIAN SKYLINE
RECONSTRUCTION” — nomedoarquivo.trees —
“CHOOSE FILE” — “OK”
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O programa fard a anilise, gerando um grafico, como mostrado na figura

8.5.

Figura 8.5 - Gréfico da andlise de Bayesian Skyline Plot gerado no programa TRACER

8.4 Analises demograficas para testar o modelo de
isolamento com migracao

8.4.1 Analise no programa IMa2

Aqui, mostraremos como realizar andlises demogréficas no programa IMa2,

que pode ser encontrado no enderego eletronico <
>. Essa andlise implementa o modelo de isolamento com

migragdo e permite estimar multiplos parAmetros demogréficos, como tempo
de divergéncia, taxas de migragao e tamanhos populacionais efetivos das popu-
lagoes atual e ancestral (HEY; NIELSEN, 2004). Essa andlise ¢ indicada para
casos em que se acredita que duas populacoes divergiram recentemente a partir
de uma populagio ancestral Gnica. Atualmente, o programa IMa2 permite ana-
lisar até dez populagoes e implementa um método mais robusto que as versoes
anteriores, usando o mesmo modelo de isolamento com migrac¢io (HEY, 2010a
e b). Aqui, serd exemplificado o uso do programa IMa2 com duas populacoes
com dados de sequéncias de heranga uniparental (organelar). Ressaltamos que
existem inimeras maneiras de analisar dados usando o IMa2, consulte 0 manual
do programa e os artigos que descreveram sua evolugio para explorar sua total
potencialidade.

A obtencio de bons resultados utilizando esse programa depende, muitas
vezes, da busca por uma melhor corrida, realizando inimeras tentativas, trocan-
do parimetros e priors em cada uma delas.
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Passo 1: criar arquivos de entrada

O arquivo de entrada pode ser criado em um editor de texto e salvo como
nomedoarquivo.txt na mesma pasta que contém o executdvel do programa
IMa2. Siga o exemplo a seguir:

Linhal: frase identificando o trabalho (texto arbitrdrio).

Linha 2: ntiimero de populacées que serio analisadas.

Linha 3: nomes das populagées, separados por um ou mais espagos.

Linha 4: informacio sobre a topologia da drvore das populagées e informacio sobre
quais s3o os nés mais antigos. Esse formato é conhecido como “Newick format”.
Linha 5: nimero de locos.

Linha 6: em ordem e separados por um espago, o nome dos locos, o niimero de
individuos de cada popula¢io, o tamanho dos locos, 0 modelo de mutacio, o tipo de
heranga, a taxa de mutagio e os desvios da taxa (por ano, para todo o loco, nio por
par de bases).

Linha 7: individuo 1, com toda a sua informagio em uma linha (no caso de sequéncia,
sem espagos ou tragos, ou qualquer simbolo diferente das bases de DNA). Os primeiros
dez caracteres sdo reservados para o nome do individuo.

Ultima linha: depois de todos os individuos, deixar uma linha em branco.

A seguir, um exemplo de arquivo de entrada.

Exemplo de arquivo de entrada IMa2

2

popum popdois

0,1):2

1

nomedomarcador 3 4 45 H 0.25 0.0000029904 (0.000002932780, 0.000003048072)
indil1 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi12 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi13 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi21 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi22 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi23 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA
indi24 CCCTCGCCTACTTACATTCCATTTTTACATTTTTGAGATTAGAAAA

Passo 2: criar linha de comando e iniciar a corrida

O programa IMa2 funciona com linhas de comando. No sistema opera-
cional Windows®, ele opera através da ferramenta Prompt de comando. Primei-
ramente, ¢ preciso especificar o caminho até o programa, digitando cd mais o
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nome da pasta que contém o programa. A figura 8.6 mostra um exemplo do
Prompt de comando com os passos até chegar a pasta do IMa2.

Figura 8.6 - Janela do Prompt de comando com os passos até chegar & pasta do IMa2

Ap6s localizar a pasta do programa pelo Prompt de comando, digite a linha
de comando para o IMa2. Ela deve iniciar por IMa2 e conter a identificagao dos
arquivos de entrada e saida, o limite superior dos priors, o periodo de burnin e
a duragio da corrida. Cada passo da linha de comando inicia por “-” mais uma
letra de indicagdo para o programa, como segue:

“-i”: nome do arquivo de entrada, nomedoarquivo.txt.

« k2 . ’ .

-0”: nome do arquivo de saida, nomedoarquivo.out.

« M e e . G 9 9 o . A

-q’: limite superior para a distribuigio dos priors de todos os parAmetros de tamanho
populacional.
“-m”: limite superior para a distribui¢io dos priors dos parAmetros de migragio. Se o
prior é estabelecido como zero, vocé estard usando um modelo sem migracio.
“-t”: limite superior da distribuicio do prior para tempo de separacio entre as
populagoes.
“-b”: duragio do burnin. Se “-b” for especificado como um ndmero inteiro, como,
por exemplo, 500.000, isso indica para o programa o nimero de passos; se “-b”
for em ntmero de horas, como, por exemplo, 6.0, isso indica para o programa o
nimero de horas para o burnin. Se um niimero de horas for indicado, o burnin sé
serd interrompido pelo usudrio, rodando infinitamente até que este decida por parar.
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Continuagao

“-I”: duracido da corrida. Se “-I” for um niimero inteiro, como, por exemplo, 100.000,
isso indica para o programa o niimero de genealogias a serem salvas; se “-1” for ntimero
de horas, como, por exemplo, 10.0, indica o nimero de horas da duragao da cadeia até
salvar um arquivo de resultados. Se um nimero de horas for especificado, o programa
vai rodar até ser interrompido pelo usudrio. Dessa forma, é possivel analisar os arquivos

de saida que vdo sendo salvos a cada intervalo de tempo.

O quadro a seguir mostra um exemplo de linha de comando. A figura 8.7
mostra uma corrida do IMa2 em andamento.

ima2 -inomedoarquivodeentrada.txt -onomedoarquivodesaida.
out -q30 -m34 -t5.38 -b50000 -110000.

Figura 8.7 - Janela do programa IMa2 mostrando uma corrida em andamento

Passo 3: verificar os arquivos de saida

A tnica maneira de se obter bons resultados ¢ testando tempos de burnin
e tempos de corrida diferentes, mudando os priors e fazendo vérias corridas com
os mesmos pardmetros e diferentes seed numbers para verificar se os resultados
sao semelhantes. Frequentemente, é necessdrio usar mais cadeias (estabelecidas

« 1L» e e . . «

pelo comando “-h”). Vale a pena iniciar pelo esquema sugerido pelo autor, “-hfg
-hn40 -ha0.975 -hb0.75”, e, a partir dai, rodar novas combinagoes.

A figura 8.8 mostra partes do arquivo de saida. Para verificar a qualidade
de uma corrida, é necessario conferir os seguintes valores:

g
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- ESS: tamanho efetivo da amostra, estimativa do nimero de pontos inde-
pendentes amostrados para cada pardmetro;

- Valores de “set0” e “set1”: estimativas e probabilidades para metade das
genealogias, os valores devem ser semelhantes se as simulagoes exploraram sufi-
cientemente o espago amostral;

- ASCII Plots of Parameter Trends: valores para os parimetros nas simula-
¢oes durante a corrida. Distribui¢des com tendéncias para uma porgao da dis-
tribui¢ao, ou em que uma regido tenha sido visitada poucas vezes, precisam de
corridas mais longas.

Figura 8.8 - Partes do arquivo de saida do IMa2 mostrando os indicativos da qualidade da corrida
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Passo 4: avaliar os principais resultados

Os valores mais informativos sao as estimativas de “HiPt” e “HiSmth”,
que devem ser usadas para obter os parimetros demogréficos. Os valores “HP-
D95L0” e “HPD95Hi” representam os limites superior e inferior da distribui-
¢do. A figura 8.9 mostra um exemplo de arquivo de saida.

Figura 8.9 - Exemplo de arquivo de saida do IMa2 com os resultados da andlise

8.4.2 Analise no programa LAMARC

O programa LAMARC pode ser obtido no site <

>. Esse programa considera casos em
que multiplas populagdes tém tamanhos populacionais e taxas de migracio
estdveis por um longo tempo, permitindo que cada populagio tenha diferen-
tes taxas de crescimento exponencial. O programa demanda muito tempo
computacional e muitos dados se muitas populacées forem incluidas (mi-
nimo de trés) (KUHNER, 2008). Permite realizar vdrias estimativas e, por
isso, como o IMa2, nio ¢ simples de compreender, dependendo da leitura
detalhada do manual e demais bibliografias 14 indicadas. A obtengao de bons
resultados também depende, muitas vezes, da experimentagio de diferentes
parAmetros em vdrias corridas. Nao é possivel descrever aqui todas as dife-
rentes estimativas que esse programa ¢ capaz de fazer. Exemplificaremos aqui
uma andlise de mdxima verossimilhan¢a com sequéncias de heranca unipa-
rental (organelar).

Passo 1: criar arquivos de entrada para o conversor

Dentro da pasta do programa, existe um conversor de arquivos (lam_conv.
exe). Um dos formatos de arquivo de entrada para o conversor é em formato
nomedoarquivo.phy. Para montar esse tipo de arquivo, vocé poderd usar um
editor de textos. Siga os passos descritos a seguir:
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Linha 1: nimero de populagoes e niimero de regides presentes no arquivo separados
por um espago.

Linha 2: nimero de caracteres da sequéncia.

Linha 3: nimero de individuos da populagdo 1, nome da populagio.

Linha 4: a identificacio do individuo e sua sequéncia iniciam apds dez caracteres
(espagos, letras ou niimeros). Uma maneira mais prdtica ¢ deixar toda a sequéncia na

mesma linha (formato sequencial).

A figura 8.10 mostra em exemplo de arquivo em formato nomedoarquivo.

phy.

Figura 8.10 - Exemplo de arquivo de entrada para o programa LAMARC

Passo 2: converter os arquivos
No programa lam_conv.exe, abra o menu:

“FILE” — “READ DATA FILE” — nomedoarquivo.phy —
confira os dados — defina “data type” DNA — “FILE” —
“WRITE LAMARC FILE” — escolha onde salvar o arquivo

nomedorquivo.xml

A figura 8.11 mostra a tela do conversor ap6s abrir 0 arquivo nomedoar-
quivo.phy.
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Figura 8.11 - Tela do conversor apés abrir o arquivo de entrada no programa LAMARC

Passo 3: criar o arquivo de entrada para o LAMARC
No programa lamarc.exe, siga para o menu:

— nome do arquivo de entrada — “ENTER” — digite “A”
— “ENTER” — escolha o que deseja estimar — digite “S” —
“ENTER” — digite “S” — “ENTER” — escolha o nimero
de cadeias, genealogias, intervalos para salvar arquivos e burnin
— digite “>” — “ENTER” — digite nomedorquivo.xml —

“ENTER”

Um arquivo com os pardmetros que vocé escolheu serd salvo na mesma
pasta do arquivo anterior. Para voltar a0 menu anterior, escolha “ENTER”. As
figuras 8.12 e 8.13 mostram os diferentes menus encontrados no programa.

g

Figura 8.12 - Menu do programa LAMARC mostrando as op¢des de pardmetros que podem ser

calculados
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Figura 8.13 - Menu do programa LAMARC mostrando como definir a estratégia de busca e o

ntimero de cadeias das corridas

Passo 4: iniciar a andlise
Abra o arquivo criado no passo anterior no programa lamarc.exe usando
o menu:

arquivo de entrada (nomedoarquivo.xml) — “ENTER” — digite

«»

Aguarde a corrida ser finalizada. O arquivo de saida serd salvo automati-
camente.

Passo 5: verificar os arquivos de saida

Vocé pode examinar os resultados de vdrias corridas, com diferentes nd-
meros de inicio (seed number), e verificar se os valores obtidos sao semelhantes,
avaliando se a corrida foi de boa qualidade.

A estimativa MLE (Maximum Likelihood Estimates) é a melhor estimativa
para seus parimetros, e os intervalos de suporte sao os valores acima e abaixo. A
figura 8.14 mostra um exemplo de arquivo de saida, em que estdo marcados em
verde a estimativa de MLE e o intervalo de 95% de suporte.
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Figura 8.14 - Exemplo de arquivo de saida do programa LAMARC. A estimativa de MLE e o

intervalo de 95% de suporte estio marcados em cinza
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