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Resumen

Titulo: Anélisis de la sensibilidad de la reconstruccion de estados ancestrales variando métodos

de reconstruccion, modelos de transformacion y codificacion de caracteres*

Autor: Daniela Pachén Prada**

Palabras Clave: ancestral, Chiroptera, reconstruccion, sensibilidad, Phyllostomidae

Descripcion: La reconstruccion de estados ancestrales depende de parametros que pueden tomar diversos
valores, y dependiendo de estos valores se pueden obtener diferentes resultados. Por consiguiente, se evalu6
la sensibilidad de la reconstruccion ancestral de la dieta de los murciélagos de la familia Phyllostomidae,
usando dos métodos: parsimonia y Maxima verosimilitud; tres modelos de transformacién: uno simétrico,
y dos asimétricos; y cinco codificaciones de estado: dos multiestado y tres binarias. Encontramos que
Maxima verosimilitud es mas estable que parsimonia bajo todas las transformaciones. Méxima
verosimilitud y parsimonia presentan el mayor nimero de nodos comunes cuando la matriz de
transformacion es simétrica, contrario a cuando la transformacion es asimétrica. Aun asi, el método fue el
parametro que alteré en menor medida las reconstrucciones, ya que al comparar nuestros resultados con
otras propuestas de dieta ancestral en Phyllostomidae, no presentaron diferencias evidentes. En contraste,
las codificaciones comparadas entre si, demostraron resultados distintos. Considerando lo anterior,
concluimos que la reconstruccién de estados ancestrales es sensible al cambio en los valores de los tres
pardmetros evaluados. Por lo tanto, es fundamental realizar andlisis de sensibilidad de los parametros a
usar, y conocer el comportamiento de los resultados bajo distintos escenarios para evitar posibles sesgos

metodoldgicos.

* Trabajo de grado

** Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Universidad Industrial de Santander
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Abstract

Title: Sensitivity analysis of ancestral state reconstruction varying reconstruction methods,

transformation models and characters codification*

Author: Daniela Pachon Prada**

Key Words: ancestral, Chiroptera, reconstruction, sensibility, Phyllostomidae

Description: The ancestral states reconstruction depends on parameters that can take different values and
depending on these values, different results can be obtained. Therefore, the sensitivity of the ancestral diet
reconstruction of the bats of the family Phyllostomidae was evaluated, using two methods: parsimony and
Maximum likelihood; three transformation models: one symmetric, and two asymmetric; and five state
encodings: two multistate and three binaries. We find that Maximum likelihood is more stable than
parsimony under all transformations. Maximum likelihood and parsimony have the highest number of
common nodes when the transformation matrix is symmetric, contrary to when the transformation is
asymmetric. Even so, the method was the parameter that less disturbing reconstruction reconstructions,
since when comparing our results with other proposals for an ancestral diet in Phyllostomidae, they show
no obvious differences. In contrast to the encodings, when compared to each other, showed different results.
Considering the above, we conclude that the reconstruction of ancestral states is sensitive to the change in
the values of the three parameters evaluated. Therefore, it is essential to carry out sensitivity analysis of the
parameters to be used, and to know the behavior of the results under different scenarios to avoid possible

methodological biases.

* Degree work

** Faculty of Sciences, School of Biology, Universidad Industrial de Santander
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Introduccion

La reconstruccion de estados ancestrales es un conjunto de técnicas que permiten estudiar
la historia evolutiva de un rasgo, al estimar su condicion en el ancestro de un grupo taxonémico,
dados los estados del caracter en las especies actuales (Joy et al., 2016). Con esta técnica se pueden
testear hipotesis evolutivas (Royer-Carenzi et al., 2013) y de procesos de seleccion (Messier y
Stewart, 1997), evaluar la evolucion de caracteres correlacionados (Swofford y Maddison, 1992),
mapear mutaciones en una filogenia (Nielsen, 2002) y resolver conflictos taxonémicos (Schéffer
et al., 2010). Para ser llevada a cabo, son necesarios parametros como: la filogenia resuelta del
grupo, un modelo de evolucion del caracter, un método de reconstruccion, la codificacion de los
caracteres en las especies actuales, la incertidumbre filogenética, la longitud de las ramas, la tasa
de heterogeneidad de los caracteres, entre otros (Ronquist, 2004; Hardy, 2006; Duchéne y Lanfear,
2015; King y Lee, 2015; Joy et al., 2016). Estos parametros pueden tomar distintos valores,
provocando cambios en los resultados del andlisis (Felsenstein, 1985; Ree y Donoghue, 1998;
Huelsenbeck et al., 2003; Ronquist, 2004; Hardy y Linder, 2005; Bollback, 2006; Royer-Carenzi

et al., 2013; Holland et al., 2020).

Dada la variedad de pardmetros, y valores que estos pueden tomar en la reconstruccion de
estados ancestrales, se ha discutido acerca de cuales valores de pardmetro permiten resultados mas
acertados (Hardy y Linder, 2005; Royer-Carenzi, 2013; Holland et al., 2020). Asi, varios autores
(e.g., Hardy y Linder, 2005; Hardy, 2006) han sefialado las problematicas y soluciones al momento
de reconstruir estados ancestrales de rasgos ecologicos, los cuales no son rastreables en el registro

fosil y cuya expresion en las especies frecuenta ser multiestado. Esta Ultima condicion es de gran
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interés, puesto que en ocasiones no se considera la condicion multiestado, suscitando a asumir un

anico estado en el ancestro (Hardy y Linder, 2005; Hardy, 2006).

Un carécter ecoldgico cominmente empleado en reconstruccion de estados ancestrales ha
sido la dieta, la cual ha sido evaluada en grupos como peces (Huie et al., 2019; Knudsen et al.,
2019), aves (Chen y Zhao, 2019), gasterépodos (Goodheart et al., 2017), insectos (Rainford y
Mayhew, 2015) y murciélagos, principalmente de la familia Phyllostomidae (Monteiro y
Nogueira, 2011; Rojas et al., 2011). Para la estimacion de la dieta ancestral en este tltimo grupo
se han empleado los tres métodos de reconstruccion ancestral propuestos, parsimonia, Méxima
verosimilitud (MV) e Inferencia Bayesiana (IB) (Joy et al. 2016; Bremer, 1992; Pagel, 1999;
Ronquist, 2004), codificaciones multiestado y binarias, filogenias con distinto nivel de resolucion
y modelos de transformacion simétricos y asimétricos (Ferrarezzi y Gimenez, 1996; Wetterer et
al., 2000; Datzmann et al., 2010; Monteiro y Nogueira, 2011; Rojas et al., 2011). Por otro lado,
Phyllostomidae es la familia de los murciélagos con la mayor cantidad de habitos alimenticios
reportados para Chiroptera (Gardner, 1977; Fenton y Simmons, 2015), y que pueden presentar
especies con mas de un tipo de dieta (Gardner, 1977; dos Reis y Peracchi, 1987; Bernard, 2003).
Aun asi, dado que la dieta es un caracter ecologico, no se han testeado los parametros y considerado
las problematicas que conlleva reconstruir el estado ancestral de este tipo de caracteres. Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo es evaluar el comportamiento de la reconstruccion de estados
ancestrales bajo valores distintos de tres parametros: método de reconstruccion, modelo de
transformacion y codificacion de caracteres; mediante un analisis de sensibilidad (Wheeler, 1995),

usando como modelo biolégico la dieta de las especies de la familia Phyllostomidae.
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1. Objetivos

1.1. Objetivo General
Evaluar el resultado de la reconstruccion de la dieta ancestral en Phyllostomidae al variar

métodos de reconstruccion, modelos de transformacion o codificacion de caracteres.

1.2. Objetivos Especificos
Categorizar las dietas de las especies de la familia Phyllostomidae en relacion con las

codificaciones a testear.

Estimar la dieta ancestral de Phyllostomidae a partir de los pardmetros y valores

considerados.

Contrastar los resultados de las diferentes reconstrucciones realizadas de la dieta ancestral.
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2. Métodos

2.1. Busquedas de literatura

Para reconstruir la dieta ancestral de la raiz y nodos internos de Phyllostomidae se buscd
literatura sobre la dieta de los murciélagos de esta familia y dos especies de Mormoopidae,
presentes en la filogenia para mamiferos actuales propuesta por Upham et al. (2019), usando las
palabras clave “dieta”, “comida”, “contenido estomacal” y “habito alimenticio”, en espafiol,
inglés, portugués y francés en la base de datos de Google Académico con la herramienta Octoparse
v.8.1.24.90111 (Octopus Data Inc., 2020). De las busquedas, solo se incluyeron registros de
observaciones directas de consumo, e items alimenticios hallados en refugios, heces y contenidos

estomacal o intestinal. Las dietas fueron asignadas a las categorias insectivoria, carnivoria,

hematofagia, frugivoria y nectarivoria, acorde con Rojas et al. (2011).

2.2. Codificaciones de estado
Se manejaron cinco esquemas de codificacion de estado, dos codificaciones multiestado
Ilamadas matriz base y matriz multiestado; y tres codificaciones binarias denominadas matriz
binaria 1, 2 y 3, siguiendo a Pleijel (1995), Keever y Hart (2008), Rojas et al. (2011), Pereira et al.
(2015) y Knudsen et al. (2019). Las matrices fueron codificadas teniendo en cuenta los reportes de

dieta obtenidos de las busquedas de literatura de la siguiente manera:

i) Matriz base (Mb), incluye cinco caracteres (insectivoria, carnivoria, hematofagia,
frugivoria y nectarivoria) de cuatro estados (ausente, complementario, predominante y estricto).
Para su codificacion se calcularon las frecuencias de reportes bibliogréaficos de dieta para cada

especie, asignando los estados, acorde con los intervalos de frecuencia de reporte propuestos por
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Monteiro y Nogueira (2011) y Rojas et al. (2011), modificando estos intervalos a valores mas
restrictivos: ausente 0-0.05; complementario 0.051-0.5; predominante, 0.51-0.94, y estricto, 0.95-

1.

ii) Codificacién multiestado (Multiestado), que incluye un solo caracter de cinco estados
(insectivoria, carnivoria, hematofagia, frugivoria y nectarivoria) codificados segun las dietas con

frecuencia de reporte > 0.5.

iii) Codificaciones binarias, que incluyen cinco caracteres (insectivoria, carnivoria,
hematofagia, frugivoria y nectarivoria) de dos estados (presente y ausente), con frecuencias de
reporte para la asignacion del estado presente > 0.05 para la codificacion binaria 1 (B1), > 0.5 para

la codificacion binaria 2 (B2) y > 0.95 para la codificacion binaria 3 (B3).

2.3 Modelos de transformacion.

Se construyeron tres matrices de transformacion para la reconstruccion de la dieta ancestral
con todas las codificaciones: tasas de transformacion simétricas, tasas de transformacion
asimétricas favoreciendo multiples apariciones (0 —1) y tasas de transformacion asimétricas
favoreciendo reversiones (1—0). Se asignaron los valores de cambio 1.0 y 2.9 debido a que si la
diferencia entre los valores de cambio es mayor a 1.9 las tasas de cambio no eran leidas por las

funciones (mencionadas adelante) para reconstruir el estado ancestral.

2.3. Filogenia
Para obtener la reconstruccion de la dieta ancestral de Phyllostomidae, se empled la
topologia propuesta por Upham et al. (2019), denominada en el trabajo original “Global RAxML
tree”, filogenia obtenida con el mayor nimero de especies y evidencia empleada en dicho trabajo.

Esta topologia fue podada, ajustandola a las especies para las cuales se obtuvo reporte de dieta en
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la literatura, usando la funcion drop.tip del paquete ape v. 5.4-1 (Paradis y Schliep, 2019) en el
lenguaje R (R Core Team, 2021). La nomenclatura de las terminales en el arbol se actualizé usando
como referencia The Mammal Diversity Database v. 1.5 (Burgin et al., 2018), debido a que hubo
cambios taxondmicos para los géneros Dermanura, Mimon y Vampyressa, desde la publicacion

de la filogenia en cuestion.

2.4. Reconstruccion de estados ancestrales
Las reconstrucciones de estados ancestrales se realizaron con dos enfoques metodoldgicos,
parsimonia y Maxima verosimilitud (MV), las tres matrices de transformacién y las cinco
codificaciones de estado, con las funciones ace del paquete ape v. 5.4-1 (Paradis y Schliep, 2019)
para MV, bajo el modelo de Markov para estados discretos (MKk; Pagel, 1999), y

asr_max_parsimony del paquete castor v 1.6.7 (Louca y Doebeli, 2018) para parsimonia, en R.

2.5. Anélisis de sensibilidad
Para determinar la sensibilidad de la reconstruccion de estados ancestrales a los distintos
valores de pardmetros se calcul6 el nimero de nodos que compartieran la misma asignacion de
estado ancestral entre distintos pares de reconstrucciones, escalado por el nimero méaximo de
nodos registrados en cualquiera de los pares comparados. Este valor es denominado conteo de

nodos comunes.

Para comparar las reconstrucciones de dieta obtenidas con trabajos anteriores sobre la dieta
ancestral de Phyllostomidae se realiz6 el mismo conteo de nodos comunes explicado anteriormente
para los nodos de las 11 subfamilias y la raiz de Phyllostomidae, propuestas por Baker et al. (2016).
Para facilitar las comparaciones, los resultados de las reconstrucciones de la codificacion Mb se

dividieron en tres categorias de frecuencia complementaria, predominante y estricta.
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El cddigo usado en estos analisis se encuentra disponible en el enlace GitHub

https://github.com/DanielaP10/Sensibilidad-reconstruccion-de-estados-ancestrales

3. Resultados

Se revisaron 104 trabajos sobre la dieta de 108 especies de murciélagos de la familia

Phyllostomidae y dos de Mormoopidae, de los cuales se obtuvieron 335 reportes de dieta.

Las reconstrucciones obtenidas con Parsimonia y MV usando la transformacion simétrica
comparten 81 % de nodos comunes, mientras que las generadas con las transformaciones que
favorecen multiples apariciones y reversiones comparten 53 y 63 % de nodos comunes
respectivamente. Adicionalmente, las comparaciones de ambos métodos demostraron que los
resultados de estos son méas semejantes dentro de ellos que entre ellos, dado que bajo las
transformaciones asimétricas MV genera reconstrucciones que comparten 99 % de nodos
comunes, mientras que en parsimonia comparten el 43 %. Aun asi, el valor de nodos comunes
entre transformaciones simétricas y asimétricas dentro de los métodos es cercano, con 70 % para
MV y 61y 71 % (transformacion asimétrica que favorece multiples apariciones y reversiones

respectivamente) en parsimonia (Figuras 1 y 2).

Mb y B1 fueron las codificaciones con mayor similitud en sus reconstrucciones, con
valores de nodos comunes en el rango de 72 a 99 %, entre ambos métodos. Contrario a estas, las
comparaciones entre las reconstrucciones generadas por las codificaciones binarias obtuvieron
valores de nodos comunes entre 13 y 68 % (Figura 2). Por otro lado, la cantidad de nodos

reconstruidos cambio con respecto al rango de frecuencia empleado en la construccion de las
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codificaciones binarias, debido a que cuando la frecuencia de dieta se excluia a valores mayores a
0.95 (codificacion B3), el numero de nodos reconstruidos disminuia, contrario al caso donde estas

frecuencias eran mayores a 0.05 (codificacion B1) (Figura 1).

En las estimaciones de estado ancestral por dieta, vistas como caracteres, frugivoria e
insectivoria fueron reconstruidas bajo todos los posibles escenarios, mientras que carnivoria,
hematofagia y nectarivoria, no. De estas, las que presentaron mayor nimero de nodos comunes en
las comparaciones entre parametros fueron frugivoria y hematofagia bajo la transformacion
asimétrica que favorece las reversiones, en ambos métodos (Figura 2 C, 2-3). En contraste,
carnivoria no fue reconstruida en ningun escenario de B3 y B2 en parsimonia, debido a las pocas
especies con frecuencias de reportes de este tipo de dieta mayores a 0.5 en la familia (Figura 1y

2).

4. Discusion

El comportamiento observado de la reconstruccion de estados ancestrales bajo matrices de
transformacion asimétricas en MV, el cual no indica cambio en los resultados debido al tipo de
transformacion, ha sido reportado previamente en estudios empleando estados continuos (Holland
etal., 2020). Asi mismo, el comportamiento de este analisis usando parsimoniay transformaciones
asimétricas, demostrd que la reconstruccion de estados ancestrales realizada con dicho método se
ve afectada por la asimetria de las matrices de transformacion, correspondiendo a lo demostrado
por Holland et al., (2020), debido a que el método asume transformaciones simétricas para explicar

los cambios de estado. Sin embargo, MV y parsimonia pueden ser congruentes bajo
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transformaciones simétricas (Pagel, 1999; Ekman et al., 2008; Wu et al., 2015), como lo

encontrado en este trabajo.

Por otro lado, los resultados permiten afirmar que la codificacion multiestado, la mas usada
en reconstrucciones de dieta ancestral (Rojas et al., 2011; Goodheart et al., 2017; Huie et al., 2019;
Knudsen et al., 2019), presenta menor dificultad de manejo, ya que, solo es necesario reconstruir
el caracter una vez, lo cual a su vez permite asignar directamente los estados ancestrales a los
nodos, dados estos resultados. Sin embargo, esta codificacion brinda poca informacion sobre los
habitos alimenticios de los ancestros, ya que no considera los diversos habitos que pueden
presentar las especies actuales (Hardy, 2006). En contraste, Mb fue la codificacion mas
informativa de las tres empleadas, aunque dificulta establecer una dieta ancestral en los nodos
internos, dado que esta codificacion depende del resultado neto de las reconstrucciones (maxima
probabilidad en MV vy la asignacion del estado distinto a ausente en parsimonia). Por otro lado, las
codificaciones binarias que también son frecuentemente empleadas (Keever y Hart, 2008; Royer-
Carenzi et al., 2013; Pereira et al., 2015; Wu et al., 2015) fueron las mas complejas de construir.
Sin embargo, estas permiten entender el efecto que genera la interpretacion del rasgo a evaluar en
la reconstruccién, ya que en comparacion con la codificacion Mb y multiestado fragmenta las

dietas segun su representatividad, dadas las frecuencias de reportes en las especies (Pleijel, 1995).

Datzmann et al. (2010) y Monteiro y Nogueira (2011) han reconstruido la dieta ancestral
de los nodos internos y la raiz de la familia Phyllostomidae usando una codificacion multiestado
en MV bajo modelos de transformacion simétricos y Rojas et al. (2011) con Inferencia Bayesiana
y modelos de transformaciones asimeétricos. Aun asi, de las reconstrucciones realizadas en este
trabajo, las que presentaron valores de nodos comunes mas altos (80, 66 y 66 % respectivamente)

con las propuestas anteriores fueron la codificacion Mb, estados complementarios, bajo tasas de
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transformacion asimétricas en MV, y esta misma codificacion en parsimonia, con valores de nodos
comunes de 60, 58 y 58% respectivamente (Figura 3). Aunque bajo las transformaciones
asimetricas los métodos compartieron menos nodos comunes en comparacion con lo obtenido bajo
la transformacidn simétrica, los resultados de estas comparaciones pueden ser un indicativo de que
el método de reconstruccion seria el parametro que menos genera cambios en los resultados de la

reconstruccion de estados ancestrales, resultado igualmente encontrado por Schéffer et al. (2010).

5. Conclusiones

Este trabajo brinda una aproximacion a la comprension del comportamiento de la
reconstruccion de estados ancestrales, en este caso, al cambio de los valores de tres parametros:
métodos de reconstruccion, modelos de transformacion y codificacion del caracter. Al detallar el
efecto diferencial de cada parametro en la reconstruccion de estados ancestrales, los analisis de
sensibilidad indican que los cambios de los resultados obtenidos con los métodos vy
transformaciones son debido principalmente a la transformacidn (para los métodos) y método (para
las transformaciones) empleado. Por otro lado, se sugiere el uso de codificaciones que consideren
los posibles polimorfismos ancestrales, en un rasgo ecolégico, como las codificaciones Matriz base
y Binarias, aunque esta decision estaria principalmente ligada al manejo del caracter por parte del
investigador y a la pregunta de investigacion. En cuanto a la eleccion de los valores de parametro,
no se encontraron argumentos que motivan la eleccién de un valor sobre otro, siendo preferible
realizar un analisis de sensibilidad para escoger dichos valores previamente a concluir una
pregunta de investigacion con base en lo obtenido en una reconstruccion de estados ancestrales,

con el fin de evitar posibles sesgos de interpretacion.
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Presentacion de figuras

Figura 1.

Representacion grafica de la reconstruccion de estados ancestrales realizada en la topologia
propuesta por Upham et al. (2019) bajo los cambios de valores en los tres parametros

evaluados.
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Nota. La numeracion de nodos en la topologia (A) indica a cuales nodos hacen referencia a la
numeracion a la izquierda de las barras, las cuales representan las probabilidades de estado en
Maxima verosimilitud (B) y los estados obtenidos con parsimonia (C). Cada barra hace referencia
una dieta y codificacion (Gnicamente en el caso de la codificacion multiestado) reconstruida, estas
a su vez, estan agrupadas por los tipos de transformaciones. C, carnivoria; Comp, complementario;
F, frugivoria; H, hematofagia; I, insectivoria; N, nectarivoria; Matriz mult, matriz multiestado;
Transformacion asimétrica 1, transformacion asimétrica que favorece multiples apariciones;
Transformacion asimétrica 2, transformacion asimétrica que favorece las reversiones. Para esta

figura se descartaron las reconstrucciones cuyo resultado fuera ausente para todos los nodos.
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Figura 2.

Comparaciones entre las reconstrucciones de dieta ancestral bajo distintos valores de

parametros, dados los valores de nodos comunes.
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Nota. Estas comparaciones se agruparon en: A) Transformaciones simétricas; B) Transformacion

asimétrica que favorece multiples apariciones; C) Transformacién asimétrica que favorece las
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reversiones; D y E) Comparacion entre transformaciones en parsimonia y Maxima verosimilitud
respectivamente. Filas: 1) Carnivoria; 2) Frugivoria; 3) Hematofagia; 4) Insectivoria; y 5)
Nectarivoria. Mb, codificacion Matriz base; Multi, codificacion multiestado; B1, B2 y B3,
codificaciones binarias 1, 2 y 3 respetivamente; MV, Méaxima verosimilitud; P, parsimonia; I,
transformacion simetrica; R, transformacion asimétrica que favorecen las reversiones; M,
transformacion asimétrica que favorece multiples apariciones. La diagonal en sentido superior
derecha a inferior izquierda en las columnas A, B 'y C, indican las comparaciones entre los métodos

parsimoniay MV.
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Figura 3.

Comparacion de las reconstrucciones obtenidas en este trabajo con parsimonia (A) y

MV (B) con trabajos previos sobre la dieta ancestral de Phyllostomidae.
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Nota. Filas: Mb-E, estados estrictos de la codificacion matriz base (Mb); Mb-P, estados
predominantes de la codificacién Mb; Mb-C, estados complementarios de la codificacién Mb; B1,
B2 y B3, codificaciones binarias 1, 2 y 3 respetivamente; Multi, codificacion multiestado.

Columnas: se indico Unicamente la inicial del primer autor de los trabajos comparados, D,
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Datzmann et al. (2010); M, Monteiro y Nogueira (2011), y R, Rojas et al. (2011). Barras: celeste,
transformaciones asimétricas; celeste de puntos, transformacion que favorece reversiones; celeste
de barras cortas, transformacion que favorece multiples apariciones; rosado, transformacion

simétrica.
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