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Avaliac¢ao da reconstrucao de caractere em ancestral comum e estimacao
de correlacoes pelo modelo filogenético de variavel latente
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Resumo: O estudo de correlagdes entre varidveis fenotipicas ao longo da evolugdo € um dos problemas
centrais da biologia evolutiva. O modelo filogenético de varidvel latente (Cybis et al. 2015) é uma opcdo
para a estimacdo de tais correlagdes no contexto das filogenias bayesianas. O modelo permite a estimagdo
simultinea de correlacdes entre varidveis continuas, discretas ordenadas e discretas sem ordenamento,
controlando para a histéria evolutiva compartilhada das amostras. Neste trabalho nds realizamos uma
aplicacdo do modelo a um conjunto de dados de morcegos, que contem uma variavel continua e uma
discreta ndo ordenada, na qual estimamos a correlagdo evolutiva entre as varidveis e reconstruimos o
valor dessas varidveis no ancestral comum a todas as espécies em estudo. Como nos modelos ordenados
a aplicacdo do modelo depende da escolha de um estado de referéncia, nés realizamos uma anélise de
sensibilidade, verificando que em geral estas estimativas sio robustas a escolha do referencial.
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1 Introducio

O estudo das interagdes entre genotipos e fendtipos € um dos grandes focos da biologia evolutiva,
com aplicacdes nas mais diversas dreas. Nesse contexto, uma questdo de interesse € a estimagdo de
correlagdes nos processos evolutivos de tracos fenotdpicos. Entretanto, para adequadamente estimar
essas correlacdes, devemos separd-las das correlagdes induzidas pela histdria evolutiva compartilhada
entre os individuos, que pode ser inferida a partir de dados genéticos. O modelo filogenético de varidvel
latente (Cybis et al 2015) mostra-se como uma op¢ao para estas andlises, jd que pode ser usado para
estimar correlacdes entre diferentes tipos de dados fenotipicos, enquanto controla para a histdria evolutiva

compartilhada dos individuos ou espécies em estudo.
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A separacdo de correlagdes inerentes aos processos de evolugdo dos fenétipos daquelas geradas pela
histéria evolutiva € importante para a identificacdo de dois fendmenos de interesse bioldgico: ligacdo
génica e selecdo natural. O estudo da evolucdo da resisténcia bacteriana a diferentes antibidticos é um
exemplo de problema de interesse epidemiolégico em que correlagdes na evolugdo de fendtipos sdo
um indicio de ligacdo génica. De modo similar, pressdes seletivas entre caracteristicas com hdbitos
alimentares e tracos morfolégicos em grupos de mamiferos também podem ser estudadas por meio de
correlagdes evolutivas.

Até onde temos conhecimento, o modelo filogenético de varidvel latente € o inico modelo proposto
que permite estimar correlacdes evolutivas entre tragos continuos, discretos bindrios e discretos com mul-
tiplos estados ordenados ou ndo. Além disso, a metodologia de inferéncia bayesiana associada ao modelo
e implementada na plataforma BEAST (software de inferéncia bayesiana para filogenias - Drumond et
al. 2007) permite que estas correlacdes sejam estimadas, mesmo quando ndo se conhece a histéria evo-
Iutiva de modo preciso, fazendo uso direto de sequéncias de DNA. Adicionalmente, quando se considera
o histérico de andlises de correlagdes no contexto filogenético, nossa metodologia permite a anélise de
conjuntos de dados relativamente grandes.

Neste trabalho realizaremos a andlise de um conjunto de dados de morcegos, disponibilizado por
colaboradores (dados ainda ndo publicados), com o objetivo de estudar a correlacdo evolutiva entre o
nimero de dentes e hdbito alimentar destas espécies. Além disso, estimamos os valores dessa caracte-
ristica no ancestral comum do grupo de morcegos. Como a realizagdo desta analise envolve algumas
escolhas de referencial de pardmetros, realizamos uma pequena analise de sensibilidade para verificar o

efeito destas escolhas sobre a estimacao.

2 Metodologia

Modelo Filogenético de Variavel Latente

Representamos a histéria evolutiva de um conjunto de N individuos por meio de um grafo aciclico
denominado arvore filogenética F' (ou filogenia). A arvore conta com N nds externos (vértices de grau
1), que representam os individuos da amostra no tempo presente, e uma raiz (vértice de grau 2), que
representa o mais recente ancestral comum aos N individuos da amostra € 0 momento mais antigo no
tempo representado na drvore. Além disso, hd N — 2 nds internos (vértices de grau 3), que representam
bifurcagdes evolutivas causadas pela separacdo de linhagens. O comprimento da arestas ligando esses nds
representa a quantidade de tempo evolutivo até a ocorréncia de uma bifurcagdo. A evolugdo das varidveis
fenotipicas é modelada por um processo estocdstico que inicia na raiz da arvore e evolui ao longo das

arestas até os nds externos, onde o valor das variaveis nos N individuos da amostra é determinado. A
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Figura 1: Exemplo de drvore filogenética com N = 5.

Figura 1 apresenta um exemplo de filogenia.

O modelo filogenético de varidvel latente descreve a evolugdo de uma varidvel latente X continua,
nao observavel, ao longo da 4rvore filogenética F', e a de uma varidvel de interesse observavel Y. A
evolucdo temporal da varidvel latente X segue um modelo de movimento browniano ao longo da filoge-
nia. Ao final do processo, o valor da varidvel Y € determinado a partir de X por meio de uma funcdo
de liga¢do ¢g(X). Quando a varidvel Y € bindria, por exemplo, seu valor é determinado pela posi¢do
de X em relagdo a um limiar, e quando Y € continua temos Y = X. No caso de Y multivariado, cada
componente de Y é determinada por mais de uma componente de X. A matriz de precisio ¥ ~! do movi-
mento browniano multivariado que descreve a evolugdo de X € utilizada como um proxy para estimar a
correlagdo evolutiva entre as varidveis componentes de Y. Este modelo foi inspirado pelo modelo limiar
filogenético (Felsenstein 2005).

Para calcular a funcdo de verossimilhanga para esse modelo, consideramos uma extensdo dos dados
de modo que Z = (Y,X), em que Y = (Yp,...,Yn) s@o os valores da varidvel D-dimensional de

interesse Y observados nos N nés externos da filogenia (amostra), e X = (Xj, ..., X ) sdo os valores
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da varidvel latente D-dimensional X nos mesmos nds. O movimento browniano ao longo da arvore F'
que descreve a evolugdo de X € um processo ja bem explorado na literatura (Felsenstein, 1988), e sua
densidade P(X|X 1, F) pode ser calculada por meio de um algoritmo iterativo que computa uma série

de convolugdes de distribuicdes normais D-variadas ao longo das arestas de F'. Desse modo, temos

P(X,Y|F,x7!) = P(X|F, Y P(Y|X).

No caso de varidveis Y bindrias, definimos P(X|Y") como

N D
PY|X) = H H (Yi; = DI(z; > 0) + L(yi; = 0)I(2;; < 0)),

em que I(A) é a funcdo indicadora de A, e x; ; e y; j sdo a j-ésima componente das respectivas varidveis
no né ¢. Ou seja, em cada coordenada, temos Y = 1 se a variavel latente é maior do que zero,e Y = 0
caso contrario.

Quando Y € continuo, tomamos Y = X, fixando o valor da varidvel latente nos nds externos. Ja
quando Y € uma varidvel categérica com k estados ndo ordenados, entdo a uma entrada de Y corres-

pondem k — 1 varidveis latentes em X. O valor observado y; ; na componente j da observacdo 7 é

determinado pela maior das varidveis latentes correspondentes {x; j/, - - - ; j+k—2} de modo que a fun-
¢do link € dada por
s1ose  0=sup(0,25, o jyp—2)
Yig = 9(@ijr, - Tijiph—2) =
sp se wiy = sup(0, s, Tijyk—2),

em que, sem perda de generalidade, tomamos o primeiro estado s; como o estado de referéncia. Neste

caso

YlX = H H y%] xi,j’a N xi7j’+k:—2)) .

Também podemos naturalmente considerar a extensdo em que alguns componentes de Y sdo discretos e
outros continuos.
Inferéncia nesse modelo € feita em uma perspetiva Bayesiana, de modo que calculamos a distribui¢do

a posteriori como

P(2|X,Y,F) x P(X,Y|F,2"YP(X) = P(Y|X)P(X|F, 2 HP(%),

em que utilizamos a distribuicdo Whishart para distribui¢éo a priori P(X). Para fazer inferéncia baseada

nesse modelo utilizamos um algoritimo de MCMC.
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Para estimara o valor da varidvel de interesse Y no ancestral comum (raiz da filogenia), considera-
mos a extensdo Z* = (Y,X*), em que X* = (Xj, ..., Xony—1) s@o os valores da varidvel latente D-
dimensional X em todos os nés da drvore. O algoritmo de MCMC ¢ utilizado para obter a distribuicdo
a posteriori de Xon_1, € a funcdo de ligagdo g(X) € utilizada para recuperar os valores correspondentes

deY.

3 Resultados

Aplicacao

Consideramos um conjunto de dados de 41 diferentes espécies de morcegos cedido por colaboradores
(dados ainda ndo publicados). Os dados consistem de uma arvore filogenética que relaciona as espécies
e, para cada espécie, informacdes sobre o nimero de dentes, variando entre 20 e 36. Além disso temos
dados sobre os hdbitos alimentares das espécies, divididos em k=6 categorias frugivoro (11 espécies),
insetivoro (10), onivoro (6), carnivoro (3), nectarivoro (10) e hematdéfago (3). Como ndo ha ordenamento
inerente entre estas categorias, empregamos k — 1 = 5 dimensdes da varidvel latente X para determinar
o hdbito alimentar e uma para modelar o nimero de dentes. Consideramos o habito frugivoro como o
referencial, e realizamos a andlise no BEAST para estimacdo de correlagdes e reconstrugéo da raiz.

Tomamos como critério de significAncia para uma correlagdo que o seu intervalo de credibilidade
95% (IC) nio inclua o zero. Isto é equivalente a probabilidade a posteriori de a covariancia ser positiva
(sig) ser superior a 0.975 ou inferior a 0.025. Apenas duas das entradas da matriz 3 foram consideradas
significativas, as respectivas estimativas para a correlacdo e valor de sig estdo apresentados na primeira
linha da Tabela 1. Na reconstru¢@o do nimero de dentes no ancestral comum, a média a posteriori foi 32.5
com IC de [29.8; 34.3]. Ja o habito alimentar estimado para o ancestral comum, com uma probabilidade
a posteriori de 0.765, foi insetivoro.

A Figura 2 apresenta a reconstru¢do do nimero de dentes, estimada pela média da distribui¢do a
posteriori, e do habito alimentar, segundo o estado com maior probabilidade a posteriori, em toda a arvore
filogenética destas espécies. Notamos que embora boa parte da evolucdo destas espécies provavelmente
tenha ocorrido no estado frugivoro, ha alta probabilidade a posteriori que o ancestral comum (raiz no

centro da figura) seja insetivoro.

Analise de Sensibilidade

Notamos que o modelo de varidvel latente, no caso de varidveis com multiplos estados nédo orde-
nados ndo ¢ perfeitamente simétrico em rela¢do a todos os estados. O estado de referéncia tem uma

probabilidade a priori superior aos outros estados quando k = 6. Além disso, a interpretacio de corre-
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Figura 2: Reconstrug@o de hébito alimentar (representados por cores) e nimero de dentes (representados
por numeros na figura) sobre a drvore filogenética para as 41 espécies de morcego consideradas.

Tabela 1: Correlagdes relevantes entre os habitos alimentares e o nimero de dentes

Dentes x Insetivoro  Dentes x Hemat6fago

Cor Sig Cor Sig
Frugivoro  0.461 0.979 —0.501 0.007
Insetivoro Referéncia —0.575 0.002
Onivoro 0.476 0.960 —0.578 0.145
Nectarivoro  0.471 0.964 —0.548 0.012

Hematéfago 0.533 0.994 Referéncia
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Tabela 2: Estimacdo do nimero de dentes e do hédbito alimentar dos morcegos no ancestral comum
situado na raiz da filogenia.

Dentes Habito Alimentar
Probabilidade a Posteriori

Referéncia Média MAP MAP Frugivoro  Insetivoro  Onivoro  Carnivoro  Nectarivoro = Hematéfago
Frugivoro 32502  31.403 Frugivoro 0.122 0.765 0.055 0.012 0.044 0.001
Insetivoro 32476  30.673 Frugivoro 0.053 0.837 0.039 0.014 0.051 0.006
Onivoro 32.413  32.059 Insetivoro 0.062 0.759 0.123 0.009 0.043 0.003
Carnivoro 32505 32737 Insetivoro 0.060 0.794 0.057 0.032 0.053 0.003
Nectarivoro | 32.449  31.935 | Nectarivoro 0.044 0.757 0.057 0.012 0.125 0.004
Hematéfago | 32.473  33.529 Insetivoro 0.059 0.821 0.050 0.016 0.039 0.014

lagdes para este estado € indireta. Assim, buscamos responder a seguinte questdo: A escolha do estado
de referéncia afeta a estimacdo? Para tanto, repetimos a andlise deste conjunto de dados considerando
os outros estados como referenciais. A Tabela 1 apresenta as estimativas de correlacdes significativas na
andlise original, considerando os diferentes estados como referencial. A tabela apresenta as estimativas a
posteriori para a correlacio (cor) e o valor de sig. Notamos que tanto as estimativas de correlacdo quanto
os valores de sig em geral sdo consistentes para os diferentes modelos. Uma excecdo € a estimativa da
correlagdo entre dentes e insetivoro quando o estado de referéncia é hematéfago. Em todos os outros mo-
delos, hd correlagdo importante entre dentes e hematéfago. Como neste caso ndo ha uma varidvel latente
especifica ligada ao estado hematéfago, o efeito desta correlagdo neste modelo acaba sendo manifestado
em todos os outros estados.

Ja a Tabela 2 apresenta as reconstrucdes para a raiz da filogenia em cada um destes casos. Para o
nimero de dentes, apresentamos dois métodos de estimacao a média a posteriori (Média) e o mdximo a
posteriori (MAP). Notamos que as estimativas pela média sdo muito mais consistentes considerando os
diferentes referenciais. Para o habito alimentar, apresentamos as estimativas por MAP e considerando a
probabilidade a posteriori de cada estado. Pelo método do MAP, notamos variagio na estimativa para a
riz. Ja quando a probabilidade a posteriori € considerada, concluimos que o estado da raiz € insetivoro
com probabilidade superior a 0.7 para todos os referenciais. Assim, observamos que o método MAP
parece ndo ser robusto para este tipo de estimag@o. Para os outros métodos, notamos que a escolha do

estado de referéncia tem pouquissimo efeito sobre a estimacao da raiz.

4 Conclusoes

Neste trabalho utilizamos a andlise de um conjunto de dados de morcegos para verificar o compor-
tamento da estimacdo das correlacdes evolutivas e reconstrucdo de caractere ancestral com o modelo
filogenético de varidvel latente. Ao realizar a andlise de dados considerando diferentes estados de re-
feréncia para a varidvel com miiltiplos estados ndo ordenados, percebemos que tanto as estimacdes de

correlagdes quanto as do valor da varidvel na raiz aparentam ser robustas a escolha do referencial. Este
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€ um resultado importante pois destaca a confianga das estimativas obtidas, independente da escolha de

estado de referéncia, que frequentemente € feita de forma arbitréria.
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