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Sistematica Filogenética aplicada a la Ficologia Marina

Prologo

Esta obra surge como resultado de la necesidad de poner al alcance de los estudiantes y profesores de la division de CBS, el conoci-
miento y la prdctica de los andlisis de sistematica filogenética (SF), particularmente en grupos algales marinos. Se reconoce que este
tipo de prdcticas no son ex profeso para los grupos algales, porque pueden emplearse para los diversos grupos que conforman la
biodiversidad del planeta.

La Sistemética Filogenética constituye una de las muchas disciplinas de la Biologfa Evolutiva (también conocida como Biologia
Sistemética 0 Comparada), y se encarga de analizar las relaciones de ancestria-descendencia entre los taxa incluidos en los sistemas
de dlasificacion bioldgica (fundamentalmente las categorias genéricas -grupos de especies- y de familia -grupos de géneros-). Otras
disciplinas son la Ecologia Evolutiva, la Filogeografia (genética de poblaciones) y la Biogeografia (la dimension espacial del proceso
evolutivo). La SF es una disciplina incluyente, pues su objetivo cubre, con un mismo método y andlisis, a Procariontes y Eucariontes,
dado que opera en el marco de la teoria evolutiva. Los anélisis filogenéticos, a través del entendimiento de los grupos monofiléticos
(linajes que comparten un ancestro comun inmediato) han dado lugar a avances sustanciales en el estudio de la biodiversidad, de
la conservacion de la misma, y de sus usos. Los andlisis filogenéticos de un grupo econémicamente importante, por ejemplo, han
reducido significativamente, el tiempo del proceso ensayo-error en la seleccion del recurso (de la especie, realmente, importante
econdmicamente). Esto porque las especies filogenéticamente relacionadas, sobre todo si son grupos hermanos (o sea, comparten
un ancestro inmediato comtin), también comparten muchas otras caracteristicas. De tal manera que, si una especie que se distribuye
en Chile, y que es un recurso importante, y es filogenéticamente el taxon hermano de una especie presente en el litoral mexicano;
entonces, la especie mexicana debe ser considerada como un recurso potencial.

Por otro lado, esté el estudio de la biodiversidad en si misma. La SF nos ha acercado meridianamente a un entendimiento més
real, mds actual de la diversidad biolégica. Gracias a la SF, ahora manejamos conceptos evolutivos nuevos: especies cripticas (varios
genotipos independientes usando un Unico fenotipo); y especies plasticas fenotipicamente (un mismo genotipo usando varios feno-
tipos). Esto ha dado lugar, por supuesto, a un incremento en la diversidad alfa.

La manera de abordar el tema de la SF en este manual, fue tanto metodoldgica como tedrica. Las implicaciones del método de
los andlisis filogenéticos pueden estar sujetas al contexto tedrico en el que la SF se origina y fortalece su filosofia, desde los concep-
tos hasta las aplicaciones en el universo de las clasificaciones biologicas. En este sentido, lo operativo se aterriza en los diferentes
procesos que se aplican en los andlisis filogenéticos. Cabe resaltar que la mayoria de dichos andlisis dependen y son ejecutados por
los sistemndticos (con o sin experiencia), con la ayuda computacional (sean programas en linea o de protocolos ya establecidos en
el mercado). Hoy en dia en la SF se utilizan métodos basados en parsimonia y probabilisticos, con una relevancia creciente de los
caracteres moleculares.

Resultado de la experiencia de los autores en estudios de taxonomia alfa y sistemética molecular en los grupos de algas marinas,
presentamos este manual que consiste de 8 prcticas, las cuales consideramos que retinen los pasos a seguir para generar cladogra-
mas o hipatesis filogenéticas, sin descuidar o estar conscientes de que la interpretacion final de los andlisis para cada grupo biolégico
estard en manos del(os) especialista(s) en el mismo.

Los protocolos moleculares de extraccion, amplificacion, purificacion y secuenciacion de ADN son procedimientos técnicos
y rutinarios que, aunque fundamentales para la obtencién de los datos (secuencias), no forman parte, propiamente, del analisis
filogenético. Por esta razdn, el orden de las précticas aqui presentadas sigue estrictamente la secuencia del andlisis. Asi, después de la
séptima practica se cuenta con la mds robusta hipdtesis filogenética o cladograma, de tal modo que en la octava y tltima se aborda
la interpretacion del cladograma.

Es importante mencionar que todos los programas de computo que estan involucrados en esta obra se encuentran de forma libre
y gratuita en la WEB. Al no tratarse como laboratorio experimental, en esta obra no se presenta un reglamento estricto de laboratorio.
En este sentido, el manual es operativo tanto en una sala de computo estudiantil como en un salén de clases con un video-proyector
y la computadora del profesor.
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Este manual esta dirigido principalmente a estudiantes no graduados y graduados y puede ser utilizado para el trabajo de las
siguientes unidades de ensefianza aprendizaje: Fundamentos de Sistematica, Evolucion y Biogeografia de la licenciatura en Hidrobiolo-
gla; asi como Sistematica y Taxonomia y Sistemética Filogenética de la licenciatura en Biologia y en la UEA Teorfa Ecoldgica y Evolutiva |
de la Maestria en Biologa, todas ellas carreras de la Division CBS en la UAM-I. Cabe resaltar que el trabajo de este tipo de prdcticas se
puede desarrollar parcialmente en temas netamente tedricos o con un enfoque de talleres, asf pues, aunque las UEA no cuenten con
un laboratorio experimental formal se puede hacer uso de las prdcticas aqui planteadas. Por otro lado al ser un manual de practicas,
constituye también un libro de texto acerca de los analisis en Sistemética Filogenética.

Las secciones que aborda cada practica son:
« INTRODUCCION
«  OBJETIVOS
*  SOFTWARE REQUERIDO
«  DESARROLLO
«  RESULTADOS
«  ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS
*  BIBLIOGRAFIA
Software requerido
1. BioEdit version 7.0.5.3 disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htm!
2. Base de datos del GenBank disponible en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
3. Mega-X Molecular Evolutionary Genetics Analysis disponible en http;//www.megasoftware.net
4. RAXML v0.6.0 Randomized Axelerated Maximum Likelihood disponible en https;//raxml-ng.vital-it.ch/#/
5. igTree v1.4.3 disponible en hitp;//tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
6. MrBayes 3.2.6 Bayesian Inference of Phylogeny disponible en http;//mrbayes.sourceforge.net/download.php

7. DnaSP version 5.10.1 DNA Sequence Polymorphism disponible en http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html

6 Prélogo
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Breves consideraciones para realizar estudios de Sistemdtica
filogenética con algas marinas: genomas y genes

Las algas marinas son, en sentido amplio, un grupo artificial de eucariontes fotosintéticos que comparten niveles de organizacion y
ambientes. Sin embargo, no forman un grupo monofilético, sino que los diferentes grupos provienen de diversos ancestros no algales.
En tanto que las algas muestran una gran similitud morfoldgica y estructural, la sistemética en general de casi cualquier grupo de algas
es compleja y controvertida. En la actualidad, la introduccion de marcadores moleculares (genes) para el estudio de las relaciones
evolutivas de los diferentes grupos de algas marinas se ha convertido en una condicionante, ya que estos marcadores no sélo propor-
cionan una fuente ilimitada de caracteres comparables no subjetivos (a diferencia de la morfologia), sino que su grado de resolucion
de las filogenias ha dado buen resultado para esclarecer las relaciones evolutivas entre las algas a diferentes niveles jerdrquicos.

Dada su condicidn de eucariontes fotosintéticos, las algas son organismos privilegiados que poseen tres fuentes de ADN o ge-
nomas: el del nticleo, el de la mitocondria y el del cloroplasto. Cada uno de estos genomas refleja una historia evolutiva particular,
dado que para cada grupo de algas tienen un origen distinto. Por lo tanto, la eleccion de un marcador determinado debe realizarse
cuidadosamente, considerando el nivel jerarquico en el cudl sera comparado. De este modo, para el estudio de clados profundos (es
decir, clados a niveles superiores como familia, orden, subclase, clase, etc.) se recomienda el uso de marcadores nucleares ya que el
origen del nticleo es mds antiguo en la historia evolutiva; sin embargo, si bien su ADN es conservado en ciertas regiones, en otras es
altamente variable y casi imposible de comparar. En contraste, aunque los marcadores plastidiales son genes conservados, proporcio-
nan variacion suficiente y estable para comparar a nivel interespecifico; en el estudio de las macroalgas marinas, por ejemplo, estos
marcadores han sido utilizados exitosamente para la discriminacion de especies. Sin embargo, aunque los marcadores plastidiales
son mas conservados que los marcadores nucleares, no es posible utilizarlos para el estudio de clados profundos ya que su origen es
polifilético, es decir, no tienen un origen comun. Por otro lado, aunque la mitocondria fue adquirida en un evento evolutivo previo a
la adquisicion del cloroplasto, el surgimiento del organismo que dio origen a las mitocondrias actuales fue posterior al origen de los
ancestros del cloroplasto (el metabolismo autétrofo permitid la evolucién de la mitocondria); por lo tanto, el ADN mitocondrial es més
joven que el ADN plastidial. Consecuentemente, para estudios de evolucion temprana y estudios de variacion genética en poblaciones,
se recomienda el uso de genes mitocondriales.

Los principales marcadores que han sido utilizados en estudios filogenéticos de algas marinas se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Principales marcadores utilizados en los estudios de filogenia de las algas marinas.

Grupo / genoma Nucleares Plastidiales Mitocondriales
Microalgas ITS' LSU?, psbQ?, SSU* Icf”, psbA®, psbC®, rbcl® COB®, COI-5pP®
Macroalgas 165, 185¢, LSU psbA, rbcL, tufA! atp9™, COI-5P, Cox2'%, Cox3', NADH"

1. Espaciador del transcriptor interno del RNA (Internal Transcribed Spacer RNA); 2. Subunidad larga RNA ribosomal (Large Subunit ribosomal RNA);
3. Proteina potenciadora que evoluciona con el oxigeno (Oxygen-evolving enhancer protein 1); 4. Subunidad corta RNA ribosomal (Small Subunit
ribosomal RNA); 5. 165 RNA ribosomal; 6. 185 RNA ribosomal; 7. Luciferasa; 8. Fotosistema Il proteina D1; 9. Fotosistema Il proteina 44 kDa; 10.
Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa subunidad larga; 11. Factor de elongacion de Traduccion Tul (Translation elongation factor Tut); 12.
Citocromo b; 13. Citocromo ¢ oxidasa subunidad I; 14. ATPasa subunidad 9; 15. Citocromo oxidasa subunidad 2; 16. Citocromo oxidasa subunidad 3;
17. Dinucledtido de nicotinamida adenina

El incremento en las Ultimas décadas del niimero de estudios de filogenia para los diferentes grupos de algas, basados en diversos
marcadores moleculares, ha conllevado a la creacion de un acervo robusto de secuencias moleculares de especies de algas de todo
el mundo disponibles en bases de datos publicas. A partir de estas secuencias, se han generado filogenias cada vez mds robustas de
los diferentes grupos. Por lo tanto, el empleo de marcadores moleculares ha jugado un papel prioritario en (a) el reconocimiento
de taxa nuevos y de diversidad criptica, con el consecuente incremento de la diversidad alfa, (b) el reconocimiento de complejos
morfoldgicos en especies morfoldgicamente monatonas, (c) el reconocimiento de especies auténticamente plésticas, (d) propuestas
de nuevas combinaciones taxondmicas, (e) el restablecimiento de especies, (f) rearreglos taxonomicos, (g) la identificacion de los pro-
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cesos evolutivos responsables de los principales eventos de especiacion, (h) la deteccion de probleméticas taxondmicas por resolver
y (i) la identificacion de patrones biogeogréficos que permitan hacer propuestas de conservacion, determinar dreas de endemismo y
correlacionar a las dreas con la evolucidn de las especies.

8 Breves consideraciones para realizar estudios de Sistematica filogenética con algas marinas: genomas y genes



Practica 1

Edicion y ensamble de secuencias nucleotidicas con BioEdit
INTRODUCCION

Una secuencia nucleotidica es una sucesién de al menos tres y hasta varios millones de nucledtidos (representados por bases ni-
trogenadas) covalentemente ligados. Las bases nitrogenadas se clasifican en (1) bases puricas (o purinas) que son Adenina (A) y
Guanina (G), y en (2) bases pirimidicas (o pirimidinas) que son Timina (T) (o Uracilo (U) para el caso del ARN) y Citosina (C). En
las moléculas de ADN, tanto purinas como pirimidinas se aparean. El apareamiento de bases se refiere a la interaccidn entre bases
nitrogenadas que da origen al plegamiento de los dcidos nucleicos formando el ADN. Las interacciones entre las bases se dan a través
de puentes de hidrogeno entre regiones especificas. Dicho apareamiento se da entre G-C (guanina-citosina) y AT (adenina-timina),
dando como consecuencia la estructura de doble hélice formada por dos cadenas antiparalelas. De este modo, la cadena lider o
molde (también denominada forward) correra en direccion 5" a 3', mientras que, la cadena complementaria (fambién denominada
reverse) correrd en el sentido contrario 3" a 5'. Por lo tanto, cuando amplificamos secuencias de ADN para una identificacion mo-
lecular, obtendremos dos secuencias en formato AB1 (archivos de secuencia que incluyen, ademds de la secuencia de nucledtidos
en formato fasta, un electroferograma de las bases que conforman a la secuencia), una forward y una reverse. Durante la edicion de
secuencias, ambas cadenas deben ser ensambladas a fin de obtener una secuencia consenso que sea comparable con otras secuen-
cias y permita la identificacion molecular. La secuencia consenso serd entonces el resultado del ensamble entre forward y reverse.

Editar una secuencia nucleotidica es indispensable para:
- Detectary eliminar las zonas de baja calidad en la secuencia.
- Detectar secuencias de primer.
- Corregir las ambigliedades mediante la comparacion de los cromatogramas forward y reverse.
- Obtener una secuencia limpia.

En una secuencia de ADN, puede haber regiones codificantes (exones) o no codificantes (intrones). Las regiones codificantes
estdn organizadas en tripletes de bases (codones que codifican para un aminodcido) que juntos codifican para sintetizar una
proteina (conjunto de aminodcidos), por lo que la correcta edicion de una secuencia es indispensable para no alterar el orden
de los aminodcidos que componen a dichas proteinas.

Existen multiples softwares sumamente amigables para la edicion de secuencias, desafortunadamente no son libres.
Sin embargo, hay algunos softwares libres que pueden ser descargados en linea y que permiten la edicidn de secuencias. Estos
son Clustal X, MEGA, Mesquite o BioEdit.

OBJETIVO

+  Obtener una secuencia consenso a partir de dos secuencias complementarias (forward y reverse) en formato ABT, utilizando
como herramienta el programa BioEdit.

SOFTWARE REQUERIDO

1. Biokdit version 7.0.5.3, disponible para su descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html

Nota: asegurate de descargar la version compatible con el sistema operativo de tu computadora. Una vez descargado el archivo zip, da clic en el
archivo ejecutable y sigue las instrucciones para la instalacion del programa.
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DESARROLLO

1. Abre el programa BioEdit, aparecerd una ventana en negro con una barra principal de herramientas, ubicada en la parte
superior izquierda.

2. Para abrir las secuencias que vas a editar, da clic en el mend File; al hacerlo sera desplegado un nuevo submend, selecciona
la opcion open (Fig. 1). Te abrird una ventana de didlogo que te permitird buscar entre tus archivos el par de secuencias
complementarias que deseas editar. Del directorio Practicas de Filogenia, abre la subcarpeta Préctica 1, en ella encontrards
10 secuencias (5 forward y 5 reverse) en formato AB1. Selecciona primero la secuencia Reverse nombrada 1_RrbcsStart y
presiona el boton abrir.

Nota: se recomienda que el proceso de edicion de secuencias sea individual, es decir, un par de secuencias complementarias, forward y rever-
se, a la vez, no un conjunto grande de secuencias en una misma edicion.

y BioEdit Sequence Alignment Editor
File Accesory Application RNA World Wide Web Options Window Help

New Alignment Ctrl+N
Open... Ctrl+O
Open motif descriptor

New RNA motif Descriptor

New from Clipboard

Retrieve sequences from GenBank or GenPept
New Text

Open As Text

Telnet

Batch ABI to SCF Trace File Conversion
Batch Export of Raw Sequence Trace Data

E:\Solierizincurvata\COl_Incurvata.fas
E:\Solieriaincurvata\rbcl_Sincurvata.fas
C:\Users\mInr\Desktop\rbcL Cryptonemia sp.fas
Untitled

Exit

Fig. 1. Captura de pantalla paso 2: ment principal de herramientas del programa

3. En la pantalla negra del programa, verds aparecer un par de cuadros, uno dividido en dos cajas, la de la izquierda con el
nombre de la secuencia y la caja de la derecha con una secuencia de bases (Fig. 2a, flecha), y otro cuadro con un cromato-
grama (Fig. 2b, flecha).

Nota: Este cromatograma corresponde a tu secuencia de nucledtidos y te mostrard tanto la frecuencia de tus bases como la calidad de tu
secuencia. Cuando una secuencia es de baja calidad, los picos del cromatograma no tendrén una forma curva y estaran encimados. Una se-
cuencia con calidad serd aquella que solo te muestre un cromatograma con picos muy curvos y sin otros picos encimados (Fig. 2b). A lo largo
de tu cromatograma notards zonas donde los picos estdn muy bien definidos y otras donde parecen muy sucios. Normalmente esto coincide
con los extremos, contrarios para forward y reverse. De esta manera, cuando los picos en la cadena lider estén sucios y, por tanto, presentan
mayor ambigiiedad, los picos en reverse comenzardn a estar limpios y permitiran reducir dicha ambigliedad y viceversa.

10 Practica 1. Edicién y ensamble de secuencias neucleotidicas con BioEdit
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¥ BioFdit Sequence Alignment Fditor
file Edit view Zoom Horizontal Scale File AccesoryApplication RNA Window Help

=}

¥

(= /=5 [Cometion <11 <] B 1 total sequences
fode: [Select /Side ] Selection:0 Sequence Mask: None T
Mode [Select /Side | Sslectin e Mk ore mm T

£1DII &cn I E&IJH‘ IIIIE'ii': i

(0 Scroll ]| jossy
@\IIQ ;:e‘ed slow ,;, - lu'l
1

y ABIC gram: C: i  UAM_Julio-2018\1_RrbesStart.ab1

N Selected: none | Sample: I_RebesStart |Fila: C: Usens mlns Docomants SacoenciasUAM Sees_UAM _Julio-201811_RebesStart abl

‘VG\J'{)(iCAAGA'—\:‘lG—\—\'AG-\' T »‘G("C‘>-PGG%G"TKVSAOC-\L§J"(-\G?'G’-"C‘G‘I?G-\JG'A'AJIIDTAAAAG'A
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=]

Fig. 2. Captura de pantalla paso 3: archivos de secuencias en formato AB1, (a) secuencia de nucledtidos y (b) cromatograma

4. Minimiza el cuadro con el cromatograma (no lo cierres) y s6lo mantén abierto el cuadro con las dos cajas. Da clic sobre el
nombre de tu secuencia (1_RrbcsStart) en la caja izquierda de tu cuadro. Al hacerlo, el nombre se pondra en color negro
(Fig. 3).

Nota: Dado que forward y reverse corren en diferentes direcciones (5'-3"y 3'-5, respectivamente), las bases no son complementarias por lo
tanto no pueden aparearse. Para poder ensamblarlas, necesitamos que ambas secuencias corran en la misma direccion (5'-3"). Adicionalmente,
dado que las bases son complementarias, cuando en la cadena forward encontremos una T, en reverse encontraremos una A; por lo tanto,
debemos obtener la cadena complementaria de reverse, asi cuando en forward encontremos una T, en reverse, en lugar de encontrar la
base complementaria (A), encontraremos el complemente de reverse para esa base, que serd T, igual que en forward. De este modo ambas
secuencias serdn completamente comparables.

}9 BioEdit Sequence Alignment Editor
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
= b

?DNAsaquEnceﬁam C:\Users\mInf\Documents\SecuenciasUAM\Secs_UAM_Julio-2018\1_RrbcsStart.ab1 [=|-= [

(=] [CouieNew  ~|[11 <] B 1 total sequences

Mode: i Selection: 0 Sequence Mask: None Start
Dog Select /Slde Position: -2 Numbering Mask: None ruler at: 1
- G T e~ <> GAT TTAE Scroll Lol T |
£ I D LD gl o - Eﬁ?u“ 1“' I _ i GRTERT 140 @‘H ? speed slow o« fast
RN R R RN RN SRR RN RN

Insert gaps in all other sequences with nght mouse clic

IR e YRy CEGGL UG IGUGGUTUGTGAECATEATUTGATCAC

“

Fig. 3. Captura de pantalla paso 4: seleccion de secuencias
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5. Para obtener una cadena inversa complementaria de reverse, selecciona de la barra principal del programa el menu
Sequence, al hacerlo sera desplegado un nuevo submenti con varias opciones, selecciona la opcion Nucleic Acid. De la
nueva ventana de sub-submenu que te mostrard, selecciona la opcion Reverse Complement (Fig. 4).

¥ Biokdit Sequence Alignment Editor
File Edit | Sequence | Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help
(=) New Sequence

Edit Sequence

Edit all selected

Select Positions

Open at cursor position

Extract Positions

Go to Pubmed references

Ovenwrite/Retrieve sequences by gi number in title by HTTP to GenBank

Start

Ovenwrite/Retrieve Genbank data by gi number in title by HTTP to GenBank (ignore sequence) Tuler at

1

True positions from alignment positions Soral L1 =
blogeny Tonory | D e -
Filter out sequences containing certain characters > | 60 70 80

Rename N Nucleotide Composition

Sort > Base composition and mass export (monoisotopic)
e . Base composition and mass export with average masses

Complement
Pairwise alignment > Reverse Complement Shift«Ctrl+R
Similarity Matrix (for pairwise alignments and shading) > DNA->RNA
Features 2 RNA->DNA
Sequence groups (or families) > Traralate >
Edit Mode > Find next ORF
Vs . Create Plasmid from Sequence
Gap beginning to minimize stop codons in reading frame 1
Toggle Color
Restriction Map
Gaps % Sorted Six-Frame Translation
Manipulations b Unsorted Six-Frame Translation
Nucleic Acid > Find ORFs from a lst of positions

Protein >
Translate or Reverse-Translate (permanent)
Translate in selected frame (permanent)
Toggle Translation Ctil+G
. Toggle translation in selected frame
¥ Toggle translation of CDS annotations

Dot Plot (painwise comparison)

Fig. 4. Captura de pantalla paso 5: Cadena reversa complementaria en una cadena de nucleétidos

6. Ahora minimiza el cuadro con las dos cajas en el que estd la secuencia (no lo cierres) y maximiza Ginicamente el cuadro del
cromatograma. En la barra principal, selecciona el ment View. Al hacerlo te desplegard un submen, da clic en la opcidn
Reverse complement (Fig. 5). Notards que tanto tu secuencia de nucledtidos de la caja derecha del cuadro de secuencia
como la secuencia en tu cromatograma habran cambiado, ahora estaran mostrando la cadena complementaria inversa de
reverse. Ahora minimiza también el cuadro del cromatograma.

gsé BioEdit Sequence Alignment Editor
File Edit wview Zoom Horizontal Scale File Accesory Application RNA Window Help
= D ~ Non-editable sequence

Editable sequence

Reverse Complement ’

~ Positional Crosshairs

Raw Data (DATA tags 1-4)

csStart.ab1
s_ UANM Julio-2018.1_RrbesStart.abl

10 50 60 70 80
ATAAAGAATAGATATATACTATACAT TAGCTGTIGGAGTTTCTACAA.

f fi fi \ [ﬁ a LA '
'll l‘en'“' fu'm fl||i'|' !|' uil‘ l|| | .’l; |l§{ ,{l |/ \ |Il H'x ‘f\"ill I."| l}/\” / l/\A'ﬂ III[\Il Ty I';'ﬂ\II 'fl‘i'lr\(f ',.'.II'.)'

Fig. 5. Captura de pantalla paso 6: Cadena reversa complementaria de un cromatograma
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7. Sin cerrar ninguno de los dos cuadros de la secuencia 1_RrbcsStart, abre ahora la secuencia forward nombrada 1_FrbcStart.
Como con reverse, igualmente verds para forward el cuadro de la secuencia y el cuadro del cromatograma. Como forward
es la cadena lider, no necesitas obtener el complemento inverso, sin embargo, para poder ensamblar las secuencias, nece-
sitaras tener, en un mismo cuadro de nucledtidos, ambas secuencias.

8. Minimiza el cromatograma de 1_FrbcStart. Del cuadro de la secuencia que quedd maximizado, vamos a copiar la se-
cuencia de nucledtidos. Para ello, selecciona la primera base de tu secuencia, después, con ayuda de la barra
espaciadora que se encuentra al inferior del cuadro de secuencia (Fig. 6a, flecha), recorre la secuencia hasta la tltima base.
Presionando el boton shift de tu computadora, da clic sobre la Ultima base. La secuencia aparecerd resaltada en negro
(Fig. 6b, flecha).

$” DNA sequence from C:\Users\minr\Documents\SecuenciasUAM\Secs_UAM _Julio-2018\1_FrbcStart.ab1 =N e =
B & [CouterNew =i =B 1 total sequences
Mad lect.Z = Selection: 1 to 1578 Sequence Mask: None Start

fad Soiect £ 38do Position; 1: 1_FrbcStart Numbering Mask: None =l ]

= — Scroll L1 —1
STERT A Pval @ eod siow T - fast
A 8 R SR S R R R R

Fig. 6. Captura de pantalla paso 8: (a) barra espaciadora y (b) seleccién de secuencias
9. Enla barra principal, selecciona el menu Edit, del submenu que desplegard, selecciona la opcion Copy.
10. Minimiza el cuadro de la secuencia de forward y maximiza el cuadro de la secuencia de reverse.

11. En la barra principal, selecciona el ment Sequence, del subment que te mostrard, selecciona la opcion New
sequence. Te abrird un nuevo cuadro que contendra tres recuadros en blanco, dos chicos y una central muy grande (Fig. 7).

[=] CowerNew <[ =] B 1 total sequences

Mode: [Select / Slide ~ Selection: 0 Sequence Mask: None Start
ler at:
?‘ New Sequence: Untitled

=
I D =
& Name: | Sequence Type: >

Length 0 Position: 1
True Length: 0 True Position: 1

Font Size: |10 ~| Sequence: 2 out of 2 I~ Lock sequence | Overwrite -

1 2 30 a0 50 ii

Apply and Close Cancel

Fig. 7. Captura de pantalla paso 11: cuadro de didlogo para la adicion de una nueva secuencia a un archivo preexistente
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12.

Posiciona el cursor sobre el recuadro més grande, haciendo clic sobre él con el mouse. De la barra principal, selecciona
nuevamente el menu Edit, y del subment la opcion Paste. Notards que la secuencia que copiaste de forward ahora esta en
el recuadro grande (Fig. 8a, flecha). De los dos recuadros superiores, el del lado izquierdo te pide poner el nombre de la
secuencia, copia en él 1_FrbcStart (Fig. 8b); el recuadro del lado derecho te pregunta sobre el tipo de secuencia que estés
copiando, con la flecha despliega el ment de datos y selecciona la opcion DNA (Fig. 8¢, flecha). Una vez que hayas llenado
los recuadros con la informacion requerida, presiona la opcion Apply (Fig. 8d). Notards que ahora ambas secuencias estan
en un mismo recuadro (Fig. 8e).

yNewSequencz Untitled {rcm | \@
Name: [1_Fbocstat 4% Sequence Type: [DNA \ |
Length 1578 Paosition: 1
True Length: 1578 True Position: 1 c
FortSize:{10 | Sequence: 2outof 2 [~ Lock sequence|Overwrte |
T GTGTTGATAT GAATCTGGAG TATTCCA
%EI‘ 170 L 190 200 = j S TEI=
T hpply | Apply and Close Cancel ‘ ﬂ A 2total sequences
Mod Selection:0 Sequence Mask: None Stat
S Select Sle j Position: Numbering Mask: None fuler alv“
——— 661 A B T GAT I _— Seroll L[ =1
& 1D I3 §oo+ BEHEFINIEEE sy OB 7 ecvon g q e
[ e e
=

1 RrbcsStart G
1_FrbcStart (GG

Fig. 8. Captura de pantalla paso 12: (a) cuadro para agregar una nueva secuencia, (b) cuadro para nombrar a la secuencia,
(c) seleccion del tipo de datos, (d) aplicacion a un archivo preexistente y (e) archivo de secuencias conjuntas

Cierra el cuadro en donde pegaste la secuencia de forward para generar una nueva en la ventana de reverse y el cuadro
original de la secuencia forward, puesto que ésta ya se encuentra en el mismo archivo que reverse. Sélo conserva abiertos los
dos cromatogramas y el cuadro con ambas secuencias.

Para ensamblarlas, selecciona ambas secuencias dando clic sobre sus nombres en la caja del lado izquierdo, como lo hiciste
en el paso 4 (Fig. 3). De la barra principal selecciona el ment Accessory Application, del subment que te mostraré selecciona
la opcién Clustal W Multiple Alignment.

. Te mostrard un nuevo cuadro con diversas opciones. Considera los valores que el programa asigna a los recuadros por default

y da clic en la opcién Run ClustalW (Fig. 9). En el nuevo cuadro que te mostrard presiona OK.

Nota: Clustal W alineard tu par de secuencias y hard empatar las bases apareandolas. Sin embargo, en algunos casos, las bases no van a coincidir.
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¥ ClustalW Options = 0 X

ClustalW Multiple alignment
Reference:
Thompsan, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. (1934)
CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple
sequence alignment through sequence weighting, position specific
gap penalies and weight matrix choice.

Nucleic Acids Research, submitted, June 1994, I Sequence Mask: None Start
Numbering Mask: None uler at !
[ ClolateNd Tree G‘:Eﬁ e @\Hﬁ ? Serol L] |
[~ FAST algorithm for quide tree CATCAT Ll Rl -8 speed slow gy 4 fast
7 Bosstap Tiee ot f ot 100 R R A R L R R A R R T
g 40 50 €0 70 80
Giap penaltes: Blank=defaul ¥ CGGGCCCCTTATATGGTTTA TACCGGATTTTTATCT
GGGATACTGGGACCCT. GTAGTTARGE

Paiise alignments Multiple alignment

(Gap open I_ Gap open
Gap extend [_ (Gap extend l_

Other Parameters: [

Note: enter additional parameters as a single line.
|~ Output Clustal format with Clustal consensus sequence generation

|Additional Parameters for Clustalw/: A

“(eneral seltings, ™

JQUICKTREE :use FAST algarithm for the alignment quide tree
/NEWTREE= file for new guide tree

JUSETREE=  -file for old quide tree

/NEGATIVE :protein alignment with negative values in matrix

Run Clustalw/ | View Clustalw/ Doc ‘ Cancel ‘ -
v}

Fig. 9. Captura de pantalla paso 15: pardmetros de ClustalW

16. En la parte superior del nuevo cuadro de secuencias, generado en clustal W, aparecerd una nueva subbarra de herramientas
(Fig. 10a). Para detectar las bases que no coinciden entre si, da clic en la opcion Shade identities and similarities alignmet
window de esta nueva subbarra (Fig. 10b). Notards que los sitios en que las bases coinciden estaran resaltados en color,
mientras que los sitios en que fueron diferentes no. Incluso notards que en algunos sitios en lugar de una base aparecerd un
guion. Este guion corresponde a un GAP (hueco, espacio en blanco) (Fig. 10¢, flecha). Para editar tu secuencia debes colocar
en los GAPS una base, si es que el cromatograma de mejor calidad la muestra, o borrar el GAP. En los sitios en que las bases
no coinciden, debes decidir colocar solo una base, esta debera ser aquella que en los cromatogramas se vea més clara, debes
guiarte en el cromatograma que tenga la mejor calidad. Notards que tanto el cuadro de las secuencias como en el cuadro de
los cromatogramas, muestran en la parte superior un intervalo de nimeros de 10 en 10 (Fig. 10d). Estos ntimeros indican la
posicion de la base, por lo que, si notas que ambas secuencias no coinciden en una posicion, debes fijarte el nimero de la
posicion que ocupan y ubicarte en la misma posicion en el cromatograma, asi podrds ver la calidad de la banda y tomar una
decision acerca de la base que debes conservar.

Nota: para editar la secuencia da clic en la opcion Mode de la nueva barra de herramientas (Fig. 10e) y selecciona la opcion Edit. Para que
al momento de sustituir o borrar una base o un GAP no se desfasen las posiciones de los nucledtidos, selecciona la opcion Overwrite, de
este modo sobrescribird en el espacio que ocupa la base que estas editando o no insertard una nueva base, por lo que el alineamiento no se

desfasara.
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Fig. 10. Captura de pantalla paso 16: (a) sub barra de herramientas (b) edicién de secuencias. (c) GAPS, (d) intervalo numérico
de las posiciones en las bases y (e) comandos para la edicion de secuencias

17. Una vez que hayas terminado con la edicidn, tus bases deberian coincidir totalmente, en consecuencia, todas estaran
resaltadas en color, ya que se trata de la misma secuencia. Antes de guardarla elimina alguna de las dos (ya que ahora son
iguales) y conserva solo una para el siguiente paso.

18. Para guardar tu secuencia consenso selecciona en la barra principal del programa el menti File, del subment que desple-
gard selecciona la opcion Save As. Al dar clic en esta opcion, se mostrard un nuevo cuadro de didlogo en el que podras
elegir el directorio, asi como el formato en los que quieres guardarla (en donde desees guardarla en tu computadora fasta,
phylip, txt, etc).

19. Guarda tu secuencia consenso en el subdirectorio Practica 1, nombrandola 1Consenso, con extension Fasta (fas), de esta
manera serd compatible con todos los programas y puedes volver a abrirla y editarla con BioEdit.

Nota: también puedes guardar tu secuencia en el block de notas con extension txt. Esto puedes hacerlo selecciondndola y copidndola direc-
tamente del cuadro de secuencia como en los pasos 8 y 9. Abre el block de notas y pega la secuencia a renglén corrido y sin espacios. No
debes escribir nada mas que la secuencia. Todos los datos adicionales que quieras colocar a la secuencia como sitio, fecha, gen o niimero
de campo, etc., debes colocarlos en el nombre del archivo. Si colocas informacion adicional a tu secuencia, esta no podrd ser leida por otros
programas.

RESULTADOS

Al concluir la edicién de tu secuencia obtendras dos archivos: 1Consenso.fas que podra ser leido con BioEdit o MEGA, etc., y
1Consenso.txt en block de notas, este podra ser importado y leido por otros programas de edicion.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Obtén la secuencia consenso, en los formatos fasta y txt, de las siguientes secuencias en formato ab1, estdn disponibles
en la subcarpeta Practica 1 del directorio Practicas de Filogenia.
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Archivos de secuencias:

2_FrbcStart

2_RrbesStart

3_FrbcStart

3_RrbesStart

4_FrbcStart

4_RrbesStart

5_FrbcStart

5_RrbcsStart

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA
[0 Graur D. & Wen-Hsiung L. 2000. Fundamentals of molecular evolution, ed. 2. Sinauer Associates, Massachusetts.

L1 Hall TA. 1999. “BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT".
Nucleic Acids Symposium 41: 95-98.

20 Simmons M.P. & Ochoterena H. 2000. “Gaps as characters in sequence based phylogenetic analyses”. Systematic Biology
49: 369-38].
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Practica 2

Construccion de matrices: bases de datos gendmicos
y alineamiento multiple con BioEdit
INTRODUCCION

Las bases de datos gendmicas son grandes reservorios de informacion de biologia molecular, tal como secuencias nucleotidicas,
articulos cientificos, enfermedades genéticas u otros datos biotecnoldgicos de relevancia. El Centro Nacional para la Informa-
cion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) es la fuente de informacion genética mds importante, ya que ademés de
almacenar y mantener actualizada la base de datos de secuencias de ADN del GenBank, también se encarga de hacerla accesible
en linea de manera gratuita y ordenada. Toda secuencia de ADN disponible en el GenBank tiene un tnico niimero de acceso,
mediante el cual puede ser consultada, comparada y referida. GenBank se coordina con laboratorios individuales y otras bases
de datos de secuencias como las del European Molecular Biology Laboratory (EMBL), la base de datos de ADN de Japon (DDBJ)
0 Barcode of Life Data System (BOLD), por lo que desde su portal podemos tener acceso a todas las secuencias existentes en
el mundo para un organismo determinado.

Para que un grupo de secuencias de diferentes organismos que hipotéticamente estan relacionados sean comparables entre
si y permitan identificar eventos que pudieran haber ocurrido entre linajes desde que estas secuencias divergieron a partir de
un ancestro comun, es necesario hacer empatar sus bases. Cuando empezamos a conformar una matriz de datos a partir de
diferentes secuencias de un mismo gen, sus bases no siempre van a coincidir, esto debido a que las secuencias tienen diferentes
longitudes que van generando el desplazamiento de las bases. Para ello es necesario realizar un alineamiento. Un alineamiento
multiple es el proceso en el que se comparan dos o mds secuencias de ADN. Estos alineamientos son utilizados para la identifi-
cacion de regiones conservadas (regiones que no varian) en un grupo de secuencias o eventos de mutacion, tales como susti-
tucion de bases (cambio de una base por otra), inserciones (insercidn de una base que no se encuentra en otras secuencias) y
deleciones (pérdida de una base). Las inserciones y deleciones en un alineamiento de secuencias estan representadas por Gaps.

Existen multiples softwares de descarga libre en linea que permiten realizar alineamientos mdiltiples de secuencias. Algunos
de estos son Clustal X, MEGA, Mesquite o BioEdit.

OBJETIVOS

Construir una matriz de secuencias de ADN a partir de secuencias propias y secuencias del GenBank.
« Aprender a importar a una matriz de datos, secuencias del GenBank.
+ Aprender a alinear secuencias multiples utilizando como herramienta BioEdit.

SOFTWARE REQUERIDO

1. BioEdit version 7.0.5.3, disponible para su descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html

2. Base de datos del GenBank disponible en linea, siguiendo la liga https;//www.ncbi.nlm.nih.gov/

DESARROLLO

1. En el navegador de tu preferencia, copia la siguiente liga https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ para poder acceder a la base de datos
del NCBI. Te mostrard la pagina de inicio en donde puedes explorar la informacion y herramientas que esta base de datos ofre-
ce, desde acervos bibliogréficos, proyectos biotecnoldgicos, secuencias moleculares o herramientas para subir o bajar archivos
de secuencias (Fig. 11).
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2. Enla barra de ment del lado derecho, encontrards una barra de ment llamada Popular Resources. Selecciona la opcion
BLAST (Fig. 11, flecha).

= NCBI  Resources (¥ How To & Sign.in to NCBI

-
—<NCBI All Databases [scarcn |
Naﬁ»al Center for Z et ‘

Blotechnology Information

NCBI Home " Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-2) _ The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
AllResolirces biomedical and genomic information. Bookshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Nuc'emide\
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Qenoms
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine — . - Gene
| Ganomes & Maps W—ﬂ m&} ﬁ Protein
I ey ' {? | A | PubChem
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Develop Analyze Research Improved Search Now Available Across
Taxonomy NCBI Databases -
- Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and 05 Sep 2018
Training & Tutorials i libraries to build applications data analysis task collaborative projects Earli

roloa arch
Variation
" ] September 12 NCBI Minute: Release
= &C\?fg 4% Plan for NCBI APl Keys .
- 04Sep 2018

Update: Webinar is now on September

191 1f unis alraady ranictarad far tha

Fig. 11. Captura de pantalla pasos 1y 2: pagina de inicio de la base de datos NCBI. Blast indicado con flecha

Nota: la herramienta de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un recurso de la base de datos del GenBank que te permite compa-
rar una secuencia de ADN con todas las secuencias que almacena, permitiendo asi una identificacion molecular. Siempre que edites una
secuencia molecular, es muy importante que realices un BLAST de tu secuencia consenso, a fin de verificar que tu secuencia corresponda
efectivamente con un organismo relacionado a tu objeto de estudio, en este caso algas marinas. Si tu secuencia estd contaminada, el resultado
del BLAST correspondera con un hongo o una bacteria o quiza con otra alga distinta a aquella que tti pensabas, que pudo haber estado epffita
en tu organismo. De ser el caso, tu secuencia no servira para tu analisis y deberds repetirla, para ello es importante siempre realizar un BLAST.

3. Aparecerd en tu pantalla la pagina de BLAST (Fig. 12) que te mostrard cinco recuadros con diferentes opciones de BLAST de
acuerdo con el tipo de datos que desees comparar. Elije el recuadro con la opcién Nucleotid Blast, ya que estamos compa-
rando secuencias de nucleétidos (Fig. 12, flecha).

nology Information Sign in to NCBI

Home Recent Results Saved Strategies Help

Basic Local Alignment Search Tool

Anew version (1.4.0) of the BLAST RNA-seq mapping tool, Magic-BLAST, is now

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program available
compares ide or protein to sequence and
calculates the statistical significance. Learn more {Tine; 21 Allg 2016260000 EST El More BLAST news...

Web BLAST

BLAST Genomes
Human Mouse Rat Microbes
AGE_TY INK_LOC=blasthome

Fig. 12. Captura de pantalla paso 1: opciones de datos moleculares para BLAST
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4. Aparecerd una pantalla llamada Standard Nucleotide BLAST con tres secciones distintas: Enter Query Sequence, Choose
Search Set y Program Selection (Fig. 13). En el primer recuadro en blanco de la seccion Enter Query Sequence debes
ingresar la secuencia que deseas comparar. Abre la secuencia 1Consenso.txt (block de notas) que editaste en la practica
1y cpiala en ese recuadro (Fig. 13a, flecha).

5. Enla seccion Choose Search Set deberas especificar el tipo de datos del genoma al que corresponde tu organismo a fin de
restringir la busqueda y hacerla mas eficiente. Selecciona la opcion Others (Fig. 13b, flecha). En la seccion Program Selection
deja el pardmetro que el portal sugiere. Da clic en el botén BLAST (13, flecha).

Standard Nucleotide BLAST
J blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |
BLASTN prog search i using a { uery. more...
Enter Query Sequence - S
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
CATTGTGGACAAATGCATCAATTGTTAGATTACTTAGGTAATGATGTTGTTCTTCAATTTGGAGGAGGTACAA A —_—
TTGGTCATCCTGACGGAATACAAGCTGGAGCAACAGCTAATCGTGTAGCTCTAGAAGCTATGGTAATAGCTCG From ‘ ‘
TAATGAAGGTCGTGATTACGTTGCAGAAGGCCCACAAATTTTACGTGATGCTGCTAAAACATGTGGACCTTTA = S —————
CAAACAGCTTTAGACTTATGGAAAGATATTACTTTTAATTATACTTCTACAGATACAGCTGATTTTGTAGAAA - |
CTCCAACAGCTAATGTATAGTATATATCTATT(TTTATCTTGTGATCAGATI To ‘ ‘
Oruploadiile Seleccionar archivo |No se eligi6 archivo & a
Job Title [
Enter a descriptive title for your BLAST search &
) Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database () Human genomic + transcript () Mouse genomic + transcript © Others (nr etc.):
| Nucleotide collection (nr/nt) 'B
Organism - - - e — - S e -
Optional ‘tmu organism name or id—completions will be suggested U Exclude [+
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &
Exclude ) Models (XM/XP) () Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to ) Sequences from type material
Optional E
Entrez Query \ | Youlllfilj Create custom database
Optional Enter an Entrez query to limit search @)
Program Selection
Optimize for (® Highly similar sequences (megablast)
) More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
) Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &
‘ ﬁ Search Nucleotid ion (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
[ — T Vi S S

Fig. 13. Captura de pantalla pasos 4 y 5: captura de datos y seleccion de pardmetros para BLAST:
(a) captura de la secuencia (b) tipo de genoma de la secuencia y (c) botén de analisis

6. El resultado serd, por un lado, un cuadro de barras de identidad con las 100 secuencias mas parecidas a la tuya
(Fig. 144, flecha), y, por otro lado, un listado de esas especies por orden de identidad, es decir, las primeras secuencias de
la lista son las mds parecidas a tu secuencia (Fig. 14b, flecha). Del lado derecho del listado de identidad, te mostrard seis
columnas adicionales con diferentes valores de identidad, como la puntuacién de identidad minima y méxima, el porcentaje
de la secuencia que correspondio con tu secuencia, el porcentaje de similitud (identidad) y en la dltima columna el ndmero
de acceso de las secuencias que estuvieran mas cercanas a la tuya (Fig. 14, flecha).

Nota: notards que tu secuencia tiene un 100 % de similitud con Meristotheca cylindrica, una especie de alga roja de la familia Solieriaceae.
El 100 % de identidad indica que tu secuencia es sin lugar a dudas la especie Meristotheca cylindrica. Sabiendo esto ahora, trabajaremos en
el alineamiento de secuencias de especies de Solieriaceae. Para realizar un alineamiento muiltiple de las secuencias de Solieriaceae disponibles
en el GenBank para un mismo gen, es indispensable concentrarlas en un solo archivo de secuencias. Para ello, las buscaremos en la base de
datos del GenBank mediante sus niimeros de acceso.
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Fig. 14. Captura de pantalla paso 6: presentacion de resultados del BLAST: (a) barras de identidad,
(b) listado de especies por porcentaje de similitud y (c) valores de similitud y niimeros de acceso

7. Busca en la base de datos del GenBank, mediante sus niimeros de acceso, las especies listadas en la Tabla 2. Para ello,
regresa a la pagina de inicio de NCBI.

Tabla 2. Niimeros de acceso al GenBank para las secuencias del gen rbcL de especies de Solieriaceae

Especies Ntmero de acceso
Agardhiela subulata u04176
Agardhiela ramosissima AF099680
Anatheca mantagnei AB122015

Betaphycus specious AF099685
Betaphycus gelatinus JX069174
Betaphycus philippinesis AF099684
Euchematopsis isiformis AF099691
Cracilaria flabelliformis AY049343
Kappaphycus alvarezii JX069175
Kappaphycus striatus JX623999
Kappaphycus cottonii AF099695
Merisotheca coacta AB259300
Merisotheca darkarensis AB159224
Merisotheca gelidium AF099698
Merisotheca imbricata AB290846
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Merisotheca papulosa AF099700
Merisotehca procumbens KF026498
Merisotheca sp. AF099703
Palisada perforata AF465807
Sarcodiotheca gaudichaudii KM253822
Sacordiotheca furcata KM253835
Sarcordiotheca filiforme AF099708
Solierian filiforme AF099709
Solierian filiformis KJ202089
Solieria chordalis AF099709
Solieria incurvata MG018944
Solieria pacifica AF0997109
Solieria robusta KC130210
Tepoztequiella rhizoidea KY952886
Tepozquiella sp. AF099699
Tacanoosca uncinata AF099693

8. En la parte superior verds dos barras, un menu desplegable con una flecha con opciones para restringir la bisqueda
(Fig. 15a, flecha) y un recuadro en blanco para introducir el texto de la bisqueda (Fig. 15b, flecha). En la barra con mend
desplegable busca y selecciona la opcion Nucleotide. En el recuadro en blanco, escribe el primer nimero de acceso de la
Tabla 2. A continuacién da clic sobre el boton Search (Fig. 15¢, flecha).
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Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog RubMed Gentral
Data & Software BLAST
DNA & RNA Submit Download Learn Ducleatide
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Senoms
i into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine — Gene
Protet
Genomes & Maps f ‘ rﬁ yoreio)
Homsibay | 1 PubChem
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Improved Search Now Available Across
" Taxonom n Analyze Research NCBI Databases
'\> . Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and 05 Sep 2018
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Fig. 15. Captura de pantalla paso 8: menu de busqueda de la base de datos NCBI: (a) categorias de busqueda,
(b) introduccion de datos de buisqueda y (c) boton de busqueda

9. Aparecerd una pantalla con toda la informacién asociada a esa secuencia, como el gen al que corresponde, el niimero
de acceso, el organismo al que pertenece, la referencia de la publicacidon en donde fue incluida y los datos propiamente
de la secuencia (Fig. 16).

10. Da clic sobre la opcion FASTA (Fig. 16, flecha).
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Fig. 16. Captura de pantalla pasos 9 y 10: presentacion de los datos de secuencias en la base de datos del NCBI

Aparecera tnicamente la secuencia en formato FASTA (Fig. 17). Selecciénala y copiala, slo la secuencia de bases sin ninguna

otra informacion adicional.

FASTA « Send

Agardhiella subulata ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, chloroplast gene encoding chloroplast protein, partial cds|

GenBank: U04176.1
GenBank  Graphics

»U04176.1 Agardhiella subulata ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large
subunit (rbcL) gene, chloroplast gene encoding chloroplast protein, partial cds
CTTATGCTAAAATGGGATATTGGGATCCTGAATATGTAATTAAAGACACTGATGTACTAGCTTTATTTC
CGTAAGTCCACAACCTGGTGTTGACCCAATCGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCAGGTGAATCATCTACTGC
ACTTGGACAGTAGTTTGGACAGATCTTTTAACTGCTTGTGATCTATATAGAGCAAAAGCATATAAAGTA
AAGCTGTACCTAATACATCTGATCAATATTTTGCTTTTATTGCTTATGATATTGATCTTTTTGAAGAAG
TTCAATTGCAAACTTGACAGCATCAATTATTGGTAACGTATTTGGTTTTAAAGCTGTAAAAGCATTAAG
ATTAGAAGATATGCGTATACCAGTAGCTTATCTAAAAACTTTCCAAGGTCCTGCAACAGGTTTAGTTTCT
AACGTGAGCGTATGGATAAATTTGGACGTCCATTTTTAGGTGCAACTGTTAAGCCTAAATTAGGTTTAT
AGGTAAAAACTATGGTCGTGTAGTGTATGAAGGTCTTAGAGGTGGTTTAGACTTCTTGAAAGATGATGA
AAATATTAACTCTCAACCTTTCATGCGTTGGAAAGAAAGATTTTTATACGCTATGGAAGGTGTTAACAGA
CTATTGCCGCTACAGGTGAAGTTAAAGGTCATTACTTAAACGTAACTGCTGCAACAATGGAAGATATGT
ATGAAAGAGCTGAGTTCGCTAAGCAACTTGGTACGGTTATCGTTATGATCGATCTTGTAATCGGTTATAC
GCAATCCAAACTATGGGTATTTGGGCACGTAAAAATGATATGATTCTTCATTTACACCGTGCAGGCAAC
CTACATATTCTCGTCAAAAAATTCATGGTATGAACTTCCGCGTAATCTGCAAGTGGATGCGTATGGCTG
TGTAGACCATATTCACGCAGGTACTGTAGTAGGTAAATTAGAAGGTGATCCTTTAATGATTAGAGGATT
TATAATACTCTATTATTACCATATTTAGAGGT TAATTTACCTCAAGGTATTTTCTTTGAACAAGATTGG
CATCTTTACGTAAAGTTACTCCAGTTGCATCAGGTGGTATTCATTGTGGTCAAATGCATCAATTATTAG
ATTACCTTGGTATTGACGTTGTACTTCAATTTGGTGGAGGTACTATTGGACATCCTGATGGTATCCAAGC
AGGTGCAACAGCTAATCGTGTAGCTTTAGAAGCAATGGTTTTAGCTCGTAATGAAGGTCGTGACTATGTT
CAGAAGGACCACAAATTTTACAAGATGCAGCTAAAACTTGCGGCCCTCTACAAACAGCTCTAGATTTAT
GAAAGATATTAGTTTTAACTATACTTCTACAGATACTGCTGACTTTGTAGAAACTCCAACAGCTAACGT

Fig. 17. Captura de pantalla paso 11: presentacion de las secuencias fasta en la base de datos del NCBI

Del directorio Practicas de Filogenia, subcarpeta Practica 1, abre con BioEdit el archivo 1Consenso.fas que editaste en la Practica

1. Sobre este archivo concentraremos todas las secuencias de la Tabla 2.
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13. Siguiendo los puntos 11, 12 'y 13 descritos en la Practica 1, agrega las 10 primeras secuencias enlistadas en la Tabla 2, al mismo
archivo de tu secuencia 1Consenso.fas.

Nota: cuando asignes nombre a las secuencias que incorpores a tu archivo, es recomendable mantener el nombre del organismo seguido
por el nimero de acceso al GenBank. Esta informacion debe estar escrita a renglon seguido, sin espacios y sin caracteres especiales, ya que
muchos programas de andlisis filogenéticos son muy sensibles a la longitud o caracteres en los nombres de las secuencias y no podrén leer
tu archivo de datos.

14. Cuando retinas las 10 primeras secuencias de la Tabla 2 en tu archivo 1Consenso.fas, repite los puntos 14 y 15 de la Préctica
1 para alinearlas.

Nota: para seleccionar todas las secuencias, recuerda mantener presionada la tecla Ctrl en tu computadora mientras das clic sobre los nombres.

15. Todas las secuencias incluidas en este alineamiento ya estdn editadas y publicadas por lo que no puedes modifi-
car ni editar las bases, aunque aparezcan GAPS. En un alineamiento multiple, los GAPS tienen un significado distin-
to al que tienen en una edicién. En un alineamiento mdltiple estos GAPS pueden representar mutaciones por insercion
o delecién de bases o simplemente datos perdidos. Sin embargo, nosotros no podemos saber que nuclectido corresponde
en un GAP de una secuencia que no es nuestra. Por lo tanto, en el alineamiento muiltiple, nosotros rellenamos los GAPS con la
letra N a fin de homogenizar la longitud de las secuencias en nuestro alineamiento (Fig. 18, flechas).

16. No olvides que para editar los GAPS con la letra N, debes seleccionar el menu Edit, overwrite (Fig. 10e).

Nota: antes de rellenar los GAPS con la letra N, se recomienda recortar los extremos de las bases a la altura en la que inicia y termina nuestra
secuencia, ya que es ésta la que queremos comparar, los datos que tengan otras secuencias y no la nuestra, no son comparables.

17. Alfinal del alineamiento, todas las secuencias deberan tener la misma longitud (Fig. 18).
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= D
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ChondrophycuAGGAGTAGATCCAGTAGAGGC T TCTGCAGCAGTTGCAGGTGAGTCATCTACTGCAACATGGACTGTTGTATGGAC
Gracilariafl AGGAGTAGATCCAGTAGAAGCTTCTGCTGCGGTTGCAGGTGAATCATCTACAGCTACTTGGACTGTTGTATGGAC

Agardhiellar
Agardhiellas
Anathecamont
Betaphycusge
Betaphycusph
Betaphycussp
Eucheumatops
Rappaphycusa
Rappaphycusc
Rappaphycuss
Meristotheca
Merisothecap
Meristotheca
Meristotheca
Meristotheca
Meristotheca
Meristotheca
Meristotheca
Sarcodiothec
Sarcodiothec
Sarconemafil
Solieriachorxr
Solieriafili
Solieriaincu
Solieriapaci
Solieriarobu
Tacanooscaun
Tepozteguiel
Tepozteguiel

TGGTGTTGATCCAATTGAAGCT TCTGCAGCTGTTGCAGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGACCCAATCGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCAGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
INNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGCAGCTGTTITGCAGGTGAGTCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCAATTGAAGCRTICTGCAGCTGTTGCAGGTGAGTCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTGTGGAC
TGGTGTTGATCCAATTGAAGC b TGCAGCTGTTGCAGGTGAGTCATCTACTGC TTGGACAGTAGTGTGGAC
TGGTGTTGATCCAATTGAAGC TGCAGCTGTTGCAGGTGAGTCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCAATTGAAGCT GCAGCTGTTGCAGGTGAGTCATCTACTGCTACATGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCCATTGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCGGGTGAGTCATCTACTGCTACATGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCCATTGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCGGGTGAGTCATCTACTGCTACATGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCCATTGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCGGGTGAGTCATCTACTGCTACATGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGT IGACCCAAT IGAAGC T TCTGCAGCTGTITGCAGGAGAATCATCTACAGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGACCCARTTGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCAGGAGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
INNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGCAGCTGTTGCAGGAGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGCAGCTGTTGCAGGAGAATCATCTACTGCTACCTGGACAGTAGTTTGGAC
INNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGCAGCTGTTGCAGGAGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
GGGTGTTGACCCAATTGAAGCGTCTGCAGC‘GTTGCAGGAGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTGTGGAC

TGGTGTTGACCCAATTGAAGCTTCTGCAGC) TGCAGGAGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTATGGAC
TGG TG T ITGATCCAATTGAAGC T TCTGCAGC I TGCAGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTGGTTTGGAC
TGGTGTTGACCCAATTGAAGCTTCTGCAGCT TGCAGGTGAATCATCTACTGC
TGGTGTAGACCCTATTGAAGCTTCTGCAGCT! TGCAGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TAATGTTIGATCCAART TGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCTGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC

CTTGGACAGTAGTTTGGAC

TGGTGTTGACCCAATTIGAAGCTTCTGCAGCTGTITGCTGGTGAGTCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
NNNNNNNNNNNNNNNTGAAGCTTCTGCAGCTGTTGCTGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
BGGTGTCGACCCAATT AGCTTCTGCAGCTGTTGCAGGTGAATCATCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGATCCAATT GCTTCTGCAGCTGTTGCAGGTGAATCATCTACTGCTACCTGGACAGTAGTTTGGAC
TGGTGTTGACCCAATTG, GCTTCTGCAGCTGTTGCAGGGGAATCATCTACTGCTACTAGGACAGTAGTTTGGAC
GGGTGTTGACCCAATTGA! CITTCITGCAGCTGTTGCAGGGGAATCGTCTACTGCTACTTGGACAGTAGTTTGGAC

Fig. 18. Captura de pantalla paso 15: alineamiento mdltiple y tratamiento de los GAPS

18. Guarda el alineamiento en formato FASTA, dentro de la Subcarpeta Practica 2 en el directorio Practicas de Filogenia. Nombra
a tu alineamiento como rbcl_Solieriaceae.
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RESULTADOS

Al final del alineamiento, obtendrds una matriz de secuencias Solieriaceae.fas, del gen rbcl para las especies de la familia
Solieriaceae més dos secuencias de especies de otras familias que funcionaran en el futuro como grupo externo. Este archivo
serd utilizado en las practicas futuras para inferencia filogenética.

Nota: para la eleccion adecuada del grupo externo, debes tener en cuenta el nivel taxondmico al que estés realizando el analisis. Si bien es cierto
que el grupo externo debe ser tan lejano a tu grupo de interés (o grupo interno) como para que funcione realmente como externo, es decir,
que no resulte agrupandose en tu grupo interno, tampoco puede ser tan lejano que genere atraccion de ramas largas que resten resolucion
a tu andlisis. Por lo tanto, si en tu andlisis slo estds comparando especies de Unico género, un buen grupo externo puede ser otro género de
la familia con el que tu grupo de interés tenga la mayor distancia genética, y si en tu andlisis incluyes a varios géneros de una misma familia,
un buen grupo externo puede ser un género de una familia que pertenezca al mismo orden, pero considera siempre al género de mayor
distancia genética dentro del nivel taxondmico superior al que pertenezca tu grupo de interés.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS
1. Agrega a tu archivo rbcL_Solieriaceae.fas las 20 secuencias restantes de la Tabla 2.

2. Repite el alineamiento con las nuevas secuencias anadidas y salva tu matriz en el mismo directorio que la anterior. Esta sera
utilizada en todas las practicas futuras.
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Practica 3

Estimacion de distancias genéticas y modelos
de evolucion con Mega-X

INTRODUCCION

La distancia genética se define como el porcentaje de diferencia (o no coincidencia) entre dos o més secuencias de nucleotidos.
Estas secuencias pueden corresponder a individuos de la misma especie (distancia intraespecifica), o a individuos de especies
distintas (distancia interespecifica). En términos generales, la distancia genética refleja, hipotéticamente, el tiempo transcurrido
desde la divergencia de dos especies a partir de un ancestro comun. Sin embargo, durante el proceso evolutivo, un nucleétido
podria haber regresado varias veces a un estado ancestral después de haber experimentado otras mutaciones previas. La simple
distancia genética entre dos secuencias (distancias p o distancias no corregidas), aunque proporciona informacién sobre que
tanto difieren entre ellas, no considera estas imprecisiones, por lo que no refleja con precision el tiempo de divergencia de dos
especies. Por otro lado, cuando se emplean modelos de evolucion molecular para establecer la distancia entre dos secuencias
(distancias corregidas), mediante la correccidn de imprecisiones y estimacion de diversos pardmetros (frecuencia de bases,
sustituciones, tasas de heterogeneidad, etc.), las distancias genéticas si reflejardn un proceso evolutivo que podra esquematizarse
en una filogenia.

La mayoria de los modelos de evolucion molecular (algoritmos que miden la tasa de cambios nucleotidicos (transiciones/
transversiones) entre las secuencias de un alineamiento) conocidos, asumen que: (a) todos los sitios nucleotidicos cambian de
forma independiente, lo que implica que el cambio en un sitio no afecta la probabilidad de cambio en otro sitio; (b) la tasa de
sustitucion es constante en el tiempo y entre los distintos linajes; (c) la frecuencia de las bases esté en equilibrio, lo que implica
que la composicion de las bases es la misma a lo largo del tiempo y en distintos linajes y (d) las probabilidades condicionales
de substitucion nucleotidicas son las mismas para todos los sitios y estos no cambian con el tiempo, lo que implica que todos
los sitios cambian con las misma probabilidad, sin embargo, en toda secuencia genética hay una proporcion de sitios variables
y una proporcion de sitios invariables.

Algunos de los principales modelos de evolucion molecular son:
- Modelo de Jukes-Cantor (JC): este modelo considera que todos los cambios entre nucledtidos son igualmente probables.

- Kimura 2 parameter model (K2P): este modelo considera que las transiciones y transversiones tienen diferente probabili-
dad.

- Hasegawa, Kishino & Yano (HKY): este modelo considera que las transiciones y transversiones tienen diferente probabili-
dad y frecuencia de bases desiguales.

- General Time Reversible model (GTR): este modelo considera una probabilidad diferente para cada sustitucion y frecuen-
cias de bases desiguales.

El cdlculo de distancias genéticas corregidas y no corregidas, puede llevarse a cabo con diferentes softwares libres tales como
DnaSP, Mega o Mega-X, mientras que la estimacion de modelos de evolucion también puede llevarse a cabo con softwares libres
como TNT, Mega, Mega-X o en portales en linea como TOPALI. El cdlculo de los modelos en estos softwares o portales se realiza
mediante el criterio de informacion de Akaike (Akaike Information criterion, AIC), que es una medida de la calidad relativa de un
modelo estadistico para un conjunto dado de datos.
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OBJETIVOS

Calcular las distancias genéticas no corregidas entre las especies de Solieriaceae, utilizando como herramienta el programa
Mega-X.

«  Estimar el modelo de evolucion nucleotidica que mejor explique las sustituciones en las secuencias de rbcl de las especies
de Solieriaceae, utilizando como herramienta el programa Mega-X.

« Calcular las distancias genéticas corregidas de las especies de Solieriaceae, utilizando como herramienta el programa
Mega-X.

SOFTWARE REQUERIDO

1. Mega-X Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar et al. 2018), disponible para su descarga en el sitio del programa,
siguiendo la liga http://www.megasoftware.net

Nota: asegUrate de descargar la version compatible con el sistema operativo de tu computadora. Una vez descargado el archivo zip, da clic en
el archivo ejecutable y sigue las instrucciones para la instalacion del programa.

DESARROLLO

Nota: aunque el programa MEGA-X trabaja tnicamente con matrices en formato MEG, puede leer archivos en formato FASTA. Sin embargo,
para que MEGA-X te permita realizar andlisis, antes es necesario transformar el archivo Fasta en archivo MEG. Esto lo realiza el propio programa
al abrir el archivo FASTA. La transformacion se describe en los pasos 1-6 (Figs 19-24).

1. Abre el programa Mega-X. Aparecerd una ventana en blanco con dos barras de menU ubicadas en la parte superior izquierda,
una general (Fig. 19a) y otra pictogréfica de herramientas de andlisis (Fig. 19b). En la parte inferior izquierda, aparecerd una
tercera barra pictogréfica con opciones exclusivas del software, no de analisis. (Fig. 19¢).

Molecular Evolutionary Genetics Analysis = O X

File  Analysis Help —gjemm a

TA b : : =
|lll N 25 il Tc / o, Pt lll % +
ALIGN DATA MODELS DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USER TREE ANCESTORS SELECTION RATES CLOCKS  DIAGNOSE

b

AN

PROTOTYPE
HELP DOCS EXAMPLES CITATION REPORT BUG UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR PREFERENCES

Fig. 19. Captura de pantalla paso 1: opciones de menti en MEGA-X: (a) men principal, (b) herramientas de anélisis y (c) mend de software
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2. De la barra de herramientas de andlisis, da clic sobre la opcion DATA, al hacerlo serd desplegado un nuevo sub-
menU, selecciona la opcion Open a File/Session (Fig. 20). Te abrird una ventana de didlogo que te permitird bus-
car entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. Del directorio Practicas de Filogenia subdirectorio Prdctica 2,
selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.fas que generaste en la practica 2.

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File  Analysis Help

(e ) (74) () (k) (T®T) (L£

HYLOGENY
o P

R Open a File/Session... Ctrl+

i

Concatenate Sequence Alignments

Explore Active Data F4
Export Data...

LLE

Save Data Session to File,..

Select Genetic Code Table...

+ [&

Select Genes and Domains...
% Select Taxa and Groups...

Fig. 20. Captura de pantalla paso 2: importacién de una matriz de datos a MEGA-X

3. Aparecerd un pequefio cuadro didlogo que te preguntard que deseas hacer con tus datos y te dard las opciones alinear y
analizar. Selecciona la opcién Analyze (Fig. 21).

@ Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

(mm) (TA) (X s, | | | =) (o)

—

ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS

How would you liketo 0.. X

O Analyze or Align File?

Align Analyze

Fig. 21. Captura de pantalla paso 3: opciones de entrada de datos en MEGA-X

4. Aparecerd otro pequefo cuadro de didlogo presentando tres diferentes opciones de tipos para tus datos (Fig. 22). Selecciona
la opcion Nucleotide Sequences, y presiona el boton OK.
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E] Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

jm TA = ) i, | TT %€ ) (&) (e o
ALIGN DATA MODELS DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION
Input Data Options

Nucleotide Sequences Missing Data [2]

Protein Sequences

Pairwise Distance S
Alignment Gap -]

Identical Symbol i

?) Help x) Cancel ) ok

file:///C:/Users/minr/AppData/Local/MEGAX/MEGA10_10180807-x86, /|

Fig. 22. Captura de pantalla paso 4: registro del tipo de datos de entrada en MEGA-X

5. Un nuevo cuadro de didlogo te preguntara si tus secuencias codifican o no para alguna proteina. En este caso, como se trata
de secuencias de rbcl, codifican para la subunidad larga de la Ribulosa 1,5-Bifosfato, Carboxilasa-Oxigenasa, por lo tanto,
da dlicen la opcidn Yes (Fig. 23).

Nota: no todas las secuencias de ADN son codificantes, en esos casos la opcion debera ser No.

[El Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File  Analysis Help

2 o
() (74) () (k) () (£) (&) (o,
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS

Confirmation X ‘

@ Protein-coding nucleotide sequence data?

Fig. 23. Captura de pantalla paso 5: definicion de datos codificantes en MEGA-X
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6. En seguida, una nueva ventana de didlogo te preguntard sobre el cddigo genético que es mads apropiado
(dependiendo de si tu secuencia es de una planta, animal, hongo, protozoario, etc.) para leer tu secuencia como una protei-
na. Selecciona la opcién Standar y presiona el botén OK. (Fig. 24).

Nota: el codigo genético que el programa ofrece varia dependiendo del tipo de organismo, un tipo de codigo es més apropiado que otro para
tu organismo. Por ejemplo, para las algas marinas en general el codigo genético serd siempre estandar.

IE] Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

 |mjm TA = [ T ) ( = [ o

ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USER TREE ANCESTORS

A Close
=0 L Dete m MX: Select Genetic Code — [} =

Add Delete View Statistics

ELECT A GENETIC CODE ~
Standard

Vertebrate Mitochondrial
Invertebrate Mitochondrial
Yeast Mitechondrial

Mold Mitochondrial
Protozoan Mitochondrial

O

Coelenterate Mitochondrial

Mycoplasma
Spiroplasma v

Fig. 24. Captura de pantalla paso 6: definicién de codigo genético para la lectura de datos en MEGA-X

e Eala Ko ReRoRaKe]

7. Finalmente, la matriz de datos estd cargada en MEGA. Apareceran en la pantalla en blanco del programa, dos archivos, la
matriz de datos en formato MEG activa (Fig. 25a) y una opcion para cerrar la matriz que esta activa sin cerrar el programa
(Fig. 25b).

Nota: si quisieras ver el alineamiento en MEGA, da clic sobre el icono de alineamiento (Fig. 25a) y te desplegara la matriz de datos en formato
Meg (Fig. 25¢).

File Analysis Help

<> : = %) o
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TA “ |E| MX: Sequence Data Explorer (rbcL_Solieriaceae.fas) = ] X
fem Close

Pata Data Display Search Groups Highlight Statistics Help
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[13. AgardhiellaramosissimaAF099680
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[¥15. AnathecamontagneiAB122015

] 6. Betaphycusgelatinus)X069174

[ 7. BetaphycusphilippinensisAF099684
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c —- [¥9. EucheumatopsisisiformisAF099691
1 10. KappaphycusalvareziiJX069175

[V 11. KappaphycuscottoniiAF099695

[ 12. KappaphycusstriatumJX623999

[ 13. MeristothecapapulosaAF099700
[V 14. MerisothecaprocumbensKF026498
< >
1/1258 [Highlighted: None [ 2

: e} B &
PP PPrPPPPRZPEPP.

A A A A A A AAAZ A A -
AAd A A AAAAAZ A = -
A -

A A A A A A ZO e

v

Fig. 25. Captura de pantalla paso 7: presentacion de los datos de secuencia activos en la interfase de MEGA-X: (a) matriz de datos
activa en mega, (b) opcién para el cierre de datos activos sin cerrar el programa y (c) matriz de datos en formato MEGA
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8. Enla barra de herramientas de analisis, da clic sobre la opcion DISTANCE, al hacerlo serd desplegado un nuevo submend,
selecciona la opcion Compute Pairwise Distances (Fig. 26).

E] Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

m) (1) (2) (k) (T E;

ALIGN DATA  MODELS [}

CESTORS
fin,  Compute Pairwise Distances...

TA (e | Compute Overall Mean Distance... \

. e Close
LA Data

Compute Within Group Mean Distance
Compute Between Group Mean Distance...
Compute Net Between Group Mean Distances

Fig. 26. Captura de pantalla paso 8: célculo de distancias no corregidas

9. Aparecerd un cuadro de didlogo preguntandote si quieres utilizar los datos actualmente activos y te mostrard el nombre
de la matriz de datos que estd activa (Fig. 27). Comprueba que sea el nombre de la matriz que deseas analizar y da clic en
la opcion Yes. Adicionalmente te pregunta si deseas que el programa recuerde reutilizar esos datos en futuros analisis,
puedes activar la casilla 0 no, en este caso no la actives.

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

r

-

) (7)) () (k) () (£) (&) () (=
N’ A N\~ \_/ N N\ N P N
ALIGN DATA MODELS  DISTANCE  DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS SELECTION
Te Close
.. Data

Use the active file? X

i = Would you like to use the currently active data (rbcL_Solieriaceae.fas)?

[~ Remember to reuse currently active data.

(v ] O |
N

Fig. 27. Captura de pantalla paso 9: comando del programa para permitir el uso de los datos activos

10. Aparecerd un cuadro de didlogo en donde debemos especificar las opciones de andlisis para calcular la distancia genética
(Fig. 28), comenzaremos calculando distancias no corregidas.
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11. En la seccion Estimate Variance debes especificar el método de estimacion de la varianza, selecciona la opcion None (Fig.
28a).

12. En la seccion Substitution Model debes especificar primero el tipo de sustitucion, elige la opcion Nucleotide (Fig. 28b). En-
seguida te preguntard por el modelo bajo el cual deseas calcular la distancia genética, como estamos estimando distancias
no corregidas, selecciona la opcién p-distance (Fig. 28¢). El siguiente recuadro te preguntard por el tipo de mutaciones a
considerar en el célculo de la distancia, selecciona la opcion Transitions + Transversions (Fig. 28d).

13. En la seccion Rates and Patterns, te preguntard por la tasa de variacién de los nuclectidos en tus secuencias, selecciona la
opcion Uniform Rates (Fig. 28e).

14. En la seccion Data Subset to Use, te preguntara por el tratamiento que daré a los gaps en el alineamiento, selecciona la
opcién Complete deletion para que nos los considere en el calculo (Fig. 28f).

E MX: Analysis Preferences
F{ Distance Estimation I
ANALYSIS .:: ]
Scope —> Pairs of taxa )
| ESTIMATE VARIANCE msiEthtis:
| Variance Estimation Method — ‘Wf;‘l;rr»e 4;'- a
= e - 9 e, T e b & T 2 S
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —> | Nucleotide < b
senetic Code Table => a
Model/Method —). p-dfst;nce '4'- c
Fixed Transitio 7,,:,,wi,,9 oL : =
Substitutions to Include — ’ d: Transitions + Transversions ‘;- d
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites —> ’ Unifoﬁn Rates 7 7 +- e
Samma Parameter = Not Applicable
Pattern among Linecages — Same (Homogeneous)
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment —> - f
Site Coverage Cutoff (%5) —> t able
Select Codon Positions = W 1st ¥ 2nd ¥ 3rd ¥ Noncoding
T o G

Fig. 28. Captura de pantalla pasos 10 a 14: pardmetros para el célculo de distancias no corregidas: (a) método de estimacion,
(b) tipo de sustitucion de bases, (c) seleccion de modelo de estimacion de distancia, (d) tipos de sustitucion,
(e) tasa de variacion de nucledtidos, (f) tratamiento de los GAPS y (g) boton de ejecucion del analisis

15. Presiona el boton OK (Fig. 28). Te dara como resultado una matriz triangular con los porcentajes de distancia expresados
en decimales (Fig. 29).
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= Mx: Pairwise Distances (rbcl_Solieriaceae.fas)
File Display Average Caption Help

| B BE L %

f B T B B s T . T > T B s
1. Ci i 44 7
2. GracilariaflabelliformeAY 049343 0.15087
3. i issi 099680 0.14713 0137186
4. AgardhiellasubulataU04176 0.14838 0.13591 0.01122
5. AnathecamontagneiAB122015 014214 0.13591 0.03865 0.04239
6. BetaphycusgelatinusJX069174 0.13342 0.14214 0.07107 0.07232 0.06858
7 ilippit i 0.13342 0.14339 0.07232 0.07357 0.06733 0.01122
8. i 8! 0.13840 0.13965 0.06733 0.06858 0.06983 0.03616 0.03990
9. isisit i 099691 0.13342 0.14080 0.04738 0.05112 0.04388 0.06608 0.06858 0.05611
10. KappaphycusalvareziiJX069175 0.14214 0.14713 0.07107 0.07107 0.07357 0.07357 0.06983 0.07357 0.06983
1. i 0.14464 0.14838 0.07731 0.07731 0.07880 0.07980 0.07855 0.07980 0.07481
12. KappaphycusstriatumJX623999 0.14090 0.14838 0.07357 0.07357 0.07606 0.07606 0.07481 0.07608 0.07232
13 i 00 0.14214 0.14214 0.06608 0.06733 0.05860 0.08354 0.08479 0.08728 0.06608
14. i 64 0.14713 0.14464 0.06733 0.06858 0.05860 0.07980 0.08354 0.08603 0.06733
15. i i i 0.14464 0.13591 0.06234 0.06359 0.05237 0.08229 0.08603 0.08105 0.06608
16. MeristothecadakarensisAB159224 0.143339 0.137186 0.05985 0.06608 0.06110 0.07855 0.08728 0.084739 0.06359
17. MeristothecacoactaAB259300 0.14838 0.14339 0.06359 0.06484 0.05362 0.08479 0.08853 0.08354 0.06733
18. MeristothecaspAF099703 014713 0.14090 0.06484 0.06608 0.05860 0.08853 0.08227 0.08728 0.06858
19. MeristothecacylindricakX553938 0.14339 oas217 0.04863 0.05237 0.04863 0.07107 0.07481 0.06983 0.05362
20. MeristothecagelidiumAF099697 0.13965 0.13591 0.05611 0.05486 0.05985 0.07606 0.07980 0.07232 0.05860
21. SarcodiothecagaudichaudiiKM253822 0.14339 0.13466 0.05736 0.05860 0.06359 0.08105 0.08229 0.08603 0.07606
22. SarcodiothecafurcatakKM253835 0.14464 013716 0.04988 0.05112 0.05860 0.07481 0.07980 0.07731 0.06733
23. SarconemafiliformeAF099708 0.13840 0.13865 0.06484 0.06858 0.06608 0.08354 0.08479 0.08229 0.06484
24. SolieriachordalisAF099709 0.14838 0.14090 0.05985 0.06110 0.06359 0.08479 0.08229 0.08229 0.06484
25. SolieriafiliformisKJ202089 014713 0.13342 0.05985 0.06359 0.04863 0.07357 0.07606 0.07481 0.06608
26. SolieriaincurvataMG018944 0.14339 0.12469 0.05860 0.06234 0.05112 0.07731 0.07481 0.07855 0.06608
27. SolieriapacificaAF099710 0.14963 0.15087 0.06110 0.06234 0.05885 0.07855 0.07980 0.07481 0.06858
28. SolieriarobustakKC130210 0.15461 0.14080 0.05611 0.05736 0.05486 0.08229 0.08479 0.07731 0.06234
29 i 0.15586 0.14464 0.05486 0.06110 0.06858 0.08479 0.08978 0.08853 0.07232
30. TepoztequiellaspAF099699 0.14963 0.14090 0.04738 0.05112 0.04738 0.07731 0.08105 0.08223 0.06484
31 i iZOit Y 952886 0.15461 0.156337 0.057386 0.05985 0.05885 0.08728 0.09102 0.08479 0.06484
<

Fig. 29. Captura de pantalla paso 15: matriz triangular con los valores de distancia no corregida

16. En el mend superior de la matriz, te mostrara algunas herramientas de edicion. Dando clic sobre el botdn Decrease the
precision of Distances (Fig. 303, flecha) de esa barra de herramientas, reduce los valores a tres digitos (Fig. 30).

Nota: los valores de porcentaje se leen como enteros después del primer 0. Ejemplo, la matriz triangular muestra un valor de distancia de
0.049 (Fig. 30b, flecha) entre Agardhiella ramosissima (taxa 3) y Meristotheca cylindrica (taxa 19). El porcentaje de distancia no corregida
entre ambas especies es 4.9 %.

[ Mx: Pairwise Distances (rbcL_Solieriaceae.fas)
File Display Average Caption Help

(i =
1 | 2 3 4 = 6 74 8 S| 10 11

1. ChondrophycuspapillosusAF465307
2_ GracilariaflabelliformeAY 049343 0151
3. AgardhiellaramosissimaAF0393680 0.147 0.137
4_AgardhiellasubulataU04176 0148 0138 0011
5. AnathecamontagneiAB122015 0.142 0.136 0.038 0.042
6. BetaphycusgelatinusJX069174 0.133 0.142 0.071 0.072 0.069
7_ BetaphycusphilippinensisAF099684 0133 0143 0072 0074 0067 0011
8_ BetaphycusspeciosumAF099685 0138 0140 0067 0063 0070 0036  0.040
9. Euchet isisiformisAF099691 0133 0141 0047 0051 0050 0066 0.063 0.056
10. KappaphycusalvareziiJX069175 0142 0147 0071 0071 0074 0074 0070 0074 0070
11. KappaphycuscottoniiAF099695 0145, 0148 0077 0077 0080 0080 0079 0080 0075 0009
12_ KappaphycusstriatumJX623999 0141 0148 0074 0074 0076 0076 0075 0076 0072 0005 0.004
13. MeristothecapapulosaAF099700 0142 0142 0086 0067 0059 0084 0085 0087 0066 0069 0075
14. MerisothecaprocumbensKF026498 0147 0145 0067 0063 0059 0080 0.084 0086 0067 0074 0.080
15. MeristothecaimbricataAB290846 0145 0138 0062 0064 0052 0082 0086 0081 0066 0067 0.074
16. MeristothecadakarensisAB159224 0143 0137 0060 0066 0061 0079 0087 0085 0064 0080 0.086
17_ MeristothecacoactaAB259300 0148 0143 0064 0065 0054 0085 0083 0084 0067 0067 0074
18_ MeristothecaspAF099703 0147 0141 0065 0066 0053 0083 0092 0087 0063 0070 0076
19. MeristothecacylindricakX553938 0143 0132 0052 0049 0071 0075 0070 0054 0086 0072
20. MeristothecagelidiumAF099697 0140 0138 0.05 0055 0080 0076 0080 0072 00538 0079 0.084
21. SarcodiothecagaudichaudiiKM253822 0143 0135  0.057 b 0064 0081 0082 0086 0076 0080 0084
22_ SarcodiothecafurcatakKM253835 0145 0137 0050 0051 0058 0075 0080 0077 0067 0075 0079
23 SarconemafiliformeAF099708 0138 0140 0065 0069 0066 0084 0085 0082 0065 0082 0083
24_ SolieriachordalisAF099709 0148 0141 0060 0061 0064 0085 0082 0082 0065 0085 0091
25_ SolieriafiliformisKJ202089 0147, 0133 0080 0064 0043 0074 0076 0075 0066 0080 0084
26. SolieriaincurvataMG018944 0143 0125 0053 0062 0051 0077 0075 0079 00668 0074 0077
27. SolieriapacificaAF099710 0150 0151 0081 0062 0060 0079 0080 0075 0069 0079 0085
28. SolieriarobustakKC130210 0155 0141 0056 0057 0055 0082 0.085 0077 0062 0087 0091
29 TacancoscauncinataAF099693 0156 0145 0055 0061 0069 0085 0090 0083 0072 0091 0097
30_ TepoztequisllaspAF099699 0150 0141 0047 0051 0047 0077 0081 0082 0065 0081  0.087
31. TepoztequiellarhizoideaKY 952886 0155 0153 0057 0060 0060 0087 0091 00385 0065 0088  0.090
< EEE

Fig. 30. Captura de pantalla paso 16: porcentajes de distancia en la matriz triangular: (a) opciones pata el aumento o reduccion
de digitos en los valores y (b) valores reducidos a tres digitos
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17. Para guardar la matriz de distancia selecciona el menti File y el submenti Export/Print Distances, aparecerd un recuadro que
te preguntard a que formato deseas exportarla. Selecciona la opcion Excel WorkBook. Presiona el botén OK, de inmediato
te abrird una hoja de Excel con la matriz de distancia. Guérdala como Distancias genéticas no corregidas en el directorio
Précticas de Filogenia, subcarpeta Préctica 3.

18. Cierra la matriz triangular de distancias no corregidas, verds la pantalla como en el paso 7.
19. Para calcular las distancias corregidas, repite los pasos 8 y 9y a continuacion el 20.

20. En el cuadro de didlogo de las opciones de andlisis para calcular la distancia genética (Fig. 28), mantén los mismos pard-
metros que para el cdlculo de distancias no corregidas, EXCEPTO, la seleccion del modelo para el célculo de la distancia
(Fig. 28¢) y la tasa de sustitucidn de nucledtidos (Fig. 28e).

21. En la seccién Sustitution model, opcion Model/Method, selecciona el modelo Jukes-Cantor (Fig. 31a). en la
seccidn Rates and Paterns, opcion Rates and patterns, selecciona Gamma Distributed (Fig. 31b). Presiona OK.

[® MX: Analysis Preferences

7

Distance Estimation I

ANALYSIS
Scope —> Pgirs of taxa

ESTIMATE VARIANCE
1l Variance Estimation Method — None ‘
L MNo. of Bootstrap Replications —>» No plicable
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type — | Nucleotide ‘
Genetic Code Table > Mot Applicable
Model/Method —> Jukes-Cantor model ‘\« a
Fixed Trans I ansversion Ratio —>» | Applicabls
Substitutions to Include — Al
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites —>
Gamma Parameter —>
Pattern among Lineages — Same (Homogeneous)
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data Treatment — ‘ Complete deletion ‘
Site Coverage Cutoff (55) —» Not Applicable
Select Codon Positions —> M 1st ¥ 2nd [ 3rd [ Noncoding Site

@ || @ cow &

~ _— ~— ~ ~— ~— ~—

Fig. 31. Captura de pantalla paso 21: parametros para el calculo de distancias corregidas:
(a) seleccion de un modelo de correccion y (b) seleccion de la tasa de variacion entre sitios

22. Aligual que en el paso 15, te mostrard una matriz triangular de valores de distancias corregidas por el modelo Jukes-Cantor
(Fig. 32).

Nota: notards que habra variaciones entre los valores de distancia corregida y distancia no corregida, pueden ser minimos o significativos.

La distancia genética corregida por el modelo de Jukes-Cantor entre Agardhiella ramosissima (taxa 3) y Meristotheca cylindrica (taxa 19),
es de 5.2 % (Fig. 32, flecha).
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3] MX: Pairwise Distances (rbcl_Solieriaceae.fas)
File Display Awverage Caption Help

fe. S| > x| B EBE0.L L &

1 2 I 3 I 4 5 s l 7 8 l 9| ]
1. ChondrophycuspapillosusAF465807
2_ GracilariafiabelliformeAY 049343 0189
3. Agardhi issimaAF099680 0.183| 0168
4_Agardhiellasubulatal04176 0.185| 0186 0011
5_ AnathecamontagneiAB122015 0175 0166 0.041 0.045
6_ BetaphycusgelatinusJX069174 0162 0175 0079 0080 0075
7. BetaphycusphilippinensisAF099684 0.182 0177 0.080 0.082 0.074 0.011]
8_ Betaphyct iosUmAF( 5 0170] 0172 0074 0075 0077 0038 0042 |
9. EucheumatopsisisiformisAF( 1 0162 0173 0051 0055 0053 0072 0075 0061
10_ KappaphycusalvareziiJX069175 0175 0183 0079 0079, 0082 0082 0077 0082 0077
11. KappaphycuscottoniiAF099695 0179 0185 0.086  0.086 0.089 0089 0088 0089 0083
12_ KappaphycusstriatumJX623999 0173 0185 0082 0082 0085 0085 0083 0085 0080
13. MeristothecapapulosaAF099700 0.175 0175 0072 0.074 0.064 0.084 0.096  0.099 0.072,
14_ MerisothecaprocumbensKF026498 0183 0179 0074 0075 0064 0089 0084 0097 0074
15_. MeristothecaimbricataAB290846 0179 0166 0.068  0.069 0.056 0082 0087 0091 0072
16_ MeristothecadakarensisAB159224 0177| 0188 0065 0072 0067 0088 0.093 0096 0069
17. MeristothecacoactaAB259300 0.185 0177 0069 0071 0.058) 0.096 0100 0084 0074
18_ MeristothecaspAF099703 0183 0173  0.071 0.072| 0064 0100 0105 0083 0075
19. MeristothecacylindricakX553938 0177 0.160 W.usé 0.052 0079 0083 0077 0058
20. MeristothecagelidiumAF099697 0.172| 0186  0.061 053 0065 0085 0089 0080 0.064
21. SarcodiothecagaudichaudiiKM253822 0177 01864, 0.062 0064 0.069 0.091  0.092  0.097  0.085
22_SarcodiothecafurcatakM253835 0178] 0168 0053 0055 0064 0083 0089 0086 0074
23 Sarconemafiliforme AF099708 0170 0172 0.071 0075, 0072 0094 0096 0092 0071
24_ SolieriachordalisAF099709 0185 0173 0065 0067 0069 0096 0092 0092 0071
25_ SolieriafliformisKJ202089 0.183 0162 0.065 0.063 0052 0.082 0085 0083 0072
26. SolieriaincurvataMG018944 0177 0150 0084 0068 0055 0086 0.083 0088 0072
27_ SolieriapacificaAF099710 0.187 0188 0067  0.068 0.065 0.088 0.089 0.083  0.075
28 SolieriarobustakC130210 0195 0173 0061 0062 0053 0092 0096 0086 0068
29 TacancoscauncinataAF099693 0.197 0179 0053 0067 0075, 0096 0102 0100 0080
30. TepoztequiellaspAF099699 0187 0173 0051 0.055| 0.051 0086  0.091 0.092| 0.071
31. TepoztequiellarhizoideaKY 952886 0195 0193 0062  0.065 0.065 0.098 0.104 0.096  0.071)
<

Fig. 32. Captura de pantalla paso 22: matriz triangular con los valores de distancia corregida por el modelo Jukes.Cantor

23. Guarda tu matriz de distancias corregidas igual que en el paso 17. No olvides cambiar el nombre del archivo
a Distancias genéticas corregidas.

24. Cierra la matriz triangular de distancias corregidas, nuevamente regresaras al programa con los dos archivos activos.

25. Para calcular el modelo de evolucion que utilizaremos para generar nuestros proximos andlisis filogenéticos,
selecciona del menu principal la opcion Models, te desplegard un submenu en donde podras seleccionar la opcién Find
Best DNA/Protein Model (Fig. 33).

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

nm 1A) (=%, i v i =
N . . .S >
aron DA B2 Find Best DNA/Protein Models (ML)... GaEEIREE
==} Disparity Index Test of Pattern Heterogenity ‘)
TA Close
.- Data

2] Estimate Substitution Matrix (ML)...

Estimate Transition/Transversion Bias (ML)...

Compute MCL Substitution Matrix

Cempute MCL Transition/Transversion Bias

Compute Pattern Disparity Index

Compute Composition Distances

m Compute Amino Acid Composition
m Compute Nucleotide Composition
m Compute Codon Usage Bias

Fig. 33. Captura de pantalla paso 25: calculo de modelos de evolucién molecular
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26. Nuevamente, como en el paso 9 te preguntard si quieres usar los datos activos, selecciona la opcion OK.

27. Te mostrard un cuadro llamado Analysis Preferences en donde podréds modificar las opciones de andlisis para la seleccidn
del modelo (Fig. 34).

28. En la seccidn Analysis, opcidn tree to use, selecciona Neighbor-joining tree (Fig. 34a). En la seccion Sustitution Model,
opcion sustitution type, selecciona la opcion Nucleotide (Fig. 34b). en la seccion Data subset to use, opcién Gaps/Missing
Data Treatment, selecciona Complete Deletion (Fig. 34¢). Para el resto de los datos considera los parametros que asigna el
programa de manera automatica. Da clic en el botdn OK.

MX: Analysis Preferences

Model Selection (ML) |

ANALYSIS
Tree to Use —» | Automatic (Neighbor-joining tree) = a ‘
Jser Tree File = Not Applicable

Statistical Method — Maximum Likelihood
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type —»  Nucleotide i b
senetic Code Table =» Not Applicable
DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment —
site Coverage Cutoff (5c) = Not Applicable
Select Codon Positions = W 1st ¥ 2nd ¥ 3rd ¥ Noncoding Sites
Branch Swap Filter = | None

SYSTEM RESOURCE USAGE
Number of Threads — 7

Fig. 34. Captura de pantalla paso 28: preferencias para el calculo de modelos de evolucién nucleotidica:
(a) tipo de andlisis, (b) tipo de sustitucion y (c) tratamiento de los GAPS

29. Te mostrard un cuadro de andlisis con el porcentaje de avance (Fig. 35).
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MX: Progress

Pogress

Details I R Stop

Status/Options |

Run Status ‘

Start time | 07/09/2018 18:25:23 o~
Status Making initial tree

Thread-3 |T3 + 1

Thread-6 |TN93 + G + |

Thread-1 |HKY + G + |

Thread-2 |HKY + G

< >

Analysis Options

Tree to Use
Statistical Method
Substitution Model
Substitutions Type : Nucleotide
Data Subset to Use
Gaps/Missing Data Treatment
Select Codon Positions

Automatic (Neighbor-joining tree)
Maximum Likelihood

s e

Complete deletion
1st,2nd, 3rd, Non-Coding

Branch Swap Filter None
System Resource Usage
Number of Threads = @

Fig. 35. Captura de pantalla paso 29: monitoreo del porcentaje de avance en el anlisis

30. Como resultado del andlisis, te mostrara una nueva ventana con un listado de modelos y los valores de los diferentes

38

parametros estimados para cada uno. Los modelos estardn enlistados en orden de prioridad, es decir, el modelo que
mejor explica el conjunto de datos proporcionado estd en primer lugar y tendra el valor de BIC mds bajo (Fig. 36, flecha).
En la leyenda inferior de la tabla, explica los parametros medidos, los valores considerados y la nomenclatura para los mo-
delos. De acuerdo con el célculo del modelo, el mejor modelo para explicar la variacion de nuestros datos es TN93+G+l
(Tajima Nei 93 + Gamma-+Sitios Invariables).
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@ MEGA Caption Expert: Find Best-Fit Substitution Model (ML)
File Edit View Help

4880

™r
Results l

Table. Maximum Likelihood ﬁl!-l different nucleotide substitution models

Model Parameters BIC ~ AICe WL () (+G) R fli) fT) fIC) AG) r(AT) r(AC) (AG) r(TA) r(TC) r(TG) r(CA) r(CT) (CG) (GA) r(GT) r(GC)
INO3+G+1 66 9938.387 0422952 -4643.208 0.47 0.67 3.88 0.203 0.330 0.149 0.227 0.031 0.014 0.103 0.027 0.180 0.021 0.027 0.398 0.021 0.133 0.031 0.014
TNO3+G 65 9962184 9434659 4652157 wa 021 3.83 0.293 0330 0.149 0227 0.031 0.014 0.104 0.027 0.178 0.021 0.027 0.396 0.021 0.134 0.031 0.014
T02:G=1 63 9969.41 9437937 -4663.806 0.50 0.71 388 0312 0.312 0.188 0.188 0.030 0.018 0.152 0.030 0.152 0.018 0030 0251 0.018 0.251 0.030 0.018
GTR+G+1 69 9971.046 9411.980 -4636.795 043 0.64 3.98 0.293 0.330 0.149 0.227 0.044 0.012 0.105 0.039 0.182 0.012 0.025 0.403 0.014 0.136 0.018 0.009
T924G 62 9975798 9472605 -4674.145 ma 020 3.86 0.312 0.312 0.188 0.188 0.031 0.018 0.151 0.031 0.151 0.018 0.031 0251 0.018 0251 0.031 0.018
GTR+G 68 9976319 0424463 -4644.042 na 022 3.93 0293 0.330 0.149 0.227 0.044 0.013 0.105 0.039 0.181 0.013 0.025 0.401 0.015 0.136 0.019 0.010
HKY=G+1 65 9995.163 9467.638 -4668.646 0.51 0.71 4.12 0.293 0.330 0.149 0.227 0.030 0.014 0.186 0.027 0.122 0.021 0.027 0270 0.021 0.239 0.030 0.014
HKY=G 64 10000436 9481.041 4676353 nfa 0.20 4.10 0293 0330 0.149 0227 0.031 0.014 0.185 0.027 0.122 0.021 0.027 0.269 0.021 0239 0.031 0.014
19241 62 10066941 9363.748 4719717 0.64 wa 356 0.312 0.312 0.188 0.188 0.033 0.020 0.149 0.033 0.149 0.020 0.033 0.247 0.020 0.247 0.033 0.020
GTR+1 68  10083.551 9331.695 -4697.638 0.63 wa 335 0.203 0.330 0.149 0.227 0.048 0.014 0.123 0.043 0.163 0.014 0.027 0.361 0.017 0.139 0.020 0.011
TNO3:T 65 10092.102 9564376 -4717.115 0.62 na 334 0.293 0.330 0.149 0227 0.034 0.015 0.085 0.030 0.186 0.024 0.030 0.412 0.024 0.110 0.034 0.013
HKY=1 64 10098.769 9579.334 4723509 064 nma 370 0.203 0.330 0.149 0.227 0.033 0.015 0.182 0.029 0.119 0.023 0.029 0.264 0.023 0.234 0.033 0.013
K#GI 62 10110619 9607426 -4741.555 045 0.63 3.23 0.250 0.250 0.250 0.250 0.030 0.030 0.191 0.030 0.191 0.030 0.030 0.191 0.030 0.191 0.030 0.030
KXG 61 10120977 9623.895 4731795 nla 023 3.18 0250 0.250 0.250 0.250 0.030 0.030 0.190 0.030 0.190 0.030 0.030 0.190 0.030 0.190 0.030 0.030
K2+l 61 10213627 9718.345 -4798.120 0.63 wa 2.99 0250 0.230 0250 0.250 0.031 0.031 0.187 0.031 0.187 0.031 0.031 0.187 0.031 0.187 0.031 0.03}
JC=G+1 61 10608.918 10113.836 -4995.766 0.43 0.72 0.30 0.230 0.230 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
1C+G 60 10615.720 10128.749 -5004.227 ma 025 0.50 0.250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
IC41 60 10698301 10211421 -5045.563 0.63 wa 030 0230 0250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083
GTR 67 10800.766 10257020 -3061.326 ma wa 2.13 0.293 0.330 0.149 0.227 0.071 0.012 0.095 0.063 0.156 0.027 0.024 0346 0.027 0.122 0.039 0.018
NG 64 10807.020 10287.606 -3079.635 ma wa 276 0.293 0.330 0.149 0.227 0.040 0.018 0.092 0.035 0.171 0.027 0.035 0.378 0.027 0.118 0.040 0.018
0 61 10877.632 10382570 -5130.132 ma wa 272 0312 0312 0.188 0.188 0.040 0.024 0.140 0.040 0.140 0.024 0.040 0.232 0.024 0.232 0.040 0.024
K2 60 10894312 10407341 -5143.523 ma wa 269 0250 0.250 0250 0.250 0.034 0.034 0.182 0.034 0.182 0.034 0.034 0.182 0.034 0.182 0.034 0.034
HKY 63 10030736 10419432 5146553 wa wa 272 0293 0.330 0.149 0.227 0.042 0.019 0.170 0.037 0.111 0.029 0.037 0.246 0.029 0.219 0.042 0.019
I 39 11352601 10873742 3377728 nla wa 0.30 0250 0.250 0.250 0.250 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.083 0.085 0.083 0.085 0.083

Fig. 36. Captura de pantalla paso 30: listado de parametros y calculos para la seleccion del mejor modelo

31. Guarda el listado de modelos de evolucion y sus valores en una hoja de Excel, igual que en el paso 17 Nombra a tu archivo
como ModelosEvolucion.

RESULTADOS

Al final de la préctica, obtendrds tres archivos de Excel: dos matrices triangulares de distancia, una de distancias no corregidas.
exe y una de distancias corregidas.exe; el tercer archivo corresponderd a los modelos de evolucion calculados llamado Mode-
losEvolucion.exe. Estos archivos serdn utilizados en las précticas futuras para la inferencia filogenética.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Indica el porcentaje de divergencia o la distancia genética no corregida, entre Meristotheca cylindrica y cada una de las
especies restantes de Meristotheca.

2. Genera una matriz de distancia genética corregida utilizando el modelo Tamura-Nei.
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Indica el porcentaje de distancia genética corregida con los modelos Jukes-Cantor y Tamura Nei, entre Meristotheca cylin-
drica y cada una de las especies restantes de Meristotheca.

Discute las diferencias entre distancias corregidas y no corregidas y entre distancias corregidas con dos modelos diferentes.

Calcula el mejor modelo de evolucion nucleotidica considerando los GAPS. Discute si hay diferencias en el mejor modelo
considerando GAPS o No.
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R
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Practica 4

Construccion de arboles filogenéticos I: UPGMA, Neighbor-Joining
y Maxima Parsimonia con MEGA-X

INTRODUCCION

Un arbol filogenético es un dendograma que muestra las relaciones evolutivas entre diferentes taxa que tienen un ancestro
comun. Actualmente existen diversos métodos para construir rboles filogenéticos, dichos métodos asumen que los grupos
monofiléticos son indicadores de las relaciones evolutivas, sin embargo, difieren en el manejo de un mismo conjunto de datos
y en los procesos de construccion de una hipétesis filogenética. Estos métodos de anélisis se dividen en dos tipos principales: los
métodos de distancia y los métodos discretos.

Los métodos de distancia consisten en relacionar la distancia genética entre los taxa con su relacion filogenética, asumiendo
que dicha distancia es reflejo de la relacion entre taxa; sin embargo, dicha relacion es valida Unicamente en casos con tasas de
cambio constantes y ausencia de homoplasias. Al emplear estos métodos usando datos moleculares, es posible emplear modelos
evolutivos para corregir las distancias calculadas considerando la homoplasia, disminuyendo asi estas imprecisiones. Los métodos
de distancia mas comunes son: el método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Average o Pares No
Ponderados Utilizando Media Aritmética) y el método de Neighbor-Joining o vecino mas cercano (NJ).

Los métodos discretos 0 métodos de blisqueda de arboles basados en criterios de optimizacion estan basados directamente
en el andlisis de los caracteres. Estos métodos cuentan los eventos de mutacidn acumulados en las secuencias y pueden elimi-
nar la perdida de informacion que se da cuando los caracteres son transformados a distancias. Estos métodos a su vez utilizan
fundamentalmente dos tipos de métodos en la construccion de arboles filogenéticos: busquedas exactas y busquedas heuristicas
0 estocdsticas. Las busquedas exactas, utilizan algoritmos (exhaustivos o Branch and bound (corte y empalme)) que garantizan
la obtencién de todos los drboles dptimos a partir de un conjunto de datos; sin embargo, estas busquedas estdn limitadas a un
conjunto de datos no mayor a 20 taxa. Las busquedas heuristicas utilizan bisquedas limitadas conforme a un criterio seleccio-
nado (stepwise addition (adicion de pasos), Branch swapping (intercambio de ramas), tree bisection and reconnection
(biseccion y reconexion de ramas), etc.), se utilizan cuando, por el exceso de taxa, no es posible aplicar los algoritmos exactos.
Sin embargo, no localizan necesariamente los drboles dptimos o al menos no todos. Los métodos discretos més comunes son:
Méxima Parsimonia (MP), Méaxima Verosimilitud (ML) y la Inferencia Bayesiana (BI).

UPGMA

El método de UPGMA es un algoritmo de agrupamiento jerarquico que, a partir de una matriz de distancias genera un érbol
filogenético. Este método inicia con la agrupacion de los dos taxa con la menor distancia, las distancias entre este nuevo taxon
compuesto y el resto de los taxa se recalculan para afadir al siguiente par de grupos mas cercanos. Esta iteracion contintia hasta
que todos los taxa son colocados en el drbol, de este modo, el tltimo grupo afiadido se considera como el grupo mds lejano
0 grupo externo.

Neighbor-Joining (Vecino mas cercano)

El método de Neighbor-Joining es un algoritmo de agrupamiento para reconstruir drboles filogenéticos a partir de datos evolutivos
de distancia. Se basa en el algoritmo de evolucién minima y el principio de este método es encontrar pares (=vecinos) de uni-
dades taxondmicas operacionales (OTU's) que minimicen la longitud total de la rama en cada etapa de agrupacién de OTU’s, co-
menzando con un &rbol en forma de estrella. Este método parte de una matriz de distancias entre cada par de taxa, el primer paso
serd modificar dicha matriz de forma que la distancia, entre cada par de terminales, dependa tanto de la propia distancia como de
la distancia de ambos con respecto al resto de terminales. Es importante destacar que este método genera arboles sin raiz, por
lo que es importante incluir grupos externos que puedan servir de punto de partida para situar (enraizar) al ancestro comun.
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Maxima Parsimonia

El método de Maxima Parsimonia tiene como objetivo la busqueda de un posible drbol (o conjunto de drboles) filogenético que
explique la totalidad de un conjunto de datos con el menor nimero de pasos (menor nimero de cambios evolutivos). Se basa en
el principio conocido como Navaja de Occam, el cual establece que, ante distintas soluciones posibles, la mas sencilla es probable-
mente la correcta. Siguiendo este principio, un drbol con el menor niimero de substituciones es probablemente la mejor opcion
para explicar las diferencias entre los taxa. Esta perspectiva se justifica por el hecho de que los cambios evolutivos que suceden
dentro de lapsos de tiempo cortos son relativamente raros. La construccidn del arbol filogenético de MP inicia contabilizando el
ntimero de transformaciones entre caracteres en el drbol y buscando todas las posibles topologias que requieren el minimo
ntimero de cambios evolutivos, el drbol con el menor nimero de cambios es el elegido como el mejor. Sin embargo, en este
andlisis, s6lo un pequefio nimero de sitios (Sitios informativos) que tienen informacion filogenética importante son usados en la
determinacion del &rbol. Los sitios informativos son sitios en una secuencia que tienen al menos dos tipos diferentes de caracte-
res, cada uno ocurriendo al menos dos veces. Por otro lado, los sitios conservados (sitios constantes o con cambios que ocurren
s6lo una vez) o los sitios muy variables, son los sitios no informativos, estos ltimos no son considerados en los analisis de MP.

Los andlisis de distancia (UPGMA y NJ) y el andlisis discreto de MP pueden ser llevados a cabo con el software libre MEGA-X.
OBIJETIVO

« Construir drboles filogenéticos mediante los métodos de UPGMA, Neighbor-Joining y Méxima Parsimonia, utilizando como
herramienta el programa MEGA-X.

SOFTWARE REQUERIDO

1. MEGA-X Molecular Evolutionary Genetics Analysis, disponible para su descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga
http://www.megasoftware.net

DESARROLLO

1. Abre el programa MEGA-X. A continuacidn, abre tu matriz de datos Solieriaceae.fas siguiendo los pasos 1-6 (Figs 19-24)
descritos en la Prdctica 3, hasta que aparezca tu archivo de datos, en formato MEG, cargado en la pantalla principal del
programa (como aparece en el paso 7 de la préctica 3).

2. De labarra de herramientas de andlisis, da clic sobre la opcion PHYLOGENY, al hacerlo serd desplegado un nuevo subment
con las diferentes opciones de andlisis filogenéticos que puedes realizar con MEGA-X. Vamos a comenzar con los anédlisis de
distancia, selecciona la opcién Construct Test/UPGMA Tree (Fig. 37).

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File  Analysis Help

< . = .
[ TA ) (e ) (£) (&) (e =)
AHGN BATA MopeLs DiSTANCE DIVERSITY Inl. Construct/Test Maximum Likelihood Tree... s
TA == )g_?( Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
] Dot 34 Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s) \

E
T

Open Tree Session

Fig. 37. Captura de pantalla paso 2: construccion de arboles filogenéticos con el método de UPGMA
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3. Aparecerad un cuadro de didlogo preguntandote si quieres utilizar los datos actualmente activos, da clic en la opcion Yes (Fig. 38).

Molecular Evolutionary Genetics Analysis

File Analysis Help

<r 3 - "
(1 Hey & i T i 0 o,
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE ANCESTORS
Te Close
... Data
Use the active file? X

‘a Would you like to use the currently active data (rbcl_Solieriaceae.fas)?

[T Remember to reuse currently active data.

o |

Fig. 38. Captura de pantalla paso 3: comando del programa para permitir el uso de los datos activos

4. Aparecerd un nuevo cuadro de didlogo preguntandote sobre las preferencias de andlisis, subdividido a su vez en seis sub-
secciones (Fig. 39). En la seccién Analysis te mostrard los taxa que incluird en el andlisis, en este caso todos los taxa, y el
método de buisqueda UPGMA (Fig. 39a).

5. Enla seccion Phylogeny Test, selecciona la opcion Bootstrap Method (Fig. 39b). A su vez, se activara una nueva opcién No.
of Bootstrap Replications, escribe el nimero 1000 (Fig. 39¢).

Nota: para los arboles filogenéticos, se calcula una medida de soporte de los clados que te indica la robustez y confiabilidad de la hipotesis que
estos reflejan. Bootstrap es uno de los métodos mas utilizados en filogenia, principalmente en MP y ML. Consiste en crear una matriz de datos
cuyas columnas se van cambiando de forma aleatoria, e incluso se repiten en una misma matriz, y con cada una de las matrices resultantes
crear un érbol filogenético, contando al final en cuéntos de ellos aparece el clado de interés. Este proceso se repite varias veces, siendo lo més
comun repetirlo al menos 1000 veces, entre mayor niimero de réplicas sean corridas, incrementara el valor de soporte de los clados. Al final se
indica el porcentaje de veces en que cada nodo del drbol se presentd en las matrices re-muestreadas. Al final todos estos arboles se representan
en un arbol de consenso en el cual aparecen los porcentajes de la proporcion de cada réplica. Asi, entre més cercano sea el porcentaje a 100%,
més robusta serd la hipotesis representada.

6. Enlaseccion Substitution Model, selecciona primero el tipo de datos a analizar, en este caso selecciona la opcion Nucleoti-
de (Fig. 39d). A continuacion, selecciona el modelo de evolucidn, en tanto que el mejor modelo para explicar nuestros datos,
calculado en la Préctica 3, fue TN93+G+l, selecciona el modelo Tajima-Nei (Fig. 39¢); en tipo de sustituciones selecciona
la opcién Transitions + Transversions (Fig. 39f).

7. Enla seccion Rates and Patterns vamos a seleccionar la opcion Gamma Distributed, ya que nuestro modelo calculado nos
pide también una distribucion Gamma (Fig. 39g), de inmediato te preguntara sobre los pardmetros de gamma, selecciona
la opcién 1.00 (Fig. 39h).

8. Enlaseccion Data Subset to Use selecciona el tipo de tratamiento de GAPS, selecciona la opcion Partial Deletion (Fig. 39i).
Para el resto de los parametros, vamos a dejar activos los pardmetros autométicos del programa. Presiona el boton OK.
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MX: Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction I

ANALYSIS

Scope

Statistical Method
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny

No. of Bootstrap Replications

SUBSTITUTION MODEL
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Model/Method
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Pattern among Lineages

DATA SUBSET TO USE

Gamma Distributed (G)
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Select Codon Positions
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:8] Cancel
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Fig. 39. Captura de pantalla pasos 4 a 8: preferencias de analisis para construir un érbol filogenético con UPGMA:
(@) método de estimacion, (b) test de filogenia, (c) asignacion del nimero de réplicas, (d) tipos de sustitucion, (e) modelo
de estimacion de distancia, (f) tipo de sustitucion de nucleétidos, (g) distribucion de las tasas de variacion,
(h) pardmetros de gamma, (i) tratamiento de los GAPS y boton de ejecucién del andlisis

9. Aparecerd un cuadro de avance de la ejecucion de tu andlisis (Fig. 40).

44

L VS Progress
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File
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——

Details |

(m|
e
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N Fmr

Status/Options '

Run Status

Start time | 09/09/2018 20:15:19

Status Conducting Bootstrap Test

Searching | 100%

Bootstrap | 49171000 [0:00:01 remaining]

<

Analysis Options
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A£3131 Selected Taxa
Neighbor—joining

Bootstrap method
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Fig. 40. Captura de pantalla paso 9: monitoreo del porcentaje de avance en el anlisis
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10. Al terminar el andlisis, la pantalla te mostrard los resultados divididos en pestaias, en una primera pestana el drbol 6ptimo

(Fig. 41) y en una segunda pestafa el arbol de consenso de

Bootstrap.

MX: Tree Explorer: (rbcL_Solieriaceae.fas)

File Search Image Subtree View Compute Caption Help
BEO[tO&£ce O
k Ema;imi;;lw:ffﬂéggl Bootstrap consensus tree l
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O
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B 24 EucheumatopsisisiformisAF099691
43 SolieriachordalisAF099709
34 SolieriafiliformisKJ202089
= % SolieriaincurvataMG018944
: Q SolieriapacificaAF099710
92 SolieriarobustakC130210
X MeristothecapapulosaAF099700
" 2l MerisothecaprocumbensKF026498
' 95 — MeristothecaimbricataAB290846
3 —| :
_l;g MeristothecaspAF099703
k& L MeristothecacoactaAB259300
L
% MeristothecadakarensisAB 159224
iy RS MeristothecacylindricakX553938
U 48 MeristothecagelidiumAF099697
[Lr _|: TepoztequiellaspAF099699
7 89 TepoztequiellarhizoideaKY952886
10N Qarrndinther anandichandilkKM252899 M
<
@ Figure. Evolutionary relationships of taxa =
The evolutionary history was inferred using the UPGMA method [1]. The optimal tree with the sum of branch length = 0.91479392 is shown.
Q The percentage of replicate trees i which the associated taxa clustered together m the bootstrap test (1000 replicates) are shown next to the
4  branches [2]. The tree is drawn to scale, with branch lengths m the same units as those of the evolutionary distances used to ifer the
vxt  phylogenetic tree. The evolutionary distances were computed using the Tamura-Nei method [3] and are i the units of the number of base
D substitutions per site. The rate variation among sites was modeled with a gamma distribution (shape parameter = 1). The analysis mvolved 31
nucleotide sequences. Codon positions mcluded were 1st+2nd+3rd+Noncodmg. All positions with less than 93% site coverage were elimmated.
Q That 1s. fewer than 5% alignment gaps, missimg data. and ambiguous bases were allowed at any position. There were a total of 1212 positions m

the fmal dataset. Evolutionary analyses were conducted m MEGA X [4].

Fig. 41. Captura de pantalla paso 10: presentacion de resultados del andlisis con UPGMA mostrando el arbol 6ptimo

11. En una ventana doble, abierta en la parte inferior de la pantalla,

te mostrard una leyenda de la figura que obtuvo en la que expli-

card detalladamente lo que la figura te estd mostrando (Fig. 42b). Copia la informacién de esta leyenda en un archivo de block
de notas en el directorio Précticas de Filogenia carpeta Prdctica 4, para que puedas consultarlo mas adelante.
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’E] MX: Tree Explorer: (rbcl_Solieriaceae.fas)

[l_:] Figure. Evolutionary relationships of taxa
The evolutionary history was inferred using the UPGMA method [1]. The bootstrap consensus tree inferred from 1000 replicates [2] is taken to
represent the evolutionary history of the taxa amalyzed [2]. Branches corresponding to partitions reproduced m less than 50% bootstrap
replicates are collapsed. The percentage of replicate trees m which the associated taxa chustered together m the bootstrap test (1000 replicates) are
shown next to the branches [2]. The evolutionary distances were computed usmg the Tamura-Nei method [3] and are m the units of the number
of base substitutions per site. The rate variation among sites was modeled with a gamma distribution (shape parameter = 1). The analysis
mvolved 31 nucleotide sequences. Codon positions mncluded were 1st+2nd+3rd+Noncoding. All postions with less than 95% site coverage
were elimmated. That is, fewer than 5% alignment gaps. missing data, and ambiguous bases were allowed at any position. There were a total of
1212 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted m MEGA X [4].

File Search Image Subtree View Compute Caption Help
BEO|[YO & [&
W Original Tree Bootstrap consensus tree I
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ﬂ_i: SolieriafiliformisK.J202089
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32 | [ SolieriapacificaAF099710
< - i) >

Fig. 42. Captura de pantalla pasos 10 y 11: (a) resultado para el drbol de consenso de Bootstrap
y (b) pies de figura para la explicacion del anlisis

12. Para guardar los drboles generados, en el menu principal en la parte superior de la pantalla, selecciona Image, da clic en la
opcién Save as Image File (Fig. 43). Te abrird un pequefio cuadro de didlogo en el que deberds seleccionar el formato en
que deseas guardar la imagen (Fig. 44) selecciona el formato TIF. A continuacion, da clic en el icono de archivo (Fig. 44a),
para seleccionar el directorio donde quieres guardar la imagen. Guérdala en la carpeta Practica 4, con el nombre UPG-

MA_Solieriaceae, luego da clic en el botén OK (Fig. 44b).
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The evolutionary history was inferred using the UPGMA method [1]. The optmal tree with the sum of branch length = 091479392 is shown. The percentage of replicate trees m which the associated taxa clustered together i
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1, Sneath PH.A, and Sokal R R. (1973), Numerical Taxonomy. Freeman, San Francisco.
2, Felsenstem J. (1985). Confidence kmuts on phylogenies: An approach using the bootstrap. Evolrion 39:783-791.
3. Tomra K. and Nei M. (1993). Estimation of the umber of nucleofide subsfitutions in the control region of witochondrial DNA in humans and chavwanzess, Moleculor Bioloey qud Evolution 10:312-526

Fig. 43. Captura de pantalla paso 12: opciones para guardar arboles filogenéticos construidos en MEGA-X
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Fig. 44. Captura de pantalla paso 12: seleccion del formato de drboles filogenéticos construidos en MEGA-X
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13. Guarda también el arbol de Bootstrap con el nombre UPGMA-Bootstrap_Solieriaceae.

14. Una vez que hayas guardado los dos drboles resultantes del andlisis UPGMA, cierra la ventana de resultados. Regresards a la
ventana de inicio con la matriz de datos. En la barra de herramientas de andlisis, vuelve a dar clic en la opcion PHYLOGENY,

ahora selecciona Construct Test/Neighbor-Joining Tree (Fig. 45).

@ Molecular Evolutionary Genetics Analysis

o

DA

File Analysis Help
m) (1) () (k) (&
! Ll 2 = )
ALIGN DATA MODELS DISTANCE  DIVERSITY
TA | [cose
. Data

$amn MNY¥R

Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

Open Tree Session

»\

Fig. 45. Captura de pantalla paso 14: construccion de arboles filogenéticos por el método de Neighbor-Joining

15. Nuevamente da clic en el botdn Yes, para utilizar la matriz de datos activa.

16. Aparecerd nuevamente el cuadro de didlogo preguntdndote sobre las preferencias de anélisis, como ya modificamos los
parametros para el analisis de UPGMA (pasos 4-8), el programa los recordard automéaticomente y ya estaran asignados.
Sin embargo, notards que el método de busqueda habrd cambiado a Neighbor-joining. También notards que el primer
parametro Test of Phylogeny, no estard asignado; vuelve a seleccionar la opcion Bootstrap method (Fig. 46, flecha). Da clic

en el botdn OK.
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MX: Analysis Preferences
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Fig. 46. Captura de pantalla paso 16: preferencias de andlisis para la construccion de un érbol filogenético con Neighbor-Joining

17. Nuevamente te mostrard una pantalla con el resultado, en una pestana el arbol dptimo y en otra pestana el arbol de
consenso de Bootstrap. También te mostrara la misma ventana inferior con la leyenda de figura con la explicacion detallada.
Del mismo modo que en los pasos 11-13, guarda la leyenda de figura y los dos &rboles resultantes. Esta vez némbralos
Neighbor-joining_Solieriaceae y Neighbor-joining-Bootstrap_Solieriaceae.

Una vez que hayas guardado los dos arboles resultantes del andlisis Neighbor-joining, cierra la ventana de resultados. Regre-
sarés a la ventana de inicio con la matriz de datos. En la barra de herramientas de andlisis, vuelva a dar clic sobre la opcién
PHYLOGENY, ahora selecciona la opcidon Construct Test/Maximum Parsimony Tree(s) (Fig. 47).
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@ Molecular Evolutionary Genetics Analysis

&

File Analysis Help

) (T4) (R) (k) ()

ALIGN DATA MODELS DISTANCE  DIVERSITY
. .

TA | (o

Data

19. Nuevamente aparecera el cuadro de didlogo preguntandote sobre las preferencias de andlisis, esta vez algunas secciones
estardn modificadas (Fig. 48). Notards que el método de bilsqueda habra cambiado a Maximum Parsimony, tampoco
el primer pardmetro Test of Phylogeny estard asignado; vuelve a seleccionar la opcion Bootstrap method (Fig. 48a). Una
nueva seccion habra aparecido, Tree Inference Options. En esta seccion deberds seleccionar las opciones de buisqueda que

N X &

3 AR

Construct/Test Maximum Likelihood Tree...
Construct/Test Neighbor-Joining Tree...
Construct/Test Minimum-Evolution Tree...

Construct/Test UPGMA Tree...
Construct/Test Maximum Parsimony Tree(s)

) s . |mm OpenTreeSession e
Fig. 47. Captura de pantalla paso 18: construccion de arboles filogenéticos por el método de Maxima Parsimonia

deseas para tu andlisis, recuerda que esta opcion no trabaja con distancias.

20.

En el método de busqueda de parsimonia selecciona la opcion Tree-Bisection.Reconnection (TBR) (Fig. 48b). Para el resto

de los pardmetros, conserva los que el programa asignd automaticamente. Da clic en el boton OK.
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| MX: Analysis Preferences

Phylogeny Reconstruction |
ANALYSIS
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PHYLOGENY TEST
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Substitutions Type —=> | Nucleotide ‘
3 fe Table => lot Applicable
DATA SUBSET TO USE

Gaps/Missing Data Treatment —> | Partial deletion
Site Coverage Cutoff (%) = 95 S

1 Select Codon Positions > W 1st ¥ 2nd W 3rd ¥ Noncoding Sites
| TREE INFERENCE OPTIONS

MP Search Method > | Tree-Bisection-Reconnection (TBR) <= b
] No. of Initial Trees (random addition) —> :l
‘ MP Search level = | 1
i Max No. of Trees to Retain = | 700
SYSTEM RESOURCE USAGE
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Fig. 48. Captura de pantalla pasos 19 y 20: preferencias de analisis para la construccién de un arbol filogenético
con Maxima Parsimonia: (a) test de parsimonia y (b) método de bisqueda

21. Te mostrara una ventana con el porcentaje de avance de tu andlisis (Fig. 49). Notards que este analisis tomara mayor tiempo
que los dos anteriores, esto es porque el espacio de muestreo es mayor y la buisqueda mds exhaustiva.
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22.

23.

24.

Nota: los drboles de Bootstrap no reflejan relaciones filogenéticas, solo el soporte de las ramas, por lo que estos drboles no te serviran para
inferencia filogenética, solo te servirdn para la asignacion de valores a los nodos de las ramas en tus arboles. Por lo tanto, no los edites sélo

MX: Progress
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Fig. 49. Captura de pantalla paso 21: monitoreo del porcentaje de avance en el analisis

Uisalos para la edicion.

RESULTADOS

Al final de la préctica, tendrds seis archivos de imagen TIF: dos drboles obtenidos con UPGMA (Figs. 50 y 51), dos drboles gene-
rados con Neighbor-joining (Figs 52 y 53) y dos drboles con Méxima Parsimonia (Figs. 54 y 55). Estos archivos serdn utilizados

en las practicas futuras para la inferencia filogenética.
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Al terminar el andlisis te mostrara nuevamente el drbol 6ptimo y el drbol de consenso de Bootstrap. Si hubiera més de un
arbol dptimo, que en MP puede haberlos, te mostraria todos los drboles igualmente parsimoniosos, entonces te mostraria
més de un archivo.

Del mismo modo que en los pasos 11-13, guarda la leyenda de figura y los dos érboles resultantes. Esta vez némbralos
MP_Solieriaceae y MP-Bootstrap_Solieriaceae.

Podrds editar tus archivos de érbol en un editor grdfico de imagen como Paint, Power-Point, Adobe Photoshop
o Corel Draw.
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Fig. 50. Topologia del &rbol 6ptimo construida con el método de UPGMA

ChondrophycuspapillosusAF465807

GracilariaflabelliformeAY 049343
100 BetaphycusgelatinusJX069174
100 BetaphycusphilippinensisAF099684
61 BetaphycusspeciosumAF099685
KappaphycusalvareziiJX069175
100 KappaphycuscottoniiAF099695
94 KappaphycusstriatumJX623999
SarconemafiliformeAF099708
100 100 SarcodiothecagaudichaudiiKmM253822
i |—|: SarcodiothecafurcatakKmM253835
I— TacanooscauncinataAF099693
p 100 AgardhiellaramosissimaAF099680
58 AgardhiellasubulataU04176

AnathecamontagneiAB122015
EucheumatopsisisiformisAF099691

P Ead 43 SolieriachordalisAF099709
i'f SolieriafiliformisKJ202089
SolieriaincurvataMG018944
32 SolieriapacificaAF099710
432: SolieriarobustakC 130210
MeristothecapapulosaAF099700
27 42 MerisothecaprocumbensKF026498
95 MeristothecaimbricataAB290846
g1 =0 E MeristothecaspAF099703
6 MeristothecacoactaAB259300

MeristothecadakarensisAB159224
e a3 E MeristothecacylindricaKX553938
48 MeristothecagelidiumAF099697

—— TepoztequiellaspAF099699
[T — TepoztequiellarhizoideaKY952886

Fig. 51. Topologia del @rbol consenso de Bootstrap construida con el método de UPGMA
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Fig. 52 Topologia del arbol 6ptimo construida con el método de Neighbor-Joining
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Fig. 53. Topologia del arbol consenso de Bootstrap construida con el método de Neighbor-Joining
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Fig. 54. Topologia del &rbol dptimo construida con el método de Maxima Parsimonia
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Fig. 55. Topologia del arbol consenso de Bootstrap construida con el método de Maxima Parsimonia
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1.

Describe el arbol 6ptimo obtenido con los tres métodos estudiados en la préctica (en total tres drboles), considerando
agrupamientos de especies y valores de Bootstrap.

2. Discute las diferencias que observas entre los tres diferentes métodos, ¢alguno fue mejor?

3.

Discute los valores de Bootstrap obtenidos en los tres arboles, iqué analisis fue el més robusto?
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Practica 5

Construccidn de arboles filogenéticos II:
Maxima Verosimilitud con RaxML

INTRODUCCION

El andlisis de Méxima Verosimilitud (ML por sus siglas en inglés, Maximum Likelihood) es un método exhaustivo que busca
todas las posibles topologfas y considera cada posicién en un alineamiento, para encontrar la hipétesis filogenética que mejor
explique la tasa de cambios nucleotidicos (transiciones/transversiones) en un alineamiento dado. Para ello, emplea modelos
probabilisticos de seleccion del mejor arbol (aquel que tenga la mds alta probabilidad (verosimilitud) de reflejar el proceso
evolutivo real).

Debido a que la inferencia filogenética con el método de Maxima verosimilitud asume un modelo evolutivo de cambio (dis-
tancia entre secuencias), la seleccion del modelo evolutivo tendrd un gran impacto sobre la filogenia resultante. De este modo,
si se elige un modelo simple, este puede subestimar la longitud de las ramas. El modelo propuesto por Stakatakis, el autor del
software, para un andlisis de ML es GTR.

En todo andlisis de ML, para cada érbol se calcula la probabilidad de que refleje cada una de las posiciones en el alinea-
miento, el cdlculo de esta probabilidad se realiza para cada sitio. Finalmente, se suman las probabilidades de todas las posibles
reconstrucciones dando la verosimilitud (que es proporcional a la probabilidad de los datos dado un modelo de evolucién) de
cada sitio particular. El drbol resultante serd el producto de las verosimilitudes de cada posicién, que serd la explicacidn mas
probable y parsimoniosa.

Las principales ventajas de este método son que intenta estimar la tasa real de cambio especificando un modelo de evolu-
cion, considera como posibles todas las hipétesis filogenéticas para la posicion de cada aminodcido, toma en cuenta la longitud
de las ramas y ofrece hipotesis robustas si las longitudes de rama son cortas (amplio muestreo). Por otro lado, dado que las
tasas de cambio son mucho mayores en las ramas terminales que en el resto del arbol, este método es altamente afectado por la
atraccion de ramas largas, pudiendo generar filogenias erroneas. Adicionalmente, descarta caracteres que pueden ser relevantes
tales como las autoapomorfias, subestima cambios muiltiples y con ello puede subestimar también el niimero de sustituciones,
ademads su ejecucidn es considerablemente més lenta que otros tipos de andlisis.

Los andlisis de ML pueden ser llevados a cabo con diferentes softwares libres tales como TNT, RaxML, Garlic, MEGA, o en
portales en linea como Cypress o TOPALI.

OBJETIVO

« Construir un arbol filogenético con el criterio de Méxima Verosimilitud, utilizando como herramienta el portal en linea de
RaxML.

SOFTWARE REQUERIDO

1. RAXML v0.6.0 Randomized Axelerated Maximum Likelihood, disponible para su descarga en el sitio del programa o para
trabajar en linea, siguiendo la liga https;//raxml-ng.vital-it.ch/#/

DESARROLLO

1. En el navegador de tu preferencia, copia la siguiente liga https://raxml-ng.vital-it.ch/#/ para poder acceder al sitio en linea de
RaxML. El programa estard dividido en cuatro secciones: Data, Evolutionary Model, Analysis y Notification.
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2.

En la seccion Data, deberds cargar la matriz de datos en el primer recuadro en blanco dando clic sobre el boton seleccionar
archivo, te abrird una ventana de didlogo que te permitird buscar entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. En
el directorio Practicas de Filogenia subdirectorio Préctica 2, selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.
fas que generaste en la prdctica 2. Si el archivo fue cargado correctamente, junto al botén seleccionar archivo, aparecerd
el nombre de tu archivo y una palomita en color verde (Fig. 56). Si cargaste por error el archivo equivocado, sélo da clic en
el botdn Remove file, y vuelve a cargar el archivo correcto.

Nota: los formatos reconocidos por el programa para la matriz de datos, son sélo FASTA O PHYLIP, por lo que debes asegurarte de que tu
archivo tenga alguna de estas dos extensiones, de lo contrario no podrd ser leido por el programa. Recuerda que para transformar tu conjunto
de datos a cualquiera de estos programas puedes abrirlo en el programa Bioedit y salvarlo en el formato correspondiente.

3.

58

RAXML BlackBox

Data

Paste your sequence alignment .
Must be in PHYLIP format, or FASTA

format, or convertible by readseq

4

or upload a file rbcL_Soli...ceae.fas I'4

v

Paste your constraint tree , ‘ .
This option allows you to specify an

incomplete or comprehensive
multifurcating constraint tree in NEWICK
format. More help here.

or upload a file Seleccionar archivo |No se eligié archivo

Fig. 56. Captura de pantalla del paso 2: matriz de datos

En la seccidn Evolutionary model, deberds seleccionar los pardmetros con los cuales deseas explicar la sustitucion nucleoti-
dica de tu conjunto de datos (Fig. 57). Primero, selecciona si el modelo de evolucidn serd particionado o no, en este tltimo
caso, da clic en la opcion unpartitioned model. Enseguida, selecciona el tipo de datos que estds analizando, ya que estamos
trabajando con una matriz construida a partir de secuencias de ADN, selecciona la opcidn DNA. En la opcion Substitution
matrix, debes seleccionar el modelo de evolucion que mejor se ajustd a tu conjunto de datos, previamente estimado con el
programa MEGA, buscandolo entre las opciones de modelos que despliega la flecha doble del recuadro (Fig. 57a). En este
caso el modelo que usaremos serd GTR aunque no haya sido el modelo que explicara mejor nuestros datos. En la opcion
Stationary base frequencies selecciona la opcion ML estimate; a continuacion, muestra una casilla en blanco para consi-
derar o no la proportion of invariable sites; dado que en todo conjunto de datos puede haber una proporcion de sitios
que cambian libremente y una proporcién de sitios invariables, selecciona la casilla para que ningtin arreglo quede fuera del
andlisis (Fig. 57b). En la opcidn Among-site rate heterogeneity, selecciona una distribucion GAMMA para especificar la tasa
de variacién entre sitios (Fig. 57¢). Para el resto de los pardmetros de esta seccidn, conserva los que te sugiere el portal.

Préctica 5. Construccion de arboles filogenéticos Il: Maxima verosimilitud con RaxML
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Evolutionary model

it B Unpartitioned model s -
SRSl Unpartitioned model Model string is composed as described

here. Individual model modifiers are joined
with “+” (plus sign).

Datatype m Protein/AA | Binary ‘ Multistate]
a
Substitution matrix HKY Y 4
Stationary base frequencies ML estimate

Proportion of invariant sites ’

Among-site rate heterogeneity [ None FreeRate ]
e
Number of rate categories 4
GAMMA category rates | mean |

Ascertainment bias correction Lewis ‘ Felsentein | Stamatakis ]

Fig. 57. Captura de pantalla del paso 3: (a) seleccion de modelo, (b) proporcion de sitios invariables
y () distribucion de la variacion entre sitios

4. Enla seccion Analysis deberds especificar los criterios para el andlisis. En la subopcion ML tree search, el portal ofrece una
serie de criterios, en la opcidn optimize, para optimizar la topologia resultante, la longitud de las ramas y el modelo, marca
con una paloma las tres opciones (Fig. 58a). en la opcion Starting trees, mantén activadas las opciones Parsimony y Random
(Fig. 58b). En los recuadros que se encuentran a un lado de cada una de estas opciones, puedes seleccionar el nimero de
arboles subiendo o bajando con la flecha doble, el portal sugiere 10 arboles, puedes incrementarlo a 100. Finalmente, en
la subopcion Bootstraping, selecciona la casilla en blanco (Fig. 58c). Al seleccionar la opcion, apareceran dos criterios adiciona-
les, Number of replicates, que te permitird fijarlo ti mismo o permitirle al programa seleccionarlo y Bootstopping cutoff, don-
de podrés seleccionar el nimero de repeticiones con un maximo de 100, o permitir que el programa lo determine (Fig. 58¢).

Analysis
ML tree search
Optimize Topology Branch lengths Model <<fum 2
Starting trees
Parsimony Number of trees 100
< b
Random Number of trees 100
Paste your tree in newick format
2
or upload a file Seleccionar archivo ‘ No se eligid archivo
Bootstraping <= C
Number of replicates Automatic (bootstopping) ]

Number of replicates ‘ 100

)

Fig. 58. Captura de pantalla del paso 4: (a) pardmetros del modelo de evolucién, (b) criterios de optimizacién de arboles y (c) Bootstrap
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5. Finalmente, en la seccion Notification deberds proporcionar una direccién de correo electrénico para que, una vez termina-
do el andlisis, recibas una notificacion de que esté listo y el enlace donde puedes encontrarlo (Fig. 59a). Una vez ingresado
tu correo, da clic en la opcion Submit. Aparecerd una leyenda que te informa que tu andlisis esté corriendo y un enlace en
que estard disponible una vez esté finalizado (Fig. 59b).

Notification

Email
name@example.com Enter your email if you want to be notified

upon job completion
af

Your job is running and will be available at this url:
https://Iraxml-ng.vital-it.ch/#/result/1403/code/3te TcsHWZfn
7
b

Fig. 59. Captura de pantalla paso 5: (a) Notificacion para recuperar el andlisis y (b) enlace de recuperacion
RESULTADOS

Una vez que el andlisis termind, el portal te enviard un correo de notificacion para informarte que estd listo. Al dar clic en
el enlace adjunto al correo, te desplegard la topologa resultante y una carpeta descargable llamada tree en formato zip. Descarga
y descomprime los archivos de la carpeta copiandolos y pegdndolos en una nueva dentro de tu directorio Practicas de Filogenia
subdirectorio Practica 5. Al interior de esta carpeta encontrards dos archivos con extension txt que contendran las probabilidades
calculadas durante el andlisis, tu alineamiento en formato FASTA y las cuatro topologias generadas con extension TREE. El primer
archivo corresponde al mejor érbol para el conjunto de datos (result.raxml.bestTree) (Fig. 60), el segundo con la topologia de
Bootstrap (result.raxml.bootstraps) (Fig. 61), el tercero con la topologia de ML, es decir, la hipétesis mds probable (result.raxml.
miTrees) (Fig. 62), y el tltimo con la topologia que contiene los valores de soporte de los nodos (result.raxml.support) (Fig. 63).
Para establecer las relaciones filogenéticas de tu grupo, normalmente se selecciona el mejor arbol (bestTree); sin embargo, éste
no siempre refleja mejor las relaciones filogenéticas. Cualquiera que elijas siempre debes especificar los criterios de tu seleccion
en toda comunicacion idonea de resultados. Estos archivos seran utilizados en la Practica 6, para visualizarlos y editarlos con el
programa FigTree (Préctica 6).
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Fig. 60. Topologia del mejor arbol construida con el método de Maxima Verosimilitud
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Fig. 61. Topologia de Bootstrap construida con el método de Méaxima Verosimilitud

Maria Luisa Nuiiez Resendiz/Abel Senties/Kurt M. Dreckman/Maria Esther Meave del Castillo/ Maria Eugenia Zamudio 61



Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
Casa abierta al tiempo

- SarcodiothecagaudichaudiiKM253822
SarcodiothecafurcatakKM253835
— TacanooscauncinataAF099693
g AgardhiellaramosissimaAF099680
AgardhiellasubulataU04176
TepoztequiellarhizoideaKY 952886
TepoztequiellaspAF099699
MeristothecadakarensisAB159224
MeristothecagelidiumAF099697
MeristothecacylindricakKX553938
MeristothecacoactaAB259300
MeristothecaimbricataAB290846
MeristothecaspAF099703
| MerisothecaprocumbensKF026498
MeristothecapapulosaAF099700

EucheumatopsisisiformisAF099691
BetaphycusgelatinusJX069174
—EL BetaphycusphilippinensisAF099684
BetaphycusspeciosumAF099685

KappaphycusalvareziiJX069175
|| KappaphycusstriatumJX623999
- KappaphycuscottoniiAF099695
H SolieriafiliformiskJ202089
SolieriachordalisAF099709
SolieriaincurvataMG018944
] _I:SolieriarobustaKC1 30210
SolieriapacificaAF099710
SarconemafiliformeAF099708

— AnathecamontagneiAB122015
I ChondrophycuspapillosusAF465807

L GracilariaflabelliformeAY 049343

0.04

Fig. 62. Topologia de Maxima Verosimilitud
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Fig. 63. Topologia con los valores de soporte para el mejor arbol de Méaxima Verosimilitud
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS
1. Utilizando la misma matriz de datos, vuelve a ejecutar un andlisis de ML intercambiando el modelo GTR por el modelo HKY.

2. Describe las diferencias entre ambas topologias considerando relaciones de parentesco de las especies representadas
y soporte de los nodos.

BIBLIOGRAFiA RECOMENDADA

L) Felsenstein J. 1981. “Evolutionary trees from DNA sequences: A maximum likelihood approach”. Journal of Molecular Evolution
17: 368-376.

11 Felsenstein J. 1986. “Confidence limits on phylogenies: An approach using bootstrap”. Evolution 39: 783-791.

L1 Jukes T. & Cantor CR. 1969. “Evolution of protein molecules”. In: Mamalian protein metabolism (Ed. by H.N. Munro),
pp. 21-132. Academic press, New York, USA.

L1 Posada D. & Crandall KA. 1998. “MODELTEST: testing the model of DNA substitution”. Bioinformatics 14: 817-818.

L Stamatakis A. 2006. “RAXML-VI-HPC: maximum likelihood-based phylogenetic analyses with thousands of taxa and mixed
models”. Bioinformatics 22: 2688-2690.

L1 Stamatakis A., Hoover P. & Rougemont J. 2008. “A Rapid Bootstrap Algorithm for the RAXML Web-Servers”. Systematic Biology
75:758-771.
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Practica 6

Visualizacion y edicion de arboles filogenéticos con FigTree
INTRODUCCION

FigTree es un programa de libre descarga en la red disefiado como visor gréfico de arboles filogenéticos y como programa para
producir figuras de calidad listas para publicacion. Estd disefiado para mostrar archivos resumidos y anotados, principalmente
con extension tree, generados a partir de una variedad de programas. El programa tiene una interfase grafica que permite a los
usuarios modificar varios componentes del &rbol. Los archivos de figuras de arbol se pueden exportar como archivos PDF para
ser publicados o para su edicién posterior en otro programa de graficos, tal como CorelDraw o Adobe Photoshop.

El uso de FigTree en la edicion de arboles filogenéticos permite:
- Visualizar arboles gréficos multiplataforma.
- Tres diferentes estilos de drbol: rectangular, polar y radial.
- Visualizar las alturas de nodo, las longitudes de rama, los valores de soporte y otras anotaciones.
- Barras de rango de altura del nodo si estén disponibles.
- Colapso de clados en tridngulos.
- Coloracion de ramas y etiquetas terminales.
- Colorear mediante anotacion (por ejemplo, valores de soporte).
- Busqueda rdpida de etiquetas de consejos o etiquetas de consejos parciales.
- Impresion y exportacion como gréficos PDF.
OBJETIVOS
Visualizar gréficamente los drboles filogenéticos con extension tree, utilizando como herramienta el programa FigTree.

Explorar las herramientas de edicion del programa FigTree y editar los arboles filogenéticos de ML obtenidos en la prdctica
5.

SOFTWARE REQUERIDO

1. FigTree v1.4.3 Andrew Rambaut. Institute of Evolutionary Biology, University of Edinburgh (2006-2016), disponible para su
descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/

DESARROLLO
1. Abre el programa FigTree.

2. Verds que el programa es un editor de imagen tipico con diferentes opciones de ment (Fig. 64). Un mend principal en la
parte superior izquierda de la pantalla (Fig. 64a), un submen pictogréfico debajo del menu principal (Fig. 64b) y una barra
de herramientas de Layout con opciones diversas de edicion en la columna izquierda (Fig. 64c).
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Nota: FigTree sdlo puede leer archivos con extensién tree. Archivos de drbol con formato jpg o tif, pueden ser abiertos y editados en otros
visores gréficos que no reconocen el formato tree. También FigTree puede transformar archivos tree en archivos que puedan ser leidos
en otros editores de imagen.

= | FigTree v1.4.3
File Edit Tree Help
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Fig. 64. Captura de pantalla paso 2: opciones de ment del programa FigTree (a) ment principal, (b) submenu pictografico y (c) barra
de herramientas de Layout

3. En el mend principal selecciona la opcion File, del subment que desplegara selecciona la opcion open (Fig. 65). Te abrird
una ventana de didlogo que te permitird buscar entre tus archivos y seleccionar uno. Vamos a editar el drbol de consenso

66

que obtuvimos con Maxima Verosimilitud.
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Fig. 65. Captura de pantalla paso 3: abrir un archivo tree en FigTree
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4. En el directorio Practicas de Filogenia, subcarpeta Prdctica 5, selecciona el archivo result.raxml.bestTree. Aparecerd en la caja
del lado derecho del programa la representacion gréfica del mejor drbol construido con Méxima Verosimilitud (Fig. 66).
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Fig. 66. Captura de pantalla paso 4: representacion grafica del mejor arbol de Méxima Verosimilitud abierto con FigTree

5. Notards que la forma del &rbol seré rectangular, al igual que un tipico cladograma. Sin embargo, puedes editar la forma del
arbol con los primeros iconos de la barra de Layout (Fig. 67a). estas formas pueden ser Polar (Fig. 67b) o Radial (Fig. 67¢).
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Fig. 67. Captura de pantalla paso 5: edicion de la forma del érbol con Layout (a) iconos de edicion, (b) forma polar y (c) forma radial

6. Selecciona la forma rectangular. Notards que los nombres de los taxa son muy pequefos y no pueden ser leidos facilmente.
Puedes aumentar el tamario de la fuente seleccionando con un clic el mend Tip Labels (Fig. 68a), a continuacidn, se desple-
gard otro subment, en la opcion Font size notards que dice 8, con la flecha ascendente incremente el tamafo de la fuente
a 14 (Fig. 68b). Notarés que ahora los nombres de los taxa son legibles (Fig. 68¢).
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Fig. 68. Captura de pantalla paso 6: (a) herramientas de edicion de etiquetas terminales, (b) tamaiio de fuente y, (c) etiquetas en la topologia
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7. En el submenu superior notards las opciones Node, Clade y Taxa (Fig. 69, flecha). Las opciones de edicion del subment
pictografico estardn modificando el sitio en donde te encuentres. Es decir, si deseas cambiar el color de la tipografia para los
nombres de taxa, deberds seleccionar primero la opcion Taxa y luego hacer la edicion (Fig. 70, flecha). Si realizas la edicion
sobre la opcion Node, y luego aplicas el color azul, sera el nodo el que cambiard al color azul (Fig. 71, flecha).
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Fig. 69. Captura de pantalla paso 7: opciones de ment para la edicion en sitios particulares de la topologia como nodos, clados o taxa
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Fig. 70. Captura de pantalla paso 7: ejemplo de edicién sobre los taxa
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Fig. 71. Captura de pantalla paso 7: ejemplo de edicion sobre los nodos

8. Continta explorando las multiples opciones de edicidn. Cuando hayas editado el drbol a tu gusto y necesidades, sélvalo
en un formato de imagen compatible con los lectores gréficos tradicionales. Para ello, ve a la barra de mend principal y
selecciona el men File, del subment que te mostrard, selecciona la opcion Export JPEG (Fig. 72).
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Fig. 72. Captura de pantalla paso 8: exportar un arbol editado en FigTree como archivo JPG
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9. Te abrird una ventana de didlogo para que selecciones el directorio en que deseas guardar tu arbol. Selecciona el directorio
Prcticas de Filogenia, subcarpeta Practica 6, y nombralo Solieriaceae-ML_editado.

RESULTADOS

Al final de la practica, obtendras un archivo de imagen Solieriaceae-ML_editado.jpg (Fig. 73). No olvides incluir en tu edicién
del mejor arbol los valores de Bootstrap, estos podrés verlos en el archivo result.raxml.support y de ahi copiarlos en los no-

dos del mejor arbol. Recuerda que Bootstrap no es una hipétesis filogenética, no uses ese arbol para la edicion. Este archivo
serd utilizado en la préctica de inferencia filogenética.
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Fig. 73. Arbol de Méxima Verosimilitud editado, con los valores de Bootstrap anadidos

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Edita en FigTree el archivo result.raxml.miTrees y obtén un drbol en formato JPG con los valores de Bootstrap
a partir de este archivo

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

L1 Rambaut A. 2016. FigTree v1.4.3. Institute of Evolutionary Biology, University of Edinburgh. http://tree.bio.ed.ac.uk/software/
figtree/
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Practica 7

Construccidn de arboles filogenéticos lI:
Probabilidad Posterior Bayesiana con MrBayes

INTRODUCCION

La inferencia bayesiana es un tipo de inferencia estadistica basada en el cdlculo de la probabilidad posterior, es decir, la proba-
bilidad de que una hipétesis pueda ser cierta es calculada después de formulada la hipdtesis. La mejor estimacion filogenética es
aquella que maximiza la probabilidad posterior de que un arbol sea correcto. El célculo de la probabilidad posterior se efectuia
mediante el teorema de Bayes, el cudl combina la probabilidad previa de una filogenia con su verosimilitud. El cdlculo de la
probabilidad posterior implica evaluar todas las posibles combinaciones de longitud de rama y pardmetros de un modelo.

En tanto que el teorema de Bayes no tiene solucion matemética, la probabilidad posterior de los arboles filogenéticos (y otros
pardmetros del modelo de sustitucidn) no puede determinarse analiticamente. En cambio, MCMC (Markov chain Monte Carlo)
se usa para aproximar las probabilidades posteriores de los drboles dibujando muestras (dependientes) de la distribucién pos-
terior. Este programa también puede implementar una variante de MCMC llamada “cadena de Markov acoplada a la metrépoli
Monte Carlo”, 0 MCMCMC para abreviar. El método de MCMC comienza seleccionando, normalmente al azar, pardmetros tales
como la topologia, la longitud de las ramas, modelo evolutivo, etc. En segundo lugar, se hace un pequefio movimiento aleatorio
(modificacidn de los pardmetros) y se evalta la funcién de probabilidad. Si los valores mejoran, se acepta el movimiento y se
repite el proceso; si los valores no mejoran, el nuevo arbol se acepta con una probabilidad proporcional al empeoramiento pro-
ducido. El fundamento es que, si se repite muchas veces este proceso se obtendra una estimacion de la probabilidad asociada
a cada érbol.

El andlisis de Inferencia Bayesiana puede realizarse con el programa MrBayes que es un software de libre descarga. Sin
embargo, actualmente existen otros programas libres con interfases mas amigables como el programa Beast, también pueden
realizarse en portales en linea como Cypress o TOPALL.

OBJETIVO

« Construir un arbol filogenético con el criterio de Probabilidad Posterior Bayesiana, utilizando como herramienta el programa
Mr. Bayes.

SOFTWARES REQUERIDOS

1. MrBayes 3.2.6 Bayesian Inference of Phylogeny, disponible para su descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga http://
mrbayes.sourceforge.net/download.php

2. DnaSP version 5.10.1 DNA Sequence Polymorphism, disponible para su descarga en el sitio del programa, siguiendo la liga
http://www.ub.edu/dnasp/index_v5.html

DESARROLLO

Nota: para ejecutar un andlisis en MrBayes es necesario transformar primero la matriz fasta a formato nexus. MrBayes es muy sensible a
variaciones en la longitud de secuencias o caracteres extrafios, por lo que se recomienda que no haya espacios entre los nombres de taxa ni
otros caracteres. Adicionalmente, es indispensable que en las secuencias no haya etras diferente a A, T, G, C, o N para los indels o gaps. Para
transformar la matriz a formato nexus, utilizaremos el programa DnaSP, este programa igualmente es sensible a todas las variaciones antes
mencionadas y si hay algun cardcter extraiio en la matriz fasta, DnaSP lo detecta y te indica en donde esta el problema, MrBayes no. Ademas,
el formato de ambos programas es compatible.
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1. Abre el programa DnaSP. Te mostrara dos barras de mend, el menu principal y debajo de este un subment pictogréfico

(Fig. 74, flechas).

E¥ DNA sequence Polymorphism - X
File Data Display Analysis Overview Generate Tools. Window Help
E=
re G ‘ c G
a a
o A 5 A
G € G ol
G c G c
G | =5 G €
Gc Gc
T A b A
tel G c G
A T A T
AT AT
G ¢ G c
T A ; T A
ez G c G
G c = G el
T4 Z= DnaSP 5.10 ra
c G :-:“[ i c G
T A "= DNA Sequence Polymorpldsm T A
c - CC Ver. 5.10.01 ¢ - ‘;_
i March 04, 2010 gl
Lcf G Julio Rozas et al. c G
c G Wiiversitat de Barcelona c G
T A T A
A A T
B B
c G c G
C G c G
G € G el
fel G c:
AT AT
A r A b 4
= A T A
A T A T
A T A T
Gc Gc
G € G c
c G c G
G c G c
e ¢ ¢ ¢
T A T a

[ For Help. press F1 T

Fig. 74. Captura de pantalla paso 1: opciones de ment de DnaSP

lunes. 10 septiembre 2018: 12:07

2. En el menu principal selecciona File, de las opciones que desplegard selecciona Open Data File (Fig. 75). Abrird una
ventana de didlogo que te permitird buscar entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. Del directorio Précticas
de Filogenia subdirectorio Prdctica 2, selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.fas que generaste en

la practica 2.

i DNA Sequence Polymorphism

| File | Data Display Analysis Owverview Generate Tools Window Help

Open Multi Data Files (Batch Mode)...
Close Data File Cirl+W

Open Unphase/Genotype Data File...

Save/ Export Data As...
Update NEXUS Data File
Options for Saving (NEXUS Format)...

Send All Qutput to File...
Close Qutput File
Save Current Qutput... Ctrl+S

Page Setup...
Print Output... Ctrl+P

1 C\..\rbcl_Solieriaceaefas

Exit Ctri+X

Fig. 75. Captura de pantalla paso 2: importacion de una matriz de datos a DnaSP
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de tu conjunto de datos (Fig. 76). Presiona el botén Close.

= " - . . o
# DNA Sequence Polymorphism - rbcl_Solieriaceae.fas

File Data Display Analysis Overview Generate Tools Window Help
H=E) xS R=R)
Data Information
|C:\._.Arbcl_Solieriaceae.fas
Number of Nucleotide Sites 1258
Total Number of Sequences = 31
Sequences Used 31
File Format FASTA
Type . Sequential
Nucleotide Sequence . DNA
Variation Type DNA Sequence Variation
Genome _Diploid
Ch 1L A
Codon Assignation No —
Genetic Code — Nuclear Universal
Preferred Codons Table . None
Seq ice Sets Definiti . No
Total Number of Sub . S S
Domain Sets Definion N0
Total Number of Domains =
 Chromosome =
Genomic Position | 1
Assembly -
DnaSP v. 5.10.01

Fig. 76. Captura de pantalla paso 3: resumen de un conjunto de datos en DnaSP

4. Vuelve a seleccionar el menu File, ahora selecciona la opcion Save/Export Data As y selecciona NEXUS File Format
(Fig. 77). Abrird una ventana de didlogo que te permitird seleccionar el directorio en donde deseas guardar la matriz en for-
mato nexus. Selecciona el directorio Précticas de Filogenia subdirectorio Prdctica 7, carpeta MrBayes para guardar la matriz,

nombrala Solieriaceae.

3" DNA Sequence Polymorphism - rbcl_Solieriaceae.fas

Fe\ Data Display Analysis Overview Generate Tools Window Help

Open Data File...
Open Multi Data Files (Batch Mode)...
Close Data File

Open Unphase/Genotype Data File...

Update NEXUS Data File
Options for Saving (NEXUS Format)..,

Send All Output to File...
Close Output File
Save Current Output...

Page Setup..,
Print Output...

1 G\ \rbel_Solieriaceae fas

Exit

Ctrl+0

Crl+W

FASTA File Format
MEGA File Format
NBRF File Format

PHYLIP File Format
HapMap3 Phased Haplotypes File Format

Ctrl+S

Arlequin File Format
Ctrl+P Roehl File Format
Ctrl+X

Fig. 77. Captura de pantalla paso 4:
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5. Cierra DnaSP.

6. Veala carpeta Practica 7. En ella encontrards una subcarpeta llamada MrBayes, en esta carpeta estaran los archivos necesa-
rios para ejecutar el programa.

Nota: el archivo de datos que deseas ejecutar en MrBayes, SIEMPRE debe estar guardado en la misma carpeta del programa, en la raiz. Si no
se encuentran en la misma carpeta, MrBayes no reconocera el archivo y no podra abrirlo.

7. Abre el archivo ejecutable de MrBayes. Notards que, a diferencia de todos los programas anteriores, MrBayes no tiene una
interfase amigable, sino que deberds teclear manualmente cada una de las érdenes para ejecutar el programa (Fig. 78,

flecha).

‘} C\Users\minr\Documents\Articulos en preparacion\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe

MrBayes v3.2.1 x86
(Bayesian Analysis of Phylogeny)

Distributed under the GNU General Public License

Type "help" or "help <command>" for information

on the commands that are available.

Type "about" for authorship and general
information about the program.

IrBayes >

\

8. Para abrir la matriz de datos en el programa deberds teclear el comando exe seguido del nombre de tu archivo
y la extension .nex. En este caso escribe exe Solieriaceae.nex y presiona la tecla enter.

Fig. 78. Captura de pantalla paso 7: interfase del programa Mr. Bayes

9. Aparecerd en la interfase el resumen de tus datos y al final de la lista de taxa aparecera la leyenda successfully read ma-
tix (Fig. 79, cabeza de flecha). Esta leyenda indicard que el programa ley6 correctamente la matriz y que podra ejecutar
el andlisis, de haber un error en la matriz, en lugar de esta leyenda encontrards una leyenda de error.

76 Practica 7. Construccion de érboles filogenéticos IlI: Probabilidad Posterior Bayesiana con MrBayes



Sistematica Filogenética aplicada a la Ficologia Marina

&» C\Users\minr\Documents\Articulos en preparacion\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe

irBayes > exe Solieriaceae.nex

Executing file
DOS line termination
Longest line length

Parsing file

"Solieriaceae.nex"”

Expecting NEXUS formatted file
Reading taxa block
Allocated taxon set
Defining new set of 31 taxa
Exiting taxa block
Reading characters block
Allocated matrix
Defining new character matrix with 1258 characters
Data is Dna
Missing data coded as ?
Gaps coded as -
Matching characters coded as .

Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon
Taxon

Successfully

=)
=2
b
=
=
=2
=)
=2
P>
=2
==P
=2
=
=2
=0
=2
=
=
=
=2
e g
=
=
=2
=y
==
=5
=2
=3
=
=pw

Chondrophycuspapillo
Gracilariaflabellifo
Agardhiellaramosissi
AgardhiellasubulataU
AnathecamontagneiAB1
Betaphycusgelatinus]
Betaphycusphilippine
BetaphycusspeciosumA
Eucheumatopsisisifor
Kappaphycusalvarezii
KappaphycuscottoniiA
Kappaphycusstriatuml
Meristothecapapulosa
Merisothecaprocumben
Meristothecaimbricat
Meristothecadakarens
MeristothecacoactaAB
MeristothecaspAFQ997
Meristothecacylindri
Meristothecagelidium
Sarcodiothecagaudich
Sarcodiothecafurcata
SarconematiliformeAF
SolieriachordalisAFO
SolieriafiliformiskK3d
SolieriaincurvataMGo
SolieriapacificaAFo9
SolieriarobustaKCi130
TacanooscauncinataAF
TepoztequiellaspAFO9
Tepoztequiellarjas
read matrix

Fig. 79. Captura de pantalla pasos 8 y 9: importacion exitosa de una matriz nexus al programa MrBayes

10. Para determinar el modelo general de sustitucion nucleotidica, teclea el comando Iset Nucmodel=4by4 y la tecla enter.
Si introduces un pardmetro que el programa no reconozca, la leyenda que mostraré sera Could not find command (Fig.
80a), pero no tienes que volver a iniciar el proceso, sélo escribe el pardmetro correcto nuevamente y te mostrard la leyenda
Successfully set likelihood model parameters (Fig. 80b).

Nota: 4by4 es el modelo estdndar de sustitucion de ADN en el que hay sélo cuatro estados (A, T, C, G); las otras opciones posibles
para el comando Iset Nucmodel= son doublet (para un modelo apropiado para modelar las regiones madre de los genes ribosomales
en donde el espacio de estado son los 16 dobletes de nucledtidos) o codon (el modelo de sustitucion se expande alrededor de los tripletes

de nucledtidos - un codon).

Maria Luisa Nuiiez Resendiz/Abel Senties/Kurt M. Dreckman/Maria Esther Meave del Castillo/ Maria Eugenia Zamudio 77



Universidad Auténoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
Casa abierta al tiempo

4} C \Users\minm\Documents\Articulos en preparacion\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe
Taxon 7 -> Betaphycusphilippine
Taxon -> BetaphycusspeciosumA
Taxon -> Eucheumatopsisisifor
Taxon -> Kappaphycusalvarezii
Taxon -> KappaphycuscottoniiA
Taxon -> Kappaphycusstriatuml
Taxon -> Meristothecapapulosa
Taxon -> Merisothecaprocumben
Taxon -> Meristothecaimbricat
Taxon -> Meristothecadakarens
Taxon -> MeristothecacoactaAB
Taxon -> MeristothecaspAF0997
Taxon -> Meristothecacylindri
Taxon -> Meristothecagelidium
Taxon -> Sarcodiothecagaudich
Taxon 22 -> Sarcodiothecafurcata
Taxon 23 -> SarconemafiliformeAF
Taxon 24 -> SolieriachordalisAFoO
Taxon 25 -> SolieriafiliformisK3J
Taxon 26 -> SolieriaincurvataMGo
Taxon 27 -> SolieriapacificaAFo9
Taxon 28 -> SolieriarobustaKCl13e©
Taxon 29 -> TacanooscauncinataAF
Taxon 30 -> TepoztequiellaspAFoO9
Taxon 31 -> Tepoztequiellarhizoi
Successfully read matrix
Setting default partition (does not divide up characters)
Setting model defaults
Seed (for generating default start values) = 1536608520
Setting output file names to "Solieriaceae.nex.run<i>.<p|t>"
Exiting characters block
Skipping "CODONS" block
Skipping "CODONUSAGE™ block
Skipping "DnaSP" block
Reached end of file

irBayes > tn93 21

Could not find command "tn93"™ ,

irBayes > 1lset Nucmodel=4by4

Setting Nucmodel to 4by4 b

Set state frequency prior to default ,
Successfully set likelihood model parameters

irBayes >

Fig. 80. Captura de pantalla paso 10: ejemplo de leyendas al introducir un pardmetro en MrBayes:
(a) leyenda de parametro mal introducido y (b) leyenda de parametro exitosamente introducido

11. Para determinar la tasa de sustitucion de bases teclea Iset Nst=1y la tecla enter (Fig. 81a).

Nota: 1 limita todas las tasas para ser la misma; las otras opciones posibles para el comando lIset Nst= son 2 (permite que las transiciones
y transversiones tengan tasas potencialmente diferentes) y 6 (permite que todas las tasas sean diferentes, sujeto a la restriccion de reversibilidad
temporal).

12. Para determinar el tipo de codigo genético teclea el comando Iset Code=Universal y la tecla enter (Fig. 81b).
13. Para determinar la tasa de variacion entre sitios teclea el comando Iset Rates=Gamma y la tecla enter (Fig. 81¢).

Nota: gamma es la opcion para un Unico pardmetro de distribucion de las tasas; las otras opciones posibles para este comando son equal
(cuando no hay variacion de tasas entre los sitios), adgamma (cuando la distribucién de la tasa marginal es gamma, pero los sitios adyacentes
tienen tasas correlacionadas) y propinv (cuando una proporcion de los sitios son invariables).

14. Para determinar el nimero de generaciones que deseas muestrear, teclea el comando mcmep ngen=1000000 v la tecla
enter (Fig. 81d).

Nota: para un andlisis robusto se recomienda minimo 1000000 de generaciones.

15. Para determinar el niimero de cadenas que se ejecutaran para la variante MCMCMC, teclea el comando memcp nchains=4
y la tecla enter (Fig. 81e).
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Nota: el valor predeterminado es 4: 1 cadena fria y 3 cadenas calientes, es posible elegir més de 4 cadenas.

16. Para determinar la frecuencia de muestreo de las cadenas de Markov, teclea el comando memcp samplefreq=500y la tecla
enter (Fig. 81f).

Nota: puedes muestrear la cadena en cada ciclo, pero esto daria como resultado archivos de salida muy grandes. Acortar la frecuencia
de muestreo de las cadenas es una forma de reducir estos archivos y hacer que las muestras sean independientes.

17. Para determinar la frecuencia con que se imprime la informacion sobre las cadenas en la pantalla, teclea el comando memcp
printfreq=500 y la tecla enter (Fig. 81g).

Notas: se recomienda que entre mayor sea el niimero de generaciones, mayor sea la frecuencia de impresion. Por ejemplo, si se corren
50 000 000 de generaciones, se recomienda una frecuencia de muestreo de 1 000.

18. Para determinar el grupo externo con que enraizaremos el drbol, teclea el comando outgroup Chondrophycuspapillo
y la tecla enter (Fig. 81h).

Nota: normalmente el programa reconoce de manera automatica al primer taxon de la matriz como el grupo externo. En caso de que olvides
definirlo o quieras obviarlo, siempre coloca al inicio de la matriz la o las secuencias que vayan a funcionar como tu grupo externo.

19. Una vez definidos los parametros ejecutaremos el andlisis tecleando el comando memc y la tecla enter (Fig. 81i).

é Chl\Users\minn\Documentsh\Articulos en preparacion\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe

MrBayes > 1set Nucmodel=4by4
Setting Nucmodel to 4by4

Set state frequency prior to default
Successfully set likelihood model parameters

MrBayes > 1set Nst=1 ~f— a

Setting Nst to 1
Successfully set likelihood model parameters

MrBayes > l1set Code=Universal ~— b

Setting Code to Universal
Successfully set likelihood model parameters

irBayes > lset Rates=Gamma s c

Setting Rates to Gamma
Successfully set likelihood model parameters

MrBayes > mcmcp ngen=1000000 ~ d

Setting number of generations to 1000000
Successfully set chain parameters

MrBayes > mcmcp nchains=4 ~f— e

Setting number of chains to 4
Successfully set chain parameters

MirBayes > mcmcp samplefreg=500 ~if— f

Setting sample frequency to 500
Successfully set chain parameters

MrBayes > mcmcp printfreg=500 e g

Setting print frequency to 500
Successfully set chain parameters

MrBayes > outgroup Chondrophycuspapillo ] h

Setting outgroup to taxon "Chondrophycuspapillo™

-
irBayes > mcmc, i 1

Fig. 81. Captura de pantalla pasos 11 a 19: definicién de parametros de analisis: (a) sustitucion de bases, (b) codigo genético,
(c) tasa de variacion entre sitios, (d) niimero de generaciones, (e) cadenas de MCMC, (f) frecuencia de muestreo,
(g) frecuencia de impresion del muestreo, (h) grupo externo y (i) ejecutar analisis
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20. Notards que el andlisis se estd ejecutando. En la pantalla te mostrard la informacion de las cadenas cada 500 como definimos
el pardmetro (Fig. 82).

Nota: este paso tomard un buen rato, la rapidez dependeré del nimero de generaciones definidas y la velocidad de tu computadora. Se
paciente puede tomar incluso horas.

&« C\Users\minr\Documents\Articulos en preparacidn\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe

982000 -- (-7640.522) (-7638.635) (-7623.092) [-7615.215] * (-7621.330) ( e T
982500 -- (-7651.561) (-7631.032) (-7622.850) [-7626.826] * [-7619.730] (-7616.822) (-7623.558) (-7631.248) -- 0:00:51
983000 -- (-7640.400) (-7626.621) [-7622.380] (-7630.265) * [-7618.802] (-7616.841) (-7632.430) (-7621.998) -- 0:00:49
983500 -- (-7633.369) (-7631.154) (-7624.429) [-7628.456] * [-7625.760] (-7632.087) (-7626.268) (-7630.906) -- :00:48
984000 -- (-7628.292) (-7618.608) [-7626.598] (-7639.441) * [-7616.079] (-7622.129) (-7621.626) (-7624.203) -- 0:00:46
( ) (- ) ( ) [ 1(
( ) [- 46 % & ) (

-7625.054) [-7622.590] (-7633.246) -- 0:00:52

984500 -- (-7622.537) (-7633.973) (-7644.062) [-7620.245] * (-7617.757) (-7632.486) [-7626.488] (-7633.580) -- 0:00:45

985000 -- (-7624.867) (-7632.227) (-7629.492) [-7622.068] * [-7620.969] (-7620.462) (-7629.702) (-7626.950) -- 0:00:43

Average standard deviation of split frequencies: 0.006920

985500 -- [-7618.557
086000 -- (-7629.472
986500 -- (-7617.928
987000 -- (-7614.716 628.492) [-7623.161
987500 -- (-7619.645 625.658] (-7624.631

(-7633.244)
(- )
[- ]
G )
[z ]
988000 -- (-7630.279) (-7626.768) (-7643.793
[- ]
& )
(i )
(- )

625. 814
624.995

-7644.593
-7638.368
-7635.262

-7623.375]

-7617.334]

-7625.462) -- 0:00:39
-7624.611] -- 0:00:
-7620.410] -- 0:00:

[ -- 0:00:42
[
(
[
[
(-7632.153) -- 0:00:35
[
(
[
(

-- 0:00:40

-7618.360) *
-7621.816] *

-7634.799) *
-7614.842) *
-7632.470) *

(-7621.009) (-7630.267

(-

[=

(-

G
-7623.234] * (-

(=

(-

(=

[

6.746) (-7640.666
3.890] (-7640.087) (-7635.981)
7.645) (-7632.184) (-7634.405)

-762 (-7627.134)
-762 (=
-762 (=
-763 &
-7625.483) (-7621.360) (-7642.091)
-762 [
-763 (=
-763 =
-76 {
o (=

-7648.634)

9.895) (-7627.561) [-7625.116
1.952) (-7623.918
7.949) (-7635.900
34.182) (-7623.808
626.982] (-7624.169

988500 -- (-7640.249) [-7627.761] (-7640.855
989000 -- (-7623.712) (-7621.946) [-7630.758
989500 -- [-7628.977] (-7628.042) (-7633.403
990000 -- (-7634.839) (-7624.358) (-7627.237

-7641.068) *
-7629.529) *
-7640.968) *
-7624.452] *

-7625.882

]

) [-7627.007] -- 0:00:33
-7620.780]

)

)

-7618.107) -- 0:00:32
-7613.426] -- 0:00:30
-7626.517) -- 0:00:

-7624.537
-7639.766

— T e o e o o
o o e
SNp o e e o e

Average standard deviation of split frequencies: 0.007138

990500 -- (-7644.548)
991000 -- (-7645.192)
991500 -- (-7635.039)
992000 -- (-7627.539)
992500 -- (-7625.397)

-7617.732
-7619.592
-7622.009
-7620.037

) [-7624.444]

]

)

)
-7618.757)

)

]

)

)

)

-7620.449
-7627.121
-7628.553
-7629.604

(- -7633.440)
(- )
(= )
(= )
(= )
(-7628.256)
(- )
5 )
(= )
© )

-7624.990)
-7625.831]
-7620.535]

( -7632.042] (-7631.179
(

[

[

[-7617.537]

[

(

[

[

[

-7625.939) [-7624.761

[ ) (-7655.120) (-7633.088) -- 0:00:
( 1 (-7643.499) (-7619.558) -- 0:00:26
(-7627.305) [-7619.218] (-7636.062) (-7644.871) -- :00:24
[-7622.648] (-7637.444) (-7617.337) (-7631.672) -- 0:00:23
[-7618.866] (-7629.275) (-7618.773) (-7641.462) -- 0:00:21
-7622.383] * (-7610.246) (-7635.973) [-7636.730] (-7644.676) -- 0:00:20
-7622.038) * (- il
-7618.864] * (- ]
-7615.680] * (- 1¢
-7620.704] * (- ) I

993500 -- (-7635.015)
994000 -- (-7633.485)
994500 -- (-7631.593)
995000 -- (-7637.857)

-7613.223
-7633.496
-7622.159
-7626.702

-7639.680
-7631.407
-7643.486
-7624.696

-7636.454) 5.563) [-7634.108] (-7648.920) -- 0:00:19
-7641.984) (-7637.764) -- 0:00:17
-7618.682) (-7634.180) -- 0:00:16
-7617.829] (-7630.987) -- 0:00:14

-7644.127)
-7631.772)

0.651

*
*
*
3
*
3
*
*
*
* 3.327

-7

-762
-7638.641) [-7623.062

-761

-762

(
[
(
E
993000 -- (-7631.614) (-7634.128
[
(
(
(

Average standard deviation of split frequencies: 0.007012

995500 -- (-7615.068)
996000 -- (-7626.809)

-7621.269] (-7639.121) (-7 (- )
-7635.490) (-7628.811) [-7616.756] * (- )
996500 -- (-7622.121) (-7617.571) (-7637.950) [-7623.750] * [-7613.051] (-7634.963) (-7625.770)
997000 -- [-7615.727] (-7626.212) (-7636.550) (-7628.462) * (-7622.575) [-7621.742] (-7630.926)
(=7 )
(-7 )

[-7 621.799) * [-
(-7 [-
(-7 [z
(-7 (-
997500 -- [-7610.123] (-7620.333) (-7624.061) (-7632.481) * (-7630.368) [-7621.987] (-7628.294
[-7 (-
(=1 (7
(-7 (-
[-7 [-

-7613.971

] (-7637.569) (-7627.330
7614.645]
1

7622.976) (-7623.252

(-7621.960) -- 0:00:13
(-7624.235) -- 0:00:11
(-7644.386) -- 0:00:10
(-7643.897) -- 0:00:08
(-7634.107) -- :00:07
998000 -- (-7631.976) [-7617.585] (-7641.895) (-7628.579) * (-7637.289) [-7621.853] (-7616.468) (-7

998500 -- (-7641.891) (-7614.168) [-7622.132] (-7642.986) * (-7635.054) [-7629.042] (-7618.195) (-7627.357) -- 0:00:04
999000 -- (-7626.175) (-7624.310) [-7614.726] (-7635.172) * (-7639.912) (-7626.184) (-7628.138) [-7624.769] -- 0:00:02
999500 -- (-7636.359) [-7618.885] (-7624.593) (-7621.161) * [-7625.167] (-7628.995) (-7635.061) (-7623.134) -- 0:00:01
1000000 -- (-7629.339) [-7614.294] (-7640.356) (-7622.301) * (-7625.911) (-7629.211) [-7626.821] (-7614.567) -- 0:00:00

638.071) -- 0:00:05

Average standard deviation of split frequencies: 0.007252

Continue with analysis? (yes/no): . %

Fig. 82. Captura de pantalla paso 20: andlisis en ejecucion

Cuando el programa termina de muestrear las generaciones que definiste te preguntard si deseas que contintie corriendo
mas generaciones, teclea no y la tecla enter (Fig. 83).
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982500 -- (-7651.561) (-7631.032) (-7622.850) [-7626.826] *
983000 -- (-7640.400) (-7626.621) [-7622.380] (-7630.265) *
983500 -- (-7633.369) (-7631.154) (-7624.429) [-7628.456] *
984000 -- (-7628.292) (-7618.608) [-7626.598] (-7639.441) *
984500 -- (-7622.537) (-7633.973) (-7644.062) [-7620.245] *
985000 -- (-7624.867) (-7632.227) (-7629.492) [-7622.068] *

Average standard deviation of split frequencies: 0.006920
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-7617.928) [-7624.995] (-7635.262)

-7614.716) (-7628.492) [-7623.161]
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995000 -
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il
=i+
=

Average standard deviation of split frequencies: 0.007012
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G
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997500 - (-7624.061) (-7632.481) *
998000 - ( ) (
998500 - [
999000 - [
999500 -- (

7610.123] (-7620.333
-7631.976) [-7617.585
-7641.891) (-7614.168
- (-7626.175) (-7624.310)
(-7636.359) [-7618.885]

-7641.895) (-7628.579) *
-7622.132] (-7642.986) *
-7614.726] (-7635.172) *
-7624.593) (-7621.161) *

1000000 -- (-7629.339) [-7614.294] (-7640.356) (-7622.301) *

Average standard deviation of split frequencies: 0.007252

e

Continue with analysis? (yes/no): no

[-7619.730] (-7616.822) (-7623.558
-7618.802] (-7616.841) (-7632.430
] i
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( (-
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[-7620.969] (-7620.462) (-7629.702

(-7621.009) (-7630.267) ( )
(-7626.746) (-7640.666) ( )
[-7623.890] (-7640.087) (-7635.981)
(-7637.645) (-7632.184) (-7634.405)
(-7625.483) (-7621.360) (-7642.091)
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(-7631.952) (-7623.918) (-7625.882)
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0:00:38
0:00:36
0:00:35
0:00:33

-7623.808
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7626.982]
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1.179
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637.444
9.275

(-7631.179) (-7655.120
[-7 ]
[ ]
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(-7 )
(-7635.973)
(-7 )
[-7 ]
(-7 ]
(-7 )

(- ) (-7633.088) -- 0:00:27
(-7643.499) (-7619.558) -- 0:00:26
(-7636.062) (-7644.871) -- 0:00:24
(-7617.337) (-7631.672) -- 0:00:23
(-7618.773) (-7641.462) -- 0:00:21
[-7636.730] (-7644.676) -- 0:00:20
[-7634.108] (-7648.920) -- 0:00:19
(-7641.984) (-7637.764) -- 0:00:17
(-7618.682) (-7634.180) -- 0:00:16
[-7617.829] (-7630.987) -- 0:00:14

625.563
623.062
610.651
(YEREYY)

[-7613.971] (-7637.
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-7635.054) [-7629.

569)
976)
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-7628.294) (-7634.107) --
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) (
8) [
)

0:00:11
0:00:10
0:00:08
0:00:07
0:00:05
0:00:04

853
042

-7616.468) (-7638.071) --
-7618.195) (-7627.357) --
-7639.912) (-7626.184) (-7628.138) [-7624.769] -- 0:00:62
-7625.167] (-7628.995) (-7635.061) (-7623.134) -- 0:00:01
(-7625.911) (-7629.211) [-7626.821] (-7614.567) -- 0:00:00

Fig. 83. Captura de pantalla paso 21: fin de muestreo de las generaciones definidas

22. Notards que desplegara un resumen del analisis (Fig. 84).

Maria Luisa Nuiiez Resendiz/Abel Senties/Kurt M. Dreckman/Maria Esther Meave del Castillo/ Maria Eugenia Zamudio

81



Universidad Autonoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/Divisidn de Ciencias Bioldgicas y de la Salud
Casa abierta al tiempo

‘l‘; Ch\Users\minr\Documents\Articulos en preparacion\Manual\Practica7\mrbayes32\mrbayes.exe
Analysis completed in 48 mins 47 seconds
Analysis used 2926.42 seconds of CPU time
Likelihood of best state for "cold”™ chain of run 1 was -7604.02
Likelihood of best state for "cold™ chain of run 2 was -7604.64

Acceptance rates for the moves in the "cold” chain of run 1:
With prob. (last 100) chain accepted proposals by move
19.6 % ( 24 %) Dirichlet(Pi)
25.0 29 %) Slider(P1i)
% 26 %) Multiplier(Alpha)
3 %) ExtSPR(Tau, V)
%) ExtTBR(Tau,V)
%) NNI(Tau,V)
%) ParsSPR(Tau,V)
24 %) Multiplier(V)
27 %) Nodeslider (V)
28 %) TLMultiplier(V)

N
un

WRONORA
VOEVOOAW

38 3% 58 of 58 of o° of 8% of
NN A

N W N

Acceptance rates for the moves in the "cold"™ chain of run 2:
With prob. (last 100) chain accepted proposals by move

( 36 %) Dirichlet(P1i)

23 %) Slider(Pi)

24 %) Multiplier(Alpha)

3 %) ExtSPR(Tau,V)

1 %) ExtTBR(Tau,V)

3 %) NNI(Tau,V)

13 %) ParsSPR(Tau,V)

24 %) Multiplier(V)

35 %) Nodeslider (V)

22 %) TLMultiplier(V)

%
%
4
4
4
4
%
%
%
4

ANANANANA A

information for run 1:

167189
166433 166122
167241 166827 166188

166479
167026 166947
166632 166574 166342

onal: Proportion of successful state exchanges between chains

Fig. 84. Captura de pantalla paso 22: resumen del andlisis
23. Para descartar los drboles de los extremos teclea el comando sump burnin=250 000 (Fig. 85).

Nota: de todo el universo de drboles muestreados en el andlisis, normalmente se descartan aquellos del inicio y el final, para garantizar que
los &rboles de entre los que seleccionard al mejor este en la media. El comando burnin determina el nimero de muestras (arboles) que serdn
descartadas del archivo de entrada antes de calcular las estadisticas de resumen. Si hay varios archivos de entrada, se descartara el mismo
niimero de muestras de cada uno. Normalmente se descarta el 25 % de los drboles muestreados, en este caso el 25 % de 1 000 000.
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Acceptance rates for the moves in the "cold” chain of run 2:
With prob. (last 100) chain accepted proposals by move
( 30 %) Dirichlet(Pi)
23 %) Slider(Pi)
24 %) Multiplier(Alpha)
3 %) ExtSPR(Tau,V)
1 %) ExtTBR(Tau, V)
3 %) NNI(Tau,V)
3 %) ParsSPR(Tau,V)
%) Multiplier(V)
35 %) Nodeslider (V)
22 %) TLMultiplier(V)

1

32 3% 38 3% 3¢ 3% o€ 3¢ B¢ &%
NN

information for run 1:

167189
166433 166122
167241 166827 166188

166479
167026 166947
166632 166574 166342

Upper diagonal: Proportion of successful state exchanges between chains
Lower diagonal: Number of attempted state exchanges between chains

Chain information:

(cold chain)

Heat =1 / (1 = T * (ID - 1))
(where T = ©.10 is the temperature and ID is the chain number)

rBayes > sump burnin=250000 «

Fig. 85. Captura de pantalla paso 23: comando burnin

24. Te desplegard una pantalla mostrandote la tendencia de muestreo y sus pardmetros (Fig. 86). Notards que la distribucién es
homogénea (Fig. 86, flecha) lo que quiere decir que el muestreo es bueno.

Nota: si la distribucion no fuera homogénea, puedes teclear nuevamente el comando sump burnin=y reducir o aumentar el porcentaje.
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250000 1000000

Estimated marginal likelihoods for runs sampled in files
"Solieriaceae.nex.runl.p” and "Solieriaceae.nex.run2.p":
(Use the harmonic mean for Bayes factor comparisons of models)

(vValues are saved to the file Solieriaceae.nex.lstat)

Run  Arithmetic mean
-7612.06
-7610.78

-7611.22

Model parameter summaries
"Solieriaceae.nex.runl.
Summaries are based on
Each run produced 2001

Harmonic mean

-7637.30
-7639.23

-7638.67

over the runs sampled in files

p" and "Solieriaceae.nex.run2.p":

a total of 3002 samples from 2 runs.

samples of which 1501 samples were included.

Parameter summaries saved to file "Solieriaceae.nex.pstat".

1.300844 0.
0.254850 9.
0.203022 0.

pi(A)
pi(C)

95% HPD Interval
Median
004576

000087
000068

1.170442
0.237375
0.186585

1.431652
0.273124
0.218906

1.299634
0.254861
0.203006

ESS®

.65
.13
.58

avg ESS

1387.32
1279.27
1252.08

PSRF+

1.000
1.000
1.000

Fig. 86. Captura de pantalla paso 24: tendencias de muestreo de arboles con una distribucion homogénea,

una vez descartados el 25 % de los extremos

25. Para aceptar el burnin determinado, teclea el comando sumt (Fig. 87).
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File "Solieriaceae.nex.lstat" already exists
Overwrite information in this file? (yes/no): no
Appending to file "Solieriaceae.nex.lstat"

Estimated marginal likelihoods for runs sampled in files
"Solieriaceae.nex.runl.p” and "Solieriaceae.nex.run2.p":
(Use the harmonic mean for Bayes factor comparisons of models)

(Values are saved to the file Solieriaceae.nex.lstat)
Run  Arithmetic mean Harmonic mean

-7612.06 -7637.30
-7610.78 -7639.23

Model parameter summaries over the runs sampled in files
"Solieriaceae.nex.runl.p” and "Solieriaceae.nex.run2.p":
Summaries are based on a total of 3002 samples from 2 runs.
Each run produced 2001 samples of which 1501 samples were included.
Parameter summaries saved to file "Solieriaceae.nex.pstat”.

File "Solieriaceae.nex.pstat" already exists
Overwrite information in this file? (yes/no): no
Appending to file "Solieriaceae.nex.pstat"”

95% HPD Interval
Parameter Mean Variance min ESS* avg ESS PSRF+

0.004576 5 1.431652 1.299634  1273.65
.254850 0.000087 WEVEYS] 0.273124 0.254861 1255.13  1279.27
pi(C) 0.203022 0.000068 .186585 0.218906 0.203006 1232.58 1252.08
()] .183758 0.000059 .169612 0.199391 0.183599 912.34  1095.39
pi(T) .358371 0.000121 .335867 0.378624 0.358296 1054.86 1111.54
0.000281 .217015 0.281645 0.248037 1189.56

* Convergence diagnostic (ESS = Estimated Sample Size); min and avg values
correspond to minimal and average ESS among runs.
ESS value below 100 may indicate that the parameter is undersampled.

+ Convergence diagnostic (PSRF = Potential Scale Reduction Factor; Gelman
and Rubin, 1992) should approach 1.0 as runs converge.

rBayes > sumt «

Fig. 87. Captura de pantalla paso 25: comando sumt

26. Al teclear el comando sumt calculard las probabilidades con los datos que no fueron descartados, y generard dos graficos
(arboles), uno con los valores de credibilidad de la hipétesis o probabilidad posterior (Fig. 88) y otro de la hipotesis filoge-
nética para los datos de la matriz (Fig. 89).
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Clade credibility values:

Subtree rooted at node 46:
Anathecamontagn~
Meristothecapa~
Merisothecapro~
Meristothecaim~
Meristothecasp~
Meristothecaco~
Meristothecacy~
Meristothecage~
Meristothecada~
Tepoztequiella~
Tepoztequiella~
Sarconemafilif~
Solieriachorda~
Solieriaincurv~
Solieriafilifo~
Solieriapacifi~

\----100---+
Solieriarobust~

Chondrophycuspa~
Gracilariaflabe~

Agardhiellaramo~

Agardhiellasubu~

- —

Fig. 88. Captura de pantalla paso 26: gréficos de arboles con valores de probabilidad posterior
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Phylogram (based on average branch lengths):

Chondrophycuspa~
Gracilariaflabe~ (2)

/--- Agardhiellaramo~ (3)

(5)
Meristothecapa~ (13)
Merisothecapro~ (14)
/ Meristothecaim~ (15)
\-- Meristothecasp~ (18)
--- Meristothecaco~ (17)
Meristothecacy~ (19)
Meristothecage~ (20)
Meristothecada~ (16)
Tepoztequiella~ (30)
Tepoztequiella~ (31)
Sarconemafilif~ (23)
Solieriachorda~ (24)
Solieriaincurv~ (26)
Solieriafilifo~ (25)
Solieriapacifi~ (27)
Solieriarobust~ (28)
/---- Sarcodiothecag~ (21)

/--+
\--- Sarcodiothecaf~ (22)

Fig. 89. Captura de pantalla paso 26: grafico de arbol con la hipdtesis filogenética de MrBayes

27. Cierra el programa MrBayes y abre el directorio Practicas de Filogenia, subdirectorio Préctica 7. En la carpeta del programa
MrBayes, notards que se generaron 14 archivos nuevos, todos con el nombre de la matriz de datos y diferentes extensio-
nes. Esos archivos fueron generados por el programa conforme fuimos designando pardmetros. En estos archivos podras
encontrar la informacion de todos los datos que el programa generé y podras abrirlos con block de notas, adicionalmente
encontrards el rbol filogenético con extension tree.

RESULTADOS

Al final de la préctica, obtendras un archivo de arbol Solieriaceae.nex.con. Este archivo serd utilizado, junto con los obtenidos
en prdcticas anteriores, para la practica de inferencia filogenética.
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Edita en FigTree el archivo Solieriaceae.nex.con anadiendo los valores de probabilidad posterior a los nodos.
2. Guarda el arbol editado en formato JPC.

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

L) Huelsenbeck J.P. & Ronquist F. 2001. MRBAYES: “Bayesian inference of phylogenetic trees. Department of Biology”, University
of Rochester, Rochester, NY. Bioinformatics 17: 754-75.

L1 Huelsenbeck J.P, Ronquist F, Nielsen R. & Bollback J.P. 2001. “Bayesian Inference of Phylogeny and lts Impact on Evolutionary
Biology". Science 294: 2310-2314.

L Librado P. & Rozas J. 2009. “DnaSP v5: a software for comprehensive analysis of DNA polymorphism data”. Bioinformatics 25:
1451-1452.

L] Rannala B. & Yang Z.H. 1996. “Probability distribution of molecular evolutionary trees: a. new method of phylogenetic inference.
Journal of Molecular”. Evolution 43: 304-311.

Ll Ronquist F, Teslenko M., van der Mark P, Ayres D.L,, Darling A, Hohna S., Larget B,, Liu L., Suchard M.A. & Huelsenbeck J.P.
2012. “MrBayes 3.2: efficient Bayesian phylogenetic inference and model choice across a large model space”. Systematic
Biology 61: 539-542.

L) Yang Z. & Rannala B. 2010. “Bayesian species delimitation using multilocus sequence data. Proceedings of the National”.
Academy of Sciences USA 107: 9264-9269.
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Practica 8

Lectura e interpretacion de un érbol filogenético
INTRODUCCION

La filogenia es el establecimiento de las relaciones de parentesco entre especies a través del estudio de su historia evolutiva.
La representacidn grdfica de dichas relaciones son los arboles filogenéticos. Existe una terminologia especifica para la lectura
e interpretacion de los drboles filogenéticos. A través del reconocimiento de esas partes en nuestro grupo biolégico de interés
podremos establecer su historia evolutiva.

En términos técnicos, un érbol filogenético (Fig. 90) estd conformado por un diagrama ramificado que indica las relaciones
filogenéticas de un grupo bioldgico. Este grupo bioldgico estd conformado por un niimero determinado de taxa terminales
(especies) representados por ramas de diferentes longitudes (dicotdmicas o politomicas), las cuales a su vez estardn conecta-
das por nodos (ancestros hipotéticos) o puntos de divergencia; estos taxa terminales constituirdn el grupo interno de nuestro
andlisis. Adicionalmente, hay un taxon o un grupo de taxa que servirdn como raiz para el grupo interno (conectado por la rama
basal), este es el grupo externo. A su vez, las especies del grupo interno estaran organizadas en grupos de dos o mds especies
llamados clados. Los clados se definen del interior al exterior del drbol tomando como punto de partida el nodo basal; de este
modo, los clados mas cercanos a la raiz son los clados basales (clados antiguos/especies antiguas) y los clados mas lejanos a
la raiz son los clados derivados (clados recientes/especies de reciente origen). Los clados menores al interior de los clados
mayores también se denominan subclados. Un clado es siempre un grupo monofilético, sin embargo, cuando diferentes taxa de
una misma categoria taxonomica se encuentran distribuidas en diferentes clados monofiléticos, el grupo de esa categoria serd
un grupo parafilético. El (Los) grupo(s) hermano(s) (especie(s) hermana(s) o clado(s) hermano(s)) es(son) el(los) taxon(es)
que estd(n) mas cercanamente emparentado(s) con otro.

ARCHIVOS REQUERIDOS

- Matriz de distancias no corregidas.exe resultado de la Practica 3.

- Matriz de distancias corregidas.exe resultado de la Practica 3.

- Tabla de ModelosEvolucion.exe resultado de la Practica 3.

- Arbol filogenético UPGMA_Solieriaceae resultado de la Practica 4.

- Arbol de bootstrap UPGMA-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Practica 4.
- Arbol filogenético Neighbor-joining_Solieriaceae resultado de la Préctica 4.

- Arbol de bootstrap Neighbor-joining-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Practica 4.
- Arbol filogenético MP_Solieriaceae resultado de la Practica 4.

- Arbol de bootstrap MP-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Préctica 4.

- Arbol filogenético result.raxml.bestTree resultado de la Practica 5.

- Arbol de valores de soporte result.raxml.support resultado de la Practica 5.

- Arbol filogenético Solieriaceae.nex.con resultado de la Practica 7.
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Fig. 90. Componentes de un arbol filogenético
OBJETIVOS

« Conocer los componentes de un érbol filogenético y aplicar a dichos componentes la terminologia usada
sistemética .

* Identificar en los drboles filogenéticos de UPGMA, NJ, MP, ML y Bl sus componentes.
 Relacionar e interpretar los componentes de un drbol filogenético (inferencia filogenética).

* Integrar la informacién de los distintos analisis para establecer las relaciones e historia evolutiva de un grupo bioldgico.
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En los arboles resultantes de cada uno de los diferentes andlisis (inicamente uno por anélisis, mejor érbol o drbol 6ptimo),

senala:

Raiz

. Grupo interno

Grupo externo

. Clados basales

. Clados derivados

Clados monofiléticos

. Clados parafiléticos

. Subclados

Especies hermanas
Clados hermanos
Nodo basal

Clados basales

. Clados derivados

. Rama basal

2. Para cada una de las topologias descritas en el paso 1, indica el valor de soporte de los nodos.

3. Con base en los cinco drboles filogenéticos responde lo siguiente:

. {Cudl es la especie hermana de Meristotheca cylindrica?
. {Cudl es la especie hermana de Kappaphycus striatum?

{Cudl es la especie hermana de Meristotheca coacta?

{Cudl es un género parafilético?

. {Cudl es la especie (0 especies) mas antigua (basal) de la familia Solieriaceae?

. {Cudl es el clado hermano o grupo hermano de las especies del género Merisotheca?

. {Cudl es el clado de las especies del género Betaphycus vy el clado de las especies de Kappaphycus?

. {Qué especies conforman el clado més antigua de la familia Solieriaceae?
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i.  {Qué tipo de clado conforman las especies del género Meristotheca?
J. {Cudl fue el clado que tuvo los menores valores de soporte?
k. ¢En cudntos clados se encuentran repartidas las especies del género parafilético?
. {Qué relacion de parentesco tiene los géneros Tacanoosca y Sarcofiotheca?
m. {Cudles son los géneros més distantes en la filogenia?
n. (Cudl es el género mas robusto (con valores de soporte mds altos) en la filogenia?
0. {Qué relacion tiene Eucheumatopsis isiformis con los géneros Kappaphycus y Betaphycus?
p. {Con qué especies y con qué tipo de relacion se relaciona Anatheca montagnei?
. (Cudntos clados tuvieron un valor de soporte por debajo del 50 %?
r. {Qué especies conforman al clado més joven?
s. {Cudl es el ancestro inmediato de Meristotheca procumbens?
t. {Cudles el ancestro inmediato de las especies del género Solieria?
4. Con base en la matriz de distancias no corregidas responde, {cudl es el porcentaje de distancia genética entre:
a. Meristotheca cylindrica y Meristotheca coacta?
b. Tepoztequiella rhizoidea y Meristotheca dakarensis?
¢. Solieria incurvata y S. pacifica?
d. Agardhiella ramosissima y Betaphycus gelatinus?
e. Solieria chordalis y S. filiformis?
f.  Sarcoiotheca gaudichaudii y Sa. furcata?
g. Eucheumatopsis isiformis y Meristotheca cylindrica?
h.  Eucheumatopsis isiformis y Solieria incurvata?
i.  Tepoztequiella sp. y Kappaphycus cottonii?
J. Tacanoosca uncinata y Betaphycus philippinensis?

5. Con base en la matriz de distancias corregidas con el modelo de Jukes-Cantor responde, {cudl es el porcentaje de distancia
genética entre:

a. Tepoztequiella rhizoidea y Solieria incurvata.
b. Eucheumatopsis isiformis y Tepoztequiella rhizoidea?

¢. Tacanoosca uncinata y Meristotheca sp.?
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d. Kappaphycus cottonii y K. alvarezii?

e. Solieria pacifica y S. robusta?

f.  Agardhiella subulata y A. ramosissima’?

g. Anatheca montagnei'y Sarconema filiforme?
h. Betaphycus speciosum y B. gelatinus?

. Meristotheca gelidium y M. apullosa?

J.  Meristotheca dakarensis y Meristotheca sp.?

RESULTADOS

Alfinal de la préctica obtendrés las relaciones filogenéticas de las especies de la familia Solieriaceae a partir del marcador rbcl. del clo-
roplasto, inferida a partir de andlisis de distancia: UPGMA y Neighboor-Joining, y andlisis discretos: Maxima Parsimonia, Méaxima Vero-
similitud e Inferencia Bayesiana. Adicionalmente, obtendrds porcentajes de distancia genética para sustentar tu inferencia filogenética.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

Presenta un informe con los resultados de todas las practicas siguiendo el formato de un articulo cientifico. Para ello debes separa
los componentes de las practicas en Material y Método, Resultados y Discusion. Guiate respondiendo las siguientes preguntas en
cada seccion:

Material y métodos: {qué gen utilizaste para la obtencion de tus secuencias?, {con qué software fueron editadas y alineadas
las secuencias?, icudntas y cudles especies del GenBank fueron usadas (puedes presentarlas en una tabla con sus niimeros de ac-
ces0)?, iqué especies fueron usadas como grupo externo?, iqué criterio fue usado para seleccionarlas como grupo externo (revisa
el concepto de grupo externo)?, iqué métodos fueron usados para la inferencia filogenética?, {qué modelo de evolucidn se uso
para los andlisis y bajo qué criterio fue calculado?, icon qué softwares se realizaron los andlisis y el cdlculo del modelo?, icudl fue el
test para calcular el soporte de las ramas y cudntas réplicas fueron corridas? En caso de un andlisis Bayesiano, {cudntas cadenas de
Monte Carlo fueron usadas?, {cudl fue la frecuencia de muestreo de las cadenas?, icudntas generaciones fueron corridas?, (cuantos
arboles fueron descartados por burnin?, {qué tipo de distancias genéticas fueron calculadas? Para el caso de distancias corregidas,
{qué modelo fue usado?, ien qué programa fueron calculadas?

Resultados: icuantas especies conformaron el alineamiento?, iqué longitud (ntimero de nucledtidos) tuvo el alineamiento?
Después, describe detalladamente cada una de las topologias obtenidas especificando el nimero de grandes clados en cada una, el
ntimero de subclados que constituyen cada gran clado, {qué especies constituyen cada subclado?, iqué clados fueron hermanos?,
{qué especies fueron hermanas dentro de cada subclado?, iqué clados, y en consecuencia qué especies, fueron los més basales?,
{qué valores soportan a cada clado?, icudl es el porcentaje de distancia genética entre las especies de cada clado?

Discusion: discute las diferencias en las topologias resultantes de cada andlisis, ¢hubo diferencias en el ndmero de clados?,
thubo diferencias entre las especies que conformaron cada clado?, thubo diferencias en las relaciones de parentesco (especies
hermanas/grupos hermanos) de cada clado?, ¢hubo diferencias en los valores de soporte?, iqué andlisis tuvo los mayores valores de
soporte?, {a qué nivel del cladograma se encontraron los valores més bajos?, (el valor de soporte del clado tiene alguna relacion con
el ntimero de especies que agrupd?, {los porcentajes de distancia fueron congruentes con los clados?, {entre mds basales los clados,
la distancia fue mayor?, {entre mds derivados los clados, el porcentaje de distancia fue menor?, {entre especies hermanas y especies
del mismo clado el porcentaje de distancia fue mayor o menor?, dlos porcentajes de distancia entre especies de un mismo subclado
fueron similares a los de especies de diferentes subclados?
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Nota: cuando se presentan los resultados filogenéticos en una comunicacion idonea de resultados (articulo cientifico), las preguntas de la seccion
de resultados y discusion se reducen solo al grupo de interés; es decir, si se trabaja con las especies del género Meristotheca, la descripcion del
clado y de las relaciones filogenéticas asi como los porcentajes de distancia genética, serdn descritos y discutidos solo para el clado que involucre a
las especies de este género y no a todos los clados del andlisis, a menos que se esté estudiando a la familia completa. Dichos resultados a su vez
deben ser discutidos mediante la comparacion con otros estudios publicados relacionados al grupo de interés.

BIBLIOGRAFiA RECOMENDADA
L Graur D. & Wen-Hsiung L. 2000. Fundamentals of molecular evolution, ed. 2. Sinauer Associates. Massachusetts.

L1 Morrone JJ. 2005. Sistemdtica, Biogeografia, Evolucion los patrones de la biodiversidad en tiempo-espacio. Las prensas
de ciencias. Facultad de Ciencias UNAM. Ciudad de México.

L Swofford D.L. & Olsen G.J. 1990. “Phylogeny reconstruction”. In : Molecular Systematics (Ed. by D.M. Hillis & C. Mortiz),
pp. 411-501. Sinauer Associates, Massachusetts, USA.

L1 Wiley E.O. 1981. Phylogenetics. Theory and practice of phylogenetic systematic. John Wiley and sons, New York.

L2 Wiley EO,, Siegel-Causey D., Brooks D.R. & Funk V.A. 1991. The compleat cladist: a primer of Phylogenetic procedures, vol. 19.
University of Kansas Museum of Natural History, Kansas, USA.
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Glosario de términos
A
Alineamiento: disposicion en linea de los pares de bases de dos secuencias de ADN.

Alineamiento multiple: es una extension del alineamiento de pares que incorpora mds de dos secuencias al mismo tiempo,
con el fin de alinear todas las secuencias de un conjunto dado. Se utiliza para la identificacion de regiones conservadas en un
grupo de secuencias que hipotéticamente estan relacionadas evolutivamente.

Aminoacido: molécula organica, péptido 0 compuesto quimico que forma las proteinas.

Ancestro: especie de la que desciende otra. El antepasado directo por parentesco.

Ancestro comun: especie de la cual descienden dos o més especies. Estas especies compartirdn al ancestro.
Ancestro inmediato: el ancestro mas reciente en una bifurcacion.

Apareamiento de bases: interaccion entre bases nitrogenadas, mediante la formacién de puentes de hidrégeno, que da origen
a las formas hibridas o plegadas de los dcidos nucleicos.

Apomorfia: cardcter derivado de un estado ancestral.

Arbol filogenético: gréfico que representa las relaciones filogenéticas entre diferentes taxa.

Autoapomorfia: apormorfia exclusiva de un tnico taxon.

B

Bases nitrogenadas: compuestos orgénicos ciclicos que incluyen dos o mas atomos de nitrégeno.

C

Cadena molde: hebra que sirve de plantilla en el proceso de transcripcion para hacer una nueva cadena complementaria.
Caracter: rasgo o atributo observable de un organismo.

Categoria taxonomica: rangos o grupos jerarquicos en que se clasifica a los seres vivos.

Cladograma: esquema dicotémico que muestra una hipétesis de relacion entre varios taxa.

Clado: grupo monofilético en un cladograma que contiene a un antepasado comun y a todos sus descendientes.

Clado basal: conjunto de dos especies 0 mds que se separaron mas tempranamente que otros miembros del mismo grupo.
Clado derivado: es el conjunto de especies de deriva (origen) mas reciente a partir de un clado ancestral.

Clado hermano: los dos subclados de una bifurccion.

Convergencia: parecido adquirido independientemente en diferentes taxa, por consecuencia no heredados de la especie
ancestral.
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D

Delecion: pérdida de genes o de secciones cromosdmicas como resultado de uno o dos rompimientos cromosémicos. Pérdida
de bases en una secuencia.

Dendograma: representacion gréfica o diagrama de datos en forma de arbol.

Dicotomia: nodo en un arbol que conecta tres ramas: un linaje ancestral y dos ramas que representan a los linajes descendientes
actuales.

Distancia genética: porcentaje de divergencia entre dos taxa. Distancia no corregida: procentaje de divergencia entre dos taxa sin
correccion por modelo evolutivo que considere estados plesiomorficos en el proceso evolutivo. Distancia corregida: porcentaje
de divergencia en el que se considera un modelo evolutivo para la correccién de porcentajes considerando eventos evolutivos
que pudieron originar el regreso a un estado plesiomdrfico.

Distancia intraespecifica: porcentaje de divergencia entre individuos de una misma poblacion.

Distancia interespeciica: porcentaje de divergencia entre dos especies.

E

Especies hermanas: los dos taxa de cada bifurcacién en un cladograma.

Evolucién minima: algoritmo para encontrar el drbol mads corto, usado en el método de neighbor-joining.
G

Gap: espacio en una secuencia en que una base se perdié o se gand para sélo una secuencia o un grupo de secuencias en el
alineamiento.

Gen: unidad estructural y funcional fundamental. Secuencia en el ADN compuesta por una region reguladora y una region que
se transcribe como unidad.

Genoma: constitucion genética de un organismo.

Grupo externo: cualquier grupo usado en el andlisis que no es incluido en el grupo interno (grupo bajo estudio). Sirve para
enraizar el arbol.

Grupo hermano: taxon filogenéticamente mas préximo al grupo interno.

Grupo interno: grupo formado por todas las especies bajo estudio.

Grupo monofilético: grupo formado por un ancestro y todos sus descendientes.

Grupo parafilético: grupo que incluye al ancestro pero no a todos sus descendientes. Se basa en simplesiomorfias.
Grupo polifilético: grupo formado por descendientes de varios ancestros diferentes. Se basa en convergencias.

H

Hipdtesis filogenética: inferencia de las relaciones evolutivas de un grupo de taxa a partir de un arbol filogenético.

Homologia: caracteres diferentes que tienen una relacion ancestral descrita como preexistente.
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Homologia de posicion: sitios en los que dos secuencias son similares entre si debido a que presentan un mismo origen
evolutivo.

Homoplasia: caracteres similares que no tienen un origen comun. Son el resultado de la convergencia evolutiva o paralelismo.

Indel: contraccion de las palabras insercion y delecidn, representadas en una secuencia por GAPS.
Insercion: ganancia de bases en una secuencia, producto de una mutacion.

L

Longitud de rama: sustituciones de nucledtidos por sitio. Nimero de cambios evolutivos entre especies.
M

Marcador molecular: segmento de ADN con una ubicacién fisica conocida en un cromosoma. Segmento de un gen o un gen
completo.

Mutacién: cambio que se produce en la secuencia de un gen.

N

Nodo: punto en donde cada rama se bifurca o termina.

Nucledtido: base nitrogenada, purica o pirimidica, unida covalentemente a una aztcar y a un grupo fosfato.
P

Paralelismo: parecido adquirido independientemente en taxa relacionados.

Parsimonia: regla cientifica que postula que, si existen dos respuestas a un problema, la més simple es la correcta.
Pirimidina: compuesto nitrogenado que se encuentra en los dcidos nucleicos.

Plesiomorfia: estado ancestral de un caracter.

Politomia: un nodo sin bifurcacién en un cladograma.

Porcentaje de distancia: valor de no correspondencia genética entre dos taxa.

Porcentaje de identidad: valor de correspondencia genética entre dos taxa.

Primer: cadena de dcido nucleico, conformada por 16 a 24 pares de bases altamente conservadas en un organismo dado, que
sirve como punto de partida para la replicacion del ADN.

Purina: compuesto nitrogenado que se encuentra en los dcidos nucleicos.

R

Raiz: nodo que da origen a todos los terminales.
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Rama: linea que une a un nodo con otro.
Rama basal: la rama mds antigua en una filogenia. Es la de mayor longitud.

Rama terminal: representacion de las especies mds derivadas o de especiacién reciente en una filogenia. Son las de menor
longitud.

S
Secuencia: porcidn de una molécula de dcidos nucleicos.

Secuencia consenso: secuencia ideal que representan los nucledtidos o aminodcidos que se encuentran con mayor frecuencia
en cada posicion de un fragmento de DNA.

Simplesiomorfia: cardcter plesiomérfico presente en dos 0 més taxones.
Sitios: posicion fija en una secuencia que determina la posicion de una base.
Sitios conservados: regiones en un genoma (secuencias) que se mantienen estables, no cambian.

Sitios informativos: regiones en un genoma (secuencia) que tienen al menos dos estados de cardcter, repetidos en al menos
dos taxa.

Subclado: clado pequerio al interior de un clado mayor.

Sustitucion: mutacion en la que cambia un nucledtido por otro. Mutacion que se fija en una poblacion (especie).

T

Tasa de sustitucion: velocidad de cambio de una base por otra en una secuencia.

Taxon: grupo de organismos pertenecientes a una categoria taxonémica.

Taxon terminal: corresponde a los taxa observados.

Transicion: mutacion puntual en la que una purina cambia por otra purina o una pirimidina cambia por otra pirimidina.

Transversion: mutacion puntual en la que una purina cambia por una pirimidina o viceversa.
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