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And now the end is here

And so I face the final curtain

My friend I'll say it clear

LI’ll state my case of which I'm certain I've lived a life that’s full
I traveled each and every highway

And more, much more than this

I did it my way

Regrets I've had a few

But then again too few to mention

I did what I had to do

And saw it through without exemption I planned each charted course
Fach careful step along the byway

And more, much more than this

I did it my way

Yes, there were times, I'm sure you knew
When I bit off more than I could chew

But through it all, when there was doubt

I ate it up and spit it out

I faced it all and I stood tall and did it my way

I've loved, I've laughed and cried

I've had my fill, my share of losing

And now, as tears subside, I find it all so amusing
To think I did all that

And may I say, not in a shy way,

”Oh, no, oh, no, not me, I did it my way”

For what is a man, what has he got?

If not himself, then he has naught

To say the things he truly feels and not the words of one who kneels
The record shows I took the blows and did it my way!

Yes, it was my way

Vil
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Resumo

As doencas transmitidas por mosquitos tém grande custo de vidas e socio-econoémico, es-
pecialmente em paises tropicais em desenvolvimento, e por isso é uma prioridade para a
Organizacao Mundial da Satude. Novas propostas para o controle destas doengas incluem
a modificagao genética dos vetores e para isso, além da identificagao e insercao de genes de
resisténcia ao patdégeno no mosquito, é necessaria a obtencao de métodos eficientes para
difundir e fixar tais transgenes nas populagoes naturais. O uso de elementos transponiveis
(TEs) tem sido proposto como mecanismo de propagagao devido a suas caracteristicas
egoistas e capacidade de invasao em populacoes inteiras. Nesta tese examinamos modelos
matematicos sob a dtica de simulagoes dos fenomenos ecoldgicos e evolutivos envolvidos
nos processos de invasao de uma populacao selvagem de mosquitos por uma familia de
TEs que carregue um gene de resisténcia que confira refratoriedade contra o patégeno de
uma doencga transmissivel. Elaboramos as premissas de um estudo recente que adaptou
técnicas de filodinamica usadas com sequéncias de virus para sequéncias de TEs, e como
essa analogia pode ser usada para estimar o tempo de invasao de TEs em uma populacao
de mosquitos. Foi desenvolvido um simulador de novo baseado em individuos capaz de
representar trés niveis de organizacao bioldgica: a populacao dos mosquitos, as quanti-
dades e loci dos elementos e as sequéncias individuais que sofrem mutacoes ao longo das
geragoes. Exploramos tanto a influéncia do custo de fitness dos TEs como a influéncia
de diferentes dinamicas populacionais nas quantidades totais de elementos por individuo
e na populacao, tomando como base uma familia de TEs que se expande de acordo com
um modelo master gene. Observamos que topologias reconstruidas de uma familia com
essa caracteristica exibem as estruturas pectinadas previstas na literatura tedrica, e em
casos simples, o tempo entre eventos de transposicao pode ser observado graficamente
na arvore. Mostramos também o conflito entre a taxa de transposicao, a perda de TEs
ativos e o impacto individual no fitness do hospedeiro, e como essas grandezas devem ser
consideradas em conjunto para futuros estudos. Mostramos que ao fazer a filodinamica
com sequéncias de TEs, é possivel observar a influéncia da demografia dos hospedeiros na

estimativa da populacao dos TEs.
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Abstract

Mosquito-borne diseases present a severe socio-economical burden for tropical developing
countries, and thus is a high priority for the World Health Organization. New propo-
sals for the control of these diseases include the genetic modification of the vectors that
transmit the pathogen, and to achieve this goal, not only it is required to identify and
insert genes that inhibit the pathogen cycle in the mosquito, but also to drive these genes
into whole wild populations. The use of transposable elements (TEs) has been suggested
as a possible gene drive system due to its selfish behaviour and ability to invade whole
populations. In this thesis we revisit mathematical models by the use of computer si-
mulation of ecological and evolutionary processes involved in the invasion of a mosquito
population by a family of TEs that carries a resistance gene against the pathogen of a
transmitted disease. We elaborated on premises from a recent study that adapted phy-
lodynamics techniques usually employed with virus sequences to TE data, and how this
analogy can be used to estimate the time since invasion in a mosquito population. A de
novo individual-based computer simulation model was developed, capable of representing
three levels of biological organization: the mosquito population, the quantities and loc:
of TEs and the individual DNA sequences that mutate over generations. We explored
both the influence of the fitness cost from TEs and the influence of different population
dynamics in the total quantities of TEs in individuals and in the whole population, consi-
dering a master gene model. We observed that phylogenies reconstructed from such a TE
family meet theoretical properties predicted in the literature. Our simulations also show
the compromise between the transposition rate, the loss of active TEs and the fitness
impact in the host and how these variables must be jointly considered in future studies.
We show that when phylodynamics is applied to TE sequences, the influence of the host

demography can be observed in the estimated TE population.

Palavras chave: Modelo baseado em individuos, simulacao, gene drive systems,

elementos transponiveis, evolucao molecular, filodinamica, modelos de populagoes.
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Capitulo 1

Introducao

“(...) it is necessary that the reasoner should be able to utilise all the facts which have
come to his knowledge; and this in itself implies, as you will readily see, a possession of all
knowledge, which, even in these days of free education and encyclopaedias, is a somewhat
rare accomplishment. It is not so impossible, however, that a man should possess all
knowledge which is likely to be useful to him in his work, and this I have endeavoured
i my case to do. If I remember rightly, you on one occasion, in the early days of our
friendship, defined my limits in a very precise fashion.”

Sherlock Holmes in “The Five Orange Pips” (1892)



2 CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1 Controle genético de pragas

Doencas transmitidas por vetores tém fortes efeitos negativos na satide humana, agri-
cultura e pecuaria. Com a melhora das condigoes sanitarias nos ultimos séculos, doencas
como a peste bubodnica, foram mitigadas ou erradicadas em diversas areas do mundo.
Adicionalmente, avancgos no estudo e producao de vacinas também erradicaram doencas
como variola em muitos paises.

No entanto nao existem vacinas disponiveis para todas as doencas conhecidas. Na
auséncia de uma vacina, o controle das doencas transmitidas por vetores é feito princi-
palmente com o controle da populacao desse vetor. O ciclo da malaria, por exemplo,
depende tanto da presenga do vetor, um mosquito do género Anopheles, quanto do para-
sito, um protozoario do género Plasmodium. Para isso, medidas sao tomadas para reduzir
o tamanho da populagao do vetor, o que implica numa reducao na taxa de encontros
entre o vetor (mosquito) e o hospedeiro (humano). Campanhas de redugao e controle
de mosquitos foram bem sucedidos na erradicacao da malaria na maior parte dos paises
desenvolvidos, e fora das zonas tropicais. Infelizmente esta doenca ainda persiste com
epidemias frequentes e em alguns casos de forma endémica na maior parte da Africa e
alguns paises da Asia.

De acordo com a Organizacao Mundial da Satide (OMS), houve algo em torno de 216
milhoes de casos de maldria, implicando em cerca de 665.000 mortes em 2010 [I]. As
taxas de mortalidade por maldria ao redor do mundo cairam mais de 25% desde o ano
de 2000, e mais de 33% no continente africano. A maior parte das mortes ocorre entre
criancas na Africa, onde uma crianga morre a cada minuto de malaria e a doenga provoca
cerca de 24% das causas de mortalidade infantil.

A OMS recomenda que larvas e mosquitos adultos sejam eliminados e repelidos através
do uso de inseticidas no interior de moradias. Existem 12 tipos de inseticidas sugeridos
para pulverizacao residual em domicilios (IRS = indoor residual spraying, incluindo-se
o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano) apesar de sua proibicao na Convengao de Esto-
colmcﬂ. Além da pulverizacao nas paredes e telhados, o nimero de picadas por noite
pode ser reduzido com a utilizagao de telas e mosquiteiros tratados com inseticidas. O
uso desses métodos, apesar de eficazes a curto prazo, perdem sua eficiéncia a longo prazo

devido aos mecanismos adaptativos que originam resisténcias aos inseticidas por parte

Thttp:/ /www.who.int /malaria/publications/atoz/who_htm_gmp_2011/en/index.html


http://www.who.int/malaria/publications/atoz/who_htm_gmp_2011/en/index.html

1.1. CONTROLE GENETICO DE PRAGAS 3

dos vetores [2]. Nos casos de doencgas para as quais hé vacinas disponiveis, campanhas
de vacinacao maciga também tem um bom desempenho a médio prazo. Contudo, ana-
logamente ao caso dos inseticidas, estas também criam uma pressao seletiva no parasito,
e se a campanha nao obtiver abrangéncia de 100% da populacdo alvo, os parasitos re-
manescentes podem desenvolver mecanismos de evasao da pressao causada pelo sistema
imunoldgico do hospedeiro [3]. Sendo assim, faz-se necessério que esses métodos sejam

constantemente revistos e atualizados, como também ocorre com inseticidas.

Os mosquitos do género Anopheles, possuem uma resisténcia natural ao plasmoédio
causador da maldria e por isso quando considerados individualmente, sao em geral veto-
res ineficientes do parasito [4]. O estudo de genes especificos que garantam resisténcia
do vetor ao patégeno objetiva a criacao de mosquitos geneticamente modificados (GMIs
= Genetically Modified Insects) [0, [6]. Especula-se que seja possivel explorar esse
mecanismo natural de resisténcia, e difundi-lo de maneira programada para toda a po-
pulacao do mosquito em um dado ambiente, de modo a interromper o ciclo de transmissao
da doenga quando o parasito entra em contato com o vetor [7]. A criacao de um mosquito
transgenico que seja incapaz de atuar como vetor também ¢é foco de muita discussao na co-
munidade cientifica [8,[9], e tem-se observado sucesso na obtencao de cepas em laboratério

refratdrias ao patégeno [10, [11].

1.1.1 Técnicas classicas

A ideia de se modificar geneticamente insetos para o controle de pragas nao é nova.
O pesquisador russo Alexander Serebrovskii propos uma abordagem tedrica baseada em
translocagoes cromossomicas nos anos 1940, mas foi impedido de fazer seus experimentos
pela Segunda Guerra Mundial [8,12]. Entre os anos 1940 e 1950 os pesquisadores Knipling
e Bushland, desenvolveram a técnica SIT (Sterile Insect Technique) [13], que consiste em
criar mutacoes genéticas nos gametas dos machos de modo a produzir progénia estéril
[8]. Para isso, os insetos sdo expostos a radiacao em doses controladas e posteriormente
liberados no ambiente para se reproduzir livremente com as fémeas silvestres.

Embora campanhas de redugao de populagoes de insetos que causam danos na agricul-
tura e pecuaria tenham tido sucesso no passado em ilhas e areas geograficamente isoladas,
o controle genético de pragas nao esta restrito a tentativa de extingao da populagao. De

fato, em muitos casos nao é interessante, viavel ou mesmo ético extinguir toda uma po-
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pulagao ou espécie de vetores. A erradicacao de uma populacao de insetos pode ter

impactos secundérios dificeis de serem previstos ou mesmo mensurados [5].

1.1.2 Novas propostas

Uma proposta alternativa a erradicacao de vetores de doencas, que vem ganhando
tragao na literatura na tltima década é a de substitui¢ao de populagao (population
replacement) [0, [14]. Nesse contexto, a populagao silvestre deve ser substituida por uma
variante menos danosa, ou incapaz de se contaminar com o parasito, evitando assim, a
transmissao da doenca [§].

Existem diversas propostas de estratégias de substituicao de populacao, como vere-
mos na préxima secao. Dado que um mosquito refratario ao patoégeno seja produzido
em laboratério por intermédio de um transgene que confira resisténcia ou imunidade ao
parasito[15], um dos préximos passos a ser investigado é a propagagao desse transgene
numa populacao silvestre. Sabe-se no entanto que mosquitos de laboratério tém fitness
reduzido quando comparado aos mosquitos silvestres [10] [17]. Mesmo que os mosquitos de
cativeiro competissem igualmente com os mosquitos silvestres, a quantidade de individuos
de cativeiro seria tao diminuta em relacao a populacao silvestre que o gene introduzido
estaria sujeito a fortes efeitos de deriva genética. Dessa forma, seria pequena a probabili-
dade de que um gene exdégeno inserido em mosquitos de cativeiro va se fixar na populagao
silvestre, considerando apenas o mecanismo mendeliano. A fim de que haja a substituicao
da populagao, é necessario portanto um mecanismo eficiente em propagar e fixar o trans-
gene na populacao a despeito da pouca competibilidade dos mosquitos transgénicos em

relagdo aos mosquitos silvestres [8, [I8] [19].

1.2 Gene Drive Systems

O objetivo de propagar um gene que confira refratoriedade a um patoégeno, numa
populagao natural de insetos necessita de um mecanismo mais eficiente do que o acaso
que segrega um dado gene na taxa de 50% dos gametas produzidos pela populagao original.
Como a quantidade de mosquitos transgénicos que pode ser produzida em laboratorio é
muito pequena em comparacao ao tamanho esperado da populacao silvestre, o transgene

sujeito as condicoes mendelianas seria perdido em poucas geragoes por deriva genética
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[19, 20].

Mecanismos que satisfazem esse critério sdo chamados Genetic Drive Mechanisms, [5].
Um Gene Drive System ¢ um sistema que utiliza um mecanismo de drive genético para
replicar o gene de interesse a uma taxa maior do que este é perdido |20} 21]. James (2005,
[5]) define o drive system como o produto sintético que corresponde ao drive genético,
enquanto o drive mechanism ¢é o sistema biolégico subjacente incorporado no sistema.

Um gene ou elemento genético é chamado “egoista” quando ele é capaz de se propagar
e se fixar na populacao contrariando a premissa da selecao natural, isto é, ele se expande
sem conferir vantagem evolutiva ao hospedeiro, de forma analoga ao comportamento de
um parasito [22 23]. Varios tipos de mecanismos egoistas que se qualificam nessa cate-
goria por serem eficientes na fixacao de determinados genes ou alelos na populacao em
poucas geracoes, geralmente possuem um custo em termos de fitness da espécie. Alguns
mecanismos promovem o suicidio programado de filhotes que nao possuam o gene de in-
teresse, enquanto outros modificam a razao sexual da populagao, minando a capacidade
reprodutiva dos individuos. Uma breve lista de exemplos de mecanismos candidatos a

gene drive inclui:

o Female Killing (FK) - morte de fémeas [12],
e Maternal Effect Dominant Embryonic Arrest (MEDEA) [24],

e Wolbachia — uma bactéria endossimbionte que é transmitida pela linhagem materna,
[14], 25],

e Meiotic Drive - alteragao progressiva da proporcao entre machos e fémeas da po-
pulagao [24] 26, 27].

e Elementos Transponiveis (TEs) [28H31] - sequéncias de DNA com capacidade auto-

replicativa e mecanismo de propagacao egoista.

Este ultimo item corresponde ao mecanismo de interesse desta tese, que sera descrito
na préxima secgao.

E importante salientar que a introducao de novos genes em um organismo, mesmo por
um mecanismo natural, geralmente influencia negativamente seu sucesso reprodutivo, seja
fenotipicamente na competigao pela atengao do sexo, ou em sua fecundidade [15], 32]. Es-

ses mecanismos egoistas, no entanto, sao capazes de superar essa pressao seletiva e invadir
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populagoes inteiras, migrar para populacoes em areas vizinhas espalhando-se por diversas
regioes geograficas e até colonizar toda uma espécie, desde que esse impacto negativo se
mantenha menor que a capacidade reprodutiva do organismo. Um exemplo dessa capa-
cidade de invasao pandémica é a invasao por parte do elemento transponivel conhecido
como elemento P em populagoes de Drosophila melanogaster ao redor do mundo apods o
inicio do monitoramento de sua atividade [33] [34]. Isso é particularmente importante pois
GMIs tipicamente tém indicadores de fitness desvantajosos, sendo mais frageis, com ta-
manho corporal, longevidade ou reservas lipidicas comparativamente menores em relagao

aos espécimes selvagens [15] [16, [19] 32], 35].

1.3 Elementos Transponiveis - TEs

Hartl e Clark (1998, [30]) definem elementos transponiveis (TEs = Transposa-
ble Elements) como sequéncias de DNA capazes de mudar sua posi¢do num genoma,
inserindo-se em novas posi¢oes nos cromossomos e assim aumentando seu niimero ao longo
de geracoes. Desde a sua identificagao nos anos 1950 por Barbara McClintock no genoma
do milho [37] (cf. figura [38]), TEs tem sido alvo de vérios estudos para identificar
suas fungoes e os resultados de suas insercoes [39, 40]. Estas sequéncias podem se in-
serir em regioes codificantes, inativando um gene, ou se inserir em regioes promotoras e
regulatorias, alterando o padrao de expressao génica do individuo. Além disso, pares de
elementos podem agir de maneira a criar recombinacoes e criar rearranjos cromossomicos,
sendo portanto agentes de variacao genética consideravel nas populacoes hospedeiras.

Em 2007, Wicker et al. [41], propuseram uma nova classificacao universal para os di-
versos tipos de elementos moéveis identificados quanto a suas estruturas genéticas e meca-
nismos de replicagao. Os mecanismos que determinam a mobilidade dos TEs no genoma
geralmente criam novas copias desses elementos mantendo a sequéncia original em sua
posicao, aumentando assim o numero de cépias do elemento. Existem varios mecanismos
descritos para essa mobilizacao, (cf. figura|l.2{adaptada de [42]) e os TEs sao organizados
em duas classes, Classe | e Classe II quanto a sua estrutura e mecanismo intermediario de
transposicao. Os TEs da Classe I, ou retro-transposons, usam uma transcriptase reversa
como mecanismo intermediario de transposigao similarmente ao usado por retrovirus para
inserir seu material genético no genoma hospedeiro. TEs Classe II se transpoem usando

uma DNA transposase, que excisa o elemento de uma das cadeias de DNA e o insere em
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Figura 1.1: Diferencas fenotipicas em milho devidas a atividade de TEs, ilustrando sua
descoberta por McClintock em 1950. Fonte: Feschotte, et al., (2002)

outra posicao do cromossomo. Estes se subdividem em duas subclasses, I e II. Nesse pro-
cesso de transposicao os TEs da subclasse I sao inteiramente removidos do cromossomo, e
transportados para outra regiao. O mecanismo usado pelos TEs da subclasse II s6 remove
a copia presente em uma das cadeias de DNA, mantendo a informacao original na cadeia
complementar. Posteriormente o mecanismo de reparo nuclear reconstréi a informacao
removida, restaurando o elemento template. Assim os dois mecanismos descritos para
Classe I e II sao comumente referidos na literatura por copy and paste e cut and paste

respectivamente.

Por conta desse processo replicativo, TEs contribuem com grandes quantidades de

material genético nos genomas hospedeiros, totalizando porc¢oes consideraveis na maioria
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Figura 1.2: Mecanismos de transposi¢ao de TEs Classes I e II (adaptado de Fernandez-
Medina, 2009)

dos genomas colonizados [30), 43| 44]. Os TEs que se acumulam nos genomas da espécie
hospedeira 14 ficam até que mutacgoes deletérias descaracterizem seus sitios especificos para
o reconhecimento da transcriptase reversa (no caso dos TEs Classe I) ou da transposase
(TEs Classe II) inativando o elemento. A partir desse momento, a sequéncia remanescente
passa e evoluir neutralmente, sem nenhum efeito de selecao. Como esses processos de
inativacao e degeneracao ocorrem independentemente para cada elemento, o conjunto

dessas sequéncias representa um retrato da histéria da invasao desse elemento na espécie
hospedeira [31].

1.3.1 Ciclo e dinamica de invasao dos TEs

Apoés a insercao de um ou mais elementos em uma nova populacao hospedeira por
transferéncia horizontal, tem inicio um novo processo de invasao com algumas etapas
caracteristicas [45, 46]. Os TEs tem a capacidade de se replicar e se inserir em novas
regioes nos cromossomos (figura [28]) aumentando o nimero de cépias representadas
nos gametas, em relagdo aos cromossomos parentais.

Se a taxa de transposicao nao for suficientemente elevada, a familia de TEs pode
ser eliminada pela maquinaria nuclear, ou perdida da populagao por deriva. Por outro

lado, a presenca dos TEs cria um gasto energético para sua replicacao e manutengao no
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Figura 1.3: Mecanismo de expansao dos TEs em populagoes sexuadas (adaptado de
Kidwell, 1992)

genoma, e o crescimento nao-regulado desses elementos egoistas pode levar a espécie hos-
pedeira a extingao. Existem diversos mecanismos propostos para o estudo da regulagao
do nuimero de cépias de TEs ao invadir uma nova populacao hospedeira, incluindo meca-
nismos intrinsecos aos TEs, e extrinsecos, relativos a populacao de hospedeiros [47] [48].
Algumas familias de TEs parecem ser capazes de autorregulagao, proporcionando taxas
de transposi¢ao cada vez menores conforme o nimero de TEs presente se aproxima de um
equilibrio [49, 50]. Por outro lado, a inser¢ao de novos elementos genéticos oferece risco

de mutacoes deletérias ao hospedeiro que sao eliminadas por selecao negativa.

A figura ilustra as diversas etapas do ciclo de um TE tipico. Apds a transferéncia
horizontal para uma nova espécie, é necessaria uma fase de amplificagao, onde o niimero
de coépias do elemento colonizador aumenta de modo a popular os cromossomos de todos
os gametas, aumentando suas chances de transmissao vertical na linhagem do hospedeiro.

Conforme esse processo se itera ao longo de algumas geracoes, ha a expansao do nimero de
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Figura 1.4: Ciclo de vida e fixacdo de uma familia de TEs (adaptado de Schaack, 2010)

individuos infectados na populacgao, até o ponto da invasao de toda a populacao. Em todas
essas etapas, novas copias sao criadas ou perdidas aleatoriamente. Conforme o tempo
passa, mutagoes se acumulam nos elementos que se fixaram no genoma da populacao e

com isso alguns elementos se tornam inativos para novas transposigoes.

1.3.2 Impacto evolutivo de TEs

O acumulo e perda de TEs em genomas hospedeiros proporciona os mais variados
impactos mutacionais. Esses elementos que originalmente eram considerados “DNA lixo”,
e “parasitos genomicos” devido a seu mecanismo egoista de replicacao e auséncia de funcao
aparente, passaram a gerar mais interesse nas ultimas décadas com a disponibilizagao de
genomas completos de insetos como D. melanogaster [51], Anopheles gambiae [52] e Aedes
aegypti [53].

Além de ser encontrados em diversas espécies de organismos de todos os reinos e

niveis de complexidade, observou-se que algumas familias de TEs se apresentam simul-
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taneamente em espécies préximas, mas diversos estudos apontam para invasoes recentes,
cujos tempos estimados sao varias ordens de grandeza menores que os tempos envolvidos
nos processos de especiacao [54]. Sabe-se que os TEs sao capazes de invadir novas espécies
principalmente por transferéncia horizontal [55]. Embora a transferéncia horizontal nao
explique todas as disparidades encontradas entre as filogenias das espécies e dos TEs [50],
esta permanece como uma das principais hipéteses para a presenca de familias de TEs
préximas ou semelhantes estarem fixadas em espécies distantes. Por exemplo, um estudo
recente indica que apesar de os mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles terem divergido
hé cerca de 145-200 milhdes de anos, ambos compartilham uma familia de TEs (da super-
familia mariner) com 99% de identidade, o que suporta a hipdtese de uma transferéncia
horizontal recente [57].

Diversos estudos recentes mostram que aparecimento de novos genes, reorganizacao
cromossomal e mutagoes fixadas sao atribuidos a atividade de TEs [43], 58-62]. Quando
dois TEs se encontram proximos, ambos sao movidos simultaneamente, e junto com eles
toda a regiao que os separa. Assim genes inteiros podem ser transportados por pares
de TEs. De acordo com Schaack (2010 [63]), esse mecanismo ¢ um veiculo comum para
transferéncia de genes entre espécies de procariotos, e embora nunca tenha sido demons-
trado que TEs transfiram genes entre espécies de eucariotos, eles sao capazes de capturar

e transportar sequéncias com grande frequéncia dentro de uma mesma espécie.

Movas regiies regulatorias
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Insergédo Inovacdo gendmica
Amplificacdo - Variacédo estrutural

Efeitos deletérios
Tempo

-
-

TRENDS in Ecology & Evolution

Figura 1.5: Impacto da invasao de TEs em uma populacao hospedeira. Fonte: Schaack
(2010)

Além disso, especula-se que os rearranjos genomicos causados por TEs posteriormente
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a uma invasao e colonizagao em eucariotos tenham um papel relevante na origem de novas
espécies de modo que estes tém sido considerados agentes chaves da evolugao [44. [64-69].
A figura [1.5] retirada de [63], mostra um diagrama de alguns efeitos evolutivos hoje
atribuidos a atividade de TEs. Schaack et al. (2010 [63]) apontam que, além de os meca-
nismos de transferéncia horizontal serem importantes para a persisténcia de TEs e outros
elementos egoistas a despeito de nao oferecerem vantagem ébvia ao hospedeiro, é notavel
que uma invasao tenha coincidido com um dos eventos de especiacao documentado em
mamiferos, o morcego Myotis lucifugis [70[71]. Outro exemplo interessante do impacto da
atividade de TEs ¢ a identificacao de um gene quimérico em primatas como consequéncia
da atividade de TEs, aparentemente originado da fusao entre um gene SET preexistente
na linhagem dos primatas e o gene da transposase do elemento Hsmarl, um TE com

caracteristicas semelhantes ao mariner [58].

Ecologia do genoma

O termo ecologia do genoma foi proposto em 1997 por Kidwell e Lisch [40] para
representar a complexa interagao entre esses elementos e o genoma hospedeiro. Diversos
estudos indicam interacoes positivas e negativas que podem ser interpretadas de maneira
analoga as interacoes tipicas de populagoes. Exemplos incluem competicao entre diferentes
familias de TEs e o parasitismo entre TEs da mesma familia quando ha presenca de
elementos autonomos (capazes de expressar a transposase necessaria para sua replicagao)
e elementos nao-autonomos (elementos que perderam total ou parcialmente esse gene, mas
ainda sao capazes de ser transpostos pela transposase de um TE autonomo [46, 59, [72].
Esses mecanismos formam redes complexas de interagoes, e embora avancos tenham sido

feitos nos tltimos anos para entendé-las, nem todos os mecanismos sao conhecidos [73].

Estudos de historia evolutiva de TEs

Estudos de comparacao de genomas inteiros tém se mostrado muito eficientes para
andlises filogenéticas de varias espécies e tém tido seu poder explicativo aumentado em
vista dos avancos recentes nas tecnologias de sequenciamento e tamanhos sempre cres-
centes das bases de dados genomicas [74]. Alguns desses estudos tém focado direta ou
parcialmente a busca e identificagdo de TEs ou andlise da sua histéria evolutiva [56), [75].

Embora a origem dos TEs como um todo seja desconhecida, em alguns casos ¢é possivel
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associar sua origem com virus e retrovirus que perderam a capacidade de se mobilizar para
fora da célula, como por exemplo os HERVs (Human endogenous retrovirus) [706} [77], que

compdem cerca de 5-8% do genoma humano [78].

1.4 Filogenética

1.4.1 Caracteristicas gerais

Reconstrucoes de arvores filogenéticas tipicamente sao constituidos por trés pilares
principais: um modelo demografico, e um modelo de relégio molecular, e um modelo de

evolugao molecular [79].

Componente molecular - modelo evolutivo

Um modelo de evolucao determina que tipos de mutagoes ocorrem e as proporcgoes
relativas com que ocorrem cada tipo; exemplos comuns incluem Jukes-Cantor [80] (todas
as mutagoes ocorrem com a mesma frequéncia), Kimura 2 paradmetros [81] (mutagoes
do tipo transigdo ocorrem com frequéncia diferente de mutagoes do tipo transversao), e
modelos com mais parametros, como HKY [82] e GTR. [83] (cada mutagao possivel tem

um parametro independente dos outros).

Componente demografico

Um modelo demografico determina o tamanho da populacao e como este varia com
o tempo. Muitos métodos de reconstrucao assumem uma populacao infinita, o que sim-
plifica a modelagem matematica e torna os célculos trataveis analiticamente, enquanto
alguns permitem a escolha de um modelo populacional paramétrico. Exemplos comuns
de modelos paramétricos de populagoes finitas sao modelos de populagao constante,

modelo de expansao exponencial e modelo logistico.

Componente temporal

A taxa de mutacao relativa entre um grupo de espécies relacionadas pode variar ao

longo do tempo evolutivo, devido a fatores ambientais ou inerentes as espécies.
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Um modelo de relégio molecular determina como a taxa de mutagao varia com o
tempo; exemplos incluem o relégio estrito (todas as sequencias envolvidas divergem
umas das outras com mesma taxa) e relégios relaxados [84] (taxas podem variar ao

longo da arvore de relagdes filogenéticas).

1.4.2 Meétodos de reconstrucao de arvores

Existem diversos métodos para reconstrucao de arvores filogenéticas, que assumem
premissas aplicaveis a conjuntos de dados e cendrios especificos, sendo comumente divi-

didos entre métodos de distancia, e métodos de busca de arvores (tree searching) |85, [86].

Métodos de distancia estimam a distancia evolutiva entre os taxa par a par, de acordo
com uma métrica predeterminada. As distancias dos pares de taza sao organizados em
uma matriz de distancias, que ¢ entao utilizada para o agrupamento hierdrquico dos

taza. Exemplos de métodos de distancia incluem UPGMA e Neighbor-Joining [87].

Métodos de buscas de arvores percorrem o espaco de arvores em busca de uma arvore
que satisfaca algum critério de otimizacao. Exemplos incluem o método de Maxima Par-
cimonia, que agrupa os tara de modo a minimizar a quantidade de mutagoes necessaria
para representar a arvore, e os métodos baseados em estimativas estatisticas, como o
método da Maxima Verossimilhanca e a Inferéncia Bayesiana, que tém a vantagem de
considerar na analise as incertezas inerentes a captagao dos dados, processos evolutivos
complexos que podem ter agido para gerar a diversidade observada, e incertezas e vieses
dos proprios estimadores utilizados na analise. Assim, os métodos estatisticos de recons-
trucao filogenética resultam em andlises com estimativas de erro de teste de hipdteses (no
caso da Méxima verossimilhanga) ou a probabilidade de o estimador estar correto (no caso
da inferéncia bayesiana). Embora tanto os os métodos de distancia como os de busca de
arvores tenham vantagens e desvantagens, nenhuma destas técnicas é reconhecida como
globalmente eficaz para qualquer conjunto de dados. Deste modo a escolha de um método
deve levar em conta criteriosamente o tamanho e caracteristicas particulares do conjunto

de dados a ser analisado.
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1.5. COALESCENCIA

1.5 Coalescéncia

Os modelos de coalescéncia estimam o tempo de divergéncia entre uma amostra de
alelos de um determinado gene, e o ancestral comum mais recente (MRCA = Most recent

common ancestor) a todos os membros da amostra.
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Figura 1.6: Diagrama do modelo de coalescéncia. Fonte: Marjoram e Tavaré, (2006)

Sob condigoes simplificadoras, como populacao constante, e auséncia de mutagao, os
modelos sao extremamente simples e a quantidade de geragoes necessaria para uma amos-
tra obtida no tempo presente coalescerem pode ser obtido explicitamente [36] (figura

[88]).
Trabalhos da ultima década que expandiram esses conceitos para hipoteses mais rea-

listas e aplicdveis a dados de sequéncias em filogenias em geral [89, 90] deram um novo

interesse ao estudo desses modelos, que motivaram aplicacoes nas areas de filo-geografia

[91H93] e demografias de parasitos [94, [05].
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1.6 Filodinamica

Com o advento da melhora tecnolégica dos sequenciadores na ultima década, e a
consequente disponibilizacao de enormes quantidades de dados de organismos de varias
espécies, é natural que varias areas aplicadas se beneficiem dessa abundancia [96]. Modelos
epidemioldgicos e estudos quantitativos e qualitativos passaram a incorporar informagoes
evolutivas para a melhor compreensao dos mecanismos parasitarios que geram as doencas
[97], no estudo da viruléncia [98] e como esse conhecimento pode ser incorporado em
campanhas de redugao do nimero de casos e controle epidemiolégico [99] [100], bem como
na busca de novos alvos de farmacos mais especificos para diminuir o impacto das doencas
[101].

Notavelmente as informacoes sobre evolucao de virus sao mais abundantes, pois devido
as altas taxas de mutacao envolvidas, os processos evolutivos podem ser observados em
um curto periodo de tempo (ao contrério das escalas de tempo da ordem de grandeza de

milhoes de anos, normalmente associadas a processos evolutivos de eucariotos).

Em 2004, foi proposta uma nova maneira de aliar os campos da epidemiologia e da
dindmica evolutiva dos parasitos [102]. Essa proposta, que recebeu o nome de Filo-
dinamica tem como um dos principais objetivos a obtencao de informacao epidemioldgica
a partir de dados e metodologias de filogenética molecular. Observou-se que diferentes
processos epidemioldgicos imprimem padroes topolégicos distintos nas filogenias recons-
trufdas a partir dos parasitos (exemplificados na figura [L.7), fato que foi observado e
confirmado em diversos estudos desde entao. Esses padroes de ramificacao representam
as pressoes seletivas a que os patogenos estao sujeitos em sua expansao na populacao
hospedeira, e os mecanismos possivelmente usados para evadi-las. A figura resume
os principais cendrios em que diferentes hipéteses sobre a pressao causada pelo sistema
imune do hospedeiro determinam estruturas observaveis na filogenia de patégenos cujos
processos epidemiologicos sao conhecidos. Por exemplo, uma pressao seletiva constante
gerada pelo sistema imune, que é continuamente evadida por um patdgeno com grande
capacidade mutacional como o virus da gripe (Influenza), tem uma filogenia caracterizada
por muitas ramificagoes, com ramos curtos. Por outro lado, um patdgeno que estd sujeito
a uma fraca pressao seletiva como o virus da Hepatite C (HCV) possui ramos mais longos,
o que indica um crescimento da populacao patogénica, sem a necessidade de uma grande

diversificacao intra-hospedeiro. Arvores filogenéticas tém sido reconstruidas usando-se
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sequéncias de patogenos e os padroes de ramificacao nas arvores sao caracterizados a
partir de padroes correspondentes de infeccao, transmissao, viruléncia e imunizacao dos

respectivos tipos de parasitos [T03HI08].
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Figura 1.7: Filogenias de varios patégenos. Fonte: Grenfell, et al., (2004)

Revisoes recentes dos avangos dessa area foram elaborados [105], [106], observando os
sucessos e desafios da area para os proximos anos. Recentemente foi organizada uma
conferéncia para discutir os tultimos avangos, e determinar quais os principais desafios
observados pelos pesquisadores [109].

A filodinamica compreende um conjunto de métodos tipicamente utilizados em analises
filogenéticas temporais em dados de patogenos. A andlise das pressoes evolutivas a que os
patogenos estao expostos indica as respostas impostas pelo sistema imune do hospedeiro.

Dentre as principais técnicas que caracterizam a filodinamica, temos:
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Continual Immune Weak or Absent Inmune Selection
Selection Tree shape controlled by non-selective
Processo de dinamica de populagéao
Dinédmica de tamanho da populacéo Dinamica espacial
Crescimento exponencial Estrutura espacial forte
A
——
A
B
e
— B
C
Filogenia ¢
idealizadas )
Tamanho constante Estrutura espacial fraca
A
—L =
C
A
Tempo — Ij |:| B
— — C
A
|
@
Exemplos Huma}n influenza A virus 'inter-host HIV Measles, rabies
intra-host HIV inter-host HCV inter-host HIV
Trés Detection of antigenic Estimativas das taxas de Estimativas das taxas de
Inferéncias escape mutations cresimento populacional migragéo da populagéo

Figura 1.8: Filogenias esperadas para vérios cenarios epidemioldgicos. Fonte: Grenfell, et
al., (2004)

e Simulagoes para tempo passado (backward in time) e para tempo futuro (forward in

time) sao feitas para se estudar a dinamica do sistema epidemiol6gico;

e Analises de coalescéncia de sequéncias moleculares para inferir as demografias dos
parasitos e com isso estabelecer aproximacgoes para parametros de interesse epide-

mioldgico.

Recentemente foi proposto que as técnicas empregadas para o estudo da filodinamica
de virus e retrovirus sejam adaptados para dados de sequéncias de TEs [110]. A pro-
posta sugere que, dado que existem semelhancas marcantes tanto na estrutura de alguns
virus e retrovirus e respectivamente transposons e retro-transposons, o sucesso no em-
prego dos modelos baseados em coalescéncia para inferéncia de parametros de modelos
epidemioldgicos de doencas infecciosas indica que seria possivel estimar as quantidades e

dinamica infestatéria desses elementos genomicos. Essas descobertas possibilitariam uma
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nova fonte de informagao para deteccao e avaliacao de possiveis candidatos a gene drive

systems.

1.7 Simulacoes

Assim como ocorre hé algum tempo na ecologia [111], 112], e em outras dreas [113| 114]
a Biologia Computacional Molecular tem observado um crescente niimero de publicacoes
que descrevem simuladores que se destinam a avaliar questoes especificas, particularmente
na area de Genética de Populagoes [115].

Nosso interesse no estudo da evolucao e dinamica de TEs nos motivou a desenvolver
uma ferramenta propria, capaz de investigar questoes que estao fora do alcance de outros
simuladores previamente descritos. Foi elaborado um manuscrito que descreve o simulador

aqui referido seguindo os moldes e tradi¢oes da area, e o incluimos como anexo [116].

1.7.1 Simulador

A abordagem do simulador proposto (denominado TRepid ) é vélida para modelos
paramétricos e deterministicos tanto continuos como discretos de demografia, dinamica
de transposicao e evolucao molecular. Além disso, pode ser também generalizada na
utilizacao de modelos estocasticos, conforme indicado no manuscrito em anexo.

Apesar de o simulador manipular modelos deterministicos, os parametros demograficos
a ser inferidos precisam incorporar a incerteza gerada pela autonomia dos individuos (mo-
delo baseado em individuos) , recombinagao dos gametas, formagao de casais aleatérios
(random mating, pan-mixia ), e efeitos de deriva genética (genetic drift ) em populagdes
finitas, estas descritas como modelos de Wright-Fisher na literatura de Genética de Po-

pulagoes [36].



Capitulo 2

Justificativa

“My mind,” he said, “rebels at stagnation. Give me problems, give me work, give me
the most abstruse cryptogram or the most intricate analysis, and I am in my own proper
atmosphere. I can dispense then with artificial stimulants. But I abhor the dull routine
of existence. I crave for mental exaltation. That is why I have chosen my own particular
profession, or rather created it, for I am the only one in the world”

Sherlock Holmes in “The Sign of the Four” (1890)
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As diversas areas da biologia tém recebido enorme contribuig¢ao e influéncia de diversos
ramos da Matematica, pura ou aplicada, e isso tem moldado o processo de formulacao de
hipoteses para incluir modelos matematicos, estatisticos e computacionais ao longo das
ultimas décadas [I17]. Grandes quantidades de dados genéticos e moleculares tém sido
continuamente disponibilizados apds a evolugao tecnoldgica dos sequenciadores, cada vez
mais automaticos e eficientes.

Modelos baseados em individuos (IBMs) tém tido grande influéncia nesse processo
de metamorfose, com aplica¢oes em diversos problemas de ecologia [I18] e epidemiologia
[114].

A filodinamica é uma area relativamente nova (o termo foi proposto em 2004 [102]),
que propoe utilizar-se das técnicas rotineiramente utilizadas em duas areas: evolucao e
epidemiologia.

O objetivo na area de pesquisa em filodinamica é unir os dois extremos do espectro, isto
é obter métodos que considerem tanto modelos mecanicistas de tempo positivo (a subérea
de “-dinamica”) como os ja convencionais modelos de coalescéncia de tempo negativo (a
subérea de “filo-"), em uma abordagem integrada.

Estudos de dinamica de populagoes sao praxe tanto na epidemiologia como na eco-
logia de vetores. Incontaveis modelos, tanto usando teoria classica ecoldgica, como mais
recentemente nas duas ultimas décadas os modelos baseados em individuo (IBMs) [111],
foram criados para resolver diversos problemas especificos, disponibilizando uma mis-
celanea de ferramentas.

Modelos que fazem inferéncia para tempo negativo, baseados no modelo de coa-
lescéncia tém sido usados com sucesso para estimar modelos demograficos e tempo de
divergéncia em sequéncias de organismos superiores e virus [89]. Por nao existir uma va-
lidacao tedrico-empirica que justifique sua aplicacao em TEs, precisamos obté-la através
de simulacoes detalhadas e do emprego de andlises estatisticas [110].

Esse projeto tem caracteristicas de ambas as areas. Embora nao ofereca uma abor-
dagem totalmente integrativa, como seria o padrao de ouro desejado pelos pesquisadores
da &rea, acreditamos que a contribuicao tedrica proposta aqui é um pequeno passo na
direcao desse objetivo.

Mostraremos simulacoes refletindo dinamica de populacoes e evolugao molecular, e
posteriormente as sequéncias amostradas serao analisadas com as técnicas convencionais

da 4rea para a reconstrugao demogréfica das sequéncias (coalescéncia).
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A comparagao desses dois tipos intrinsecamente diferentes de resultados é apenas um
pequeno incremento no sentido de tentar unificar as abordagens. Nossa maior contribuigao
é a de expandir o contexto de discurso tipico da filodinamica para o universo dos TEs.
Para uma tentativa mais abrangente no sentido de integrar os dois extremos do espectro,

trabalhos futuros deverao focar mais na parte matematica dos modelos.



Capitulo 3

Objetivos

“Before turning to those moral and mental aspects of the matter which present the
greatest difficulties, let the inquirer begin by mastering more elementary problems.”
Sherlock Holmes in “A Study in Scarlet” (1887)

23



24 CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Estudar o comportamento dinamico de elementos transponiveis de mosquitos em di-
versos cenarios populacionais, e a influéncia que a demografia de seus hospedeiros tem
em suas distribui¢oes quantitativa e qualitativa, considerando o interesse nesses elementos
como possivel mecanismo de drive genético para a transformagao de mosquitos causadores

de doencas infecciosas.

3.2 Objetivos especificos

e Simular cendrios de expansao de elementos transponiveis (TEs) e observar os padroes

filogenéticos decorrentes desses processos;

e Simular cenarios de invasao de TEs em populagoes de mosquitos, e inferir parametros

dos modelos ecolégicos e de transposicao que viabilizam invasoes;

e Simular sequéncias resultantes de varios cenarios de invasao de TEs para analise

filogenética;

e Estimar o componente demografico dos TEs a partir das sequéncias de um individuo

amostrado;

e Observar a influéncia da dinamica populacional do hospedeiro na demografia dos
TEs;



Capitulo 4

Metodologia

“It is a capital mistake to theorize before one has data. Insensibly one begins to twist
facts to suit theories, instead of theories to suit facts.”
Sherlock Holmes in “A Scandal in Bohemia” (1892)
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4.1 O simulador

Como a maior parte dos modelos matematicos de interesse aplicado sao nao-lineares e
acoplados, uma resolucao analitica completa esta fora de questao. Além disso, embora os
resultados qualitativos observaveis para esses modelos sejam importantes e valiosos, nao
auxiliam a formulacao de perguntas quantitativas necessarias para a tomada de decisoes
no campo de saude publica. Embora seja possivel formular modelos simples e trataveis
para determinados problemas da Biologia, é frequente a formulacao de problemas que nao
podem ser resolvidos com os métodos classicos de resolugoes de equagoes diferenciais ou
a diferengas finitas (equagoes de recorréncia). Esse fenomeno acontece nos modelos que
descrevem as interacoes em diversos niveis de organizacao bioldgica relevantes ao estudo
da dinamica de invasao e fixacao de TEs em uma nova espécie.

Na falta de solugoes analiticas gerais ou especificas, é prevalente nas pesquisas afins o
uso de simulagoes para testar e validar os modelos matematicos empiricamente. Como nao
havia um modelo computacional capaz de simular todos os niveis de organizacao biologica
de interesse desse projeto, nem um que fosse préximo o suficiente para ser modificado,
um simulador ad hoc foi desenvolvido [116] para esse projeto. Esse sistema (chamado
TRepid) tem caracteristicas em comum com diversos outros programas disponiveis da
area de Genética de Populacoes mas, conforme mencionado, nenhum outro incorpora
todos os trés componentes de modelagem destacados nesse projeto.

O simulador é do tipo forward-time e individual-based (IBM = individual-based
model, também referido por Agent-based model), isto é, simula geragdes sucessivas de uma
populagao para tempo positivo (forward in time) e representa cada individuo da populagao
de maneira independente (individual-based). Cada um destes individuos ou agentes tem
portanto algum grau de autonomia, e no caso do nosso modelo, cada individuo tem um
genoma com dois cromossomos, género definido e durante sua vida adulta é capaz de
contribuir para o pool genético da préxima geragao (espécie sexuada e diploide)E].

As sequéncias de TEs sao também representadas como agentes independentes na si-
mulacao e podem evoluir independentemente umas das outras, gerar novas copias ou
ser removidas. As familias de TEs representadas pelos elementos ancestrais e derivados

podem se fixar na populagao ou ser extintas.

1O contetido dos dois cromossomos pode opcionalmente ser fundido em um tnico cromossomo, a fim
de simular populagoes sexuadas haploides
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A presente se¢ao descreve integralmente os modelos implementados no simulador. Os
modelos e parametros utilizados especificamente para as simulagoes feitas nesta tese serao

descritos na segao 4.2]

4.1.1 A populacao de vetores

As populagoes representadas no simulador tém diversas estruturas caracteristicas de

IBMs, que descrevemos a seguir.

Fitness dos individuos

Em diversos programas disponiveis para simulacao forward in time de Genética de
Populacoes o conceito de fitness é crucial quando se tenta entender o papel da pressao se-
letiva (positiva ou negativa) de determinado marcador genético. Existem no entanto duas
interpretacoes possiveis para esse conceito, no tocante o uso em populagoes simuladas.
Ambas sao equivalentes ao se estudar populagoes biolégicas reais.

Nesses simuladores tipicamente o fitness (representado quase ubiquamente pela letra
W) é um niimero que afeta o quanto o marcador genético afeta o desempenho reprodutivo
do individuo. Esse conceito determina a chance de sucesso de um individuo em contribuir
para o pool genético da proxima geragao.

Uma possivel implementacao considera o sucesso do individuo em conseguir realizar
a copula, i.e., quanto maior o fitness, maior a probabilidade de se gerar descendentes.
Alguns simuladores que usam essa interpretagao incluem simuPOP [119], SFS_code [120],
e GenomePOP [121]. Le Rouzic et al ([122]) também usam essa defini¢do em seu trabalho de
simulagao de TEs, embora o ambiente de simulagao desenvolvido nao tenha sido publicado
a parte.

Outra representacao possivel consiste em tomar o fitness diretamente como uma mo-
dificagao na reprodutividade ou fecundidade, isto é, o nimero total de descendentes que o
individuo pode gerar, ou gerou. O programa FPG [123] é um exemplo de aplicagao dessa
definicao. Consideramos que essa maneira foi mais conveniente.

Hipétese de modelagem: O fitness de um individuo é definido como a quantidade

de prole (offspring) que este gerou em sua vida adulta.
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Estrutura de género

A populagao tem estrutura de género, com cada individuo tendo sexo definido en-
tre macho e fémea. Dessa forma, sdo formados casais aleatérios na populagao (random
mating).

Hipéteses de modelagem: A populacao representada se reproduz por formacao
de casais aleatdrios, sem viés espacial ou preferéncia fenotipica. A populacao nao é mo-
nogamica. Cada fémea pode se reproduzir uma tnica vez por geracao. Cada macho pode
se reproduzir com varias fémeas por geracao.

No inicio de cada geracgao, sao formados casais para criar a préxima geracao da po-
pulacao. As fémeas sao sorteadas aleatoriamente, sem reposicao, em quantidade sufici-
ente para gerar o numero de individuos especificado pelo modelo ecolégico, levando
em conta a quantidade esperada de filhotes escolhida para a simulagao. Os machos sao
sorteados aleatoriamente com reposi¢ao, portanto um mesmo macho pode copular com

varias fémeas, ao acaso.

Estrutura etaria

A populagao tem estrutura etdria discreta, sendo a unidade de tempo (também dis-
creta) medida em passos de simulagao. A idade em que cada individuo se torna apto a se
reproduzir (adulto) e a idade maxima (longevidade) sao ambas definidas como parametros
numeéricos pelo usudrio previamente a simulagao.

Como nosso interesse imediato é simular populagoes de mosquitos, os parametros
foram escolhidos de modo a eliminar a sobreposi¢cao de geragoes, embora o sistema possa
representar populagoes mais gerais. Esse comportamento pode ser obtido definindo-se a
idade maxima igual a uma unidade maior que a idade reprodutiva. Se além disso, a idade
reprodutiva for a primeira unidade disponivel para os individuos nascidos, a estrutura
de idade é efetivamente desabilitada. Isso representa uma hipotese comum em varios
simuladores de Genética de Populagoes, em que a cada geracao a populacao inteira da

préxima geragao é criada, e toda a populagao existente é descartada [115] [121] [123].

Estrutura genética (perfil cromossomal)

Hipétese de modelagem: Todo TE presente no genoma, ativo ou inativo para

transposigoes, é expresso e tem o potencial de reduzir a fecundidade de seu hospedeiro.
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Esse impacto depende apenas de sua localizagao no cromossomo.

Subpopulacao silvestre: Individuos virgens sao aqueles individuos que nao possuem
nenhum TE, e portanto nenhum custo de fitness associado na analise. Estes desfrutam
portanto do fitness maximo possivel para a espécie.

Subpopulacao GM: Individuos GM sao aqueles que possuem pelo menos um TE
em seu genoma. Essa é a subpopulacao de interesse das andlises, e que esta sujeita a dimi-
nuicao condicional de seu fitness, no caso em que um ou mais TEs ocupem determinadas
posigoes no cromossomo (cf. secao [4.1.3)).

Ploidia: Populacoes sexuais sao geralmente diploides, e esse é o comportamento
padrao do simulador. No entanto, para examinar a alternativa de populagoes haploides
foi criada uma alteracao na formacao de novos individuos, semelhante ao que acontece na
formacao de gametas. Esse mecanismo d& origem a genomas haploides, apds a reproducao

sexuada.

4.1.2 Modelos ecolégicos

Hipé6teses de modelagem: A populacao de hospedeiros é finita e isolada de outras
espécies ou populagoes, se distribui homogeneamente em um ambiente espacialmente nao-
limitado, e se reproduz sem qualquer viés espacial ou sexual (random mating).

A cada geracao uma porc¢ao da populacao presente em idade reprodutiva é amostrada
(uniformemente) para formar os casais necessarios para gerar a proxima geracao (random
mating). A quantidade de novos individuos a ser criada nessa etapa depende de vérios
fatores, mas principalmente de um modelo ecolégico predeterminado que é consultado
para determinar uma dinamica paramétrica a populacao de hospedeiros.

A literatura de ecologia mateméatica de populacoes abunda em exemplos de modelos
que descrevem dinamicas arbitrarias ou de acordo com fendmenos ou ambientes especificos
para diversas espécies.

Tipicamente é desejavel que algumas caracteristicas sejam observadas num modelo

ecoldgico implementado no sistema TRepid:

e o tamanho da populacao deve ser limitado superiormente, de modo que a populagao
nao cresca indefinidamente, causando um custo computacional em termos de pro-

cessamento e memoria excessivo.
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e 0 modelo deve ser representado matematicamente por uma férmula explicita, ou

uma equagao de varia¢ao, como ¢ tipico na literatura de modelagem.

A primeira dessas premissas é declarada apenas para a conveniéncia de simulagoes
longas (grande ntmero de geragoes), nao sendo obrigatéria na modelagem computacio-
nal, caso haja recursos de CPU e memoria suficientes. Diversos modelos satisfazem essas
simples premissas, incluindo em nossa implementagao os modelos com saturagao popu-
lacional e o modelo de populacao constante, para o primeiro caso. Todos os modelos
implementados, descritos a seguir, satisfazem o segundo requisito.

Os modelos populacionais do hospedeiro implementados incluem:

1. Populagao constante

2. Populagao linear (crescimento e decrescimento)

3. Populagao exponencial (crescimento e decrescimento)

4. Crescimento com saturagao (denso-dependéncia - equagao logistica)

5. Equagao de Hassel (competicao intraespecifica e denso-dependéncia).

Os modelos implementados na versao atual do simulador podem ser genericamente
representados por uma equacao dinamica com tempo discreto, onde p,, representa a po-
pulagao na geracao atual (tempo n), de modo que a quantidade de individuos na préxima
geracao € p,11, no caso particular em que seja desconsiderada a estrutura de idade dos
individuod?

Nas secoes a seguir, p, representa o tamanho da populacao p na geragao n, € p,i1 0

tamanho da populagao na geracao n + 1.

Populacao constante

Uma populagao constante no simulador TRepid consiste em uma populacao que a

cada geragao cria sempre a mesma quantidade de novos individuos.

2(Caso contrario, a formulacdo explicita devera levar em conta as quantidades esperadas de cada classe
etaria que sobreviverao até a préxima geragao. KEssa formulacao nao estd presente no texto pois esta
fora do escopo do projeto que considera apenas populacgoes de insetos com curta longevidade e sem
sobreposicao de geragoes.



4.1. O SIMULADOR 31

Dessa forma, o parametro r que determina a taxa de reprodutividade é interpretado
como (ou truncado para) um numero inteiro, que corresponde a quantidade exata de
novos individuos da préxima geracao, na auséncia de fatores que influenciem o fitness dos
individuos reprodutores.

Dos modelos ecolégicos implementados, mencionados nesse trabalho, é o tinico que

nao usa como parametro de entrada o tamanho atual da populagao.

Pp =T (4.1)

Populacao linear

Uma populacao linear é uma populacao que cresce ou decresce a cada geracao em
incrementos proporcionais.

Assim como na populagao constante, o parametro r que determina a taxa de nata-
lidade é interpretado como um numero inteiro, mas no modelo linear este é acrescentado
ao (ou subtraido do) tamanho atual da populagao para determinar o tamanho da préxima

geracao a ser criada.

Pnt1 = Pn + T (4'2)

Populacao exponencial

Uma populagao exponencial cresce ou decresce a uma taxa de natalidade constante
que ¢é proporcional ao tamanho atual da populacgao.

Nesse modelo, o parametro r que determina a taxa de crescimento da populacao é
interpretado como um numero real e usado como proporcao do tamanho atual da a ser
criado.

Essa implementacao permite que o tempo nao seja interpretado explicita ou implici-
tamente na formulagao, de modo que o crescimento é interpretado como uma expansao
exponencial instantanea da populacao a cada geragao. Isto é, na auséncia de fatores ex-
ternos (por exemplo, no caso de uma populacao virgem) isso corresponde a um crescimento
exponencial tipico de uma equacao diferencial. Na presenca de fatores que impactam na
fertilidade da populacao, como por exemplo o acimulo de TEs que diminuam o fitness de

seus hospedeiros, podem ocorrer oscilagoes no crescimento.
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Pn+1 = Pn + rpn (43)

Populagao logistica

Uma populagao logistica é uma populacao que tem um crescimento sujeito a um
ambiente com recursos finitos ao qual estd sujeita. Esse tipo de crescimento é chamado
denso-dependente.

Se a populagao é muito pequena em relagao a capacidade suporte K do ambiente, ela
cresce rapidamente, de forma semelhante a uma populagao exponencial com parametro
reprodutivo r. Quando o tamanho passa a ser comparavel a capacidade suporte, esse
crescimento é desacelerado, e apesar da populacao continuar crescendo, isso ocorre em
incrementos cada vez menores. No caso extremo, se a populacao atingir um patamar
quase idéntico a capacidade suporte, sua taxa de crescimento se torna negligivel, e na
auséncia de perturbagoes externas ela se comporta como uma populacao constante.

Esse modelo possui portanto dois parametros de interesse: a taxa de crescimento r da
populagao, e a capacidade suporte K do ambiente que determina o tamanho da populagao

em equilibrio.

Pn
Pnt1 = Pn + Tpn(l - ?) (44)

Populacao de Hassel

O modelo de populagao de Hassel [124] é muito semelhante ao modelo de populagao
logistica descrito acima. Este também considera um crescimento denso-dependente, re-
presentado pelos mesmos parametros r de crescimento e K de capacidade suporte. Além
desses, ¢ também considerada uma competicao intraespecifica por recursos, representada

pelo parametro .

Pn
Pn4+1 = Pn + Tpn(l - ?)ﬁ (45>

4.1.3 Estrutura do genoma

Hipéteses de modelagem: O contetdo especifico do genoma do hospedeiro nao é

relevante para a dinamica dos TEs invasores. Os fatores determinantes a ser considerados
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sao a quantidade e localizacao dos TEs, enquanto os fatores determinantes para a evolucao
dos mesmos sao suas sequéncias. As sequéncias dos TEs assumem o modelo de sitios finitos
[125], possibilitando que mutagoes sucessivas se acumulem em um mesmo sitio. Essa
possibilidade aumenta o realismo da simulagao, e riqueza do processo, em comparagao
com o modelo de infinitos sitios, no qual cada mutacao ocorre sempre em um novo sitio,
criando efetivamente um novo alelo [126].

O genoma dos individuos é representado por uma lista discreta de loct estruturados
que podem ou nao conter TEs. Esses loci estao distribuidos ao longo dos cromossomos
e sao classificados em trés categorias, de acordo com o impacto potencial que causam no

hospedeiro:

1. Loct neutros;
2. Loci severos;

3. Loci fatais.

Loci neutros sao aqueles loci que nao causam alteracao fenotipica perceptivel, ou
nao causam mutacao que influencie de forma notavel a capacidade reprodutiva do hos-
pedeiro. Esses loci podem representar regioes nao codificantes dos cromossomos, regioes
intergéenicas, tntrons, ou mesmo novos blocos que passaram a existir devido a presenca de
TEs novos.

Loci severos correspondem a [oci que causam mutagoes perceptiveis que diminuem
a capacidade reprodutiva do hospedeiro, seja interferindo no processo de corte, copula,
ou fecundidade. O impacto de fato que cada TE inflige no hospedeiro ao ocupar uma
dessas posigoes corresponde a um valor numérico cumulativo. O valor individual de im-
pacto para cada é determinado por um parametro numérico predeterminado, escolhido na
configuracao da simulagao pelo parametro severe_impact e denotado neste manuscrito
por s. O impacto total acumulado por todos os TEs em loci severos é arredondado e esse
inteiro é subtraido da quantidade esperada de filhotes que o individuo gerard, caso seja
selecionado para procriacao (cf. secao .

Loc: fatais representam posicoes intragénicas essenciais, e qualquer alteracao nessas
regices implica em mutacao deletéria, que é negativamente selecionada. O individuo pode
ter uma ma formacao embrionaria, ou logo apds o nascimento, e qualquer insercao por
TE em um locus fatal é suficiente para inviabilizar o hospedeiro, tendo-o removido da

populagao no momento de seu nascimento.
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4.1.4 Representacao de TEs

No modelo computacional TRepid, diversas hipdteses simplificadoras sao feitas em
relagdo a representagao de TEs. Nem todas as caracteristicas de TEs reais [41] sao con-
sideradas, a fim de tornar o sistema computacionalmente tratavel.

O simulador foi desenvolvido na linguagem de programagcao Perl5|ﬂ, que é uma lingua-
gem orientada a objetos. Cada TE corresponde a um objeto, representado por uma lista
associativa (associative array ou hash). Nesta lista estao representados diversos atributos
que determinam todas as caracteristicas individuais do TE. Assim sendo, os principais
atributos de um TE, correspondem a varidveis definidas em escopo local (object data para
cada TE), de modo que cada TE de cada individuo da simulacao é de fato representado
de forma independente de todos os outros.

A seguir, segue a descricao superficial da estrutura de dados desses objetos. Mais

detalhes sobre essa e outras estruturas de dados serao fornecidos no apéndice.

Atributos de TEs

Posicao

Uma das informacgoes necessarias que definem o TE ¢é sua localizacao no genoma. Para
tanto, usamos dois nimeros para identificar sua posigao no cromossomo (locus) e em qual
cromossomo ele esté.

Status de atividade

Hipétese de modelagem: Os TEs tém toda a estrutura necessaria para sua prépria
transposicao em estado completamente funcional, ou nao tem as estruturas necessérias
para ser transpostos. Isto é, sendo ativos ou inativos, todos sdo auténomos (cf. segao
1.3.2)).

Na versao atual do simulador, a tnica classificagao implicita entre TEs quanto as
suas caracterfsticas estruturais é entre ativos e inativod’] Representamos essa ideia no
sistema com um ndmero real entre zero e um. Qualquer elemento com status maior que
zero é considerado ativo, e o mecanismo de autorregulacao da familia de TEs é considerado
de forma implicita nesse valor de status (cf. secao [4.1.8)).

Impacto de fitness

3http://www.perl.org
4ndo foi implementada uma classificacdo de TEs entre auténomos e ndo-autdénomos, embora isso esteja
previsto para uma versao futura (cf. secao [6.3)).


http://www.perl.org
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Existem varias possiveis maneiras de se modelar o impacto que cada TE especifico
inflige em seu hospedeiro (cf. segao . Uma proposta simples é considerar o custo s;
que cada elemento ¢ causa, e contabilizar o custo total dos TEs de maneira aditiva, ou
multiplicativa (e.g. [123]).

O sistema TRepid usa um custo aditivo e constante (denotado s). Dessa forma, para
calcular o impacto total S que os TEs causam ao individuo, basta contabilizar todos os

elementos que estao em posi¢ao de causar algum custo

S:Zsi:Zs:ixs (4.6)

i
O impacto total S no individuo é entao arredondado e subtraido do nimero total de

filhotes que ele é capaz de gerar.

4.1.5 TEs de Classe I e I1

Fizemos algumas hipdteses simplificadoras ao representar retro-transposons e trans-
posons no simulador.

Hipé6teses de modelagem: Nao ha diferenca intrinseca na eficiéncia dos mecanismos
replicativos dos TEs que se replicam via DNA ou RNA. Ambos se replicam de forma
quantitativa idéntica e esta quantidade é definida previamente a simulagao. A diferenca
entre esses mecanismos é qualitativa, na forma como as sequéncias evoluem ao longo do

tempo.

Classe 1

Hipo6teses de modelagem: Um TE classe I é copiado por um mecanismo baseado
em retro-transposase, de modo que uma cépia é feita a partir da porcao de DNA presente
no cromossomo, deixando-a intacta. A nova copia é inserida em um novo locus do genoma
por um mecanismo imperfeito.

Os TEs de Classe I, ou retro-transposons se replicam usando uma transcriptase re-
versa como etapa intermedidria, que transcreve a informacao contida no DNA para RNA,
mantendo a copia do DNA em sua localizacao original. Por essa razao, esse mecanismo
é conhecido como “copy and paste”. Como a cépia original é preservada, ela permanece

inalterada até o préximo evento evolutivo (cf. secao [4.1.9).
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Na implementacao, o elemento ativo original é sempre preservado em sua sequéncia
intacta no inicio do evento de transposigao (cf. segao|4.1.6). No entanto, a nova cépia
estd sujeita a erros na replicagao, portanto ela passa por um evento evolutivo durante o

evento de transposigao.

Classe 11

Hipoéteses de modelagem: Um TE de Classe II é excisado pela transposase do
cromossomo, e copiado para um novo locus do genoma por um mecanismo imperfeito. O
locus original é entao reconstruido por um mecanismo também imperfeito.

Um TE de classe II utiliza uma transposase, enzima que reconhece as regioes terminais
do elemento e o excisa inteiramente do cromossomo, transportando-o para outro locus de
insercao. Por essa razao, esse mecanismo ¢é conhecido na literatura como “cut and paste”.
A maquinaria de reparo nuclear é entao responsavel por usar a cdpia reverso complementar
para reconstruir a informacao original, e assim o elemento é replicado de um locus para
outro. E levado em conta uma chance de erro desse mecanismo de reparo nuclear, e
portanto no momento da transposicao é contabilizado um evento evolutivo para o TE
ativo que original a transposicao.

Neste modelo computacional o elemento ativo original passa por um evento evolutivo

(cf. secao [4.1.9)), assim como as copias que ele criou nesse evento de transposigao (cf.

secao [4.1.6)).

4.1.6 Eventos de transposigao

Chamamos evento de transposicao o momento em que o nimero de TEs muda,
na gametogénese. A variagdo do ntimero de TEs no cromossomo (e consequentemente
o numero de elementos total na populagdo naquela gerac¢do) ocorre principalmente por
dois fatores. O modelo de transposicao é consultado em duas etapas distintas com as

seguintes finalidades:
e Determinar o nimero de novos TEs;

e Gerar novos TEs em quantidade suficiente para satisfazer o modelo de transposigao

e inclui-los no gameta;

e Determinar o nimero de TEs a ser excisados (removidos).



4.1. O SIMULADOR 37

e Remover TEs do gameta em quantidade suficiente para satisfazer o modelo de ex-

cisao;

4.1.7 Dinamica de transposicao

Criagcao de elementos

Os modelos de dinamica de transposicao que determinam a quantidade de TEs do
cromossomo a ser criado (gameta) em relagdo aos cromossomos parentais advém de vérias
formulagoes possiveis [122]. Estes sdo tipicamente representados por equagdes ou sistemas
de equagoes de variagdo de quantidade (equagdes diferenciais ou equagoes a diferengas
finitas) e podem ser classificados em duas categorias: modelos neutros, que nao levam em
conta pressao seletiva da existéncia ou abundancia, e modelos que consideram a selecao
natural no hospedeiro como fator regulador da quantidade de elementos no genoma.

Os modelos atualmente implementados no sistema incluem:

e Crescimento linear
e (Crescimento exponencial

e Modelo SKR [127]

Nas secoes a seguir, ¢ denota o nimero de copias presentes no genoma parental, e dc

o numero de novas cépias a ser geradas para o gameta.

Crescimento linear

O modelo linear corresponde a um crescimento com uma taxa fixa, esta representada
por um parametro numérico (inteiro) que determina quantos novos elementos serao criados

em cada evento de transposicao.

de =u (4.7)

onde u é a taxa de transposigao, representada pelo nimero (inteiro) de novas cépias a

ser criadas para o gameta.
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Crescimento exponencial

O modelo exponencial corresponde a um crescimento proporcional a quantidade de
elementos existentes no genoma parental. O parametro numérico (nimero real) corres-
ponde a proporcao da quantidade de TEs que deve ser criada, em relacao a quantidade

existente no genoma parental em cada evento de transposicao.

dc = uc (4.8)

onde u é a taxa de transposigao, representada pela proporgao de novas copias a ser

criadas para o gameta referente ao niimero existente de copias c.

Modelo SKR

O modelo SKR [127] é um modelo que originalmente acopla tanto equagoes que regem
as quantidades de TEs, como o tamanho da populacao. Como o modelo foi proposto num
framework matematico, e o simulador proposto nesse projeto é um IBM, esse modelo foi
adaptado para incorporar apenas as equacoes e formulas relacionadas a TEs. A equacao
populacional do artigo original de 2005 é a equagao de Hassel [124] e este é um dos modelos
ecolégicos implementados no simulador TRepid. Além de ser possivel usar o modelo de
transposicao SKR com a equagao de Hassel assim reproduzindo a metodologia do artigo
original, pode-se usa-lo com qualquer outro modelo ecolégico aumentando-se assim a gama

de possiveis cenarios de simulacao.

de(t 4 1) = ceil(c(t) x To x U(c(t))) (4.9)

Nesse modelo, U(c) é uma fungao crescente limitada que define a forma da dinamica,
que pode ser arbitrada satisfazendo certos critérios. No artigo, sao propostas trés for-

mas para essa funcao que foram implementadas no simulador segundos suas formulacoes

originais:
—c
Up(c) = 2(——) (4.10)
Cos
1-¢°

(4.11)
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Us(e) =1+ (= 5-) (4.12)

onde Ty e Cy 5 sao constantes passadas como parametros pelo usudrio.

Excisao de elementos

Mecanismos de perda ou remogao de TEs existem e sao responsaveis por controlar
a quantidade dos elementos no genoma da espécie hospedeira. Esse tipo de mecanismo
ja amplamente reportado em estudos anteriores, podem ser atribuidos em alguns casos a
uma resisténcia natural da espécie em acumular DNA (cf. segao , ou como resultado
de selecao negativa de individuos com fitness reduzido pela atividade dos elementos, e
ainda em outros casos a mecanismos de autorregulacao das préprias familias de TEs em
atividade de expansao [47, 50] [128]. Existem diversas tentativas de incorpora-los direta
ou indiretamente em modelos a fim de estudar o fenomeno mais amplamente do que ja
foi testado in vivo [122, T29-131]. Deceliére et al [132] usam uma formulagao comum na
literatura, a de uma delecao a taxa constante por elemento por geracao, resultando num

modelo exponencial.

Hipétese de modelagem: A perda aleatoria de TEs é causada principalmente pelo
mecanismo de reparo nuclear, e é representada indiretamente no modelo de excisao de
TEs. Esta regulagao ¢ intra-hospedeiro, mas nao depende diretamente das caracteristicas

da familia de TEs em questao.

Assim, além de determinar o nimero de novos elementos conforme descrito na segao
anterior, o sistema também precisa determinar o ntimero de copias existentes que sao

removidas aleatoriamente em cada evento de transposicao.

O simulador TRepid incorpora modelos de excisao especificos para cada modelo de
transposicao, e nestes descritos acima a implementacao da excisao é semelhante a de

recrutamento de novas copias.

Para os modelos linear e exponencial sao utilizados féormulas idénticas as de replicacao,
porém usando um parametro separado para a taxa. Para o modelo SKR, ¢ utilizado o

modelo exponencial.
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4.1.8 Atividade e inativacao de TEs

Elementos transponiveis podem ser ativos ou inativos, de acordo com a capacidade de
se transpor (TEs autonomos) ou ser transposto caso a enzima necessaria seja viabilizada
por outro TE (TEs nao autéonomos). Na natureza isso geralmente se reflete nas presenga e
conservagao de estruturas terminais que podem ser regioes terminais invertidas (TIR),
regioes terminais diretas (LTR), e sequéncias palindromicas.

No sistema TRepid a informagao relevante dessas estruturas esta incorporada em um
unico valor numérico, o status de atividade que assume valores entre 0 e 1. Qualquer
valor nao-nulo determina um TE ativo. Dessa forma, nao precisamos considerar ou mani-
pular subsequéncias correspondendo a estruturas conservadas, simplificando os algoritmos
e diminuindo o armazenamento de dados em memoéria e disco, e o nimero de operacgoes
envolvidas.

TEs podem se multiplicar desde que haja pelo menos uma coépia ativa disponivel,
assumindo que o mecanismo de transposigao esteja disponivel (transposase ou retro-
transposase). Dessa forma, todas as cépias ativas sdo atualmente consideradas autonomas,
também para simplificar os algoritmosﬂ.

Na versao atual, sao implementados os seguintes mecanismos de inativacao:

1. Master gene;
2. Progressivo;

3. Aleatério.

Seguem descrigoes sucintas sobre suas premissas e implementagoes. Todos os mecanis-
mos descritos abaixo tém um limiar minimo de 0,01. Qualquer status menor que 0,01 é

arredondado (truncado) para zero e portanto considerado inativo.

Modelo Master Gene

O modelo Master Gene é favorecido na literatura como o mecanismo de replicagao

de TEs mais simples de ser modelado e interpretado [78, [[33HI35], além de explicar a

5Uma andlise mais abrangente considerando TEs ativos ndo-auténomos é possivel e estd prevista para
trabalhos futuros (cf. segao [6.3).
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aparente pequena quantidade de elementos que seriam observados em um crescimento
exponencial, em algumas familias de TEs em genomas observados [136].

De acordo com a hipdtese master gene, as cépias criadas sao ligeiramente degeneradas
ou incompletas, o que as impedem de ser replicadas, mesmo que as enzimas necessarias
estejam presentes devido a outros elementos autonomos. Essas novas cépias sao conside-
radas inativas., ou Dead on Arrival (DOA).

Hipétese de modelagem: Todos os elementos criados a partir de um TE ativo sao
inativos, e nao ha possibilidade de reativacao de elementos previamente inativos. Todas
as copias ativas sao autonomas.

Na implementacao do modelo Master Gene no simulador, eventos de transposicao em
um dado individuo s6 sdo possiveis se existir pelo menos um TE ativo (portanto com sta-
tus positivo). Todas as cépias em um cenario Master Gene sdo criadas automaticamente

com status zero.

Modelo progressivo

Hipo6tese de modelagem: Todos os TEs criados a partir de um elemento ativo tém
o status menor que o TE original. Cada novo status é igual a metade do status do

elemento original. Todas as cépias ativas sao autonomas.

Modelo aleatério

Hipdétese de modelagem: Todos os TEs criados a partir de um elemento ativo tém
o status menor ou igual ao TE original. E escolhido um valor aleatoriamente entre zero

e o status original. Todas as cépias ativas sao autonomas.

4.1.9 Eventos evolutivos

Chamamos evento evolutivo cada evento em que é inserida uma ou mais mutagoes
nas sequéncias de TEs em questao. No modelo computacional do simulador sao conside-

ramos os dois seguintes eventos evolutivos:

1. Uma nova transposicao;

2. O final da gametogénese.
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Em todos os casos em que um evento evolutivo pode ser desencadeado, a ocorréncia

de fato de um evento é aleatoria, com probabilidade definida por parametro pelo usuério.

Nova transposicao

A cada nova transposicao, isto é, a cada novo TE criado, uma ou mais mutagoes sao
inseridas na nova cépia, o que a diferencia do elemento template (o elemento que originou
a nova copia). Se a familia de TEs em questao for de Classe I (retro-transposase), o
elemento template é preservado em sua forma original. Se por outro lado a familia de TEs
¢ de Classe II (DNA transposase), a copia original pode receber mutagoes representando

erros no mecanismo de reparo da célula.

Fim da gametogénese

Ao final da gametogénese, quando todas as novas copias ja foram criadas, e os elemen-
tos a ser excisados também ja foram removidos, todos os TEs presentes no gameta passam
por um evento evolutivo, recebendo uma ou mais mutacoes adicionais. Esse mecanismo
foi inserido para garantir que haja um envelhecimento padronizado do cromossomo, ca-
racterizando uma escala de tempo evolutivo para as sequéncias. Ele também tem como
efeito o aumento da velocidade do processo evolutivo, ja que é possivel arbitrar o nimero

de substituicoes que ocorrem nesse evento.

Quantidade de substituicoes por evento

Todas as mutacgoes inseridas em cada evento evolutivo sao substituicoes de bases
nucleotidicas sorteadas com reposi¢ao tanto no alfabeto de nucleotideos quanto na ex-
tensao da sequeéncia alvo. Isto possibilita a ocorréncia de substituicoes silenciosas com

probabilidade inversamente proporcional ao tamanho da sequéncia.

Ocorréncia condicional de eventos evolutivos

Todo evento evolutivo é condicional, i.e. é acionado ou nao de acordo com uma
probabilidade preestabelecida, definida no arquivo de configuracoes da simulacao por meio
do parametro mutation_prob. E possivel fixar a probabilidade desse evento ocorrer como

1 (respec. prob. = 0), para garantir que ela sempre ocorra (respec. nunca ocorra).
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4.1.10 Rastreamento da origem das sequéncias

Todos os elementos presentes no genoma possuem um cabecalho informativo que pode
ser usado para rastrear a linhagem de cada sequéncia dos genomas. Esse cabecgalho
contém, entre outras informacoes, a localizagao desse elemento, e uma string que designa
seu passado transposicional.

A cada evento de transposicao, o novo elemento gerado é copiado para um locus

aleatorio, e o cabecalho desse novo elemento é criado a partir da sequéncia que o originou.

Além disso, ao fim da gametogeénese os cabecalhos de todos os TEs sao atualizados,
sinalizando uma nova iteracao do tempo evolutivo, associada a uma nova geragao da

populagao hospedeira.

Exemplo: Um TE ativo que origina copias ativas a cada geragao se localiza
no locus de nimero 10 do segundo cromossomo. Ele origina um novo elemento
que ¢é posicionado no locus 2 do primeiro cromossomo. Na quarta geracao, este
segundo elemento cria um terceiro elemento que por sua vez é posicionado no
locus 15 do primeiro cromossomo.
As seguintes nomenclaturas representam o nome de cada TE referido no
momento em que é criado:
1% geracao 10_2_1
2% geracao 2_1_1/10_2_1

4% geracao 15_1_1]2_1_1|2_1_1/10_2_1
Caso a simulagao termine na quarta geragao, os nomes finais dos elementos

SErao como se segue:
1°TE 10_2_1110_2_1110_2_1110_2_1
2° TE 2_1_1]12_1_1]2_1_1]10_2_1
3° TE 15_1_112_1_112_1_1]10_2_1

Dessa forma, o tamanho dos cabecgalhos das sequéncias é proporcional ao nimero de
geracoes as quais a populacao ¢ simulada. Para a representacao de arvores de populagoes
que passaram por muitas geracoes, o cabecalho é reduzido para facilitar a visualizacao
dos nomes das sequéncias, representando apenas (i) o nome do TE, (ii) a geracdo em que

este foi criado, (iii) o elemento da primeira gera¢ao que o originou.
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Reducao do cabegalho de TEs simulados
Nome |geracdo|elemento original
Exemplo:
15_1_0115_1_0/15_1_0110_2_1/10_2_1110_2_1 = 15_1_113]10_2_1

4.1.11 Algoritmo das geracoes

O algoritmo que ocorre a cada geragao modela o ciclo de vida basico de uma espécie

sexuada, sujeita a eventos de transposicao e recombinacao durante a gametogénese.

. Casais de hospedeiros sao sorteados aleatoriamente dos hospedeiros sexualmente

maduros. Machos e fémeas sao escolhidos com e sem reposicao, respectivamente;

. Cada adulto gera um novo gameta, de acordo com as defini¢oes para transposigao

e recombinagao;

. A transposicao ocorre de acordo com a quantidade de novos TEs a ser gerados, e

a quantidade de TEs existentes a ser excisados do cromossomo. Isso efetivamente
modifica o nimero de TEs no gameta, em relacao a quantidade presente nos cro-

mMosSsomos parentais;

. Mutagoes sao sorteadas do modelo evolutivo para elementos criados na gameto-

génese. Se a transposicao for cut and paste, as copias originais também recebem

mutacoes; se for copy and paste, as copias originais permanecem inalteradas.

. A recombinacao dos cromossomos proporciona um embaralhamento adicional do

conteido do gameta;

. Mutagoes sao sorteadas do modelo evolutivo e substituidas em todas as copias de

TEs do gameta;

. O custo de fitness imposto pelos TEs em futuros hospedeiros é calculado a partir

dos gametas e qualquer filhote que exceda um limiar preestabelecido é considerado

morto antes de nascer, e removido da populacgao.

. Cada casal formado gera uma quantidade de filhotes definido pelo usuario como

parametro, excluindo-se filhotes que excedam o limiar de custo de fitness;
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9. A idade de todos os individuos sobreviventes da populacao é incrementada, e in-

dividuos que excedam a idade méaxima sao removidos;

4.2 Desenho experimental

As simulacoes desenhadas para este projeto foram divididos em trés experimentos com

objetivos distintos.

e O experimento MG teve a finalidade de observar a topologia basica de uma familia
de TEs que se expande segundo um modelo Master Gene, e observar a relagao entre

a estrutura temporal da topologia com as geracoes da populagao simuladas;

e O experimento A proporcionou uma analise detalhada das condi¢oes necessarias
para uma invasao bem sucedida por uma familia de TEs em uma populacao hos-
pedeira, apos a liberacao de uma pequena quantidade de individuos modificados

geneticamente;

e O experimento B proporciona a visualizacao de um panorama mais realista de
cendrios de invasao, seguindo as condigoes exibidas nos dois experimentos anteriores,
e a analise demografica das sequéncias para obter tanto estimativas do tempo de

invasao, como o tamanho efetivo da familia de TEs.

Embora tenham objetivos bastante diversos, algumas caracteristicas comuns podem
ser observadas nos conjuntos de parametros dos trés experimentos. Descreveremos as
metodologias de cada um em secao separada, mas para simplificar a leitura, isolamos as
escolhas de parametros comuns aos tres.

Antes de detalhar os parametros utilizados nas simulacoes e analises, alguns termos
serao definidos nas proximas segoes, para simplificar a linguagem ao fazer mencao a gran-
des quantidades de informacoes ou parametros que sao costumeiramente interpretados
sempre em conjunto e no mesmo contexto.

Esses termos incluem:

1. Cenarios de simulacao

2. Eventos de transposicao
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3. Eventos evolutivos

Essas expressoes se referem a detalhes especificos da forma como os dados foram simu-
lados, e nao tem necessariamente relacao com conceitos bioldgicos amplos, ou descritos

na literatura.

4.2.1 Cenarios de simulacao

O core das simulagoes segue um protocolo comum. Os resultados estao sendo com-
pilados em artigos ainda em fase de escrita, cujos rascunhos estao disponiveis em anexo
com essa tese. [110, 137]. Uma breve apresentagao das semelhangas e diferengas entre
esta tese e os manuscritos em preparacao se encontra no apéndice.

A cada cenario de simulacao simulado corresponde um conjunto de parametros
passados ao simulador TRepid, armazenado em um arquivo de configuragoes (que usa o
nome padrao trepid.conf). Cada cendrio é armazenado em uma estrutura de diretérios
independente, o que facilita a organizacao e manipulacao dos diversos arquivos criado{’r].

Os parametros comuns a todos os cenarios incluem: modelo de inativacao Master
Gene, modelo de transposicao constante. Os TEs simulados sao da classe I, portanto
se multiplicam usando o método copy and paste, que preserva a cépia original (copia
template) durante o evento de transposicao.

O numero de mutacoes em cada evento evolutivo é 2 substituicoes, sorteadas com
reposicao, isto ¢é, substituicoes silenciosas sao permitidas em todos os cenérios.

Ao final de cada gametogénese, todos os TEs presentes - novos ou preexistentes -
passam por um novo evento mutacional, efetivamente marcando um processo de “enve-
lhecimento” dos mesmos.

A estrutura dos cromossomos foi parcialmente desativada, e a maior parte dos loci
sao considerados neutros. A quantidade de loci severos é especificada para cada um
dos experimentos, e o coeficiente de selecao s (custo de fitness) utilizado é especificado
para cada simulagao. Nenhum dos experimentos presentes nesta tese consideram [oc:
fatais ou essenciais, que causariam inviabilidade do hospedeiro (vide segao m para

mais informagdes sobre a estrutura dos cromossomos nestas classes de loci).

6sdo criados 6 arquivos de saida para cada réplica de cada cendrio
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Réplicas

A cada cenario descrito correspondem 10 simulagoes com exatamente os mesmos
parametros, e ao final de cada simulagao individual é amostrado um individuo GM da
ultima geragao da populacao e seu genoma é armazenado em disco nos formatos FASTA

e NEXUS para analise posterior.

cendrio <= conjunto de parametros <= 10 réplicas (simulagoes)

Amostragem

Ao fim de cada simulagao, um individuo é amostrado aleatoriamente da subpopulagao
GM, sem nenhuma preferéncia ou viés introduzido artificialmente. Isso pode ter o incon-
veniente de que o individuo amostrado tenha um perfil cromossomico com muito poucas
sequéncias, devido a grande variabilidade intrinseca do processo. Nesse processo de amos-
tragem, no entanto, sao eliminados do universo amostral os individuos virgens, isto é,
individuos que nao contém nenhum TE.

Para analise de cada cenario, é escolhido dentre as amostras o individuo amostrado com

maior nimero de sequéncias, desde que seja observado um nimero minimo de sequéncias

igual a 50.
O modelo coalescente prevé que uma amostra aleatéria de tamanho n tem uma
probabilidade de 2= de conter o ancestral comum mais recente (MRCA) [I10]. Uma

amostra de tamanho 39 teria portanto uma chance de 95% de que exista um ancestral
comum mais recente.

Nos experimentos pilotos realizados para afinar o desenho experimental, observamos
que o numero médio de TEs por individuo era muito maior que 40 apds algumas geragoes,
chegando em alguns casos a mais de 100. Uma amostra de tamanho 50 é portanto uma
realizacao aceitavel no contexto de nossas simulagoes.

Se em algum cenério nao for obtido nenhuma amostra com pelo menos 50 sequéncias,
mas o numero médio de sequéncias por individuo for superior a 50, é feita uma nova
simulagao, mas ao final desta réplica, a amostragem ¢ feita manualmente para selecionar
um individuo com pelo menos 50 sequéncias.

Se o nimero médio de TEs por individuo for menor que 50 (na média) para todas as
réplicas, considerar-se-a que esse cendario esta gerando inerentemente poucas sequéncias,

e portanto sem condicgoes de representar invasoes.
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Critérios de parada para as simulagoes

Existem trés critérios de parada para cada simulagao. A simulagao pode parar (i) caso
haja uma invasao bem sucedida, definida como uma proporcao de individuos contendo
pelo menos um TE ser igual ou maior a 90% da populagao total; (ii) caso o TE seja
perdido, definido como a proporcao da populacgao que contem pelo menos um TE cair
abaixo de 5%; (iii) um nimero maximo pré-determinado de geragoes sejam rodadas, caso

nao haja convergéncia da invasao, ou a convergéncia for muito lenta.

Modelos ecolégicos

Uma populacao de referéncia, com dinamica ecoldgica constante foi usada nos cenérios
dos trés experimentos MG, A e B, para simplificar a comparacao dos resultados. Além
deste, no experimento B foram observados outros trés modelos ecolégicos. Os tamanhos
das populagoes variam para cada experimento e todos os parametros serao detalhados em
cada respectiva secao.

Todas as simulacoes iniciam com uma proporcao de 10% da populacao contendo TEs
(subpopulagao GM) e os outros 90% compostos de mosquitos virgens (subpopulagao sil-
vestre, ou wild). Todos os mosquitos GM da geragao Fy sao idénticos e gerados a partir
de um template contendo um ou mais elementos, conforme mencionado nas segoes que

descrevem cada simulacao especifica.

4.3 Simulacoes

Diversos cenarios foram simulados, divididas em trés diferentes experimentos, de
acordo com objetivos especificos distintos. Comegaremos a descricao pelos componen-
tes e opgoes que todos tém em comum.

Hipéteses de modelagem: Todas as simulagoes assumem um conjunto de premissas

simplificadoras.

e A populagao silvestre é originalmente virgem, i.e., ndo contém o transgene de inte-

resse, a ser inserido via TEs;
e A populacao de cativeiro é formada com perfil cromossomal idéntico;

e A populacao de cativeiro é liberada uma unica vez no ambiente;
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Ambos os individuos de cativeiro e os silvestres sao sexualmente compativeis, e

produzem prole fértil.

Mutagoes ocorrem com frequéncia grande (a cada evento evolutivo)

Mutagoes ocorrem em quantidades acumuladas (2 por evento evolutivo)
e Uma geragao simulada nao representa uma tnica geracao de uma populacao realista

A populacao Fy de cativeiro é liberada no ambiente e entra em contato com a populagao
silvestre pela primeira vez, e tem inicio um processo de fluxo génico. A partir desse
momento, que define o inicio da simulacao, chamaremos tanto a populagao silvestre e
a de cativeiro de subpopulagoes e nos referindo como populagao apenas a uniao destas

subpopulagoes.

4.3.1 Protocolo comum aos experimentos
Subpopulacao Fj

Todos os individuos colonizadores sao gerados a partir de um tinico template para cada
cenario. Ao total, foram utilizados trés templates diferentes, todos com pelo menos um
TE ativo.

Todos os individuos GM da populacao Fy sao idénticos a um tnico template. Existem
trés templates em uso nos experimentos, um com uma unica sequéncia de TE ativo, o
segundo com dois TEs ativos, e o terceiro com 20 TEs, dos quais um ativo e os outros
19 inativos. Todos os TEs estao localizados nas primeiras [oci do cromossomo, de modo
que nos experimentos em que é contabilizado custo de fitness, todos os elementos iniciais
causam impacto.

No caso dos templates com 1 e 20 elementos, a sequéncia nucleotidica de cada TE tem
400 pares de bases, e todos sao idénticos (sequéncia = TTTTTT...). No caso do template
com 2 TEs, a sequéncia é semelhante a do caso com 1 TE, exceto que 5 nucleotideos sao

substituidos por bases C.

Transposicao

Todos os cendrios usam o modelo de transposicao linear, que exibe crescimento do

niumero de TEs por gameta com taxa constante, em relagao a quantidade preexistente no
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genoma parental (cf. segao [1.1.7).

Em todos os cendrios, foi desativado o modelo de excisao, que é responsavel por limitar
o crescimento do niimero de TEs, removendo uma certa quantidade de TEs a cada evento
de transposicao. Dessa forma, as tinicas maneiras como TEs podem ser perdidos sao a
perda aleatdria durante a segregacao ou pela recombinacao. Assim a quantidade de TEs

tem uma menor interferéncia, oferecendo uma menor complexidade a ser analisada.

Evolucao

Foram escolhidos parametros para simplificar o processo evolutivo, de modo que a
cada evento evolutivo ocorra sempre o conjunto de mutacgoes estabelecido.

Além disso, o processo evolutivo é enormemente acelerado, de modo a observar os
fenomenos em escala de tempo reduzida. Assim, a cada evento evolutivo, sao incluidas

2 mutagoes aleatérias, com probabilidade 1 (cf. segao [4.1.9)).

4.3.2 Experimento MG

A fim de ilustrar as capacidades basicas do simulador, estabelecemos um experimento
que representa os elementos mais fundamentais dos modelos de dinamica de expansao
de TEs. Esse experimento nao corresponde a observacao de uma invasao, mas tem a
finalidade de observar caracteristicas marcantes de um processo de expansao de uma
familia de TEs segundo o modelo Master Gene.

Quatro cendrios foram simulados, para comparar todas as combinacoes entre duas
taxas de transposi¢ao e nimero de elementos ativos (MGs) em um curto periodo de
tempo, em uma pequena populacao haploide (cf. figura .

Foi escolhida para esse experimento uma populacao constante de 1000 individuos,
todos GM, que se reproduz livremente por 5 geragoes.

Os dois templates utilizados sao:
e 1 tnico TE ativo, com sequéncia de 400 bases, todas iguais a T.

e 2 TEs ativos, ambos com sequéncias de 400 bases. O primeiro TE tem a sequéncia

idéntica ao template anterior. O segundo tem 5 posi¢oes substituidas por C.

Cada um desses templates foram expostos a duas diferentes taxas u de transposicao.

Foram feitos para cada caso um cenario com u =1 e u = 2.
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5 generations

Constant GM population (FO = 1000)
constant transposition (1 and 2 copies)
100% initial GM

template with 1 and 2 active elements
no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/500)

master gene

copy and paste

haploid

10 replicates

Figura 4.1: Parametros do protocolo de simulagoes do experimento MG. GM é a quanti-
dade de individuos na subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populagao inicial
total gerada a partir do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros
(N), com suas quantidades indicadas respectivamente.

Arvores filogenéticas foram geradas usando dois métodos diferentes - inferéncia bayesi-
ana (BI = Bayesian Inference) ¢ Neighbor-Joining (NJ) - para comparar os padroes
de ramificacao gerados por esses diferentes processos de invasao. Esse processo sera de-
talhado em uma se¢do posterior (se¢ao , dedicada ao protocolo de reconstrucao

filogenética dos experimentos que analisam arvores das sequéncias simuladas.

4.3.3 Experimento A

Para ilustrar a relevancia de uma elevada taxa de transposicao na capacidade de uma
familia de TEs suplantar o custo de fitness que ele impoe a populagao hospedeira ao invadi-
la, foi elaborado um experimento com populagao constante com taxas de transposicao
simples.

Na primeira etapa, definimos o controle do experimento, isto é um processo de ex-
pansao dos TEs na populagao hospedeira sem nenhum custo de fitness. Diversos cenérios
distintos foram simulados, todos usando o modelo de transposicao linear.

Dois templates com quantidades iniciais de TEs foram usados, o primeiro com um

unico TE, e o segundo com 20 TEs. Ambos templates foram submetidos a cenédrios com
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trées diferentes taxas de transposicao u: a primeiro taxa de u = 1 nova cépia por evento
de transposicao, a segundo de u = 5 novos elementos e a terceira de u = 10 novas cépias
por evento de transposicao. Essas taxas foram simuladas ao longo de 30 geragoes numa
populagao constante de 10.000 individuos, com uma quantidade inicial de 1000 individuos
GM, representando portanto 10% de proporcao de invasores. Os parametros que definem
estes cendrios estao resumidos nos protocolos [£.2) e [4.3

30 generations

constant population (FO = 10k)

constant transposition (1, 5 and 10 copies)

10% initial GM

template with 1 elements

no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/250)

master gene

copy and paste
diploid

10 replicates

Figura 4.2: Parametros do protocolo de simulagoes do experimento A com template con-
tendo 1 TE e sem impacto no fitness (s = 0). GM é a quantidade de individuos na
subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populagao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sdo divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas
quantidades indicadas respectivamente.

Os experimentos de interesse no entanto, precisam levar em conta uma diminuicao na
fecundidade dos hospedeiros induzidos pela insercao e expansao de TEs em seus cromos-
somos. Para tanto, impusemos dois valores relativos a um custo pequeno (s = 0,01) e
um custo moderado (s = 0,05) por TE.

Esses dois valores de impacto seletivo foram testados para o template com 1 TE. Para
esse template, simulamos cendrios para as trés taxas de transposi¢ao u = 1, u =5 e u = 10
novas copias por gameta por geracao, ao longo de 30 geragoes em populagao constante
de 10.000 individuos, com uma proporcao inicial de 1000 individuos GM. O TE inicial do
template usado para compor a populagao Fj esta localizado em um locus severo (c. segao
e portanto é sempre contabilizado para a reducao de facundidade dos hospedeiros
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30 generations

constant population (FO = 10k)
constant transposition (1, 5 and 10 copies)
10% initial GM

template with 20 elements

no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/250)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.3: Parametros do protocolo de simulagdes do experimento A com template con-
tendo 20 TEs e sem impacto no fitness (s = 0). GM é a quantidade de individuos na
subpopulagao geneticamente modificada. F é a populagao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas
quantidades indicadas respectivamente.

GM. Estes parametros estao sumarizados no protocolo [4.4]

Por fim, para testar um impacto excessivo na fecundidade da populagao hospedeira,
utilizamos o template com 20 TEs iniciais, submetido ao impacto seletivo s = 0, 05. Assim
como nos cenarios do template de 1 tinico transposon seletivos, simulamos cendrios para
as mesmas trés taxas de transposicao u = 1, u = 5 e u = 10 novas copias por gameta
por geracao, ao longo de 30 geracoes na populacao constante de 10.000 individuos, com
uma proporc¢ao inicial de 1000 individuos GM. Todos os 20 TEs do template usados na
populacao Fj estao localizados em [oci severos, portanto iniciam causando impacto na
fecundidade dos hospedeiros que os carregam (cf. segao . E necessdrio observar
no entanto que todos os 20 TEs iniciais estao localizados em um 1nico cromossomo, e
portanto na auséncia de transposicao e recombinacao crossover, haveria apenas 50% de
chance de que um filho de um individuo GM da populagao Fy com um individuo virgem
receba TEs. Estes parametros estao sumarizados no protocolo [4.5]

Todos os cendrios descritos acima usam o modelo Master Gene de inativacao, de
modo que nao ha criacao de novas cépias ativas nos eventos de transposicao. E esperado

dessa forma um declinio gradual no ntimero total de elementos ativos, conforme estes sao
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30 generations

constant population (FO = 10k)
constant transposition (1,5 and 10 copies)
10% initial GM

template with 1 elements

no recombination

fitness cost 0.01 and 0.05

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/50/450)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.4: Parametros do protocolo de simulagoes do experimento A com template con-
tendo 1 TE e impactos no fitness fraco (s = 0,01) e moderado (s = 0,05). GM é a
quantidade de individuos na subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populacao
inicial total gerada a partir do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S)
e neutros (N), com suas quantidades indicadas respectivamente.

perdidos ao acaso por deriva genética.
A quantidade total de TEs na populagao, e o nimero de TEs ativos sao registrados a
cada geracao pelo simulador, e esses valores foram recuperados e sumarizados em gréficos

e tabelas para ilustrar o comportamento de cada cenario.

4.3.4 Experimento B

Para testar o poder preditivo das técnicas de filodinamica em dados de sequéncias de
transposons, é necessario observar a dinamica de expansao de uma familia de TEs em
diversos cenarios de dinamica populacional. Para isso, contrapomos a expansao popula-
cional, sem custo s de fitness, em varios cenarios ecolégicos.

Para o experimento B, assim como nos experimentos anteriores, também simulamos
usando o modelo Master Gene, de forma similar ao experimento A, mas dessa vez a
comparacao se deu principalmente quanto aos diferentes possiveis modelos ecologicos. O
objetivo é observar o efeito indireto do tamanho populacional do vetor, na dinamica de

invasao dos TEs.
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30 generations

constant population (FO = 10k)
constant transposition (1, 5 and 10 copies)
10% initial GM

template with 20 elements

no recombination

fitness cost 0.05

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/250/250)
master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.5: Parametros do protocolo de simulagdes do experimento A com template con-
tendo 20 TEs e impacto moderado no fitness (s = 0,05). GM ¢ a quantidade de individuos
na subpopulagao geneticamente modificada. Fj é a populacao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas
quantidades indicadas respectivamente.

Para cada modelo ecolégico, foi usado um nimero méximo de 100 geracoes em cada
cendrio, com populagao sexual diploide, modelo de transposigao linear, com taxa de cres-
cimento constante do nimero de TEs por geracao igual a 5 novas cépias a cada evento

reprodutivo, independente do nimero existente de elementos nos cromossomos parentais.

Populacao constante

Populacao com crescimento exponencial

Populacao com decrescimento exponencial

Populacao logistica

O cenério de populagao constante inicia com populagao Fy de 10.000 individuos (pro-
tocolo [£.6] Tanto o cendrio de populagdo com crescimento exponencial como o de cresci-
mento logistico iniciam com Fj = 1.000 individuos. O cenario de populacao com decres-

cimento exponencial inicia com Fy = 20.000 individuos.
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Os parametros populacionais do modelo logistico sao: taxa de crescimento r = 1
e capacidade suporte K = 10.000 (protocolo . Os parametros de crescimento dos

modelos exponenciais decrescente e crescente sao, respectivamente, r = —0,1 e r = 0,1

(protocolos e [4.8] respectivamente).

Todos os cendrios iniciam com uma subpopulacao GM correspondente a 10% da po-

pulacao Fy, assim como no experimento A.

100 generations

constant population (FO = 10k)
constant transposition (5 copies)
10% initial GM

template with 1 active element
no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/50/450)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.6: Parametros do protocolo de simula¢des do experimento B com populacao de
mosquitos constante (N = 10.000). GM é a quantidade de individuos na subpopulacao
geneticamente modificada. Fj é a populagao inicial total gerada a partir do template. Os
loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas quantidades indicadas
respectivamente.

Além dos varios cenarios populacionais, foi simulado um cendrio com custo de fitness
s = 0,05 para populacao constante. Foi usada uma taxa de transposicao de u = 5 novas
cépias por gameta, conforme descrito no Protocolo [4.10]

Assim como nos experimentos MG e A, foram feitas 10 réplicas de cada um desses
cendarios, e em cada réplica é amostrado um individuo da ultima geracao e seu perfil
cromossomico é separado para analise das sequéncias.

O namero de TEs de cada amostra foi observada, e foi escolhido para andlise a amostra
com maior nimero de sequéncias, observando-se o nimero minimo de 50 sequéncias. Nos

casos em que nao tenha sido amostrado pelo menos um individuo com 50 sequéncias, foi
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100 generations

exponential population (FO = 20k)
r =-0.01

constant transposition (5 copies)
10% initial GM

template with 1 active element
no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/500)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.7: Parametros do protocolo de simulacoes do experimento B com populacao de
mosquitos exponencial decrescente (r = —0,1). GM é a quantidade de individuos na
subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populacao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas
quantidades indicadas respectivamente.

feita uma nova replicada e ao final dela, foi amostrado manualmente um individuo que

tivesse pelo menos 50 TEs em seu genoma.

4.4 Analises dos dados simulados

Cada um dos experimentos tem requerimentos de andlises distintas.

e No experimento MG foi feita a reconstrucao de arvores filogenéticas para a ob-

servagao dos padroes de ramificac¢oes, usando-se dois métodos diferentes (BI e NJ).

e No experimento A foram analisadas as estatisticas das populacoes e subpopulagoes

de cada cenério.

e No experimento B foi feita a reconstrucao filogenética bayesiana dos genomas amos-

trados, e a estimagao do modelo demografico da populagao de TEs.

Nas segoes a seguir serao detalhados os procedimentos de cada uma dessas etapas.
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100 generations

exponential population (FO = 1k)
constant transposition (5 copies)
r=0.1

10% initial GM

template with 1 active element
no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/500)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates
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Figura 4.8: Parametros do protocolo de simulagoes do experimento B com populacao
de mosquitos exponencial crescente (r = 0,1). GM é a quantidade de individuos na
subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populacao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas

quantidades indicadas respectivamente.

4.5 Analises graficas

4.5.1 Experimento A

Os dados gerados pelo simulador a cada geragao (e para cada réplica) incluem

e o tamanho total da populacao;

o tamanho da subpopulacao GM;

a quantidade total de TEs ativos na populacao;

a quantidade média de TEs por individuo.

a quantidade total de TEs presente na populacgao;

Para o experimento A, todos esses dados foram exibidos em graficos de dinamica tem-

poral, para cada taxa de transposicao examinada. A métrica de interesse para detectar



4.5. ANALISES GRAFICAS 59

100 generations

logistic population (FO = 1k)
r= 1, K=10k

constant transposition (5 copies)
10% initial GM

template with 1 active element
no recombination

no fitness cost

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/0/500)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates

Figura 4.9: Parametros do protocolo de simulagoes do experimento B com populacao
de mosquitos logistica (r = 1 e K = 10.000). GM é a quantidade de individuos na
subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populacao inicial total gerada a partir
do template. Os loci sao divididos em fatais (F), severos (S) e neutros (N), com suas
quantidades indicadas respectivamente.

e analisar o comportamento invasivo é a proporc¢ao de individuos GM na populacgao, mas
como todos os cenarios assumem populacdao constante, essa proporcao corresponde iso-
metricamente a quantidade total da subpopulacao GM. Por essa razao, nao foi necessério
fazer a divisao dos dados pelo tamanho total da populacao em cada geracgao.

Os dados da dinamica temporal da subpopulagao GM foram sobrepostos graficamente
para todas as réplicas de cada cenario. Para andlise global de cada cenario, a média de
todas as réplicas foi tomada para cada geracao.

Os dados da dinamica temporal dos TEs foram considerados apenas por suas médias,
de maneira analoga aos da subpopulacao GM descritos acima. Além desses, fizemos
também os graficos para cada cenario da evolugao do nimero de TEs ativos de cada
cenario, representados também pelas médias das replicadas, tomadas a cada geracao.

Elaboramos também tabelas para sumarizar os dados de TEs para cada cenario. Para
muitos cendrios, nem todas as réplicas chegaram ao nimero maximo de geracoes pro-
gramado, tendo sido interrompidas por invasao ou perda de TEs. Dessa forma, o valor

representado na tabela como a média do niimero de TEs ou média de TEs ativos foram
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100 generations

constant population (FO = 10k)
constant transposition (5 copies)
10% initial GM

template with 1 active element
no recombination

fitness cost 0.05

2 mutations per event

loci (F/S/N = 0/50/450)

master gene

copy and paste

diploid

10 replicates
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Figura 4.10: Parametros do protocolo de simulacoes do experimento B com populagao
de mosquitos constante (N = 10.000), e custo moderado de fitness (s = 0,05). GM é a
quantidade de individuos na subpopulacao geneticamente modificada. Fy é a populacao
inicial total gerada a partir do template. Os loci sdo divididos em fatais (F), severos (S)
e neutros (N), com suas quantidades indicadas respectivamente.

tomados considerando a ultima geracao em que todas as réplicas estavam ativas. Como

esse valor nao representa necessariamente o potencial daquele cenario, os valores maximos

de TEs e TEs ativos de cada cenario também foram incluidos nas tabelas.

4.6 Filodinamica

Para a andlise filodinamica dos dados simulados sao necessarias duas etapas:

1. a reconstrucgao filogenética com um componente temporal;

2. a inferéncia de parametros demogréficos a partir das genealogias inferidas;

A reconstrucao filogenética é necessaria para a observacao dos padroes de ramificagao,

que insinuam informacgoes sobre os padroes e pressoes seletivas que sublinham o processo

evolutivo em questao.

A inferéncia de um modelo demografico objetiva determinar o tamanho da “populacao”

de patégenos, no caso da filodinamica classica, ou de TEs no nosso caso, que ¢ influenciada
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pelo fenomeno epidemioldgico ou de invasao, respectivamente.

4.6.1 Protocolo comum as topologias

O protocolo resumido para geracao de arvores filogenéticas e modelos bayesianos segue

as seguintes hipdteses simplificadoras:

e As sequeéncias geradas sao homdlogas préximas;
e Todos os loct alinhados sao homoélogos, devido a auséncia de indels;

e (Cada sitio nucleotidico é modificado de acordo com um modelo evolutivo uniforme
(Jukes-Cantor) [80];

Essas premissas sao garantidas pelo desenho experimental das simulagoes, que por sua
vez corresponde as premissas feitas na escolha de parametros dos cenarios de simulagao

em questao.

Amostragem de sequéncias para analise

Conforme mencionado anteriormente, para cada cenario foram feitas 10 simulagoes
com parametros idénticos, correspondendo a 10 réplicas para cada parte do experimento.
Ao final de cada réplica é amostrado um individuo da geragcao mais recente da populacao.
Quando as amostras de todas as réplicas sao comparadas, é escolhido para analise o
individuo com maior nimero de TEs para a reconstrucao filogenética (cf. segao . As

réplicas amostradas para o experimento B buscam um nitimero minimo de 50 sequéncias.

Outgroups

Em todos os experimentos em que sao feitas arvores, a raiz da mesma ¢é determinada
utilizando-se um outgroup definido por duas sequéncias de 400 nucleotidios, dos quais os
primeiros 25 e 30 (respectivamente) correspondem a letra C, e todos os outros iguais a a

letra T. O mesmo grupo de outgroups foi utilizado em todas as andlises.
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4.6.2 Filogenética - componente temporal

As topologias de destaque foram reconstruidas de acordo com um processo de in-
feréncia bayesiana (BI) para os experimentos MG e B.

Adicionalmente, foi utilizado um método de distancias (NJ = Neighbor-Joining)
para o experimento MG.

O programa de filogenias bayesiano BEAST 1.7.0 [138][139] usa como input um arquivo
XML com todos os parametros necessarios para suas analises, bem como as sequéncias
e nomes dos arquivos a ser gerados. Esse arquivo XML é gerado por um programa de
interface chamado BEAUTI 1.7.0, presente no mesmo pacote do BEAST, a partir de um
alinhamento previamente estabelecido. As sequéncias obtidas em cada amostra foram
inseridas no programa BEAUTI para preparar o arquivo XML que foi inserido no programa

BEAST, de acordo com as premissas acima, e seguindo as escolhas de parametros a seguir.
Neste programa BEAUTI, foram escolhidos os seguintes parametros a ser estimados:

1. Os parametros do modelo evolutivo;
2. O componente temporal, representado pela taxa do relégio molecular;
3. O componente demografico determinado pela premissa filogenética;

4. A topologia da arvore, e seus comprimentos de ramos;

As inferéncias dos programas do pacote BEAST sao analisadas usando o programa
TRACER, desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa que desenvolve o pacote BEAST. Nele
podem ser observados os valores estimados para o tamanho efetivo das amostras (ESS -
Effective Sample Size), e o traco da andlise. O ESS indicado pelos autores como valor de
corte para os parametros de interesse é 100. O traco é uma maneira grafica de observar
a evolucao das cadeias MCMC (Markov Chain Monte-Carlo), e sua inspegao visual pode
indicar o estado de convergéncia das cadeias. Essa inspegao visual tem o objetivo de
determinar se este se encontra em um estado estacionario, ou se ha alguma tendéncia
clara de crescimento, decrescimento ou oscilagao que indicaria que as cadeias precisam

rodar por mais tempo, ou alguma alteracao nos prioris ou dados é necessaria.
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Protocolo comum aos experimentos MG e B

Sendo uma abordagem bayesiana, é necessario introduzir os priori de todos esses
parametros, de modo que para cada estimador acima os seguintes prioris foram respecti-

vamente arbitrados (detalhados a seguir):

1. Utilizamos o modelo Jukes-Cantor na andlise de evolu¢ao molecular;

2. O modelo de relégio molecular selecionado foi o relégio estrito (strict clock), com

taxa igual a 1;
3. O modelo demogréfico utilizado para as sequéncias foi o bayesian skyline plot);

4. A topologia inicial da arvore foi obtida com o método de distancias UPGMA.

O numero de iteracoes para as cadeias MCMC, e numeros de amostras foi diferente
entre os experimentos MG, e o experimento B.

Nos experimentos MG e B estamos simulando um TE Classe I, que usa como estagio
intermediario da transposicao uma retro-transposase, e portanto se replica pelo modo
copy and paste para gerar novas cépias (cf. secao [4.1.4).

Foram escolhidos para as simulagoes parametros que simplificam a observacao do pro-
cesso evolutivo, de modo que a cada evento evolutivo ocorra sempre o mesmo numero
de mutagoes. Além disso, o processo evolutivo foi consideravelmente acelerado, com cada
evento evolutivo observando a inclusdo de 2 mutagoes aleatérias (cf. secao [4.1.9).

Como a posicao de cada mutagao inserida é uniformemente sorteada ao longo dos
sitios, e nao ha particao de cédons ou nenhuma estrutura intrinseca para as sequéncias,
um método de reconstrugao filogenética de distancias deve obter um prior: adequado para
a topologia da arvore. Nos casos em que ha acumulagao de substituicoes em um mesmo
sitio, algum sinal filogenético pode ser perdido, mas a probabilidade desses eventos diminui
conforme o tamanho das sequéncias aumenta. Um corolario dessa construcao é que as
taza satisfazem a hipétese do relégio molecular.

Para representar o modelo Jukes-Cantor no BEAST, usamos o protocolo sugerido pelos
autores de usar o modelo GTR, com todas as taxas iguais, e desabilitar a inferéncia dos

parametros relativos a taxas de substituicad]

"http:/ /beast.bio.ed.ac.uk /FAQ#How _to_make_use_of other_substitution_models_not_given_in_
Beauti.3F _Specifically.2C_Jukes-Cantor_model.3F


http://beast.bio.ed.ac.uk/FAQ#How_to_make_use_of_other_substitution_models_not_given_in_Beauti.3F_Specifically.2C_Jukes-Cantor_model.3F
http://beast.bio.ed.ac.uk/FAQ#How_to_make_use_of_other_substitution_models_not_given_in_Beauti.3F_Specifically.2C_Jukes-Cantor_model.3F
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Topologias do experimento MG

O objetivo desse experimento é observar as topologias pectinadas quando ha um tnico
elemento ativo (MG). Para comparar com miltiplos elementos ativos, foram simulados
também cenarios com dois elementos ativos. O protocolo para analise filogenética do
experimento estd sumarizado na tabela [4.1]

Para esse experimento, quatro cenarios de simulacao foram executados, para uma
populacao haploide (cf. protocolo . Nos dois primeiros, existe um tinico elemento ativo
(denominado MG no que se segue). Nos dois cendrios seguintes, existem dois elementos
MG.

As cadeias MCMC foram rodadas pro um total de 10 milhoes de iteracoes, com amos-
tragem a cada 100 iteragoes tanto para os parametros quanto para as topologias.

Tabela 4.1: Protocolo para obtengao das topologias do experimento MG conforme inserido
no programa BEAUTTI.

Parametro op¢ao principal opcao(oes) auxiliar(es)
Modelo de sitios GTR all equal
Modelo de relogio relogio estrito estimar parametro, taxa=1
Demografia skyline plot 5 grupos, variante linear
Prior de topologia | arvore de distancias (UPGMA) NA
Prior do relégio uniforme [0,1] NA
Operadores | desabilitar parametros GTR ac, ag, at, cg, gt
MCMC 10 milhoes de iteragoes amostrar a cada 100 cadeias

Como o modelo de evolugao molecular envolvido nas simulagoes é extremamente sim-
ples, e a distancia evolutiva entre as sequéncias é pequena (dado que o tempo de di-
vergéncia é extremamente pequeno), especulamos inicialmente que um método de recons-
trucao filogenética de distancias seria razoavelmente apropriado para obter as topologias
das arvores.

Para testar essa hipotese, reconstruimos uma arvore adicional com o método NJ
(Neighbor-Joining) utilizando o programa ClustalW 2.1 [140] e comparamos essa a
arvore BI criada com o BEAST 1.7.

Topologias experimento B

No experimento B, nao s6 as topologias das arvores devem ter bom padrao de con-

vergéncia, mas também diversos outros parametros e estatisticas serao analisados, por-
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tanto as cadeias MCMC devem rodar por mais tempo a fim de observar um estado esta-
cionario das distribuicoes amostradas. A tabela descreve os parametros utilizados na

analise.

Tabela 4.2: Protocolo para obtencao das topologias do experimento B, conforme inserido
no programa BEAUTI.

Parametro opc¢ao principal opgao(Ges) auxiliar(es)
Modelo de sitios GTR all equal
Modelo de relogio relogio estrito estimar parametro, taxa=1
Demografia skyline plot 5 grupos, variante linear
Prior de topologia | drvore de distancias (UPGMA) NA
Prior do relégio uniforme [0,1] NA
Operadores | desabilitar parametros GTR ac, ag, at, cg, gt
MCMC 100 milhoes de iteracoes amostrar a cada 1000 cadeias

Para as anélises desse experimento, foi utilizado um nimero de 100 milhoes de iteragoes
para as cadeias MCMC e topologias, com amostras feitas a cada 1000 cadeias. Inspegao
dos valores de ESS e dos tracos obtidos pelo programa TRACER indicaram que a con-

vergéncia foi atingida para as cadeias de todos os cenarios do experimento.

4.6.3 Filogenética - componente demografico

Experimento B

Para inferir um modelo demografico a partir das topologias do experimento B, alimen-
tamos o programa BEAST com opc¢oes de parametros compativeis com as simulagoes.

Foram gerados modelos demograficos nao paramétricos diretamente a partir das to-
pologias usando o método Bayesian skyline plot [89] implementado no pacote BEAST 1.7
[138, [139]. Os parametros inseridos na segao m, subsecao Topologias experimento
B, detalham as opcoes feitas para a inferéncia desse componente demografico. Aqui de-
talhamos a analise demogréfica feita com aqueles resultados.

A analise demogréafica foi feita também no programa TRACER, usando como parametros
o modelo bayesian skyline plot, com sua variante linear. Os tracos analisados correspon-

dem & mediana das amostras.
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Tabela 4.3: Protocolo para obtencao dos modelos demogréficos nao-paramétricos do ex-
perimento B via bayesian skyline plot, conforme inserido no TRACER

Pardmetro | opgdo principal  opgao(des) auxiliar(es)
Demografia skyline plot 5 grupos, variante linear
altura da arvore Mediana

4.6.4 Tratamento das arvores obtidas

As topologias de arvores amostradas no programa BEAST foram sumarizadas utilizando
o programa TREEANNOTATOR 1.7.0, fornecido conjuntamente com o BEAST, para obtencao
da arvore de maior credibilidade (MCC = Maximum Clade Credibility - Clado de
méxima credibilidade). Foram usados todos os valores default, via linha de comando.
Foram descartadas as primeiras 10% amostras (burn-in).

Foram analisadas, no caso da topologia BI, a topologia de maior credibilidade (érvore
MCC) dentre as amostradas, e no caso da topologia NJ a tinica &rvore obtida. As drvores
a ser exibidas foram formatadas utilizando-se o programa FIGTREE 1.3.1.

Os ramos e cabecalhos correspondentes as linhagens MG foram coloridas para eviden-
ciar os TEs ativos, e as ramificagoes foram ordenadas de forma a facilitar a visualizacao
da ordem prevista pela idade de cada sequéncia, de acordo com a informacao em seus
cabecalhos individuais que determina em que geracao cada uma foi criada. Nos casos em
que duas ou mais sequéncias criadas na mesma geracao ficaram agrupadas em sub-clados
monofiléticos, estes foram agrupados usando a opcao cartoon, que representa o clado como
um triangulo.

Nas arvores em que foram utilizados um outgroup e o método de reconstrugao fi-
logenética nao foi capaz de posicionar a raiz do clado de interesse no ramo ligado ao

outgroup, foi feito um reenraizamento para classificar corretamente o clado.
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Resultados

“There is nothing more deceptive than an obvious fact.”
Sherlock Holmes in “The Boscombe Valley Mystery” (1891)
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5.1 Experimento MG

5.1.1 Topologias esperadas para um processo Master Gene

Nosso modelo computacional indicou que uma familia de TEs que se expande a partir
de um tnico elemento ativo cria topologias pectinadas (em forma de pente), com todas
as ramificagoes partindo da linhagem do elemento MG (o tnico TE ativo). Esse é o
comportamento esperado para esse fenomeno [135, [141].

Todos os quatro cenarios simulados para testar as hipdteses master gene fazem uso
de uma premissa simplificadora: o organismo representado é haploide. Isso concentra
uma maior quantidade de TEs no genoma, proporcionalmente ao que seria esperado caso
houvessem dois cromossomos.

Lembramos que os cabecalhos das sequéncias contém uma codificacao da genealogia
das mesmas, determinando a geracao em que cada sequéncia passou a existir, e o MG de
origem (cf. segao [4.1.10)).

As arvores feitas com o método bayesiano tém uma estrutura temporal implicada
pela adicao da hipdétese do relégio molecular. Isso torna possivel estimar o tempo de
divergéncia entre as linhagens envolvidas, e se a andlise estiver correta, pode ser usado

para inferir o niimero aproximado de geragoes que ocorreu na simulacgao.

Observacgao: Se a inferéncia temporal estiver correta, os
comprimentos dos ramos devem codificar a cronologia em que as

sequéncias foram criadas, de modo que as ramificacoes devem ficar

aproximadamente alinhadas de acordo com sua geracao de origem.

Veremos que nos cenarios em que houve boa aproximacao pelo componente temporal,
as linhagens criadas em uma mesma geragao ficam agrupadas, e os clados correspondentes
a cada geracao ficam ordenados hierarquicamente, representando a ordem das mesmas.

No cenario mais simples, com um tnico MG que cria um tnico novo TE por geragao,
pode-se observar na figura [5.1] a estrutura pectinada da topologia da arvore, com cada
nova linhagem de TE se ramificando a partir da linhagem do MG.

No cenario com maior quantidade de ramificacoes, com um tinico MG mas que gera
duas novas linhagens inativas a cada intervalo de tempo, observa-se na figura que

todos os TEs criados simultaneamente sao corretamente agrupados em clados duplos,
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Figura 5.1: Experimento MG: topologia reconstruida com o método bayesiano a partir
de uma invasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com u = 1 transposicao
por geragao, e um unico elemento ativo (MG), marcado em vermelho. A grade em es-
cala temporal foi introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas
geragoes.

com excecao dos TEs criados na tltima geragao, que ficam agrupados num clado com trés
sequéncias, incluindo-se o elemento MG. Esse comportamento foi observado também em

todos os outros cendarios com taxa de transposicao maior que 1.

As trés sequéncias desse clado tem a mesma idade, expressa implicitamente pelo
nimero esperado de mutacoes que acumularam ao longo do processo evolutivo, e de-
veriam portanto ser agrupadas em um clado triplo. Atribuimos essa falta de resolucao no
clado correspondente a geracao mais recente nao a perda de sinal ou presenca de ruido
filogenético, mas ao processo de criagao de arvores que assume que as linhagens ocorrem

sempre em bifurcagoes.

Na figura[5.3 vemos o cendrio que corresponde pela primeira vez a introducao de mais
de uma linhagem ativa na populagao. Com dois MGs, a topologia fica consideravelmente

mais rica e portanto perde a forma pectinada ao longo da arvore. Porém, a estrutura
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Figura 5.2: Experimento MG: topologia reconstruida com o método bayesiano a partir de
uma invasao de TEs numa populagao de mosquitos virgens com u = 2 transposigoes por
geragao, e um unico elemento ativo (MG), marcada em vermelho. Miltiplas transposi¢oes
em uma mesma geracao foram agrupadas. A grade em escala temporal foi introduzida
para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.

pectinada deve permanecer estavel em cada subarvore que represente todas as ramificacoes
da linhagem de cada MG. Apesar do pequeno nimero de sequéncias, nao parece haver
razao para rejeitar essa hipdtese. Esse fendmeno ocorreu em ambos os cenarios envolvendo

dois MGs nesse experimento. Chamemos essa estrutura de bipectinada.

No cenario ilustrado na figura [5.3] é possivel observar que, apesar de cada nova linha-
gem ser criada a partir de um MG escolhido ao acaso, a estrutura temporal presente é indi-
cativa da ordem correta das geragoes. Sendo esse um experimento idealizado, poder-se-ia
tentar estimar a taxa do relégio molecular em termos de geracoes, caso reconstruissemos
varias topologias e calcular estatisticas sobre suas diferencas.

Como a cada geracao, um TE é sorteado do gene pool de TEs ativos e escolhido
para ser template de uma tnica nova cépia, € possivel que no caso extremo, cada nova

cépia pertenca a uma linhagem diferente de TEs. A estrutura esperada nesse cenario é
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Figura 5.3: Experimento MG: topologia reconstruida com o método bayesiano a partir
de uma invasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com u = 1 transposicao
por geragao, e dois elementos ativos (MG), marcados em vermelho e azul. A grade em
escala temporal foi introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas
geragoes.

compativel com o cendrio observado nas duas figuras anteriores, exceto que nesse caso
nao hé obrigatoriedade da formagdo de clados duplos, como na figura [5.2l Por outro
lado, espera-se que a estrutura bipectinada ocorra, com as linhagens sucessivas de TEs
distribuidas uniformemente ao longo de cada linhagem MG.

Na figura observa-se que no cenario de maior complexidade do experimento, a
estrutura bipectinada emerge distribuindo aleatoriamente cada nova linhagem de TE em
uma das genealogias MG. No caso em que ambos os TEs de uma geracao foram sorteados

para o mesmo elemento ativo, eles se agruparam num clado duplo, conforme a figura [5.2]
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Figura 5.4: Experimento MG: topologia reconstruida com o método bayesiano a partir
de uma invasao de TEs numa populagao de mosquitos virgens com u = 2 transposigoes
por geragao, e dois elementos ativos (MG), marcados em vermelho e azul. Multiplas
transposicoes em uma mesma geracao foram agrupadas. A grade em escala temporal foi
introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.
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5.1.2 Neighbor-Joining

O método do Neighbor-Joining utilizado encontrou uma topologia com algumas carac-
teristicas pontuais corretas nos cenarios mais simples examinados no experimento MG,
mas falhou em agrupar os TEs de acordo com suas origens, isto é, com respeito a ordem
de criacao definida pela genealogia. Além disso, o posicionamento da raiz do ingroup im-
plicado pelo outgroup ficou incorreto em todos os cendrios. Assim, nenhuma das drvores
reconstruidas usando o método NJ ficaram com estruturas pectinadas. Por essas razoes,
esse método foi descartado para andlises de cendrios que envolvam premissas mais realistas

do que esse exemplo, como o experimento B.
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Figura 5.5: Experimento MG: topologia reconstruida com o método NJ a partir de uma
invasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com v = 1 transposi¢ao por geracao,
e um unico elemento ativo (MG), marcado em vermelho. A grade em escala temporal foi
introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.

Na figura pode-se observar que a estrutura pectinada nao foi encontrada ao longo
de toda a arvore, com trés TEs (159_1_0, 400_1_0 e 432_1_0) se agrupando distantes do

clado que contém o MG. Além disso, esses trés TEs nao formam em si um clado pectinado,
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o que seria desejavel pelo desenho experimental. O erro na inferéncia da topologia parece
se basear na auséncia do TE 432_1_0 no clado, que ficou numa linhagem isolada e pertence
a terceira geragao, que é justamente a que faltou na estrutura pectinada.

A ordem relativa dos TEs 159_1_0 e 400_1_0, representada por seus comprimentos
de ramos, estd de acordo com as suas respectivas geragoes de origem (primeira e segunda,
respectivamente). Apesar da topologia estar equivocada, os comprimentos dos ramos sao

compativeis com as idades esperadas para cada TE.
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Figura 5.6: Experimento MG: topologia reconstruida com o método NJ a partir de uma
invasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com u = 2 transposi¢oes por
geragao, e um unico elemento ativo (MG), marcado em vermelho. Miiltiplas transposigoes
em uma mesma geracao foram agrupadas quando possivel. A grade em escala temporal
foi introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.

Esse problema pode ter sido causado pela pequena quantidade de dados, no entanto.
Um indicio disso pode ser observado no cenario onde duas novas copias sao geradas a cada
geragao, ao invés de uma unica (ﬁgura. Neste cenario, todos os pares de TEs criados
simultaneamente ficam corretamente agrupados proximos. Apesar disso, nao foram for-

mados clados duplos em todos os casos, e esses agrupamentos parcialmente corretos nao
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ficam organizados na hierarquia temporal real, representando uma ordem incorreta das
geragoes em que foram criados.

Além disso, parece haver uma falta de sinal filogenético suficiente para resolver as
ramificacoes proximas da raiz, fazendo com que o agrupamento entre os TEs 69_1_0 e

372_1_0 fica incorretamente agrupado com os THEs 331_1_0 e 496_1_0 e o outgroup.
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Figura 5.7: Experimento MG: topologia reconstruida com o método NJ a partir de uma
invasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com v = 1 transposi¢ao por geracao,
e 2 elementos ativos (MG), marcados em vermelho e azul. A grade em escala temporal
foi introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.

Alguns problemas também ocorrem ao se considerar duas linhagens independentes,
fontes de novos TEs. Considerando o caso do cenario com dois MGs e uma unica trans-
posicao por geracao da figura |5.7, observa-se que a inferéncia foi préxima da correta, com
as ramificacoes pectinadas encontradas corretamente, e representando a ordem de criacao
dos elementos. Porém, como a raiz ficou incorretamente posicionada, o TE 362_1_0, que
deveria ter sido agrupado na linhagem do MG 1_1_1, ficou isolado do ingroup e o TE
234_1_0 ficou agrupado mais proximo da linhagem do MG 2_1_1.

Nesse caso a falta de sinal filogenético préximo da raiz da arvore pode ser um indicio
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que o método NJ poderia ter feito o agrupamento de outra forma, caso houvessem mais
dados disponiveis (tanto no tamanho das sequéncias como em seu numero). Por outro
lado, o TE 362_1_0 nao pertence a geragao mais antiga, portanto nao pode ter acumulado
uma quantidade excessiva de mutacoes para justificar tal posicionamento na arvore. Seria
de se esperar que essa posicao fosse ocupada pelo TE 234_1_0, como um erro aceitavel,

0 que nao ocorreu.
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Figura 5.8: Experimento MG: topologia reconstruida com o método NJ a partir de uma in-
vasao de TEs numa populacao de mosquitos virgens com u = 2 transposicoes por geragao,
e dois elementos ativos (MG), marcados em vermelho e azul. A grade em escala temporal
foi introduzida para evidenciar a estrutura determinada pelas sucessivas geragoes.

No cendrio com maior complexidade envolvida do experimento MG (figura ob-
servamos alguns erros menos sérios da inferéncia de topologias pelo método NJ nesse
experimento. Novamente o outgroup ficou inserido incorretamente no clado principal da
arvore, estando agrupado com a linhagem do MG 1_1_1. Além disso, o TE 275_1_0 ficou
isolado na arvore como um outgroup, quando deveria ter sido agrupado na linhagem do

MG 1_1_1, em sua primeira geracao, proximo ao TE 187_1_0).
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5.1.3 Consideracoes gerais

Para a execugao desse experimento, o modelo foi adaptado para representar uma po-
pulagao hipotética sexuada com genoma haploide. Isso foi feito para aproxima-lo das pre-
missas dos modelos representados nos trabalhos de Brookfield (2005 [135]), e Brookfield,
Johnson (2006 [141], 142]). Além disso, a representacao dos dados fica consideravelmente
simplificada, pois: (1) um genoma haploide atenua sensivelmente a amplificacao dos TEs,
fazendo com que o tamanho final da familia de TEs seja menor que em um genoma di-
ploide; (2) eliminamos assim o risco de haver dois TEs ativos no individuo amostrado,
ocupando o locus previsto em cada um dos dois cromossomos.

A primeira observacao a ser feita é de que de fato os resultados do modelo compu-
tacional sao coerentes com os resultados analiticos e simulacoes das equacoes propostas
em [I41], pois as arvores encontradas tém estrutura pectinada, seguindo a linhagem de
cada elemento MG. Como a populacao é relativamente grande, o fenomeno de genetic
drift nao tém efeito perceptivel na expansao da familia de TEs, mesmo considerando que
foi simulado apenas um pequeno nimero de geracoes para aproximacao de um equilibrio

do numero de elementos.
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5.2 Experimento A

No experimento A, cujo objetivo era observar as condi¢oes em que TEs podem invadir
ou ser perdidos numa nova populagao hospedeira, foram simuladas taxas de transposicao
de u =1, u =5 e u = 10 novos elementos por gameta por geragao. Esses cendarios foram
divididos entre os casos em que os TEs nunca causam reducao de fitness em seus hospedei-
ros, e dois casos em que ha impacto pequeno e moderado em sua capacidade reprodutiva,

representados por custos de fitness iguais a s = 0,01 e s = 0, 05, respectivamente.
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5.2.1 Sem custo de fitness (controle)

Template com 1 TE, sem custo de fitness

A primeira configuracao consistiu em simular populacées sendo invadidas por uma
subpopulagao Fj contendo um tinico TE ativo, e nesses cendrios nao ha impacto de fitness
perceptivel na populacao hospedeira. Essa etapa portanto é o controle do experimento que
visa analisar a caracteristica “egoista” do mecanismo de invasao dos TEs, a ser analisado
a seguir quando ¢ introduzido um custo de fitness por TE para os hospedeiros portadores.

Foram simulados diversos cendrios com trés diferentes taxas constantes de trans-
posicao: u =1, u = 5 e u = 10 novas copias por individuo por geracao, representando um
crescimento esperado médio linear no nimero de cépias por individuo.

Comportamento esperado: Se a presenca de TEs nao causa impacto no fitness,
nao ha atenuacao na curva de invasao.

Os graficos apresentados a seguir da dinamica da subpopulacao GM na figura [5.9
correspondem as densidades dessa subpopulacao ao longo do tempo, para todas as réplicas.
Os graficos das médias correspondem a média tomada por geracao em todas as réplicas.
Os graficos referentes aos dados de TEs na figura correspondem as médias tomadas
por geracao para o numero total de TEs na populacao, e o nimero de TEs ativos na
populagao (cf. se¢ao [4.5.1]).

Em todos os casos em que nao ha custo de fitness, a familia de TEs se expande
livremente na populacgao diploide, seguindo o potencial maximo de replicacao determinado
pelo modelo de transposicao. Esse é o comportamento esperado para um mecanismo
autoexplicativo nao-limitado.

A taxa de transposicao da familia de TEs nesses cendrios extremamente simplificados
parece nao afetar a velocidade de invasao, o que pode ser observado pela semelhanca
nimero de médio individuos GM ao final de 30 geragoes em cada cenario da figura [5.9|
Todas as trés taxas de transposicao u = 1, u = 5 e u = 10 atingiram patamares de
penetragao na populagao semelhantes, da ordem de 8.000 individuos (representando 80%
da populagao).

Experimento A: histérias demograficas da subpopulacao GM nas simulagoes com tem-
plate com 1 TE, no caso controle sem custo de fitness (s = 0). Os graficos da coluna da
esquerda representam o tamanho da subpopulacao GM nas 10 réplicas simuladas para cada

cendario de simulacao. Os gréficos da coluna da direita correspondem a média aritmética
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Figura 5.9: Experimento A: historias demogréficas da subpopulagao GM nas simulagoes
com template com 1 TE, no caso controle sem custo de fitness (s = 0). Os graficos da
coluna da esquerda representam o tamanho da subpopulagao GM nas 10 réplicas simuladas
para cada cenario de simulacao. Os gréaficos da coluna da direita correspondem a média
aritmética dos dados mostrados explicitamente na coluna da direita.
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Figura 5.10: Experimento A, template com 1 TE, evolugao dos TEs na populagao, Os
graficos das médias correspondem a média aritmética do total de TEs, e o niimero de TEs
ativos, tomada por geracao para todas as réplicas.
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dos dados mostrados explicitamente na coluna da direita.

A diferenca no comportamento quantitativo no entanto fica evidente nas quantidades
média e total de TEs acumulados em cada cenério, sumarizados na tabela [5.1] e ilustrados
na figura [5.10] O ntmero total de TEs acumulados em cada cendrio cresce consideravel-

mente com a taxa de transposicao.

Tabela 5.1: Quantidades de TEs (s = 0, template=1). Médias correspondem a tltima
geracao comum a todas as réplicas. Valores maximos foram obtidos a partir da ultima
geracao de cada réplica.

U ‘ TEs total TEs ativos méaximo TEs maéaximo ativos

u=11| 25386,7 817,1 35174 1280
u=>5| 808673 806,5 107241 1257
uw=10 | 122359,0 486,5 212636 909

Uma vez que nao ha nenhuma limitacao ou regulacao em efeito, a expansao do nimero
total de TEs ocorre segundo um crescimento linear por partes. Como se pode observar
na figura [5.10, o ntmero total de TEs na populacao cresce linearmente, atendendo a
expectativa para um modelo de transposicao linear.

Observe-se no entanto, que para esse crescimento ser linear, basta que existam TEs
ativos em quantidade suficiente para gerar novas cépias, e que quanto maior a taxa de
transposi¢ao, menor é a quantidade necessaria de TEs ativos para que esse crescimento
seja sustentado. De fato, o nimero de TEs ativos na populacao parece decrescer com o
tempo, conforme pode ser observado nas porgoes respectivas da figura.10] Caso o nimero
de TEs ativos crescesse linearmente, se expandindo por mais individuos na populagao, o
nimero total de TEs seria retroalimentado por esse excedente, exibindo uma velocidade
de crescimento polinomial de ordem 2 (crescimento quadrético).

Existem varias razoes que podem justificar o decréscimo do nuimero de TEs ativos
(MG), tais como:

1. Por construgao, seu nimero nao cresce como consequéncia do modelo Master Gene

sO originar cépias inativas;

2. Perda do elemento ativo por sobreposicoes esptrias, ou na segregacao de cromosso-

mos.
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Como novas transposicoes nao geram TEs ativos, esses elementos nunca sao mobili-
zados para outros loci do cromossomo. Dessa forma, TEs ativos podem ser mantidos na

mesma posi¢ao, ou perdidos ao acaso na segregacao de cromossomos.

Uma vez que cada novo elemento inativo é inserido em um locus aleatério do cro-

mossomo, em cada gametogénese existe uma probabilidade de #llocz' de o novo elemento

inativo sobrescrever o TE ativo, para cada novo TE criado.

Esse resultado esta de acordo com o modelo apresentado na se¢ao[6.2.4] que determina
que o numero de elementos ativos no equilibrio nessas condigoes é zero, mesmo na auséncia

de custo de fitness, ou um mecanismo explicito de perda de TEs.

Por outro lado, o inico mecanismo que pode gerar aumento do niimero de TEs ativos
é a segregacao na gametogénese, isto é, a contribuicao que um individuo GM da a sua
prole. Porém para que seu nimero total na populacao aumentasse, essa contribuicao teria
necessariamente que ser maior que 50% da prole, e portanto mais eficiente que as regras
basicas da genética mendeliana. Tratando apenas dos TEs ativos, em um modelo do tipo
Master Gene, em cenérios onde nao ha impacto perceptivel no fitness dos individuos, isso
nao ¢é viavel.

Nesse contexto, cada TE ativo tem correspondéncia com um gene comum restrito a
um tunico loci do cromossomo, e sua frequéncia na populacao pode ser estudada de acordo
com os modelos classicos de genética de populacoes. Como sua presenca no genoma
nao confere vantagem ou desvantagem seletiva ao individuo que o carrega, sua expansao,
fixacao ou perda na populagao depende principalmente do tamanho efetivo da mesma. Se
a populacao for muito grande, sua fixagao se dara de acordo com as condigoes de Hardy-
Weinberg. Se por outro lado a populagao for pequena, o tinico fator que pode causar um
aumento do nimero de TEs ativos na populacao ¢é a fixacao aleatoria por deriva genética.
Assim, se um individuo possui apenas um MG, e nenhum novo elemento ativo é criado
na gametogénese, cada filhote gerado possui apenas 50% de probabilidade de receber o
elemento MG.

Cenarios com populagoes pequenas tornam mais evidente esse comportamento de
perda de TEs, tanto ativos como inativos (cf. figura . Adicionalmente aos cenarios
de interesse descritos acima, simulamos também populagoes de tamanhos 1000 e 100 para
as trés taxas de transposicao (v = 1, u = 5 e u = 10) e em todos eles o pequeno ta-
manho implica em uma maior variancia ao comportamento dinamico observado, quando

comparado com os cendrios do experimento (cf. figura|5.9)).
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(¢) u =5, pop=1000 (d) u = 5, pop=100

(e) u = 10, pop=1000 (f) u = 10, pop=100

Figura 5.11: Experimento A, template com 1 TE, s = 0, histérias demograficas da subpo-
pulagdo GM para populagoes pequenas (1000 e 100 individuos). Os gréficos das médias
correspondem a média aritmética da subpopulacao GM tomada por geracao para todas
as réplicas.
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Nos cenarios com populacao 1000 a possibilidade de perda de TEs parece nao operar
com intensidade suficiente para a perda dos TEs na populacao como um todo. O com-
portamento de todas as réplicas é coerente com os cenarios estudados no experimento,
descritos anteriormente, embora a variancia dessas medidas seja maior, o que ¢ evidente
pelo maior espalhamento das réplicas em relacao ao comportamento médio (curva média
nao mostrada nesta tese).

No entanto ao observarmos os cendarios com populacao de tamanho 100, ve-se que a
perda de TEs na populagao ocorre em pelo menos algumas réplicas de cada caso. O cenario
com u = 1 parece nao oferecer crescimento suficiente para que populacoes que comecem
perdendo parte de sua proporcao inicial nas primeiras geragoes recuperem volume nas
geragoes subsequentes. Esse efeito de perda inicial irreversivel parece ser mitigado ao
aumentar progressivamente a taxa de transposigao (cf. cendrios para u =5 e u = 10).

Um exemplo especifico disso, que destoa dos cenarios com populagao 1000, é a réplica
representada pela curva verde, no cenario com populacao 100 e ©v = 5 na figura [5.11]
Nas primeiras geracoes a propor¢ao GM da populagao se mantém estdvel em 10%, depois
decresce para algo em torno de 5%, e a partir da quarta geracao comeca a crescer rapida-
mente por 10 geragoes, atingindo seu ponto méximo em torno de 80% da populacao. Esse
exemplo ¢ particularmente ilustrativo também pelo fato que, ao contrario do que ocor-
reu em todos os cendrios com populagoes grandes, o comportamento de cada replicada é
dificil de ser previsto. Nessa réplica especifica, o fato de a subpopulagao GM atingir um
patamar superior a 80% da populacao nao lhe garante a subsisténcia ao longo do tempo,
o que pode ser visto por sua posterior queda até a proporcao de cerca 40% da populacao
em torno da geracao 30.

Esses experimentos portanto indicam que as primeiras geracoes sao cruciais na capa-
cidade de invasao de TEs em populacoes pequenas, o que diminui a eficacia de TEs como

gene drive systems.
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Template com 20 TEs, sem custo de fitness

Como o fator determinante para a invasao ¢ a capacidade da familia de TEs se ex-
pandir mais rapidamente do que é removida do genoma [21}, 45] [127], tentamos observar
o comportamento de uma familia que expande com varias taxas, mas a partir de um
numero inicial moderadamente grande. Simulamos trés cenarios com as mesmas trés ta-
xas de transposigao anteriores (v = 1, u = 5 e u = 10 novas cépias por individuo por
geragao), mas desta vez partindo de um template inicial com 20 cépias (cf. .

Como estes cendrios também se utilizam do modelo Master Gene de inativagao de
cHpias, apenas um destes 20 elementos iniciais é ativo.

Comportamento esperado: Mesmo com uma carga inicial grande de TEs, se estes
nao causam impacto perceptivel no fitness, nao ha atenuacao na curva de invasao. O
comportamento geral deve ser semelhante ao do cendrio respectivo com template de 1 TE,
a partir do momento que os individuos tenham acumulado em torno de 20 elementos.

Como se pode ver na figura .13, a quantidade de TEs acumulada ao longos das
geragoes foi bastante incrementada em relacao as cendrios do template anterior (figura
5.10)).

Ainda assim o comportamento qualitativo da invasao seja essencialmente o mesmo,
com ambos templates atingindo penetragdo em torno de 80% da populagao (cerca de
8000 individuos), para todas as taxas de transposigao estudadas (figuras e .
Isto é, apesar da maior quantidade total de TEs acumulada na populacao, isso nao se
refletiu numa difusao mais eficiente, tanto em termos de velocidade da invasao, como da

penetracao em uma proporc¢ao maior da populagao.

Tabela 5.2: Quantidades de TEs (s = 0, template=20). Médias correspondem a ultima
geracao comum a todas as réplicas. Valores maximos foram obtidos a partir da tltima
geracao de cada réplica.

U ‘ TEs total TEs ativos méaximo TEs maximo ativos

uw=1| 473559 977.,5 58837 1308
u=2>51] 96893,5 814,7 137876 1153
uw =10 | 144209,1 698,9 220639 1137

E importante também observar dois fendmenos que parecem emergir das simulagoes. O
primeiro deles é que parece haver uma correlagao entre o aumento da taxa de transposicao,
e a perda de elementos ativos (especialmente nos cendrios u = 10 nas figuras el5.13).
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(b) u =1 (média)
(d) u=>5 (média)
(e) u=10 (f) uw =10 (média)

Figura 5.12: Experimento A, template com 20 TEs, s = 0, histérias demogréficas da sub-
populagao GM. Os gréficos das médias correspondem a média aritmética da subpopulagao
GM tomada por geracao para todas as réplicas.
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Figura 5.13: Experimento A, template com 20 TE, evolugao dos TEs na populagao, Os
graficos das médias correspondem a média aritmética do total de TEs, e o niimero de TEs
ativos, tomada por geracao para todas as réplicas.
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Nas proximas secoes e cendrios, quando considerarmos o impacto na fecundidade, esse
fenomeno podera ser observado de forma mais expressiva. O segundo fenomeno é que a
dinamica dos cenarios com taxa u = 5 parecem ter um comportamento mais suave que os
de u = 1.

O fato de a dinamica deste template ser semelhante aos cenéarios com o template menor
nao ¢ de forma alguma surpreendente, porém é um indicativo de robustez na dinamica
dessa classe de cenarios.

A seguir, estudaremos cenarios mais realistas, com diferentes cargas de impacto na

fecundidade do hospedeiro.
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5.2.2 Com custo de fitness

Template com 1 TE, custo pequeno de fitness

Os cenarios a seguir finalmente enquadram as hipoteses de maior interesse bioldgico,
pois mais se aproximam do fendmeno natural a que se pretende modelar. Conforme
definido na se¢ao [£.1.4] o impacto total de fitness aplicado a cada individuo é modelado
como um custo em sua fecundidade. O impacto individual de cada TE deve ser somado
e arredondado para que esse custo total seja contabilizado. Esses parametros devem ser
escolhidos para que o nimero de equilibrio de TEs tenha um valor total de impacto menor
que a capacidade reprodutiva da espécie, caso contrario a invasao nao se convertera em
fixacao do TE na populagao, seja por perda da subpopulacao GM, ou por extincao da
populacao como um todo.

Comportamento esperado: Com um impacto de fitness pequeno em comparagao a
taxa de transposicao, a invasao deve ocorrer a despeito do impacto negativo no hospedeiro.

Nos cendrios ilustrados na figura[5.14] pode-se observar o crescimento da subpopulagao
GM, substituindo a populacao silvestre, de modo semelhante ao caso controle em que
nao ha custo de fitness, mas o crescimento é ligeiramente atenuado pela diminuicao de
fecundidade dos individuos GM, especialmente nas ultimas geracgoes. Quanto maior a
quantidade total de TEs na populagao (figura , maior o impacto na fecundidade
média da populacao.

Como podemos observar na figura [5.15] a quantidade total de TEs parece crescer
conforme o controle, atingindo patamares méaximos préximos dos obtidos no controle. A
Unica excecao ocorreu no cendrio com taxa de transposicao u = 10. No entanto, nesse
cenario na perda de TEs ativos foi menor que no controle, com nuimero final em torno de
700 TEs, em comparacao aos 500 do controle.

Tabela 5.3: Quantidades de TEs (s = 0,01, template=1). Médias correspondem a uiltima

geragao comum a todas as réplicas. Valores maximos foram obtidos a partir da tltima
geracao de cada réplica.

U ‘ TEs total TEs ativos méaximo TEs maéaximo ativos

u=1| 290184 71,3 37628 1583
u=>5| 729188 906,3 131445 1245
u=10| 158418,5 668,9 200040 989

O comportamento oscilatério das curvas de TEs ativos na figura para os cenarios
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Figura 5.14: Experimento A, template com 1 TE, s = 0,01, historias demogréficas da sub-
populagao GM. Os gréficos das médias correspondem a média aritmética da subpopulagao
GM tomada por geracao para todas as réplicas.



92 CAPITULO 5. RESULTADOS

35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

(a) u =1 TEs totais (média) (b) u =1 TEs ativos (média)
(¢) w =5 TEs totais (média) (d) w =5 TEs ativos (média)
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Figura 5.15: Experimento A, template com 1 TE, s = 0,01, evolugao dos TEs na po-
pulacao, Os gréaficos das médias correspondem a média aritmética do total de TEs, e o
numero de TEs ativos, tomada por geracao para todas as réplicas.
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u = 1 ewu = 5 pode ser explicada pela grande variancia dessas distribuicoes. Esses cendrios
foram bastante diversos, e uma composicao das curvas de todas as réplicas mostra um
comportamento de espalhamento em torno da média, sem tendéncia ébvia (dados nao
mostrados nesta tese). Ainda assim, como se pode ver nos respectivos graficos para
o total de TEs nesses cenarios, observa-se que mesmo nas réplicas em que houve queda
expressiva do nimero de TEs ativos, a contribuicao dos ativos remanescentes foi suficiente

para alimentar o crescimento linear do total.
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Template com 1 TE, custo moderado de fitness

Além da velocidade da invasao, em termos do niimero de geracoes, é preciso considerar
que diferentes familias de TEs interagem de forma diferente com o genoma do hospedeiro,
e dessa forma impoe impactos diferentes em sua fecundidade.

Para avaliar as diferengas qualitativas que emergem dessa variante, dois casos dife-
rentes em termos de custo de fitness foram simulados. Na figura foi representada
uma familia de TEs que causa um impacto pequeno (custo individual de fitness por TE
por individuo igual a 0,01 filhotes). A figura ilustra o caso em que esse impacto é
aumentado para 0, 05 filhotes por TE por individuo.

Comportamento esperado: Com um impacto de fitness moderado em comparacao
a taxa de transposicao, a invasao ocorre de maneira mais lenta.

Os cenérios desse template exibem uma diferenca qualitativa dramatica em relagao aos
do caso anterior (figura . Observa-se que a subpopulacao GM tem seu crescimento
desacelerado apds um certo niimero de geracoes em todas as taxas. Nos cenario com u = 5
a subpopulagao cresce até um certo patamar e depois prossegue relativamente estavel. No
cenario com u = 10, ocorre uma estabilizagao, mas com leve declinio.

Esse comportamento de estabilidade da subpopulacao GM fica evidente ao observar
as curvas relativas ao total de TEs, na figura[5.17 Mesmo no cenério com taxa u = 1 hd
um leve declinio no total de TEs na populacao nas tltimas geracoes.

Esse amortecimento e posterior estabilizacao é explicado pela queda acentuada do
nimero de TEs ativos no cenario u = 1, e na perda de todos os ativos nos cenarios u = 5
e u=10 (5.17).

Ambos os cendrios em que houve perda dos TEs ativos parecem se aproximar de um
valor proximo de 20.000 TEs da populagao, apds a inativagao completa da familia de
TEs. No cenario com u = 10, como o ganho de TEs foi muito abrupto nas primeiras
geragoes, o decréscimo parece mais acentuado que no caso u = 5, embora ambos parecam
se aproximar do mesmo valor. Essa quantidade parece ser o valor proximo de equilibrio
da populagao na presenca desse custo de fitness.

De acordo com os modelos matematicos mais simples, que assumem apenas ganho e
perda lineares, em uma populagao constante (e.g. o modelo , esse é o comportamento
esperado a longo prazo. Apds uma fase inicial da invasao caracterizada por uma alta taxa

de transposi¢ao, o nimero de TEs entra em equilibrio. Isso é explicitamente justificado

na segao [6.2.4
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Figura 5.16: Experimento A, template com 1 TE, s = 0, 05, historias demogréficas da sub-
populagao GM. Os gréficos das médias correspondem a média aritmética da subpopulagao
GM tomada por geracao para todas as réplicas.
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(a) u =1 TEs totais (média) (b) u =1 TEs ativos (média)
(¢) w =5 TEs totais (média) (d) w =5 TEs ativos (média)
(e) u =10 TEs totais (média) (f) uw =10 TEs ativos (média)

Figura 5.17: Experimento A, template com 1 TE, s = 0,05, evolugao dos TEs na po-
pulacao, Os gréaficos das médias correspondem a média aritmética do total de TEs, e o
numero de TEs ativos, tomada por geracao para todas as réplicas.
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Tabela 5.4: Quantidades de TEs (s = 0,05, template=1). Médias correspondem a ultima
geracao comum a todas as réplicas. Valores maximos foram obtidos a partir da ultima
geracao de cada réplica.

U ‘ TEs total TEs ativos maéaximo TEs maximo ativos

u=1] 14819,6 336,2 20699 569
u=2>51] 19556,9 0 26194 0
u=10 | 19268,7 0 26920 0

Se comportamento esperado para esses cenarios era de uma invasao mais lenta porém
com maior abrangéncia na populac¢ao, em ltima instancia, nao foi o que ocorreu. Embora
a quantidade de individuos GM na populagao tenha subido até uma proporcao expressiva
da populagao (65% para u = 1, 55% para u =5 e 40% para u = 10), e a familia de TEs
pareca se fixar, o objetivo de substituicao de populacao claramente nao é satisfeito.

Esse resultado indica a importancia de se balancear a taxa de transposicao com o
custo de fitness implicado na populacao. Caso a fecundidade seja severamente reduzida,
a populacao pode ser extinta, em casos extremos.

Simulamos também cenarios com populacoes pequenas sujeitas a custo de fitness
s = 0,05 (cf. ﬁgura. Assim como nos cenarios com populagoes pequenas no controle
(s = 0), nesses cendrios a deriva genética aumenta sensivelmente a variancia do com-
portamento das subpopulagoes GM, e quanto menor a populagao (cf. nos cendrios com
N = 100), mais errdtico é o comportamento do sistema. Invasdes ou perdas da familia
de TEs parecem ocorrer sem uma tendéncia previsivel. Assim como nos cendrios com
N = 10.000, o aumento na taxa de transposicao implica numa aceleragao do processo de
perda do elemento MG, de modo que a familia de TEs perde a capacidade de manter seu
crescimento.

A seguir, veremos um caso um pouco mais exacerbado, mas ainda nao suficiente para

causar a extincao da populacao.
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Figura 5.18: Experimento A, template com 1 TE, s = 0,05, histérias demograficas da
subpopulagao GM para populagdes pequenas (1000 e 100 individuos). Os graficos das
médias correspondem a média aritmética da subpopulacao GM tomada por geracao para
todas as réplicas.
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Template com 20 TEs, custo moderado de fitness

Além dos cenarios anteriores, consideramos agora o caso em que um mosquito GM
ja seria introduzido na natureza com uma carga grande TEs, a fim de acelerar a chance
inicial de dispersao dos transgenes, e possibilitar a invasao. E claro que na pratica essa
situacao limitrofe gera a expectativa de que a primeira geracao de descendentes seja
extremamente ineficiente ou mesmo infértil numa estratégia de substituicao de populacao.
Nossas simulagbes mostram que nao sé a geragao Fj (a primeira geracao descendente da
populacao inicial Fy) é fortemente impactada, como toda a populagao silvestre sofre o
impacto do custo inerente a introducao de muitos elementos de uma vez.

Comportamento esperado: Com um custo inicial elevado, a subpopulacao GM
invasora tem uma desvantagem consideravel na competicao com a populagao silvestre,
oferecendo um cendrio improvavel para a substituicao da populacao, e portanto o uso
como drive genético.

Primeiramente consideremos uma observacao importante sobre o impacto total dos
TEs nos individuos GM da populagao Fy. Com 20 TEs impactantes, a um custo de
s = 0,05 cada, o custo total na fecundidade é de S = 1 filhote por individuo. A populagao
de mosquitos que estamos simulando tem fecundidade maxima de 10 filhotes por individuo,
impondo entdo uma perda inicial de 10% de fecundidade. Ao longo das geracoes esse
impacto por individuo tende a aumentar, especialmente com altas taxas de transposicao.

Dado que a populagao se reproduz sem viés por random mating, o nimero esperado
de individuos GM da populacao Fy que contribuird para a proxima geracao ¢ de 10%,
cada um gerando 9 descendentes ao invés de 10. Como nao estamos considerando recom-
binacao crossover, cada um desses descendentes tem 50% de receber a carga inicial de TEs
definida no template, desconsiderando os novos TEs a ser geradosﬂ Como a proporc¢ao
de individuos virgens é muito maior que que a de GMs, a probabilidade de formacao de
casais com ambos os individuos GM a partir da populacao Fj é relativamente pequena.

Uma segunda observacao importante, é a diferenca nos parametros dos cenarios desse
caso. Para essas simulagoes, foi usada uma estrutura diferente nos cromossomos. Os
500 loci possiveis para insercao foram reparticionados de modo que 50% destes sejam
severos, comparado aos 10% dos outros casos. Isto é, a probabilidade de que cada novo

TE cause impacto é grandemente aumentada aqui, de modo que os efeitos mais severos

1Observe que todos os 20 TEs do template estdo localizados em um tinico cromossomo
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Figura 5.19: Experimento A, template com 20 TEs, s = 0,05, histérias demograficas da
subpopulacao GM. Os gréficos das médias correspondem a média aritmética da subpo-
pulacao GM tomada por geracao para todas as réplicas.

na fecundidade podem ser observados com menos geracoes.

A figura [5.19 evidencia consideravel impacto na primeira geracao de descendentes da
subpopulacao GM introduzida no ambiente silvestre. De fato, o impacto repercute na
populagao inteira, pois nessa primeira geracao e nas seguintes nao sao gerados individuos
suficientes para manter o patamar constante de 10.000 individuos (dados ndo mostrados
nesta tese) previsto pelo modelo ecolégico. O equilibrio da populagdo em patamar cons-
tante de 10.000 individuos sé volta a ocorrer apds algumas poucas geracoes, quando a
familia de TEs comega a se homogenizar por um niimero maior de individuos (em torno

da terceira geracao, dados nao mostrados).
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Figura 5.20: Experimento A, template com 20 TEs, s = 0,05, evolucao dos TEs na
populagao, Os graficos das médias correspondem a média aritmética do total de TEs, e o
numero de TEs ativos, tomada por geragao para todas as réplicas.

Observamos na figura que a perda de TEs ativos é abrupta no cenario com u = 1
e quase imediata no cendrio u = 5 (fato também evidenciado na tabela |5.5). A perda
prematura de elementos ativos faz com que o numero total de TEs também despenque

logo nas primeiras geragoes, e permanega baixo até o final da simula¢ao (comparar com
tabelas e .

Apesar dessa perda acentuada de TEs na populagao ja nas primeiras geragoes, um
fenomeno interessante emerge nesse cenario. Mesmo apds o desaparecimento quase ime-
diato dos TEs ativos, e consequente falta de suporte para criagao e sustentacao de um

elevado nimero de TEs como um todo na populacao, observa-se na figura que a
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Tabela 5.5: Quantidades de TEs (s = 0,05, template=20). Médias correspondem & tltima
geracao comum a todas as réplicas. Valores maximos foram obtidos a partir da ultima
geracao de cada réplica.

U ‘ TEs total TEs ativos maximo TEs maximo ativos
=1 1570,1 0 2288 0
5 587,1 0 1094 0

u
u

populagao GM cresce, mesmo que lentamente. Observa-se um crescimento lento e menor
que linear no cendrio u = 1, e um crescimento mais rapido em direcao a estabilidade no
cenario v = 5. O nimero total de TEs relativamente baixo em relacao aos outros casos
é contraposto a uma maior dispersao desses TEs na populacao, a despeito de custo de
fitness.

Uma possivel explicagao para esse crescimento é que os TEs remanescentes sejam em
sua maioria neutros. Como as populacoes de todas as réplicas foram descartadas ao final
das simulacoes, nao é possivel examinar a distribuicao dos TEs existentes nas ultimas
geragoes quanto ao custo de fitness deles. No entanto, para testar essa hipdtese exami-
namos as 10 amostras obtidas em cada réplica e a proporcao de TEs neutros encontrada

foi:

5
u=1 — 0 = 50% TEs neutros

12
u=5 = 20 = 60% TEs neutros

Como uma proporgao expressiva de TEs impactantes se faz presente nas amostras, o
crescimento nao ocorre devido a perda de TEs classificados como severos e concentracao
de TEs classificados como neutros. Por outro lado, essa classificacao s6 tem efeito pratico
quando hé quantidade suficiente para reduzir a fecundidade em uma unidade (no caso,
no minimo 20 TEs, como no template), pois o custo de fitness é arredondado para baixo.
A quantidade de elementos na populagao é muito pequena quando comparada aos outros
cenarios, e isso se reflete nas amostras. Muitos individuos amostrados tem um unico TE,
e o nimero maximo de TEs em uma amostra foi de 3 elementos.

Nessa situacgao, o nimero de TEs por individuo é tao baixo que nenhum dos individuos
sofreu impacto em sua fecundidade. Esses cenarios portanto nao caracterizam uma fixacao

devido a um mecanismo egoista, embora para a expansao inicial o mecanismo egoista



5.2. EXPERIMENTO A 103

tenha sido fundamental. Ainda assim, parece haver a fixacao de uma pequena quantidade
de TEs por individuo em uma certa proporcao consideravel da populacao, satisfazendo o

critério necessario para gene drive system.
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5.3 Experimento B

5.3.1 Sem custo de fitness

Arvores geradas para varios modelos ecolégicos

Os resultados do experimento B indicam que a dinamica da populacao de hospedeiros
tem um impacto mensuravel na dinamica de TEs. Isso se reflete em uma assinatura
observavel em topologias reconstruidas a partir de sequéncias de TEs.

Todas as arvores e estimativas demograficas a seguir foram feitas de acordo com o
protocolo [4.6.2] a partir das simulagdes definidas nos protocolos [4.6], [£.7] e para
expansoes de familias de TEs isentas de impacto de fitness.

Como parametro de comparacao para modelos ecolégicos variaveis, consideramos a
arvore reconstruida a partir de uma populacdo constante (figura .

Analisamos também dois casos em que a populacao comeca pequena e depois se ex-
pande. A arvore na figura foi reconstruida de uma populagao com crescimento
exponencial. A populacao Fy era consideravelmente pequena, com 1.000 individuos. A
taxa de natalidade » = 0, 1 implica num crescimento relativamente lento, mas ao longo de
varias geracoes, a populacao ficou consideravelmente grande. A arvore da figura foi
feita a partir de uma populacao logistica, com taxa de crescimento r = 1, e estabilizando
em sua capacidade suporte K = 10.000.

Uma observagao que pode ser feita sobre o comportamento qualitativo desses cenérios
¢ que para populacoes iniciais pequenas, parece haver maior proporc¢ao de TEs originados
de um mesmo individuo, e isso se reflete na topologia da arvore como maior quantidade de
clados multiplos, relativos aos vérios descendentes de um mesmo MG em um individuo,
ou individuos com perfil cromossomico muito parecido. Isso pode ser visto nas primeiras
geracoes dos cenarios de populacoes crescentes, exponencial (ﬁgura e logistica (figura
5.23)).

Uma segunda observagao ¢é a de que, como o template usado nos cenérios desse experi-
mento contem um unico TE ativo, todas as arvores tem forma moderadamente pectinada,
exceto quando a histéria da populacao do hospedeiro influencia fortemente na capacidade
de expansao da demografia dos TEs. Esse tipo de complicacao, no entanto, nao ocorreu
de forma generalizada, ficando restrita a apenas uma pequena porcao de algumas arvores.

Populacoes muito grandes, parecem nao originar a estrutura pectinada prevista. Isso
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pode ser observado nas ramificagoes primeiras geragoes da exponencial decrescente, que

iniciou com uma geracado Fy de 20.000 individuos (ramos mais longos da &rvore, mais

proximos da raiz, na figura [5.24)).
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Modelo demografico nao-paramétrico

Para este experimento, as condigoes de crescimento do ntumero total de TEs na po-
pulagao sao semelhantes ao cendrio do experimento A, com u = 5 e template de 1 TE
para a populacao Fy. No entanto, a varidavel em estudo aqui é o modelo ecolégico.

Cabe aqui uma observacao sobre notacao. De acordo com a terminologia tipica da
literatura de filodinamica, o que estamos estimando é o tamanho efetivo da “populagao”
de TEs, considerando-os como parasitos genomicos, diretamente ligados a sua populacao
de hospedeiros. Porém, para evitar a confusao notacional entre a populacao do parasito
e a populacao do hospedeiro, nos referiremos aos TEs apenas pela palavra “demografia”
(e.g. “demografia dos TEs”). Continuaremos com a notagao ja estabelecida neste texto
de chamar de populagao os modelos representados pelos hospedeiros que os carregam.

Nas figuras [5.25], [5.26], [5.27] e [5.28, podemos observar as inferéncias para os tamanhos

efetivos da demografia de TEs nesses respectivos cenarios. Nesse graficos, o eixo Y foi

transformado para uma escala logaritmica, tipica desse tipo de andalise. Uma composi¢ao
das demografias de TEs dos quatro cenarios em escala natural pode ser vista na figura

5.29, de forma a facilitar a comparacao entre os cenarios.

1.E2
1.E17
1.E07

-

1.E-27

1.E-3 T T T T T T T
0 1E-2 2E-2 3E-2 4E-2 5E-2 6E-2 7E-2

Time

Figura 5.25: Experimento B: Skyline plot linear - populagao constante.
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Figura 5.26: Experimento B: Skyline plot linear - populacao exponencial (crescente)
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Figura 5.27: Experimento B: Skyline plot linear - populagao exponencial (decrescente)
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Figura 5.28: Experimento B: Skyline plot linear - populagao logistica

Para o modelo ecoldgico de populacio constante (figura e curva em verde na
figura [5.29)), observamos que a estimagao apresenta um crescimento com acentua¢ao em
duas etapas, isto é, duas velocidades de crescimento correspondendo a duas fases, antes e
apos a perda do elemento ativo.

Conforme observamos nos resultados do experimento A, a existéncia de dois momentos
caracteristicos na dinamica dos TEs se deve ao fato de que o nimero de TEs ativos diminui
ao longo das geracoes. E possivel que essa alteracao qualitativa se deva a diminuicao ou
mesmo perda de elementos ativos na populacao, o que desaceleraria o crescimento da
demografia dos TEs. Além disso, como no experimento B as simulagoes foram executadas
por um numero de geracoes consideravelmente maior que no experimento A (até 100
geragoes no experimento B, contra até 30 geracoes no experimento A), a diferenga entre
essas duas etapas se torna mais evidente.

No cenario de populacao logistica (figura e curva em azul na figura [5.29), o
tamanho efetivo da demografia parece ser aproximadamente linear ao longo das geragoes.

Observando os tamanhos finais das demografias inferidas (ponto em que tocam o eixo
Y na figura , o cenario de populagao exponencial crescente gerou um tamanho final

para a demografia maior que o de populacao constante, enquanto a populagao exponencial
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Figura 5.29: Experimento B: Skyline plot linear - 4 modelos

decrescente oferece um tamanho final menor. A populacao logistica gerou um tamanho
final menor que esses trés.

Uma possivel explicagao para isso é que o crescimento da populagao expande o espago
no qual a demografia de TEs pode variar, aumentando a gama de possiveis hospedeiros,
enquanto a contracao populacional do modelo decrescente a limita, gerando um gargalo
nas ultimas geracoes.

Embora a populacao logistica tenha o potencial de atingir o mesmo patamar da po-
pulagao constante (10.000 individuos), isso ndo se daria num nimero pequeno de geragoes.
De fato, em todas as réplicas desse cendrio a subpopulacao GM atingiu a proporcao de
90% da populacao, encerrando prematuramente a simulacao. Para a populacao crescer
até cerca de 9.000 individuos, as poucas réplicas que atingiram esse patamar levaram pelo
menos 40 geragoes. A maior parte das réplicas no entanto se encerraram em torno de 20
geragcoes.

Uma possivel explicacao para o baixo desempenho demografico dos TEs, conforme

aferido pela inferéncia da figura [5.28| pode ser feita por analogia aos resultados do ex-
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perimento A. Observamos naqueles cenarios que dificilmente o nimero de TEs cresce,
e quando o faz parece ser apenas ao acaso por deriva genética. De fato, com a analise
conjunta de varias réplicas, na média o numero de TEs ativos tende a cair. Como esse
cenario logistico inicia com uma populacao pequena, o nimero de hospedeiros com TEs
ativos disponiveis para procriagao parece ser muito pequeno, proporcionalmente aos ou-

tros cenarios.
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5.3.2 Com custo de fitness

Foram simulados cenarios com custo de fitness s = 0,01, que contemplariam situacoes
mais realistas. O experimento B foi executado com uma familia de TEs master gene, e
observamos que ao acrescentar uma pressao seletiva consideravel, o tamanho da familia
despenca para nimeros muito pequenos, mesmo apés a perda do elemento ativo (MG).
Johnson e Brookfield (2006, [142]) sugerem que um tnico Master Gene estrito dificilmente
seria capaz de amplificar a familia em quantidade suficiente para invadir uma populagao,
0 que sugere que nos estagios iniciais uma familia desse tipo utilize uma estratégia mais
eficiente, e passe a usar a estratégia master gene apenas apés o equilibrio do niimero de

elementos.

Tabela 5.6: Experimento B: Resultados para cenérios com s = 0,01, e diversos modelos
populacionais. As médias de TEs por individuo foram tomadas pela ultima geracao de
cada réplica. As médias de TEs nas amostras foram calculadas observando o niimero de
sequencias em cada réplica. O cenario de populacao exponencial crescente nao convergiu,
e portanto nao gerou dados analisaveis.

Populacao | Média de TEs por individuo Média de TEs nas amostras
constante 3,194 2,6
exponencial crescente * *
exponencial decrescente 4,038 5,4
logistica 3,414 4

De fato, nos cenarios em que foi utilizado um custo de fitness como pressao seletiva
o numero de sequéncias amostradas ao final de cada réplica é muito pequeno para obter
convergéncia nas cadeias de Markov (cf. tabela [5.6), e embora isso inviabilize a nossa
proposta de andlise dos parametros evolutivos e demograficos da familia com as técnicas
de filodinamica, o resultado é suficiente para satisfazer o objetivo de um gene drive sys-
tem. Para este fim, basta que um tnico TE persista ao final da simulagao, fixando-se na
populagao.

O que de fato ocorre na natureza ainda é incerto. Embora existam evidéncias que
suportem a aplicacao de modelos com premissas do tipo master gene, observamos que nas
fases iniciais de invasao é necessario um crescimento maior do que esse tipo de modelo de

expansao ¢ capaz de providenciar.
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Discussao

“You will not apply my precept”, he said, shaking his head. “How often have I said to
you that when you have eliminated the impossible, whatever remains, however improbable,
must be the truth?”

Sherlock Holmes in “The Sign of the Four” (1890)
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6.1 Do simulador

O simulador TRepid é grande em funcionalidade (> 50 parametros, muitos com vérias
opgoes), e essa complexidade permite realizar uma enorme gama de cenérios de simulagao,
com diferentes niveis de realismo, de acordo com diversas hipdteses e premissas.

E uma plataforma ampla de simulacao, flexivel, expansivel, com muitas opc¢oes de
parametros oferecidas ao usuario. Sua interface mais simples é basica, bastando ao usuario
criar um pequeno arquivo de texto segundo uma sintaxe intuitiva.

Os resultados dos experimentos MG e A indicam que o simulador é capaz de gerar
cenarios satisfatorios de expansao e invasao, estando de acordo com os modelos propostos
na literatura [21], 122, [141]. Nossos resultados tém paralelo com resultados de outros
estudos que analisam cendrios semelhantes [45], com a vantagem adicional de considerarem
pelo menos um nivel de organizacao bioldgica a mais que qualquer outro trabalho de
simulacao de TEs.

Meus planos para o futuro préximo para o simulador pretendem expandir ainda mais
as funcionalidades para cobrir todos os cenarios tipicos discutidos na literatura. Espero
que isso torne o programa utilizavel em uma gama ainda maior de estudos, gerando

visibilidade ao grupo de pesquisa, e expandindo minhas potenciais linhas de pesquisa.

6.2 Dos experimentos

6.2.1 Experimento MG

Através de uma observagao minuciosa do processo de geracao de ramificagoes em torno
de uma tunica linhagem, elaborada no experimento MG, podemos inferir a proporcao de
elementos ativos e inativos em arvores geradas a partir de sequéncias de TEs, como as do
experimento B. Quando um unico elemento é ativo para transposicoes, todas as folhas da
arvore se ramificam a partir de uma unica linhagem, gerando uma estrutura pectinada.

Simulacoes de dinamica de expansao de TEs do tipo master gene sao consideravel-
mente mais simples que modelos do tipo transposon, pois as relagoes entre membros
da familia de TEs podem ser representadas por topologias relativamente simples, com
arvores pectinadas [I41]. Familias que seguem expansao do tipo transposon podem ter

muitas linhagens gerando ramificagoes, e em alguns casos s6 podem ser convenientemente
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representadas por redes filogenéticas [42]. Além disso, ao se analisar uma familia nova,
essas duas hipoteses podem ser confrontadas, e é possivel testar a existéncia de um (ou
poucos) elementos ativos que geram novas cépias numa familia de TEs, conforme proposto
por Johnson e Brookfield [142].

Observamos que mesmo com relativamente poucas iteragoes das cadeias MCMC da
inferéncia filogenética bayesiana, os comprimentos dos ramos e distancias entre clados
parecem estar de acordo, na média, com o tempo marcado pelas geracoes da populagao
hospedeira.

Apesar das topologias NJ serem de fato incorretas, os comprimentos parecem indicar
na maioria das ramificacoes a origem temporal das sequéncias, o que indica que nesse
caso a hipdtese do relégio molecular parece estar sendo satisfeita. Esse comportamento
foi aproximado nas arvores bayesianas, mas nao foi observado em nenhum dos quatro
cendrios examinados com o método NJ. E importante observar que isso provavelmente
nao se deve a um erro de inferéncia inerente ao método NJ, e sim a saturacao evolutiva
determinada pelas taxas de mutacao atribuidas nas simulagoes, o que foi necessario para

reduzir o nimero de geracoes necessarios para se observar um numero razoavel de novos
TEs.

6.2.2 Experimento A

Examinamos no experimento A varios cendarios de simulacdo em que diversas taxas
de transposicao u sao contrapostas a varios niveis de pressao seletiva, representados pelo
custo na fecundidade causado por TEs especificos que se acumulam. A comparagao desses
cenarios evidencia a contribuicao de cada parametro no fenéomeno.

Ao longo da discussao dos resultados do experimento A, observamos que mesmo um
modelo master gene, que nao cria novos elementos ativos, é capaz de gerar grandes
numeros totais e médios de TEs na populacao. Isso suporta a hipdtese que, mesmo
o cenario com menor capacidade replicativa tem ainda a capacidade se expandir de
forma consideravel, e potencialmente fixar pelo menos alguns elementos no genoma da
populagao. No entanto, em condigoes realistas, a baixa capacidade replicativa em um
sistema com propriedades master gene nao é suficiente para gerar grandes quantidades de
TEs em poucas geracoes [142]. Os cendarios aqui estudados indicam que, apesar desse tipo

de sistema ser capaz de invadir espécies hospedeiras, a velocidade da invasao é pequena.
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Por isso, uma familia de TEs master gene nao seria um candidato viavel como sistema
de gene drive para uso de substituicao de populacoes silvestres de vetores de doencas

transmissiveis, conforme as propostas de James [5].

Observamos que os cendarios que nao impoem custo de fitness mesmo nao sendo exa-
tamente razoaveis do ponto de vista biolégico, servem de referéncia de comparacao para
os experimentos semelhantes em que hé tal impacto. Sabe-se que invasoes de TEs ti-
picamente causam reducao da fecundidade nos hospedeiros [143]. De fato, uma das ca-
racteristicas que determina o sucesso na invasao e posterior domesticacao dos elementos
¢ a regulacao entre os trés principais fatores relacionados com a presenca de uma nova
familia de TEs numa populagao de hospedeiros [45]: (i) uma fase inicial com alta taxa de
transposigao que possibilita a fixacdo dos TEs na populac¢ao hospedeira, (ii) um custo de
fitness que nao sobrepuja a capacidade do hospedeiro em tolerar a presenca e acumulagao
de TEs em seu genoma, (iii) uma fase de equilibrio caracterizada pela redugao da taxa de

transposicao possibilitando o equilibrio do niimero de TEs.

O exemplo observado no caso com custo inicial elevado, e custo por TE moderado,
indica que mesmo uma invasao definida por um impacto elevado na fecundidade dos
hospedeiros, se a taxa de transposicao nao for suficientemente alta de modo a superar a
capacidade da populacao em se recuperar, uma quantidade limitada de elementos pode
ser fixada na populacao e passar a evoluir como genes ou pseudogenes. Apesar desses
cenarios nao indicarem um bom candidato a gene drive system para a substituicao total
da populacao, ainda assim, o mecanismo dos TEs foi suficientemente eficiente para fixar

uma subpopulagao no ambiente.

Cenarios sem capacidade de gerar pelo menos 50 sequéncias em individuos amostrados
nao foram encontrados em nossas simulagoes para este experimento. Mesmo nos cenarios
em que nao houve invasao, o nimero médio de TEs por individuo na populagao cres-
ceu consideravelmente, representando uma concentracao do numero de TEs em poucos

individuos.

Uma diferenca importante entre as premissas de nossos experimentos e as encontradas
em resultados analiticos ou de simulagdes anteriores (como [122, 141]), é a de que nao con-
sideramos a familia de TEs em equilibrio numérico. Pelo contrario, estamos interessados
nos processos e forcas evolutivas envolvidos nos estagios iniciais da invasao em uma nova
populagao de hospedeiros, fendmeno que também foi amplamente estudado em trabalhos
como [211, 145, 50), 127, [144. [145].
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Um processo lento de invasao é obviamente mais parcimonioso com a populagao de hos-
pedeiros, porém em populacoes pequenas a familia de TEs pode ser rapidamente perdida
por deriva génica caso a fixa¢ao nao ocorra rapidamente (em escala de tempo genealdgico,
ao invés de escala evolutiva). Para se fixar em uma populacdo, uma familia de TEs precisa
se expandir em numero suficiente logo nos primeiros estagios da invasao, antes que esse
crescimento seja atenuado pelos mecanismos de autorregulacao, regulagao por sele¢gao con-
tra insercoes deletérias e rearranjos cromossomicos no hospedeiro e ainda perda aleatoéria
de TEs por deriva genética.

Como observacao final, destacamos que no caso hipotético em que a familia de TEs
nao causa impacto perceptivel, mesmo uma taxa de transposi¢ao baixa e um modelo linear
ja sao suficientes para garantir a expansao do numero de TEs na populacao hospedeira.
Isso torna evidente o fato de que o mecanismo usado pelos TEs é intrinsecamente mais
eficiente que a genética mendeliana comum para fixagao dos elementos. Este é um requisito

importante para o uso desses elementos como candidatos a gene drive systems.

6.2.3 Experimento B

No experimento B sem pressao seletiva, as sequéncias resultantes de varios cendrios
de invasao bem sucedida (mensurado pela capacidade da familia de TEs em se expandir
na populagao hospedeira até um patamar minimo de 90% desta) foram analisadas quanto
ao tipo de topologia que caracteriza cada cendrio populacional. Essas sequéncias foram
ainda examinadas sob a ética dos modelos baseados em coalescéncia, de modo a compa-
rar a inferéncia demografica com a demografia observada na simulacao. As inferéncias
demograficas foram informativas quanto aos respectivos cendrios, e mesmo na auséncia
de pressao seletiva, geram topologias com caracteristicas observaveis.

Vimos na figura que a mudanca de modelo evolutivo para a populagao de hos-
pedeiros tem impacto perceptivel na demografia de TEs, quando esta é a 1inica variavel
nos cenarios de simulacao. Mesmo na auséncia de pressao seletiva, isso pode ser detec-
tado pela andlise das sequéncias dos TEs usando as técnicas de coalescéncia descritas por
Drummond et al [89] em um contexto bayesiano (skyline plot).

Especulamos que diferentes cenarios de pressao seletiva sobre os TEs, gerarao assina-
turas mais marcantes nas topologias, analogamente a resultados amplamente observados

em estudos de filogenias de virus sob pressao seletiva de sistema imune ou vacinagao em
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massa. Especificamente, nosso modelo de pressao seletiva é ativado em etapas discretas,
conforme os TEs impactantes se acumulam no genoma de cada individuo, pois o custo é
arredondado para o maior inteiro menor que o custo total calculado. Assim, como o custo
por TE impactante foi fixado em s = 0,01, o impacto final no individuo s6 é diferenciado
a cada 100 TEs - um individuo com 15 TEs impactantes sofre a mesma penalidade que
outro com 20 elementos.

A metodologia de filodindmica foi adaptada para uso com dados de TEs por Struchiner
et al [T10], mas as simulagoes deste experimento que consideraram impacto no fitness nao
geraram sequéncias suficientes para a reconstrugao filogenética (cf. tabela . Como
as familias tém em geral o elemento MG perdido apds algumas geragoes (dados nao
mostrados nesta tese, caso andlogo ao experimento A), o crescimento da familia perde a
forca aceleradora causada pelo mecanismo replicativo dos TEs. Mais tentativas com novos
conjuntos de parametros devem ser feitas para a otimizacao dos cenarios e posterior analise

desses dados com inferéncia de demografias nao-paramétricas (skyline plot).

6.2.4 Modelagem matematica

Diversos modelos paramétricos foram propostos na literatura para explicar o compor-
tamento de invasao e fixacdo de TEs em populagoes hospedeiras. Le Rouzic [122] fez uma

revisao de muitas das técnicas e modelos presentes na literatura.

Modelos da dinamica de invasao

Katzourakis et al [T7] propoem um modelo simples que leva em conta as variagoes

entre elementos ativos A e inativos I, com relacao as suas taxas de criacao e delecao.

— DA(l—p)—iA—dA

_ ' (6.1)
I = bAp+iA—dl

Aqui, b é a taxa de criagao de novos elementos fixados no genoma, 7 a taxa de inativacao
de elementos ativos por mutagoes, p é a proporcao de novos elementos que sao inativados
devido a mutagoes durante a transposicao e d é a taxa de delecao de elementos, tanto

ativos como inativos.

Struchiner et al [I10] propdem um modelo semelhante, com as seguintes diferencas:
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A = bA(;>—¢A—dAA

(k+1)

. (6.2)
I = bAp+iA—dil

Esse modelo incorpora taxas de delecao diferentes para TEs ativos e inativos, ds e
d; respectivamente, e implementa um mecanismo de regulacao da transposicao que gera
elementos ativos, considerando a taxa de criagao inversamente proporcional ao nimero de
TEs inativos. Outra hipdtese deste modelo é que todos os TEs criados s@o ativos (p = 0),
o que o torna um modelo do paradigma transposon, e portanto incompativel com o
desenho experimental dessa tese.

Como nossos dados sao simulados em um contexto mais simples que o observado na

natureza, propomos um modelo reduzido:

A = —dA

) 6.3
I = uA—-dI (6.3)

Esse modelo difere dos anteriores para representar as caracteristicas do modelo Master
Gene, isto é, todos os TEs criados a partir de um TE ativo sdo inativos (p = 1), e
respeitando nossa hipotese que elementos ativos nao sao inativados ao longo de sua histéria
(1 = 0). Todos os TEs presentes na populacao apenas podem ser perdidos ao acaso na
segregacao, ou quando um novo elemento é sobreposto a um TE existente. A taxa de
transposigao (criagao de novos elementos) b foi renomeada para u, para manter a coeréncia

de nossa notacao nesta tese.

Modelo da situacao de equilibrio

Em um trabalho recente, Brookfield [I41] indica que resultados anteriores mostraram
que a hipdtese de que todos os novos TEs criados forem ativos e tiverem a mesma taxa
de transposicao, gera conclusoes de valores excessivamente grandes para o tempo de an-
cestralidade comumente observado para sequéncias repetitivas de humanos, da ordem de
bilhoes de geracoes. Isso indica que nem todas as familias seguem o modelo transposon
de replicacao, e portanto uma parte ou a maioria dos novos TEs sao criados inativos.

Considere uma quantidade constante v de transposi¢oes por genoma. Desse total, v,
é a taxa de transposicao que cria elementos ativos, e v; a que cria elementos inativos.

Considere ainda uma taxa de delecao d, e um efeito pseudo-gene k, que representa
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a inativacao de TEs previamente ativos por mutagoes nas estruturas terminais que sao
responsaveis pelo reconhecimento da transposase, ou retro-transposase.

A taxa de crescimento do niimero de elementos ativos é v, e a taxa de perda é ni(k+d),
onde ny é o numero de elementos ativos no genoma.

Assim, no equilibrio, o nimero de elementos ativos é

Vy
k+d

O equilibrio do nimero de elementos inativos ngy é

ny =

vitnik (Vi va)k 4 vd
d N d(k +d)

No =

de modo que
Vg + U

d

n=mny+ng =

E facil ver que nas expressoes acima, um modelo do tipo Master Gene tem como

equilibrio n; uma quantidade nula de elementos ativos.

6.3 Perspectivas futuras
Novos cenarios de simulacoes:
e Modelos de transposicao diferentes de Master Gene;
e Populacao com estrutura de idade;

e Sequéncias estruturadas (Inativacdo considerando mutagoes deletérias nas regides

terminais que promovem a transposi¢ao/retro-transposicao;
e Comparacao entre TEs de Classe I e Classe II;

e Populacoes estruturadas mais gerais, que nao correspondam necessariamente a in-

setos (e.g. relaxar a condigao de ndo-superposigao de geragoes);
e Meta-populacoes;

e Regulacao infrafamiliar de TEs, com TEs ativos nao-autonomos regulando TEs

autonomos;
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e Competicao entre duas familias de TEs;

e Formulacoes analiticas e analise matematica qualitativa do modelo composto, en-

volvendo todos os niveis de organizacao bioldgica;

e Populacoes assexuadas.
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Conclusoes

“Education never ends, Watson. It is a series of lessons, with the greatest for the
last.”

Sherlock Holmes in “The Adventure of the Red Circle” (1911)
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CAPITULO 7. CONCLUSOES

Modelos simples como master gene geram topologias previsiveis, com estruturas

pectinadas ramificando-se a partir da linhagem do elemento ativo;

Nessas condicgoes, a ordem dos eventos de transposicao fica discriminada na topolo-
gia, e em alguns casos o tempo entre esses eventos pode ser observado graficamente

na arvore;

O conflito entre a taxa de transposicao, a perda de elementos ativos e o impacto no

fitness do hospedeiro emerge em simulagoes de base individual,

Ao estimar um modelo demografico nao-paramétrico a partir de sequéncias de TEs,

pode-se observar a influéncia da demografia de seus hospedeiros.
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Apeéendice A

Manuscritos de artigos

Com relagao aos manuscritos dos artigos incluidos em anexo ao texto principal desta

tese, algumas observagoes sao pertinentes.

A.1 An individual-based model forward simulator for

transposable elements dynamics and evolution

A.1.1 Manuscrito principal

O manuscrito do artigo [I16] encontra-se em fase final de preparagao. No entanto,
para ser submetido a revista Bioinformatics ele precisa ser reduzido para caber em 2

paginas.
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ABSTRACT
Motivation: Transposable Elements (TEs) are small genomic ele-
ments present in almost all genomes sequenced so far, that appear
repeatedly in the individuals genome. Much debate is ongoing about
their origin, but some mechanisms for the invasion of a host individ-
ual and the later spread within the population are known from both in
silico and wet laboratory experiments.

In order to assess both the evolutionary forces that promote vari-
ation in TEs and their impact on the host fitness, three independent
levels of biological organization must be observed simultaneously: (a)
the population demographics should be represented by a proper eco-
logical model, (b) the TEs’ population genetics should be given by a
transposition model and (c) the TE sequences must evolve according
to a known evolutionary model.

Results:

We present TRepid, an individual-based model that can be used
to simulate TE invasion and fixation on an age-structured host
population.

Host population dynamics features include random mating, se-
lectable ecological models and recombination by crossing over of
gametes. The TEs spread dynamics features include: transposition
by either copy and paste or cut and paste, models that determine
transposition rate, nucleotide substitution according to a selectable
molecular evolutionary model, active and inactive TEs, inactivation
of TE over generations, selective pressure on host individuals by
accumulation of TEs and deleterious transposition events, among
others.

Availability: The software is available with an open-source license
from https://launchpad.net/trepid
Contact: ffigueiredo@ioc.fiocruz.br

1 INTRODUCTION

Several approaches have been proposed to understand and pre-
dict how the amount of TEs varies in hosts genomes (Le Rouzic
and Deceliere, 2005; Hedges et al., 2005; Struchiner et al., 2005).
Such mathematical models try to assess the invasion capabilities,
accumulation and fixation of new copies and are usually based on
mathematical and computational techniques.

Previous attempts in the modelling community focused in repro-
ducing the dynamics predicte by differential or difference equations

*to whom correspondence should be addressed

that express how the total amount of TE copies vary in terms of
acquisition of new copies and excision of old ones (Quesneville
and Anxolabehere, 1997, 1998; Deceliere et al., 2005, 2006).These
types of models can typically be characterized in a continuum be-
tween two paradigm extremes: the master gene model, in which
only one TE is active and generates inactive copies, and the trans-
poson model in which every TE actively produces active copies,
leading to an exponential growth of TE copy number in the absence
of some regulation mechanism (Katzourakis et al., 2005). Phylo-
genetic analysis can then provide the means to asses where in this
spectrum a given TE family resides (Brookfield and Johnson, 2006;
Johnson and Brookfield, 2006).

Most of the literature on models describing TE dynamics suffer
from the lack of empirical data against which these models could be
tested. It means that model diagnosis, an important step in model
development, is missing. By looking at the sequences of families
of transposable elements from the same genome, one can make in-
ferences about their phylogenetic tree. This tree is influenced by,
among other things, the changes in the number of elements of a
given family over evolutionary time. Thus, in principle, one can
make inferences about changes in the number of mobile elements
in the genome from the phylogeny of the elements. Therefore, it be-
comes clear that examining the population dynamics of TEs through
coalescent approaches is going to be highly informative (Brookfield,
2005; Brookfield and Johnson, 2006; Struchiner et al., 2009). The
main contribution of our work is to devise a simulation framework
that mimics the empirical sequence data on TE dynamics where this
dynamics is known. By exploring this simulation framework, we
hope to validate the use of colescent models to estimate potential
parameters, and associated uncertainty in the estimation process,
that describe TE invasion. In doing so, we hope to contribute an
important tool to the debate about the introduction of transposable
elements as part of genetic drive systems moving genes through
disease vector populations.

2 METHODS

The simulator takes into consideration distinct and independent modeling
techniques for each level of biological organization: a population model, a
transposition model and an evolutionary model of the DNA sequences. Each
of these sections are based on either differential or difference equations, or
probabilistic models.

© Oxford University Press 2013.
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At the ecological level the population model produces a trend for the pop-
ulation dynamics. Currently there are models for constant and exponential
growth, and growth with saturation (logistic and Hassel equations, see SOM
for details. At the start of each generation, the necessary ammount of sex-
ually mature individuals is sampled and coupled to generate the required
ammount of offspring to follow the ecological model as closely as possible,
notwithstanding fitness effects from TEs. The modular framework provide
the means to implement any other ecological model. An age structure is also
optionally available in discrete age classes.

At the population genetics level, the transposition model does the same
thing for the ammount of TEs in each new individual, based on the am-
mount of TEs in the parental gametes. Transposition models are available
with selection impact (Struchiner et al., 2005) and without (Le Rouzic and
Deceliere, 2005).

At the sequence level the evolutionary model determines how the TE se-
quences change over time, after sucessive transposition events, and an aging
structure for TEs that escape excision from the host chromosomes.

2.1 The generation algorithm

The algorithm that happens at each generation models the basic life
cycle of a diploid sexual species subjected to transposition events during
gametogenesis.

1. Host couples are chosen randomly from available mature hosts at the
beginning of each reproductive season. Males and females are chosen
with and without replacement, respectively.

2. Each adult bears new gametes after transposition and recombination.

3. Transposition draws a recruitment amount of new TE copies and the
deletion amount of excised copies from the transposition model. This
changes the content of the gametes in terms of availability of TEs.

4. Mutations are sampled from the evolutionary model for newly created
TE copies. If “cut and paste” transposition is being used, sample mu-
tations for the original copy also. The same does not happen for “copy
and paste”.

5. Recombination provides additional shuffling of gamete contents.

6. Mutations are sampled from the evolutionary model for all existing TE
copies.

7. Each couple gives birth to a number of offspring defined by the user as
a parameter.

8. The fitness cost from TEs in newborn individuals is calculated and any
that exceeds a given threshold is killed before birth and removed from
the population.

9. The age of every surviving individual is incremented at the end of the
generation.

3 CONCLUSION

In this article we describe a computational model composed of
a forward-time individual-based model for the population genetics
and molecular evolution of transposable elements.

Population genetics software exist for both forward simulations
(Carvajal-Rodriguez, 2008; Guillaume and Rougemont, 2006; Peng
and Kimmel, 2005; Padhukasahasram et al., 2008; Hernandez,
2008) and backward-time simulations (Hudson, 2002; Teshima and
Innan, 2009), although most of them simply count the distribution
and availability of a set of alelles that populate a given locus or loci.
Similarly, there are simulators for transposition phenomena in host
populations (Deceliere et al., 2006) but they assume that TEs don’t

change over time. As far as we are aware there is no simulator deal-
ing with all three levels of biological organization concomitantly as
well as considering how one level affect each other.

Additionally, at the end of each simulation an individual is option-
ally sampled from the population so an additional level of ecological
modeling is being implicitly considered. This provides the means
to take into account a sampling distribution in a statistical ecology
framework.
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A.1. ANINDIVIDUAL-BASED MODEL FORWARD SIMULATOR FOR TRANSPOSABLE ELEN

A.1.2 Material suplementar (SOM)

Parte desse texto foi escrita de acordo com uma versao anterior simulador, portanto
existem trechos desatualizados. Além disso, alguns detalhes dos algoritmos serao revisa-
dos, e outros incluidos, considerando a versao final do software.

O material suplementar online (SOM) incluird também um exemplo de uso do pro-
grama, provavelmente baseado no experimento MG. Nessa se¢ao deverao constar graficos
descrevendo diferentes cenarios de populacao, e de modelos de transposicao, bem como
filogenias descrevendo os dois espectros de modelos de inativacao, Master Gene e trans-

poson, com seus diferentes padroes de ramificacao de linhagens.
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1 Overview of the simulator

The TRepid simulator is an Object-Oriented system, with individual hosts and TEs each represented
by objects. It’s main interface with the user is provided by a plain-text configuration file that should be
present in directory of the simulation. The simulation sub-directory tree will be created, and data and log
files written by the simulator as required.

1.1 The main players

The main class defines simulation objects that contain all the information and data related to a given
simulation. Associated with each simulation object is a configuration object to access or modify any parame-
ter of the simulation, including equations parameters, file names, etc. It collects all configuration parameters
and variables from configuration files, or use defaults if values are not provided by the user.

1.2 Basic usage: Input

The principal way of setting up a new simulation is through a configuration file called trepid.conf,
inside which the user defines parameters for all the models.

The default configuration file that comes with the simulator has all parameters filled with default values,
and comments explain what they mean. This file is divided in sections to organize semantics for the user.
These categories are not interpreted though, since only variable names are used and users are free to remove
the section names and define the config file in the order they prefer.

After preparing the configuration file, the user can run the mmrrsim program inside the directory where
the config file is located. Upon starting, the simulator looks for the trepid.conf file, and if found, create a
directory structure for the population (even if the population is not saved at the end of the simulation), a
directory for logs and results, and finally a directory for the Templates for the hosts with TEs.

The Templates dir is where one or more genome templates are located, and used to create the GM
(Genetically Modified, i.e. with TEs) subpopulation. If the user wants t ouse a GM population, at least one
GM template must exist. If the templates directory is previously non-existant, a GM population won’t be
created, and in this case the simulator aborts.

If the configuration file is not found or is empty, default values will be used for all parameters. The
same happens to any parameter not defined in the config file, if it is incomplete. The user can check what
parameters were set for each simulation in the log header.



1.3 The default config file

In this section we describe all of the variables definable in the confi file, showing the default values as
illustration. These are the parameters used for a very simple simulation of a Master Gene model in a small
host population that does not have generation overlap.

1.4 General

Simulation time and initial subpopulations

HESFHHH A F R R R R
[Generall

# Number of generations (default: 10)
it_max = 10

FIXME: include other general variables, save_*, sample_gm, interactive, often_max.

1.5 Initial
FIXME: include other initial variable: init_gender .

HHHH AR
[Initiall]

# Initial Susceptibles (default: 900)
S_.0=0

# Initial Infectious (default: 100)
I_0 = 10000

# Initial Removed (default: 0)

RO =0

The parameter it_max determines how many iterations of the model, i.e., how many generations will be
simulated.

The Fy population is determined by three initial subpopulations. In these parameters, the notations
inspired by the SIR epidemic model of the early prototypes were maintained. S_0 symbolizes the initial wild
subpopulation, I_0 the initial GM subpopulation (i.e. individuals that carry TEs) and R_0 the Deceased or
past individuals.

If a population was previously saved to disk, the files wil be automatically read and the Fy population
will be constructed using those individuals. If the initial parameters for either of S_0, I_0 and R_0 are
greater than the pre-existing individuals, additional ones will be created to match the simulation criteria.

1.6 Reproduction

Age structure

HEHBHHEHHAHHAEH B HEHHAH R AR B HBHHAHHAHH
[Reproduction]

# Life expectancy (default: 4)
age_max = 4

# Reproductive age (default: 3)
age_reprod = 3

# Offspring count (default: 100)
offspring_count = 100



The two parameters age_max and age_reprod determine the age structure in the population. They are
measured in generations. Setting the age_reprod to one unit lower than age_max configures a population
without generation overlap. Setting age_max to 2 and age_reprod to 1 disables the age structure in the
sense that all individuals last only one generation after being created.

# Recombination model (default: 1step)
recombination_model = "none"

The above parameters set the total offspring per couple, and turn off the recombination for the simulation.

# Reproduction model (default: Logistic)
reproduction_model="Logistic"

# Logistic parameters
# reproductive (default: 0.1)
r =20

# carrying capacity (default: 5000)
K = 20000

The above options select the ecological model (in this case a logistic population) and define the model
parameters (in this case r and K).

# ploidy parameters (default = 2)
ploidy = 1

The ploidy can be artificially set to diploid or haploid. Haploid populations are created in the following
manner: upon creation of a new individual, the first chromosome comes from the father and the second
from the mother, but since only one chromosome will be considered throughout the simulation. The
contents of both chromosomes are merged, possibly overwriting
FIXME: portuguese.

Obs: A haploidia feita da seguinte forma: na criao do novo indivduo, o primeiro cromossomo vem do pai,
e o segundo vem da me, mas apenas um cromossomo final ser considerado. Dessa forma, feita uma fuso
dos dois cromossomos originais, possivelmente sobrescrevendo um TE, caso haja um TE no mesmo stio em
ambos os cromossomos originais. Isso foi feito para garantir que haja sempre um nico TE ativo, ao contrrio
do que aconteceria no caso diploide, em que um ativo herdado do pai, e outro da me. Na gerao
subsequente, dois seriam herdados do pai e dois da mo e assim por diante, em progresso geomtrica.

1.7 Transposition

HHHHHHHHHHHHHRRFREHH R B H RS HF R HF SRR

[Transposition]

# Species’ categories sites (default: k=0, S=30, N=70)
killer_sites = 0

severe_sites = 0

neutral_sites = 200

FIXME: portuguese.
Obs: Tamanhos dos setores do cromossomo. Killer sites so os sites que matam o indivduo imediatamente
ao nascer, se algum estiver ocupado. Severe contabilizam custo de fitness e neutros no.



# Fitness cumulative impact of transposition (default .05)
severe_impact = .05

FIXME: portuguese.

Obs: Esse valor somado para cada TE que ocupar uma posio num severe site. O total arredondado para
cima, e esse nmero inteiro ser a quantidade de prole que aquele indivduo no ser capaz de gerar devido aos
TEs. Obs2: esse valor calculado para cada indivduo, e portanto deve ser contabilizado tanto pra o pai
como para a me.

# Transposition model: constant, exponential or SKR (default: SKR)
transposition_model = "constant"

FIXME: portuguese.
Obs: O modelo constant acrescenta sempre a mesma quantidade de novas cpias em cada gametognese,
dado que exista pelo menos uma cpia ativa.

# Transposition rate for constant and exponential model (default: .5)
transposition_rate=1

FIXME: portuguese.
Obs: A taxa de transposio tem significados diferentes para cada modelo. No caso do modelo constante,
significa a quantidade de cpias novas a ser criadas. No caso do exponencial e do SKR, a probabilidade de
que novas cpias sero criadas, isto , a prob. de ocorrer um evento de transposio naquela gametognese.

# Excision rate for constant and exponential models
excision_rate = 0

FIXME: portuguese.
Obs: anlogo a taxa de transposio.

# Deleterious threshold (default: severe + neutral)
# could be set to any arbitrary value
#delete = 10

FIXME: explain.

#Inactivation model: mastergene, random and progressive (default: mastergene)
inact_model = "mastergene"

FIXME: portuguese.

Obs: A atividade (STATUS na documentao) representada por um nmero entre 0 e 1. Qualquer nmero
positivo representa um elemento ativo. Modelos de inativao: Master gene significa que TODA nova cpia
inativa. Random sorteia um nmero entre 0 e o status do TE que est gerando a cpia. Progressive diminui o
status em razo constante. usado um threshold inferior para que nmeros muito pequenos sejam
considerados zero, e portanto inativar cpias.

# Invasion threshold for GM sub population (default: 0.9). Set to 1 to disable.
invasion_threshold = 0.9

# Loss threshold for GM sub population (default: 0.01). Set to O to disable.
loss_threshold = 0

FIXME: explain.



1.8 Evolution
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[Evolution]

# Probability that a mutation (substitution) will occur (default: .1)
mutate_prob = 1

FIXME: portuguese.
Obs: A probabilidade de que uma mutaao vai ocorrer numa transposio.

# Number of point mutations to be introduced in each evolutionary event (default: 2)
mutation_count = 2

FIXME: explain.

1.9 Output

Several files are produced after a simulation ends.

1.9.1 Log file

Ao longo de uma simulao, so gerados um arquivo de log, dois arquivos CSV (um para a demografia e um
com dados de TEs) e se um indivduo puder ser amostrado para que suas sequncias sejam analisadas,
tambm ser gerado um arquivo com a sequncias no formato FASTA e um no formato NEXUS (j
representando um alinhamento pronto para ser usado no BEAST). Todos os arquivos tem como prefixo a
data seguida de um nmero serial, de modo que vrias simulaes consecutivas fiquem organizadas em ordem
cronolgica. Um exemplo com os arquivos output esto em anexo.

FIXME: portuguese.

1.9.2 CSV tables
FIXME: explain.

1.9.3 Sampled individual
FIXME: explain.

1.10 Advanced usage: API for Perl programmers

Although the configuration file can provide a practical input for several simulation scenarios, some users
might have more complex needs. Besides the configuration file there is an API which can be directly
accessed by softwares, scripts or an interactive shell in Perl language which facilitates step-by-step
procedures, analysis, reanalysis and more detailed data acquisition.

All data generated in each component can be accessed from the API, and accessor methods are provided
for each data type for all object classes. Additionally, the whole generation algorithm can be bypassed and
simulations can be manually run, step by step, and scrutinized in any way desired. One can change config
parameters after a few generations for any of the models, or even the models themselves, insert or remove
individuals in the population, et cetera.

The API documentation along with the complete list of functions and class and object methods are
provided inline with the code and can be accessed by the usual perldoc command. PDF and HTML
documents are also provided in the software package.

Each simulation run is identified by a unique ID string, and all objects related to that simulation are
tagged with this ID, so several simulations can be run by the same instance or script without risk of



collision of variable values, either in batch or in parallel. We provide an example script to run a batch of
simulations with different parameters.

2 Algorithms and models

The simulator is flexible in construction and able to produce a realistic scenario in which transposition
events occur in finite populations that agree with the Wright-Fisher conditions [
]. Transposable elements (TEs) replicate according to an arbitrary
transposition model and TE sequences’ evolve according to Kimura’s infinite-sites
model | ], and an arbitrary model of molecular evolution [ ]

2.1 Population

As described above, the population has two independent structures: gender and age. We have drawn
inspiration from the SIR epidemiological model to structure the population in discrete compartments. The
age structure is also discrete, as described below.

The population is divided into Wild and GM (genetically modified) compartments of hosts similarly to
the SIR compartmental model classes Susceptible and Infected. There’s also a Deceased compartment, in
analogy to the Recovered compartment, where individuals from earlier generations are kept for future
reference or analysis. A given individual cannot change from the Wild to the GM compartment, though,
and vice versa. Instead, these compartments’ dynamics evolve through generations of sexual reproduction
of the host population.

Time is measured in simulation steps representing discrete generations. The age structure is defined by two
classes, regarding wither or not a host is mature enough to reproduce. Each new individual remains
non-reproductive for a maturation period, after which it becomes mature and enter the reproductive pool
in the population.

Age of sexual maturity and maximum lifespan are passed to the simulator as configuration parameters by
the user. Default parameters for maturation, lifespan and offspring count reflect behaviour expected for
strongly r-selected species with no generation overlap, suitable for modeling some insect populations such
as mosquitoes or fruit flies.

‘ Default age parameters ‘

Initial age 1
Reproductive age | 3
Maximum age 4

The growth rate of the population is determined at the beginning of each generation from an arbitrary
ecological model (see below), and from this rate the net income of new individuals for the next generation
is obtained. The necessary amount of reproductive encounters to reach the appropriate number of new
individuals for the next generation is then determined by dividing the total income by the expected
number of offspring per couple as indicated in equation (1). Note that assuming a non-monogamous
species, this is equal to the number of females expected to mate in this generation, as there should always
be enough males to impregnate any available fertile females.

total income of new hosts

reproductive encounters = 1
P expected number of offspring (1)

Couples are then pooled from the available mature population to satisfy the necessary number of
reproductive encounters. We are modelling host species that are not monogamous, so males are chosen



from the population with replacement while females are chosen without replacement. This approximates
the random mating behaviour (i.e., no spatial structure), while retaining the realistic behaviour that a
given female can only copulate at most once per generation.

The host fitness is defined as the total offspring count that host has generated. The mean fitness over the
population for a given generation is the arithmetic mean of the fitnesses of all live individuals at the end of
the generation.

The offspring amount for each reproductive encounter could be drawn from a distribution whose mean is
determined for the population. For simplicity, however, we consider in this version of the simulator a fixed
initial amount of offspring for each couple. From this number it will be subtracted a quantity proportional
to the impact TEs might have on the host fecundity. We postpone the definition of fitness impact and how
it is calculated to the transposition model section.

Migration between meta-populations can be introduced in the simulator by the use of several geographic
patches. Each of these patches is a micro-environment of its own, with the same compartment structure.
For simplicity, in this version of the simulator we consider only one geographic patch, so migration events
are ignored. This feature is planned for a future release.

2.1.1 Ecological Model

At each generation, the total number of new offspring must be determined before mating begins. To this
end, an ecological model is consulted to determine the dynamics of the population in the absence of
external influence (in our case, impact from TEs, which is described below).

The simulator is modular in the sense that the ecological and transposition models are implemented and
considered independently from the rest of the system framework, so they function as exchangeable parts in
the mechanism. This way, many other models can be included in the simulator in order to suit particular
demands for each of these sections.

Indeed, any population model can be used in this system provided it can be represented in the form:

Pn+1 = F(pn) (2)

where F' is a function that depends on the current population size p,,. It is not required that F be
deterministic, i.e., depends only on p,. It can optionally depend on a random variable £, to introduce
intrinsic stochasticity in the growth rate:

Prt1 = F(pn, &) (3)

As a result, it is also not required that the model should be written explicitly as a differential or difference
equation. The only requisite is that the input is the current population size, and the output is the expected
quantity for the next generation.

We currently implement five population models, two models of unrestricted growth and and two models for
saturated growth: constant population, constant growth (linear), exponential growth (or decay), the
Logistic and the Hassel | ] equations. All of these are discretized from Ordinary
Differential Equations, as described in section 4.1.

2.1.2 Age structure

The population has an age structure in which it is divided in discrete classes. The behavior of such models
has been thoroughly studied in the ecological literature [ ].
One can configure the parameters to set any arbitrary number of age classes for a simulation, but there are
two age classes of obvious interest: before and after reaching the reproductive age. The durations for the
maturation stage and the adult stage last are selected as configuration parameters to the simulator, and



can be chosen to reproduce several scenarios, according to the organism being modeled. The default values
for maturation and longevity are appropriate to species that don’t have generation overlap, such as most
insects.
(FIXME: mover para outra seo) The default value total offspring for each reproductive encounter is also
selected as to represent r-selected species with high fecundity and high mortality, such as insects.

2.2 Molecular evolution
2.2.1 The genome

The genome in each individual is composed by two chromosomes, and each chromosome is represented
discretely as a list of insertion sites that act as loci for TEs. Each insertion site in each chromosome can
therefore be either empty or occupied by a TE. To reflect the fact that some insertions can cause
disadvantageous, deleterious or even fatal mutations on the host, we categorize the insertion sites into three
classes: fatal (killer sites), meaning they disrupt essential genes in a way they render the cell useless; severe
(severe sites), which may disrupt non-essential genes, or metabolic pathways, and neutral (neutral sites).
Under the hypothesis that within a species genomes from different hosts should bear more similarities than
differences, the number of insertion sites in each of the above classes should not vary much within a
species, and could be considered species specific if such numbers can be estimated based on genome size.
The genome size in this simulator is thus defined as a result of config parameters choices. Each
chromosome has 7 = k + s + n loci, each of which can contain one or zero TEs. These sites can be
reordered, without loss of generality, in such a way that the first k sites are killer sites, the next s are
severe sites, and the remaining n are of neutral sites.

2.2.2 Recombination and ploidy

A model of crossing-over recombination is optionally used to promote additional variability of chromosome
content. It is implemented in three variants called 1-step, 2-step and all-step. The resulting gamete retains
the original size in insertion sites, and each site is filled consulting one of the parent’s corresponding site
from one of the parental gamete.

In the 1-step model a site is chosen at random and this site is the cutting point between the parts coming
from each chromosome. The resulting gamete will be filled up to this site identical to the first chromosome
and then the remaining sites are merged from the second chromosome.

The 2-step model is similar to the above, but there are two cutting points instead of one. This means the
first and third sections of the gamete are merged from the first chromosome and the second is merged from
the other chromosome.

There’s also an all-step model that abstracts from the two models above in the sense that every site is a
cutting point. This way every site is taken from a random chromosome preserving only the order from
which it came. This will provide maximum variability considering recombination events.

If none of the above recombination models is selected, the resulting gamete will be equal to one of the
parental chromosomes, chosen at random.

Additionally, although we are mainly interested in simulating sexual populations, a workaround is provided
to represent haploid simulations, for the benefit of simplicity. If this option is chosen, the second
chromosome of the offspring being created is always ignored, and its contents copied to the first one
respecting the original chromosome site, possibly overwriting an existing TE that previously existed there.
This “haploid sexual population” is a practical way of creating simple simulations and hypotheses.

2.2.3 The evolutionary model

Over time mutations occur and are accumulated in the genome of simulated hosts. Whenever a mutation
occurs a substitution drawn from an evolutionary model.



We implemented a simple model that follow the assumptions of the Jukes-Cantor substitution model |
]. All mutations are substitutions and equally likely to occur. As a
result no special assumption is made over sites in the sequence which are more likely to change, nor
transition/transversion bias. All sites are considered equally likely to change as well as all nucleotides
changes are considered equally likely to occur.

As happens with the ecological section, almost any evolutionary model can be implemented in the
simulator. The requirement here is that the input is the original sequence, and the output is the mutated
sequence. Which changes are allowed or disallowed are completely up to the model in question. The
evolutionary model is any model or function that, given an input nucleotide sequence, outputs a similar
homologous sequence.

2.3 Transposition model

The existence of TEs in a host genome can cause several kinds of impacts in the host, ranging from fitness
reduction, longevity reduction and even host inviability. There are several ways to model both how the
TEs replicate in the genome, and the impact that such replication causes in the host that carry them.

The three key elements to be considered in the modeling of these phenomena are the way the total amount

of TE copies vary, the ability of TEs to be transposed and the impact that each TE might cause in the host.

2.3.1 Activity cycle

The initial phase of the TE invasion, should be regarded as the period during which the TE is most active.
Otherwise, genetic drift may lead the TE to extinction | ]
After this initial phase, if the TE succeeds in fixating in the host population, it must decrease its activity

so as not to disrupt too much the host’s fertility.

Transposable elements usually undergo some degeneration process, that inactivates TE copies. We take
this phenomenon into account in the model in the form of an status score, that is a fixed number between
zero and one for each TE. When a status of zero is selected, it renders the TE inactive. This score is also

used to determine whether of not the TE is actively transposing.

Every time a new TE is created from an existing TE, the new copy’s status score is chosen to be less than

the original score. How fast this score drops to zero in successive transpositions can be implemented in

several ways, and could be used to reproduce several interesting scenarios:

e if the status is constant and zero, then every new copy is inactive, and the only active copy is the
original one. This is known as the master gene model,;

e if the status is constant and non-zero, then every new copy is active, which represents the transposon
model;

e the status can decrease in a constant rate, which will render new copies inactive after a few

e the new status can be chosen randomly, between zero and the original value

2.3.2 Forms of impact on hosts

New TEs can cause an impact on the host, depending on where in the genome it lands when created. This
is implemented in the three categories of insertion sites where TEs might appear. If a TE is created in a
killer site, it will be considered a deleterious transposition. Hosts can be born dead due to deleterious
transposition, and otherwise the impact will be considered a fitness toll, thus the host will have a lower
offspring count when compared.

All transposition models can be used with or without individual fitness impact on hosts, as an additive
fitness impact can be optionally defined as a config parameter, which is a real number. All elements that
have such an effect on the host are accounted for and their relative impact is summed and rounded up.
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This total impact is the total amount of offspring this particular host will be unable to produce due to
disadvantageous transpositions in its genome.
Lifespan can also be decreased if the impact is too great, albeit not fatal (as proposed in [

]). We include this characteristic in the model as follows. First we
take the ratio between the total fitness impact as calculated above and the maximum age defined in the
config for the simulation, then this ratio is rounded down. This integer is the total age classes the host will
be unable to achieve due to deleterious transpositions.

2.3.3 TE activity dynamics

Several transposition models can be implemented in the system. We implemented both neutral models in
respect to natural selection (constant and exponential growth), and a transposition model that takes into
account intrinsic deleterious effects by insertion of new elements |
.
Transposition models implemented in our framework have two main components: one for the the
acquisition of new copies and one for the excision of existing copies.

The acquisition model (usually called by a transpose () function) determines the total amount of new
copies that should be created for the gamete. The excision model (usually called by a excise() function)
is the exact opposite. Parameter choices in the simulation configuration should consider cases where the
creation of new copies never falls behind the deletion of old copies, otherwise the

2.4 The population genealogy

We are interested in analyzing sequence data from an individual to reconstruct the phylogenetic relations
between its TEs. Therefore it becomes necessary to compare the reconstructed history with the real
parental history we simulated.

Each host is identified by a name defined as a serial number, and carries the names of both parents. A
simple recursive breadth-first algorithm is used to recover the names of parents, grandparents and so on.
As such the genealogy can be fully reconstructed up to any valid time interval. The population stored in
the Deceased compartment can be consulted to create genealogies of different depths after the execution
of the simulation, or inspect each individual for it’s genome, in order to compare the elements present in
the sampled individual, and its ancestors.

2.5 Sources of stochasticity

Although most of models described so far involve deterministic models the overall behavior is stochastic.
This happens due to both sampling effects and the fact that the system is an individual based model, or
agent based model | ]. The following are sources of such uncertainty:

1. sampling of individuals in finite population
2. recombination
3. replication and excision of TEs

4. mutations (substitutions) within TE sequences

The item 1 refers to Wright-Fisher models of populations [ ]. Since
we’re simulating small populations (typically < 10, but there’s no restriction to population size) there is a
sampling effect to be considered when an individual is chosen for reproduction. Should we simulate very
large simulations the importance of sampling effects could be diminished, and we could approximate the
behaviour of an infinite population (as in a Hardy-Weinberg population).
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Since we're simulating sexual populations, we incorporate recombination by crossing over of games. This
can be implemented in several ways, and the item 2 is related to the recombination model used to promote
additional variability to the chromosome pool.

FIXME: falta terminar essa seo.

The item 3 is related to the availability of new TEs in the chromosomes (as defined by different loci and
sequence).

The item 4 is related to the evolutionary model used to promote variability across generations.

3 Availability

The simulator has been developed and tested in GNU /Linux systems running Ubuntu Linux. As it is a
portable language, it should run on any system for which its dependencies are available. Those include
Mac OS X and Windows, besides UNIX/Linux in general. Packaging has been prepared following
guidelines typical of Perl modules and applications, which should ease the installation in any platform Perl
is available with the help of the CPAN framework!, as well as Debian/Ubuntu DEB packages.

The software is released in the open-source license GPL and is available from https://launchpad.net/trepid

4 Implementation details

4.1 Population models
4.1.1 Implementation of the logistic model

We will use the logistic equation as an example to describe the implementation because of its simplicity;
the implementation of the Hassel model is analogous.
The differential equation is discretized as a single iteration of Euler’s method, with a step size h = 1. This
results in formula (4):

Dn+t1 — Pn = Ap = Ceiling (

rxpx(1—§)> @)

offspring count

where Ceiling(z) (Floor(x)) is the smallest (greatest) integer greater (less) than or equal to x. Note that
this implementation already takes into account the normalization by the total offspring count as per
equation (1), so the result is the number of reproducing couples for that generation, instead of the total
income of new individuals.
This model is deterministic so the caching system described in section 4.3 is used for it.

4.1.2 Constant model

The simplest population model available is arguably the constant population, which assumes equilibrium
and zero net migration.
The parameter considered for the constant growth is the r config parameter (reproductive rate), which is
used in this case as the total amount of new individuals to be created for each generation, rounded up if
it’s not already an integer.

Apn =r (5)

Lhttp://www.cpan.org
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4.2 Transposition models
4.2.1 Exponential model

The exponential model is a generalization of the constant model, but instead of only depending on a fixed
quantity, it also depends on the relative number of copies existing at each time. This model also belongs to
a wider class of neutral models that don’t take into account any intrinsic regulation of copy number by
fitness disadvantage to the host | |, where the
transposition rate u, is a bounded function of ¢,, and equilibrium is attained when it saturates at the same
value of the excision rate e.

Acy = (uy — €)cy (6)

Considering the transposition rate u, constant (therefore ), it can be rewritten as:

Cnt1 — Cn = Ac= (u—e)c (7)

that only depends (deterministically) on the current quantity of copies ¢ in the reproducing host. As such,
the same discretization scheme used in the population models can be used to provide a cache-able model
that continually increases or decreases copy number over generations, depending on the value of u — e. If
u — e > 0, the total copy number will always increase, whereas if u — e < 0 the simulator will tend to
remove more copies that are added.

The model is consulted each time a host produces a gamete both for the amount of new TE copies to be
created, and the amount of existing copies to be excised. If there must be new TE copies created, for each
new copy a random active TE is sampled (with replacement) from the host genome, and replicated.
Afterwards, if there must be excision of existing copies, for each excised copy the genome is sampled for a
random TE (without replacement) and this copy is removed from the genome. Note that only active TEs
get transposed, but any TE can be excised.

4.2.2 Constant model

The constant model of transposition is analogous to the respective population model counterpart. At each
time the model is consulted for the amount of new TE copies to be created, the transposition rate config
parameter transposition_rate is used as the total amount of new copies to be generated (rounded up).
There is no significant dynamics in regard to the copy number growth, and it’s not bounded per individual,
except for the total number of insertion sites in the genome, defined in the config file (killer_sites,
severe_sites and neutral_sites).

The excision of copies is also constant, defined by the config parameter e as the total amount of previously
existing TE copies to be removed from the gamete.

Ac, =u—e (8)

4.2.3 SKR model

This model assumes an intrinsic self-regulation of TE copy number, and can assume various shapes and
growth forms. The original article proposes that the form of the U(c,) function can be chosen as any
functions that share the qualitative behaviour described, and suggests (and tests) three forms indexed as
U1, Uy and Uj that we reproduced in this framework.

cnt1 = Ceiling(cn + cn x To x U(eyp)) 9)
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Uy (c) = 2(7¢/Cos) (10)

¢ (1)

Up(c) =1— —S
e (e

Us(c) =1+ (c— %) (12)

Transposition with this model is provided by the preceding equations, while excision is provided by the
exact same function of the exponential model.

4.3 Caching of deterministic models

In order to save unnecessary calculations, caching of model data is implemented for both population and
transposition models. All values calculated for deterministic models are cached to avoid the performance
toll of unnecessary repeated calculations. This cache is implemented as a hash?, and is consulted before
each calculation to see if it’s necessary.
The cached data are stored independently per simulation and per data type (population or transposition),
so in case a user wants to instantiate several different simulations in the same session ®, data from different
simulations are guaranteed not to mix.

5 Data structures

The model is implemented in Perl5, using its object-oriented paradigm. The main classes
TRepid: :Population, TRepid: :Host and TRepid: :TE define, respectively, objects for the population, the
hosts that constitute the population and the TEs that populate each host genome.

Two classes inherit methods from Bioperl classes |

]. The TE class inherits the Bio: :Seq class, and

the Host class inherits the Bio: :SeqI0 class. This guarantees the simulator can import and export
sequences using a great range of sequence formats. It also uses the abstract model of representing DNA
sequences provided by the Bioperl project in a way that unifies the usage of any sequence format (Fasta,
genbank, embl, swissprot, etc) so that any of these formats can be used at the discretion of the user. We
provide a wrapper for including header information in the Fasta format, which we describe in detail in a
later section.

The documentation of the API is bundled within the code with the POD (Plain Old Documentation)
format, which can be accessed by the ordinary means of any Perl distribution. Besides being available
inline in the code, all this material is also converted and provided in more convenient formats like HTML

and PDF.

5.1 Host data structure

The structure inherited from Bio: :SeqIO0 provide methods to collect and save sequences from a file, which
inspired an implementation for a file-based storage. Besides these general-purposed methods we defined

2Sometimes referred to as an associative array.
3This functionally requires usage of the library via the API. A sample script is provided as an example for programmers.
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some object attributes to store meta-data related to each individual like its name, age, gender, fitness, the
two chromosomes the file name to which the Host object is associated.
Each of the two chromosomes is an array, and each of its positions stores a reference for a TE object if one
is present. Methods for consulting the number or position of TEs and de-reference them are provided in
the class API.

5.2 Population data structure

The object attributes for the Population class store information related to where the files are stored in
disk, and some statistics that are frequently consulted.

5.3 TE data structure

Besides the structure inherited from Bio: :Seq, which includes methods for setting and retrieving several
meta-data as the sequence string, header information, etc.

5.4 Meta-data format for Fasta sequences

We default to using sequences in Fasta format. To this end, we propose a protocol for inserting meta-data
into the Fasta header and a set of corresponding parser (writer) methods in order to retrieve (save) the
corresponding information.

>string:int:int:real

The first field (string) denotes the TE description. It can vary in size and can contain spaces. Usually it
comprises the whole Fasta header if a real sequence is used, as acquired from any genomic database, should
one such sequence be used.

The next two fields that contain integer numbers. The first is the site position in the chromosome, and the
second defines in which chromosome this particular TE is located. The total number of sites available
can be chosen by the user, and the default is 100 positions (from 0 to 99). There are always two
chromosomes (denoted by the numbers 0 and 1) since we are modelling sexual diploid populations.
The last field is a real number, in the interval [0, 1]. It describes the status score of activity for that TE,
where any non-zero value means the TE is active. Each new copy generated from this copy should have a
lower score, effectively reproducing a deactivation function for the TE family.
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160 APENDICE A. MANUSCRITOS DE ARTIGOS

A.2 Phylodynamics of Transposable Elements

A.2.1 Manuscrito principal

O manuscrito [I37] encontra-se em fase inicial de escrita, pois sua elaboragao foi in-
terrompida para reformulacao do desenho experimental. A metodologia deste serd re-
formulada para detalhar os experimentos seguindo o desenho experimental descrito nos
experimentos MG, A e B apresentados nesta tese.

A fim de ampliar o panorama de investigacao dos fenomenos envolvidos, serao feitas

as seguintes adigoes aos experimentos:

e Expansao do nimero de cendrios, para incluir outros (todos?) modelos ecoldgicos e

de transposicao;

Aumento do niimero de réplicas de cada cenério;

Aumento do nimero de arvores analisadas para cada cendrio;

Comparacao das topologias usando uma métrica de topologias, para estabelecer

estatisticas explanatorias sobre os fenomenos e estruturas;

Adaptacao da metodologia de filodinamica para sequéncias reais de TEs de Classe

IT presentes em mosquitos dos géneros Anopheles e Aedes.

A adaptagao da metodologia para uso com sequéncias de bases de dados bioldgicos
publicos consistira essencialmente em relaxar as hipéteses garantidas nos cenérios de si-
mulacao. Essas hipoteses simplificadoras incluem: existéncia de relégio molecular estrito,
modelo evolutivo Jukes-Cantor, prior da arvore aleatério ao invés de UPGMA. Ao invés
desses parametros, serao utilizados o relégio molecular relaxado log-normal, modelo evo-
lutivo a ser determinado empiricamente utilizando um programa como ModelTest [140]
ou ModelGenerator [147], e prior da drvore aleatéria (caso sejam rodadas vérias cadeias
independentes), ou NJ, caso as distancias evolutivas envolvidas sejam pequenas ou mo-
deradas.

Com uma introdugao mais detalhada, resultados sélidos de simulacao e filogenias con-
vincentes de TEs de bases de dados, consideramos que o trabalho podera ser submetido
para uma revista de impacto Qualis A. O periédico alvo nesse momento é o PLoS Com-

putational Biology.
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A.2.2 Material suplementar (SOM)

Para evitar excesso de descricao da metodologia no texto principal, os detalhes e
algumas escolhas de parametros serao incluidas em material suplementar, seguindo o
modelo do artigo de Struchiner et al (2009, [110]).

Detalhes e informagoes que satisfazem esse critério incluem:

e parametros de importancia secundaria que descrevem os cenarios de simulacao;
e parametros das andlises filogenéticas;

e parametros da reconstrucao demografica.
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Abstract

We propose a novel methodology for combining the inferrence of the
dynamics for both population genetics and molecular evolution of Trans-
posable Elements (TEs) based on sequence data. We simulate forward in
time an invasion process taking into consideration the inherent evolution
that occurs within several generations, and use phylodynamics techniques
to reconstruct the backwards process. Although we use techniques devel-
oped for virus sequence data against TE sequence data, we argue that to
do so some analogies must be made, but reasonable ones. We justify each
such analogy made.

Individual Based model — Agent Based Model — simulation — transposi-
tion dynamics — population genetics — wright-fished model — finite population
— infinite alleles model — infinite-sites model

1 Background

According to the World Health Organization (WHO), malaria is the vector-
borne infectious disease with greatest death toll, estimated to kill over 1 million
people worldwide each year[1]. In the absence of a vaccine, one of the propo-
sitions to eradicate malaria spread is by substitution of the vector population
of the mosquito of the genus Anopheles by a genetically modified (GM) vari-
ant that has a reduced competence in transmitting the pathogen. This can be
done by inserting a gene that codes an enzyme that breaks the plasmodium
cycle within the mosquito[2-4]. This in turn poses the question of how to push
this extraneous gene through the whole wild population, i.e., to effectively sub-
stitute the wild population for a variant refractory to the pathogen and thus
incompetent as a disease vector.

The creation of genetically modified insects (GMI) has become viable with
current technology [5—7]; the introduction of these subjects in the field, however,
is a whole other challenge. With major fitness disparity between laboratory
strain and their wild counterparts [7—12], it is unlikely that they would succeed
in colonizing a given region if it would depend only on the canonical mendelian
rules of genetics.

To deal with this difficulty it was proposed the use of Gene Drive Systems
that can optimize this fixation process[4] amplifying the number of copies of the



subject gene at each generation. One of the proposed mechanisms is the use of
active Transposable Elements (TEs) that could carry nested transgenes, which
we model in this work[3, 13-17].

Additional topics related to the substitution of a wild population include the
impact virulence [18] and evolution of resistance[19, 20].

1.1 Transposable Elements

Transposable elements are DNA segments that appear in several genomic sites
in a host. They occur in several sizes and structures, ranging from small seg-
ments flanked by inverted repeats that get copied whenever there’s an apropriate
enzyme, to autonomous virus-like elements that contain the necessary genes to
produce its own transposase or retrotransposase.

They are so common, in fact, that they have been observed in such quantities
corresponding to 40-50% of mammals genomes, and almost 90% in some plants
[21], and seem to be present inside every genome they have been looked for
so far [22]. This is why these elements previously thought to be junk DNA
have now been promoted to agents of evolutionary force [23-25]. A throughout
classification review of TEs is available in [26].

1.2 TEs as Gene Drive systems

Previous simulations indicate autonomous transposable elements should have
a too high transposition rate, lowering the overall fitness of the mosquito [11],
whereas the use of non-autonomous transposable elements should allow both
lower equilibria quantity and rate of transposition.

GMI should be as similar as possible to the indigenous species it is supposed
to replace, preferably with the only perceptible difference being the refractori-
ness to the disease pathogen. But genetic modification is known to lower the
overall fitness of mosquitos, as indicated in laboratory studies. In fact, most
TE invasions are believed to cause negative reproductive impact and/or induce
mutation in every species observed [7, 8, 10, 12, 27]. Even so, these elements
are now highly accepted as key agents in species’ evolutionary capacity, and
genome organization [21, 25, 28, 29].

1.3 Modeling by simulation

Since an analytical-driven framework consisting of only mathematical models,
considering all the nested agents and processes in play is impractical, the next
best thing is to model empirically by simulating all the players in the three
levels of biological organization.

To this end we employ an Individual-based Model (TRepid, to be published),
that represents independently each individual in the population, each TE per
chromosome and each TE’s sequence. This approach frees the researchers of
dealing with many models simultaneosly, while still providing a rich environment
for the representation of most simplistic models. Complexity can be added



gradually so simulation results can be compared hierachically with standard
statistics techniques.

Although the comparison of complex models with simple scenarios is not
always straightforward, we were still able to achieve the same level of qualitative
conclusions for TEs that typical phylodynamics analysis do for virus sequence
data.

1.4 Analogies to virus phylodynamics

One of the major goals of a phylodinamics analysis is to estimate the effective
number of the population (NN, ), which is an ubiquitous value in the Population
Genetics area and can be used to estimate the basic reproductive ratio (Rp),
which is similarly important in epidemiology.

There is a clear biological analogy between TEs and viruses (FIXME: insert
citation). The step that needs to be addressed is the usage of coalescence-based
techniques for TE sequence data. Which populations are being considered for
the dynamical system and ... (FIXME )?

Sequence data widely available in public sequence databases are being largely
overlooked for their potential and hidden information. We hope the evidence we
provide here will be compelling enough for future works to assess TE invasions in
either natural or laboratory cage populations will include phylodynamics tech-
niques in order to extract more information and knowledge from data (FIXME:
clarify).

FIXME: cite [30-32]
22]

2 Conclusions

We conducted several experiments to observe the simulated molecular evolution
of an invading TE family in a host population.

We observe that Master Gene simulations produce comb-like phylogenies, as
proposed by [33].

Further analysis of experiment A indicates the importance of a high trans-
position rate at the beginning of the invasion. Low transposition rates are not
sufficient to maintain TE presence in the population, even in the absence of a
fitness toll per element. Similar results were achieved by [11]. Observing 30
generations with a constant transposition rate of 1 new copy per reproductive
event rarely produces an invasion scenario as seen in Fig 1. This parameter set
gives a very low success rate in invasion, and is indistinguishable from random
fixation due to genetic drift.

On the other hand, while a single new TE copie per generation is not enough
for a transposition rate, experiment A2 shows that 5 new copies per gametogen-
esis accumulates enough copies in few generations to achive a successful invasion
(Fig 2). This is a simplistic transposition model, with no self-regulation and can



produce unrealistic quantities of TE copies per individual if enough generations
are permitted to pass.

2.1 Experiment A
2.2 Experiment B

Coalescent-based demographic inference indicate that the host population growth
or decrease may have a subtle but perceptive impact on the

We used TRepid (version XXX), to conduct several experiments. Each ex-
periment consisted of several parameter sets for simulations, and each parameter
set was run 5-10 times, in order to observe the frequency of the phenomena for
that set.

For the first experiments we used the simplest models available in the simu-
lator: a small constant population for the ecological model and constant trans-
position. For the molecular evolution component we used a model that doesn’t
take any particular premises about site-specific variability, so it’s regarded as
a jukes-Cantor model[34]. Each parameter set was run several times, and the
proportion of success rate of invasion is calculated

Each simulation experiment can stop at one of the following conditions: (a)
the proportion of the population that has at least one TE reaches 90% or more,
(b) the quantity of individuals that have TEs drops to zero, (c¢) the maximum
number of generations have passed.

3 Simulations

3.1 Experiment A

For experiment A we simulated a Master Gene (MG) amplification for a total
of 5 generations on a saturated logistic population. The Fj population was
entirely identical to a template, containing a single active TE. At each gener-
ation a single additional inactive TE was included per host, and no excision
was allowed. Template sequences for the active element are formed by aprox.
200 identical characters (sequence = TTTTT...), and since we're simulating a
Class I TE (retrotransposase-based TE [26]), the copy and paste transposition
method is used as follows. The original active copy is preserved during trans-
position (as oposed to the cut and paste method, assumed for Class II DNA
transposase-based TEs). Mutations are inserted at random in two events: in
the beginning of gametogenesis one mutation is introduced at transposition for
each new copy (and not for the original copy), and at the end of gametogenesis,
all existing copies receive an extra mutation to induce an aging pattern to be
observable afterwards in the phylogenetic tree. This means that at the end of
the gametogenesis, the active TE will have one random mutation, while the new
inactive TE will have two, and so on. New TE sequences are created with in-
formative headers that represent their creation history and age, and all headers



are updated to reflect current age (time is measured in terms of generations, or
simulation steps).

Since every mutation inserted is uniformly sampled along sites, and there is
no codon partition or any other intrisic structure for the sequences, a distance
based phylogenetic approach by definition should provide an adequate prior for
the tree topology (save for random substitutions on sites where there has been
a previous mutation, in which case the phylogenetic signal is diminished/lost).
A corolary of this construction is that the taza represented by these sequences
satisfy the molecular clock hipothesis. To test this hipothesis, we reconstructed a
Neighbor-Joining tree using Clustal W[35] and compared this to the tree created
with a Bayesian package (BEAST)[36], assuming the strict clock model and an
UPGMA tree as a tree prior, while co-estimating a non-parametric demographic
model using bayesian skyline.

3.2 Experiment B

For experiment B, we also simulate a Master Gene transposition model very
similar to experiment A, but this time we test it against several different host
population scenarios. For each ecological model we conducted a maximum of 100
generations of sexual diploid population, and with a linear transposition model
of constant growth, of 5 new copies per reproductive event. The ecological
models: constant population, exponential growth and exponential decay.

We will compare the inference for the demographic component using two
different inference approaches. The

“BEAST outputs a smooth estimate of the demographic func- tion using
the Bayesian skyline method [37], which does take the phylogenetic error into
account but requires that the amount of smoothing be fixed a priori. A related
method developed by [38] relaxes this requirement; however, this approach takes
the phylogeny tree as fixed and, unlike the Bayesian skyline plot, does not take
phylogenetic er- ror into account.”
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Figure 2: Experiment A - invasion
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Figure 3: Experiment A - comb-like Master Gene tree. The headers are ex-
planatory of the transposition history that originated the tree
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Figure 4: Experiment A - Demographic component
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Figure 6: Experiment B - Demographic component
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