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Metoda najwigkszej wiarygodnosci -
ucieczka ze strefy Felsensteina
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Tekst na podstawie kursu przeprowadzonego w Instytucie Zoologicznym Uniwersytetu
Wroctawskiego we Wroctawiu w dniu 11 maja 2002.

Strefa Felsensteina, czyli kiedy parsymonia moze zawodzi¢

Kiedy triumf metod kladystycznych w taksonomii i filogenetyce wydawat sig
niewatpliwy, pojawil si¢ niemily zgrzyt. Jego autorem byt Joe Felsenstein (1978), ktory zadat
fundamentalne pytanie o spdjno$¢ metody opartej na parsymonii. Metoda filogenetyczna jest
uwazana za spojna wtedy, kiedy wraz z naptywem nowych danych otrzymujemy drzewa
coraz blizsze prawdziwej filogenezie. Felsenstein wykazal, ze w pewnych warunkach metody
kladystyczne sa niespojne. Co gorsza, sa pozytywnie mylace: im wigcej danych zbieramy,
tym silniej wsparte jest okreslone drzewo filogenetyczne, ale jest to drzewo btedne!
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mozliwosci zmian w liniach 1 1 4) 1 jej dwie
rekonstrukcje (prawdziwa B i fatszywa C).
Rekonstrukcje sa drzewami
niezakorzenionymi (Swofford i in. 1996).
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2 Rozwazmy przypadek drzewa czterech
taksonow (ryc. 1 A).

Na drzewie tym zaznaczono dlugosci
galezi, ktore odzwierciedlaja  liczbg
podstawien w sekwencji, a takze - przykladowo - zmiany jednego nukleotydu. U wspolnego
przodka byla to adenina. Po rozdzieleniu jego linii na dwie potomne bardzo szybko nastapity
kolejne dywergencje.

Na pierwszych galeziach nie zaszly Zzadne zmiany i w rozwazanej pozycji u obu
potomkow pozostala adenina. U dalszych potomkow wystapito silne zrdéznicowanie tempa
podstawien nukleotydow. Dwie galezie sa bardzo krotkie - nie zaszly tam prawie zadne
zmiany - natomiast dwie sa dtugie, tzn. sekwencje DNA tych taksonoéw sa silnie zmienione.
Rozpatrzmy, jakie bgda mozliwe stany analizowanej cechy (czyli pojedynczej pozycji w
sekwencji) u tych taksonow 1 jakie bgda tego konsekwencje dla oszacowania filogenezy
metoda parsymonii.

1) Nukleotyd w danej pozycji nie zmieni si¢ - pozostanie adenina. Pozycja ta jest zatem

stata, czyli nieinformacyjna filogenetycznie.
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2) Jesli nukleotyd ulegnie podstawieniu na jednej gatgzi, to taka pozycja bedzie rowniez
nieinformacyjna filogenetycznie. Wedlug zasady parsymonii wazna jest bowiem tylko
wspolnota posiadania tej samej cechy zaawansowanej ewolucyjnie.

3) Jesli na obu galgziach adenina bedzie podstawiona przez rézne nukleotydy, np. przez
cytozyng i1 guaning, to takze ta pozycja bedzie nieinformacyjna.

4) Z punktu widzenia parsymonii informacyjny filogenetycznie bedzie jedynie
przypadek, w ktérym adenina zmieni si¢ na guaning (albo inna zasadg) réwnocze$nie na obu
galeziach. Ale wilasnie ten przypadek jest mylacy. Wskazuje bowiem na bliskie
pokrewienstwo taksonow (1) 1 (4), czyli na drzewo C.

W galgziach ewolucyjnych 1 1 4 zmian bylo wiele (sa "dlugie"), takich przypadkow
przypadkowej zbieznos$ci jest wigc w nich z pewnoscia wigeej, niz w "krotkich" gateziach 2 i
3. Im wigcej danych zbierzemy, tym bardziej mozemy by¢ utwierdzeni, ze to wlasnie drzewo
C jest prawdziwe, podczas gdy bedzie to artefakt - jesteSmy po prostu w tzw. strefie
Felsensteina. Tq nazwa okres$la si¢ zbidr topologii rzeczywistego drzewa filogenetycznego
(strefe w przestrzeni mozliwych topologii), w ktorym jego odtworzenie jest bardzo trudne.

Mozna probowa¢ podwazy¢ te rozwazania, wskazujac, ze zatozenie o tak duzych
réznicach w tempie ewolucji poszczegdlnych gatezi jest nierealistyczne. Niestety, Hendy 1
Penny (1989) wykazali, ze nawet w wypadku zegara molekularnego, czyli stosunkowo
wyrdéwnanego tempa ewolucji na poziomie molekularnym, taki efekt wystepuje. Nazwali go
long branch attraction, czyli przyciaganiem si¢ dlugich gatezi. Efekt ten spotykamy, kiedy w
probie taksonéw pewne galezie ewolucyjne sa lepiej reprezentowane niz inne (proba jest
niereprezentatywna).

Odpowiedni wybor taksondéw nie zawsze jednak zalezy od badacza. Na przyktad nie
uzyskamy bardziej reprezentatywnej proby mitorzgbowych, poniewaz mitorzab dwuklapowy
jest jedynym wspotczesnie zyjacym przedstawicielem tej licznej kiedys$ grupy.

Na ile powszechnie spotyka si¢ efekt przyciagania si¢ dlugich gatezi? Prawdopodobnie
dos$¢ czesto. Istnieja uzasadnione obawy, ze taka sytuacj¢ mamy w wypadku roslin ladowych
- do tej pory nie wiemy na przyklad, ktora grupa mszakoéw jest grupa siostrzanag roslin
naczyniowych, rozne sekwencje DNA daja bowiem odmienne oszacowania.

Istnieja metody ucieczki ze strefy Felsensteina. Przyjmuja one pewne zatozenia co do
ewolucji na poziomie molekularnym i biora pod uwage nie tylko obserwowane zmiany
nukleotydow, ale takze szacuja liczbg wielokrotnych podstawien, ktore sa jedna z przyczyn
szumu filogenetycznego. Taka metoda jest m.in. maximum likelihood, czyli metoda
najwigkszej wiarygodnosci.

Parsymonia nie uwzglednia tempa ewolucji

Zacznijmy od pokazania, jaka jest r6znica migdzy parsymonia a metoda najwigkszej
wiarygodnosci (ryc. 2). Drzewo A pokazuje filogenezg sekwencji DNA kilku gatunkow. Jak
w poprzednio analizowanym przykladzie, zaznaczono zmiany nukleotydéw w jednym
miejscu sekwencji. Aczkolwiek to drzewo jest narysowane ze strzatka czasu, z formalnego
punktu widzenia nie jest zakorzenione. Innymi stowy, nie jest roztamana galaz zaznaczonej
litera ?. Dla tych rozwazan nie jest wazne, w ktorej czgsci tej gatezi - dolnej czy gornej -
zaszly zmiany.

Ryec. 2. Przyktad ilustrujacy roznice w podejsciu do rekonstrukcji filogenezy migdzy
metodami opartymi na parsymonii a najwigkszej wiarygodnosci (Swofford i in. 1996).
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Jesli do zbioru taksondéw z ryciny (A) dolaczymy obiekt z cytozyna w analizowanej pozycji
sekwencji, to wedlug kryterium parsymonii wszystkie drzewa (B)-(D) sa rownocenne,
natomiast funkcja wiarygodno$ci wskazuje na
drzewo (C).

(A)
™~

Cyframi 1 1 2 zaznaczono wezly
wspolnych przodkéw dwu grup gatunkow.
Sprébujmy dociec, jaki nukleotyd wystgpowat
w rozwazanej pozycji u tych przodkow. W
Time * wypadku przodka 2 sprawa jest oczywista -
zgodnie z zasada parsymonii powinna tam by¢
adenina.
Ale co z przodkiem 1? Poniewaz na kazdej z
Y g trzech gatezi wychodzacych z tego wezla
znajduje si¢ inny stan (A, C lub G), wszystkie
trzy rekonstrukcje sa mozliwe. Kazda z nich
wymaga tylko dwoch podstawien.

RO

< {m

Zastanowmy si¢, gdzie dodana bylaby sekwencja, ktéra ma cytozyn¢ w analizowanej
pozycji (ryc. 1, drzewa B, C i D). Pod wzgledem parsymonii rownie dobre jest dotaczenie tej
sekwencji do gatezi ?, B, lub ?. Nie wymaga to zadnej dodatkowej zmiany. Podobnie bytoby,
gdyby ta sekwencja miata guaning. Gdzie natomiast najlepiej byloby dotaczy¢ sekwencjg,
ktora miataby tyming w tej pozycji? Ja rowniez mozna doda¢ do kazdej gatezi tego drzewa, w
kazdym przypadku bowiem wymaga to jednej dodatkowej zmiany. Podobnie jest z
sekwencja, ktora ma w tej pozycji adening - ona takze moze by¢ dotaczona wszedzie.

Wptynie to jednak na rekonstrukcje wspolnego przodka. Jesli sekwencje z adenina
dotaczymy do gatezi B lub ?, to musimy zatozy¢, ze przodek nr 1 miat takze adening w tej
pozycji. A zatem analizowane miejsce jest informacyjne filogenetycznie jedynie w stosunku
do sekwencji z cytozyna i1 guaning, natomiast nic nie mowi o przypuszczalnym potozeniu
sekwencji z tyming i adening.

Zauwazmy, ze w naszych rozwazaniach dotyczacych parsymonii ani razu nie pojawit si¢
czas. Metoda parsymonii go zupelnie nie uwzglednia. Wazna jest tylko liczba zmian na catym
drzewie.

Metoda najwi¢kszej wiarygodnosci przyjmuje model podstawiania nukleotydow

Inna perspektywe przyjmuje metoda najwigkszej wiarygodnosci. Stosuje ona odmienne
kryterium oceny drzewa. Wybieramy takie drzewo, dla ktérego prawdopodobienstwo
osiagnigcia obserwowanego rozktadu wartosci cech na wierzchotkach gatgzi jest najwyzsze.
Aby oszacowaé¢ to prawdopodobienstwo, musimy dokonaé zatozen o przebiegu zmian
ewolucyjnych - modelu substytucji nukleotydow w sekwencji.

Przyjmijmy model najprostszy:

(1) tempo podstawiania (substytucji) jest jednakowe dla wszystkich par nukleotydow,

(2) wszystkie typy podstawien sa jednakowo prawdopodobne,

(3) spodziewana liczba podstawien na dowolnej gatezi jest funkcja tempa substytucji i
dhugosci tej gatezi (czasu od rozejscia sig linii ewolucyjnych).

Te zatozenia to w zasadzie uproszczony model Jukesa-Cantora. Na razie zaktadamy
takze, iz tempo substytucji jest jednakowe w calym drzewie.
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Ryc. 3. Obliczanie funkcji wiarygodnosci
(Swofford i in. 1996).

(A) - macierz przyréwnanych sekwencji

(B) - jedno z mozliwych niezakorzenionych
drzew

(C) - drzewo zakorzenione

(D) - suma prawdopodobienstw dla danej
pozycji sekwencji

(E) - warto$¢ funkcji wiarygodnosci to
iloraz warto$ci z wszystkich pozycji sekwencji

(F) - poniewaz jest to bardzo maty utamek,
przedstawia si¢ go w postaci logarytmu
naturalnego.

Miara  jakosci drzewa jest suma
prawdopodobienstw zliczona po wszystkich
cechach (ryc. 3).

Na przyktad liczymy prawdopodobienstwo
osiagnigcia obserwowanego rozktadu
nukleotydow na galeziach drzewa przy
zatozeniu, ze przodek nr 2 mial adening, a
nastgpnie, ze miat tyming, cytozyng¢ lub guaning.
Sumujemy te prawdopodobienstwa - to jest
wiasnie funkcja wiarygodnos$ci. Nalezy pamigtac,
ze funkcja ta nie okresla prawdopodobiefistwa prawdziwo$ci drzewa, ale jest miarg
prawdopodobienstwa osiagnigcia obserwowanego rozkladu stanow cech przy zalozeniu, ze
dane drzewo jest prawdziwe.

Zmiany ewolucyjne sa rzadkie, a zatem historie ewolucyjne, w ktérych zaszto mniej
zmian sg bardziej prawdopodobne niz takie, w ktérych tych zmian zaszto wigcej. U przodka
nr 2 z ryc. 2, bardziej prawdopodobne jest wystepowanie adeniny niz innego nukleotydu i ono
najwigcej wnosi do funkcji wiarygodnosci. W tym wypadku metoda najwigkszej
wiarygodnosci nie odbiega od parsymonii.

Rozwazmy teraz wezel nr 1 (ryc. 2). Wychodza z niego trzy galezie, na kazdej z nich
wystepuje inny nukleotyd: A, C 1 G. Zastandéwmy si¢ najpierw, ktory stan - A czy C - jest
bardziej prawdopodobny. Jesli przodek nr 1 miat adening, jak przypuszczamy, to pomigdzy
tym wezlem a wierzcholkiem drzewa z cytozyna musiata zaj$¢ jaka$ zmiana. Ta zmiana
mogta zaj$¢ albo na gatezi ?, albo na galgzi B. Na ktorej z nich jest bardziej prawdopodobna?
Galaz ? jest stosunkowo krotka, natomiast gataz B jest znacznie dluzsza. Dhugos¢ galezi
odzwierciedla liczbg podstawien, a zatem jest bardziej prawdopodobne, Ze rzeczona zmiana
zaszla na galezi B niz na galgzi ?. Pamigtajmy jednak, ze wciaz méwimy o
prawdopodobienstwie. Metoda najwigkszej wiarygodnosci nie okresla, Ze ta zmiana zaszla na
gatezi B3, poniewaz jest to bardziej prawdopodobne. Jedynie przy liczeniu funkcji
wiarygodno$ci dla danego drzewa, taka hipoteza wniesie najwigcej do obliczanej sumy
prawdopodobienstw.

W podobny sposob rozwazamy, na ktorej gatezi zaszta zmiana prowadzaca do guaniny -
na gatezi 3 czy ?. Jest bardziej prawdopodobne, Ze na galtgzi ?, poniewaz jest ona dtuzsza od
galezi B. A zatem warto$§¢ funkcji daje nam porzadek najbardziej prawdopodobnych
rozwigzan. Najbardziej prawdopodobny stan u przodka 1 to adenina, potem cytozyna, a na
koncu guanina. Jakie to ma znaczenie? Wro¢my do naszego oryginalnego problemu - w
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ktorym miejscu bgdzie dotaczona sekwencja z cytozyna w okreslonej pozycji sekwencji?
Przypominam, ze w $wietle parsymonii drzewa A, B i C sa rownoprawne. Natomiast w
swietle metody najwigkszej wiarygodnosci nie sa. Drzewo B wymagatoby rozcigcia gatezi ? i
umiejscowienia zmiany na tej krotkiej gatgzi, co jest mato prawdopodobne. Drzewo D nie
wymagatoby rozcigcia tej galezi, ale wymagatoby zmiany na niej. Oczywiscie moznaby
unikna¢ podstawienia na galezi ?, jesli zalozymy dodatkowa, niezalezna zmiang na tej
dotaczonej gatezi. Jest to jednak jeszcze mniej prawdopodobne. A zatem, najbardziej
prawdopodobne begdzie drzewo C. Zauwazmy, ze przewaga drzewa C znika, jesli wydtuzamy
gataz ?, np. jesli przyjmiemy, ze tempo ewolucji na tym odcinku jest szybsze.

Podsumowujac, metoda najwigkszej wiarygodnos$ci, w odréznieniu od metody opartej
na parsymonii, uwzglednia dtugos¢ gatezi drzewa filogenetycznego. Dlatego tez jest spdjna.
Taki uktad bowiem, jaki pojawia si¢ na drzewie w wypadku strefy Felsensteina, jest bardzo
prawdopodobny, a zatem bedzie wychwycony. Swofford 1 in. (1996) uwazaja, ze metoda
najwigkszej wiarygodnosci jest najlepsza metoda szacowania filogenezy nie tylko z uwagi na
spojnos¢. Ma nizsza wariancj¢ od innych metod, co znaczy, ze jest najmniej wrazliwa na btad
pobierania proby, a takze jest bardziej odporna na odstgpstwa od zatozen o modelu ewolucji.

Wybor wlasciwego modelu, czyli diabel tkwi w szczegolach

Pominglismy jak dotad bardzo wazny etap - w jaki sposdb oblicza si¢ czast-kowe
prawdopodobienstwa sktadajace si¢ na warto§¢ funkcji wiarygodnosci dla okreslonego
drzewa. Aby to obliczy¢, musimy przyja¢ pewne zatozenia o substytucji nukleotydow, czyli
model ewolucji (neutralnej) na poziomie molekularnym. Szczegdétowa prezentacja
poszczegolnych modeli wykracza poza ramy tego omdwienia. Warto jednak wiedzie¢, ze
podstawa kazdego modelu jest macierz tempa substytucji.

Najbardziej ogdlna posta¢ tej macierzy przedstawia ryc. 4. Tempo substytucji jednego
nukleotydu przez drugi zalezy od S$redniego tempa substytucji I, statej dla kazdego typu
podstawienia oraz czg¢stosci podstawianego nukleotydu. Poniewaz nukleotyddw jest cztery, w
najbardziej ogdlnym modelu substytucji mamy 12 typdéw podstawien (nie liczac podstawien
synonimicznych). Zwykle jednak zaktada si¢ pelna odwracalno$¢ ewolucji (model GTR -
general time reversible). Macierz jest zatem symetryczna wzdtuz przekatnej, a tym samym
otrzymujemy sze$¢ typoéw substytucji. Niemalze wszystkie modele substytucji DNA sa
specjalnymi przypadkami modelu GTR (ryc. 5).

Na przyktad jesli w modelu GTR ograniczymy liczbg typow przeksztatcen z szeSciu do
trzech: transwersji (podstawienia puryny przez pirymidyng i odwrotnie) dwoch typow
tranzycji (podstawienia jednej puryny przez druga i jednej pirymidyny przez druga), to
otrzymamy model Tamury 1 Nei. Jesli bedziemy rozpatrywac tylko tranzycje i transwersje, to
otrzymamy model Hasegawa-Kishino-Yano z 1985 r. albo model Felsensteina z 1984 r. Jesli
te modele upro$cimy, zaktadajac tylko jeden rodzaj podstawienia, to otrzymamy model
Felsensteina z 1981 r. A jesli w tym modelu zatozymy dodatkowo, ze czgstosci wystgpowania
wszystkich nukleotydéw sa réwne, to dojdziemy do najprostszego modelu Jukesa-Cantora.
Modele substytucji uzywane sa nie tylko w metodzie najwigkszej wiarygodnosci, ale i w
metodach odlegtosciowych.

~plame + b + o) pase b pesy
g, =p(EgR, +dne +enp) g WeRy
Q= , .
b wre  amnoefs) i
Mix, Jlis 528 —plimy +kme + 1)

Ryec. 4. Macierz tempa substytucji nukleotydow (Swofford 1 in. 1996).
Rzedy 1 kolumny od lewego goérnego rogu dotycza kolejno adeniny, cytozyny. guaniny i
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tyminy. Parametry: m - bezposrednie tempo podstawien; a-1 - stale dla kazdego typu
podstawienia (razem 12); p - frekwencja danego nukleotydu.

Y gubstitution types ual bagse frequenc
{transversions, 2 transition classes) % =

Tr SYM
2 substitubtion types 3 substitution types
(transitions vs. ransversions) {transitions, 2 transversion
classes)
¥ 2
HEYRS x.;-sr
Fa4 Equial base
frequencles
Sinple substitution type 2 substitution types
{transitions ve. ransversions)

K2P

1
Eqqual hmﬁtqu Singhe substitution type
i

Ryc. 5. Zaleznosci migdzy najpowszechniej uzywanymi modelami substytucji
nukleotydéw (Swofford i in. 1996).

Modele: GTR - general time reversible; TrN - Tamura 1 Nei; HKY8S - Hasegawa-Kishino-
Yano 1985; F84 - Felsenstein 1984; SYM - model Zharkikha 1994; K3ST -
trojparametryczny model Kimury; K2P - dwuparametryczny model Kimury; JC - Jukes-
Cantor.

Macierz substytucji, ktéra przedstawiliSmy, stluzy do obliczenia macierzy
prawdopodobienstwa zmian jednego nukleotydu w drugi. Ta wlasnie macierz jest podstawa
wyliczania funkcji wiarygodnosci.
L0 -

Ryec. 6. Zmiany ksztattu rozktadu ? w zaleznosci od warto$ci parametru ? (Swofford i in.
1996).
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W rozwazanym dotychczas modelu zatozyliSmy, ze ewoluuja wszystkie miejsca w
sekwencji oraz ze zmieniaja si¢ w takim samym tempie. Zalozenie takie jest oczywiscie
btedne. Jesli to zatozenie nie jest spelnione, metoda najwigkszej wiarygodnosci jest niespojna,
czyli ma taka sama wadg, jak metoda parsymonii. Kiedy bowiem czg¢$¢ miejsc pozostaje
niezmiennych, to funkcja wiarygodnosci niedoszacowuje liczbe wielokrotnych podstawien.
Tym samym zle wyliczona jest dlugos$¢ gatezi 1 btedna filogeneza zostaje oceniona najwyze;j.
Aby temu zapobiec, mozna oszacowaé, jaka cze$¢ miejsc w sekwencji jest silnie
konserwowana i nie przyjmuje zadnych zmian. Mozna takze okresli¢ rozktad tempa ewolucji
w sekwencji.

Zwykle przyjmuje sig, ze rozktad ten przybiera posta¢ tzw. rozktadu ?. Rozktad ? jest
charakteryzowany przez wspolczynnik ksztattu, okreslany zwykle litera ?. Na ryc. 6
przedstawiono rozktad czgstosci tempa podstawiania dla r6znych wartosci parametru ?. Kiedy
? jest niskie, np. 0,5, zauwazymy, ze najwigcej jest miejsc, ktore ewoluuja wolno, tzn. tempo
ich podstawien (na osi x) jest bliskie zeru. Sa jednak takze nieliczne miejsca, ktére ewoluuja
szybko. Im wyzsza warto§¢ ?, tym bardziej ujednolica si¢ tempo ewolucji.
Na przyktad dla wartosci tego wspdtczynnika réwnej 200, wszystkie pozycje sa podstawiane
w tempie zblizonym do 1.

Wybor mozliwosci jest zatem bardzo duzy - kilka podstawowych typow modeli, kazdy z
mozliwo$cia oszacowania (lub nie) miejsc niezmiennych oraz zréznicowaniem rozktadu
tempa podstawien (z réznym parametrem ksztaltu rozktadu). Na szacowanie filogenezy
wplywaja rowniez czgstosci nukleotydow i tempa poszczegdlnych typdéw podstawien. Ktory
model wybra¢? Odpowiedz nie jest prosta.

Nie nalezy si¢ kierowa¢ sama wartoscia funkcji wiarygodnosci. Drzewa uzyskane za
pomoca bardziej ztozonych modeli, czyli z wigksza liczba parametrow, zawsze maja wyzsza
wartos¢ tej funkcji niz drzewa bazujace na prostszych modelach. Bardziej ztozone modele (z
wigksza liczba stopni swobody) sa jednak wrazliwsze na blad proby. Innym ograniczeniem
jest czas obliczen. Metoda najwigkszej wiarygodnosci jest najbardziej ztozona obliczeniowo
metoda szacowania filogenezy. A im wigcej parametréw, tym wigcej obliczen do wykonania.

Podobnie jak w wypadku innych modeli, mozna stosowa¢ do ich poréwnania test
wiarygodnosci albo np. kryterium informacyjne Akaike'go. Trzeba zaznaczy¢, ze sa to srodki
pomocnicze - badanie ewolucji nie poddaje si¢ w pelni statystyce, dotyczy bowiem
odtwarzania przesztosci.

Literatura

Felsenstein, J. 1978. Cases in which parsimony and compatibility methods will be
positively misleading. Systematic Zoology 27, 401-410.

Hendy, M.D. & Penny, D. 1989. A framework for the quantitative study of evolutionary
trees. Systematic Zoology 38, 297-309.

Swofford, D.L., Olsen, G.J., Waddell, P.J., & Hillis, D.M. 1996. Phylogenetic inference.
In D. M. Hillis, C. Moritz, B.K. Mable (ed.), Molecular systematics. 2nd ed. 407-514. Sinauer
Associates, Sunderland.

© Polski Serwis Ewolucyjny
www.ewolucja.org



