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Resumo

Esta tese aborda diversos temas em evolucao molecular, usando extensivamente o for-
malismo de fungoes geratrizes para obter resultados analiticos sempre que possivel. Em
primeiro lugar, apresenta-se a solugao exata para o comportamento dindmico de uma po-
pulagdo infinita de seqiiéncias infinitamente longas (ndo ha mutagdes reversas) evoluindo
sob a acao de mutacgoes deletérias em um relevo adaptativo multiplicativo ou truncado.

Além disso, foi estudado o comportamento de uma populacdo submetida a sucessivas
dilui¢oes de intensidades arbitrarias, como ocorre em alguns protocolos de evolucao expe-
rimental. Foram obtidas expressoes matemaéticas que, em principio, podem ser tlteis na
caracterizagao de populagoes reais de microorganismos.

Demonstrou-se também que um processo estocastico de ramificacao multidimensional
generalizado é uma excelente ferramenta para analisar numericamente os efeitos da de-
generagao mutacional (especificamente, de um fenémeno denominado catraca de Muller)
em populagoes sob variadas condicoes de crescimento exponencial.

Finalmente, simulacoes foram extensivamente utilizadas para analisar a historia evo-
lutiva de populagoes finitas e averiguar a possibilidade de certas grandezas, como certas
medidas da topologia de arvores genealogicas, serem empregadas na elaboragao de testes

estatisticos capazes de detectar as marcas deixadas pela selecao natural.
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Abstract

This thesis discusses some topics of molecular evolution, extensively using generating
function methods to find analytical results whenever possible. In first place, it gives the
exact solution for the dynamics of an infinite population of infinitely long sequences (no
back mutations) evolving under the action of deleterious mutations on either multiplicative
or truncated fitness landscapes.

In addition, the behavior of a population subject to sucessive dilutions of arbitrary
intensity, just like some experimental evolution protocols, is found. The mathematical
expressions, in principle, may prove useful in characterizing real populations of microor-
ganisms.

It was also demonstrated that a generalized multidimensional branching process is a
nice tool in numerically studying mutational degeneration effects (specifically a pheno-
menon called Muller’s ratchet) in populations under a wide variety of exponential growth
settings.

Finally, the evolutionary history of finite populations was studied by simulations to
probe the viability of certain statistics, like some topological measures in genealogical

trees, being incorporated in statistical tests to detect the fingerprints of natural selection.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Relacoes entre a Fisica e a Biologia

Nas tltimas décadas do século XX, o mundo observou notaveis desenvolvimentos nas
ciéncias médicas e biologicas. Apo6s muitos anos de supremacia indiscutivel da Fisica como
“rainha das ciéncias”, atraindo a maior parte dos recursos destinados & pesquisa mundial
em projetos como os dos grandes aceleradores de particulas, a Biologia, merecidamente,
também alcangou a condigao de big science (“ciéncia grande”, de grande porte), fato bem
ilustrado por projetos da envergadura do Genoma, cujo objetivo inicial era seqiienciar o
codigo genético humano, e do Proteoma, que enfoca a identificagao de proteinas.

No entanto, sem desmerecer o trabalho dos profissionais das areas biologicas e da
saude, é preciso destacar que esse progresso foi largamente baseado em desenvolvimentos
tecnologicos de outras disciplinas. Toda a caracterizacao de proteinas, por exemplo, esta
baseada em métodos quimicos e fisicos, como a cristalografia. As modernas técnicas de
diagnostico que tanto impulsionaram a Medicina surgiram de estudos de fendmenos fisicos,
como a ressonancia magnética. Mas as contribuigoes de outras disciplinas & Biologia nao
se restringem, em absoluto, somente a ferramentas tecnologicas.

Embora a realizagdo do Projeto Genoma fosse impossivel com os limitados recursos
computacionais da década de 1970, os modernos processadores seriam extremamente sub-

utilizados se o seu desenvolvimento nao tivesse sido acompanhado pelo aprimoramento de



técnicas estatisticas e computacionais para o seqiienciamento e alinhamento do material
genético. Na verdade, h4d uma abundéancia cada vez maior de dados e continuamente sur-
gem novas possibilidades de estudos experimentais envolvendo sistemas complexos. E um
fato amplamente reconhecido que projetos como o Genoma constituem apenas o primeiro
passo rumo ao controle dos processos moleculares responsaveis por diversas doencas, é
preciso também conhecer os mecanismos de interacao entre as partes da maquinaria ce-
lular.

Portanto, acima de tudo, é preciso desenvolver técnicas para organizar e analisar toda
essa informagao e elaborar modelos quantitativos para tentar entender cada problema
e, se possivel, encontrar principios gerais que governem a complexidade de alguns tipos
de sistemas. Essa integragdo com técnicas quantitativas (em um sentido bem geral) é
fundamental nas previsoes dos futurélogos de ciéncia que afirmam que o século XXI
serd “da Biologia”. Um recente fasciculo da revista Science, do tultimo 27 de fevereiro,
enfatiza em seu editorial [92] e traz véarios artigos sobre a “nova onda”, demonstrando
que esta é uma época de verdadeira efervescéncia, em que os curriculos dos cursos estao
sendo completamente reformulados e ha uma explosao de pesquisa, extensamente baseada
no trabalho conjunto dos profissionais de formacao biol6gica com estatisticos, cientistas
de computagdo, matematicos e ... fisicos! Os fisicos teoricos naturalmente adquirem
habilidades variadas na tentativa de compreender sistemas bem complicados. Acredita-se
que uma forte cooperacao entre a Biologia e a Fisica, em particular, pode levar a uma
verdadeira revolugao cientifica nos anos vindouros [1].

Muitos fisicos estatisticos, em particular, sentem-se bastante atraidos pelo campo da
evolucao molecular, haja vista que técnicas como equacgoes de difusao, relevos de energia,
autdmatos celulares e simulagoes computacionais de agentes em interagao sao utilizadas
em ambas as areas, entre outras semelhangas [79]. Entendendo-se evolugdo simplesmente
como descendéncia com modificacao, é claro que a evolugao molecular apresenta uma
consideravel superposicao com a genética de populagoes, que estuda os processos e meca-
nismos inerentes as mudangas responsaveis pela diversidade genética entre representantes

de uma mesma espécie ou entre espécies diferentes, constituindo-se no fundamento de toda



a biologia evolucionaria. O adjetivo molecular indica que os objetos de estudo nao sao
macro-espécies como Homo sapiens (homem) ou Drosophila melanogaster (uma mosca) e
sim variantes dentro de uma certa populacao de genes.

Os resultados apresentados nesta tese constituem-se em mais uma incursao de um fisico
estatistico na evolucao molecular. Dessa forma, antes de introduzir os conceitos relevantes
e apresentar o contetido deste trabalho, é conveniente oferecer alguma perspectiva historica
acerca da evolucao biologica. Os leitores que eventualmente desconhecam alguns termos
técnicos bioldgicos utilizados no texto podem encontrar auxilio no glossario que se encontra

no fim da tese.

1.2 Um panorama da teoria da evolucao e da genética

de populacoes

1.2.1 Desenvolvimento historico

A primeira teoria sistematica da evolucao foi elaborada pelo naturalista francés Jean
Baptiste Lamarck (1744-1829). Embora sua idéia de que as caracteristicas que um or-
ganismo adquirisse pelo uso pudessem ser transmitidas aos seus descendentes tenha se
mostrado completamente equivocada, Lamarck deixou uma importante contribuicao, pois
introduziu o conceito de adaptacao dos individuos ao meio em que vivem, fundamental
para os desenvolvimentos posteriores.

Quando Charles Darwin (1809-1882) concebeu sua teoria da selegdo natural no século
XIX, ele jamais poderia imaginar as possiveis aplicagdes de sua descoberta. Afinal, embora
o autor de “A Origem das Espécies” (1859) tivesse plena consciéncia das revolucionarias
implicacoes cientificas, filosoficas e religiosas de seu trabalho, a propria idéia de atomo
era considerada uma heresia cientifica pela maior parte dos pesquisadores daquela época.
Mesmo assim, sua idéia de que modificacoes que representem maior chance de sobrevi-
véncia e/ou fertilidade tendam a tornar-se cada vez mais presentes em uma populagio,

devido & vantagem competitiva de seus portadores e & sua transmissao & prole, ainda é o



fundamento de toda pesquisa em evolucao. Esse aprimoramento da populacao via selecao
natural é denominado adaptacao evolucionaria, e sempre ocorre de uma forma condici-
onada, dependente das condi¢oes ambientais. Para fazer justica, é importante lembrar
que, independente e simultaneamente a Darwin, Alfred Russel Wallace (1823-1913) che-
gou a conclusoes semelhantes. Eles chegaram a apresentar conjuntamente seus resultados
a Sociedade Lineana de Londres, em uma histérica reuniao em 1858. Entretanto, como
Darwin dispunha de uma quantidade muito maior e mais detalhada de observagoes que
Wallace, aquele foi considerado o principal autor da idéia da selecao dos mais aptos.

O mecanismo responsavel pela heranga genética foi descoberto por um contempora-
neo de Darwin, o monge Gregor Mendel (1822-1884), embora seu artigo de 1865 tenha
permanecido desconhecido até 1900. Estudando variagoes fenotipicas em experimentos
com ervilhas realizados entre 1856 e 1863, ele concluiu que a informacao genética era
transmitida segundo um mecanismo de heranca discreta das caracteristicas paternas. As
ervilhas de Mendel eram verdes ou amarelas, lisas ou rugosas, nao havia meio termo. Em
linguagem moderna, pode-se dizer que Mendel mostrou que os dois alelos de cada gene se
separam na formagao dos gametas, em um processo denominado segregacao.

Quando redescoberto, o trabalho de Mendel nao teve aceitacao imediata por boa parte
dos biolégos evolucionistas, apesar da importancia hoje atribuida a alguns desenvolvimen-
tos a ele relacionados, como o teorema de Hardy-Weinberg (1908). Enquanto a heranga
discreta mendeliana enquadrava-se perfeitamente no saltacionismo, corrente que defendia
que as mudancas evolucionarias ocorreriam via “saltos” de magnitude apreciavel, ela era
tida como incompativel com as idéias do gradualismo, defendidas pelo préprio Darwin,
pelas quais as caracteristicas fenotipicas deveriam ser medidas em uma escala continua
e apresentariam variagoes suaves e praticamente imperceptiveis. Essa visao parecia mais
adequada quando se analisava caracteristicas como altura e peso, e tinha afinidade com
a nocao intuitiva de um filho ser a “mistura de seus pais”. Um dos maiores defensores do
gradualismo (apesar de uma certa ambigiiidade em alguns momentos) foi Francis Galton
(1822-1911), um primo de Darwin, que foi um pioneiro na aplicagao de técnicas estatisticas

a Biologia e conseqiientemente considerado o fundador da Biometria.



Na verdade, as idéias de Galton e Mendel nao eram incompativeis. De fato, a relacao
entre gendtipo e fenoétipo é obscurecida pela complexa interacao entre genes e ambiente na
determinacao da fisiologia, desenvolvimento e comportamento. A complexidade é ainda
maior na biologia evolucionaria porque o ponto principal é a habilidade relativa dos or-
ganismos em sobreviver e reproduzir-se em seus ambientes. Embora alguns trabalhos
tenham abordado essa questao na primeira década do século XX e passado despercebidos,
considera-se que o comeco da reconciliagao teodrica entre o gradualismo e o saltacionismo
foi determinada por um artigo de 1918 do criador da Estatistica moderna, Ronald Ayl-
mer Fisher (1890-1962), que mostrou que um modelo com multiplos fatores mendelianos
interagentes era capaz de gerar variacoes continuas em um fenétipo. Matematicamente,
0 que se observa ¢ apenas uma manifestacao do teorema do limite central ! | razao pela
qual as distribuicoes observadas empiricamente por Galton nao somente eram continuas,
mas tinham a famosa forma de sino de uma curva gaussiana.

Na verdade, o casamento entre o darwinismo classico e o mecanismo de heranca gené-
tica mendeliana foi o resultado de trés décadas de pesquisas empiricas e teédricas, dando
origem a teoria sintética da evolucao, também conhecida como neo-darwinismo. O periodo
que se estende do fim da década de 10 até o fim da década de 40 é conhecido como a “era
dourada” 30, 94| da genética de populagoes e foi fundamental para que essa disciplina ad-
quirisse um conjunto sistematico e sofisticado de principios mateméaticos, exclusivamente
devido aos esforgos de Fisher, Sewall Wright (1889-1988) e John Burdon Sanderson Hal-
dane (1892-1964). Experimentalmente, destacam-se os trabalhos decisivos de geneticistas
como Theodosius Dobzhansky (1900-1975) e Ernst Mayr (1904-), demonstrando a base
mendeliana da variagao genética, tanto continua quanto descontinua, e a impossibilidade
da transmissao das caracteristicas adquiridas.

Entretanto, nos anos 50, ainda havia muito pouca evidéncia empirica acerca da inten-

sidade da variacao genética. Havia consenso quanto a proeminéncia da sele¢gao natural

!Principal teorema da teoria de probabilidades, segundo o qual a distribuicio de uma soma de variaveis
aleatorias quaisquer, mas com médias e variincias finitas, aproxima-se de uma distribuigdo normal &

medida que o niimero de varidveis cresce.



entre as forgas evolucionérias, mas os geneticistas dividiam-se entre aqueles que defen-
diam seu papel purificador, removendo mutagoes deletérias e reduzindo a variabilidade,
e os defensores de uma selecao de balango. Aqueles, os partidarios da escola classica,
acreditavam que os membros de uma populacao seriam homozigotos na grande maioria
dos seus loci (um alelo comum para cada locus). A escola do balango, por outro lado, de-
fendia que os individuos sao heterozigotos em uma parcela consideravel dos loci génicos.
Desenvolvimentos experimentais, como o seqiienciamento e a eletroforese de proteinas,
resolveram essa questao ao evidenciarem grande variabilidade nao apenas entre espécies
mas também dentro de populacoes. Contudo, surgiu um problema muito mais sério, até
hoje nao resolvido.

Simplificando bastante, pode-se dizer que a variabilidade observada era bem maior do
que a esperada, em um nivel aparentemente inconsistente com a existéncia de selecao
natural. Nesse momento, destaca~se o pesquisador japonés Motoo Kimura (1924-1994)
lembrado, acima de tudo, por ser um dos criadores [98| (independente e simultaneamente
a J. L. King e T. H. Jukes [104]) e, sem duvida, o maior divulgador da teoria da evolugao
neutra. Essa teoria afirma que a maior parte das mutacoes é seletivamente neutra ou apro-
ximadamente neutra [101], de modo que a deriva genética, e ndo a sele¢do natural, seria
a principal responséavel pelo polimorfismos inter e intraespecificos. Essa hipotese é con-
troversa, pois embora realmente haja maior variabilidade genética do que seria esperado
na presenca de selecao natural em certos sistemas e saiba-se atualmente que apenas cerca
de 4% do genoma dos mamiferos codifica proteinas, aparentemente dando ampla margem
para a ocorréncia de mutacoes neutras, os defensores da selecdo também tém dados a seu
favor [67, 144]. Mas Kimura desempenhou um papel incontestével [116] na unificagdo da
evolugao molecular com a genética de populacoes, criando modelos que certamente ainda
serao usados por muitos anos.

Um importante contemporaneo de Kimura cuja obra permaneceu desconhecida por
muito tempo foi o francés Gustave Malécot (1911-1998). Depois deles, matematicos como
Karlin, Ewens, Watterson, Moran e Nagylaki fizeram contribuigdes relevantes em modelos

de muitos genes, dindmica espago-temporal de populagoes e modelos genéticos estocasticos



diversos. Alguns deles também anteciparam [108, 171] argumentos que viriam a fazer parte
do conjunto de técnicas conhecido como teoria do coalescente, elaborado e sistematizado
[107, 105, 106] por J. F. C. Kingman um pouco antes e independentemente de R. R.
Hudson [87] e F. Tajima [169]. Essa metodologia permitiu grandes progressos no estudo
do polimorfismo genético em populagoes nas duas tltimas décadas e baseia-se em duas
propriedades do regime neutro de notavel simplicidade mas importantes conseqiiéncias.

Em primeiro lugar, é possivel separar o processo de mutacao do processo genealdgico
quando as mutacoes sao neutras. Afinal, por definicdo, tais variagbes nao afetam o su-
cesso reprodutivo de seus portadores. Dessa forma, a evolugao de uma populagao poderia
ser simulada sem incluir a incidéncia de defeitos e, ao término do processo, as mutacgoes
poderiam ser distribuidas ao longo dos ramos da &rvore genealdgica, embora esse procedi-
mento nao seja particularmente ttil por envolver a simulagao de toda a populagao, como
a formulacao original. Neste aspecto, destaca-se a segunda propriedade, pela qual é pos-
sivel descrever a genealogia de um grupo de individuos de frente para tras (backwards) ao
longo do tempo, sem considerar o restante da populagao. Geragao por geracao, a arvore
genealogica desse grupo é rastreada para detectar coalescéncias entre linhagens até que o
ACMR seja encontrado, quando entao retoma-se o sentido rotineiro da evolugao temporal
para implementar o processo de mutagao.

Essa abordagem leva diretamente a algoritmos extremamente eficientes, que descartam
a maior e irrelevante parte da histéria evolutiva. Mas, acima de tudo, trata-se de uma
teoria elegante e de grande valor heuristico, que afeta profundamente a forma como se
analisa a dindmica evolucionaria no regime neutro. O coalescente possibilita o célculo das
probabilidades de configuracoes amostrais sob diversos modelos de genética de populagoes
(mesmo modelos neutros mais complexos freqiientemente convergem para os resultados
de Kingman) e anélises de verossimilhanga de dados de polimorfismo [73, 113, 167, 172].
Como nao poderia deixar de ser, esse sucesso tem estimulado a busca de uma metodologia
semelhante para descrever genealogias sob sele¢ao [89, 93, 112, 139], embora os resultados
ainda nao sejam tao expressivos. Embora por muito tempo tenha sido dificil encontrar

discussoes adequadas na literatura [43, 88|, alguns artigos de revisdo bem recentes [59,



130, 141, 158|, enfocando diferentes aspectos da teoria, oferecem uma boa perspectiva da

relevancia do coalescente.

1.2.2 Aplicagoes modernas e especulacoes sobre o futuro

Ao longo do tempo, a teoria da evolucao comecou a separar-se da genética de popula-
¢oes e hoje ela nao somente se constituiu em uma linha de pensamento que unifica todas
as areas da Biologia, como também permeia diversas areas do pensamento moderno. Dis-
cussoes gerais acerca do significado da evolucao e suas implicagoes podem ser encontradas
nos livros de Richard Dawkins [32, 33, 34] e Daniel C. Dennett [38].

A perspectiva evolucionaria deu origem a fortes controvérsias entre cientistas sociais,
psicologos e etologistas quanto & natureza dos aspectos comportamentais em animais e
humanos, considerando-se questoes como a selegao sexual de parceiros |29, 129] e o surgi-
mento e permanéncia do altruismo [154]. Termos como sociobiologia [188, 189 e psicologia
evolucionista [191] estdo cada vez mais difundidos. Alguns desses problemas comegaram
a ser passiveis de andlises quantitativas quando o bidlogo John Maynard Smith, mode-
lando o comportamento de animais em disputas, generalizou [125] a teoria econémica de
jogos de John Von Neumann and Oskar Morgenstern [175]. Ao introduzir o conceito de
estratégia evolucionariamente estavel, o cientista inglés deu origem & teoria evolucionéria
de jogos, que revolucionou o estudo do comportamento, inclusive na area econémica, que
j& viu mais de um prémio Nobel contemplar esse campo de pesquisa.

Por outro lado, é praticamente consenso que as esperancas do homem poder compre-
ender melhor o funcionamento de sua mente residem na unido [150| entre as ciéncias
cognitivas [64] e o pensamento darwiniano. O desenvolvimento da inteligéncia artificial
enfoca cada vez mais as técnicas de otimizagao e computacao bio-inspiradas, como os
algoritmos genéticos [68| e demais algoritmos evolucionarios.

Uma aplicacao um pouco mais relacionada a este trabalho ¢ a recuperagao da histoéria
de populagoes com base na anéalise da estrutura molecular de seus membros. A nova area
da filogeografia [110] baseia-se no fato de que eventos demograficos e biogeograficos muito

antigos, como migragoes ou fené6menos naturais que extinguem muitas espécies, podem ser
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inferidos a partir da composicao genética de populagoes. Dessa forma, algumas hipoteses
historicas podem ser testadas de uma forma objetiva, potencialmente esclarecendo ques-
toes acerca do surgimento de novas espécies em um ecossistema ou sobre a co-evolugao
de microorganismos com o homem, um tema de interesse tanto historico [40] quanto de
satide piblica. Em tempos de bioterrorismo e na iminéncia de uma pandemia global de
gripe, como a que vitimou mais de 20 milhdes de pessoas em todo o mundo em 1918 [65],
o estudo da dinamica evolucionaria de virus e bactérias, de forma geral, certamente pode
dar significativas contribuicoes a epidemiologia.

Além disso, nas proximas décadas grandes avancos serao obtidos na integracao de dados
acerca de taxas e padroes de evolucao genomica e fenotipica. Afinal de contas, as dife-
rencas entre espécies devem-se a milhares de mutacoes acumuladas ou a algumas poucas
(dezenas?) mutagoes reguladoras? Por outro lado, sera possivel que algum dia o homem
possa criar formas de vida artificiais? E incrivel que experimentos com organismos digitais
[2, 115, 184, 187] j4 permitam especulagoes acerca da ecologia, genética e evolugao dessas
eventuais formas de vida e possam levar a uma melhor compreensao da vida organica.
Questoes fundamentais como essas certamente serao alvo de muitos esforcos no futuro

proximo e inspirarao novas idéias acerca da vida e da evolugao.

1.3 Contetdo e organizacao da tese

Este volume discute detalhadamente alguns problemas em evolucao molecular anali-
sados pelo autor durante os 3 anos do seu doutoramento. O capitulo 2 apresenta varios
conceitos e modelos que sao utilizados em todo o resto da tese, constituindo-se em uma
breve introdugao a evolugao molecular pelo olhar de um fisico.

No capitulo 3, mostra-se que o comportamento de uma populagao de tamanho infinito,
constituida por individuos sujeitos & agao de mutacoes deletérias e selegao, pode ser de-
terminado exatamente quando cada individuo é representado por uma seqiiéncia infinita
de genes (de modo que ndo haja mutagoes reversas) e se a selegdo atuar de forma mul-

tiplicativa ou truncada. Embora a solucao de equilibrio, no caso multiplicativo, ja fosse



conhecida ha mais de vinte anos, sua contrapartida dindmica ainda era desconhecida. No
caso truncado, o autor nao encontrou na literatura expressoes analiticas para a concen-
tragao de equilibrio das seqiiéncias mutantes e nem para o comportamento dindmico de
toda a populagdo. Esses resultados também sao discutidos nas referéncias [121] e [120],
respectivamente.

Os capitulos seguintes sao dedicados a problemas em que os efeitos de flutuagoes es-
tocésticas sao importantes. Isso ¢ demonstrado claramente no capitulo 4, dedicado a
generalizagdo de dois modelos, concebidos por A. Colato e J. F. Fontanari, em que a
variabilidade no tamanho da populacao é essencial na caracterizagao da degeneragao mu-
tacional. No primeiro, uma populacao é submetida a transferéncias seriais arbitrarias,
enquanto, no segundo, um processo de ramificacao generalizado foi utilizado para estudar
numericamente os efeitos da catraca de Muller em populagoes sob crescimento exponen-
cial.

No capitulo 5, simulagdes computacionais foram extensivamente utilizadas para estu-
dar varias caracteristicas de populacoes finitas usadas em testes estatisticos capazes de
detectar as marcas deixadas pela selecao natural, denominados testes de neutralidade.
Esse estudo exigiu a construcao computacional de genealogias para analisar alguns testes
baseados no polimorfismo genético em seqiiéncias de DNA e outros elaborados a partir
de caracteristicas topologicas das gencalogias [122].

As conclusoes finais sdo apresentadas no capitulo 6, sendo seguidas por apéndices que
abordam tépicos diversos, aprofundando algumas discussoes ou simplesmente introdu-
zindo conceitos presumivelmente desconhecidos de alguns leitores. Mas é preciso ressaltar
que o ultimo apéndice é um pequeno glossario de termos biologicos, que pode ser muito

util.
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Capitulo 2

Conceltos basicos

2.1 Introducao

Varios conceitos e modelos sao utilizados em mais de uma ocasiao nesta tese. O obje-
tivo deste capitulo é apresentar esses topicos de uma forma integrada, assumindo pouco
conhecimento prévio de evolugao e genética de populagoes. Dessa forma, este capitulo
constitui-se em uma introdugao a evolugao molecular, enfatizando modelos simples de
selecao e mutagdo. Recombinacao [55] e fenémenos demograficos complexos, como mi-
gragoes e subdivisao de populagoes, nao sao abordados nesta tese, embora sejam fatores
reconhecidamente importantes na preservacao da variabilidade genética.

Obviamente, s6 é possivel adquirir conhecimento aprofundado na area mediante a lei-
tura dos livros textos adequados. Os fundamentos matemaéticos da genética de populagoes
classica sdo discutidos detalhadamente nos cléssicos [53] e [31]. Para uma visdo geral com
énfase na interpretacdo biologica, recomendam-se os livros [77] e [117], que também abor-
dam os desenvolvimentos mais recentes, embora de forma apenas semi-quantitativa.

Por outro lado, alguns artigos foram escritos justamente com o intuito de introduzir
fisicos ao tema da evolucao biologica. As relagoes entre o conceito de relevo adaptativo e a
fisica estatistica dos sistemas desordenados foram discutidas em dois trabalhos [146, 147|.
E enquanto a literatura sobre modelos de coevolucao e macroevolucao, além do papel de

relevos adaptativos em evolugdo molecular, foi revista em [45], a referéncia [7] oferece uma
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perspectiva dos fundamentos da genética de populagoes, destacando também trabalhos

recentes em modelos de mutagao e selecao.

2.2 Forcas evolucionarias

O estado de uma populagao é o resultado da interacao de vérias forgas evolucionéarias.
De fato, a diversidade genética observada em um sistema deve-se aos efeitos conjuntos de
processos elementares como mutagoes, selecao e deriva genética.

Antes do advento do neodarwinismo, acreditava-se que a teoria da selecao natural en-
frentava o sério desafio de explicar a grande diversidade bioldgica observada na natureza.
Afinal, a selecao irrefreavelmente tende a aumentar a participacao dos individuos mais
aptos na composicao de uma populagao. Esse problema comegou a dissipar-se quando se
descobriu que o mecanismo de heranca discreta nao somente permite que a variabilidade
genética seja mantida na auséncia de selecao, como faz com que a escala de tempo envol-
vida na eliminagao de alelos pior adaptados possa ser da ordem de centenas de geragoes
[53].

Portanto, na presenca de mecanismos capazes de introduzir variagao em uma popu-
lacao em intervalos de tempo relativamente curtos, a selecao nao é capaz de eliminar
a diversidade populacional. A inevitavel ocorréncia de mutagoes é um desses mecanis-
mos. Diversos modelos apresentam um estado de equilibrio estavel, denominado balango
mutacao-selecao, para a composi¢ao de uma populacao sob a acao dessas duas forcas
antagonicas.

Na verdade, h&4 muitos outros fatores envolvidos nessa questao. Por exemplo, enquanto
freqliéncias alélicas ndo se alteram em populagtes infinitas (ou suficientemente grandes,
depende do problema) em equilibrio, elas podem sofrer fortes flutuagdes devido a erros
de amostragem em populagoes finitas. Esse fendmeno chama-se deriva genética e pode
levar & perda de algumas classes de individuos, especialmente aquelas menos numerosas,
reduzindo a variabilidade populacional.

Por outro lado, nao é razoavel esperar que um modelo elaborado para descrever uma
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populacao de tamanho constante seja valido irrestritamente. Um modelo com essa carac-
teristica pode ser 1util para analisar um sistema em escalas de tempo curtas, comparadas
ao tempo necessario para o nimero de individuos variar apreciavelmente, ou para estudar
algumas propriedades especificas do sistema modelado. Portanto, dependendo do obje-
tivo do estudo, pode ser preciso considerar explicitamente modelos de populagoes com

tamanhos variaveis, o que também afeta a diversidade genética.

2.3 Modelos de mutacao

2.3.1 Modelo de seqiiéncias

Genericamente, denomina-se mutacao qualquer alteracdo em um trecho de material
genético e que, portanto, pode ser transmitida a um descendente. Tais alteracoes podem
ocorrer, por exemplo, pela remocao ou insercao de novos segmentos na seqiiéncia original.
Esses tipos de mutagoes sao importantes, haja vista que podem alterar completamente o
ordenamento dos aminoacidos em uma proteina. Mas as mutagoes mais estudadas, tanto
por relevancia quanto por conveniéncia na modelagem, sao as pontuais, em que alguns nu-
cleotideos isolados sao substituidos quando uma nova seqiiéncia é copiada incorretamente
a partir da original, mas o niimero total de nucleotideos permanece constante.

Nessas condigoes, é conveniente introduzir um modelo de seqiiéncias, em que gen6tipos
sao identificados com arranjos lineares de L sitios. O estado o; de cada sitio ¢ é represen-
tado por um dos simbolos pertencente a um conjunto V;, denominado alfabeto. Na maior
parte dos casos, o mesmo alfabeto, V', aplica-se a todos os sitios e o genétipo o pertence
ao espaco L-dimensional V%,

No contexto molecular, cada sitio representa um nucleotideo em uma seqiiéncia de
DNA, em que o alfabeto seria constituido pelas bases nitrogenadas adenina (A), guanina
(G), citosina (C) e timina (T), ou RNA, em que a timina ¢é substituida pela uracila (U).
Muitas vezes, distinguem-se apenas as purinas (A e G) e as pirimidinas (C e T), e um

alfabeto binario V = {0, 1} revela-se suficiente. Neste caso, V% ¢ denominado espaco de
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seqiiéncias.

Mas h& uma outra interpretacao possivel [7| para o termo sitio na discussdo acima. No
chamado contexto classico, o termo genotipo refere-se a um conjunto de L genes. Assim,
cada sitio é identificado com um gene, ou locus génico, e o alfabeto, em principio, seria o
conjunto de todos os possiveis alelos. Contudo, essa escolha tornaria o modelo intratavel,
sem falar na inadequac¢ao do uso do mesmo alfabeto para todos os sitios. Dessa forma,
muitas vezes é conveniente adotar mais uma vez um alfabeto binario, em que simbolos
indicam apenas se um certo sitio estd ocupado por um mutante ou pelo alelo que ali se
encontrava originalmente, denominado alelo selvagem (wildtype).

Em ambos os casos, costuma-se impor que os sitios sofram mutagoes de forma inde-
pendente. Além disso, em um modelo sem superposicao de geracoes, também é comum
admitir que, a cada passo temporal, haja uma mesma probabilidade u de que uma muta-
¢ao ocorra em cada sitio. Se o alfabeto V' contiver A simbolos e um sitio, ao sofrer uma
mutacgao, assumir aleatoriamente um novo elemento de V', entao a probabilidade de um

gendtipo passar do estado o ao estado o’ em uma geragao é

d(o,0’)
Ploc — o) = (ﬁ) (1 — w)Edlee), (2.1)

em que d(o,0') é o namero de sitios que distinguem os dois genétipos, denominado
distancia de Hamming. Claramente, a distancia de Hamming é simétrica em relagao

aos genotipos e conseqiientemente o mesmo ocorre com a probabilidade de transicao acima.

2.3.2 Infinitos alelos e infinitos sitios

Apesar da simplicidade do modelo de seqiiéncias, em muitos casos faz-se necessaria
uma formulacao alternativa. Um bom exemplo é a situacao realistica em que ha um
niamero enorme de possiveis alelos mutantes em comparagdo com o tunico alelo (ou com
os membros de uma pequena classe de alelos mais aptos) originalmente presente em cada
sitio, de modo que é improvavel que um sitio ocupado por um mutante venha a perder
essa condicao.

Em 1964, Kimura e James F. Crow conceberam um modelo para descrever um locus
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génico em que cada nova mutagao da origem a um alelo nunca antes presente na popu-
lacao, sem considerar qualquer estrutura molecular explicita. Na linguagem desta secao,
isso corresponderia a adotar o contexto classico e fazer L = 1 e A — oo na Eq. (2.1),
o que mostra apenas que um alelo permanece inalterado com probabilidade 1 — u mas
que nao é possivel fazer previsoes sobre o estado final de qualquer transicao. Com base
nesse modelo de infinitos alelos [102], eles previram os efeitos conjuntos das mutages
e da deriva genética sobre a heterozigosidade (proporcao de gendtipos heterozigotos) de
uma populacao finita de dipléides. Dessa forma, o modelo de Kimura e Crow natural-
mente sugeria um teste de neutralidade, pois outras forcas evolucionarias, além da
deriva e da pressao mutacional, deveriam ser responsabilizadas caso um gene apresentasse
heterozigosidade diferente da prevista.

Entretanto, o modelo de infinitos alelos nao era capaz de incorporar a informacao
contida no grau de similaridade entre alelos distintos. Em 1969, Kimura desenvolveu um
novo modelo [99] para suprir essa deficiéncia. O pesquisador japonés notou que, se a
probabilidade de mutagao por sitio u for pequena em relagao ao comprimento L de uma
seqiiéncia, poucos sitios sofreriam mutacoes a cada geragao e seria necessario muito tempo
até que um sitio ja alterado sofresse uma nova mutacao. Além disso, esse comportamento
¢ tanto mais intenso quanto maior for L (a probabilidade de uma mutagao ocorrer em um
certo sitio é 1/L), sugerindo os limites L — oo e u — 0. O termo modelo de infinitos
sitios surgiu apenas em 1971 [100].

E importante notar que, quando se considera uma colecio dessas longas seqiiéncias,
o comportamento acima descrito aplica-se a toda a populacao, de modo que é muito
improvavel (zero, quando L — oo) haver mais do que uma mutac¢do em um conjunto de
sitios homologos (um em cada seqiiéncia, todos na mesma posigao). Dessa forma, tendo
em vista a homologia, a maioria dos sitios ¢ monomorfica e todos os sitios polimérficos sao
segregantes para apenas dois simbolos, o original e um mutante. Esse padrao ¢é justamente
0 que se observa nos dados de variacao alélica em seqiiéncias de DNA. Embora essa seja
a aplicagdo mais direta e importante do modelo de infinitos sitios, ele nao é incompativel,

em absoluto, com a visao classica do modelo de seqiiéncias.
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E claro que ha uma certa semelhanca entre esses modelos. Afinal, se no caso de
infinitos sitios cada nova mutacgao ocorre em um sitio até entao monomoérfico, ndo pode
haver mutagoes reversas e sempre surgem seqiiéncias inéditas, como no caso de infinitos
alelos. Portanto, o modelo de infinitos sitios reproduz os resultados do seu antecessor
mas, como deve ter ficado claro, possibilita estudos bem mais gerais. Embora qualquer
transicao entre configuragoes bem definidas tenha probabilidade nula, como no caso dos
alelos, no modelo de infinitos sitios é possivel pensar em transi¢oes entre classes de estados.
Como ja foi dito anteriormente, em algumas situacgoes basta utilizar um alfabeto binario e
distinguir entre sitios mutantes e nao mutantes. Além disso, em muitos casos, um gendtipo
é classificado pelo nimero de mutacoes que carrega consigo. Esse procedimento também
é 1til quando as seqiiéncias sao finitas, pois reduz o niimero de possiveis configuragoes de
2L a L + 1, quando o alfabeto é binario.

No apéndice A, mostra-se que o modelo de seqiiéncias pode ser usado para calcular a
probabilidade de um certo gendtipo com k defeitos se transformar em algum outro com k'
defeitos. Além disso, prova-se também que, se uL. — U quando L — oo e u — 0, ndao ha
mutagcoes reversas e que o acréscimo n na carga mutacional durante a transicao é dado por

uma variavel aleatéria com distribuicao de Poisson e valor médio U, com probabilidade

M, =e"—. (2.2)

2.4 Modelos de selecao: relevos adaptativos

Existem intmeros tipos de sele¢ao [77, 117|, distinguindo a atuagdo do mesmo prin-
cipio, “sobrevivéncia do mais apto”, em diferentes situacoes. Uma discussao detalhada
desses topicos foge ao escopo desta tese. O tnico conceito realmente relevante para os
desenvolvimentos posteriores neste trabalho é o de valor adaptativo (correspondente a
fitness, segundo [62]) de um individuo a um certo ambiente, que é uma medida da capa-
cidade conjunta de sobrevivéncia (viabilidade) e reprodugao (fecundidade) do organismo
em dadas condigoes, um “sucesso relativo esperado”.

Em modelos de tempo continuo, o valor adaptativo normalmente é associado a dife-
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renca entre as taxas de nascimento e morte do individuo. Quando o tempo é discreto e
nao ha superposicao de geragoes, muitas vezes o valor adaptativo é dado pelo tamanho
meédio da prole que um organismo deixa para a geragao seguinte. Isso nao quer dizer que
a viabilidade seja desconsiderada, pois dois individuos com a mesma fecundidade podem
ter chances de sobrevivéncia distintas e, conseqlientemente, aquele com maior viabilidade
tem maior nimero médio de descendentes. Esse conceito de valor adaptativo foi ado-
tado por S. Wright e, atualmente, é denominado valor adaptativo absoluto. Na verdade,
excetuando-se casos como aqueles em que uma populagao inteira pode se extinguir, a
selecao depende apenas da adaptagao relativa de um individuo. Portanto, em geral, a
dindmica evolucionaria nao é afetada se os valores adaptativos absolutos dos membros de
uma populagao forem multiplicados por um mesmo fator de escala, quase sempre escolhido
de modo que o individuo mais apto tenha valor adaptativo igual a um.

A determinacao do valor adaptativo é um problema empirico. Face as imensas dificul-
dades experimentais, especialmente na associacao de estimativas de valores adaptativos a
genodtipos especificos, muitos trabalhos teéricos tém analisado diversas funcoes que asso-
ciam um valor adaptativo a cada configuracao do espaco de genotipos, esperando descobrir
fenébmenos ja observados empiricamente e propriedades universais desses mapeamentos.
Uma funcao com essa finalidade é denominada um relevo adaptativo. Esse conceito foi
introduzido por S. Wright [192] e pode ser entendido como um tipo de “energia poten-
cial” inerente & dindmica adaptativa de otimizacdo evolucionaria. E importante esclarecer
que, embora Wright tenha usado o termo adaptive landscape originalmente, esta expres-
sdo tem outro sentido atualmente [66]. Assim, relevo adaptativo, ou paisagem adaptativa
[62], equivale ao termo em inglés fitness landscape.

Provavelmente, a presenca de uma intricada estrutura de picos e vales, para representar
a notoria complexidade da relacao genétipo-fenoétipo, deve ser uma condigao necessaria a
qualquer relevo pretensamente realistico. Entretanto, para viabilizar os estudos analiticos,
freqiientemente sao escolhidos relevos com estruturas mais simples, mas ainda capazes de
revelar propriedades interessantes. Nesta tese, sao empregados apenas relevos estéaticos

(para modelos com dependéncia temporal, ver [186]) em que o valor adaptativo depende
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apenas do ntmero total de mutagdes (ou carga mutacional) de uma seqiiéncia. Especifi-
camente, sao utilizados o relevo multiplicativo, incluindo sua alteracao para representar
efeitos de epistase, a interacao entre genes na determinacao do valor adaptativo, e o re-
levo truncado (ou de sele¢ao truncada), que é uma generalizagao do famoso relevo de pico
agudo. Considera-se, nesses relevos, que as mutagoes sao sempre deletérias. Portanto, hé

somente um maximo, em ambos 0s casos.

2.4.1 Relevos multiplicativo e truncado

Para nao sobrecarregar a notacao, o valor adaptativo de um individuo com j mutagoes
seré sempre denotado por w;, independentemente do relevo. O contexto sempre vai deixar
claro qual relevo adaptativo estara sendo considerado.

Se s € [0, 1] é um coeficiente seletivo, define-se um relevo em que o valor adaptativo de

uma seqiiéncia com j mutagoes é dado por
w; = (1 —s)7". (2.3)

Uma eventual interacao entre os sitios da seqiiéncia é determinada pelo parametro de
epistase, a. Quando o = 1, obtém-se o relevo multiplicativo, em que nao hé interacao
entre os genes, pois cada nova mutagao leva & mesma redugao relativa do valor adaptativo
do individuo, independentemente do niimero de mutagoes acumulado até entao. Se 0 <
a < 1, cada novo erro reduz o valor adaptativo de forma mais amena do que as mutagoes
anteriores. Esse fenomeno ¢ denominado epistase atenuante ou antagonistica. Por outro
lado, as mutagoes tornam-se cada vez mais prejudiciais quando « > 1, efeito conhecido
como epistase sinergética.

Esse relevo adaptativo tem sido muito utilizado [56, 190] em estudos da catraca de
Muller (Muller’s ratchet), um processo de degradacao mutacional que pode ocorrer em
populacoes finitas sujeitas & atuacao conjunta de mutacao e selecao. Esse fenémeno,
que sera discutido em detalhes no capitulo 4, é a perda inexoravel dos individuos melhor
adaptados devido a efeitos de deriva genética, levando a um decréscimo do valor adaptativo

médio. Especula-se que esse comportamento possa ser responsavel por uma forte pressao
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seletiva em favor do surgimento de mecanismos responsaveis pela manutencao da aptidao
de uma populagdo, como a recombinagao na reproducao sexuada [22].

O outro relevo utilizado neste trabalho, o de selecao truncada, incorpora epistase de
uma forma extrema, alternando efeitos positivos e negativos. A aptidao de um individuo
¢ inalterada por mutagoes enquanto a carga mutacional nao atinge um certo valor, K.
A mutacgao seguinte reduz o valor adaptativo pelo fator 1 — s e, a partir de entao, as

mutagoes tornam-se inécuas novamente. Em simbolos matemaéticos,

1, se j < K
w; = : (2.4)
1—s5, sej>K
Nota-se que, se s = 1, uma quantidade de mutagoes maior que K é fatal para um in-
dividuo. Quando K = 0 e s < 1, obtém-se um relevo em que apenas um genétipo tem
vantagem seletiva sobre os demais, sendo todos os mutantes igualmente pior adaptados.
H& uma profusao de terminologias para esse caso especial na literatura internacional, en-
tre as quais sharply-peaked landscape, single sharp peak landscape, singly-peaked landscape,
1solated peak landscape ou ainda master sequence landscape. Optou-se por chamé-lo relevo
de pico agudo, nome que deixa menor margem a interpretagoes equivocadas acerca da na-
tureza do relevo. O gendtipo mais apto é denominado seqiiéncia mestra, o que justifica o
ultimo termo em inglés.

Acredita-se que o relevo de selecao truncada possa desempenhar um papel importante
no estudo da dinamica evolucionéria de seqiiéncias repetitivas em eucariontes [23]. Ja
a aplicabilidade do caso particular de pico agudo é bastante questionavel. Sua possivel
relevancia bioldgica s6 pode ser defendida quando se sugere seu uso no estudo de regioes
restritas do genoma (por exemplo, os poucos sitios no centro ativo de uma enzima, cuja
fungao pode ser facilmente comprometida por qualquer eventual mutagao). Mesmo assim,
o relevo de pico agudo tem sido amplamente estudado. Ele foi utilizado em estudos de
evolugdo em alguns tipos de virus [143], embora tenha sido proposto originalmente por
Manfred Eigen [47], em sua teoria de quase-espécies para evolugdo pré-bidtica (para uma
excelente introdugdo, ver [159]). A literatura acerca da teoria de quase-espécies até 1989,

em geral, e do relevo de pico agudo, em particular, foi revista em [48, 49]. Trabalhos mais
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recentes sao discutidos em [7] e [45].

2.4.2 Limiar de erro

Desde seu surgimento [47], o relevo de pico agudo tem sido associado [168] & determi-
nagao do chamado limiar de erro (error threshold). O limiar de erro é um tipo de ponto
critico em uma transicao de fase. Trata-se de um limite superior para a taxa de muta-
¢ao que uma populagao de seqiiéncias pode suportar, sob certa intensidade de selecao.
Alternativamente, quando os genomas sao finitos, é possivel dizer que ha um tamanho
maximo dos individuos, sob dadas intensidades de mutacao e selecao, acima do qual nao
¢é possivel evitar um actmulo irrefreavel de erros, e a populacao ¢é levada & extincao.
Esse resultado é conhecido como crise da informacao, pois as macromoléculas incipientes
degradar-se-iam muito antes que pudessem codificar informacao suficiente para possibili-
tar o desenvolvimento de sistemas mais complexos. Esse problema levou M. Eigen e Peter
Schuster a sugerirem que a informacao genética poderia ser armazenada em um conjunto
de moléculas que auxiliariam umas as outras, constituindo um ciclo catalitico denomi-
nado hiperciclo [50], embora posteriormente tenham sido apontados alguns problemas em
relacao a estabilidade dessa estrutura.

Entretanto, ha alguns pontos controversos a destacar a respeito de limiares de erro.
Muitas estimativas baseiam-se na hipotese, quase certamente inadequada, de que todo o
genoma é descrito pelo relevo de pico agudo. Além disso, dependendo das aproximagoes
adotadas (n&o ha solucdo analitica exata para o modelo de quase-espécies nesse relevo),
é até possivel afirmar que, se o efeito da selecao for forte o suficiente, qualquer taxa de
mutagao ¢ suportavel [3]. De modo geral, essas inconsisténcias foram discutidas em [176]
e por Thomas Wiehe em [181], que mostra que limiares de erro sdo ambiguos, no sentido
de dependerem nao somente do relevo considerado, mas também do critério adotado para
seu célculo. Ainda por cima, muitos cilculos de limiares de erro sao baseados no modelo
de infinitos sitios. Embora isso nao impeca a obtencao de uma taxa maxima de mutacao
admissivel, nao faz sentido falar em crise de informacao em uma populacao de individuos

com genoma infinito. Wiehe chega a afirmar que a relevancia de limiares de erro como
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fatores limitantes da evolucao molecular tem sido bastante superestimada.

Transicoes de fase legitimas s6 podem ser observadas no limite termodindmico, o que
corresponde a uma populacao de tamanho infinito. Nao obstante esse fato e as ambigiii-
dades inerentes ao problema mesmo no contexto usual, efeitos de limiares de erro tém
sido descritos em populacoes finitas. O trabalho pioneiro nessa linha foi desenvolvido por
Martin Nowak e P. Schuster [142]. Posteriormente, destacam-se [182] ¢ alguns trabalhos
de José F. Fontanari e colaboradores [4, 16, 17|, que empregaram técnicas de escala de
tamanho finito (finite-size scaling) para caracterizar o limiar de erro.

Finalmente, ¢ importante destacar que ha alguma evidéncia experimental em favor
da existéncia de limiares de erro em populagoes reais. Observa-se uma relacao inversa
entre a intensidade da taxa de mutagao e o tamanho do genoma em diversas espécies [44],
sugerindo que a evolugao possa “ajustar” a taxa de mutagao de modo a evitar um limiar de
erro [126]. Evidéncias mais diretas vém de experimentos de evolugdo em microorganismos
[51], especialmente virus de RNA. Quando se induz um aumento na incidéncia de mutagoes
em tais organismos, o valor adaptativo médio diminui e a populagao pode se extinguir

[41, 42], supostamente devido a ultrapassagem do limiar de erro.

2.5 Dinamica evolucionaria: modelos de Wright-Fisher
e de Moran

Ainda falta descrever a dinAmica populacional, ou seja, como varia ao longo do tempo
a composicao de uma populacao de individuos com diferentes habilidades competitivas e
sujeitos a mutagoes. Antes de tudo, é preciso definir se a dinAmica deve ser descrita em
tempo continuo ou discreto, escolhas geralmente associadas ! a haver ou nao superposicao
de geragoes, respectivamente.

Independentemente, S. Wright (1931) e R. A. Fisher (1930) conceberam um modelo de

tempo discreto que se tornou o paradigma nos estudos sobre deriva genética. O modelo

1Com tempo continuo, necessariamente ha superposicio de geracdes, mas o mesmo nio ocorre em

modelos de tempo discreto.
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de Wright-Fisher consiste simplesmente em uma populacdo de N individuos que é
atualizada segundo um esquema de amostragem probabilistica com reposi¢cao. Dessa
forma, sao realizados IV sorteios para construir a geracao no instante ¢t. Em cada um deles,
se ndo houver mutagio, o novo membro da populacao (filho) é idéntico a um individuo
da geragao t — 1 (pai), escolhido com probabilidade proporcional ao seu valor adaptativo.

Mais precisamente, a probabilidade de que um certo individuo seja o pai de um especi-
fico membro de uma nova geracao é a razao entre seu valor adaptativo e a soma dos valores
adaptativos de toda a populagao. Se todos os individuos com mesmo valor adaptativo w;

forem agregados, a probabilidade de algum dos N; candidatos do tipo j ser selecionado ¢

w;N;
p, =" 2.5
7 wN’ (2:5)
em que
_ 1 SN, (2.6)
w = w .
N - KR

¢ o valor adaptativo médio da populagao. Além disso, se m;; for a probabilidade de que
um gendtipo do tipo j sofra uma mutacao para o tipo i, entao a probabilidade de um

membro de uma nova geracao ser do tipo ¢ é
Di = Zmijpj- (2.7)
J

Dessa forma, a probabilidade de que a particdo N = (N,,,...,NN;,) dé origem & parti¢do

N' = (Ny, ... ’Nig,) na proxima geracao é dada pela distribuicdo multinomial
N
U p'/’k
P(N—N)=NT] T (2.8)
k=1"""k

A notacao carregada é necesséaria para representar todas as possiveis atualizagoes da
populagao. Sao essas possiveis flutuagoes na composicao da populagao que fazem do
modelo de Wright-Fisher um boa ferramenta matematica para estudar a deriva genética.
Na verdade, em todas as aplicagoes nesta tese, faz-se uso do modelo de infinitos sitios, de
modo que a variabilidade por erros de amostragem é menor do que sugere a formulagao

geral exposta acima. O indice do tipo de um individuo é dado por sua carga mutacional
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e a matriz de mutagdo ¢ tal que m;; = M,_;, usando a Eq. (2.2). Em palavras, um
filho adquire todas as mutacgoes de seu pai e, além disso, um certo nimero de mutagoes
adicionais, provenientes de falhas no mecanismo de replicacao.

Um importante conceito relacionado ao modelo de Wright-Fisher é o de tamanho efe-
tivo da populagao, N., mais um conceito concebido por S. Wright. A deriva genética
naturalmente ocorre em qualquer populacao finita, mas é intensificada por outros fatores,
como mutagao, selecao e superposicao de geracoes. O tamanho efetivo da populagao,
geralmente bem menor que N, é o ntimero de individuos de uma populacao que sofre a
mesma magnitude de deriva genética que a populacao real, mas em condicoes idealiza-
das, sem acao de quaisquer outros fatores. Uma populacao que tenha passado por uma
recente expansao, por exemplo, tem N, significativamente menor que seu tamanho real.
A dinaAmica populacional depende de N, e, em muitos trabalhos, quando se escreve IV, na
verdade tem-se N, em mente. Maiores informagoes podem ser obtidas em [77, p. 289] e
[53, p. 104].

Finalmente, é preciso descrever uma dindmica evolucionaria em que seja possivel haver
superposigao de geragoes [156]. Um exemplo tipico ¢ o modelo de Moran [133]. Quando
h& reproducao, o que pode ocorrer tanto em tempo discreto quanto em tempo continuo,
ocorrem 2 sorteios. Primeiro, um membro da populagao ¢é sorteado para gerar um novo
individuo. Em seguida, ha um novo sorteio, do qual o recém-ingresso nao participa, para
determinar um individuo que sera eliminado da populacdo. Segundo [53|, esse mecanismo
de reprodugdo (caracterizado pela superposigao de geragdes) e haploidia sdo as caracteris-
ticas definidoras de um modelo de Moran. Outras propriedades, como tipos possiveis de
individuos, mutagao e selegao (responsével por eventuais nao uniformidades nos sorteios),

podem ser definidas arbitrariamente.
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Capitulo 3

Dinamica de populacoes infinitas em

relevos adaptativos simples

3.1 Introducao

Como em diversas outras areas que tém sistemas complexos como objetos de estudo, um
modelo em genética de populagoes precisa ser cuidadosamente elaborado de modo a revelar
algumas caracteristicas do sistema real que representa, embora essa representacao seja, em
geral, extremamente simplificada. Em muitos experimentos onde sao cultivados individuos
simples como virus ou bactérias, por exemplo, esses organismos sao tao numerosos que
flutuagoes na composicao da populacao sao imperceptiveis experimentalmente. Nessas
condicoes, o tamanho da populacdo pode, efetivamente, ser considerado infinito. Assim,
na auséncia de deriva genética, o problema torna-se completamente deterministico, e é
possivel aplicar ferramentas da teoria de sistemas dinAmicos [82, 83] com bastante proveito.

Um bom exemplo da utilidade dessa metodologia é o célebre teorema de Hardy-
Weinberg, descoberto independentemente pelo matemético inglés Godfrey Harold Hardy
(1877-1947) e pelo fisiologista alemao Wilhelm Weinberg (1862-1937) em 1908 |76, 180].
Esse teorema garante que, em uma populacao infinitamente grande de individuos diploi-
des em que os cruzamentos ocorrem ao acaso e sobre a qual nao ha atuacao de fatores

evolutivos, como mutagao, selecdo natural e migragoes, as freqiiéncias génicas e geno-
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tipicas nao se alteram ao longo das geracoes. Essa propriedade ¢ valida para qualquer
namero de alelos associados ao locus génico em questao [82, 83| e é usada para caracterizar
populacoes em equilibrio.

O principio de Hardy-Weinberg baseia-se em condigoes biologicamente muito restriti-
vas. Nos problemas modernos, mesmo com a adocao de hipéteses adicionais que permitam
simplificagbes matemaéticas (por exemplo, mutacdo e/ou selegdo fracas, justificando ex-
pansoes perturbativas), muitas vezes s6 é possivel obter o comportamento estacionario
de uma populacgao. Embora esse resultado seja freqiientemente 1til, ha diversas situacoes
experimentais em que a populagao s6 pode ser observada ao longo de periodos curtos
quando comparados com o tempo médio de vida dos individuos, de modo que o estado
de equilibrio nunca é atingido. Além disso, acredita-se que o relevo adaptativo de uma
populacao seja uma estrutura dindmica, extremamente dependente de alteragoes no am-
biente [186]. Portanto, a propria idéia de um sistema biolégico evoluindo, sob as mesmas
condicoes ambientais, por tempo suficiente para atingir um estado estacionério, pode ser
inapropriada para a anilise de alguns sistemas. Sendo assim, é fundamental conhecer o
comportamento dindmico de uma populagao. Sao escassos os trabalhos nessa linha, mas
destacam-se os recentes [35] e [90, 91], que estudam a evolucao da taxa de mutacao.

Nesse contexto, os resultados apresentados neste capitulo sao especialmente interessan-
tes. Foram obtidas as solugbes analiticas exatas (sem aproximagoes) para a dindmica de
populacoes infinitas de organismos hapléides, de genoma infinito, reproduzindo-se asse-
xuadamente nos relevos multiplicativo e truncado. Inicialmente, é descrito o formalismo
matemético geral, empregado em ambos os casos, seguido dos resultados particulares de

cada relevo.

3.2 Formulacao matematica da dinadmica determinis-
tica

Se C;(t) denotar a fragdo das infinitas seqiiéncias que, no tempo ¢, carregam i mutagoes,

cada uma com valor adaptativo w;, a probabilidade de que alguma das seqiiéncias com j
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mutagoes seja escolhida para reproduzir-se é
Py(t) = S (3.1)

em que

w(t) =Y Cr(t)wy (3.2)

¢ o valor adaptativo médio no tempo t. As duas expressoes acima sao idénticas as Eqs.
(2.5) e (2.6) do capitulo anterior quando as classes sdo indexadas pela carga mutacio-
nal, pois claramente também seria possivel definir concentragbes C; = N;/N naquele
contexto. Nesta discussao, é fundamental representar explicitamente a dependéncia tem-
poral (tempo discreto).

A evolucao da populacao é descrita pela equacao de convolucao

w(t — 1) i — )

Gty = 3 Pyt -, = 3 Sl v U 3)
J=0 j=

obtida originalmente por Kimura e Maruyama [103] e baseada na Eq. (2.2). O lado
direito desta expressao é p;(t), dado pela Eq. (2.7). Mesmo assim, apesar da evidente
interpretacao estocastica, a evolugao ocorre de forma completamente deterministica. A
igualdade C;(t) = p;(t) so6 ocorre quando N;(t) — 0o, N — oo e N;(t)/N — Cy(t), de
modo que a concentragao C;(t) ndo é mais uma variavel aleatoria.

Nesta tese, a equagao (3.3) foi resolvida mediante a utilizacdo de uma fungéo geratriz,

G(z,t), para as concentragoes C;(t),
G(z,t) =) Ci(t)2'. (3.4)
i=0

O procedimento consiste em multiplicar os dois lados da equagao (3.3) por z' e soméa-los
para valores de 7 de 0 a co, gerando uma equacao de recorréncia para a fungao geratriz.
Em geral, nao ¢é possivel obter uma solugao simples para essa recorréncia, iterando-a até

= 0. Felizmente, os relevos multiplicativo e truncado sdo excegbes (talvez as tnicas) a

essa regra. A determinacdo da distribuicao de concentracdes pode entao ser facilmente
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obtida porque, no instante ¢, a concentracao de individuos com ¢ mutacoes é o coeficiente

de 2% na expansao de G(z,t) em série (de Taylor) de poténcias de z,

Ci(t) = {;;G(z,t)} | (3.5)

B ﬁ z=0
3.3 Solucao em um relevo multiplicativo

3.3.1 Solugao assintética

Em 1978, embora John Haigh estivesse interessado principalmente em estudar as pro-
priedades da catraca de Muller, fendmeno que ocorre em populagoes finitas, ele obteve

[74] expressoes assintoticas para a distribui¢do de concentragoes,

Ci(o0) = e_U/SM (3.6)

(1 —m)!’

e para o valor adaptativo médio,
w(oo) = (1 —s)™e Y, (3.7)

que também sao validas para populacoes infinitas. Admite-se, nas expressoes acima, que
a seqiiéncia mais apta tenha m mutacgoes. Obviamente, esses resultados sao recuperados

como um caso particular da solucao dindmica apresentada logo abaixo.

3.3.2 Solugao dinamica

A equagao de recorréncia obtida para a funcdo geratriz a partir da Eq. (3.3) no caso

do relevo multiplicativo, dado pela Eq. (2.3) quando oo = 0, é

eV Gz(1—s),t — 1]
Glzt) = VGl —s,t—1]

(3.8)

ap6s uma conveniente inversao da ordem nos somatoérios durante as manipulacoes algé-

bricas. Essa equacgao pode ser resolvida recursivamente, e o resultado final é

U0 Gz(1 — 5)t, 0]
eV G[(1 —s)t,0]

G(z,t) = (3.9)
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em que 6; é simplesmente a soma dos t termos de uma progressao geométrica finita de

razao 1 — s e primeiro termo 1,

o, =L [1—(1-s)]. (3.10)

s
Usando a equagao (3.5) e a definigdo da fungdo geratriz (3.4),

B e~ Ub: i (Uet)i—j
T GO0 - s Z (i—)!

Cy(t) C;(0)(1 — s)”". (3.11)

O valor adaptativo médio, definido de forma geral em (3.2), assume uma forma bem

simples no relevo multiplicativo,

s, g0 Ci(0) (1 — 5)/HY
) > 20 Ci(0)(1 = )it -

Nota-se que, quando ¢ — oo, os somatorios nas Egs. (3.11) e (3.12) s@o dominados

w(t) = G(1 — s,t) = (3.12)

pelas menores concentragoes nao nulas inicialmente, recuperando os resultados classicos
de Haigh. Além disso, se todos os individuos tiverem o mesmo ntmero m de mutagoes
inicialmente, ou seja, C;(0) = d;,,, a dindmica da populagido é governada pela equacao

(3.6) com 1/s substituido por 6;.

3.4 Solucao em um relevo de selecao truncada

3.4.1 Solucgao dinamica

Neste caso, os calculos sao bem mais extensos e as principais manipulagoes algébricas
estao discutidas no apéndice B. Em um relevo truncado (2.4), a fungio geratriz obedece

a equacao

eV [s S AC(—1) + (1 - 8)G(zt — 1)}
Gz t) = , (3.13)
eV s oI Gyt = 1)+ (1= 9)]
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obtida a partir de (3.3). Recursivamente,
K t— :
: ., ((U2)
G(z,t) = {3 eZUZZ 2C;(0)[eV (1 — s))' (T)
+e*V (1 — 5)]'G(z, O)}

+ {s eV Z ‘ C;(0)[eV (1 — 8)]1&_1_2‘% + 1Y (1 - s)]t} : (3.14)

+ {s eV Z ' Ci(0)[e” (1 — 3)]t_1_i% + [V (1 - s)]t} : (3.15)

Em particular, a concentragao dos individuos melhor adaptados admite uma expressao

bem mais simples,

Crnzr(t) = {Z Cj(O)M}

(m —7)!
K t-1 K—j i l
= {seUZZ C;(0)[eV (1 —s)]f-l-i( Z{) + V(1 - 5)]t}. (3.16)

K iU
+ {s eV Z 4 C;(0)[eY (1 — s)]t_l_i( E{) + [eY (1 — s)]t} (3.17)

e nota-se que, em qualquer instante ¢, as duas equacgoes acima dependem somente das
concentragoes iniciais das seqiiéncias com vantagem seletiva. No caso geral, essas expres-
soes nao podem ser simplificadas, mas se K = 0 ou t — oo, algum progresso analitico

ainda & possivel.
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3.4.2 Dinamica no relevo de pico agudo

No relevo de pico agudo, a concentragao da seqiiéncia mestra é

[1— eV (1 —s)]Cy(0)

seVCh(0) +{1 — eV +seV[1l — Cp(0)]} {eV(1 —s)}
e o valor adaptativo médio ¢ dado por
w'(t) =1— s+ sCi(t), (3.19)
ou, explicitamente, por
Co(0) + (1 —5) {1 — e [1— Cof 1—s))
w*(t):s 0(0) + (1 —s){1—€V +sev 0(0)]} {eV (1 —s)} (3.20)
5eVCH(0) 4+ {1 — eV + seV[l — Cy(0)]} {eV (1 — s)}
As freqiiéncias dindmicas dos mutantes seguem a equagao (3.15),
C’m>0(t) ={1-¢e"(1-3)}
s Um & (Ut)m i
{seUC’o )+ {1—e" +se[1 — Co(0 }{e 1—3}}. (3.21)

Em principio, essa equagao poderia ser simplificada ainda mais, pois seu primeiro somato-
rio pode ser formalmente expresso em termos de objetos denominados niimeros de Euler
generalizados [124]. Mas, para ¢ qualquer, esse procedimento ndo se mostra realmente
util, pois a propria definicao desses niimeros nao é simples. Entretanto, uma simplificacao

bem interessante ocorre no estado estacionario.

Solugao assintética no relevo de pico agudo

Quando t — o0, a equagao (C.2), do apéndice C, permite que se escreva a concentragao

dos mutantes como

s el m!

1—eV(1— s)} {(U/s)m

Cmoofo) = { bPuii-s), (3.22)

quando a taxa de mutacao estd abaixo de um limiar de erro, determinado pela relacao

eV(1 — s) < 1. Nessa equacao,

Po(z) = o (3.23)



e os numeros de Euler E,, ; sao definidos ! no apéndice C.
Sabe-se (ver, por exemplo, [181]) que, em uma populagdo infinita, a concentracao

assintotica de uma seqiiéncia mestra infinita em um relevo de pico agudo é

Cy(00) = 1-el-5) (3.24)

seV

e que o valor adaptativo médio estacionario é
w*(o0) = e Y. (3.25)

Esses dois resultados pressupoem que Cy(0) # 0 e que a taxa de mutagao é suficientemente
pequena, U < —In(1—s); se pelo menos uma dessas condigbes nao for satisfeita, Cj(00) =
0 e w*(o00) = 1 —s. Portanto, conforme exposto na subsec¢io 2.4.2, pode existir um limiar
de erro mesmo quando se considera uma populacio de individuos de genoma infinito. E
facil ver que, além do limiar de erro, a solucao de equilibrio também pode ser obtida

mediante uma anélise do comportamento das equagoes (3.18) e (3.19) quando ¢ — oc.

3.4.3 Estado estacionario

A solugao geral para t — oo quando K # 0 é uma conseqiiéncia direta do fato que,

usando a equagao (3.16) para 0 < m < n < K, vale a relagao

. COul(t)
Jim o = 0. (3.26)

Portanto, assintoticamente, todas as seqiiéncias com menos de K mutacoes sao extintas,
quaisquer sejam o coeficiente seletivo e a taxa de mutacao. Conseqiientemente, o estado
estacionario da populagao no relevo de selecao truncada é o mesmo obtido para o relevo
de pico agudo, considerando os portadores de K mutacdes como seqiiéncias mestras. E

claro que calculos explicitos confirmam esses resultados. Finalmente, se V(1 —s) < 1 e

1Crédito a quem merece: tentando encontrar a concentracio assintética dos mutantes, descobri os
ntmeros de Euler, mas eu ndo os conhecia. Nao os encontrei em nenhuma referéncia, procurava cegamente.
Até o dia em que pensei: www.google.com! Digitei a seqiiéncia: 1,11,26,57,66 (ver apéndice). O Google

achou a referéncia [124].
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Po(x) =1, Crpeg(o0) =0e

Cnzk(00) = {1 —(1-s) } { U/s)™ X

s eV (m — K)! }Pm—K(l - s). (3.27)

Esse resultado admite uma interpretacao simples. O relevo truncado é plano abaixo de
K, e sabe-se que uma populagao infinita nao pode se manter localizada indefinidamente
em um relevo plano. Apenas a barreira entropica em K pode garantir a sobrevivéncia
de individuos com um ndmero finito de mutagdes (K, no minimo), desde que o limiar
de erro nao tenha sido ultrapassado. Em outras palavras, os mutantes com menos de K
imperfei¢goes nao possuem qualquer vantagem seletiva em relagao as seqiiéncias com K

mutacoes que lhes permita contrabalancar os efeitos degenerativos da taxa de mutacao.

3.5 Comparacoes entre os dois relevos adaptativos

Com algum esfor¢o numérico, a solugao por recorréncia da Eq. (3.3) ja possibilitava o
estudo do comportamento dindmico de uma populacao infinita em qualquer relevo adapta-
tivo. Mesmo assim, é interessante aproveitar os resultados deste capitulo para ilustrar as
propriedades dos relevos multiplicativo e truncado, lembrando que apenas este apresenta
limiar de erro. Na figura 3.1, estao representadas as dependéncias temporais do genétipo
selvagem e do valor adaptativo médio para quatro combinagoes dos parametros s e U, em
trés relevos diferentes: multiplicativo, de pico agudo e truncado com K = 10.

Como previsto na Eq. (3.26), a concentracao de seqiiéncias mestras eventualmente se
anula em relevos com K > (0, como pode ser visto nas curvas em verde dos graficos de
Co(t). Além disso, verifica-se que as solugdes assintoticas nos relevos multiplicativo e de
pico agudo dadas pelas Egs. (3.6) e (3.24) também sdo praticamente nulas nos graficos
a, b e d. Somente no grafico ¢, quando s = 0.1 e U = 0.1, nota-se uma fragao significativa
de gendtipos selvagens no estado de equilibrio. Mas, convém ressaltar, a dinamica de
relaxacao no relevo de pico agudo é muito lenta. Sao necessérias muitas geracoes para
que Cy(t) atinja o valor previsto de cerca de 0.048, bem menor do que a concentrag¢ao

0.25 obtida em ¢t = 30. Esse efeito também est4 presente no comportamento do valor
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adaptativo médio. Nos graficos e e f da figura 3.1, observa-se que, em ¢t = 30, w(t) no
relevo multiplicativo ainda esta distante do valores previstos pela Eq. (3.7), 0.90 e 0.61,
respectivamente. Essa lentidao é ainda mais marcante nos relevos truncados. Enquanto
nos graficos e, f e h, o limiar de erro é ultrapassado e rapidamente o valor adaptativo
médio atinge a previsdo 1 — s (ver comentério abaixo da Eq. (3.25)), o grafico g leva a
crer que a curva verde ja esta estabilizada, quando na verdade ela acompanha a solugao
de pico agudo até o valor 0.9 dado pela Eq. (3.25), ap6s algumas poucas centenas de

geragoes (resultados nao expostos).

10 10 20 30 0 10 20 30
N T T T T T f - ! . 91
05 —a e+ -0.8
0 | | | | 0.6
1 T T 31
05 'a.,.\ 1b fr -0.8
\K,,J 1 1 1
C,0 (; 06 Wi
T T
0.5F Hec
0 | |
1 [ T T T T
) _’KA i
0 N 1
0 10 20 30

Figura 3.1: Comportamento dindmico da concentracao do gendtipo selvagem e do valor
adaptativo médio. Na coluna da esquerda, representa-se Cy(t) e, na da direita, w(t).
Cada par de graficos na mesma linha corresponde aos mesmos parametros, s = 0.01 e
U=01s=00lelU =05, s=01eU =0.1, s=01eU = 0.5, de cima para
baixo. Em todos os graficos, foi adotada a condic¢do inicial Cy(0) = 1 e as cores preta,
vermelha e verde denotam os relevos multiplicativo, de pico agudo e truncado com K = 20,

respectivamente.
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As Eqgs. (3.7) e (3.25) mostram que o valor adaptativo médio no estado estacionario é
o mesmo em ambos os relevos estudados, se o limiar de erro nao tiver sido ultrapassado.
Isso ndo é uma coincidéncia. Kimura e Maruyama mostraram [103] que o valor adaptativo
médio de uma populagao com reproducao assexuada em equilibrio é dado pelo produto
entre w(oo) = e Y e o valor adaptativo do individuo mais apto, independentemente
dos detalhes do relevo adaptativo adotado. Esse resultado também é conhecido como
principio de Haldane-Muller, haja vista que J. B. S. Haldane [75] e H. J. Muller [137]
também notaram a irrelevancia do impacto seletivo das mutacgoes deletérias e obtiveram
a aproximacao 1 — U para o valor adaptativo médio. Esse fenémeno ocorre porque, no
balango mutacao-selecao, quanto maior é o coeficiente seletivo, menor é a freqiiéncia de
equilibrio de individuos com muitas mutacoes.

Mas é importante ressaltar que esse principio nem sempre é valido. Kimura e Ma-
ruyama admitiram que a seqiiéncia de replicacao mais rdpida na populagao nao teria
sitios neutros, ou seja, todas as mutacoes deveriam afetar seu valor adaptativo. A exis-
téncia de mutagoes neutras origina [13, 153, 173, 174, 183] uma pressao seletiva que dirige
a populagao a regioes do espaco de genotipos onde a densidade de seqiiéncias neutras é
alta, conferindo robustez contra mutacoes as seqiiéncias. Esse efeito pode ser intenso a

2

ponto ser mais vantajoso “ para a populacao assumir taxas mais baixas de replicacao,

desde que acompanhadas de maior robustez mutacional [185, 187].

3.6 Conclusoes

Em resumo, foram encontradas solugoes exatas para o comportamento dinadmico de po-
pulacoes infinitas nos relevos adaptativos mais empregados em modelos para a evolucao
de organismos simples. Esses resultados podem ser titeis em qualquer situagao experi-
mental em que se acredite que a dinadmica evolucionaria possa ser descrita pelos relevos

multiplicativo e truncado, pelo menos aproximadamente.

2Em inglés, esse efeito & descrito pelo trocadilho survival of the flattest (sobrevivéncia do “mais plano”,

ao invés de survival of the fittest, sobrevivéncia do mais apto).
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E importante ressaltar que a solucio deterministica no relevo multiplicativo é reconhe-
cidamente [111] ttil em estudos quantitativos da velocidade da catraca de Muller, embora
esse fendmeno ocorra somente em populagoes finitas. Na verdade, a distribuicao estacio-
naria da populagdo infinita é crucial na caracterizagao [26] da catraca de Muller em alguns
experimentos de transferéncias seriais de gargalo com populagoes de crescimento rapido,
discutidos no capitulo 4. A solucao dindmica certamente poderia ser empregada nesse
contexto ou mesmo viabilizar tratamentos teoricos em outros arranjos experimentais.

Embora o proprio conceito de limiar de erro tenha sido alvo de muitas criticas, alguns
estudos analisam a possibilidade de que, ao longo da evolugao de algumas populacoes
virais, tenha havido uma pressao seletiva sobre a taxa de mutagao do sistema de modo
a torna-la bem proxima ao limiar de erro [37, 91, 162|. Evidéncias experimentais sdo
discutidas em [42]. A razdo desse fendmeno seria a necessidade de constante adaptacgao
para escapar da reagao imunolégica nos organismos atacados pela populagao viral. Os
relevos de selecao truncada e de pico agudo ainda sao os modelos mais utilizados para

descrever tais sistemas ou quaisquer outros em que se acredita haver um limiar de erro.
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Capitulo 4

Actimulo de mutacoes em populacoes

de tamanho variavel

4.1 Introducao

O surgimento da reproducao sexuada entre organismos primitivos ainda é um tema
bastante controverso. Como uma populagao incipiente de mutantes que precisam gastar
energia procurando parceiros e, principalmente, cujo processo reprodutivo é metaboli-
camente mais intenso, poderia sobreviver & competicao contra seus rivais asexuados e
autonomos? Em 1964, H. J. Muller (1890-1967), ganhador do prémio Nobel de Medicina
e Fisiologia de 1946, concebeu uma possivel explicacao.

Ele conjecturou [138] que o valor adaptativo médio em linhagens asexuadas, desprovidas
de mecanismos de reparo genético, deveria decrescer com o passar do tempo se a taxa
com que ocorrem mutacoes deletérias fosse suficientemente alta em relacdo as taxas de
ocorréncia de mutagoes reversas ou benéficas. Nessas condigoes, flutuagoes estocasticas
inerentes a finitude da populacao seriam responsaveis por inevitaveis e sucessivas perdas
dos organismos melhor adaptados, em um processo que foi metaforicamente associado [56]
ao movimento de uma catraca e denominado a partir de entao como catraca de Muller.
A figura 4.1 ilustra esse fend6meno, cuja assinatura é o comportamento nao decrescente do

nimero minimo de mutagoes na populacao em func¢ao do tempo.
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Figura 4.1: Comportamento tipico da catraca de Muller. O ntimero minimo de mutagoes
na populacao em funcao do tempo é denotado por k;,. Para comparacao, também
estdo expostos os nimeros médio (kpeq) € maximo (kyax) de mutagoes, além do valor
adaptativo médio. Essas médias sao calculadas tendo como amostras todos os individuos
de uma populagao de tamanho constante que obedece uma dindmica de Wright-Fisher em

um relevo multiplicativo. Os saltos irreversiveis de ky,;, justificam o termo catraca.

Assim, parece plausivel imaginar a existéncia de uma pressao seletiva em favor do sur-
gimento do sexo [22], pois a recombinacao pode reverter o dano genético decorrente do
actiimulo de mutacoes deletérias e, dependendo da magnitude desse efeito, ele poderia com-
pensar a vantagem metabolica da reprodugao asexuada. Embora ainda nao haja evidéncia
direta que a catraca de Muller tenha realmente sido um fator importante no surgimento
do sexo, ela tem sido utilizada para justificar o decaimento do valor adaptativo em expe-
rimentos envolvendo linhagens assexuadas de protozoarios [8], bactérias [5], bacteriofagos
de RNA [21] e virus de RNA em mamiferos [46]. Além disso, especula-se também que a
catraca pode ser relevante em questoes como infertilidade masculina [28] e atenuacdo no
HIV (human immunodeficiency virus - virus da imunodeficiéncia humana), que pode de-

sencadear a AIDS (acquired immunodeficiency syndrome - sindrome da imunodeficiéncia
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adquirida) [193].

Apos Felsenstein ter adotado [56] o relevo adaptativo multiplicativo para descrever a
catraca de Muller, varios artigos, a comegar por [74], utilizaram-no na determinagao da
velocidade da catraca (taxa de perda das classes mais aptas) em funcao de s, U e N,
principalmente via simulagoes e aproximagoes de difusdo [81, 166]. Entretanto, nunca foi
encontrada alguma expressao analitica de validade geral, em todo o espago de parametros.
Recentemente, Brian Charlesworth e colaboradores também se dedicaram a analisar as
propriedades dinAmicas da catraca de Muller [24, 70, 71, 72].

O actimulo de mutagoes também constitui o fundamento do modelo de cadeias de bits
(bit-strings), introduzido [148] por Tadeu Penna em 1995. Esse modelo foi elaborado
originalmente para estudar processos de envelhecimento bioldgico em populagdes com
estrutura etaria. Entretanto, varias modificagbes tornaram-no uma ferramenta ttil para
analisar outros efeitos, como a depressao endogamica [163] ¢ a evolugao do sexo [12]. Esses
desenvolvimentos ja foram revisados em diversas ocasides [10, 134, 135, 136, 149, 165].

De fato, ha varios processos degenerativos associados ao actimulo de mutagoes além da
catraca de Muller. Um outro exemplo, claro, é o limiar de erro, discutido nos capitulos
anteriores. Mas é importante destacar que, embora em ambos os casos haja perda do
genotipo melhor adaptado, as origens dessas degeneracoes mutacionais sao distintas. Em-
bora limiares de erro também tenham sido descritos em modelos teéricos de populacoes
de tamanho finito, isso nao é fundamental, pois eles foram observados originalmente em
populacoes infinitas. E inevitével concluir que a competicdo entre mutacdo e selecdo é o
principal fator responsavel pelos limiares de erro. Por outro lado, a deriva genética é o
elemento chave na manifestacao da catraca de Muller, evidenciando seu carater essencial-
mente estocéstico. Assim, parece razoavel que modelos com flutuacoes mais intensas do
que aquelas presentes em populagoes de tamanho finito, mas fixo, possam revelar efeitos
inesperados.

Nessa linha de raciocinio, a maioria dos trabalhos recentes tém apresentado mode-
los de populagoes de tamanho varidvel. Além da funcgao exploratéria mencionada logo

acima, essa abordagem é promissora por permitir uma representacao mais fiel da rea-
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lidade. Afinal, expansbes e contracoes populacionais sao ubiquas tanto no laboratério
quanto na natureza. Além de extingoes e migragoes, outros exemplos importantes sao a
dindmica populacional de endosimbiontes [155] e patogenos |9, 85, 86] em seus hospedeiros
e a propagacao de infeccoes mediante a emissao de goticulas respiratorias no ar, seguida
pela rapida multiplicagao dos micrébios nelas transportados quando encontram um novo
hospedeiro nao infectado.

A relagao entre o ntiimero médio de descendentes de uma geracao e a capacidade de
suporte do ambiente também pode potencializar os efeitos da variabilidade no tamanho
da populacao. Quando a fecundidade é alta, a amostragem de Wright-Fisher, baseada em
valores adaptativos relativos em uma populacao de tamanho fixo, geralmente revela-se
uma ferramenta adequada. No entanto, é possivel que a degeneracao do valor adaptativo
médio no sistema seja acentuado, de modo que os valores adaptativos absolutos tornam-se
importantes. Se isso ocorrer, a populagao extingue-se rapidamente, pois & medida que
seu tamanho diminui, a catraca de Muller atua de forma progressivamente mais intensa.
Nesse caso, fala-se em derretimento mutacional (mutational meltdown). Esse fenémeno
foi considerado pioneiramente por Lynch e Gabriel [63, 118, 119] e pode afetar até mesmo
pequenas populagoes que apresentam reproducao sexuada [11]. Por outro lado, ha casos
em que a catraca pode ndo operar, mesmo em colonias sujeitas a extingdo [128].

Este capitulo é dedicado ao estudo de dois modelos em que a variabilidade no tamanho
da populacao é essencial na caracterizacao da degeneracao mutacional. Em primeiro
lugar, determina-se a distribuicao de probabilidade do ntimero minimo de mutagoes em
uma populagao sujeita a transferéncias seriais via “gargalos estocésticos”. No segundo
problema, um processo de ramificacao generalizado é utilizado para estudar os efeitos da

catraca de Muller em populacgoes sob crescimento exponencial.
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4.2 Transferéncias seriais com gargalos variaveis

1 que permitem a

O novo campo da evolugao experimental esta baseado em técnicas
determinacao do valor adaptativo médio de uma populacao de microorganismos mediante
uma comparacao de sua taxa de replicagao com um grupo de controle, preservado sob
condigbes anti-mutagénicas (resfriamento intenso, entre outros fatores).

H& um protocolo experimental em que, repetidamente, permite-se o crescimento (ex-
ponencial, nos primeiros estagios) de culturas de microorganismos por algum tempo, ao
fim do qual pequenas amostras da populacao sao colhidas para dar origem a novas cultu-
ras. Esse tipo de experimento é denominado, por razoes 6bvias, transferéncia serial com
gargalo (bottleneck). Os gargalos simulam a perda dos individuos mais aptos na deriva
genética e, apOs varias transferéncias, alguns efeitos da dindmica evolucionaria podem ser
estudados quando os mutantes sdo comparados com representantes da primeira cultura.

Experimentos desse natureza, envolvendo virus de RNA [41], deram origem a fortes
evidéncias [21, 25, 46] em favor da ocorréncia da catraca de Muller em sistemas reais.
Em particular, efeitos da largura do gargalo tém sido observados, conforme revisto em
[42]. De forma geral, nota-se que um grande niimero de transferéncias estreitas leva ao
acimulo de mutagoes deletérias na populacao viral, enquanto poucas e largas passagens
possibilitam o crescimento do valor adaptativo médio nas culturas. Provavelmente, este
ultimo comportamento é devido a ocorréncia de mutacoes benéficas e jamais pode ser

observado nos modelos de mutagoes deletérias e irreversiveis empregados nesta tese.

4.2.1 Ocaso N =1

Inspirados por essa bem estabelecida metodologia, Colato e Fontanari elaboraram um
modelo para estudar a catraca de Muller em populagdes assexuadas [26]. Como usual,
eles nao consideraram mutacoes reversas. Além disso, eles admitiram que o periodo de

incubacao subseqiiente a cada passagem seria longo o suficiente para que todas as novas

'Um artigo de revisdo acerca das diversas metodologias experimentais para o estudo da evolucio em

microorganismos foi publicado recentemente [51].
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culturas pudessem ser descritas por uma populacgao infinita em equilibrio e que a classe
mais apta nao seria perdida no processo de expansao. Com base nessas hipoteses, eles
apropriadamente argumentaram que o ntmero de passagens até a perda da classe mais
apta, com m mutacoes, deveria obedecer uma distribuicao geométrica 2 com probabilidade
de sucesso p = [1 — C,,(c0)]V, onde C,,(c0) é a concentracio assintética da classe m em
qualquer relevo adaptativo, se N individuos sao transferidos em cada passagem.

Tendo em vista o experimento de Chao [21], em que os gargalos consistiam na passagem
de apenas um virus, Colato e Fontanari também calcularam a probabilidade P.(m) de
que, na 7-ésima transferéncia em uma populacao evoluindo no regime multiplicativo,
um individuo com m mutagoes seja amostrado para fundar a préoxima geracao. Isso
s6 é possivel se o fundador da propria geracao 7 tiver n mutagdes, com n < m. Nessas
condigoes, sempre seré possivel sortear um m-mutante a partir da distribuicao de equilibrio
adequada. Quando todas as possibilidades sao levadas em conta, naturalmente surge a

equacao

Pum) = 37 Proy(mye L (1)

(m —n)!’
em que o termo poissoniano vem da Eq. (3.6). Segundo o procedimento descrito no

capitulo 3, a funcao geratriz
G.(2)=>_ 2"P:(n) (4.2)
n=0

viabiliza uma resolugdo recursiva da Eq. (4.1), que resulta em G,(z) = exp[(z — 1)7U/s]

e, conseqiientemente, gera a solucao

P.(m) = e TV/¢ L%f)m : (4.3)

O fundador de cada nova cultura sempre sobrevive e determina 3 a distribuicao de

equilibrio das concentracoes. Se ele portar m defeitos, o valor adaptativo assintotico

28e ha interesse apenas na ocorréncia ou niao de um evento em diversas tentativas, é conveniente deno-
minar uma das possibilidades como um sucesso, com probabilidade p, ou um fracasso, com probabilidade
q = 1—p. A distribuicio geométrica P(n) = ¢"~1p corresponde & probabilidade de que o primeiro sucesso

s6 ocorra na n-ésima tentativa.

3Consultar o capitulo 3 para uma discussio mais detalhada.
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médio w da populagdo ¢ dado pela Eq. (3.7), escrita na forma
W=eY(1—s)" (4.4)

Porém, como o processo de transferéncia faz com que m seja uma variavel aleatoria, é
preciso combinar a equagao acima com a Eq. (4.3) para obter a esperanca 4 do g-ésimo
momento do valor adaptativo médio da populagao no estado de equilibrio alcancado apos
a T-ésima passagem,

(@) =Y [0 =)™ Pr(m) = e VeV, (4.5)

m=0
onde 6, ¢ dado pela Eq. (3.10).

Colato e Fontanari utilizaram um raciocinio indutivo para obter a Eq. (4.3). Mas, de
forma geral, P.(m) pode ser vista como a probabilidade de que o nimero minimo de mu-
tagoes no sistema apos a 7-ésima passagem seja m. Esse ponto de vista, juntamente com
o formalismo de funcoes geratrizes, possibilita uma abordagem sistematica do problema,
e o0 objetivo desta secdo é justamente generalizar esse estudo para diferentes tamanhos
de amostra. Afinal, a passagem de apenas um individuo é um caso extremo, tornando
questionével qualquer tentativa de extensao de fendmenos observados no modelo a popu-
lagoes reais. Além disso, os autores de [26] ja tinham obtido os dois primeiros momentos,
(@) = e Ve ™V e (0?) = e e V() ¢ destacado o fato de (@) ser independente de
s, o que exige medidas da razdo (02) / (©)* = Vs para determinar o coeficiente sele-

tivo. E interessante investigar como diferentes esquemas poderiam afetar a determinagao

empirica de s e U.

4.2.2 Formalismo geral

Cada termo no somatorio da Eq. (4.1) é o produto de P,_i(n) pela probabilidade

P(Yy = m | n,N) do niimero minimo de mutagdes em uma amostra de tamanho N

colhida em uma populacao cujo individuo mais apto porta n defeitos, no caso N = 1. E

4Essa esperanca refere-se 4 média tomada no ensemble de populacdes, em contraposicdo a média

referente aos membros de uma populacio no estado assintético, w.
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possivel calcular essa probabilidade condicional para qualquer NV, mas os desenvolvimentos
posteriores exigirao a adogao um relevo multiplicativo. Seja X; a carga mutacional do
i-ésimo membro da amostra. E claro que todos os X; seguem a mesma distribuicdo e é
conveniente definir

(U/s)™"

An = P(X; >m | n) = e Uls 2 ,
W= PXzm =) e

Jj=m

(4.6)

que é a probabilidade de um individuo com pelo menos m mutagoes ser sorteado em uma

populacdo fundada por um n-mutante. A distribuicdo de probabilidade do minimo de

uma amostra aleatéria, Y, = min; X;, i = 1,..., N, é bem conhecida ° , sendo dada por
P(Yi =m ‘ n, N) = aﬁ,n - a%-}—l,n' (47)

Contudo, essa generalizacao ainda nao é suficiente. Também é preciso considerar todos
os possiveis valores do tamanho da amostra quando ele é uma variavel aleatéria N', com
distribuigdo P(N’). Portanto, ao invés da Eq. (4.1), a expressao adequada é

Pim) =3 3. Pri(n)P(Y = m | n, N')P(N). (48)

n=0 N’
Felizmente, pelo menos no relevo multiplicativo, a equagao acima ¢é solivel para algumas
distribui¢oes do tamanho do gargalo que parecem condizentes com o arranjo experimental.
Em todos esses casos, a fungao geratriz (4.2) reduz-se a forma G.(z) = [g(z)]”. Se g(z)

admite a expansdo em série de Taylor g(z) = > .7, grz", onde

gr = ({aio — 410)) (4.9)

e ((-)) denota uma média pela distribuigdo P(N’), entdo, por igualdade dos coeficientes

de poténcias de mesmo expoente,

PT(m):Z...Z{(S (mzz'j)r[gij}, (4.10)

ir=0

5As estatisticas de ordem Y;, dadas pelo ordenamento crescente da amostra, ndo sdo equidistribuidas
[19, 131]. Pela independéncia entre os X;, P(Y1 < k)=1-P(Y1 > k) =1-P(X; > k,..., Xy > k) =1—
[P(X; > k)]V, de modo que P(Y; =m) = P(Y1 <m)—P(Y1 <m—1) = [P(X; >m)]N - [P(X; >m)]V.
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onde §(.,.) é a delta de Kronecker ¢ . A Eq. (4.10), aparentemente complicada, possibi-
litaria a construgao numérica de P,(m) de uma forma bem mais eficiente ” do que a Eq.
(4.8).

Entretanto, como no modelo original, o individuo mais apto entre os membros da
amostra que da origem a uma populacao infinita sempre sobrevive e determina o estado
assintotico. Portanto, o que realmente torna a Eq. (4.10) relevante é o fato dela e a Eq.
(4.4) poderem ser combinadas para determinar o g-ésimo momento do valor adaptativo

médio da populagao no estado estacionério apds a 7-ésima passagem,

[e.9]

(W?) = [e77 (1= )" P.(m) = eV (B,)7, (4.11)
onde
B, = 2(1 — 5)%g;. (4.12)

Ha evidéncia experimental [36] de que o logaritmo de (@) decai linearmente com o

namero de passagens 7. Esse comportamento é previsto pela Eq. (4.11). Quando ¢ =1,
In(w) =-U+7ln (4.13)

e a taxa de decaimento, 31, é positiva mas menor que um, implicando um coeficiente
angular negativo. Além disso, nota-se que a taxa de mutacgao U pode ser obtida mediante
o coeficiente linear da reta. Portanto, uma vez conhecido U e fixada uma distribuicao de
probabilidade para o tamanho dos gargalos, (5, depende apenas de s e, pelo menos em
principio, o coeficiente seletivo também poderia ser determinado mediante a mensuragao
apenas de (W), em contraste com o caso mais simples.

Os autores de [26] ja tinham feito consideragbes semelhantes, mas o carater notével
dos resultados aqui expostos é que, admitido um relevo multiplicativo, eles demonstram
ser possivel inferir os pardmetros biologicamente relevantes, s e U, em diversos protocolos
de transferéncias seriais e nao apenas no experimento de Chao.

6 1, sea=b;
d(a,b) = . 2
, sea .

"Na verdade, devido & delta de Kronecker, nio ha contribuicdo aos somatérios quando qualquer um

dos indices é maior que m.
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4.2.3 Caracterizacao da taxa de decaimento linear

Dessa forma, ¢ preciso estudar como a selegao e as mutacoes influenciam f3,. Parece
que apenas o modelo original admite uma solu¢do analitica geral, dada pela Eq. (4.5).
Mas o comportamento de 3, quando s, U e N tendem a seus valores extremos pode ser
determinado mediante uma analise cuidadosa das Eqs. (4.6), (4.9) e (4.12). E conveniente
fixar o raciocinio no caso dos gargalos com tamanho fixo, embora as conclusdes tenham
validade geral.

O caso N = 1 corresponde a 3, = e~Y%. Por outro lado, quando N — oo, 04% — 0;0 €
B, — 1. Realmente, os individuos mais aptos tendem a ser sempre transferidos e (@) nao
decai. Contudo, essa tendéncia pode nao se manifestar se os outros parametros impuserem
um comportamento diferente a 3,. Por exemplo, enquanto U — 0 tem exatamente o
mesmo efeito de N — oo, U — oo faz com que o;90 — 1 e 3, — 0. Quando s — 0,
também ha uma redugao no valor de [3;, mas nao necessariamente tao intensa. E preciso
notar que »_°, g; = 1, mas que praticamente toda a contribuigdo a esse somatorio ¢ dada
pelos termos i pertencentes a algum intervalo centrado na média U/s e com amplitude
proporcional ao desvio padrdo \/U/s. Nessa regido, o termo (1 — s)% na Eq. (4.12) é

constante,

lim (1 — )/ (F2VE) Z i (1 = 6% = e, (4.14)

s—0 s—0
onde 1 é uma constante qualquer. Portanto, quando s — 0, 3, — e %Y. Finalmente, se
s — 1, é facil ver que 8, — 1 — (1 —e V)N,
Esta tltima expressao é condizente com os dois comportamentos extremos de U e com
N — o00. Se U for substituido por Uf,, os limites N — 1 e s — 1 também passam a ser
satisfeitos. Dessa forma, parece razoavel conjecturar que a taxa de decaimento (3, possa

ser descrita pela equacgao

Nh(s,U,N,q)

By=1—[1—e V0] , (4.15)

desde que a hipotética fungdo h(s,U, N,q) seja tal que h — 0 quando s — 0 e h — 1
quando s — 1, o que é suficiente para satisfazer todas as restricoes apresentadas. Quando

N ¢é uma variavel aleatoria, é preciso calcular a média na distribuicao utilizada.
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Embora a fungdo h = h(s) = s, com v &~ 0.5, aproxime satisfatoriamente o compor-
tamento exato de [3; para valores pequenos de s, nao foi possivel obter uma expressao
valida em todo o espago de parametros e, mesmo que a forma funcional adotada para (3,
esteja correta, é provavel que h nao admita uma representacao em termos de um niimero
finito de fungoes elementares. De forma geral, essa anélise nao levou a maiores progressos
e o estudo numérico da expressao exata dada pela Eq. (4.12) revelou-se mais produtivo.

No apéndice D, discutem-se em detalhes as propriedades das distribuicoes de pro-
babilidade empregadas para descrever a largura dos gargalos, inclusive as modificacoes
necessarias para desconsiderar a possibilidade de gargalos de tamanho nulo. Na distribui-
¢ao binomial (B), em que a varidncia sempre é menor que a média, a razdo entre essas
grandezas foi fixada em 0, 8. Por outro lado, o comportamento inverso ocorre na mistura
Poisson-gama (PG) e aquela razao foi fixada em 10. A terceira distribuigdo empregada, a
de Poisson (P), é conhecida pela igualdade entre média e varifncia e apresenta um com-
portamento intermediario entre as outras duas. Nao houve diferencas qualitativas entre
seus comportamentos e, para gargalos largos, nao houve nem mesmo diferencas quantita-
tivas. Portanto, nas figuras abaixo, uma legenda como N = PG = 200 significaria que,
além da curva correspondente a um gargalo fixo de tamanho N = 200 e daquela que
representa uma mistura Poisson-gama de média 200 serem coincidentes, também o sao os
graficos das distribuigoes binomial e Poisson de mesmo valor médio.

A figura 4.2 ilustra o comportamento de 5, em funcao de s. Quando N = 1, observa-se
os valores constantes previstos em [26]. Entretanto, em geral, 3; é uma fungio crescente
da intensidade de selecao enquanto a catraca de Muller estiver ativa. Como mencionado
acima, a incerteza na largura dos gargalos s6 é relevante quando N é pequeno. Nessa
situacao, quanto maior é a variancia, mais lenta é a degradacao mutacional, até mesmo
porque as flutuagoes privilegiam, assimetricamente, amostras maiores que a média. Con-
vém destacar, entretanto, que esse efeito ja se mostra menos acentuado quando N = 2 do
que para gargalos com tamanho médio 1. Para U = 0.1 e U = 1, N = 10? ja é suficiente
para (3; ser indiferente a eventuais oscilagoes no processo de transferéncia serial.

Sem duvida, o aspecto mais importante da figura 4.2 é o forte crescimento de (3
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quando o coeficiente seletivo é positivo mas muito proximo a 0. Isso mostra que (w) é
extremamente sensivel a variagoes em s justamente na condi¢ao biologicamente relevante,
o regime de selecao fraca. Esse efeito torna-se mais acentuado & medida que os gargalos
tornam-se mais largos, como mostram as curvas U =1, N =102 e U = 1, N = 10°.
Taxas de mutagao mais altas também aumentam essa sensibilidade. Elas afetam forte-
mente 31, como pode ser observado na figura 4.3, onde é utilizada uma escala logaritmica
para melhor evidenciar as diferengas entre as propriedades do modelo generalizado e o
comportamento exponencial do caso N = 1. Como se vé, selecao forte é necessaria para
haver desvios significativos: gargalos enormes como N = 10 s6 comecam a ser notados

quando s é da ordem de 1074

Figura 4.2: Influéncia da selecao em f;.
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Figura 4.5: Influéncia da mutagao em (35 / 3?. A dependéncia ¢ tdo suave que a escala

logaritmica nao foi necessaria.

O comportamento da razao p = 3,/ 5?7, que esta diretamente relacionada aquele da
variancia de w, esta ilustrado nas figuras 4.4 e 4.5. Considerando o resultado das trans-

U como uma primeira aproximacio para o caso geral, nao é

feréncias unitérias, py—1 =€
surpreendente que p seja crescente, tanto em s quanto U, para varias combinagoes desses
parametros. Mas esse comportamento nao é universal, como pode ser visto nas curvas
U=1,N=10e U =1, P = 10 da figura 4.4, embora as discrepancias ocorram para
valores altos de U e excessivamente altos de s. Para valores baixos dessas grandezas, o
comportamento é exponencial e p é bem proxima de 1, como mostra a figura 4.5, que
adota uma intensidade de selegao j& considerada alta. Observa-se que passagens largas
sempre reduzem a variabilidade no valor adaptativo e que, na situacao oposta, as flutua-

¢oes no tamanho dos gargalos tem um comportamento complexo, em nada lembrando a

regularidade no comportamento de j3;.
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4.2.4 Conclusoes

O modelo analitico discutido nesta se¢ao descreve adequadamente a dindmica evoluci-
onéria de uma populacao sujeita a transferéncias seriais com gargalos arbitrarios. Com
efeito, o fato do decaimento do logaritmo do valor adaptativo com o niimero de passa-
gens ser linear nao depende da distribuicao de probabilidade do tamanho dos gargalos,
conforme a Eq. (4.13). Esse comportamento, na verdade, decorre da adogao do relevo
multiplicativo. Apés cada transferéncia, quando o equilibrio é atingido, a distribuicao
assintotica é dada pela Poisson truncada da Eq. (3.6), que tem sempre o mesmo formato,
apenas deslocado. Dessa forma, a cada passagem, a catraca d4 o mesmo ntmero médio
de “cliques”, que correspondem & mesma reducao relativa do valor adaptativo. Portanto,
os decaimentos lineares observados experimentalmente podem estar associados a auséncia
de epistase.

A generalizagao do esquema pioneiro de Colato e Fontanari pode ter conseqiiéncias
importantes. Como a amostragem de uma fracao aleatéria de cada cultura é bem descrita
pelo novo formalismo, o procedimento experimental torna-se mais simples, pois nao ¢é
necessario o isolamento de um microorganismo em cada passagem. Além disso, o modelo
original requer medidas das flutuagoes de @ para estimar s, mas esses efeitos podem
ser pequenos demais (ver figura 4.5) para gerar estimativas confidveis. Por outro lado,
o modelo generalizado s6 requer medidas de (W) para determinar U e s e tem grande
sensibilidade ao coeficiente seletivo quando os gargalos sao largos, como foi discutido na
apresentacao dos resultados. Altas taxas de mutacao reduzem as incertezas na estimagao
em ambos os casos e podem ser induzidas artificialmente. Dessa forma, o formalismo

introduzido parece ser uma contribuicao interessante ao estudo da evolugao molecular.
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4.3 Processos de ramificacao e catraca de Muller em
populacoes sob expansao exponencial

A discussao da secao anterior admite que os mais aptos individuos coletados em cada
transferéncia sempre sobrevivem ao processo de expansao, sendo responséaveis pela ca-
racterizagao do estado eventualmente atingido pela populagao infinita em equilibrio. Se
os gargalos sao estreitos, essa hipotese é certamente inadequada, pois as flutuagoes esta-
tisticas sao mais importantes justamente quando populagoes sao pequenas. Nesta secao,
argumenta-se que processos estocasticos de ramificacao sao uma ferramenta extremamente
versatil para descrever os processos de rapido crescimento populacional empregados nes-
sas situagoes. Para ilustrar esse ponto de vista, esse formalismo é utilizado para estudar
analiticamente dois modelos elaborados por outros autores para suprir essa deficiéncia,
mas que s6 foram explorados mediante simulagdes computacionais.

Grosseiramente, pode-se descrever um processo de ramifica¢do [96] como um processo
estocéstico em que um objeto da origem a um ntimero aleatério de outros objetos, in-
dependentemente do resto do sistema. No caso mais simples, todos os objetos sao da
mesma natureza e, conseqiientemente, nao ha qualquer estrutura na populacao. Mas ha
uma generaliza¢do, denominada processo de ramificagdo de muitos tipos (PRMT), que
foi concebida especialmente para lidar com situagoes em que objetos distintos geram sua
“prole” com diferentes distribuicoes de probabilidade.

Nos modelos considerados nesta secao, a populagao organiza-se naturalmente em um
numero infinito, mas enumeravel, de classes. Dessa forma, foi concebido um processo de
ramificagao de infinitos tipos que, embora careca de rigor matematico, apresentou resul-
tados numéricos consistentes. Mesmo assim, resultados importantes podem ser obtidos a
partir da teoria bésica de processos de ramificacdo. As populacoes consideradas evoluem

em tempo discreto, com distribuicoes estéticas de tamanho da prole.
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4.3.1 Processo de ramificagao simples (PRS)

A ubiqua fungdo geratriz (FG) revela-se uma ferramenta essencial também no estudo
de processos de ramificacao. No PRS, é conveniente definir uma FG para o tamanho da

prole de um individuo,

p(z) =Y P[M =m]2", (4.16)

¢(z,t) = Y P[N(t) = n]z". (4.17)
Essas duas funcgoes relacionam-se entre si através da importante expressao

P(2,1) = ¢lp(2), t — 1], (4.18)

que é uma conseqiiéncia [96] da independéncia na reproducdo. Quando o processo inicia-se

com um fundador, ¢(z,1) = p(z) e a recorréncia acima é equivalente & equagao

¢(za t) = 90[¢(Z7t - 1)] (419)

Da Eq. (4.17), segue que a probabilidade de que a populagao esteja extinta no instante

t é dada por
7(t) = P[N(t) = 0] = ¢(0,1) (4.20)
e, a partir da Eq. (4.19), obtém-se a expressao

7(t) = plw(t — 1)]. (4.21)

A probabilidade de exting¢do eventual, m(c0), é tal que 7(0c0) = p[m(oc0)]. Pela definigdo
de uma FG, m(0c0) = 1 sempre é uma raiz dessa equagao.

Uma propriedade bem conhecida na teoria de processos de ramificac¢io [96] é que o mapa
descrito pela Eq. (4.21) admite um segundo ponto fixo, que corresponde & probabilidade
de extingdo eventual se, e somente se, (M) > 1, onde (M) é o tamanho médio da prole

de um individuo. A necessidade dessa condi¢ao é intuitivamente 6bvia, haja vista que

52



uma linhagem que tende a ter cada vez menos componentes esta fadada a extingdo. Uma
justificativa formal dessa propriedade é dada pelo limite assintotico da relagao entre os

valores esperados de M e N(t),

vy ={ 2= oy (4.2

em que a primeira igualdade é uma conseqiiéncia da Eq. (4.17) e a segunda, de qualquer

uma das Egs. (4.18) e (4.19). No ponto de bifurcagdo (M) = 1, flutuagdes conduzem o

sistema a extincao.

4.3.2 Processo de ramificacao de infinitos tipos (PRIT)

Nesta se¢ao, é conveniente discutir algumas notagoes detalhadamente. Qualquer vetor
u deve ser visto como um conjunto de um nimero infinito de componentes cujo primeiro
indice ¢é 0, para denotar os individuos livres de mutagoes. Explicitamente, u = (ug, u1, . . .).
Também é conveniente definir u = <u(j),m>, onde u¥) = (ug,...,u;_1) tem j compo-
nentes e ul) = (wj, wjt1, - ..), para qualquer j > 1. As mesmas regras aplicam-se a vetores
constantes. Logo, 00 representa um vetor com j componentes nulos e, apesar de 10) ter
infinitos elementos e, portanto, parecer idéntico a 1, esses objetos sao diferentes, haja
vista que o primeiro indice a que se refere 10) ¢ J, e nao 0.

No PRIT, N;;(t) é o ntimero de individuos na classe j no instante ¢, dado um fundador
na classe i, e o sistema é completamente caracterizado pela configuragdo Nj(¢) e sua
hierarquia de FGs,

¢i(z.t) =Y P[Ni(t) =n] [ =". (4.23)

J=0

A FG associada a distribugao de probabilidade conjunta da prole de um individuo do tipo
1 é
pi(z) => PM; =m| [ z*, (4.24)
m k=0

se M;; descendentes enquadram-se na classe j. As generalizacoes adequadas [96] das Egs.

(4.18) e (4.19) para o PRIT sao

¢<Z7 t) = ¢[90(Z)7 t— 1]7 (425)
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em geral, e

¢<Z> t) = 90[¢<Z7t - 1)]7 (4'26)

quando ha somente um fundador. Portanto, a FG que caracteriza a populagao em um
certo instante depende das FGs na geragao anterior obteniveis a partir de todos os possiveis
tipos de fundadores.

Um resultado rigoroso da teoria do PRMT assegura que toda a populagao extingue-se
assintoticamente se o maior autovalor da matriz (M) = {(M,;)} com elementos estrita-
mente positivos ndo exceder um [96]. Embora a matriz (M) neste estudo seja infinita e
tenha elementos nulos, como serd mostrado adiante, essa propriedade ainda serd obede-
cida.

Mas questoes acerca de extingoes adquirem um sentido mais amplo no PRIT, pois
agora € possivel estudar as condigoes de sobrevivéncia de algumas classes especificas na

comunidade. Sejam
m(j,t) = P [Ni(j) (1) = 0@} (4.27)

a probabilidade de que o menor indice de uma classe populada no instante t seja pelo

menos j, dado um fundador na classe i, e
oi(j.t) = P [N () = 00| (4.28)

a probabilidade de que o maior indice de uma classe populada no instante ¢ seja no maximo
j — 1, dado um fundador na classe i. Pelas Eqs. (4.23) e (4.26), 7 (j,t) e o(j,t) obedecem

a equagoes de recorréncia idénticas,

w(j,t) = ¢ [(09,100) ,t] = plm(j,t — 1] (4.29)

o(j,t) = b [(1@,@) ,t] — plo(j,t —1)], (4.30)

respectivamente. As condicoes iniciais quando ha um fundador do tipo i sdo
1, sej <1

mi(7,0) = (4.31)
0, sej>u1
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e 0;(4,0) =1—m(4,0).

Claramente, a probabilidade de qualquer conjunto de classes estar extinto obedece &
mesma forma recursiva. Entretanto, os casos definidos acima sao particularmente im-
portantes, especialmente 7(j,t), que determina o comportamento da catraca de Muller
mediante a distribucao de probabilidade do menor indice 7 de uma classe presente na

geracao t,
Ii;(t) = mi(5,t) — m(j + 1, 1), (4.32)
se o fundador for do tipo 7, e o valor médio do ntimero minimo de mutagoes na populacao,
(kmin (1)) = Zjnz‘j(t> (4.33)
j=1
conseqilientemente. De forma anéloga,
%ij(t) = 0i(j + 1,1) — 03(j, 1) (4.34)

¢ a probabilidade do maior indice j de uma classe ocupada na geracao ¢ por um descen-

dente de um fundador do tipo i e
(Emax () =Y _ 7545 (8). (4.35)
j=1

Em uma analogia direta com o caso unidimensional, o valor médio de V;;(t), obtido de

sua FG, Eq. (4.23), é

oy - {20 (436)

A Eq. (4.25) leva a expressao

o0

(Nij(1) = > (Myg) (Ni(t — 1)), (4.37)

k=0

que, dada (N(t)) = {(N;;(¢))}, claramente leva & equagdo matricial

(N(®)) = (M)", (4.38)
considerando que N(0) = I, em que | é a matriz identidade.
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4.3.3 As linhagens em crescimento de Fontanari et al
O modelo

Recentemente, Fontanari, Colato e Howard (FCH) descreveram [57] um possivel cenério
para o funcionamento da catraca de Muller em linhagens asexuadas em crescimento. Eles
elaboraram um modelo estocastico de tempo discreto que evolui a partir de um fundador
sem mutagoes e onde cada membro da populagao contribui para a proxima geragao com
um numero aleatoério de filhos, dado por uma distribuicao de Poisson de média R. Como no
capitulo 3, o nimero de mutagoes em uma seqiiéncia é a soma dos defeitos transmitidos via
heranga genética com os novos erros de replicacao, cuja quantidade é distribuida segundo
uma Poisson de média U. Portanto, a carga mutacional dos individuos naturalmente
organiza a comunidade em um ndmero infinito de classes.

Mas nem todos os filhos sobrevivem para reproduzir-se. No modelo de FCH, considera-
se uma probabilidade de sobrevivéncia que varia inversamente com a carga mutacional,
segundo a mesma fun¢dao que descreve um relevo multiplicativo. Neste caso, entretanto,
trata-se de valor adaptativo absoluto, pois o estado do resto da populacao nao influencia
o destino de qualquer seqiiéncia. De fato, a esséncia desse modelo é o fato de cada mem-
bro da comunidade reproduzir-se ou morrer de forma completamente independente dos
demais. Essa auséncia de competicao é uma condi¢ao necessaria para que uma populacao
exiba crescimento exponencial.

Em [57], FCH obtiveram alguns resultados analiticos no caso em que s = 0, ou seja,
quando todos os filhos certamente sobrevivem, independentemente de seus defeitos. Espe-
cificamente, no caso neutro, FCH haviam obtido uma equagao recursiva para a grandeza
que determina o comportamento da catraca de Muller, a distribui¢cao de probabilidade do
numero de mutagoes do individuo mais apto da populagao na geracao t. Além disso, no
mesmo regime, eles determinaram uma condi¢ao necessaria para a sobrevivéncia assinté-
tica da comunidade (R > 1) e uma condi¢do necessaria e suficiente para o travamento da
catraca nas linhagens sobreviventes (R > eV). No caso mais geral, eles afirmaram que

a catraca de Muller permanece inativa para qualquer s > (0, mas tiveram que recorrer a
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simulacoes para caracterizar o comportamento da populacao.

Aplicagao do PRS

Varios desses resultados podem ser obtidos a partir da teoria basica de processos de
ramificacao. Inicialmente, considere-se o caso neutro. Se a carga mutacional de cada
seqiiéncia for desconsiderada, todos os membros da populagao sao idénticos e a evolucao
do sistema é descrita exatamente por um PRS. Dessa forma, R > 1 é uma condigao
necessaria a sobrevivéncia de toda a populagdo quando s = 0. Além disso, a recorréncia
para a probabilidade de sobrevivéncia S(t) = 1 — 7(t) de uma linhagem no caso neutro

dada em [57],
S(t+1)=1—exp[—RS(t)], (4.39)

¢ apenas um caso particular da Eq. (4.21) quando ¢(z) é a FG de uma Poisson de média
R.

Um dos objetivos principais de FCH era a determinacao das condigoes necessérias
ao travamento da catraca de Muller. Apés algum esforco, eles concluiram que R > eV
é um critério necesséario e suficiente no caso neutro. Mas esse resultado pode ser obtido
simplesmente restringindo a atencao a subpopulacao de seqiiéncias mestras. Pelo teorema
de decomposicao invocado na segao anterior, cada individuo sem mutagoes da origem a um
ntimero médio de Rf(0 | U)go = Re™V descendentes idénticos a si proprio, segundo um
PRS poissoniano. Como nao ha mutagoes reversas, nenhuma outra classe gera seqiiéncias
mestras. Portanto, se Re”Y < 1, essa subpopulacdo certamente se extingue. Quando
s = 0, o mesmo argumento se aplica a qualquer classe de mutantes que, pela extingao
de seus competidores, venha a dispor dos individuos com menor carga mutacional na
populacdao. A conclusdo inevitavel é que, se R > 1 mas R < eV, nenhuma classe é estével
e, conseqiientemente, a catraca de Muller nunca travara nas populacoes que eventualmente
sobreviverem. Por outro lado, se R > eV, ha uma probabilidade positiva S(co) de que a
classe com menor carga mutacional sobreviva ao processo de expansao, dada pela solucao

assintotica da Eq. (4.39) quando R — Re™ V. Cada giro da catraca equivale a reiniciar
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0 processo, sempre com uma probabilidade positiva de sobrevivéncia. Portanto, se a
populacao nao se extinguir, alguma classe eventualmente sobrevivera e travara a catraca.

Um argumento bem simples esclarece porque a catraca de Muller nunca esta ativa
quando ha decaimento. Por definicao, se a catraca nao trava, o nimero minimo de muta-
¢Oes no sistema cresce irrestritamente. Além disso, a fungao w; decresce monotonicamente
a zero com a carga mutacional. Logo, para qualquer s > 0, em qualquer realizagao par-
ticular em que a catraca estivesse ativa, ha um instante (aleatorio, mas dependente de s)
em que todos os individuos tém tantas mutagoes que a probabilidade de sobrevivéncia de
qualquer um deles ¢é arbitrariamente préxima a zero. Portanto, nenhuma populagao pode
suportar um actmulo incessante de mutagoes e a catraca certamente precisa estar tra-
vada em qualquer linhagem que sobreviva indefinidamente. Esse argumento obviamente
se aplica a qualquer lei de decaimento que se anula assintoticamente. Uma outra conclu-
sdo inevitavel é que R > eV revela-se como uma condi¢io necessaria para sobrevivéncia
da comunidade na presenca de decaimento, pois as seqiiéncias mestras nao sao afetadas
pela selecao. Se elas nao tiverem chances de sobreviver, o mesmo ocorrera com os mu-
tantes. Dessa forma, extrapolando um resultado do PRMT para o PRIT, nao parece ser

coincidéncia que o maior autovalor de (M) seja exatamente (My) = Re Y.

Aplicagao do PRIT

Neste momento, é conveniente adotar uma notacao mais explicita para a probabilidade

de uma variavel aleatéria poissoniana de média A assumir o valor k,

e AN
Flk[A) = ——, (4.40)
e para sua FG,
(z|A) = Zf (k| A)z" = exp[A(z —1)]. (4.41)
k=0

Processos de Poisson desfrutam de uma importante propriedade de decomposicao 20|
que afirma que, se cada objeto gerado por um processo de Poisson de média R for associado

a uma certa classe ¢ com probabilidade p; e independentemente dos demais objetos, entao
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o tamanho da populagao da classe ¢ ¢ distribuido segundo uma distribuicao de Poisson
de parametro Rp; e é independente das demais classes. Essa decomposicao corresponde
exatamente ao papel da mutagao e da selegdo por morte no modelo de FCH. A mutagao
faz uma “pré-classificacao” da prole de um individuo nas diversas classes acessiveis naquele
momento, mas a selecao estocasticamente escolhe alguns desses descendentes para serem
direcionados a uma classe extra, que abriga os mortos, que é completamente irrelevante
para a descrigao do problema. Portanto, p; na discussao acima deve levar em conta tanto
a mutagao quanto a probabilidade de decaimento, w; = (1 — s)".

Dessa forma, no modelo de FCH, M;; ¢ o ntimero de individuos com j mutagoes que

descendem diretamente de um i-mutante e
P[M;; =m] = flm | Rf(j —i|U)wy] (4.42)

quando j > i e 0 nos demais casos. A matriz (M) = {Rf(j —¢ | U)w,} ¢é triangular
devido a auséncia de mutacoes reversas. Além disso, a independéncia entre as classes faz
com que, se m; = 0 para todo j < 1,
PM; = m] = [ flm; | Rf(j —i | U)wy]. (4.43)
j=i
A forma explicita da FG do tamanho da prole,

oits) = [ exo {R%wj 2 — 1}} , (4.44)

¢ obtida a partir das Eqs. (4.24), (4.41) e (4.43). Pela Eq. (4.29),
Jj—i—1 e—UUk
mi(j,t) = H exp {RTwHk[WHk(j,t —-1) - 1]} : (4.45)
k=0

O produto torna-se finito porque 7;(j,t) = 1 quando j < i. Quando s = 0, m;(j,t) depende

apenas de j —i e, se Q,(t) = m;i(i + n,t),

Qn(t) = l:[ exp {R%[an(t —1) - 1]} . (4.46)

A condigao inicial para esta equacdo é Q,(0) = 0. A evolugao de o(j,t) é dada pela Eq.

(4.45) com o produto ilimitado.
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Neste modelo, o fundador sempre foi escolhido como uma seqiiéncia mestra. As figuras
4.6 e 4.7 ilustram a dependéncia temporal dos valores médios das cargas mutacionais
minima e maxima na populacao, respectivamente, considerando apenas as realizagoes
em que a populacao nao esteja extinta. Portanto, os graficos apresentados sao obtidos
mediante a divisdo das grandezas das Eqs. (4.33) e (4.35) pela probabilidade 1 — (o0, t)
(ou 1 — 0¢(0,t)) de alguma classe estar populada no instante ¢, embora a nota¢ao nao
indique isso explicitamente.

Na figura 4.6, observa-se claramente o travamento da catraca de Muller para qualquer
s > 0, como antecipado por FCH. Além disso, como R > eV, o mesmo ocorre no regime
neutro. Entre as curvas apresentadas, nota-se que (ky;,) anula-se assintoticamente quando
s > 0.3. Ha uma explicagao simples para esse comportamento, que pode ser usada
no calculo de cotas superiores para (kpy,). Os individuos com apenas uma mutagao
contribuem para essa grandeza somente se houver realiza¢oes em que eles possuam a carga
mutacional minima. Ora, se isso ocorrer, essa classe de individuos nao recebe contribuigoes
de qualquer outra e s6 tem chances de sobreviver indefinidamente se gerar, em média,
mais de um representante da propria classe a cada geragao. Para ilustrar esse argumento,
destaca-se que Re V(1 — s) ~ 1.07 para s = 0.2, enquanto Re Y(1 — s) ~ 0.94 para
s = 0.3. Em geral, (ky;,) ¢ limitado superiormente pelo menor i tal que Re=Y(1—s)" < 1.

Como o actumulo excessivo de mutacoes resulta em morte quando ha decaimento, era
previsivel que (kp.x) fosse limitado, como realmente se vé na figura 4.7. Apo6s algum
tempo, todos os graficos para s > 0 estabilizam-se (a curva para s = 0.03 ndo ultrapassa o
valor 61, por exemplo). Por outro lado, a carga mutacional maxima cresce indefinidamente
quando s = 0. Como seria esperado intuitivamente, a figura 4.7 mostra que, quanto mais
forte é a selecao, menor é a carga mutacional maxima. Mas isso chama a atengao para

uma importante peculiaridade da figura 4.6 que ainda nao foi discutida.
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Figura 4.6: Valor médio do niimero de mutagoes na classe mais apta em fungao do tempo,

dado que a populagao nao esta extinta.
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Figura 4.7: Comportamento dindmico do nimero médio de mutagoes do individuo mais

defeituoso da populac¢ao, admitida a sobrevivéncia da populacao.
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Como FCH ja haviam observado em suas simulagoes, é possivel que (k) cresca com
s durante algumas geragoes, para valores baixos do coeficiente seletivo. Entretanto, esse
fenébmeno, agora ratificado por uma anélise exata, ainda precisa de uma justificativa
satisfatoria, haja vista que a analise de FCH implicitamente admite competicao dentro
da populagao. Antes de tudo, é importante destacar que essa aceleracao da catraca
em resposta ao crescimento de s também é observada no valor médio incondicional de
(kmin) € que, implicitamente, o raciocinio intuitivo visualiza a a¢ao dos diferentes niveis
de selecao em um mesmo contexto. Entretanto, em cada geracao, o decaimento atua em
diferentes distribui¢coes do niimero minimo de mutacoes, construidas ao longo do tempo
ja sob o efeito de s. O ponto fundamental é que, quando s é pequeno, o crescimento
da populagao e a pressao mutacional paulatinamente deslocam o espectro no sentido do
acimulo de mutagoes, sem que haja muitas mortes. Além disso, ha pouca diferenca entre
as penalizacoes das diferentes classes quando o decaimento é suave. Esses dois efeitos,
combinados, viabilizam a aceleracao da catraca, cuja magnitude e efetiva manifestacao
dependem da combinagio de todos os parametros do modelo (incluindo o tempo).

Na falta de resultados analiticos, é fundamental estudar numericamente como o decai-
mento afeta a probabilidade de sobrevivéncia da populagao, haja vista que nao hé sentido
em analisar populagoes invidveis. Como mostra a figura 4.8, quanto maior s, maior é a
chance de extingao, como nao poderia deixar de ser. Mas é interessante notar que h& uma
saturacao desse efeito. O valor maximo da probabilidade de sobrevivéncia assintotica é
dado pela solugao de equilibrio da Eq. (4.39), enquanto o valor minimo também segue da
mesma equacao, mas quando R — Re~ Y, porque claramente a curva para s = 1 também
atinge esse valor e, nesse caso, a populacao ¢ constituida apenas pelos individuos livres
de mutacoes.

No modelo de gargalos seriais de [26] e na primeira metade deste capitulo, admitiu-
se que os fundadores de cada nova cultura nunca eram perdidos. Assim, é uma questao
natural investigar se o modelo de FCH pode oferecer algum suporte a essa hipotese. Como
mostra a figura 4.9, isso nao ocorre. Ela mostra que, para valores realisticos de s, proximos

a zero, a probabilidade de permanéncia da classe do fundador pode ser bem menor que 1.
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Na verdade, esses resultados estao até mesmo superestimados, de certa forma, pois estao
condicionados & sobrevivéncia da populagao. Como era esperado, a permanéncia é mais

provavel quando a comunidade sobrevive a decaimentos mais fortes.

I-GO(O,t)

Figura 4.8: Probabilidade de que a populagao nao esteja extinta no instante ¢.

Todos os resultados discutidos até agora foram baseados no decaimento multiplicativo
empregado por FCH, mas a equacao recursiva obtida pelo PRIT possibilita o estudo da
catraca de Muller para qualquer funcao w;. As préximas 4 figuras comparam os efeitos
de diferentes relevos adaptativos, no papel de leis de decaimento. Foram considerados
relevos truncados em K = 0 (pico agudo) e K = 10, além de perturbagoes epistaticas
ao relevo multiplicativo, dadas pela Eq. (2.3) e dimensionadas pelo expoente a. A
figura 4.10 mostra o travamento da catraca em todos os casos. O decaimento de pico
agudo, que penaliza igualmente todas as classes mutantes, leva (ky;,) a valores maiores
do que o decaimento truncado, mais ameno. Mas o comportamento aguardado & primeira
vista seria justamente o oposto, como mostra a variagao da epistase, de sinergética para
atenuante. Isso reforca o argumento apresentado para justificar a aceleracao da catraca

na figura 4.6.
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Figura 4.9: Dependéncia temporal da probabilidade de permanéncia da classe mais apta,

condicionada & sobrevivéncia da populagao.
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Figura 4.10: Efeitos de diferentes leis de decaimento na dependéncia temporal do nimero

médio de mutacoes na classe mais apta, dado que a populacao nao esta extinta.
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Pela figura 4.11, h4 combinagoes de parametros em que o acimulo de mutagoes parece
ser ilimitado nos relevos truncado e de pico agudo, exatamente como ocorre no regime
neutro (ver figura 4.7), que também permite, em principio, a sobrevivéncia de individuos
com uma quantidade arbitraria de mutagoes. Assim como nas figuras 4.12 e 4.13, que
ilustram a dependéncia temporal das probabilidades de sobrevivéncia da populacao e de
permanéncia da classe mais apta, respectivamente, a variacao gradual na intensidade
dos decaimentos (do mais ameno para o mais intenso: truncado, pico agudo, epistase
atenuante, multiplicativo, epistase sinergética) induz a esperada resposta monoténica em
(kmax) na figura 4.11. Portanto, parece que apenas o ntimero minimo de mutagoes pode

apresentar comportamentos complexos.
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Figura 4.11: Média do ntimero maximo de mutagoes nas populacoes que se mantém ao

longo do tempo.
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Figura 4.12: Efeitos do decaimento na probabilidade de que a populacao nao esteja extinta

no instante ¢.
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Figura 4.13: Comportamento da probabilidade condicional de permanéncia da classe mais

apta em fungao do tempo, para varios tipos de decaimento.
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A fertilidade média R e a taxa de mutagdo U foram mantidas constantes ao longo
desta exposicao, mas seus efeitos merecem alguns comentérios. O crescimento na pressao
mutacional aumenta as cargas mutacionais maxima e minima, além de diminuir as proba-
bilidades de sobrevivéncia e permanéncia discutidas acima, como era esperado. Por outro
lado, maiores valores de R aumentam essas probabilidades, mas induzem crescimento em
(kmax) € decrescimento em (ky,i,). Isso ocorre porque o tamanho médio da populagao au-
menta em todas as classes, até mesmo naquelas com baixas probabilidades de ocupacao,
como as mais extremas. As flutuagoes também aumentam com R e refor¢cam ainda mais
esse efeito. E como um processo difusivo ou uma gota de liquido se espalhando em todas
as direcoes possiveis.

Finalmente, a forma multiplicativa da probabilidade de sobrevivéncia possibilita uma
expressao explicita para (IN;;(t)). A partir da Eq. (4.37), obtém-se

J

(Ny(t)) =D Rf(j— k| U)g; (Nus(t — 1)), (4.47)

k=i

que pode ser resolvida segundo o procedimento exposto na se¢ao 3.3, ou seja, resolvendo

uma recorréncia para uma FG. O resultado é

(Ny(0)) = [Re (1~ >1% (4.48)

onde
n(t) =U(1—s)0, (4.49)

¢ arazao entre o numero esperado de mutacoes na populacao, Zji@ J (N;(t)), e o tamanho
médio da populagdo, > 77, (N;(t)). Além disso, 6, ¢ dado pela Eq. (3.10).
Aparentemente, FCH interpretaram 7(t) como a carga mutacional média no instante
t, ou seja, como o valor esperado da razao entre o ntimero de mutagoes na populacao e
seu tamanho, uma grandeza que, sem sombra de divida, seria uma cota superior para a
carga mutacional do individuo melhor adaptado. Como 7(t) é sempre finita para s > 0,
conseqiientemente a catraca de Muller estaria sempre inativa. A conclusao esta correta,
mas a razao entre duas médias pode ser completamente diferente da média da razao,

qualquer que seja a relacao de dependéncia entre as variaveis aleatorias.
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4.3.4 O modelo de Lazaro et al

Dinamica evolucionaria

Em [114], Lazaro, Escarmis, Domingo e Manrubia (LEDM) introduziram um modelo
numérico para descrever o comportamento de uma populagao viral sujeita a transferéncias
seriais com gargalos unitarios. Entretanto, enquanto Colato e Fontanari tinham admitido
que o fundador de cada nova cultura sempre sobrevivia, LEDM adotaram uma dindmica de
crescimento estocastico semelhante ao modelo de FCH, mas que incorpora a possibilidade
da ocorréncia de mutagoes benéficas. A andlise que se segue envolve apenas a etapa de
expansao desse modelo.

No esquema de LEDM, um individuo pertence a uma classe indexada por um niimero
natural £ que é uma medida do valor adaptativo de seus membros, pois o tamanho da
prole de cada um deles é dado por uma distribuicdo de Poisson de média k. Um filho
pode sofrer uma mutacao deletéria com probabilidade p e pertencer a classe k — 1, ter
valor adaptativo k + 1 por receber alteragdes benéficas (probabilidade ¢) ou ter o mesmo
valor adaptativo de seu pai, com probabilidade 1 — p — ¢, se nao for alterado ou sofrer
apenas mutacoes neutras.

Mediante simulagoes, LEDM estudaram o valor adaptativo médio da populacao em
funcao do ntimero de transferéncias. Inicialmente, eles observaram um decaimento expo-
nencial idéntico aquele discutido na sec¢ao anterior para a carga mutacional minima. Apos
muitas passagens, contudo, suas simulagoes indicaram a presencga de um estado estaciona-
rio de baixo valor adaptativo e fortes flutuacoes, previamente observado em experimentos.
Posteriormente, os mesmos autores fizeram uma anéalise de campo médio para uma versao

simplificada do modelo, em que o tamanho da prole é deterministico [123].

Aplicagao do PRIT

No modelo de LEDM, M;; ¢ o tamanho da prole do tipo j que descende diretamente de

um individuo de valor adaptativo ¢. Invocando novamente a decomposicao dos processos
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de Poisson,
PMy=m) = flm | iT;), (450)
onde a probabilidade de um certo filho de um é-individuo ser do tipo j é
Tij=pdji—1 + (1 =p—q)6ji + qdjis1- (4.51)

Se m; =0 quando | j —i |> 1,

i+1
PM;=m|= ] flm;|iTy]. (4.52)
j=i—1
A FG do tamanho da prole é
i+1
pi(z) = ] expliTis(z - 1)] (4.53)
j=i—1

e tanto 7(j,t) quanto o (j,t) podem substituir ¢(z,t) na equacdo recursiva
i+1
¢i(z,t) = ] exp{iTinlon(zt —1) —1]}. (4.54)
k=i—1
Embora o modelo de LEDM tenha tido sucesso em reproduzir curvas experimentais
do valor adaptativo médio de populagoes virais, ele nao parece ser apropriado ao es-
tudo da catraca de Muller. O problema é que, em qualquer populacao que sobreviva
indefinidamente, todas as classes tém uma quantidade de membros que diverge quando
t — oo. Por menores que sejam p e ¢ (mas positivos), sempre héa alguma geragdo em que
a classe de um fundador qualificado (para valores adaptativos a partir de 2, ja ha uma
alta probabilidade de sucesso reprodutivo) fica povoada o suficiente para que as mutagoes
tornem-se corriqueiras. Dessa forma, é evidente que o valor médio (kpi,) do menor indice
de uma classe com representantes na populacao eventualmente se anula, como mostra a
figura 4.14, enquanto a figura 4.15 mostra que os individuos mais aptos aprimoram-se
incessantemente.
Mesmo assim, vale a pena comentar alguns efeitos interessantes. A figura 4.14 seré
analisada inicialmente. Em geral, ¢ praticamente ndo influencia (k). Mesmo valores

altos como ¢ = 0.1 (ndo mostrados) deslocam apenas levemente as curvas. A tunica
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excecao ocorre na rara situacdo em que um fundador de valor adaptativo 1 inicia uma
populacao que consegue se manter viva, onde uma mudanga de ¢ = 0.0001 para ¢ = 0.001
tem conseqiiéncias perceptiveis. Entretanto, nota-se que esse aumento, que desloca a
prole para classes mais altas, favorece o decrescimento de (k). Esse comportamento é
idéntico aquele induzido pelo pardmetro R no modelo de FCH: o crescimento da populacao
favorece o alargamento da distribuicao de classes povoadas. Os incrementos em p induzem
respostas no sentido convencional.

Na figura 4.15, ocorre exatamente o contrario. Em geral, h4 baixa sensibilidade a p,
enquanto ¢ tem o comportamento esperado de potencializar (kpax). A tGnica surpresa é o
crescimento observado quando ¢ = 0.001, o fundador ¢ da classe 1 e p sobe de 0.05 para
0.15. O fato é que, a beira da “esterilizagdo” (a classe zero é inativa), esse incremento
aumenta bastante a probabilidade de extincao da populagao. Nos rarissimos casos em que
a extingao nao ocorre, ha uma “explosao demografica” nas primeiras geragoes, responsavel

pelo comportamento observado.

10

—— p=0.05, g=0.001, i=1
—— p=0.05,¢=0.001 ¢ g=0.0001, i=5
——  p=0.05, q=0.001 e g=0.0001, i=10
6 —— p=0.05, g=0.0001, i=1 -
A p=0.15, q=0.001, i=1
p=0.15, q=0.001, i=5
p=0.15, g=0.001, i=10

<k .
‘min’

—— det., p=0.05, g=0.001, i=1

0 20 40 60 80 100

Figura 4.14: Valor médio do menor indice de uma classe com representantes na populagao

em funcao do tempo, dado que a populacao nao esté extinta. O indice ¢ denota a classe

do fundador.
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10 - 7
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Figura 4.15: Valor médio do maior indice de uma classe com representantes na populagao
em funcao do tempo, quando a populacao nao esta extinta. O indice ¢ denota a classe do

fundador.

Ainda é preciso esclarecer o significado das curvas denotadas por det. Trata-se da
simplificagdo que LEDM analisaram em um segundo trabalho [123], em que o tamanho da
prole de um individuo é exatamente igual a seu valor adaptativo e nao mais uma variavel
aleatoria. Os efeitos dessa auséncia de flutuagoes s6 se fazem sentir quando a populagao
¢ bem pequena e cresce suficientemente devagar. Se o fundador tiver valor adaptativo 5,
a diferenga ja é imperceptivel. Nota-se que esse modelo modificado nao consegue atingir
valores tao extremos em (kpyin) € {(kmax) quanto o original, como esperado.

Essa caso deterministico também foi estudado pelo formalismo do PRIT que, afinal de
contas, pode ser aplicado a quaisquer distribuicoes do tamanho de prole, mesmo as triviais.
Quando o tamanho da prole é poissoniano, o teorema de decomposi¢ao assegura que a
distribuicao conjunta ¢ igual ao produto das distribui¢goes marginais. Essa propriedade
¢ muito 1til, mas nao é essencial. O ponto fundamental consiste em saber se é possivel

calcular a distribuigdo de probabilidade conjunta P[M; = m] e sua FG. A resposta ¢
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afirmativa no caso deterministico, pois M;; ¢ uma varidvel binomial,

Py =m) = | @ - T (4.55)

e, se m; = 0 quando | j — i |> 1, M; segue uma distribuicdo multinomial,

P[M; = m] = i ﬁ (L) (4.56)
o .j:i—l m;! '
cuja FG,
i+1 ‘
i(z) = [Z Ti; 2 (4.57)
j=i—1

é facilmente obtida pelo teorema multinomial.

Novamente, tanto 7 (j,t) quanto o (j,t) podem substituir ¢(z,t) na equagao

oi(z,t) =

5 nmk(z,t—l)] . (458)

k=i—1
4.3.5 Conclusoes

Os processos de ramificagao e o PRIT, em particular, sao ferramentas extremamente
versateis. Eles viabilizam o estudo de uma grande variedade de dindmicas estocasticas
de crescimento populacional. Como um exemplo simples, é possivel construir um modelo
hibrido daqueles de FCH e LEDM, em que as transi¢oes entre classes no modelo de
FCH sao governadas pela matriz de transicao de LEDM, ao invés da distribuigao de
Poisson. Toda a dinamica da populacao descrita por esse modelo é descrita pela equacao

de recorréncia
i+1
¢i(z,t) = H exp { R Ty, wi[ox(z,t — 1) — 1]} . (4.59)

k=i—1

Na verdade, foi realizada uma analise desse modelo, mas os resultados observados foram
qualitativamente semelhantes aqueles ja discutidos e nao justificam maior atencao. Mas
esse exemplo ja mostra como diversas dinamicas evolucionarias podem ser automatica-
mente incorporadas em um mesmo formalismo. Em principio, qualquer matriz {7};} pode
ser adotada. Também é interessante a perspectiva de integracao dessa técnica a modelos

de protocolos experimentais.
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Capitulo 5

(Genealogias e testes de neutralidade

5.1 Introducao

Como foi discutido no capitulo 1, a controvérsia neutralista-selecionista ¢ um toépico
importante na genética de populagoes desde a década de 60. Isso ocorre porque, muitas
vezes, é extremamente dificil detectar sinais da sele¢ao natural no nivel molecular. Nesse
sentido, a teoria neutra de Kimura desempenha um importante papel, mesmo que even-
tualmente fique comprovado que ela nao seja a melhor resposta ao problema do excesso
de polimorfismos na natureza.

O estudo das propriedades estatisticas de modelos neutros em genética de populagoes
é justificado simplesmente pelo fato deles oferecerem bons padroes de comparagao para
os resultados gerados pela analise de seqiiéncias moleculares reais. Por exemplo, se uma
arvore genealogica construida a partir de uma amostra de seqiiéncias de DNA tem carac-
teristicas significativamente distintas daquelas previstas pela teoria de evolugao neutra,
isso sugere atuacao de sele¢ao naquela populacao. Na verdade, tal resultado pode refletir
apenas a inadequagao de alguma outra hipdétese do modelo adotado e a busca por técni-
cas capazes de discernir entre as possiveis causas das discrepancias observadas é um tema
atual de pesquisa, embora nao seja esse o enfoque no presente trabalho.

O termo “significativamente distinto” adquire um sentido bem preciso dentro da me-

todologia de testes estatisticos de hipoteses. Essa teoria, descrita resumidamente no
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apéndice E, permite dizer se eventuais diferencas representam meras flutuacoes ou se elas
realmente sinalizam auténticos desvios da neutralidade. Nesse contexto, a teoria neu-
tra é a hipotese nula, cuja avaliacdo requer o conhecimento das possiveis alternativas.
Portanto, é preciso estudar modelos envolvendo selecao nao somente para compreender
possiveis mecanismos evolutivos, mas também para identifici-la em situacoes préticas
como uma alternativa & neutralidade.

Dessa forma, este capitulo apresenta simulagoes computacionais de populacoes finitas
em um relevo multiplicativo empregadas na caracterizacao de diversas grandezas poten-
cialmente 1teis na elaboragao de testes estatisticos de neutralidade. Vérias estatisticas
analisadas tem carater genealdgico, ou seja, seu estudo envolve conhecimento, mesmo que
apenas parcial, da histéria evolutiva da amostra de genes. Salvo mengao em contrério, a

dindmica evolucionaria foi simulada segundo o modelo de Wright-Fisher.

5.2 Construcao computacional das genealogias

E inviavel manter registro do estado completo de uma populacio durante muitas gera-
¢oes, devido a limitagoes na capacidade de armazenamento computacional. Mesmo assim,
é possivel ter acesso a boa parte da histoéria evolutiva de uma populagdo com o conheci-
mento de duas matrizes, que envolvem tempos de coalescéncia e distancias de Hamming
entre individuos.

Sejam T'(1) o pai da seqiiéncia p e T'(u, ) o ancestral mais recente de p e v. O
tempo de coalescéncia Tto"@ de dois individuos presentes no instante ¢, a e (3, é o niimero
de geragoes transcorrido desde a geragdo em que viveu I'(«, 3) até o instante ¢. Essa
definicao pode ser melhor compreendida com o auxilio da figura 5.1, em que Tto‘ﬂ =1le
T = TP = 2. Nesse exemplo, I'(a, ) = T'(a) = T'(8), enquanto I'(a,~) = I'(3,7) = ¢.
Nota-se que ¢ desempenha o papel de ancestral mais recente das 3 seqiiéncias no exemplo
e ¢ evidente como se define o ancestral comum mais recente (ACMR) em uma amostra
de tamanho n. A matriz de tempos de coalescéncia, de dimensao n x n, guarda toda a

informagao necessaria para a determinacao da arvore genealdgica da populacao até seu
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ACMR. Em particular, o maior valor de qualquer linha ou coluna de 7} indica quantas

geracoes separam a amostra do seu ACMR. Essa matriz é atualizada mediante a relacao
« T'(a)l
10 =T 4, (5.1)

desde que o # f3, pois, embora T =0 para todos os pares a3 no comeco de uma simula-
¢do, a diagonal principal (e apenas ela) mantém-se nula nas demais geragoes. Portanto, s6
é preciso manter registro da paternidade da geragao t até a matriz T; ser completamente
construida, quando entao T; ; é apagada. Essa matriz e sua regra de evolugao foram

introduzidas por Paul Higgs e Bernard Derrida em [80].

P T
(0
(D o
1 2

I'(c)=I"(B) I'(y)

P O
1 0 1
R SN E
a B Y

Figura 5.1: Arvore genealogica de uma amostra de 3 individuos, para ilustrar a defini¢cao
das matrizes de tempos de coalescéncia e de distancias de Hamming. Os ntimeros ao lado

dos ramos da arvore representam as mutagoes que se adicionam as herdadas. A seqiiéncia

¢ ¢ o ACMR da amostra.

A matriz de tempos de coalescéncia é simétrica. Por outro lado, em certas aplica-
¢oes, é conveniente adotar uma matriz assimétrica para descrever a variabilidade entre

as seqiiéncias. O elemento D;' ¢ igual a d(a, (e, B)), a distdncia de Hamming entre «
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e seu ancestral mais recente em relacao a 3, onde o e  sdao contemporaneos na geragao
t. Pelo modelo de infinitos sitios, todas as mutacgoes presentes no ACMR sao herdadas
por seus descendentes e nao podem ser revertidas, de forma que cada nova mutagao que
um individuo adquira aumenta em uma unidade sua distadncia de Hamming em relacao a

qualquer outra seqiiéncia. Entao,
Dy = DY 1 d,, (5.2)

em que d, é o numero aleatério de mutagoes que « adquire em adicao as herdadas direta-
mente de seu pai. Obviamente, d(c, 3) = D + D’®. Em relacio a figura 5.1, D™ =1,
D" =0, D{" =2, D] =3, D) =1 e D}’ = 3. A matriz de distancias, assim como a
de tempos de coalescéncia, é nula em ¢ = 0 e sempre tem elementos nulos em sua diagonal
principal.

E importante notar que, conceitualmente, as regras de atualizacdo discutidas acima
sao validas em qualquer dindmica evolucionaria, como os modelos de Wright-Fisher ou
de Moran, embora cada caso tenha suas proprias peculiaridades no que se refere a imple-
mentagao computacional. A dindmica de Wright-Fisher foi empregada para caracterizar o

tempo de coalescéncia e a distancia de Hamming entre duas seqiiéncias de uma populagao

finita evoluindo em um relevo multiplicativo em [18].

5.3 Testes baseados em polimorfismo genético de um
locus

Nesta secao, sao discutidos varios testes de neutralidade que envolvem a distribuigao
alélica ou niveis de variabilidade amostral. Os primeiro deles baseiam-se em um dos
trabalhos seminais da genética de populacoes, a teoria de amostragem de W. J. Ewens
[52] para alelos seletivamente neutros. Ewens adotou o modelo de infinitos alelos, que
atinge um estado de equilibrio dindmico (steady-state) onde continuamente novas muta-
¢oOes surgem na populacao mas alelos antigos sao perdidos por deriva genética, de forma

que nao somente o nimero de alelos, mas também a distribuicao de freqiiéncias alélicas,
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mantém-se aproximadamente constante ao longo do tempo. Explicitamente, a amostra
é caracterizada pela invariincia (estatistica) do conjunto de freqiiéncias {p;}, onde i é o
indice do alelo com a i-ésima maior freqiiéncia observada, embora a identidade do alelo a
ocupar cada posto sempre seja temporaria.

O apéndice F apresenta, entre outros resultados, a famosa férmula de amostragem de
Ewens, que expressa a distribuigao de probabilidade conjunta de {p;}. Conseqiientemente,
essa formula também caracteriza a homozigosidade amostral h = Zle p? no regime
neutro, que é simplesmente a probabilidade de dois alelos escolhidos aleatoriamente em
uma certa amostra serem idénticos, dado que ela contém k alelos no total.

Como os modelos de infinitos alelos e de infinitos sitios apresentam o mesmo comporta-
mento quanto a geracao da diversidade genética, a teoria de Ewens pode ser aplicada, com
pequenos ajustes, as simulagoes neutras desta tese. Dois alelos (seqiiéncias) sdo idénticos
se, e somente se, a distdncia de Hamming entre eles for nula. A probabilidade de mutagao
por individuo é u = 1 —e~Y, onde U tem seu sentido usual, como a média da distribuicio
poissoniana de mutagoes. Se U < 1, u =~ U. Entretanto, quando se pensa em inferéncia,
é preciso lembrar que a taxa de mutagao nao pode ser observada diretamente, bem como o
tamanho efetivo de qualquer populagao. Em diversos modelos de genética de populagoes,

a dindmica evolucionaria ¢ governada pelo parametro
0 = 2Nu, (5.3)

onde N é o tamanho efetivo da populacao e u é a probabilidade de mutacao por individuo
por geragao. Para individuos dipléides, N — 2N.

Taxas mais altas de mutagao e selecao fraca geram maior variabilidade em uma po-
pulacao, como se vé nas figuras 5.2, que ilustra os efeitos da competicao entre mutagao
e selecao no nimero de alelos, e 5.3, que descreve o comportamento da homozigosidade
em funcao de s. Na figura 5.2, além dos resultados para s = 0 confirmarem as previsoes
do apéndice F, também é possivel prever o nimero médio de alelos sob sele¢ao extrema.
Quando s = 1, qualquer amostra é composta por seqiiéncias cujos pais sao idénticos,

sem mutagoes, caso contrario nao teriam se reproduzido. Portanto, eventuais diferencas
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devem-se a mutacgoes recentes. Como cada nova mutacao introduz um novo alelo, o ni-
mero de alelos na amostra é simplesmente a quantidade de individuos que sofreu pelo
menos uma mutacao, mais um, correspondente aqueles que nada sofreram. O ntimero de

U

mutantes obedece uma distribui¢cao binomial com probabilidade de mutacao 1 —e™" e

5
assim, E(k) =1+ n(1 —e V) quando s = 1.

Em 1977, G. A. Watterson elaborou [178] uma metodologia que tornou-se conhecida
como teste de Ewens-Watterson, que consiste simplesmente em comparar a homozigosi-
dade observada e a distribuicao neutra condicionada ao niimero observado de alelos. Se
o ajuste for bom, considera-se que nao ha evidéncia significativa de atuagao de selecao.
Embora ele tenha se tornado bastante popular, hoje em dia é notério que o teste de
Ewens-Watterson é muito conservador, ou seja, ele apresenta baixo poder na detecgao de
desvios da neutralidade.

Essa ineficiéncia é compreensivel, haja vista que o modelo de infinitos alelos simples-
mente rotula algum par de alelos como distintos quando assim é preciso, mas nao avalia
o porqué dessa diferenga. Portanto, aquele modelo nao é capaz de aproveitar a massiva
quantidade de informagao contida no polimorfismo observado empiricamente, ao contra-
rio de sua versao aprimorada, o modelo de infinitos sitios. Naturalmente, testes baseados
neste modelo revelam-se mais poderosos. Além disso, como foi discutido no capitulo 1, a

teoria do coalescente tornou-se uma ferramenta imprescindivel no estudo do polimorfismo

genético e levou ao desenvolvimento de intimeros testes estatisticos de neutralidade.
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Figura 5.2: Efeitos da sele¢ao na média e varidncia do ntimero k de alelos em uma amostra

de 10 individuos de uma populacao de tamanho 100.
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Em uma amostra de seqiiéncias de DNA, sitios que s@o ocupados por pelo menos
dois nucleotideos diferentes sao denominados segregantes. Nas 4 seqiiéncias moleculares
apresentadas logo abaixo, ha 7 sitios segregantes. Além disso, denominam-se singletos os
sitios em que estao presentes exatamente dois nucleotideos e, além disso, um deles aparece

em uma Unica seqiiéncia. Observam-se 6 singletos neste exemplo.

ACTGGCTAAGCGCATACTAG
ACTGGCGAAGCCCATGCTAG
ACCGGTGAAGTCCATGCTTG

ACCGGCGAAGCCCATGCTAG

Na verdade, pelo modelo de infinitos sitios, seria impossivel observar mais de dois tipos
de nucleotideo em um sitio segregante, pois jamais haveria incidéncia de mais de uma
mutacao em uma mesma posicao ! . Dessa forma, as mutacoes do ACMR estdao presentes
em todos os individuos da populacao e o niimero de sitios segregantes em uma amostra
¢ igual & quantidade de mutacoes sofridas pelos membros da amostra e por todos os seus
ancestrais, até o ACMR. Na figura 5.1, portanto, ha 5 sitios segregantes.

Em meados da década de 70, Watterson estudou [177] a distribuigdo de probabilidade
do nimero K de sitios segregantes em uma amostra de tamanho n de uma populacao

sujeita a mutagoes neutras. Entre outras propriedades, ele obteve a média
E[K] = 0a,, (5.4)

onde

n—1
1
an =) - (5.5)
=17
De fato, espera-se que K cres¢a com o tamanho da amostra. Por outro lado, também
considerando neutralidade, F. Tajima mostrou [169] que a distancia de Hamming média

~

(na amostra) entre duas seqiiéncias, d, tem valor esperado

~

Eld =0 (5.6)

'Em seqiiéncias reais, ha alguns raros desvios desse comportamento.
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e, portanto, independe de n (embora o mesmo ndo ocorra com sua variancia).

Mas a principal diferenca entre K e d é o fato dessas grandezas se comportarem de
forma distinta quando h& mudancas na composicao populacional. Portadores de muta-
coes deletérias ocorrem em baixas freqiiéncias em uma populagao, porque tendem a ser
eliminadas pela selecao. Mas dé pouco afetada por esses raros mutantes, eles dao uma

contribuicao minoritaria a essa estatistica. Por outro lado, o comportamento de K é

D

menos sensivel & forma da distribuicao de freqiiéncias dos alelos na populacao. Nao
preciso haver muitos mutantes em uma amostra para afetar fortemente o ntimero de sitios
segregantes. Isso nao quer dizer que K nao seja sensivel a desvios da neutralidade, como
pode ser observado na figura 5.4. Mas é importante ressaltar que nao é possivel testar a
teoria neutra contando simplesmente os sitios segregantes em uma amostra porque, como
a taxa de mutagao nao é diretamente observéavel, um valor baixo de K pode ser justificado

por uma baixa taxa de mutacao e ser considerado compativel com a neutralidade.

800 -

600 -

E(K)

400 -

200 -

Figura 5.4: Influéncia do tamanho da amostra no ntimero médio de sitios segregantes, em

varios niveis de selecao em um relevo multiplicativo.
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Anos mais tarde, Tajima explorou essa diferenca de comportamento para criar um dos
mais importantes testes de neutralidade baseados no polimorfismo de apenas um locus

[170]. Ele adotou a estatistica de teste

d—K/a,
ro 4= K/ (5.7)

or
onde or é o desvio padrao de d—K /a,, cujo valor também deve ser estimado empi-
ricamente, obedecendo uma complicada expressao apresentada no apéndice G. No re-
gime neutro, 7' nao é exatamente nulo, devido a um “efeito colateral” da divisao por op
[170]. Além disso, qualquer alteracao na distribuigdo de freqiiencias alélicas, em particular
aquelas provocadas pelas diversas formas de selecdo, afetam essa expectativa. E apropri-
ado dizer, portanto, que a estatistica 7" de Tajima mede o deslocamento do espectro de
freqiiéncias alélicas na populacao. Pela adogao do relevo multiplicativo e das mutacoes ex-
clusivamente deletérias, a selecao é purificadora nas populagoes simuladas neste capitulo,
afetando fortemente o espectro de freqiiéncias e tornando 7" negativo. Outros mecanismos

evolucionarios, contudo, podem levar a valores positivos da estatistica de Tajima.

-05F

Figura 5.5: A dependéncia da estatistica T' de Tajima em relagao ao tamanho da amostra.
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Figura 5.6: Efeito da selegdo no comportamento de 7.

Os efeitos do tamanho da amostra nessa grandeza estao ilustrados na figura 5.5. J&
na figura 5.6, destaca-se o rapido decréscimo em 7' em resposta a suaves desvios da
neutralidade. Afinal, essa sensibilidade é justamente o que se espera de um bom teste de
neutralidade. Tajima notou que sua estatistica podia ser aproximada por uma distribui¢ao
beta de probabilidade e usou esse fato para obter regioes criticas e formalizar seu teste,
de forma bem convencional.

Neste capitulo, os testes considerados serao construidos numericamente. Em cada
caso, o complemento do intervalo mais curto que inclui 95% da massa de probabilidade
da distribui¢ao neutra da estatistica em questao é adotado como regiao critica. Portanto,
todos os testes adotados tém nivel de significancia de 5% e, via de regra, sdo bilaterais
(tanto valores altos demais quanto baixos demais podem levar a rejei¢ao da hipotese nula).
Esse procedimento foi empregado para avaliar a eficiéncia do teste de Tajima mediante
o calculo da fungao poder, exposta na figura 5.7. Amostras maiores tornam mais facil a

deteccao da selecao, embora se saiba que h& uma saturagao nesse comportamento.
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Figura 5.7: Poder do teste de Tajima em rejeitar a teoria neutra quando a populacao

evolui em um relevo multiplicativo com parametro s.

Convém ressaltar que o poder de rejeicao s6 comecga a ser aceitavel (melhor do que
decidir no “cara ou coroa”) para s ~ 0.1, uma condi¢do certamente nao realistica. Isso
nao quer dizer que o teste nao seja ttil 2 . Quando se observa um valor alto ou baixo
demais para a estatistica T' de Tajima e as condigbes de validade do modelo (auséncia
de fenémenos demograficos, entre outras) sdo respeitadas, ha grande probabilidade de
que a selegao natural tenha afetado a evolugao populacional. O problema é que, pelo
baixo poder, ha uma grande ocorréncia de “falsos negativos”, casos em que a neutralidade
deveria ser rejeitada mas a evidéncia empirica nao é forte o suficiente para sustentar essa
decisao.

Isso justifica a busca intensiva por testes de neutralidade mais poderosos que tem ocor-
rido nos tltimos 15 anos. Y-X. Fu e W-H. Li [58] separaram os polimorfismos em recentes
e ancestrais, com base em uma arvore genealdgica, para tentar obter testes mais eficientes
que o de Tajima. Eles argumentaram que os ramos externos, que ligam cada seqiiéncia da

amostra ao seu mais proximo ancestral em comum com algum outro membro da amostra,

20 artigo de Tajima [170] tem mais de 950 (!) citagdes até julho de 2004.
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como mostra a figura 5.8, devem apresentar majoritariamente mutagoes recentes, embora
essa mesma figura mostre um possivel ramo externo que se estende por varias geragoes.
Por outro lado, as mutacoes mais antigas devem ser encontradas principalmente nos ramos

internos (todos aqueles que nao sdo externos) da genealogia.

Figura 5.8: Distin¢do entre ramos externos (linha cheia) e internos (tracejados). A seta
indica um ramo interno onde cada mutagao gera um singleto, devido a existéncia de um

ramo externo ligado diretamente ao ACMR.

Interpreta-se o comprimento de um ramo que une dois individuos como o niimero de
geragoes que os separa. Portanto, nas simulagoes aqui discutidas, o comprimento de
qualquer ramo pode ser obtido a partir da matriz de tempos de coalescéncia T; e, como
a taxa de mutacao é constante ao longo do tempo, o niimero médio de mutagoes em um
ramo é uma funcao linear de sua extensao. Fu e Li mostraram que os valores médios da
soma dos comprimentos de todos os ramos externos (CRE) e da soma dos comprimentos

de todos os ramos internos (CRI) em uma genealogia neutra sao

E(CRE) = 2N (5.8)

E(CRI) = 2N(a, — 1), (5.9)

respectivamente. Surpreendentemente, F/(CRE) é independente do tamanho da amostra.

A figura 5.9, que mostra a influéncia do tamanho da amostra sobre os ramos externos em
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véarios niveis de selecao, parece contradizer essa afirmacao. Entretanto, ha uma justifi-
cativa para a leve tendéncia de crescimento observada. Os resultados de Fu e Li foram
obtidos para arvores binérias, mas o modelo de Wright-Fisher, empregado na simulagao,
sO se aproxima dessa condicao quando as populagoes sao suficientemente grandes, o que
levanta duvidas especialmente sobre os resultados obtidos para as maiores amostras, de
tamanho comparavel ao da populacao completa. Dessa forma, pelo que se observa na
figura 5.9, é possivel que E(CRE) seja independente do tamanho da amostra também
quando s = 1. Essa conjectura parece ainda mais razoavel quando se considera a figura
5.10. Além disso, essa figura também ressalta uma grande sensibilidade de CRE a selegao,
especialmente em amostras pequenas.

O comportamento dos ramos internos é qualitativamente semelhante ao dos ramos ex-
ternos, como pode ser visto nas figuras 5.11 e 5.12. Em ambos os casos, nota-se que a
selecao sempre diminui CRE e CRI em comparagao com o regime neutro. Isso é uma con-
seqiiéncia direta de que os membros da populagao cujas linhagens sobrevivem a selecao
assim o fazem deixando mais descendentes a cada geracao do que ocorreria sob neutrali-
dade. Um ramo externo s6 pode se estender ao longo de vérias geragoes se os individuos
desse ramo gerarem somente um descendente, o que é menos provavel no regime seletivo
do que no neutro. Portanto, CRE deve ser maximo quando s = 0. Além disso, as arvores
genealogicas sob selecao ficam mais curtas, pois as coalescéncias tornam-se mais prova-
veis. Assim, CRI também deve diminuir quando ocorrem pequenos desvios da neutrali-
dade. Esses argumentos justificam até mesmo o eventual crescimento nos comprimentos
de ramos quando s se aproxima de 1, afinal a sele¢ao extrema garante homogeneidade no
valor adaptativo dos individuos que se reproduzem (embora com uma populagdo menor,

assegurando comprimentos de ramos menores do que no caso neutro).
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Figura 5.9: Distancia de ramos externos em funcao do tamanho da amostra.
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Figura 5.10: Efeitos da selecao sobre a distancia de ramos externos.
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Figura 5.11: Influéncia do tamanho da amostra na distancia de ramos internos.
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Figura 5.12: Distancia de ramos internos em funcao de s.
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Esses resultados sao inéditos, afinal Fu e Li apenas estudaram analiticamente o caso
neutro. Em [69], os comprimentos de ramos foram estudados nas genealogias obtidas a
partir de um modelo de dois alelos (apenas dois possiveis valores adaptativos, 1 e 1 — s)
com probabilidades simétricas de transformarem-se um no outro. O autor argumentou
que os testes de neutralidade desenvolvidos em [58] seriam pouco poderosos porque $
exerce pouquissima influéncia sobre CRE e CRI naquele esquema. Mas esse comporta-
mento é radicalmente diferente daquele apresentado nas figuras 5.10 e 5.12, e a relevancia
das conclusoes de [69] dependem da existéncia de algum locus em que o modelo de 2
alelos possa ser considerado mais apropriado do que outros concorrentes, entre os quais a
presente combinagao do modelo de infinitos sitios com um relevo multiplicativo.

Assim como ocorre com o ntiimero de sitios segregantes, os comprimentos de ramos nao
permitem testar a hipdétese neutra porque dependem da desconhecida taxa de mutacao.
Pior ainda, a genealogia nao ¢é evidente a partir do polimorfismo observado e precisaria
ser inferida, introduzindo flutuagoes ainda maiores em qualquer procedimento nessa linha.
Entretanto, das Egs. (5.8) e (5.9), segue facilmente que o niimero de mutagdes presentes

em ramos externos, K., tem média

E(K,) =9, (5.10)

E(K;) = 0(an — 1). (5.11)

O namero de sitios segregantes é a soma dessas duas grandezas, K = K, + K;. Além

disso, Fu e Li mostraram que o valor médio do niimero de singletos, Ky, é

n—1

E(Ks):( n )e. (5.12)

Com base nesses resultados, eles propuseram 4 testes, baseados nas estatisticas

K —a,K,
D= = nfte (5.13)
0D
i— K
po 4B (5.14)
OF



D=~ - 1
e
d— (=1 K,
Pl e L) (5.16)
O p*

Todos os desvios padrao sao dados por expressoes complicadas, reservadas ao apéndice
G. As duas primeiras estatisticas, D e F', dependem do ntimero de mutagoes nos ramos
externos. KEssa grandeza é tao acessivel quanto qualquer outra nas simulagoes, mas s6
é observavel na pratica se, além da amostra, estiver disponivel uma seqiiéncia adicional
cujo ancestral mais préoximo em relagao a qualquer membro da amostra seja mais antigo
que o ACMR das n seqiiéncias [58|. Essa seqiiéncia denomina-se outgroup, em inglés, e
seu uso, quando possivel, potencializa a inferéncia. A primeira vista, é possivel imaginar
que K. seja dado pelo nimero de singletos, que pode ser facilmente medido. Afinal,
todas as mutagoes em ramos externos geram singletos e mutagoes em um ramo interno,
por definicao, perdem sua individualidade quando sao compartilhadas por pelo menos
dois individuos que descendem daquele ramo. Este raciocinio esté correto, mas é preciso
notar que estas mutagoes oriundas de um ramo interno podem ser transmitidas a n — 1
individuos quando h& um ramo externo ligado diretamente ao ACMR, como na figura 5.8.
Nesse caso, um sitio singleto ¢ segregante por nao ter mutado e K, pode superestimar .

As estatisticas de Fu e Li apresentam exatamente o mesmo comportamento qualitativo
da estatistica T" de Tajima, e seus graficos serao omitidos. A questao relevante consiste
em saber se algum dos testes considerados é significativamente mais poderoso do que os
demais.

Naturalmente, os testes baseados nas estatisticas D e F' sempre sao mais poderosos que
D* e F*, respectivamente. Mas todos os 4 testes de Fu e Li mostraram-se mais eficientes
do que o de Tajima, pelo menos para os conjuntos de parametros analisados. Um caso
tipico, obtido em amostras de 10 seqiiéncias, esta representado na figura 5.13. O teste D
é levemente mais poderoso que os demais nesse caso, mas em Vvarios outros contextos os 4
testes sao praticamente equivalentes. Também é preciso ter em mente que o poder de um

teste para rejeitar uma hipotese nula sempre depende da alternativa considerada. Formas
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de selegao diferentes daquela empregada neste estudo podem afetar os testes de forma

imprevisivel e torna-se impossivel dizer de antemao qual procedimento é mais eficiente.

o O

*

|
= Resiies!
]

T(s)

N=100, U=1, n=10 4

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Figura 5.13: Comparacgao entre as fungoes poder das estatisticas de Tajima e Fu & Li.

5.4 Efeitos de selecao na topologia de arvores geneal6-
gicas

Também ¢ possivel construir testes de neutralidade baseados em estatisticas relaciona-
das & topologia da arvore genealdgica de uma amostra de genes. No presente contexto,
o termo topologia refere-se apenas ao padrao de ramificagao de uma arvore genealdgica,
ignorando os comprimentos de ramos. Nesse caso, normalmente sao empregadas medidas
de balango (ou simetria) das genealogias [132, 160]. Nesta secdo, foram adotadas as mes-
mas estatisticas de balango empregadas por Kirkpatrick e Slatkin em [109] para estudar
fendbmenos de especiagao e extingao em filogenias e que foram posteriormente utilizadas

na caracterizagio dos relevos energéticos de sistemas desordenados [84, 164].
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5.4.1 Modelo evolucionario

Algumas das estatisticas de simetria empregadas so se aplicam a arvores binarias. No
modelo de Wright-Fisher, sem superposicao de geracoes, é quase certo que algum individuo
tenha 3 ou mais descendentes na geracao seguinte (politomia), mesmo no regime neutro. A
presenca de selecao agrava ainda mais esse quadro. Porém, como s6 hé interesse no padrao
de ramificacdo das genealogias amostrais, os comprimentos de ramos sao irrelevantes e
basta adotar uma dindmica populacional em que ocorra um evento reprodutivo a cada
geracao para contornar esse problema.

Dessa forma, foi adotado um modelo de Moran de tempo discreto que incorpora mu-
tagao e selecao, de modo que um individuo se reproduza com probabilidade proporcional
ao seu valor adaptativo, dado por um relevo multiplicativo. O tamanho da populacao é
constante, pois um dos membros antigos, incluindo o préprio individuo que se reproduziu,
¢ escolhido aleatoriamente (o valor adaptativo ndo afeta este sorteio) para dar lugar ao
recém-chegado, que carrega consigo todas as mutacgoes de quem o originou, adicionadas

de uma quantidade aleatéria dada por uma distribuicao de Poisson de média U'.

5.4.2 Estatisticas de balanco de arvores

Dada uma amostra de tamanho n da populagdo, seu ACMR, denotado por ¢, é a
raiz da arvore genealdgica correspondente. Se i e j forem dois nés quaisquer da arvore,
representando dois individuos que fazem parte da genealogia da amostra, nao necessaria-
mente contemporaneos, S(7,7) é o numero de arcos ao longo do caminho (tnico) que os
conecta. Os individuos que compoem a amostra, inicos com conectividade unitaria nesse
grafo especial, sao denominados folhas ou nés terminais da arvore que tem ¢ como raiz.
Mas qualquer n6 interior ¢ (ndo terminal, pode ser ¢) pode ser visto como a raiz de uma
arvore, T;, cujos nos sao os descendentes de ¢ e ele proprio. Suas folhas constituem um
subconjunto da amostra original. Assim, é preciso especificar uma arvore, mediante sua
raiz i, para definir a altura de uma folha particular [, N;; = S(i,1), e a altura de uma

arvore, m; = maxjer, INV;;. Por simplicidade, seja N; = N,;. Além disso, de cada no6 i

92



interior da genealogia descendem duas sub-arvores, com r; e s; folhas, r; > s;.

Apobs essas definigoes, é possivel apresentar adequadamente as 5 estatisticas usadas
para caracterizar a topologia da arvore genealogica da amostra. Quando conhecidos, seus
valores nos casos deterministicos de arvores completamente simétricas ou assimétricas
e valores médios no regime neutro sao apresentados para comparagao. Note-se que sO
existem genealogias perfeitamente simétricas se o tamanho da amostra for uma poténcia

de 2.

1. A primeira estatistica é a altura média de uma folha da arvore,

1
N=- > N (5.17)
=1

(n—1)(n+2

Em uma genealogia simétrica, N = log, n, na assimétrica, N = 2 ) o Kirkpa-
n

trick e Slatkin mostraram [109], pela teoria do coalescente, que o valor esperado de

N ponderado em realizagoes possiveis no regime neutro é <N > =257, %

2. A segunda é o desvio padrao da altura de uma folha,
1 —
=1

(n—=1)(2n—1)  (n—1)3(n*+4)
6 4n?

Na arvore assimétrica, oy = , enquanto na simétrica, oy = 0.

i
L

2

)

é uma medida de balancgo para arvores com pelo menos 3 folhas. O indice i varre
todos os n — 1 nos internos (¢ incluso). Desconsiderando a normalizacdo, essa
estatistica é idéntica a introduzida por Colless em [27], e parecida com uma medida

baseada no valor esperado da razao 7> [60, 152].

C varia de 0, para uma arvore perfeitamente simétrica, a 1, no caso oposto. Seu
valor médio, na auséncia de selegio, é dado pela equagao de recorréncia [157]

9 n—1

O = T T =T 2; {[i(i —3)+2]{C); +n—2i},  (5.20)
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4. A quarta medida de balango é o valor médio (considerando todas as sub-arvores da

genealogia) do inverso da altura das sub-arvores,

B =Y —, (5.21)
it

a soma se extendendo pelos n — 2 noés internos distintos do ACMR, da populagao.

Em uma arvore assimétrica,

B =Y L (5.22)

enquanto

By = S E— 5.23
! Z logom — i@ (5:23)
no caso oposto.

5. A ultima estatistica, By, ¢ uma média ponderada das alturas das folhas da &arvore,
em constraste com a primeira medida. Os pesos foram convenientemente escolhidos
de forma que B, seja a informacdo de Shannon-Wiener com probabilidade P, = 2=

de alcancar a folha [ a partir da raiz de uma arvore simétrica,
By=-Y Plog, Pi=Y 27V, (5.24)
=1 =1

Assimetria faz com que

1
By =2 (1 - 2n_1> , (5.25)

enquanto
By =logyn (5.26)
em genealogias simétricas.

Assim, valores altos das duas ultimas medidas indicam simetria, ao contrario das esta-

tisticas restantes.
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5.4.3 Resultados

Foram realizadas simulagoes da dindmica de uma populagao de M = 100 individuos
haploéides, sujeitos a uma taxa de mutacoes U = 1. O mesmo comportamento qualitativo
é observado para outros valores de U e mesmo o comportamento quantitativo depende
muito pouco de M quando os tamanhos das amostras sao pequenos em comparagao com
o tamanho da populacao. A dependéncia dos valores esperados das 5 estatisticas em
relacdo ao tamanho da amostra, baseados em 5.10* realizacoes independentes, est4 ilus-
trada nas figuras 5.14 a 5.18, para varios valores de s. As barras de erro foram omitidas
porque sao muito pequenas, comparaveis as espessuras das linhas dos graficos. Os resul-
tados analiticos para <N> e (C') na auséncia de sele¢do coincidiram perfeitamente com as
simulagoes.

Embora a selegao sempre dé origem a genealogias mais assimétricas do que as obtidas
no regime neutro, como esperado, nota-se que a assimetria nao cresce monotonicamente
com s. Para M = 100 e U = 1, observa-se um comportamento extremo em s = 0.4
e, dai em diante, os valores esperados das estatisticas aproximam-se novamente de seus
comportamentos neutros. Esse efeito pode ser compreendido tendo em vista que, de
certa forma, o regime de selegdo extrema é semelhante ao neutro [81], embora com uma
populacao menor, pois os individuos que podem se reproduzir sao seletivamente idénticos.
Convém ressaltar que a estatistica C' parece apresentar um comportamento livre de escala
em funcdo do tamanho da amostra, como se vé na figura 5.16. E dificil afirmar se essa lei
de poténcia ¢ caracteristica das genealogias geradas pelo modelo evolucionario adotado,
pois é possivel que ela decorra de alguma propriedade puramente geométrica das arvores.
Essa questao também permeia a interpretacao de resultados recentes acerca da emergéncia
de relagoes de escala alométricas em certas genealogias [15].

Entretanto, como as figuras 5.14 a 5.18 apresentam comportamentos médios, elas nao
expoem diretamente a eficiéncia das 5 estatisticas em rejeitar a hipotese de neutralidade
em uma arvore genealogica gerada na presenca de selecao. Para responder a essa questao

no contexto de um modelo evolucionario de especiagao, Kirkpatrick e Slatkin [109] usaram
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cada uma das estatisticas acima para construir testes com nivel de significancia de 5%,
exatamente da forma utilizada ao longo deste capitulo (maximizagio da extensdo da regiao

critica).

L — s=0 i
8 — =04
— s=0.8
s=1
— simetria
6 — assimetria |

2 4 ' 8 ' 16 T »
n

Figura 5.14: Grafico semi-log do valor esperado da altura média de uma folha de uma

arvore genealdgica em fungao do tamanho da amostra.
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Figura 5.15: Valor médio do desvio padrao da altura de uma folha versus o nimero de

folhas (escala logaritmica). Esta estatistica é nula para arvores simétricas.
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Figura 5.16: Lei de poténcia para a medida de balanco de Colless em fung¢ao do tamanho

da amostra. Em arvores simétricas, C' =0 e C' = 1 no caso oposto.
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Figura 5.17: Valor esperado do inverso da altura média de uma folha de uma &arvore

genealogica em fungao do tamanho da amostra.
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Figura 5.18: Informacao de Shannon-Wiener versus tamanho da amostra. O eixo das

abscissas esta em escala logaritmica.
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Esse procedimento foi mais uma vez utilizado para testar a hipdtese neutra frente a
alternativa de selecao pela dindmica de Moran. As distribui¢des de probabilidade das
estatisticas dos testes foram obtidas para varios valores de s via simulacao de 10* arvores
para construir as fungoes poder ilustradas na figura 5.19. Como se v&, o teste baseado na
estatistica N revela-se a melhor escolha para boa parte dos possiveis valores de s. Em
seguida, destaca-se By, enquanto B; quase sempre tem o menor poder. Entretanto, ne-
nhum dos 5 testes apresenta um desempenho aceitavel. Até mesmo a maior probabilidade
de rejeicao da hipotese de neutralidade entre todos os casos considerados, 0.25, ¢ muito
baixa. Além disso, também é preciso considerar que esses resultados admitem o pleno
conhecimento das genealogias. Em aplicagoes reais, é preciso inferir a forma da arvore
genealogica de qualquer conjunto de seqiiéncias, o que introduz ainda mais incertezas e
diminui o poder dos testes considerados. Portanto, sem sombra de duvida, pode-se dizer
que os testes estatisticos elaborados em [109] ndo sdo tuteis na detecgdo de desvios de

neutralidade em populagoes evoluindo em um relevo adaptativo multiplicativo.

|
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Figura 5.19: Poder dos testes de Kirkpatrick e Slatkin para amostras de tamanho 20.
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5.5 Fixacoes

Esta se¢ao nao discute um teste de neutralidade, mas utiliza as genealogias para analisar
o processo de substituicdo de genes. Como todas as mutagoes do ACMR estao presentes
em seus descendentes, diz-se que tais mutagoes estao fixadas. S6 ha fixagoes quando ha
uma mudanca do ACMR da populagao, embora a reciproca nem sempre seja verdadeira.
Esse efeito pode ser observado na figura 5.20. O niimero de fixa¢oes quando hé uma troca
de ACMR é a quantidade de mutagoes acumulada entre os ACMR novo e antigo. Se
tal nimero for nulo, nao hé fixagoes. Assim, tanto o intervalo de tempo entre mudancas
de ACMR quanto a quantidade de fixagoes sao varidveis aleatorias. Isso pode ser visto
claramente na figura 5.21.

No caso neutro, a teoria do coalescente com tempo discreto mostra [18, 39, 81| que

a distribuicao de probabilidade do intervalo temporal entre trocas de ACMR pode ser

aproximada, assintoticamente, por uma densidade exponencial, de expoente A\ = %, sendo
N o tamanho da populacao. Na presenca de sele¢ao, esperava-se observar o mesmo
comportamento qualitativo, embora com constantes de decaimento alteradas. A figura

5.22 confirma essa expectativa.

BhL

(a) (b)

Figura 5.20: Mudanga de ACMR. Os 2 individuos & extrema esquerda nao deixam des-
cendentes na geracao t + 1, havendo uma mudanca de ACMR. (a) Arvore genealdgica até

o instante ¢. (b) Arvore genealdgica estendida até ¢ + 1.
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Figura 5.21: Um gréfico (quase) tipico do niumero de fixagdes em fun¢do do tempo. O
nimero de fixagoes nao precisa variar sempre em uma unidade. Também pode haver

mudancas de ACMR sem fixagoes, o que este grafico, por construcao, nao pode evidenciar.

O comportamento observado na figura 5.22 era esperado, de certa forma. Em casos que
se desviam das condigbes normais de aplicagdo do modelo de Wright-Fisher (tamanho total
da populacao nao fixado, diferencas sexuais na contribuicao para a reproducao, presenca
de selegao), uma populagdo aparenta um tamanho efetivo N, menor que seu tamanho
verdadeiro, conforme discussao no capitulo 2. Assim, como no caso neutro, o inverso da
constante de decaimento exponencial em cada curva da figura 5.22 é uma medida de N,
na presenca de selecao. Como qualquer desvio da neutralidade faz com que haja uma
maior probabilidade de que varios individuos tenham um mesmo pai, é preciso um tempo
menor para encontrar o ACMR e, conseqiientemente, a populacgao efetiva deve ser sempre
menor que a real. A auséncia de monotonicidade na resposta de N, face & selecao pode
ser explicada pela neutralidade entre os individuos que podem se reproduzir no regime de
sele¢do extrema (s = 1).

A razao entre os tamanhos efetivo e real na populacdo simulada estao ilustrados na
figura 5.23, em fungao de s e para varios valores da taxa de mutacao. Um efeito curioso
que pode ser observado nessa figura, para altas taxas de mutacao, é uma lei de poténcia

em algumas regioes relativamente extensas do dominio do parametro s.
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Figura 5.22: Distribui¢ao do intervalo temporal entre mudangas de ACMR em uma popu-

lagao de 100 individuos. O comportamento exponencial ocorre apenas assintoticamente e

a constante de decaimento exponencial nao responde monotonicamente a selecao.
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Figura 5.23: Razao entre os tamanhos de populacao efetivo e real, em fungao do coeficiente

de selecao.
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5.6 Conclusoes

Este capitulo foi dedicado a anélise de diversos testes de neutralidade baseados direta
ou indiretamente na histéria evolutiva de uma populacdo. Afinal de contas, embora os
testes de Tajima e Fu & Li utilizem estatisticas sumarias do polimorfismo intra-especifico
de DNA em um locus, toda a teoria [170, 58| que justifica esses procedimentos esta fun-
damentada nas propriedades de arvores genealogicas. Ainda assim, a rejeicao da teoria
neutra é uma tarefa reconhecidamente dificil. O teste de Tajima é menos poderoso do
que os quatro propostos por Fu e Li quando se considera a rejeicao de selecao purificadora
mediante um relevo multiplicativo, mas mesmo a estatistica D s6 apresenta poder respei-
tavel em condigoes nao realisticas. Outros trabalhos ja avaliaram essas estatisticas sob
outras formas de sele¢@o [14, 161]. Os outros testes, baseados em propriedades topologicas
das genealogias, mostraram-se ainda menos poderosos.

Alguns autores acreditam [140] que a razao desse fracasso é a grande dependéncia
dos testes baseados em distribui¢oes alélicas e/ou niveis de variabilidade em relagao a
demografia da populacao. Em aplicacoes reais, ¢ muito comum haver violagoes de algumas
hip6teses implicitas na elaboracao de um modelo neutro. Se a populacao apresentar
alguma estrutura, como separagoes em comunidades, ou estiver em desequilibrio, como
apoOs extingoes em larga escala, é muito dificil distinguir esses efeitos e a selegao natural,
apesar de progressos recentes [54, 97].

Mas o que poderia ser visto como um defeito pode ser uma virtude, na realidade.
Afinal, fenomenos demogréficos também sao importantes. Panoramas gerais do potencial

de aplicagao dos testes de neutralidade sdo encontrados em [6, 140, 145, 179].
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Capitulo 6

Conclusoes gerais

O desenvolvimento de técnicas progressivamente mais avancadas para a manipulacao
de microorganismos e material genético originou uma nova area de pesquisa, a evolu-
¢cao experimental. Entretanto, essa metodologia precisa ser acompanhada pelo avango na
modelagem matematica, necessaria para organizar as informagoes obtidas experimental-
mente e até mesmo para sugerir protocolos que se revelem particularmente interessantes
pela anélise teoérica prévia.

Esta tese apresentou algumas contribuigoes nessa dire¢ao. Em alguns experimentos,
nao se permite que a populagao analisada atinja um estado de equilibrio. Nessas situacoes,
¢ fundamental conhecer a dependéncia temporal do sistema. Se, além disso, populagoes
razoavelmente grandes estiverem envolvidas, o comportamento dindmico de populacoes
infinitas obtido no capitulo 3 pode ter alguma utilidade. Em particular, os relevos mul-
tiplicativo e de pico agudo estao entre os casos analisados e ainda sao os modelos mais
populares quando se deseja estudar selegao.

Por outro lado, fortes flutuagoes sao inerentes aos processos considerados no capitulo
4. O modelo de gargalos estocéasticos pode ter aplicabilidade na mensuracao dos efeitos
seletivos e mutacionais em sistemas reais. Na verdade, talvez até seja possivel combina-
lo com o modelo de ramificacdo para populacoes em crescimento, de forma a obter um
método que permita o estudo numérico de dindmicas evolucionéarias mais realisticas, que

levem em consideracao a probabilidade de perda dos fundadores. Convém ressaltar que
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esses resultados estao relacionados a processos de acimulo de mutagoes deletérias, como
a catraca de Muller, de grande interesse fundamental e aplicado.

Finalmente, os resultados do capitulo 5 corroboram a notéria dificuldade na detecgao
de eventuais marcas da selecao natural no codigo genético. Tanto estatisticas usualmente
estudadas, baseadas no polimorfismo da populagao, quanto propriedades da topologia de
arvores genealdgicas, revelam-se incapazes de atingir esse objetivo. Mas esses testes abor-
dam outras questoes além da controvérsia neutralista-selecionista, como a identificacao
de efeitos demogréficos no passado de uma populacao. De forma geral, os testes esta-
tisticos de neutralidade podem vir a ser usados para sistematicamente identificar genes
que concederam vantagens seletivas ao longo da evolucao do homem moderno e assim
consolidarem-se como importantes ferramentas no estudo das diferengas entre espécies e

na identificagao de regioes de importancia médica e funcional no genoma.
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Apéndice A

Distribuicao de Poisson para incidéncia

de mutacoes

Neste apéndice, complementar & secao 2.3, mostra-se que a quantidade de mutagoes
adicionais originadas da replicagao de uma seqiiéncia infinitamente longa é dada por uma
distribuicao de Poisson.

Alguns autores, ja sabendo que a condicao de infinitos sitios impossibilita a ocorréncia
de mutacoes reversas, incorporam antecipadamente essa propriedade em seus modelos,
mesmo quando as seqiiéncias tem um comprimento finito. Em [78], por exemplo, a pro-
babilidade M;;, de uma seqiiéncia com k genes passar a ter j genes na geragao seguinte ¢
dada pela distribui¢ao binomial

L—k . .
My, = w R (1 — )l kE<j<L. (A1)
j—k
A equagdo acima nao somente é bem simples como também leva facilmente a Eq. (2.2),
pois é um fato bem conhecido, exposto em qualquer texto béasico sobre probabilidades,
que uma lei binomial caracterizada pelos parametros N e p, correspondentes a L — k e u
na Eq. (A.1), aproxima-se de uma distribui¢do de Poisson de média A\ quando N — oo,
p—0e Np— A\
Mas é ilustrativo considerar como o modelo de seqiiéncias finitas apresentado na secao

2.3 possibilita o calculo da probabilidade de um genétipo com k& mutagoes transformar-se
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em algum gendtipo com k' mutagoes, sem restri¢coes a k e k' e ao tamanho do alfabeto.
Como nao poderia deixar de ser, a distribuicao de probabilidade obtida tende & distri-
buicao de Poisson esperada quando sao satisfeitas as condigoes de validade do modelo de
infinitos sitios. Nesse limite, as mutagoes reversas naturalmente revelam-se impossiveis.
A idéia consiste em partir de uma seqiiéncia com k sitios mutantes e L — k ndo mutantes
e obter um genotipo com k' defeitos. Em geral, é possivel que m mutantes, 0 < m < k,
percam essa condigdo, o que ocorre com probabilidade u/(A — 1) para cada um deles.

Os k — m restantes podem até mutar, desde que nao adquiram o simbolo original. Essa

probabilidade é 1 —u/(A — 1). Ha formas diferentes disso acontecer. Por outro
m

lado, se s6 restaram k — m mutantes e é preciso obter k', k' — (kK —m) dos L — k sitios
nao mutantes precisam mudar seus simbolos e os demais, L — k — [k’ — (k — m)] =

L —m — k', devem permanecer inalterados. As probabilidades envolvidas sdo u e 1 — u,
L—k

respectivamente, e existem combinagoes possiveis. Além disso, é claro

kK — (k—m)

que os dois nameros, k' — (k —m) e L — m — k’, precisam ser maiores ou iguais a zero.
Dessa forma, além do par de desigualdades 0 < m < k, m também precisa satisfazer
k—FkK < m < L —FK. A imposicao simultanea dessas duas condi¢oes determina os

possiveis valores de m, de modo que a probabilidade desejada ¢é

min(k,L—k") k L—k
Pk—HK)= Y
m=max(0,k—k’) m K — (l{? — m)

m k—m
u o u m—(k—k') (1 _ , \L—m—Fk’
X (A—l) (1 A—l) u (1—u) . (A.2)

Enquanto o caso em que A = 2 ja é conhecido na literatura [190] ha algum tempo, a
expressao geral parece ser inédita.

Nao ¢é dificil simplificar a equacao acima quando L — oo, u — 0 e uL — U. Basta
notar que as poténcias com base 1 — u/(A — 1) ou 1 — u e expoente finito tendem a 1
quando u — 0. H4 uma contribuigao nao trival do termo (1 — u)l' = (1 — U/L)L — e7Y.

~ . . . A . k=
Uma das poténcias de « contribui com a poténcia LF~* ™ que contrabalanca os termos

dependentes de L na segunda combinagao, resultando em um fator unitario. Resta apenas
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um termo dependente em L, L=™. O resultado s6 nao é nulo se m puder ser nulo, ou
seja, se k — k' < 0 = k' > k. Nessas condigoes, s6 o termo m = 0 contribui para a
soma, elimina qualquer dependéncia no tamanho do alfabeto e gera os fatores necessarios

a obtencao da distribuicao de Poisson

k'—k
o U

P(k‘—>k’/):€ m,

K>k (A.3)
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Apéndice B

Calculos detalhados da evolucao de
uma populacao infinita em um relevo

de selecao truncada

Neste apéndice sao apresentados alguns calculos relacionados a se¢ao 3.4.

Resultados para a obtengao da fungao geratriz (3.14)

Quando os dois lados da Eq. (3.3) sdo multiplicados por z* e somados de i = 0 a oo,
surge a expressio A(k,z,t) = 32 2/Cj(t)w;, apos a inversdo da ordem dos somatorios
no lado direito da equagao resultante. Usando a forma do relevo de selegao truncada (2.4)

¢ a defini¢do da fungdo geratriz (3.4),

A(k, z,t) Zz]C (1—2s) {ZZ]C Zz]C }
= sszCj(t) + (1 —5)G(z,t). (B.1)

Essa expressdo aparece na equagio de recorréncia (3.13) e precisa ser solivel recursiva-

mente para que seja possivel encontrar féormulas fechadas para o problema. Nota-se que

w(t) = A(k,1,t), justificando as Eqgs. (3.17) e (3.19). Definindo B(k, z,t) = E?:o 210 (t)
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e usando a equagao (3.3),

k U i [i-i
Bk, 2,1 Zz@{w(t_l)zoju 1)wj(—}:

« i—j)!

U k

:eiz{zjc (t—1) - } e’ D(k,z,t —1). (B.2)

w(t—1) = P w(t—1)

Essa expressao tem dois somatoérios que nao podem ser simplificados, em contraste com
o Gnico somatoério de A(k, z,t). Se a cada iteracdo, regredindo no tempo, aparecesse um

somatorio adicional, nao haveria solugao fechada. Entretanto,

k ‘ U J j—i | [F=J (zU)l_
D““’Z’t‘”:Z{ZJ [mza(t_z)wi(y‘—i)!] !

: }
R oo
_ wé =p3 JZ {z’C’Z(t —9) ((jU_)JZ)' 3 (zll'f) } _
s X T )
_ w(ii_Uz) ; {ziq-(t —9) :0 <2'Zj(!]>j} . (B3)

O aspecto importante da equacgao acima é que foi realizada mais uma iteracao e o
numero de somatoérios se manteve constante, o que faz com que modelo seja solivel. A
ultima passagem, nao trivial, ¢ uma simples aplicagao da identidade

N N-n gm N ( ;
_ a+f)
fas =35 (%) (o) =X 5 (B4
n= =0 =0

Sua demonstragao é simples, basta iterar a equagao de recorréncia
a+ )N
f(a,ﬁ,N):f(a,ﬁ,N—l)jL%, (B5)

que pode ser facilmente deduzida a partir da definigao de f(«, 3, N).
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Derivadas para o célculo da Eq. (3.15)

E preciso calcular derivadas da funcao geratriz para obter as concentragoes. Nesse

contexto, as expressoes abaixo sao importantes. No que segue abaixo, a m-ésima derivada
de uma funcio f(z) é denotada por [f(2)]'™ e (x) é a funcdo degrau,

1, sex >0
. (B.6)

Ox)=1¢
0, sex <0

Alguns resultados preliminares tteis sao
o a—i ; o (%) y
(a—d)l° 0o =) = {(z)"},_, = i 0ia, (B.7)

(eﬂz)(i) _ 52'6,32' - {(eﬂz)(i)}zzo — ﬁz (BS)

e a bem conhecida expansao “binomial” para a derivada do produto de duas funcoes
)

N O o
(fa)?=> | |97, (B.9)
Jj=0 J
todos facilmente demonstréaveis por inducgao finita.
Assim,
i+l _2U(t—i)7(m) - m j n)[,2U(t—i)1(m—n
{Pﬁ%UU)} } Iy (27+) ) [V (t=D) (m=n) _
z=0 0 n
z=0
e m . :
n=0 n
S m -\ ym—n
=> n! 6y Ut — i)™ " =
n=0 n
Ut — o))V :
=m)! Om — (5 +1)] (B.10)

[m =G+ D!
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n=0 n
e m
= Z ( ) {[ert](m—n)}z_O {[G(Z,O)]( )}270 —
n=0 n o
m m m (Ut)m—n
= ut)y™ "nlC,(0) =m!» C,(0)———, B.11
%(n)m O=m> GO B
tendo sido usada a Eq. (3.5) no pentltimo passo.
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Apéndice C

Numeros de Euler

Os ntimeros de Euler E,, ; sao indexados por 2 inteiros, como os coeficientes binomiais.

E embora sejam bem menos famosos que seus primos binomiais, os ntmeros de Euler

constituem um tridngulo simétrico, como o de Pascal, e admitem uma interpretacao com-

binatorial bem interessante: E, j ¢ o nimero de permutagdes mm...m, de {1,2,...,n} que

tém k posi¢des onde 7; < m;1; (“subidas”). Assim, k pode assumir qualquer valor de 0 a

-1 . . ~
n—1,e> o E,r=nl Asimetria E, , = E, ,_1_j decorre da permutagdo mms...m, ter

n — 1 — k “subidas” se e somente se sua reflexao m,...mom tiver £ “subidas”. Por exemplo,

se n = 3, ha 3! = 6 permutagdes possiveis, {1,2,3}, {2,3,1}, {3,1,2}, {1,3,2}, {2,1,3}

e {3,2,1}. A primeira apresenta duas “subidas” (1 — 2 e 2 — 3), a tltima, nenhuma, e

as demais, uma “subida’”.

Alternadamente diferenciando e multiplicando por = a série geométrica,

=0
onde | z |< 1,
T n—1 o]
E, at = Zz”xl
— \n+l Z .k
(1 q})n k=0 =1

Esse procedimento revela que os niimeros de Euler satisfazem a recorréncia

En,k = (]{? —+ 1)En_1,k + (n — k>En—1,k—1'
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Os primeiros numeros de Euler estao apresentados na tabela C.1.

Tabela C.1: Triangulo de Euler

n En70 Eml En,2 En73 En,4 En,S En76 En,? En,8

0 1

1 1 0

2 1 1 0

3 1 4 1 0

4 1 11 11 1 0

bt 1 26 66 26 1 0

6 1 o7 302 302 o7 1 0

7 1 120 1191 2416 1191 120 1 0

8 1 247 4293 15619 15619 4293 247 1 0
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Apéndice D

Distribuicoes para o tamanho do

gargalo

Neste apéndice sao apresentadas as formas explicitas dos coeficientes g, utilizados nas
subsegoes 4.2.3 e 4.2.2.
Devido & estrutura da Eq. (4.7), cada coeficiente g, ¢ dado pela diferenga de dois

termos,

9k = fx — Jat1, (D.1)

onde f; é a média de a% na distribui¢do P(N’) considerada. Portanto, é suficiente
conhecer a fungdo f; em cada um dos modelos probabilisticos [19] empregados.

Em termos de fj, a equagdo (4.11) poderia ser expressa como

R i e 02)

Tamanho fixo

Este caso corresponde a P(N') = 6(N, N'), o que faz com que

fk = CYQ{O. (D3)

Como foi possivel transferir precisamente um virus a cada gargalo no experimento de

Chao [21], este protocolo também deve ser factivel.
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Binomial

Se uma populacao de tamanho M estiver dispersa uniformemente em um meio liquido
de volume V', do qual é colhida uma amostra de volume AV, a probabilidade de um certo
individuo estar presente na amostra é u = %, de forma que a probabilidade da amostra
conter exatamente N’ individuos ¢ P(N’) = uN' (1 —u)MN N =0,...,M. O

N/
teorema binomial leva ao resultado

fr =1+ uare — M. (D.4)

E importante notar que a varidncia de N'; Mu(1 — u), é sempre menor que sua média,

Mu, e pode ser arbitrariamente pequena.

Poisson
Considerando o procedimento de amostragem descrito logo acima, o interesse deste
estudo reside no caso em que M é um ntmero enorme. Se, além disso, AV <« V, a
distribuicao poissoniana torna-se uma excelente aproximacao & binomial e passa a existir
apenas um parametro relevante, o tamanho médio da amostra, N = M A7V, que também
e~ N NN

¢ igual & variancia. Dessa forma, a distribuicdo de Poisson P(N') = “—5—, N’ € N, da

origem ao coeficiente

fr = exp[N(ago — 1)]. (D.5)

Mistura Poisson-gama

Por outro lado, o proprio volume AV da amostra e, conseqiientemente, o parametro do
caso poissoniano, podem ser considerados variaveis aleatorias. Nesse caso, recomenda-se
a adogdo de um modelo hierarquico [19] onde a média da Poisson obedece uma distribui-
cao gama ! , especificada por dois parametros positivos, A e r. O modelo resultante é
chamado mistura Poisson-gama mas, quando r € N, ele se reduz a uma forma alterna-
tiva da distribuicao binomial negativa. Em particular, se r = 1, obtém-se a distribuigao

geométrica.

1A densidade gama é P(N) = A"N"1e=*N /T'(r), com média /) e variancia r/\2.
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A densidade de probabilidade Poisson-gama P(N') = FJ\(/,\,IILJ(“TS) p'gN', onde ¢ = 1 — p,

depende dos parametros p = A\/(A+1) e r, tendo média rq/p e variancia rq/p?. Um pouco
de algebra mostra que
» r
=il .

Truncamento das distribuigoes

Nos experimentos de transferéncias seriais, culturas que nao se desenvolvem nao sao
consideradas no célculo de (w). Essas contribuigoes, em principio, poderiam afetar posi-
tivamente a confiabilidade na determinacao de s e U. No entanto, é possivel mostrar que,
nas regioes biologicamente plausiveis do espago de pardmetros, o procedimento empirica-
mente adotado é plenamente justificado, pois reduz as incertezas na inferéncia. Esse fato
precisa ser incorporado nos resultados acima, pois as distribui¢oes adotadas admitem a
possibilidade do tamanho da amostra ser nulo 2 .

Dessa forma é preciso truncar todas as distribuigoes de forma a excluir N = 0. Esse

procedimento faz com que

fe — P(N'"=0)
D.
T ) (B-7)
e, conseqiientemente,
9 » (D8)

— .
1—P(N'=0)
Portanto, dada uma distribuicao para o tamanho dos gargalos, todos os (3, tornam-se

maiores devido a divisao por um fator comum.

2Nos experimentos, a estagnacio de algumas culturas deve-se ao fracasso dos fundadores e nio ao
fato de nenhum individuo ser transferido, mas essa possibilidade nao foi incorporada no modelo estudado

nesta tese.
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Apéndice E

Conceitos basicos de testes de hipoteses

Segundo uma bem difundida corrente na epistemologia das ciéncias naturais [151],
uma condicao necessaria para que uma teoria cientifica seja considerada cientifica é a
falseabilidade, ou seja, ela precisa fazer previsoes passiveis de refutacao empirica. Dessa
forma, uma metodologia consistente para a tomada de decisoes na avaliagao de hipoteses é
um instrumento fundamental dentro do método cientifico. Embora ainda seja bem menos
conhecida e utilizada do que deveria, a metodologia estatistica de testes de hipoteses [19]
j& desempenha esse papel ha bastante tempo.

Via de regra, denomina-se hipdtese nula, Hy, a prerrogativa mais relevante entre to-
das as possibilidades consideradas, que deve ser posta & prova e cuja confiabilidade sera
conhecida em um sentido quantitativamente bem preciso. Hipoteses, nesse contexto, sao
afirmacoes acerca de um modelo probabilistico. No caso mais simples, que atende as neces-
sidades deste trabalho, considera-se uma estatistica X cuja distribuicao de probabilidade
depende de um parametro, especificado pela hipotese nula. Nesta tese, Hy é a hipdtese
de evolucdo neutra, Hy : s = 0. E conveniente especificar também a contrapartida que
sera considerada aceitavel caso Hj seja rejeitada, denominada hipotese alternativa, H;.
Dependendo do problema, a alternativa pode ser completamente especificada ou dada por
uma hipotese composta como H; : s # 0.

E preciso definir um critério de decisfio para a avaliacio das hipoteses, embora eventuais

erros sejam inevitaveis. Deseja-se evitar que Hj seja rejeitada quando é verdadeira, o que
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é conhecido como erro do tipo I, e que Hy nao seja rejeitada quando é falsa, o erro do
tipo II. E usual fixar a probabilidade do erro do tipo I em um certo valor a, chamado
nivel de significancia do teste, e escolher uma parte do espago amostral de X, a regiao
critica (RC), que corresponda a uma fracao o da massa de probabilidade de X segundo a
distribuicao especificada por Hy. Caso o valor observado da estatistica em uma amostra
pertenca & RC, Hy é rejeitada. As vezes, alguns principios sdo tteis na determinacio da
RC, mas em geral a escolha é arbitraria. Portanto, uma estatistica sozinha nao especifica
um teste, pois é compativel com RCs arbitrarias.

A determinacao da probabilidade 3 do erro do tipo I/ demanda uma especificagao
completa da hipotese alternativa. No presente contexto, 3(s) = P(ndo rejeitar Hy | s).
Porém, costuma-se utilizar a fun¢do poder m(s) = 1 — 3(s), que corresponde & fracdo
da massa de probabilidade da distribuicao de probabilidade de X, parametrizada por
s, que esta presente na regiao critica. Assim, a func@o poder é realmente uma medida
da capacidade de um teste em rejeitar Hy em situagoes em que ela realmente deve ser

rejeitada.
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Apéndice F

Teoria de amostragem de Ewens para

alelos seletivamente neutros

Probabilidade de uma amostra ter i alelos

Na aproximacao de difusao, admite-se que o tamanho efetivo da populacao seja infinito,
N, — 00, mas que a probabilidade de mutacao por individuo dipléide por geragao u seja
muito pequena, U — 0, de modo que 4N .u tende a um valor constante, 6, que rege a
dindmica evolucionéria. Se os individuos fossem haplodides, valeria a equagao 6 = 2N u.

Em [52], Ewens afirma que certos resultados da aproximagao de difusdo indicam que a
funcao

f(z) = 02711 — z)?~* (F.1)

é tal que f(x)dx é a probabilidade de que um alelo tenha freqiiéncia entre x e = + dx.
Em outras palavras, f(z) é uma densidade de freqiiéncias alélicas. Esse fato permite
transformar somatoérios em integrais simples, pois estas tém sempre a forma de uma

funcao beta,
L(r)I'(s)
L(r+s)’

onde I'(n) é a fungdo gama, que satisfaz I'(n + 1) = nl'(n) em geral e, se n for inteiro,

B(r,s) = /0 21— x)* e = (F.2)

I'(n+1)=nl
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A homozigosidade F' é simplesmente a probabilidade de dois alelos escolhidos aleatori-

amente serem idénticos, Y, p?, e, na aproximacao de difusdo, ¢ dada por

@re) 1
24+6) 1+6

P 9/0 2 (1 — 2)/Yd — 9? (F.3)

Além disso, a probabilidade de que o (j + 1)-ésimo gene (freqiiéncia igual a p;) a ser
retirado da populacao para compor a amostra seja de um tipo alélico diferente dos j
primeiros é > (1 — p;)’p; e vale

9/0 (1 —a)zfz™' (1 —2)°)de = 011:((11)351—3)) =3 i 5 = Jit1. (F.4)

Obviamente, a probabilidade de que tal gene nao seja inédito na amostra é hj;1 = 1—g;41

= Jjﬁ Essas duas grandezas permitem que se obtenha 7;, a probabilidade da amostra de

2n genes ter ¢ alelos. Para tanto, basta notar que, se g;, ¢ a probabilidade dos j primeiros

genes da amostra pertencerem a exatamente ¢ alelos, entao ¢ possivel escrever a relagao

de recorréncia
j 0
i = Gt i —— F.5
dj+1, 4qj, j 43, 1]+9 (F.5)

que é uma aplicagao da lei da probabilidade total. Os casos extremos sao

- N (j—1)! _ G -1
Q1 = hahg ... h; = @+ D0+2)...0+j-1) ... (6151 (F.6)
) B gi~1 B 6 F.7
Gi= P99 = g1y +2).. 0+j—-1) 0..0+5—1) 0

Os demais casos sao obtidos mediante a utilizagao da funcao geratriz

J
Gj(z) = Z 24y, (F.8)
i=1

que, aplicada & equagao (F.5), leva & equagao

_jtbz ‘Z_(j—i—ez)...(l—i-ez) .
Gl = L2260 = S ), (.9
Como
Gi(z) = zq11 = 2, (F.10)
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entao

(j+02)...(02)

Gj+1(z) - (] + 9) e (9) '

(F.11)

Para uma amostra de 2n elementos, deve-se tomar j = 2n—1 e, se for definido o polinémio

Lx)=z(@+1).. (x+7r—1)=ha+la*+ - +la", (F.12)
entao
__.Lgn(QZ)
Gan(2) = 0 (F.13)

e uma simples comparagao de poténcias entre as equagoes (F.8) e (F.11) permite concluir

que

1;0°
Ti = Qoni = m (F.14)

Os coeficientes [; s@o conhecidos como ntmeros de Stirling de primeira espécie. A funcao

geratriz dada pela Eq. (F.13) leva facilmente ao ntimero médio de alelos na amostra,

EJi] = {%ng(z)} ey~ L (F.15)

z=1 =0
e, apos alguma algebra, a varidncia

2n—1

Varli] =6 J . (F.16)

= (0+5)

Foérmula de amostragem de Ewens

A férmula de amostragem de Ewens foi demonstrada por S. Karlin e J. McGregor em um
adendo [95] ao trabalho original [52]. E notével que, ap6s tantos anos, essa expressio ainda
venha encontrando aplicacoes em diversas areas, inclusive na determinacao do tamanho de
aglomerados [127] em Fisica. De fato, varias medidas de diversidade genética sdao analogas
a grandezas fisicas, especialmente na area de sistemas desordenados |79].

A férmula de amostragem de Ewens expressa a probabilidade de cada possivel partigao

de uma amostra de r genes em k tipos de alelos. Originalmente, as variedades alélicas
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foram indexadas de forma decrescente segundo suas freqiiéncias (indice 1 para o alelo mais
freqliente, k para o mais raro) e cada parti¢do era expressa pelo conjunto {ni,...,n;},
onde n; é a quantidade de genes do tipo ¢ na amostra, ¢ = 1, ..., k. Obviamente, Zle n; =
r. Alternativamente, uma particdo pode ser denotada inequivocamente por toda uma
familia de varidveis como a(j), que representa a quantidade de alelos que contribuem com
j genes na amostra. B claro que necessariamente a(j) = 0 se j > r (mas ndo apenas
nesse caso) e sempre valem as equagdes > °_, a(j) = ke >, ja(j) = r. Por exemplo,
sen, =T7T,no="7,n3=6n,=3ns=3ng=2,ny=1ng=1eng =1, entdo k =9,
r=3La(l)=3,a2)=1,a3)=2,a(4) =0, a(d) =0, a(6) =1, a(7) =2 ¢ a(i) =0
para ¢ > 8. Com a segunda notacao, a célebre formula adquire uma forma mais simples,

rl 0
P{a(l),...,a(r)} | k,0) = 1M (1) ... reMa(r)! L.(0)

(F.17)
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Apéndice G

Parametros dos testes de Tajima e Fu &

Li

Este apéndice apresenta as féormulas explicitas dos desvios padrao da estatistica 7" de

Tajima e das 4 estatisticas de Fu e Li. Sejam

o =Y —, (G.1)
=17
n+1
by = 2
YT 3 —1) (G.2)
_ 2(n*4n+3)
b In(n—1) ’ (G.3)
1, sen =2
Cp = (G.4)
2[nan1 —2(n—1)]/[(n—1)(n—2)], sen > 2
e
- n=2 2 (3 2a,,,-3 1
dn_cn+(n—1)2 n—l(? n—2 n) (G5)
Entao
o7 =urK +vrK(K — 1), (G.6)
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onde

(§]
n+2  apg 9
Vr = bQ — + 5 / [an,l + an’g] .
nap1 an,l

Além disso, para qualquer estatistica X de Fu e Li,
2 _ 2
oy =ux K +vxK*,

e as constantes para cada caso sao

a? 1
vD=1+%(cn—n+ )

Qp1+ Gn2 n—1
e
up = an,1 — 1 —vp,
2
B n 5 nan1(any + 1) 5
e [(n—1> bt g o = 270 T | ]
e
n n
Up* = (07% Up~,
D — 1 1 D
Vp = |:Cn+b2 — j:| / [@72171 +an,2:|
e

n+1 2n
= 14b — 44— (apg — —— —
ur |: + 01 (n_ 1)2 <CL +1,1 n+1):| /CL 1 VF

e, finalmente,

2 8
Vs = {dn + by — m (4(171,2 — 6+ E):| / [ail + an,g}

n 4 n+1 2n
B T T AR | PR

n—1 n(n—1) (n—1)2 n+1
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Apéndice H

(Glossario

Este glossario foi elaborado com base em [61]. Alguns termos omitidos aqui foram

definidos detalhadamente no capitulo 2.

alelo Uma das varias possiveis formas de um mesmo gene, presumivelmente diferindo das

demais por mutacao da seqiiéncia do DNA.
autossomo Cromossomo nao ligado ao sexo.

codominancia Manifestacao fenotipica conjunta de dois alelos distintos em um hetero-

zigoto.
cédon Trinca de bases nitrogenadas que codifica um aminoacido.
dipléide Uma célula ou organismo que possui dois complementos cromossémicos.

dominancia Propriedade de um alelo que produz em um heterozigoto o mesmo efeito

fenotipico que produziria em um homozigoto.

especiagao Processo evolucionario em que hé divergéncia de diferentes linhas genéticas

a partir de um ancestral comum.

feno6tipo Uma propriedade ou conjunto de propriedades de um organismo que se mani-

festa pela acao dos genes e do ambiente.
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freqiiéncia génica (ou alélica) Dada uma populacdo de genes, é a proporc¢ao obser-

vada de um certo alelo.

freqiiéncia genotipica Dada uma populacao de genotipos, é a proporcao observada de

um certo gendtipo.

gene A unidade funcional de hereditariedade, usualmente uma extensao de DNA que

difere em fungdo (codificar uma proteina) das demais.

gendtipo O conjunto de genes que um organismo individual possui. Freqiientemente,
refere-se a sua composi¢ao genética em um loco especifico ou conjunto de locos em

questao.

hapléide Uma célula ou organismo que possui um tnico complemento cromossoémico e,

portanto, uma tinica copia génica a cada loco.
haplétipo Variante da seqiiéncia de DNA, reconhecida por seqiienciamento direto; alelo.
heterozigoto Um organismo individual que possui alelos diferentes para um loco.

homozigoto Um organismo individual que tem o mesmo alelo em cada uma de suas

coHpias de um loco génico.
loci Plural de locus.
loco (locus) Uma posi¢do em um cromossomo ocupada por um gene especifico.

polimorfismo Propriedade de uma populagao apresentar dois ou mais gendtipos para
uma certa caracteristica, desde que o mais raro exceda alguma pequena freqiiéncia

pré-fixada.
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