Manual para anélisis filogenéticos moleculares Tema 3.5

TEMA 3.5. Obtencién de arboles mediante el método de inferencia bayesiana

Contacto: Isabel Draper (Isabel.draper@uam.es)

PROGRAMAS NECESARIOS

(1) Para la obtencion de arboles mediante Inferencia Bayesiana vamos a utilizar el
programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001), que puede ser
descargado gratuitamente desde:

http://mrbayes.sourceforge.net/

En esa misma pagina se explica como instalar el programa y se puede acceder
al manual de instrucciones. Para realizar la siguiente practica ten en cuenta
que el formato de archivo necesario para este programa es el de tipo nexus.
Ademas, no olvides que este archivo debe estar en la misma carpeta en la que
esta el ejecutable de MrBayes.

Programas alternativos:

BEAST (Drummond & Rambaunt 2007) es otro programa gratuito que utiliza cadenas
de Markov para la aplicacion de inferencia bayesiana en el andlisis de secuencias
moleculares. Este programa esta orientado a filogenias con tiempos de divergencia.

En el siguiente enlace puedes encontrar el link a las descargas ademas de un manual
para su uso y algunos otros enlaces de interés.

http://beast.bio.ed.ac.uk/Main_Page

METODOLOGIA Y PRACTICA

I. Preparacion del archivo nexus para MrBayes

Paso 1. MrBayes trabaja con formato nexus. Para preparar tu matriz de datos,
comprueba que el archivo tiene la siguiente estructura inicial, teniendo
especial cuidado de respetar los puntos y coma finales [OJO, no olvidar
ningun “”]:

# nexus

begin data;

dimensions ntax=N nchar=M
format datatype=X

interleave=Y
gap= — missing="?;
matrix
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Abre la matriz “Glaucoreseda_ITS_LF” y escribe estos comandos al inicio
de tu matriz sustituyendo:

N por el nimero de muestras
M por el nimero de caracteres de cada muestra
X por el tipo de datos:
dna (como en nuestro caso)
standard (si son datos morfoldgicos)
restriction (si son gaps codificados)
mixed (si se trata de una matriz mixta en la que se combinan
diferentes tipos de datos). En este caso habria que indicar a
continuacion y entre paréntesis qué caracteres son de cada tipo, por
ejemplo:
format datatype = mixed (dna:1-25, restriction:26-30)
Y por NO (ya que las secuencias en nuestra matriz no estan divididas en
blogues, sino que se encuentran como una cadena seguida).

Recuerda también que las secuencias no pueden empezar por el simbolo
> y que después de la matriz se debe indicar que acaba el archivo
mediante (véase tema 3.2):

;end; [end of file]

Con este tipo de informacion en el archivo, MrBayes va a tratar por
defecto todos los datos de ADN como una unica particion. Sin embargo,
si hemos combinado varios genes suele ser conveniente dividir los datos
en particiones (una para cada region genética). De este modo, podemos
analizarlas por separado (por ejemplo si cada region presenta un modelo
evolutivo diferente). Para separar los datos en particiones, lo mas
conveniente es afadir, utilizando un editor de texto (WordPad para PC, o
TextWrangler para MAC; OJO es muy importante que no lo abrais con
Word), un bloque informativo mas en el archivo que va a analizar
MrBayes (a continuacion de la matriz de datos). En concreto se tiene que
afadir la siguiente informacién (cada comando seguido de un signo de
igualdad y la informacién que se quiera asociar al comando, y cada linea
siempre terminada en punto y coma):

begin mrbayes

[para indicar que se trata de un bloque informativo para ese programa]
charset

[para asociar un nombre con un conjunto de caracteres]

partition favored

[para definir una particién asociada a cada nombre dado]

set partition

[para indicar a MrBayes que queremos trabajar con nuestras particiones
en lugar de con la particién por defecto; las particiones a las que hace
referencia pueden ser las nombradas con charset o indicarse con los
numeros de caracteres: por ejemplo partition favored = 4: 1-275, 276-427,
428-639, 640-1375;]

end

[para cerrar el bloque]

En nuestra matriz combinada de ITS y trnLF el bloque deberia ser asi:
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begin mrbayes;

charset ITS1 = 1-275;

charset 5.8S = 276-427;

charset ITS2 = 428-639;

charset trnLF = 640-1375;

partition favored = 4: ITS1, 5.8S, ITS2, trnLF;
set partition = favored;

end;

Il. Analasis de Inferencia Bayesiana con MrBayes

A continuacién hacemos un breve resumen de los comandos basicos del programa. Te
proponemos que realices una reconstrucciéon filogenética utilizando para ello A) la
matriz combinada de ITS y LF con las particiones especificadas
(Glaucoreseda_ITS_LF_particiones.nex), y B) la misma matriz combinada pero
incluyendo al final los gaps codificados segun Simmons y Ochoterena (2000)
(Glaucoreseda_ITS_LF_gaps_particiones.nex). De esta manera podras comprobar la
influencia que tiene considerar o no la informacién de los gaps a la hora de reconstruir
la filogenia.

Guarda el archivo que vayas a utilizar (Glaucoreseda_ITS_LF_particiones.nex y
Glaucoreseda_ITS_LF_gaps_particiones.nex) en la carpeta raiz del programa de
MrBayes. Ten en cuenta que el nombre del archivo no puede contener espacios.

Paso 1. Abre el programa MrBayes y ejecuta el archivo con el comando execute
Glaucoreseda_ITS_LF_particiones.nex

zs ~[s]x]

MrBayes v3.1.2

(Bayesian Analysis of Phylogenyd
by
John P. Huelsenbeck and Fredrik Ronquist
Section of Ecology, Behavior and Evolution
juision of Biological Sciences
University of California, San Diego
johnhBhiomail.ucsd.edu
School of Computational Science
Florida State University
ronquistBesit.fsu.edu
Distributed under the GNU General Public License

Type “help” or “help <command>" for information
on the commands that are available.

MrBayes > execute Glaucoreseda _ITS_LF_particiones.nex

Ten en cuenta que MrBayes por defecto considera como outgroup el
taxon que aparece en primer lugar en la matriz. Si quieres que se
considere otro se puede indicar utilizando el comando outgroup N [donde
N es el numero de orden en la matriz del taxon que quieres que sea el
outgroup]
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Paso 2. Especifica el modelo evolutivo que mejor se ajusta a tus datos (véase
tema 3.4):

El comando showmodel te permite ver el tipo de modelo que MrBayes
aplica por defecto.
S |5l x|

Exiting MrBayes hlock
Reached end of file

MrBayes > showmodel
Model settings:

Settings for partition 1 ——
Datatype = DNA
Nucmodel = 4by4
Nst =
Covarion o
# States
State frequencies have a Dirichlet prior
<1.90,1.90,1.00,1.00>
Rates = Equal

Settings for partition 2 ——
Datatype = DNA
Nucmodel = 4by4
[ 1
Covarion No
# States =4
State frequencies have a Dirichlet prior
€1.00.1.00,1.00,.1.60>
Rates = Equal

Settings for partition 3 ——
Datatype = DNA
Nucnode 1
st
Covarion
# States
State frequencies have a Dirichlet prior
<1.00,1.09,1.00,1.60>
Rates = Equal

Settings for partition 4 ——
Datatype = DNA
Nucmodel = 4by4
Nst 1
Covarion = No
# States =4

State frequencies have a Dirichlet prior
<1.00,1.00,1.00,1.00>

Rates = Equal

fActive parameters:

Paraneters
Statefreq

Topology

Brlens

All parameters can be linked or unlinked across partitions

Parameter = Statefreq
Prior = Dirichlet
1. 2, 3, and 4
opology
11 topologies equally probable a priori
.2, 3, and 4

rlens
= Branch _lengths are Unconstrained:Exponentiald18.8>
Partitions = 1, 2, 3, an

Por defecto, se aplica el modelo F81 a todas las particiones. Por lo que,
aquellas particiones para las que el modelo que mejor se haya ajustado a
tus datos no sea este (véase tema 3.4), debes cambiarlo. El tipo de
modelo se puede cambiar utilizando los siguientes comandos:

Iset Nst=X Rates=Y

Donde /set sirve para cambiar el modelo
Nst sirve para indicar qué modelo se quiere seleccionar (sustituir X por 1
si el modelo es JC o0 F81, 2 si es HKY 0 K80, y 6 sies GTR o SYM)
rates indica la tasa de sustitucion (sustituir Y por equal, gamma [+G],
propinv [+]] o invgamma [+I+G])

Ademas hay que especificar a qué particiones queremos aplicar el
cambio utilizando el comando applyto. Por ejemplo, para indicar que ITS1
(nuestra primera particion) se ajusta a un modelo evolutivo K80, teclea
Iset applyto=(1) nst=2 statefreqpr=fixed(equal)

MrBayes > lset applyto=C1) nst=2
Setting Nst to 2 for partition 1
Successfully set likelihood model parameters to
partition 1 C(if applicable

MrBayes > lset applyto=(3)> rates=propinu

Setting Rates to Propinv for partition 3
Successfully set likelihood model parameters to

partition 3 <if applicable)

MrBaves >
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Repite este comando para ajustar a cada particién el modelo que hemos
seleccionado como en el tema 3.4. Con ello conseguiras que a cada
region genética se le aplique su modelo evolutivo.

Hace falta ademas que cada particién tenga independientes el resto de
los parametros (los priors: frecuencia estacionaria de los nucleétidos o
statefreq, tasa de sustitucion de los nucleétidos o revmat, proporcién de
sitios invariables o pinvar y forma de la distribucion gamma o shape).
Para ello, hay dos maneras: (1) especificar para cada particiéon los valores
utilizando el comando statefreqpr= [en nuestra particion 1 seria
=fixed(equal)] o (2) que lo haga automaticamente el programa para cada
particion tecleando el comando unlink statefreq=(all) revmat=(all)
shape=(all) pinvar=(all).

MrBayes > lset applyto=C1> nst=2

Setting Nst to 2 for partition 1
Successfully set likelihood model parameters to
partition 1 (if applicable

MrBayes > lset applyto=(3> rates=propinu

Setting Rates to Propinu for partition 3
Successfully set likelihood model parameters to
partition 3 (if applicable)

MrBayes > unlink statefreg=Call) reumat=(all) shape=Call) pinvar=Calld_

Finalmente, hay que indicar que la tasa de variacion general puede ser
variable entre las particiones. Esto se consigue con el parametro ratepr
del comando prset. Teclea prset applyto=(all) ratepr=variable.

MrBayes > unlink statefreq=Call) reumat=Call) shape=¢all> pinvar=Call>

Unlinking

MrBayes > prset applyto=Call) ratepr=variable

Setting Ratepr to Uariable [Dirichlet{..,1,.. - partition 1
Setting Ratepr to Uariable [Dirichlet<. 2 » partition 2
Setting Ratepr to Uariable [Dirichlet<. B » partition 3
Setting Ratepr to Uariable [Dirichlet<...i... » partition 4
Successfully set prior model parameters i1

applicable data partitions

Selecciona el numero de generaciones que quieres correr utilizando el
comando Ngen=y empieza el analisis:

El comando mcmcp te permite cambiar los parametros de analisis sin
empezarlo. Teclea mcmcp Ngen=1000000, con ello estaras especificando
que cuando se haga el analisis se realicen 1000000 de generaciones.

MrBayes > mcmcp Ngen=1000000

Setting nunber of generations to 1000000

Successfully set chain parameters

Paso 5.

Ya hemos establecido todas las especificaciones necesarias y podemos
proceder al analisis. EI comando mcmc comienza el analisis con los
parametros previamente seleccionados o, en caso de no haberlo
establecido, con los que se indiquen en el momento. Por ejemplo si
tecleas mcmc Ngen=1000000 se inicial el analisis con 1000000 de
generaciones [Ten en cuenta que para una publicacion deberias utilizar al
menos 30.000.000 de generaciones].

El comando mcmemc incrementa la velocidad a la que se estabiliza la
varianza porque implica que se salte de un pico a otro.

El analisis debe continuar hasta que la varianza se estabilice por debajo
de 0.01. En la pantalla se va mostrando el numero de generaciones que
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lleva junto con los valores del likelihood obtenidos en cada generacién
para cada una de las cuatro cadenas. Ademas, se indica la varianza
alcanzada y el tiempo que falta para que se termine el analisis. Cuando
se alcanza el numero de generaciones solicitado el programa pregunta si
se quiere continuar con el analisis (yes) o no (no). Si el numero de
generaciones solicitado no ha sido suficiente como para estabilizar la
varianza por debajo de 0.01 contestaremos que si queremos continuar
con el analisis, indicando cuantas generaciones adicionales queremos
hacer hasta obtener la varianza requerida.

998008 —— (-2675.895) (-2685.192) (-2675.542> [-2666.2821

Average standard deviation of split frequencie

0.0803633

998100
9298200
998300
998400
298500
998600

999100
299200
999300

1600000

Average standard deviation of split frequencie

(-2675. (-2700.698> <(-2679.198> [-2662.9111
(-2694.969> <(-2675.874>
-445> (-2675.514>
.400> <-2674.778>
1.476> [-2674.7431
.794> (-2672.932>
(-2676.194>
[-2674.7371
- (-2681.756>

- 2732.39) (-2683.842)> 16161

.326> (-2691. (-2683.457>
.878> (-2691. - (-2684.246>
.254> - - (-2690.086>
759> - - - {-2688.506>
-178> -878> 666 .02 (-2691.885>
.609> - - (-2681.93

-995> . . (-2678.562>
.843> - - (-2679.737>
.787> . (-2676.938>
.298> (-2701. ( 2664 . 7.2) [-2677.7381

KKK K K K X X X

deviation of split frequencies: 0.803542
(-2699.882> (-2677.428> [-2664.897]
-430> (-2679.623> .5661
-712> (-2675.824> .5111
.184> <(-2676.338> .7461
-655> (-2680.346> .1801
977> . 172>
-759> .8081
1989> (-2684.354) .584>
.693> (-2691.983> 658.7591

.533> (-2708.17.
.838> - -2611 (-2675.555>
-9711 .90 .507> (-2674.326>
.185> - .4431 <{-2676.661>
-875> - -123> [-2673.5631
.376> - 2?0

.307> . -794>

-327> - 1249> [-2671.2831
.516> (-270 1> 675.2631 (-2671.985)>

[-2664.014]1 <-2681.737>

IEEEEEERE

- (=2677. 353) ( 2636 726> (-2680.604> [ 2662.4311 * ( 2679.579> (-2714. 765) [ 2667.8031 (-2677.377>

0.003615

(-2682.781> <(-2698.759)> (-2681.371> [-2657.8881 = (-2670.307) (-2721.298> <(-2670.794> [-2669.8361]
[ 2681 941] (-2695.989> (-2684.354)> (-2660.504> * (-2674.327> (-2716.708)> (-2671.249) [-2671.2031
(-2688.693> (-2691.983)> [-2658.7591 * (-2669.516> (-2786.411> [-2675.2631 <(-2671.985> ——

1000000 — ( 2677 ]53) (-2686.726> (-2680.604> [-2662.4311 * (-2679.579> <(-2714.765)> [-2667.8831 <(-2677.377> —— 0:00:00

Average standard deviation of split frequencies: 0.883615

Continue with analysis? Cyes/nod: no

Anal

conpleted in 493 seconds
used 492.58 seconds of CPU time

tate for "cold" chain of run 1 was -2647.98
tate for 0ld” chain of run 2 was -2649.35
the moves in the “cold" chain of run 1:

prob. Chain accepted changes to

paran. 1 (tratio) with Dirichlet proposal
paran. chlet proposal
paran.

paran.

paran. s

paran. op. with sliding window

paran. Pt multlpllel) with Dirichlet proposal

paran. § Ctopology and branch lengths) with extending TBR
paran. 8 (topology and branch lengths) with LOCAL

tes for
Chain

param.
param.
param.
param.
param.
param.
param.
param.
param.

the moves in the

“cold" chain of run 2:

accepted changes to

1 <(tratio) with

Dirichlet proposal

sal
8 Ctopology and branch lengths) with extending TBR

8 (topology and branch lengths) with LOCAL

Chain swap information for run 1:

166653

167476
165998

166960

Chain swap information for run 2:

166139
166567

a3
166912

166895

Upper diagonal: Proportion of succe
Lover diagonal: Number of attempted

Chain information:

ul state exchanges between chains

ate exchanges betueen chains

<(cold chain>

+ T % (ID — 15>
@.20 is the temperature and ID is the chain number)>

Una vez estabilizada la varianza y finalizado el analisis debemos
visualizar los resultados. Para ello, teclea el comando sump. Lo que nos
proporciona este comando es una tabla (en la que debemos comprobar
que el parametro PSRF es préximo a 1), y un grafico de dispersién (que
no debe mostrar tendencias si la varianza estaba estabilizada). Sin
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embargo, estos resultados no nos interesan ya que incluyen también
resultados previos a la estabilizacién. Para matrices no muy complejas,
como la nuestra, se puede asumir que eliminando el 25% inicial de los
arboles construidos estaremos eliminando aquellos arboles obtenidos
antes de la estabilizacion. Para ello necesitamos el comando burnin. Por
defecto, MrBayes guarda los resultados de la busqueda cada 100
generaciones (un arbol y los valores de los parametros asociados), por lo
que si hemos realizado un analisis de 1000000 de generaciones,
debemos eliminar el burnin tecleando la linea de comando:

sump burnin=2500

np burnin=2500

np burnin to 2500
g paraneters in files Glaucoreseda ITS_LF particiones.nex.runi.p and Glaucoreseda_ITS_LF_particiones.nex.run2.p
utput to screen but not to file <’ Printtofile = No’>
termination
ine length - 222
parameter lines in file “Glaucore
001 7501 of them will be summar
of lines will he read,

nt in the

in each row
the same_layout in all quent files
11y read 7501 1. J parameter block of file 1
11y read 7581 lin 3 paraneter block of file 2

rough plots of the generation (x-axis) versus the log
of observing the data {y-axis>. You can use these
deternmine what the burn in for your analvs ould be.
log prohability starts to plateau you may he at station—
nple trees and parameters after the log probability
thi: not a guarantee that you are at sta—
xanine the convergence diagn vided by
and ’sunt’ commands for all che pa in your
member that the bur the number of samples to d
re ave a total of ngen "/ camplefreq samplos taken dur
aly:

lot for both runs:
number 1; 2 Run number 2; * Both runs>

1

2 211 21
22 1 2
21 22121 2 2
2 12

-2670.11

1000000

marginal likelihoods for runs sampled in files
oreseda_ITS_LF_particiones.nex.runi.p” a aucoreseda_ITS_LF_particiones.nex.run2.p”
he harmonic mean for Bayes factor comparisons of m

thmetic mean Harmonic mean

—-2656 .23 -2688.21
—-2656 .83 -2684.39

ter summaries over the runs «ampled in f11 s
_LF_particione ni.p” and “Glaucoreseda_ITS_LF_particiones.nex.run2.p":
%are based on a total of 15082 shmples From 3 runed
run produced 10881 samples of which 7581 samples were included>

957 Cred. Interval

150000 -128000
568622 .?702441
265770 .219198

.000114 -198000
#4335 22896

ENENDOPOOOEDNEDNEPNODOOX®

ence diagnostic CPSRF = Potential scale reduction factor [Gelman
Sn. 19927, uncorrected> showld approach 1 as runs converge. The
nay be unwveliable if you have a small number of samples. PSRF
used as a rough guide to convergence since all the assumptions
low one to interpret it as a scale reduction factor are not met in
logenetic context.
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Paso 7.

Paso 8.

Para obtener un resumen de los arboles el comando que se utiliza es
sumt, también descartando el 25% inicial de muestras. En el ejemplo
anterior, la linea de comando seria:

sumt burnin=2500

El comando sumt crea tres archivos en la carpeta raiz: uno con extension
.parts, en el que se incluyen las particiones (clados), su probabilidad a
posteriori (pp) y la longitud de rama asociada; uno con extension .con, en
el que se incluyen dos arboles consenso, uno con la longitud de las
ramas y otro con la probabilidad; y uno con extensioén .trprobs, en el que
se guardan los arboles obtenidos ordenados por su probabilidad
posterior.

Por defecto, para la construccion del arbol de consenso, MrBayes
condensa los clados con menos de 50 de probabilidad posterior
(halfcompat). Esto se puede cambiar con el comando contype= [Por
ejemplo, contype=allcompat no condensa ningun clado]

Una vez obtenidos los arboles salimos del programa con el comando quit.

Otra opcion alternativa consiste en incluir todos los comandos del analisis
en un bloque de comandos a continuacién del que hemos afadido
especificando las particiones al final del archivo de la matriz. Para ello,
puedes abrir la matriz con un editor de texto (WordPad para PC, o
TextWrangler para MAC; OJO es muy importante que no lo abrais con
Word) y a continuacion del bloque donde has definido las particiones
escribir lo siguiente:

Iset applyto=(1) nst=2 rates=equal;

prset applyto=(1) statefreqpr=fixed(equal);

Iset applyto=(2) nst=1 rates=equal;

prset applyto=(2) statefreqpr=fixed(equal);

Iset applyto=(3) nst=1 rates=propinv;

prset applyto=(3) statefreqpr=fixed(equal);

Iset applyto=(4) nst=1 rates=equal;

prset applyto=(4) statefreqpr=dirichlet(1,1,1,1);

[hasta aqui le hemos indicado a MrBayes que al ejecutar esta matriz
aplique el modelo evolutivo K80 a la primera particion (ITS1), JC a la 22
(5.8S), JC+lala 32 (ITS2) y F81 a la 42 (trnL-F)]

set autoclose=yes;

[Con este comando le indicamos al programa que se cierre una vez
terminado el analisis]

mcmc  ngen=1000000 printfreq=100 samplefreq=100 nruns=2
nchains=4 savebrlens=yes burninfrac=0.25;

[Aqui le estamos indicando los parametros para realizar la busqueda:
mcmc -que inicie las cadenas-, ngen=1000000 -que realice un milléon de
generaciones-, printfreq=100 —que nos muestre en la pantalla los
resultados cada 100 generaciones-, samplefreq=100 —que guarde los
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resultados de la busqueda (arbol, mas parametros) una vez cada 100
generaciones-, nruns=2 —que inicie dos andlisis al mismo tiempo-,
nchains=4 —que corra cuatro cadenas de Markov por cada analisis-,
savebrlens=yes —que guarde la longitud de las ramas-, burninfrac=0.25 —
que aplique un burnin del 25%-]

sump;
sumt contype=halfcompat;
end;

[Estos ultimos comandos le indican que realizado el analisis: sump; -nos
compile los resultados-, sumt contype=halfcompat; -que compile los
arboles y compute el arbol de consenso-, end; -que termine el analisis-]

Universidad Auténoma de Madrid
— Cursos de formacioén continua —

Pag.9de 9



