Pokroéilé metody hodnoceni sekvenci DNA a multilokusovych dat

6. Kombinace dat riuzného charakteru a interpretace
nezavislych datovych souboru na zakladé ,,zname*
fylogeneze (zpravidla molekularni)

. moznosti a uskali kombinace vice standardnich molekularnich markeru

. pripadové studie

. interpretace inkongruentnich vysledku (plastidova DNA+ITS, plastidova
DNA+AFLP/mikrosatelity)

. analyzy vyznamnych vlastnosti (napf. morfologie, cytologie) ve fylogenetickém
kontextu [R-package ape, BayesTraits, Mesquite]]

. prakticka ¢ast — analyza vyznamnych znaki ve fylogenetickém kontextu



analyzy vyznamnych vlastnosti ve fylogenetickém kontextu

,zname-li“ molekularni evolucni historii skupiny, tj. fylogenezi, muzeme
studovat take

- evoluci riznych vyznamnych vlastnosti/znakt dané skupiny, napf.

« morfologickych (velikost, tvar, pfitomnost/nepfitomnost organu)
 cytologickych (velikost genomu, poCet chromosomd,...)
e apod...

Dulezitou podminkou je mit (zcela) kompatibilni dataset pro molekularni

fylogenezi a pozorovany soubor znaku! o
kategoricka data

spojita data | \

A B \L\ F l Xaj H I
. 1C-DNA 1Cx fresece
sekvenacni data matk 2C.DONA  amount jchrom. ploidy {Eﬂfplu

1 |species sequence FCM no \amount {pg) /No level ylevel)\ glands

2 CURCUMA Binarni data
3 |Curcuma caesia caataaattcg FCM 879 2,56397 1,281985 03 9 0,040698 1

4 | Curcuma sp. "elata-latifolia” caatasaticg FCM BB9  2,389383 1,294691 63 9 0041101 1

5 |Curcuma longa caataaattcg FCM 904 2,37882 1,18941 03 9 0,037759 1

6 Curcuma amada caataaattcg FCM 807 1,704733 0,852367 63 9 0,027059 0

7 |Curcuma longa caataaattcg FCM 905 2,341608 1,170804 03 9 0,037168 1

& Curcuma sp. "elata-latifolia” GETAG-AGTC FCM 890  2,6609252 1,334026 42 6 0,003554 ]

9 | Curcuma sp. "fucata" caatasattcg FCM 922 2545818 1,272909 42 6 0,060615 i]



(1)

(2)

3)

S jakymi typy dat pracujeme

kvalitativni (qualitative):
* binarni (pfitomnost, nepfitomnost, 0,1)
» vicestavova (kategoricka - omezeny pocet kategorii)

kvantitativni (quantitative)
* nespojita, diskrétni (meristic)
e spojita (continuous)

,vicerozmérna data“
« dveé a vice spojitych proménnych charakterizuje jeden objekt

— Lip width —

Anther

Filament (B)
width

(C)

11
11




Co se mizeme dozvédét o charakteru a evoluci znaku

* Vyviji se morfologické, cytologicke a jiné znaky v zavislosti na molekularni
evoluci, nebo je jejich vyvoj zavisly spiSe na jinych faktorech (ekologie,
abiotickeé faktory apod.)?

 {j. testujeme pritomnost fylogenetického signalu v datech — A (lambda)

« Jakym zpusobem a jak rychle se vyviji znaky v porovnani s molekularni
fylogenezi?
* méni se znaky spiSe skokové nebo naopak pozvolna? — k(kappa)
* Odpovida evoluce znaku spisSe adaptivni radiaci nebo recentni
diversifikaci? — & (delta)

» Jaké znaky a vlastnosti mohli mit predkové nami studované skupiny?
 Rekonstrukce ancestralnich stavi znakd
 Rekonbstrukce ancestralnich tvaru




Je zavislost fylogeneticky korektni?
...fylogeneticka autokorelace...

.- —— * silna zavislost mezi dvéma
& znaky dana relativné malo
nezavislymi srovnanimi

* mizi po fylogenetické
korekci

e silna zavislost mezi znaky
maskovana fylogenetickymi
rozdily mezi skupinami

05 1.0 15 20 25 3.0 35
| ] l l

* phylogenetic independent contrast (PIC) — Felsenstein (1985)
e phylogenetic generalized least square (PGLS)

http://cran.r-project.org/web/packages/caper/vignettes/caper.pdf



PGLS (phylogenetic generalized least square)

e linearniregrese: y=BX+¢

e y—vysvétlovand proménna (response variable)
B — odhadované koeficienty
e X -—vysvétlujici proménna (explanatory variable)
e g-—rezidua

e v pripadé pribuznych taxont nejsou y a X nezavislé
e feSeni — zahrnuti kovarianéni matice (V), ktera definuje evolucni vzdalenost mezi taxony

—2 [90 77 29 1.0 1.0 1.0 00 00 00 0.0 ]
—13 7.7 9.0 29 1.0 1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0
11 29 29 9.0 1.0 1.0 1.0 0.0 0.0 0.0 0.0
t7 1.0 1.0 1.0 9.0 8.0 2.5 0.0 0.0 0.0 0.0

— 5 1.0 1.0 1.0 80 9.0 25 0.0 0.0 0.0 0.0

19 1.0 1.0 1.0 25 25 90 0.0 0.0 0.0 0.0

to 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 90 63 57 5.7
I: M 0.0 00 0.0 00 00 00 63 90 57 5.7

— 16 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 57 57 9.0 7.9
L 18 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 57 57 7.9 9.0 |

|
o |

a@n

1 0o

an

Figure 2: A phylogenetic tree of 10 taxa and the variance covariance matrix (V) of that phylogeny. The
diagonal of the matrix (bold values) shows the path length from each tip to the root (example in red). Off
diagonal values show the shared path length for a given pair of tips (example in blue).

e predpokldada se Brownian motion vyvoje znakd, tj. znaky se vyvijeji proporcionalné
vzhledem k délce vétvi

* ne vzdy vyhovuje — tfi rGzné typy transformaci pro lepsi fitovani modelu

http://cran.r-project.org/web/packages/caper/vignettes/caper.pdf



PGLS — scaling parameters

lambda (A) — phylogenetic association
e interni délky vétvi ndasobené konstantou
e A =0:interni vétve nulové, tj. variabilita je nezavisla na fylogenezi
e A =1:Z7adné skalovani, variabilita kopiruje fylogenezi
e A > 1:veétsi kovariance nez predpoklada Brownian model
delta (6) — tempo of evolution

e umocnénivsech hodnot na ‘6’ — transformace sumy sdilenych délek mezi jedinci, t;j.
Skaluje ‘root to tip’ vzdalenost

e detekce zrychleni nebo zpomaleni evoluce znaku

e §<1:c¢asnézmény dullezité (adaptivni radiace), pomalé zmény meazi blizce
pribuznymi

e & =1:gradualni evoluce znaku, tj. proporcionalné délce vétvi

e §>1:pozdéjsizmeény dulezité, tj. zrychlovdni zmén v pribéhu evoluce (druhové
specificka adaptace)

kappa (k) — mode of evolution

umocnéni vsech délek vétvi na ‘K, tj. Skaluje délky vSech vétvi

e k< 1:délky vétvi se stavaji stejné (zkracuje delsi vétve vice nez kratsi), tj. variabilita
akumulovana pouze pokud se skupiny lisi

e Kk =0: evoluce znaku nezavisla na délce vétvi — punktualismus
e Kk =1:gradualismus

http://cran.r-project.org/web/packages/caper/vignettes/caper.pdf
http://www.evolution.rdg.ac.uk/Files/ContinuousManual.pdf



PGLS — scaling parameters

Three scaling parameters and their interpretation when applied to trait evolution on a phylogeny

Parameter Action 0 <1 1 =1
. Assess contribution star phylogeny phylogenetic history has default not defined
A (lambda) i prylogetly  phyiogell S
of phylogeny (species minimal effect phylogeny
independent)
i Scale branch punctuational stasis in longer branches detault longer branches
K (kappa) L ot aduali .
lengths 1n tree evolution gradualism more change
S (delta) Scale total path not defined temporally early change default temporally later
(root to tip) in tree important (adaptive gradualism change (species-
radiation) specific adaptation)

http://www.evolution.rdg.ac.uk/Files/ContinuousManual.pdf



PGLS — scaling parameters

8 W = 3
8 & =5 3
B m 5 =

e
h=0.5 6=05 k=12
7 ] —
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Figure 3: Examples of A, § and x branch length transformations. The branches affected by a given
transformation are shown in red.

http://cran.r-project.org/web/packages/caper/vignettes/caper.pdf



PGLS

fitovani evoluce znaku nebo korelace dvou znakl s ohledem
na fylogenezi
odhad parametru A, 6 a k pro lepsi fit modelu

e ML —caper (funkce pgls) — hodnota + konfidencni interval

* Bayesian — BayesTraits

parametry muzou byt odhadovany najednou — interpretace
komplexniho modelu?

I ®
= & ©
s
(o]
=3 = > =
g 28 g
3 3
=
o]
o™
=
o
= o
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 00 05 10 15 20 25 30 00 05 1.0 15 20 25 30
lambda delta kappa
Data: shorebird; Madel: log(Egg Mas: Jbgmm s) Data: shorebird; Madet: log{Egg Mas: Jlog:MMa} Data: shorebird; Modsl: log(Egg. Mas ]lng:MM s)
kappa 1.00; lambda 0.96; deila kappa 1.00; lambda 0.96; delta 1 kappa 1.00; lambda 0.96; delta 1

http://cran.r-project.org/web/packages/caper/vignettes/caper.pdf



Jaké metody lze vyuzit

Maximalni parsimonie

zejména odhady ancestralnich stavu znaku (diskrétni i spojita data) a
tvart — tzv. square change parsimony

Programy: Mesquite, tpsTree

Vyhoda — moznost vizualizace (Mesquite), ale R uz dobiha...

Maximum likelihood

Odhady ancestralnich stavu znaku (diskrétni i spojita data)
Program: R — knihovna Geiger

Odhady parametru charakterizujicich evoluci znaku — A, K, &
Programy: R — knihovny Geiger, Caper; BayesTraits
Vyhoda — rychlost

Bayesovska analyza

Odhady ancestralniho stavu v kofeni stromu (diskrétni i spojita data)
Program: BayesTraits

Odhady parametrt charakterizujicich evoluci znaku — A, K,
Program: BayesTraits

Vyhoda — mUZze pracovat na zakladé vice runych fylogenezi



Fylogeneticky signal — lambda A

T i (st

GEOMETRIC MORPHOMETRIC ANALYSES

PROVIDE EVIDENCE FOR THE ADAPTIVE Clabaut et al. (20086) - studie vztah( mezi ekolog-
CHARACTER OF THE TANGANYIKAN ickou a morfologickou diversitou a fylogenezi
CICHLID FISH RADIATIONS



Tempo evoluce znaku — delta &
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Charakter evoluce znaku — kappa k

e K=0
- evoluce znaku nezavisla na délce
vétvi - skokové zmény znaku
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Odhad parametru lambda, kappa a delta pomoci
BayesTraits

zazvory_2011"%clanek-GS\listopad_2012%analyzy

Alternatlvnl’ ZplOJSOb Od hadu ??:gsgegglect th:gﬁggg§.5ig evolution to use.

MultiState.

° H H ° Discrete: Independent
parametru oproti skriptum v R Dilcrete: Depend
Continuous: Random Walk <Model A>
Continuous: Directional <Model B>

Please Select the analsis method to use.
1> Maximum Likelihood.
MC

Vyhodou, muZze pracovat i na .
zakladé vice vstupnich e File Namo: P28 mak ‘Soosod proes

Alpinoideae_log2C.txt
Log File Hame: Alpinoideae_log2C.txt.log.txt

fylogenezi (zahrnuti nejistoty) ety Type: hene”
Sample Period:
Iterations:
E;z: %25: 2.880080
1

Nevyhoda — nutno separatné et comvolavion:  Irue

Mot in use
Mot in use

pocitat Likelihood ratio test . Not in use

None

M4 Prior Information:
(napr. v R) T e Eatsaonios (a0

alpha-1 . uniform —186.88 1806.88

1
5
1

Moznost odhadu na zakladé

H Continuwous Random Walk
° M L i ITS _matK_rooted.trees

fAlpinoideae_log2C._txt

° MCMC (bayes) _ Jlny | Alpinoideae_log2C.txt.log.txt
program bayesovské Leorations:

Rate Dew: E.BBBBBB

s H
odhady neumi Enait comvelation:  True
Mot in use
Mot in use
Estimate
Restrictions:
alpha—1 Mone
Prior Information:
Prior Categories: 1868
alpha-1 uniform —16060.08 166.680
Tree Information
Trees: 1
Taxa: 25
Sites: 1




rekonstrukce ancestralnich staviu znaku - Mesquite

o Kategorickd, diskrérni i spojita data — maximum parsimony
« maximum likelihood — jen kategoricka data

« Potfebna data:
e  Soubor s fylogenetickym stromem
* nexus format - blok ,TRANSLATE", délky vétvi (nulové pfevede na
jednotkové)
*  mozno jeden i vice stromu v souboru
e  Stromy na zakladé MP, ML i bayesovske

« Tabulka pozorovanych dat (napf. morfologickych, cytologickych, apod)
* Nejlépe usporadana podle ,TRANSLATE" bloku ve stromech
 Desetinna Cisla s desetinnou teCkou

Data: Programy

ML Strom: best_tree figtree.tre * Mesquite

 Data: Curcuma_1Cx.txt




Import dat do programu Mesquite

- Otevreni souboru s fylogenezi (nexus format)
- Tvorba prazné matice pro import hodnot znakul (kategoricka, spojita data)

Graphics | Text Parameters  Modules  Citations O@l ESearchFeatures

Taxon % Character

1 | Camptandra latifolia R

I

Camptandra ovata FC

e
=]

Curcuma spn FCh 32
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= List 2 Curcuma sp FCM 256

]

=]

e hanage
EmC
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Curcum a singularis FJ
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— MWame of character matrix:
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Character Matrix3

1 MNumber of characters: Ip

X}
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)

Curcuma candida FC

3

Curcuma vamana FC

Type of Data:
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25 | Curcuma sparganifoli
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Rekonstrukce ancestralnich stavu znaku

—>Analysis = Trace Character History

K
L

File Edit Characters Taxa&Trees Tree Trace Drawing Analysis Window Help

< 9 I ESearch Features

Farameters  hodules  Citations

Text

Graphics
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rekonstrukce ancestralnich stavu znakt — R - Geiger

» Kategoricka i spojita data — maximum likelihood

« Potfebna data:
e  Soubor s fylogenetickym stromem
* nexus format - blok ,TRANSLATE", nenulové délky vétvi
 mozno jen jeden strom (na zakladé MP, ML i bayesovske)

« Tabulka pozorovanych dat (napf. morfologickych, cytologickych, apod)
* Nejlépe usporadana podle ,TRANSLATE" bloku ve stromech
 Desetinna Cisla s desetinnou teCkou,

* Nejlépe *.csv soubor

Data: Programy

« ML Strom: ITS_ML_curcuma.txt * R, knihovna Geiger

e Data: Curcuma_GS.csv




rekonstrukce ancestralnich stavu znaku — R - Geiger

* Ancestralni hodnoty namapované pfimo k odpovidajicim uzlim stromu

File History FResize Windows

i~ R Console g B [=]E4]| |- R Graphics: Device 2 (ACTIVE)

[

[41] "™Curcuma reclinats FCH 8607

[42] "Curcwna reclinats FCM 8617

[43] "Curcuma sngustifolia FCH 5417
[44] "Curcuwna_ shogustifolia FCH 5447
[45] "Curcwma rubrobracteata FCM 0397
[46] "Curcuwma rubrobracteata FCM 0507
[47] "Curcwna petiolats FCH 0437

[48] "Curcuma_caulina FCH_ 5397

[49] "Curcwna pseudomontana FCH 5527
[50] "Curcwma inodora FCM 8517

[51] "Curcwna neilgherrensis FCOM 855"
[52] "Curcuma oliganths FCH 9327

[53] "Curcuma tutabilis FCH S647

[54] "Curcuwoa bhatii FCM 941"

[55] "Curcuwma flaviflora FCOM 754"
[56] "Curcwna ecomsta FCM 1597

[57] "Curcuma_scomata FCM_ 055"

[58] "Curcwna bicolor FCM 4507

[59] "Curcwma corniculaca FCM 7air
[60] "Curcwns corniculata FCM TOS™
[61] "Curcuma glans FCH 461"

> gas_eall = getﬂ.ncStates(dataSXZC_value_lnng, tree)
> plotitree, cex=0.4)

b= nndelabels(rDund(lD*gas_call, digits=2), adj = «({1.0, -0.6), frame = "none", &
> |

| L




Rekonstrukce ancestralnich tvaru na zakladé
geometricko-morfometrickych dat

e Tvar — popsan pomoci nékolika bodu v 2D prostor — tzv. landmarkii
 kazdy landmark definovan dvéma hodnotami (soufadnice na ose x a y)
o Data popisujici tvar — vicerozmérna — X landmarkt * 2 osy

- Analyza landmarkovych dat — specificky aparat — napf. analyza TPS

 Potrebna data:
e  Soubor s fylogenetickym stromem
« nexus format - blok ,TRANSLATE", nenulové délky vétvi
*  mozno jen jeden strom (na zakladé MP, ML i bayesovské analyzy)

e soubor s landmarkovymi daty charakterizujicimi objekt/tvar
e tzv. *TPS format — kazdy jedinec popsan souborem landmarku
e jedinci musi byt v souboru usporadani jako v souboru stromu

Root

differantiation

Lo

LM=3

353.00000 878.00000
501.00000 978.00000
480.00000 1038.00000




Rekonstrukce ancestralnich tvaru na zakladé
geometricko-morfometrickych dat

TpsTree — program z baliku tps pro analyzu metodou Thin-plate spline

=101 %]

File Edit Options Help

File Actions Options Help
—Input: n=57, p= 28 | Display——

Data

8

Lltrametric tree

[ e
| cametes |

Additive tres

—Compute
COnseEnsus | Fit | fL

[

lose




Rekonstrukce ancestralnich tvaru na zakladé
geometricko-morfometrickych dat

TpsTree — program z baliku tps pro analyzu metodou Thin-plate spline
Superimpozice jednotlivych objektd a vypocet konsensualniho tvaru

I consensus o ]

File Edit ©ptions Help

EtpsTree - fitting shapes to kre f | |£|
Eile Actions Options Help
—Input: n=4a7, p= 28 Display

DCata |Celek_pDpulacni_prumew_lTS.T {CONSensuUs

Llitrametric tree |NJ.HE}{

Additive tree

L

—Compute

COnsERnsUS | Fit | ﬂglose |




Rekonstrukce ancestralnich tvaru na zakladé
geometricko-morfometrickych dat

Ve wVIVv

square change parsimony

Endditive tree plot
File Edit ©ptions Help

=

bic_2001

gla_2003

sup_t
pie_JLE21
sin_2413c

Endditive tree visualization plot 10l =|
File Edit ©Options Help
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Praktickeé cviceni — testovani fylogenetického signalu

*  Vyberte si jeden soubor dat obsahujicich fylogeneticky strom a k nému
pasujici data nemolekularni povahy (napf. cytologicka, morfologicka)

« Uvedomte si, s jakymi daty pracujete (kategoricka, spojita apod.)

* \Vyberte si jeden z nastroju pro odhad parametru lambda A

 Odhadnéte parametr lambda a otestujte, zda je signifikantné veétsi nez
0 a signifikantné mensSi nez 1

« Kjakému vysledku jste dosli a co vysledek znamena?

Data

* Alpinoideae log2C.txt, ITS matK_ML_rooted.nex (slozka
,DATA_ EZ/R_caper _geiger_k d )

* V_nisbet.txt, tree.tre (slozka ,DATA TF*)

Programy

R — Geiger (spojita i diskrétni data), ML odhad
» BayesTraits (spojita ), ML a Bayesovskeé odhady




Prakticke cviceni — rekonstrukce ancestralnich znaku

Vyberte si jeden soubor dat obsahujicich fylogeneticky strom a k nému
pasujici data nemolekularni povahy (napf. cytologicka, morfologicka)

« Uvédomte si, s jakymi daty pracujete (kategoricka, spojita apod.)

 Vyberte si jeden z nastroju pro rekonstrukci ancestralnich znaku

 Provedte analyzu dle navodu k dané metodé/programu

 \yberte alternativni nastroj, ktery vypocitia ancestralni hodnoty jinym
zpusobem, a provedte analyzu i touto jinou metodou

 Porovnejte vysledky
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