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Kombinace dat riizného charakteru - interpretace nezdvislych datovych soubort na zdkladé zndmé
fylogeneze (zpravidla molekuldrni)

l. rekonstrukce ancestralnich stav( znak( [Mesquite, R]

Il. rekonstrukce ancestralnich tvar( na zakladé geometricko-morfometrickych (GM) dat
metodou maximalni parsimonie [tpsTree]

Il testovani fylogenetického signalu v datech, charakteru a rychlosti evoluce znakd -
odhady parametr( lambda, kappa a delta pomoci ML metod [R, BayesTraits] a
pomoci Bayesovské analyzy [BayesTraits]

L. Rekonstrukce ancestralnich stavli znakd v programech Mesquite a R - knihovna GEIGER

Pokud mame k dispozici fylogenezi studované skupiny (tj. fylogeneticky strom napf. na zakladé
molekuldrnich dat) a tabulku pozorovanych stavl znak( pro presné stejné jedince, ktefi jsou
zastoupeni ve fylogenezi, midzeme si pomoci rlznych metod a programi vypocitat/odhadnout
pravdépodobné stavy znak( ve vnitfnich uzlech fylogenetického stromu, tj. odhadnout, jak
pravdépodobné vypadal predek vybrané skupiny recentnich jedincl. Nékteré programy/skripty
umoziuji i praktickou vizualizaci zmén hodnot v ramci fylogeneze pomoci zabarveni jednotlivych
vétvi stromu.

NeZ zacneme s rekonstrukci ancestralnich stavli znakd, je dulezité si uvédomit:

- jaky fylogeneticky strom mamé k dispozici
0 plné rozliseny
O neuplné rozliSeny (tj strom s polytomiemi, neboli s nulovymi hodnotami délek
vétvi) — ty mohou byt pro nékteré metody rekonstrukce zdvaznym problémem
- jakého typu jsou data pozorovanych znaki
0 kvalitativni — binarni (0, 1) nebo vicestavova, tj. kategoricka (A, B, C, D,.. apod)
0 Kvantitativni — diskrétni (tj. nespojita, napt.: 1, 3, 5, 8, apod) nebo kontinualni (tj.
spojita, napf.: 1.23, 1.24., 3.28, apod)
- Jakou metodu chceme/muzZeme pouZit pro rekonstrukci daného typu znak
0 maximalni parsimonie — pro data kategorickd (tj. neusporadana kvalitativni) i
spojita kvantitativni
0 Maximum likelihood — v R kalitativni i kvantitativni, v Mesquite pouze kategoricka
data

Podle typu stromu a typu dat, které mame k dispozici si vybereme metodu pomoci které budeme
data analyzovat. Pokud je mozZné data analyzovat vice zpUsoby, vyzkousime vice zpUsob( a vysledky
porovname. Podobnost odhadu na zakladé rliznych metod muze slouZit jako mira vérohodnoti téchto
odhadu.



I.A Rekonstrukce diskrétnich a kontinudlnich proménnych pomoci metody maximalni parsimonie
v programu Mesquite
e programy:

0 Mesquite: http://mesquiteproject.org/mesquite/mesquite.html - Instalace a
spusténi — spusténi instalacniho souboru ,Mesquitelnstaller.exe” a nasledné
poklepdni na vytvofeny soubor ,,Mesquite”

e Zdrojova data:

0 Curcuma_1Cx.txt (pfip. Curcuma_2C.txt) — soubor s hodnotami monoploidni velikosti
genomu (1Cx) (ptip. s absolutnimi velikostmi genomu, tj. 2C) po logaritmické
transformaci pro 61 jedincl z rodu Curcuma

O best _tree figtree.tre (fylogeneze pro 61 jedincd uvedenych vsouboru
,Curcuma_1Cx.txt“; strom je sestrojen na zakladé molekularnich dat (ITS) metodou
Maximum likelihood)

e Nacteni fylogenetického stromu na zékladé kterého se budou rekonstruovat znaky:

0 Pomoci File = Open File otevieme prikladovy soubor “best_tree_figtree.tre”

0 Ve vzniklém ,projektu” pojmenovaném podle pravé otevieného souboru si miZzeme
prohlédnout, co bylo ze souboru vyuZito za informace — v levém panelu, v zaloice
,Untitled Block of Taxa” nalezneme seznam jedincl ve stromu sefazenych podle
bloku , TRANSLATE“. V zaloZice ,Trees from ,best tree figtree.tre”” klikneme na
piktogram stromu, ¢imz se zobrazi nas strom. Informace o projektu se zobrazuji v
samostatnych zalozkach, které se radi na listu pod hlavnim menu, mezi témi mizeme
preklikdvat nebo je pripadné vypinat kfizkem pravo nahore.

e Nacteni pozorovanych znak( pro dané jedince ve stromu

0 Vytvofime prazdnou matici pro import hodnot znakd pomoci Characters 2> New
Empty Matrix. Program se nds zepta, kolik znakdl budeme sledovat a jaky character
dat budeme chtit do matice vloZit — pokud pouzijete data z ptikladu, poklepejte na
“Continuous Data”. Pokud byste chtéli analyzovat data nespojita, zadate obdobné
“Standard Categorical Data” ¢i “Meristic data”. Nové vytvorend prazdna matice se
otevie v nové zdlozZce, pfipadné ji Ize otevfiti z levého panelu.

0 Hlavicky jednotlivych sloupcli matice milZeme pojmenovat podle znak(, které
budeme vkladat, poklepanim na prazdné misto pod nazvy sloupct ,1“, ,2“ atd. Podle
téchto nazvil se budeme lépe orientovat v dalSim postupu analyzy.

0 Do sloupce kjednotlivym jedincdm vloZime hodnoty znakd, napf. pomoci Ctr+C
zkopirujeme data z excelové tabulky, oznacime cely sloupec v Mesquitovské matici
poklepanim na zahlavi sloupce a pomoci Ctr+V vloZime. Pokud jsou hodnoty ve tvaru
desetinnych Cisel, je tfeba jako oddélovac pouzit desetinnou tecku.

e Vlastni rekonstrukce ancestralnich stavi znakl
0 Vratime se do zalozky s nactenym fylogenetickym stromem (napt. poklepanim na
odpovidajici zaloZku na horni listé)



0 Vhlavnim menu zvolime Analysis = Trace Character History. V okné ,Source of
characters to reconstruct”, které se zdhy objevi, vybereme z nabidky , Stored
Characters” a odklepneme ,0k“. V nasledujicim okné vybereme metodu pro
rekonstrukci ancesralnich hodnot, tj. ,Parsimony ancestral States” a odsouhlasime
,0k“. Tuto metodu lze pouzit jak pro kategoricka, tak pro kontinudlni data. Metodu
Maximum likelihood lze pouzit vtomto programu jen pro data kategoricka (pro
kontinudlni Ize zvolit jiny program, viz nize). Pokud mame vytvoreno vice matic (napf.
jednu pro data kategoricka a jinou pro data kontinualni), dalsi okno nas necha vybrat,
kterou matici chceme poufzit jako zdroj dat.

0 Pokud analyza probéhne spravné, zobrazi se zalozka s vyobrazenym stromem, jehoz
vétve jsou vybarveny dle odvozenych hodnot znaku. Barevné schema je definovdno
v legendé v levém dolnim rohu.

0 Konkrétni hodnoty znaku na poZadované vétvi ¢i v pozadovaném nodu Ize odeditat ve
spodni ¢asti legendy, pokud na danou vétev/nod najedeme mysi. Hodnoty lze téz
mozné nechat zobrazit pfimo na strom pomoci Trace = Trace Display Mode >
Label States.

0 Pokud jsme do matice vloZili vice sloupcd, tj. analyzujeme vice znakl zaroven, v horni
Casti legendy se Ize mezi pozorovanymi znaky pfesouvat pomoci Sipek vpravo a vievo.

0 Vysledny projekt je dobré ulozit.

0 Vysledeny strom je mozné vytisknout do pdf pomoci File 2 Print Tree To Fit Page.

I.B Rekonstrukce diskrétnich a kontinualnich proménnych pomoci metody maximum likelihood
v programu R, balik GEIGER.

programy:
0 R (http://www.r-project.org/)

Zdrojova data:

0 Curcuma_GS.csv — soubor s hodnotami monoploidni velikosti genomu (1Cx) a
absolutnimi velikostmi genomu (2C) pro 61 jedincl z rodu Curcuma, stejna data jako
pro analyzu v programu Mesquite, jen ve formatu *.csv

0 ITS_ML_curcuma.txt - fylogeneze pro 61 jedinci uvedenych v *.csv souboru — stejny
strom, jako pro analyzu v programu Mesquite, jen jinak pojmenovany.

Po spusténi R se pfemistime do vhodné pracovni slozky pomoci File 2 Change dir... a
pokracujeme psanim ptikazu viz nize.

library("geiger") # nacteni knihovny

data = read.csv("Curcuma_GS.csv") # nacteni souboru s hondnotami pozorovanych znaku
tree = read.nexus("ITS_ML_curcuma.txt") # nacteni souboru s fylogenezi v nexus formatu
data # pro kontrolu - vypsani dat ze souboru “Curcuma_GS.csv"

plot(tree)  # pro kontrolu — vykresleni fylogenetického stromu



treeStip.label # kontrola, zdali jsou labely stromu ve stejnem poradi jako vzorky v
*.csv souboru

gas_call = getAncStates(dataSX2C_value_log10, tree) # vypocet ancestralnich hodnot pro
prvni sloupec proménnych v *.csv souboru (tj. X2C_value_log10) za dané topologie stromu.

plot(tree, cex=0.4) # vykresleni stromu s upravenou velikodti pisma labell (cex)
nodelabels(round(10”gas_call, digits=2), adj = ¢c(1.0, -0.6), frame = "none", cex=0.4)

# vyneseni hodnot uloZenych v ,,gas_call” (tj. ancestralnich hodnot) na odpovidajici uzly
fylogenetického stromu. Vynesené hodnoty jsou v tomto ptripadé upravené ,gas_call“, tj.
jsou pouzity jako exponent Cisla 10 (107gas_call), nebot pro vypocet ancestralnich hodnot
slouzila jako vstupni data zlogaritmovana data 2C hodnot a pro zobrazeni redlnych méfitek
odvozenych hodnot 2C je tfeba odhady zpét prevést pomoci exponencialni funkce.

e Ziskany graficky vystup analyzy lze uloZit aktivaci grafického okna a pomoci File = Save as
ulozit napt. jako pdf apod.
e Obdobné Ize analyzovat kterykoli sloupec proménnych ve vstupnim *.csv souboru.

I.C Vizualizace evoluce znaku (alternativa k Mesquite + nadstavba pro R-geiger).
e programy:
0 Perl (Active-Perl) — instalace programu viz protokol k 1. lekci.
= v Perl PackageManager ddle nainstalovat tyto package:

e |O::File

e XML::DOM

e XML:Writer

e Sort::Array

e Math::Trig

e Graphics::ColorUtils
e SVG

0 TreeGradients (http://www.phycoweb.net/software/TreeGradients/index.html)

e zdrojova data (fylogeneze druhi krasivkového rodu Micrasterias):

0 Micrasterias_tree.txt—fylogeneticky strom ve formatu NEXUS
Micrasterias_tree.new— fylogeneticky strom ve formatu NEWICK
Micrasterias_data.txt —tabulka morfologickych dat
ace2tg.R — R skript na vytvoreni souboru pro TreeExtender
TreeExtender103.pl — Perl skript
TreeGradients103.pl — Perl skript
evoluce_znaku.R — zde pouzity R skript

O O 0O 0O OO

4



e Rekonstrukce ancestralnich stavli kontinudlni proménné (skript ,,evoluce_znaku.R)

# nacteni knihovny
library("geiger")
library("ape")
library("phytools")

# nacteni souboru s hondnotami pozorovanych znakii
my_data<-read.table("Micrasterias_data.txt")

# nacteni souboru s fylogenezi v nexus formatu
my_tree<-read.nexus("Micrasterias_tree.txt")

# kontrola shody jmen taxonl na stromé a v tabulce
name.check(my_tree, my_data)

# ANEBO: treedata(my_tree, my_data, sort=FALSE, warnings=TRUE)
# pro kontrolu — vykresleni fylogenetického stromu

plot(my_tree)

# extrakce analyzovaného znaku z nahrané tabulky
data<-my_dataSlength

# asociace extrahovaného znaku s nazvy taxont(
names(data)<-row.names(my_data)

# vypocet ancestrdlnich hodnot
ancmasses<-ace(data, my_tree, method="ML")

# extrakce ancestralnich hodnot a jejich zaokrouhleni na 2 desetinna mista
ancmass<-format(ancmassesSace, digits=2)

# vizualizace ancestralnich stavi
plot(my_tree)
nodelabels(ancmass, adj=c(1.1,-0.6), frame="none", cex=0.6)

# VYTVORENI SOUBORU PRO TREE EXTENDER
source("ace2tg.R")
ace2tg(ancmasses, my_tree, data, file = "output.txt")

e Vizualizace evoluce znaku (Perl)
0 generovani fylogenetického stromu s ancestralnimi hodnotami
0 v prikazovém radku:

perl TreeExtender103.pl -i Micrasterias_tree.new -o tree.xml -p list -f1 output.txt -vtcontinuous -
vnlength

= -ji=soubors fylogenetickym stromem ve formatu NEWICK
= -0 =je mozné definovat nazev generovaného souboru
= -p =definice typu souboru s ancestralnimi hodnotami
= -f1 =soubor ancestralnich hodnot, generovany v R
= -vt =typ mapovaného znaku (kontinudlni proménna)
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= -vn = definice jména mapovaného znaku
perl TreeGradients103.pl -t tree.xml -o length.svg -vnlength -gtroyg

= -t =nazev vstupniho souboru generovaného skriptem TreeExtender
= -0 =definice ndzvu vystupniho souboru
= -vn=jméno mapovaného znaku
= -gt =specifikace barevné skaly gradientu
e Linedrni gradienty:

O royg red-orange—yellow —green
rainbowred — orange — yellow — green — blue — violet
bly blue — yellow
blw blue — white
blg blue — green
bw black — white (shadesofgray)

©O O O 0O O

0 g[x-y] shadesofgray, fromdarkness x to darknessy
e Gradienty tfi barev:

0 byr blue - yellow - red

o gyr green - yellow - red

0 gby green - blue - yellow

o rgb red - green - blue

1l Rekonstrukce ancestralnich tvari na zakladé geometricko-morfometrickych (GM) dat
metodou maximalni parsimonie [tpsTree]

Pokud mame k dispozici, namisto klasickych kvalitativnich ¢i kvantitativnich znakd, informace o tvaru
néjakého organu ¢i celého organismu ziskané metodami geometrické morfometriky (napf. Thin-plate
spline, TPS), mlZeme i pro tato data odhadovat/rekonstruovat pravdépodobny tvar predkl
studované skupiny.

Zde se zamérime na data ziskana landmarkovymi metodami GM, konkrétné metodou TPS. Datovy
soubor popisujici vybrany tvar pro kazdého jedince miZzeme ziskat napf. zpracovanim hrubych dat
(obrazky tvar() v programech z baliku Tps (viz http://life.bio.sunysb.edu/morph/ a prfednasky J.
Neustupy, https://is.cuni.cz/studium/predmety/index.php?do=predmet&kod=MB120P27). Tento
soubor, jehoz format je oznaCovan jako *.TPS, zpravidla obsahuje koordinaty urcitého poctu

landmard pro kazdého jednice v souboru, viz pfiklad niZe (2 jedinci, 3 landmarky, 6 2D koordinat).

LM=3

353.00000 878.00000
501.00000 978.00000
480.00000 1038.00000

IMAGE=aeruginosa_71431



ID=1

LM=3

-0.012776 -0.136711
0.227299 -0.004281
0.228590 0.077969
IMAGE=parviflora 73223

1D=2

Nebot tato data jsou pomérné specificka, pro jejich analyzu se vétSinou pouzivaji GM-specifické
programy. Pro rekonstrukci ancestrdlnich tvar( na zakladé pozorovanych recentnich tvari a znamé
fylogeneze mlzeme pouZit jeden z programl vySe zminéného baliku Tps — TpsTree. Alternativnim
programem je pak Morpol (http://www.flywings.org.uk/Morphol_page.htm), ktery umozriuje kromé
rekonstrukce ancestralnich tvar(i i mapovani fylogeneze na tvaroprostor (tj. PCA na zakladé GM dat),
¢i testovani fylogenetického signdlu v GM datech (viz nékdy pristé, nebo odpovidajici webové
stranky).

e programy:
0 TpsTree: http://life.bio.sunysb.edu/morph/

e zdrojové soubory:

0 Celek_populacni_prumery_ITS.TPS (soubor koordinat 28 landmark( urcujicich tvar
tyCinek 57 jedincl z rodu Curcuma)

0 NlJ.nex (molekularni fylogeneze na zakladé sekvenci ITS — NJ strom v nexus formatu,
jedinci musi byt v bloku ,, TRANSLATE” usporadani ve stejném poradi jako v souboru
* TPS!)

e Program spustime poklepanim na ikonku TpsTree

e Vsekci ,Input” poklepeme na tlacitko , Data” a vybereme vstupni soubor ve formatu *.TPS.
Dale poklepeme na tlacitko ,Additive tree” a vybereme soubor ,NJ.nex”, tj. soubor
s fylogenetickym stromem.

e Vsekci ,,Compute” poklepeme na tlacitko ,,Consensus”, ¢cimz vypocteme konsensudlni tvar ze
vsech tvar(l v souboru *.TPS, jakoZ i odchylky jednotlivych tvar(i od tohoto consensualniho
tvaru. Tento krok zahrnuje i superimpozici viech tvar( (tj. odfiltrovani vlivd rizného umisténi,
velikosti a Uhlu postaveni objektll). Vysledek této analyzy lze zobrazit pomoci tlacitka
,Consensus” v sekci ,Display” v pravém hornim rohu okna. V zdloice ,Options” v nové
otevieném okné zobrazujicim konsensualni tvar lze zaskrtnutim ,points” a ,,vectors” zobrazit
vSechny analyzované landmarky a jejich odchylky od odpovidajicih ,,prdmérnych” landmarkd.

e Ddle v sekci ,,Compute” poklepeme na tlacitko ,Fit“, ¢imzZ se pfifadi tvary jednotlivych jedinct
(po Upraveé superimpozici) k odpovidajicim terminalnim vétvim fylogenetického stromu a
vypoctou se téz teoretické tvary v jakémkoli misté na stromu od terminalnich vétvi az ke
kofenu. Pro zobrazeni vysledku poklepeme na tlacitko , Tree” v sekci , Display” a otevie se
nové okno svyobrazenym fylogenetickym stromem. Pfi poklepani na ikonu fotoaparatu
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vlevo nahofe, zobrazi se tzv. deformacni mftizka zobrazujici tvar objektu v daném nodu
fylogeneze a jeho odchylku od konsensudlniho tvaru (odchylka je zobrazena jak vektory u
jednotlivych landmarkt, tak i deformaci mtizky). Prfetdhnutim cerveného kolecka ve
fylogenetickém stromu (defaultné je umisténo u korene stromu) na jakékoli misto fylogeneze
zobrazite odpovidajici tvar objektu v jeho deformacni mfizce.

e Rekonstruované tvary objektl Ize uloZit pomoci File> Svae plot, nebo Print plot. Pokud je
zahodno odstranit deformacni mftizku ¢i vektory zobrazujici zménu vici konsensualnimu
tvaru, lze pouZit zalozku “Options” a odskrtnout “Grid” ¢i odSkrtnout “Arrow” v nabidce
“Options - Reference”.

1. Odhady parametri lambda, kappa a delta — testovani fylogenet. signdlu v datech,
charakteru a rychlosti evoluce — pomoci Maximum likelihood metod [R, BayesTraits]

Pro testovani charakteru evoluce kvalitativnich i kvantitativnich znakd na zadkladé znamé fylogeneze
se Casto vyuZiva odhadu trech parametr( a jejich nasledné porovnavani s jejich limitnimi hodnotami,
které charakterizuji urcité hrani¢ni charakteristiky vyvoje znaku. Testovanim signifikance rozdilu mezi
odhadnutou hodnotou a limitnimi hodnotami se pak usuzuje na pravdépodobny charakter evoluce
studovaného znaku pti dané fylogenezi (viz prednaska a tam zminéna literatura).

- Lambda A — Parametr lambda se vyuZiva k testovani pfitomnosti fylogenetického signalu
v porovnavaném datasetu na zdkladé ,,znamé"“ fylogeneze. Nabyva hodnot 0-1, kdy A =0
odpovida absenci phylogenetického signdlu v pozorovanych datech, tj. fylogeneze na
zakladé takovychto dat by byla hvézdicovita (nerozlisend). Pokud je A signifikantné > 0,
znadi to, Ze je v datech pozorovatelny urcity fylogeneticky signal, tzn., Ze pokud bychom
rekonstruovali fylogenezi na zakladé téchto dat, ziskali bychom topologii podobnou
fylogenetickému stromu, ktery pouzivame jako vychozi hypotézu.

- Kappa k — Parametr kappa slouzi ke skalovani délek vétvi. Na zékladé odhadu tohoto
parametru miZeme usuzovat, zda je vyvoj znaku nezavisly na délce vétvi, tj. jeho evoluce
je tzv. punktualisticka (skokova), nebo zda-li delsi vétve odrazi vyraznéjsi vyvoj znaku (tzv.
gradualismus). Kappa nabyva hodnot 0-1. Hodnota k = 0 odpovida evoluci znaku
nezavislému na délce vétvi fylogeneze, k < 1 odpovida tendencim ke zkracovani delSich
vétvi vice nez kratSich a tedy tzv. punktualistické mu modu evoluce. Naopak k = 1
odpovida tendencim prodluzovat delsi vétve vice nez kratsi, coz naznacuje, Ze delsi vétve
vice pfispivaji k evoluci daného znaku.

- Delta 6 — parametr delta skaluje celkovou délku cesty od terminalnich vétvi po kofen stromu
a slouZzi k posouzeni rychlosti evoluce znaku v porovnani s podkladovou fylogenezi . Na
zakladé tohoto parametru posuzujeme, zda-li evoluce znaku spiSe akcelerovala nebo se
zpomalovala v pribéhu c¢asu. Delta nabyva hodnot od 0 do oo, kdy 8 = 0 neni definovano.
8 < 1indikuje, Ze kratsi cesty (Casné faze evoluce) prispivaji neptimérené vice k evoluci
znaku — tj. indikuji adaptivni radiaci: rychlé zmény na pocatku evoluce skupiny a nasledné
zpomaleni zmén mezi blizce pfibuznymi druhy. & = 1 odpovida situaci, kdy rychlost
evoluce znaku odpovida délce vétvi ,,podkladové” fylogeneze .6 > 1 naopak indikuje, Ze
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delsi cesta od kofenu k termindlnim vétvim pfispiva vice k evoluci znaku — tj. evoluce
znaku akceleruje v pribéhu ¢asu a dochazi druhové specifické adaptaci.

Jednotlivé parametry mizeme odhadnout pomoci metody Maximum likelihood (programy R —
knihovny Ape, Caper, Geiger — a BayesTraits) nebo bayesovskou analyzou (poze program
BayesTraits). Vyhodou odhadl pomoci ML je rychlost analyzy (nékolik sekund). Vyhodou
bayesovskych odhadi je moznost odhadovat parametry i na zakladé vétSiho mnozstvi stromd a tim
zahrnout do analyz i jistou miru nejistoty, pokud neni jasné, ktera fylogenetickd hypotéza je
,hejlepsi“.

Abychom mohli spravné interpretovat odhadnutou hodnotu danych parametrd, je tfeba porovnat
hodnoty vérohodnosti odhadu (tj hodnoty likelihood) a hodnoty vérohodnosti parametr( v krajnich
hodnotach (tj. napf. porovnat likelihood pro A = 1 a pro A = odhad). Hodnoty vérohodnosti se
porovnavaji vétsinou pomoci tzv. Likelihood ratio testu, ktery mizZe byt soucasti skriptu pro odhady
parametrl (napf. v knihovné Geiger) nebo si ho miZzemespocist pomoci excelové tabulky apod.

lIl.A Odhad parametri lambda pro spojita data v programu R - knihovna Geiger
e programy:
0 R (http://www.r-project.org/)

e Zdrojova data:

0 Alpinoideae_log2C.txt (soubor s hodnotami absolutni velikosti genomu, tj.2C, po
logaritmické transformaci pro 95 jedinct z rznych rodd podceledi Alpinioideae)

0 ITS_matK_ML_rooted.nex (fylogeneticky strom pro stejné jedince, jako ve vyse
uvedeném souboru; ML strom na zakladé molekularnich dat v newick formatu - tj.
nazvy jedinct shodné s nazvy v txt souboru jsou uvedeny pfimo v zavorkovém
formatu stromu)

e Odhad parametru lambda A

library("geiger") # nacteni knihovny

alpdata <- read.table("Alpinoideae_log2C.txt",sep = "\t", header = TRUE) # nacteni
souboru s hondnotami pozorovanych znaku

alptree <- read.tree("ITS_matK_ML_rooted.nex") # nacteni fylogenetického stromu
---------- Vypocet hodnot likelihood pro modely kdy A = odhad, A=0a A = 1-------------------

lambda_GL_ML<-fitContinuous(phy= alptree, data =
(alpdata$x2C_value_log10),data.names = alpdataSZ_FCM_genus_species,model =
"lambda") # odhad parametru lambda

lambda_GL ML # vytisténi vysledku analyzy, viz nize

STraitl

STrait1SInl < likelihood odhadu lambda
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[1] -10352386072
STraitlSbeta

[1] 1e-08

STraitl$lambda < odhad parametru lambda

[1] 0.9977149

STrait1Saic

alptree_LO<-lambdaTree(alptree, lambda = 0) # simulace stromu, kdy lambda =0
plot(alptree_LO)#note this is now a star phylogeny # vytisténi stromu pfilambda =0
alptree_Ll1<-lambdaTree(alptree, lambda = 1) # simulace stromu, kdy lambda =1
plot(alptree_L1) # vytisténi stromu ptilambda =1

lambda_GL_LO<-fitContinuous(phy = alptree_LO, data =
(alpdata$x2C_value_log10),data.names = alpdata$Z_FCM_genus_species, model = "BM")

# vypocet hodnoty likelihood pro model, kdy lambda =0
lambda_GL LO  # vytiSténi vysledku analyzy, viz nize

STraitl

STrait1SInl < likelihood modelu p¥i lambda = 0

[1] 19.6496

STraitlSbeta

lambda_GL_L1<-fitContinuous(phy = alptree_L1, data =
(alpdataSX2C_value_log10),data.names = alpdata$Z_FCM_genus_species, model = "BM")

# vypocet hodnoty likelihood pro model, kdy lambda =1

------------ Vypocty Likelihood Ratio Testi
LLRO <- -2*(lambda_GL_LOSTrait1SInl - lambda_GL_MLSTrait1SInl)

# testovani hypotézy, zda odhad lambda je signifikantné odlisny of 0
pchisq(LLRO, df=1,lower.tail = FALSE)

# test significance pro LLRO — vysledkem je p-hodnota pro zamitnuti nulové hypotézy
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LLR1 <- -2*(lambda_GL_L1STrait1SInl - lambda_GL_MLSTrait1SInl)
pchisq(LLR1, df=1,lower.tail = FALSE)

I Nékde vyse je ale asi chyba, protoZe oba LRT vychazi s p=1. Kdo ji najde dostane * :}

Odhad delta a kappa - podobné jako u lambda, viz materialy v digitalni formé a

Alternativni skripty pro vypocet parametri pomoci knihoven ,,caper” a ,,ape” také
v digitalni formé

111.B Odhad parametrt lambda pro spojita data v programu BayesTraits

e programy:
0 BayesTraits (http://www.evolution.rdg.ac.uk/BayesTraits.html)
0 Tracer (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/tracer/)

e Zdrojova data:

0 Alpinoideae_log2C.txt (soubor s hodnotami absolutni velikosti genomu, tj.2C, po
logaritmické transformaci pro 95 jedinct z rGznych rodd podceledi Alpinioideae)

0 ITS_matK_ML_rooted.trees(fylogeneticky strom pro stejné jedince, jako ve vyse
uvedeném souboru; ML strom na zakladé molekularnich dat v nexus formatu —
nazvy jedinct v bloku ,,TRANSLATE” ve stejném pofradi jako v txt souboru)

e Program spustime pomoci prikazové fadky, nejjednodusseji z pracovni slozky
v TotalCommanderu zadanim prikazu ,,BayesTraits.exe” nasledovanym nazvem souboru
s fylogenezi (mél by mit pfiponu *,trees)a nazvem souboru s pozorovanymi daty (mél by mit
priponu *.txt). Napf.

BayesTraits.exe ITS _matK_rooted.trees Alpinoideae_log2C.txt

e Otevre se okno s dalsi nabidkou — protoze mame spojita data, vybirdme mezi 4 a 5. Jedna se
o rizné modely evoluce — A je jednodussi neZ B — a v idedlnim pripadé by se mély otestovat
oba, a nasledné pomoci LRT testu rozhodnout, jestli B je signifikantné lepsi nez A. Poté vybrat
vhodnéjsi model pro data a zbytek analyz a odhad( provadét za predpokladu tohoto modelu.
Pro zjednoduseni zvolim model A, tj. zvolime moZnost ¢.4.

e V dalsi nabidce zvolime metodu odhadu parametru. Pomoci ML jsme odhadovali parametry
jiz vyse, ale neni na Skodu si odhady zkusit i vtomto programu a porovnat s odhady na
zakladé skriptu vySe. Zejména jsou-li hodnoty odhadu jakkoli podezrelé. Nyni ale zvolime
metodu MCMC, tj bayesovskou analyzu, tj. €. 2.
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e V dalsi nabidce si prohlédneme defaultni nastaveni pro MCMC analyzu (napt. pocet iteraci,
nastaveni burn-in faze apod..). VSe mGzeme zatim nechat v plvodnim nastaveni, jen
zménime nastaveni pro lambda, nebot tento parametr chceme odhadnout. Napiseme tedy
prikaz

Lambda
a nasledné
info

e Zobrazi se aktualizované nastaveni analyzy, kdy u lambda je misto ,Not in use” nastaveno
,Estimate”. Pokud se odhaduje jeden parametr, ostatni by méli zlstat v necinnosti (viz
manudl k BayesTraits).

e Analyzu spustime pomoci pfikazu

Run

e V pracovni sloZce se zahy objevi log file do kterého se zaznamenavaji vysledky analyzy. Po
skonceni analyzy tento soubor otevieme, smazeme prvnich 25 fadkd, ponechame hlavicky
odhadovanych parametr( (tj I teration, Tree No, Lh, Hmean, Alpha Trait
1, Trait 1 Var, Lambda, Acceptance)a soubor uloZime pod jinym jménem —
napt. ,MCMC_lambda_estimate_tracer.txt”

e Upraveny log file miZzeme otevrit v programu Tracer, kde si mizeme zobrazit

0 rozloZzeni odhadl pro lambda

0 hodnotu likelihood daného modelu,

0 95% interval spolehlivosti odhadovanych parametrd
0 Apod..

e Analyzu v BayesTraits zopakujeme pro lambda = 0 a lambda=1 (misto prikazu lambda
v nastaveni analyzy pouzijeme pfikaz lambda O, pfip. lambda 1), jinak je postup
obdobny. Cilem je ziskat hodnotu likelihood pro oba alternativni modely.

e Nasledné otestujeme, ktery model je pro nase data nejvhodnéjsi a to pomoci Likelihood Ratio
testu, dle rovnice

LR = -2In*(likelihood HO/likelihood H1)

e Likelihood ratio statistika ma pfiblizné X* rozloZeni s poétem stupfiti volnosti rovnym rozdilu
v poCtu parametr( které Ize nastavit v pro jednotlivé modely (HO - nenastavujeme nic, H1 -
nastavujeme lambda, tj. rozdil je 1). Proto mlZepouZit hodnotu LR a pocet stupnl volnosti
jako vstupni data pro vypocet statistiky X? a jeji hodnotu p, na zdkladé které se rozhodneme,
zda zamitnout ¢i pfijmout nulovou hypotézu. Prakticky nastroj pro vypocet této statistiky je
dostupny na webu:

http://www.fourmilab.ch/rpkp/experiments/analysis/chiCalc.html

nebo miZeme statistiku vypocitat v R
pchisq(LLR1, df=1,lower.tail = FALSE)

Dalsi praktické rady pro analyzy v BayesTraits nebo pro odhady parametrl lamdda, kappa a delta
naleznete napft. na strankach
http://www.anthrotree.info/wiki/pages/s169r4g/5.3.html
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