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Wenig beachtete Problemkreise in der phy-
logenetischen Analyse: Invariante Positionen
und die Wahl von Substitutionsmodellen.

Martin Haase und Bernhard Misof

Kurzfassung Contrib. Nat. Hist. 2: 35-40.
Die Basenzusammensetzung eines Datensatzes hat oft entscheidende Auswirkungen
auf die phylogenetische Rekonstruktion. Invariante Positionen kénnen dabei einen
grossen Einfluss haben. Das ist der Fall, wenn sie Heterogenitdt der Basenzusammen-
setzung der phylogenetisch informativen Positionen Uiberdecken, also Homogenitdt vor-
tduschen. Die Basenzusammensetzung eines Datensatzes muss daher vor einer phylo-
genetischen Analyse ausschliesslich an den variablen Positionen untersucht werden.
Die Wahl des einer Maximum-Likelihood-Analyse zugrundeliegenden Substitutionsmo-
dells ist ebenfalls kritisch fir die Stammbaumrekonstruktion und sollte nicht willkirlich
erfolgen, da es die Topologie entscheidend mitbestimmt. Likelihood-Ratio-Tests ermog-
lichen die Bestimmung des auf einen Datensatz am besten passenden Modells.

Einleitung

Die Erfindung und Automatisierung der Polymerasekettenreaktion (PCR) hat
auch die phylogenetische Forschung nachhaltig beeinflusst: molekulare Daten,
insbhesondere Sequenzdaten, sind zu einer wichtigen Grundlage in der Erfor-
schung der Verwandtschaftsverhdltnisse der Organismen und der Evolution
von Merkmalen (im weitesten Sinne) geworden. Der Umfang dieser neuen Da-
tenquelle zusammen mit dem rasanten Fortschritt, den die Computertechnolo-
gie vorlegt, hat auch zu einem enormen Aufschwung in der Entwicklung von
teilweise sehr komplexen Analysemethoden gefiihrt. Jede Methode, jedes Mo-
dell, das einer Methode zugrunde liegt, hat freilich seine Voraussetzungen und
Limiten. Diese zu kennen und zu erkennen ist essentiell, die Moglichkeiten da-
zu sind aber oftmals nicht trivial. Die Griinde dafiir liegen u.a. in der ,,Natur der
Sache”, also in unserer oft ungeniigenden Kenntnis von Eigenschaften der
DNS, ihrer Evolution und den Einschrankungen, der letztere unterliegt. Ander-
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erseits sind Testverfahren, die die Voraussetzungen von phylogenetischen
Analysemethoden hinterfragen, zumeist dhnlich komp'lex und rechentechnisch
aufwandig wie die Methoden selber. In ihrer Entwicklung hinken derartige
Tests den Rekonstruktionsmethoden naturgemdss meist hinterher. Zudem sind
auch sie nicht frei von Voraussetzungen und Limiten, die ihrerseits exploriert
werden miissen.

In der vorliegenden Arbeit wollen wir zwei Probleme und Fragen diskutie-
ren, die erst in jiingerer Zeit erkannt worden sind bzw. fiir die erst seit kurzem
Losungsmoglichkeiten, auch in Form von Computerprogrammen, vorliegen. 1)
Wie beeinflussen invariante Positionen der DNS, also Positionen, die aus funk-
tionellen Griinden keine Verdnderung erfahren kénnen, meine Analyse? 2) Wie
finde ich das meinen Daten zugrunde liegende Substitutionsmodell fiir eine
Maximume-Likelihood-Analyse? Beiden Problemen sollte man sich grundsatzlich
vor jeder phylogenetischen Analyse stellen, die auf molekularen Daten beruht,
da sie entscheidend die Wahl der Rekonstruktionsmethoden beeinflussen.

Invariante Positionen

Primdr scheint das Auftauchen von invarianten Positionen in molekularen Da-
tensdtzen kein grosses Problem zu sein. Offensichtlich haben invariante Merk-
male keinen Einfluss auf Stammbaumrekonstruktionen und kénnen geflissent-
lich ignoriert werden. Dies ist auch als Standard-Option in fast allen frei zugan-
gigen Programmpaketen enthalten.

Konzentrieren wir uns auf die simple Parsimonie-Rekonstruktion, so stimmt
es in der Tat, dass invariante Positionen keinen Einfluss auf das Rekonstruk-
tionsverfahren besitzen. Wird aber versucht, mittels Resampling-Methoden
(z.B. Bootstrapping) die Robustheit einer Rekonstruktion abzuschatzen, so
stossen wir auf ein ernsthaftes Problem. Uninformative, also invariante und
autapomorphe Merkmale terminaler Taxa beeinflussen zwar nicht das Resultat
der Parsimonie-Rekonstruktion, also die Topologie des Baumes, aber erniedri-
gen die Trefferwahrscheinlichkeit fiir jede Position im Resampling-Verfahren.
Diese ist abhdngig von der Gesamtzahl der Merkmale und nicht von der Ge-
samtzahl der informativen Merkmale. Konsequenterweise ist ein Resampling-
Verfahren also nur mit den parsimonie-informativen Merkmalen durchzufiih-
ren, uninformative Merkmale sind aus den Daten zuvor zu entfernen. Ein leicht
zu behebendes Problem, das aber gerne iibersehen wird (siehe z.B. Zharkikh &
Li 1992).

Invariante Positionen halten allerdings auch weniger triviale Uberraschun-
gen bereit, die nicht allgemeinen Niederschlag in der speziellen Literatur ge-
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funden haben. Wie erinnerlich, setzt sich die DNS aus den vier Grundbaustei-
nen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymidin zusammen. Es ist schon lange be-
kannt, dass die prozentuale Zusammensetzung aus diesen vier Grundbaustei-
nen nicht ausgeglichen, etwa 25% Adenin, 25% Guanin, 25% Cytosin und 25%
Thymidin, sein muss, sondern dass sehr wohl Abweichungen von dieser Vertei-
lung in vielen DNS-Abschnitten bzw. spezifischen Genomen zu finden sind (ver-
gleiche Simon & al. 1994) . Besonders die Zusammensetzung der mitochondri-
alen DNS ist mit ihrem hohen A- und T-Gehalt aufféllig. Dieser AT-Gehalt kann
in manchen Taxa, ein Beispiel wdren etwa die Hymenopteren, bis zu rund 80%
betragen (Simon & al. 1994).

Welchen Effekt hat dies auf phylogenetische Analysen? Die Einschrankung
der DNS-Varianz auf vier Merkmalszustdnde hat zur Folge, dass DNS-Sequen-
zen auch zuféllige Ubereinstimmungen zeigen kénnen. Je geringer die Anzahl
der beobachtbaren Merkmalszustdnde ist, desto hoher ist diese zufallig mog-
liche Ubereinstimmung. Demzufolge werden Sequenzen mit z.B. unabhdngig
erworbenem hohem AT-Gehalt rein zufillig einen grésseren Ahnlichkeitsgrad
aufweisen als Sequenzen mit balancierter Basenkomposition. Ist in verschiede-
nen evolutiven Linien eine Verschiebung der Basenkomposition konvergent er-
folgt, so kann die dadurch erhéhte, zuféllige Ahnlichkeit phylogenetisches Sig-
nal iiberdecken (z.B. Lockhart & al. 1994). Es gilt daher, solche moglichen Ver-
schiebungen der Basenkomposition vor, bzw. unabhangig von einer phyloge-
netischen Analyse zu identifizieren, um mdgliche Ursachen fiir widerspriichli-
che Signale im Datensatz auszumachen.

Konventionellerweise wird die mdgliche Heterogenitdt der Basenkomposi-
tion eines Datensatzes mit einem x2-Test getestet. Dieser Test kann allerdings
nicht phylogenetische Abhdngigkeiten dokumentieren. Er kann nur helfen, ein
generelles Problem im Datensatz zu identifizieren. Ublicherweise wird der x2-
Test iiber den gesamten Datensatz ausgefiihrt, also iiber informative und unin-
formative Merkmale. Es ist offensichtlich, dass invariante Merkmale, also Merk-
male, die aus funktionellen Zwangen keine Variabilitdt zeigen kdnnen, keine
Heterogenitdt der Basenkomposition im Datensatz stiitzen kdnnen. Ganz im
Gegenteil, ein x2-Test, der invariante Merkmale einschliesst, wird uns meist ein
klares Signal fiir eine homogene Basenkomposition liefern. Haufig iberwiegen
invariante Merkmale in molekularen Datenséatzen. Es ist daher kaum verwun-
derlich, dass Homogenitdt der Basenkomposition fast iiberall dokumentiert
wurde. Man bedenke nun allerdings, dass einzig die informativen Merkmale die
Topologie eines Stammbaumes bestimmen. Betrachtet man nur informative
Merkmale, so kann eine Heterogenitdt der Basenkomposition durchaus vor-
kommen, etwa ausgeldst durch nicht zufallige Substitutionsereignisse in ein-
zelnen Artengruppen, und diese Heterogenitdt kann entscheidenden Einfluss
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auf die Rekonstruktion haben. Mit einem simplen x2-Test iiber alle Merkmale
wadre das Problem nicht zu identifizieren. Informative und invariante Merkmale
miissen in Tests auf Heterogenitdt der Basenkomposition getrennt behandelt
werden (vergleiche Lockhart & al. 1996; Misof & al. 2001).

Wabhl des geeigneten Substitutionsmodells in
Maximum-Likelihood-Analysen

Die kurze Skizze iiber invariante Positionen und Heterogenitat in der Basen-
komposition fithrt uns unmittelbar zum Problem der Wahl eines geeigneten
Substitutionsmodells in Maximum-Likelihood-Analysen. Im Gegensatz zur Par-
simonie-Analyse eines molekularen Datensatzes basiert die Maximum-Likeli-
hood-Analyse auf expliziten Substitutionsmodellannahmen. Bei gegebenem
Substitutionsmodell wird die Topologie gesucht, die mit grosster kumulativer
Wahrscheinlichkeit iiber alle Merkmale das gefundene Muster der Nukleotid-
variationen darstellt. Es ist somit klar, dass die Rekonstruktion eines Stamm-
baumes vom angenommenen Substitutionsmodell abhdngt. Ad hoc-Annahmen
zu Substitutionsparametern des Substitutionsmodells waren noch bis vor
kurzem iiblich. Es war folglich zu erwarten, dass unrealistische Annahmen zu
Verzerrungen bzw. Verfalschungen der Ergebnisse fiihrten, eine in der Tat sehr
unbefriedigende Situation. Mit der Etablierung des Likelihood-Ratio-Tests (Na-
vidi & al. 1991; Goldman 1993a, 1993b) in der Phylogenetik konnte diesem
Problem der Maximum Likelihood Analyse abgeholfen werden. Der Likelihood-
Ratio-Test vergleicht bei konstanter Topologie die kumulativen Wahrschein-
lichkeitswerte dieser Topologie unter unterschiedlich komplexen Substitu-
tionsmodellen. Im Likelihood-Ratio-Test wird stufenweise ermittelt, ob ein
komplexeres Substitutionsmodell einen signifikant besseren Wahrscheinlich-
keitswert fiir die Topologie liefert als ein weniger komplexes. Dieser Test ist
mittlerweile gut etabliert, auch wenn teilweise kontroverse Ansichten in der Li-
teratur zu finden sind. Eine sehr iibersichtliche Testverfahrensroutine ist im
Programm Modeltest (Posada & Crandall 1999) implementiert. Zusammen mit
dem Programmpacket PAUP (Swofford 1998) ist die Ermittlung eines relativ
besten Substitutionsmodells fiir einen gegebenen Datensatz mdglich.

Aber auch hier gibt es nicht so offensichtliche und vielfach ignorierte Pro-
bleme. Substitutionsparameter werden ausgehend vom aktuellen Datensatz
unter der Annahme der Giiltigkeit fiir den gesamten Datensatz geschdtzt. Sollte
sich etwa die Substitutionswahrscheinlichkeit von A nach G innerhalb des Da-
tensatzes dndern, so kann dies durch herkdmmliche Modelle nicht beschrieben
werden und wird somit zu einer weiteren Ursache fiir unrealistische Annahmen.
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Hier gelangen wir wieder zum Kapitel iiber invariante Positionen zuriick. Eine
signifikante Heterogenitdt der Basenkomposition im Datensatz, ermittelt mit
einem x2-Test, zeigt uns, dass es im vorliegenden Merkmalssatz zu mindestens
einer Veranderung der Substitutionswahrscheinlichkeiten gekommen ist. Die
im Maximum-Likelihood-Modell angenommen Substitutionsparameter sind fiir
den Datensatz nicht mehr allgemein giiltig. Die Verletzung einer wichtigen Vor-
aussetzung fiir die Anwendung von Maximum-Likelihood-Methoden liegt vor.
In solchen Féllen werden wir auf Methoden der Stammbaumrekonstruktion zu-
riickgreifen, die sich als insensitiv gegeniiber Verdanderungen der Modellpara-
meter erweisen, etwa das LogDet Verfahren (Lockhart & al. 1994). Die Entwick-
lung solch robuster Verfahren steckt allerdings leider noch in den Kinder-
schuhen (siehe auch Galtier & Guoy 1998).
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