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Evaluation and application of tests for the detection of spatial autocorrelation
using data genetics marks
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RESUMO

Oindice | de Moran é aferramenta usual para se medir aintensidade da autocorrelacdo espacial em dados de marcadores
genéticos. A estatistical é assintoticamente normalmente distribuida, podendo ser avaliada como desvios da normal padréo mediante
0 suposto-N (aproximag&o normal). Porém, para pequenos nimeros de popul agdes (m<8), deve-se aplicar o teste de aeatorizagdo de
Mantel (suposto-R), desenvolvido por Mantel (1967). Assim, por meio do presente estudo, buscou-se avaliar o desempenho de
ambos os testes no que tange as taxas de erro tipo | e o poder dos mesmos. Estes foram avaliados via simulagdo de Monte Carlo, em
que analisaram-se, sob aH,, as situagdes { p=0,1, p=0,25 e p=0,5} de fregliéncias alélicas médias, para as quais consideraram-se os
nimeros {m =5, 10, 25 e 50} de populagdes, sendo que variou-se, para cada populacdo, o nimero de individuos em {n=1, 2, 5 e 10}.
Em relaggo a hipotese alternativa (com padréo espacial), além das mesmas situages simuladas em H,, avaliou-se 0 comportamento
destes critérios de testes segundo a variagdo da amplitude na freqiiéncia alélica média local em { A=0,1; 0,2; 0,5; 0,8 € 1,0}. Desta
forma, pode-se analisar a performance dos testes em questdo quanto ao grau de variabilidade das freqiiéncias alélicas médias geradas
sobre umasuperficie linear, em fung&o do espaco geografico, por meio de diferentesinclinagdes da mesma. O teste daaproximacdo
normal foi considerado melhor com {m <10} populacdes, quando combinado com as ponderacGes inverso da distancia e inverso da
disténcia ao quadrado, em ambos os niveis de significancia, 1% e 5%. Porém, o mesmo ndo deve ser aplicado associado com a
ponderag&o vizinho mais préximo. Com {m > 25} , deve-se aplicar o teste de Mantel em qualquer das situagdes simuladas.

Termos para indexacdo: Autocorrelagdo espacial, simulago Monte Carlo, | de Moran, frequiéncias a élicas, teste de Mantel.

ABSTRACT

Moran’s| index is the usual tool to measure the intensity of the spatial autocorrelation in genetic markers data. | statisticsis
asymptotically normally distributed and it may be evaluated as standard normal deviations (assumption-N, normality). However, for
small numbers of populations (m<8), the Mantel”s randomness test (assumption-R) developed by Mantel (1967) should be applied.
Thus, this study was done to evaluate the performance of both tests accordding to type | error rate sand their power. They were
evaluated via Monte Carlo simulation, in which, the situations of average allelic frequencies, { p=0,1, p=0,25 and p=0,5} were
analyzed under H_. Number for populations varying from {m= 5, 10, 25 and 50} were taken into account and for each population, the
number of individualsin {n=1, 2, 5, 10 and 30} was varied aswell. As regards to the aternative hypothesis (with spatial pattern), in
addition to these same situations simulated in H , the behavior of these criteria of tests was evaluated according to the variation of the
amplitudein the average locd al€lic frequency in {A=0,1; 0,2; 0,5; 0,8 € 1,0} . Therefore, the performance of the test studied could be
analyzed as the degree of variability of the average frequencies generated on alinear surface, related to the geographic space and by
means of it’s different slopes. The normal approximation was considered better withpopulations as combined with the weighing
systems inverse of the distance and inverse of the distance squared in both levels of significance 1% and 5%. The same should not
be applied associated with the nearest neighbor weighing. With , Mantel’stest should be applied in any of the situations simul ated.

Index terms; Spatial autocorrelation, Monte Carlo simulation, Moran’s |, allelic frequencies, Mantel s test.
(Recebido para publicagdo em 12 de margo de 2004 e aprovado em 7 de dezembro de 2005)

individuos vizinhos, diz-se que o fenbmeno exibe
autocorrelacdo espacial.
A andlise de autocorrelag@o espacia tem sido

INTRODUCAO

A principa justificativa do uso dos métodos da
estatistica espacia esta na problemética da independéncia.

Dados independentes sdo uma suposi¢ao conveniente, a
gual tornamais simples ainferéncia. Porém, modelos que
envolvem dependéncia estatistica sdo freglientemente mais
realistas (Cressie, 1993). Quando um individuo apresenta
alguma qualidade que, provavelmente, se faz presente em

aplicada como ferramenta para se fazer inferéncias de
processos que estdo subjacentes nos padrdes espaciais
observados de variacdo em frequéncias alélicas. Sokal e
Jacquez (1991), por meio de estudo de simulacdo aplicando
a andlise de autocorrelacdo espacial, recomendam o uso
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da andlise de autocorrelagdo para detectar processos
microevol ucionarios em popul agdes naturais.

Quando se analisam padrdes de superficie para
explicar avariabilidade de freqliéncias alélicas por meio de
estatistica espacial, deve-se, entdo, representar esta
variabilidade em um espaco tridimensional, cujos eixos X e
Y denotam as componentes espaciais, sobre as quais
associa-se 0 eixo Z das freqiiéncias alélicas (Figura 1).
Dessa forma, define-se o tipo bésico de dados paraa andlise
espacial de diferenciacdo de populagdes locais, em que a
variavel (frequiéncia alélica) mensurada em diversos pontos
amostrais, cuja posicao geogréfica é conhecida (Diniz-
Filho, 1998). Na Figura 12 sugere-se uma superficie
continua, em forma de um gradiente de variacéo, que pode
ser interpolada em relagéo aos valores de Z, como mostra
aFigura 1b. Esta superficie gjustada ilustra razoavel mente
bem o comportamento real da variagcdo das frequiéncias
alélicas, de modo que este fenémeno dependa apenas da
posicéo geografica S em qualquer parte daregido D, tal
que 1S €Dy .

Se essa superficie for bem gjustada, refletird a
existéncia de um padréo espacial de variacéo.
Evidentemente nem sempre esta superficie é
necessariamente uma estrutura real, pois as populactes
locais podem ndo se distribuir de forma continua sobre o
espaco; porém, deve refletir a dindmica espacial de um
processo microevolutivo que atua sobre as frequéncias
aédlicas. Defato, a existéncia de um padrao espacial implica
no fato de que € possivel encontrar uma explicagao
bioldgica Unica para a variagdo (ou pelo menos grande
parte dessa) nas diversas populagdes locais.
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Em genética de populagdes, estudos de padrfes
espaciais em estruturas genéticas sdo usual mente
analisados por meio do indice | de Moran (Cliff e Ord,
1973). Define-se esta estatistica, segundo Moran (1950),
como sendo:

_ my imzlzjzlri TiWj )
S

em que m € o nimero de populacdes amostradas,

T, =(z,-7) e 1, =(z; - Z) S0 as varidveis frequéncias
adélicas das populagdesi e centradas na media; W €0
elemento da matriz quadrada e simétricaW, com dimensdo
mxm, a qual expressa a relacdo espacial entre as m
populagdes e S, é o somatério dos elementos damatriz
simétrica de pesos espaciaisW.

A interpretacdo do indicel é andloga ao coeficiente
de correlagdo de Pearson, sendo entdo suas estatisticas,
na maior parte dos casos, restritas ao intervalo [-1,+1].
Finalmente, valores em torno de zero indicam que ndo ha
autocorrelacéo espacial.

A composicdo da matriz de continuidade, W, é
bastante flexivel, constando de esquema s mais simples
como a medida de conectividade (vizinhanga), bem como
por meio de esquema de pesos generalizados, tais como o
reciproco da distancia, o reciproco da distancia ao
quadrado, ou alguma outra poténcia: {1/d ,1/d?,...,1/d"}.
Especificamente, em genética de populacdes, em que as
amostras se distribuem de formairregular, € muito comum
utilizar a rede de Gabriel para definir os pesos binérios
(Gabriel e Sokal, 1969).

FIGURA 1- Superficie de frequiéncia simulada sobre espago geogréfico com variagdo clinal.
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A significancia dos momentos de | podem ser
avaliados sob H,, por duas suposicdes bésicas: 1)
suposto-N (aproximagdo normal): assume-se que os dados
sdo realizacBes de m amostras independentes e
identicamente distribuidas, proveniente de uma ou mais
populagBes normais; 2) suposto-R (teste de aleatorizacdo
de Mantel): admite-se que as observactes sdo realizacOes
aleatdrias de m amostras independentes, tomadas de uma
ou mais populages, cuja fungdo de distribuicdo é
desconhecida. Para maiores detalhes sobre a
fundamentacgo tedricarelativa ao | de Moran, consultar
Cliff e Ord (1973, 1981).

Entretanto, dada a importancia de se detectar
padrGes espaciais em estudos de genética de popul agdes,
teve-se por objetivo com esse estudo avaiar o desempenho
(poder) dos critérios de teste de aleatorizacdo de Mantel
(suposto-R) e da aproximacado normal (suposto-N) para
detectar a presenca de autocorrelacdo espacial,
considerando que 0os mesmos sdo usualmente utilizados
para se testar asignificanciado indice | de Moran.

MATERIAL E METODOS

Avaliou-se a performance dos critérios de teste de
Mantel (teste de aleatorizacdo) e daaproximacao normal
por meio de simulacdo de Monte Carlo, em aplicactes
simuladas de estudos de genética de popul agies.

Ambos os testes foram avaliados em diferentes
condi¢des de padrdo espacial, considerando diferentes
ndmeros de populagdes { m =5, 10, 25 e 50}, variando os
tamanhos (n) de amostras, com {1, 2, 5, 10, 30} individuos
por populacéo; estabeleceram-se ainda, os valores

nominais de significancia oo =1% e o. = 5%para os testes.

Para simular os dados, concebeu-se uma superficie
linear sobre um plano cartesiano, de maneira a representar
uma variagdo clinal ao longo de populagBes hipotéticas
dispostas no espaco geografico, sendo este, por sua vez,
representado pelo plano cartesiano. Sem perda de
generalidade, a superficie foi construida sobre este plano
tendo como valor minimo no ponto do dominio (0,0) e o
valor maximo em (10,10). Dessa forma, o valor médio da
superficie era encontrado nos pontos pertencentes a reta
ligando as coordenadas (0,10) e (10,0).

Assim, definidauma freqiiéncia alélicamédia 1L ao
longo das populagtes, e uma amplitude de variacdo A
(diferenca entre 0 méximo e 0 minimo), tem-se a equagao da
superficie dada por:

A A A
() =p=T+ 5% T 5V

com 0<p, <1 esendo X; ey, as coordenadas da
populacdo i no plano cartesiano. Conforme sugere a
notagdo E(p,), a superficie buscou justamente representar
afrequiéncia alélica média de uma populacdo na posicéo
(X;+Y,) do espago.

Para gerar populactes sob a hipétese de nulidade
(auséncia de padréo espacial), bastava atribuir o valor A=0
em (2). Dessa forma, obtém-se uma superficie paralela ao
plano cartesiano, com uma dada freqiiéncia alélica média
K. Sob H,, considerou-se =0,5; 0,25 e0,1.

Em presenca de dependéncia espacial, as seguintes
condi¢Bes foram avaliadas:

{n=05A=100,80,502e01,{u=025A=0502e01},{p=0LA=02e01}

Considerando-se todas as combinacfes possiveis
entre os parémetros, foram abordadas 211 situages.

Objetivando-se verificar amelhor ponderacdo para
compor amatriz de disténcias, W, combinou-se, com cada
situacdo citada as ponderacdes inverso da distancia (1D),
inverso da distancia ao quadrado (IDQ) e avizinho mais
proximo (VMP).

Com cada uma dessas ponderacfes, em cada uma
das 5.000 amostras geradas, o teste de Mantel e o teste da
aproximacdo normal do| de Moran foram feitos, parajulgar
a hipétese H, de auséncia de padréo espacial. Para o
teste de Mantel, um total de 2.000 permutagdes foram feitas.
O teste baseado na aproximagdo normal foi realizado

utilizando-se 0 suposto R. Assim, em cada amostra e para
cada matriz de ponderacéo, a seguinte estatistica foi

| —E(1)
caculada 1 = Jva(l) , hanaqual E(l) € aesperanca

1
do | de Moran, definidacomo , E(| )=—m—_1emquem

€ 0 tamanho da amostra, conforme definido em (1).

Tanto no critério de Mantel quanto na aproximagéo
normal, testes unilaterais a direita foram realizados para
julgar ahipétese de auséncia de padrao espacial.

Ao longo das 5.000 amostras, calculou-se a
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proporcdo de amostras com as quais foi rejeitada.
Interval os de confianga exatos também foram cal culados
paratais proporcdes (adaptado de Leemis e Trived (1996)).
Neste estudo, utilizou-se intervalos com de confianca.

Além das taxas derejeicdo de H , , o valor médio e

avaridnciado | de Moram, ao longo das 5.000 amostras,
também foram cal culados para cada um dos trés critérios
de ponderagéo.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Para as condi¢Bes analisadas via simulagdo de
Monte Carlo, em relacdo as ponderagdes inverso da
disténcia e inverso dadistancia ao quadrado, verificou-se
que avarianciado indice | de Moran, foi diretamente afetada
pela amplitude de variacdo média (A), tendendo a aumenta-
la. Por outro lado, a magnitude de m, contrariamente,
também influenciou esta mesma variéncia, tendendo a
diminui-la.

No que se refere a ponderagdo ID (Figura 2), as
taxas de rejeicdo de H,,, segundo o critério de Mantel,
tenderam a se apresentar estatisticamente diferentes dos
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niveis nominais de significancia; notadamente com { m=5},
as taxas foram estati sticamente menores que 0,05, quando
este era 0 nivel nominal e, quando o nivel nominal era0,01,
as taxas foram um pouco superiores. Nos casos de { m=10},
quando significativas, as taxas estiveram abaixo dos niveis
nominais (Figura 3ae 3d). Este fato denota um certo
conservadorismo do critério de teste. Deve-se notar,
contudo, que a partir de { m=25}, as taxas de rejeicdo de
foram quase sempre estatisticamente iguais aos valores
nominais, indicando um controle adequado do erro tipo |
(Figura 3a). Ja os testes da aproximacdo normal, com
{m=5}, foram mais conservadores, tanto com os niveis
iguais a 0,05 como 0,01. Ou sgja, neste ltimo nivel, o teste
promoveu um melhor controle do erro tipo | que o critério
de Mantel, que apresentou taxas superiores a 0,01 com
{m=5} (Figura2a). Por meio da Figura 3a, nota-se que com
tamanhos amostrais superiores a 5 populaces, as taxas
dos testes baseadas na normalidade apresentaram uma
tendéncia de serem superiores aos niveis de significancia,
embora ndo muito distantes destes. Especialmente nos
casos com {m=10} e, o teste daaproximac&o normal foi
claramente superior ao critério de Mantel.
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FIGURA 2 -Taxadeerrotipo | do teste de Mantel e da aproximagédo normal em funcdo do ndmero de individuos por

populacdo (n), param = 5.
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Estes resultados sugerem que, com amostras
peguenas (iguais ou menores que 10), utilizando-se o
inverso da distancia como ponderacdo e com nivel de
significancia 0,05 a aproximacdo normal € superior ao
teste de Mantel, ajulgar exclusivamente pelo controle de
errotipo . Com {m=25} ou mais, o critério de Mantel ja
apresenta um controle satisfatorio deste tipo de erro,
devendo ser preferido. A aproximacao normal so
apresentou, consistentemente, taxas estatisticamente
iguais aos valores nominais com {m=50} e, mesmo assim,
com =0,05.

Quanto a ponderacgéo inverso da distancia ao
quadrado, com {m=5}, o teste de Mantel teve uma leve
tendéncia de as taxa serem estati sticamente superiores ao
valor nominal 0,05; ao contrério do que ocorreu com a
ponderacdo ID, conforme mostra a Figura 2b. Com migual
ou superior a 10, houve maior semelhanca de tendéncias,
tendo o teste Mantel também apresentado um controle
satisfatorio do erro tipo |, a partir de { m= 25} populagdes
(Figura 3b). Em relagdo ao teste baseado naaproximacéo
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normal, o comportamento foi semelhante a ponderacéo
ID, tendo apenas observado, um control e estatisticamente
diferente dos niveis de significancia.

No que tange a ponderagdo vizinho mais proximo, o
teste de Mantel teve bastante semelhanca com as tendéncias
observadas na ponderacéo IDQ, ou sgja, com { m=5} astaxas
de rejeicdo de H, foram superiores aos valores nominais de
nivel de significancia. Com {m=10}, tais taxas foram, quando
significativas, em geral, inferiores, e, apartir de { m=25}, pode-
se dizer que o teste de Mantel promoveu um controle
satisfatdrio do erro tipo | (Figura 3c).

O mesmo nao pode ser dito no tocante a
aproximacéo normal, apresentando taxas muito elevadas
de rejeicdo de H , na grande maioria das situagdes. Ou
seja, a julgar pelos resultados encontrados, se o
pesquisador optar pelo vizinho mais proximo como fator
de ponderacdo, entdo ndo deve utilizar a aproximacéo
normal como critério de teste, em funcao de seu
desempenho muito insatisfatério de controle do erro tipo |
(Figuras 2 e 3c).
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FIGURA 3-Taxade erro tipo | dos testes de Mantel e da aproximacdo normal em funcdo da populagdo (m) e do ndimero

deindividuo por populagéo (n).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 30, n. 2, p. 206-213, mar./abr., 2006



Avaliacdo e aplicacdo de testes para a detecgdo da autocorrelagéo ...

211

Sob a hip6tese de dependéncia espacial, no tocante
aponderacdo 1D, o teste de Mantel, apresentou umaclara
tendéncia de as taxas de rejei¢éo de H, aumentarem com o
aumento da amplitude A. Ou sgja, quanto maior ainclinacdo
do plano de variacdo clinal, maior o poder do teste. Esta
tendéncia foi observada em ambos os niveis de
significancia adotados (Figura 4a).

Chamam a atenc¢ao, os valores de poder muito
baixos, com amostras pequenas {m < 10} .Tomando-
se o teste de Mantel com « = 0,05, observa-se que,
na maioria dos casos, o poder esteve abaixo de 0,1;
tendo atingido o valor 0,1458 na situagdo de maior
inclinagéo do plano de variagéo clinal. Mesmo com um
tamanho de amostra dado por { m=25}, o que pode ser
considerado uma condic¢do relativamente tipica, o poder
foi muito baixo com valores de A intermedidrios. Na
situac8o mais extrema (A=1), o poder chegou a 0,3999,
com ¢ =0,05. Estes resultados sugerem que, em
situacdes tipicas, mesmo que haja consideravel
dependéncia espacial entre os individuos, o
pesquisador tera dificuldades de detectar tal
dependéncia, utilizando o indice | de Moran associado
ao teste de Mantel. Este aspecto € ainda agravado se
for utilizado o nivel de significancia 0,01, conforme
mostram aFiguras 4a e 4b. Valores desejaveis de poder,
como aqueles acimade 0,9, s6 puderam ser observados
com tamanhos totais de amostras grandes, como a
partir das combinacfes { m=25, n=10} e{ m=50, n=5}.
Tais tamanhos, no entanto, séo pouco frequentes na
préticaem genética, ver Figura4c.

Conforme discutido anteriormente, o teste
baseado na aproximac&o normal apresentou, em geral,
um melhor controle dataxa de erro tipo | sob pequenas
amostras (m < 10), portanto, é de é de especial interesse
comparéa-lo como o teste de Mantel em tais condicdes.
De fato, pode-se observar, na Figura 4d, que o poder da
aproximagdo normal foi quase sempre maior gque o teste
de Mantel, com {m=5} e {n=10}. Excecdes foram
observadas apenas com {m=5} e =0,01. Assim, sugere-
Se gue, com amostras pequenas, a aproximacao normal
deva ser preferida ao critério de Mantel. No entanto, é
importante salientar que, mesmo com a aproximacao
normal, os valores de poder foram marcadamente baixos,
sob amostras pequenas.

E interessante notar que, com a ponderacio 1DQ,
houve uma sensivel reducéo de poder nos casos com
{m=50} (Figura4d). Este aspecto provavel mente se deve a
pior especificacdo do fator de ponderagdo. Assim, mesmo
com as amostras grandes, € importante que haja uma
especificagdo adequada da ponderacdo a ser utilizada. Esta
ndo é uma questdo simples, sugerindo que estudos devam
ser conduzidos no sentido de se elucidar como se da o
padrdo de variacdo clinal. Na prética, € pouco provavel que
€le se dé por meio de uma superficie estritamente linear g,
assim, a escolha da ponderacdo mais adequada ndo é Gbvia

A freqliéncia al élica média desempenhou grande
influéncia sobre o poder. 1sso se deve ao fato de que,
guanto mais afrequéncia al élica média se aproximar de
zero, menor serd a amplitude de variagdo possivel entre o
maior e 0 menor valor do plano clinal. Este é um aspecto
que dificulta ainda mais a detec¢do de dependéncia
espacial, pois nem sempre os locos marcadores
apresentam alelos com freqiiéncia préximaa0,5, conforme
mostraa Figura 4e.

Em relacéo ao fator de ponderag&o vizinho mais
proximo, os valores de poder também cresceram em fungéo
de A, mas também houve exce¢des. Comparando-se as taxas
de poder do teste de Mantel com o produto igual a 50,
nota-se uma reducdo do poder com {m=50}, da mesma
forma como observado com a ponderacéo inverso da
distancia ao quadrado. Este é um aspecto estatistico
indesgjavel, pois sugere inconsisténcia, ou sgja, aumento
de taxas de erro tipo 11, com o aumento do tamanho da
amostra, se a ponderagdo especificada ndo € mais
apropriada, conforme mostra a Figura 4f.

De uma maneirageral, pode-se dizer que, no teste
deMantel, a ponderacdo VMP promoveu valores de poder
intermedi&rios entre as ponderagdes ID e IDQ. Este fato
sugere que o vizinho mais proximo seja uma ponderacdo
um pouco mais robusta. No tocante ao teste da
aproximacao normal, os valores de poder sempre foram
consideravel mente superiores com a ponderacdo VMP, em
ambos valores nominais de significancia (Figuras 4b e 4d).
Isso sugere superioridade deste critério, a primeiravista.
Porém, uma vez que o controle do erro tipo | com a
aproximag&o normal deixou a desgjar, realmente ndo se deve
recomenda-la, em absoluto, se 0 vizinho mais préximo for a
ponderacdo escolhida.
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FIGURA 4 — percentuais de poder dos testes de Mantel e da aproximagao.
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CONCLUSOES

Embora com baixo poder, o teste da aproximacéo
normal deve ser preferido para as situacdes de pequenas
amostras (m< 10), quando se utilizam os esquemas de
ponderagdesinverso da distancia e oinverso da distancia
ao quadrado, pois 0 mesmo controlou melhor as taxas de
erro tipo |, paraambos os niveis de significancia adotados.

Para o tamanho populacional maior ou igual a 25, 0
critério deMantel teve melhor desempenho, pois controlou
satisfatoriamente as taxas de erros. Somente para 0 caso
{m=50} o teste da aproximacdo normal obteve taxas de
erros consistentes e estatisticamente iguais ao valores
nominais, com o valor nominal ¢ =0,05.

Os poderes de ambos os testes foram fortemente
influenciados pelas freqiiéncias alélicas médias (ou
freqliéncias alélicas intermediéria), com as quais pode-se
obter inclinacBes mais pronunciadas. Caso contrario, ter-
se-amais dificuldades em se detectar o padréo espacial.

Em relagdo ao fator ponderacdo inverso da disténcia
ao quadrado, pode-se notar uma queda no poder dos
testes nos casos com {M=50} . Isso é um forte indicio de
gue mesmo para grandes amostras, deve-se ter muita
cautela na escol ha adequada do esquema de ponderagao.
Este fato sugere aimportancia de estudos que expliquem
melhor como se da o padréo de variagdo clinal. Na prética,
€ muito provavel que este padréo espacial ndo se dé por
meio de uma superficie rigorosamente linear. Assim, a
escolha da ponderacdo adequada ndo € téo clara.

Em linhas gerais, o teste da aproximagéo normal
ndo é recomendado em nenhuma das situagdes simuladas
guando se utiliza o esquema vizinho mais préximo.
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