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Sistemática Filogenética aplicada a la Ficología Marina 

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

La Sistemática Filogenética constituye una de las muchas disciplinas de la Biología Evolutiva (también conocida como Biología 
Sistemática o Comparada), y se encarga de analizar las relaciones de ancestría-descendencia entre los taxa incluidos en los sistemas 
de clasificación biológica (fundamentalmente las categorías genéricas -grupos de especies- y de familia -grupos de géneros-). Otras 
disciplinas son la Ecología Evolutiva, la Filogeografía (genética de poblaciones) y la Biogeografía (la dimensión espacial del proceso 
evolutivo). La SF es una disciplina incluyente, pues su objetivo cubre, con un mismo método y análisis, a Procariontes y Eucariontes, 
dado que opera en el marco de la teoría evolutiva. Los análisis filogenéticos, a través del entendimiento de los grupos monofiléticos 
(linajes que comparten un ancestro común inmediato) han dado lugar a avances sustanciales en el estudio de la biodiversidad, de 
la conservación de la misma, y de sus usos. Los análisis filogenéticos de un grupo económicamente importante, por ejemplo, han 
reducido significativamente, el tiempo del proceso ensayo-error en la selección del recurso (de la especie, realmente, importante 
económicamente). Esto porque las especies filogenéticamente relacionadas, sobre todo si son grupos hermanos (o sea, comparten 
un ancestro inmediato común), también comparten muchas otras características. 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, está el estudio de la biodiversidad en sí misma. La SF nos ha acercado meridianamente a un entendimiento más 
real, más actual de la diversidad biológica. Gracias a la SF, ahora manejamos conceptos evolutivos nuevos: especies crípticas (varios 
genotipos independientes usando un único fenotipo); y especies plásticas fenotípicamente (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 metodológica como teórica. Las implicaciones del método de 
los análisis filogenéticos pueden estar sujetas al contexto teórico en el que la SF se origina y fortalece su filosofía, desde los concep-
tos hasta las aplicaciones en el universo de las clasificaciones biológicas. En este sentido, lo operativo se aterriza en los diferentes 
procesos que se aplican en los análisis filogenéticos. Cabe resaltar que la mayoría de dichos análisis dependen y son ejecutados por 
los sistemáticos (con o sin experiencia), con la ayuda computacional (sean programas en línea o de protocolos ya establecidos en 
el mercado). Hoy en día en la SF se utilizan métodos basados en parsimonia y probabilísticos, con una relevancia creciente de los 
caracteres moleculares.

Resultado de la experiencia de los autores en estudios de taxonomía alfa y sistemática molecular en los grupos de algas marinas, 
presentamos este manual que consiste de 8 prácticas, las cuales consideramos que reúnen los pasos a seguir para generar cladogra-
mas o hipótesis filogenéticas, sin descuidar o estar conscientes de que la interpretación final de los análisis para cada grupo biológico 
estará en manos del(os) especialista(s) en el mismo.

Los protocolos moleculares de extracción, amplificación, purificación y secuenciación de ADN son procedimientos técnicos  
y rutinarios que, aunque fundamentales para la obtención de los datos (secuencias), no forman parte, propiamente, del análisis 
filogenético. Por esta razón, el orden de las prácticas aquí presentadas sigue estrictamente la secuencia del análisis. Así, después de la 
séptima práctica se cuenta con la más robusta hipótesis filogenética o cladograma, de tal modo que en la octava y última se aborda 
la interpretación del cladograma.

Es importante mencionar que todos los programas de cómputo que están 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 cómputo estudiantil como en un salón de clases con un video-proyector 
y la computadora del profesor.
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Este manual está dirigido principalmente a estudiantes no graduados y graduados y puede ser utilizado para el trabajo de las 
siguientes unidades de enseñanza aprendizaje: Fundamentos de Sistemática, Evolución y Biogeografía de la licenciatura en Hidrobiolo-
gía; así como Sistemática y Taxonomía y Sistemática Filogenética de la licenciatura en Biología y en la UEA Teoría Ecológica y Evolutiva I 
de la Maestría en Biología, todas ellas carreras de la División CBS en la UAM-I. Cabe resaltar que el trabajo de este tipo de prácticas se 
puede desarrollar parcialmente en temas netamente teóricos o con un enfoque de talleres, así pues, aunque las UEA no cuenten con 
un laboratorio experimental formal se puede hacer uso de las prácticas aquí planteadas. Por otro lado al ser un manual de prácticas, 
constituye también un libro de texto acerca de los análisis en Sistemática Filogenética.

Las secciones que aborda cada práctica son:

• INTRODUCCIÓN

• OBJETIVOS

• SOFTWARE REQUERIDO

• DESARROLLO

• RESULTADOS 

• ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

• BIBLIOGRAFÍA

Software requerido

1. BioEdit versión 7.0.5.3 disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

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 http://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
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Sistemática Filogenética aplicada a la Ficología Marina 

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

Las algas marinas son, en sentido amplio, un grupo artificial de eucariontes fotosintéticos que comparten niveles de organización 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 morfológica y estructural, la sistemática en general de casi cualquier grupo de algas 
es compleja y controvertida. En la actualidad, la introducción 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 sólo propor-
cionan una fuente ilimitada de caracteres comparables no subjetivos (a diferencia de la morfología), sino que su grado de resolución 
de las filogenias ha dado buen resultado para esclarecer las relaciones evolutivas entre las algas a diferentes niveles jerárquicos.

Dada su condición de eucariontes fotosintéticos, las algas son organismos privilegiados que poseen tres fuentes de ADN o ge-
nomas: el del núcleo, 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 elección de un marcador determinado debe realizarse 
cuidadosamente, considerando el nivel jerárquico en el cuál será 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 núcleo es más 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 variación suficiente y estable para comparar a nivel interespecífico; en el estudio de las macroalgas marinas, por ejemplo, estos 
marcadores han sido utilizados exitosamente para la discriminación de especies. Sin embargo, aunque los marcadores plastidiales 
son más 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 común. Por otro lado, aunque la mitocondria fue adquirida en un evento evolutivo previo a 
la adquisición del cloroplasto, el surgimiento del organismo que dio origen a las mitocondrias actuales fue posterior al origen de los 
ancestros del cloroplasto (el metabolismo autótrofo permitió la evolución de la mitocondria); por lo tanto, el ADN mitocondrial es más 
joven que el ADN plastidial. Consecuentemente, para estudios de evolución temprana y estudios de variación 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 ITS1,LSU2, psbO3, SSU4 Icf7, psbA8, psbC9, rbcL10 COB12, COl-5P13

Macroalgas 16S5, 18S6, LSU psbA, rbcL, tufA11 atp914, COI-5P, Cox215, Cox316, NADH17

1. Espaciador del transcriptor interno del RNA (Internal Transcribed Spacer RNA); 2. Subunidad larga RNA ribosomal (Large Subunit ribosomal RNA); 
3. Proteína potenciadora que evoluciona con el oxígeno (Oxygen-evolving enhancer protein 1); 4. Subunidad corta RNA ribosomal (Small Subunit 
ribosomal RNA); 5. 16S RNA ribosomal; 6. 18S RNA ribosomal; 7. Luciferasa; 8. Fotosistema II proteína D1; 9. Fotosistema II proteína 44 kDa; 10. 
Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa subunidad larga; 11. Factor de elongación de Traducción Tu1 (Translation elongation factor Tu1); 12. 
Citocromo b; 13. Citocromo c oxidasa subunidad I; 14. ATPasa subunidad 9; 15. Citocromo oxidasa subunidad 2; 16. Citocromo oxidasa subunidad 3; 
17. Dinucleótido de nicotinamida adenina

El incremento en las últimas décadas del número de estudios de filogenia para los diferentes grupos de algas, basados en diversos 
marcadores moleculares, ha conllevado a la creación de un acervo robusto de secuencias moleculares de especies de algas de todo 
el mundo disponibles en bases de datos públicas. A partir de estas secuencias, se han generado filogenias cada vez más 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 críptica, con el consecuente incremento de la diversidad alfa, (b) el reconocimiento de complejos 
morfológicos en especies morfológicamente monótonas, (c) el reconocimiento de especies auténticamente plásticas, (d) propuestas 
de nuevas combinaciones taxonómicas, (e) el restablecimiento de especies, (f) rearreglos taxonómicos, (g) la identificación de los pro-
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Breves consideraciones para realizar estudios de Sistemática filogenética con algas marinas: genomas y genes

cesos evolutivos responsables de los principales eventos de especiación, (h) la detección de problemáticas taxonómicas por resolver 
y (i) la identificación de patrones biogeográficos que permitan hacer propuestas de conservación, determinar áreas de endemismo y 
correlacionar a las áreas con la evolución de las especies.
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Práctica 1

Edición y ensamble de secuencias nucleotídicas con BioEdit
INTRODUCCIÓN

Una secuencia nucleotídica es una sucesión de al menos tres y hasta varios millones de nucleótidos (representados por bases ni-
trogenadas) covalentemente ligados. Las bases nitrogenadas se clasifican en (1) bases púricas (o purinas) que son Adenina (A) y 
Guanina (G), y en (2) bases pirimídicas (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 interacción entre bases 
nitrogenadas que da origen al plegamiento de los ácidos nucleicos formando el ADN. Las interacciones entre las bases se dan a través 
de puentes de hidrógeno entre regiones específicas. Dicho apareamiento se da entre G-C (guanina-citosina) y A-T (adenina-timina), 
dando como consecuencia la estructura de doble hélice formada por dos cadenas antiparalelas. De este modo, la cadena líder o 
molde (también denominada forward) correrá en dirección 5’ a 3’, mientras que, la cadena complementaria (también denominada 
reverse) correrá en el sentido contrario 3’ a 5’. Por lo tanto, cuando amplificamos secuencias de ADN para una identificación mo-
lecular, obtendremos dos secuencias en formato AB1 (archivos de secuencia que incluyen, además de la secuencia de nucleótidos 
en formato fasta, un electroferograma de las bases que conforman a la secuencia), una forward y una reverse. Durante la edición de 
secuencias, ambas cadenas deben ser ensambladas a fin de obtener una secuencia consenso que sea comparable con otras secuen-
cias y permita la identificación molecular. La secuencia consenso será entonces el resultado del ensamble entre forward y reverse.

Editar una secuencia nucleotídica es indispensable para:

- Detectar y eliminar las zonas de baja calidad en la secuencia.

- Detectar secuencias de primer.

- Corregir las ambigüedades mediante la comparación 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 
están organizadas en tripletes de bases (codones que codifican para un aminoácido) que juntos codifican para sintetizar una 
proteína (conjunto de aminoácidos), por lo que la correcta edición de una secuencia es indispensable para no alterar el orden 
de los aminoácidos que componen a dichas proteínas.

Existen múltiples softwares sumamente amigables para la edición de secuencias, desafortunadamente no son libres.  
Sin embargo, hay algunos softwares libres que pueden ser descargados en línea y que permiten la edición 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 AB1, utilizando 
como herramienta el programa BioEdit.

SOFTWARE REQUERIDO

1. BioEdit versión 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: asegúrate de descargar la versión 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 instalación del programa.
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DESARROLLO

1. Abre el programa BioEdit, aparecerá 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 menú File; al hacerlo será desplegado un nuevo submenú, selecciona 
la opción open (Fig. 1). Te abrirá una ventana de diálogo que te permitirá buscar entre tus archivos el par de secuencias 
complementarias que deseas editar. Del directorio Prácticas de Filogenia, abre la subcarpeta Práctica 1, en ella encontrarás 
10 secuencias (5 forward y 5 reverse) en formato AB1. Selecciona primero la secuencia Reverse nombrada 1_RrbcsStart y 
presiona el botón abrir.

Nota: se recomienda que el proceso de edición 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 edición.

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

3. En la pantalla negra del programa, verás 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 nucleótidos y te mostrará tanto la frecuencia de tus bases como la calidad de tu 
secuencia. Cuando una secuencia es de baja calidad, los picos del cromatograma no tendrán una forma curva y estarán encimados. Una se-
cuencia con calidad será aquella que sólo te muestre un cromatograma con picos muy curvos y sin otros picos encimados (Fig. 2b). A lo largo 
de tu cromatograma notarás zonas donde los picos están 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 líder están sucios y, por tanto, presentan 
mayor ambigüedad, los picos en reverse comenzarán a estar limpios y permitirán reducir dicha ambigüedad y viceversa.
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Fig. 2. Captura de pantalla paso 3: archivos de secuencias en formato AB1, (a) secuencia de nucleótidos y (b) cromatograma

4. Minimiza el cuadro con el cromatograma (no lo cierres) y sólo 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 pondrá 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 dirección (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, así 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 será T, igual que en forward. De este modo ambas 
secuencias serán completamente comparables.

Fig. 3. Captura de pantalla paso 4: selección de secuencias
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5. Para obtener una cadena inversa complementaria de reverse, selecciona de la barra principal del programa el menú  
Sequence, al hacerlo será desplegado un nuevo submenú con varias opciones, selecciona la opción Nucleic Acid. De la 
nueva ventana de sub-submenú que te mostrará, selecciona la opción Reverse Complement (Fig. 4).

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

6. Ahora minimiza el cuadro con las dos cajas en el que está la secuencia (no lo cierres) y maximiza únicamente el cuadro del 
cromatograma. En la barra principal, selecciona el menú View. Al hacerlo te desplegará un submenú, da clic en la opción 
Reverse complement (Fig. 5). Notarás que tanto tu secuencia de nucleótidos de la caja derecha del cuadro de secuencia 
como la secuencia en tu cromatograma habrán cambiado, ahora estarán mostrando la cadena complementaria inversa de 
reverse. Ahora minimiza también el cuadro del cromatograma.

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 verás para forward el cuadro de la secuencia y el cuadro del cromatograma. Como forward 
es la cadena líder, no necesitas obtener el complemento inverso, sin embargo, para poder ensamblar las secuencias, nece-
sitarás tener, en un mismo cuadro de nucleótidos, ambas secuencias.

8. Minimiza el cromatograma de 1_FrbcStart. Del cuadro de la secuencia que quedó maximizado, vamos a copiar la se-
cuencia de nucleótidos. 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 última base. 
Presionando el botón shift de tu computadora, da clic sobre la última base. La secuencia aparecerá resaltada en negro  
(Fig. 6b, flecha).

Fig. 6. Captura de pantalla paso 8: (a) barra espaciadora y (b) selección de secuencias

9. En la barra principal, selecciona el menú Edit, del submenú que desplegará, selecciona la opción 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 menú Sequence, del submenú que te mostrará, selecciona la opción New  
sequence. Te abrirá un nuevo cuadro que contendrá tres recuadros en blanco, dos chicos y una central muy grande (Fig. 7).

Fig. 7. Captura de pantalla paso 11: cuadro de diálogo para la adición de una nueva secuencia a un archivo preexistente
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12. Posiciona el cursor sobre el recuadro más grande, haciendo clic sobre él con el mouse. De la barra principal, selecciona 
nuevamente el menú Edit, y del submenú la opción Paste. Notarás que la secuencia que copiaste de forward ahora está 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 estás 
copiando, con la flecha despliega el menú de datos y selecciona la opción DNA (Fig. 8c, flecha). Una vez que hayas llenado 
los recuadros con la información requerida, presiona la opción Apply (Fig. 8d). Notarás que ahora ambas secuencias están 
en un mismo recuadro (Fig. 8e).

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

13. 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. Sólo conserva abiertos los 
dos cromatogramas y el cuadro con ambas secuencias.

14. 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 menú Accessory Application, del submenú que te mostrará selecciona 
la opción Clustal W Multiple Alignment.

15. Te mostrará un nuevo cuadro con diversas opciones. Considera los valores que el programa asigna a los recuadros por default 
y da clic en la opción Run ClustalW (Fig. 9). En el nuevo cuadro que te mostrará presiona OK.

Nota: Clustal W alineará tu par de secuencias y hará empatar las bases apareándolas. Sin embargo, en algunos casos, las bases no van a coincidir.
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Fig. 9. Captura de pantalla paso 15: parámetros de ClustalW

16. En la parte superior del nuevo cuadro de secuencias, generado en clustal W, aparecerá una nueva subbarra de herramientas 
(Fig. 10a). Para detectar las bases que no coinciden entre sí, da clic en la opción Shade identities and similarities alignmet 
window de esta nueva subbarra (Fig. 10b). Notarás que los sitios en que las bases coinciden estarán resaltados en color, 
mientras que los sitios en que fueron diferentes no. Incluso notarás que en algunos sitios en lugar de una base aparecerá un 
guión. Este guion corresponde a un GAP (hueco, espacio en blanco) (Fig. 10c, 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 sólo una base, esta deberá ser aquella que en los cromatogramas se vea más clara, debes 
guiarte en el cromatograma que tenga la mejor calidad. Notarás que tanto el cuadro de las secuencias como en el cuadro de 
los cromatogramas, muestran en la parte superior un intervalo de números de 10 en 10 (Fig. 10d). Estos números indican la 
posición de la base, por lo que, si notas que ambas secuencias no coinciden en una posición, debes fijarte el número de la 
posición que ocupan y ubicarte en la misma posición en el cromatograma, así podrás ver la calidad de la banda y tomar una 
decisión acerca de la base que debes conservar.

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



16

Universidad Autónoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/División de Ciencias Biológicas y de la Salud

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

Práctica 1. Edición y ensamble de secuencias neucleotídicas con BioEdit

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

17. Una vez que hayas terminado con la edición, tus bases deberían coincidir totalmente, en consecuencia, todas estarán 
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 sólo una para el siguiente paso.

18. Para guardar tu secuencia consenso selecciona en la barra principal del programa el menú File, del submenú que desple-
gará selecciona la opción Save As. Al dar clic en esta opción, se mostrará un nuevo cuadro de diálogo en el que podrás 
elegir el directorio, así 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 Práctica 1, nombrándola 1Consenso, con extensión Fasta (.fas), de esta 
manera será 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 extensión txt. Esto puedes hacerlo seleccionándola y copiándola direc-
tamente del cuadro de secuencia como en los pasos 8 y 9. Abre el block de notas y pega la secuencia a renglón corrido y sin espacios. No 
debes escribir nada más que la secuencia. Todos los datos adicionales que quieras colocar a la secuencia como sitio, fecha, gen o número 
de campo, etc., debes colocarlos en el nombre del archivo. Si colocas información adicional a tu secuencia, esta no podrá ser leída por otros 
programas.

RESULTADOS

Al concluir la edición de tu secuencia obtendrás dos archivos: 1Consenso.fas que podrá ser leído con BioEdit o MEGA, etc., y 
1Consenso.txt en block de notas, este podrá ser importado y leído por otros programas de edición.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

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

2_FrbcStart

2_RrbcsStart

3_FrbcStart

3_RrbcsStart

4_FrbcStart

4_RrbcsStart

5_FrbcStart

5_RrbcsStart

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

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

 Hall T.A. 1999. “BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT”. 
Nucleic Acids Symposium 41: 95–98.

 Simmons M.P. & Ochoterena H. 2000. “Gaps as characters in sequence based phylogenetic analyses”. Systematic Biology 
49: 369–381.
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Práctica 2

Construcción de matrices: bases de datos genómicos  
y alineamiento múltiple con BioEdit

INTRODUCCIÓN

Las bases de datos genómicas son grandes reservorios de información de biología molecular, tal como secuencias nucleotídicas, 
artículos científicos, enfermedades genéticas u otros datos biotecnológicos de relevancia. El Centro Nacional para la Informa-
ción Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés) es la fuente de información genética más importante, ya que además de 
almacenar y mantener actualizada la base de datos de secuencias de ADN del GenBank, también se encarga de hacerla accesible 
en línea de manera gratuita y ordenada. Toda secuencia de ADN disponible en el GenBank tiene un único número 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 Japón (DDBJ) 
o 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 están relacionados sean comparables entre 
sí y permitan identificar eventos que pudieran haber ocurrido entre linajes desde que estas secuencias divergieron a partir de 
un ancestro común, 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 
múltiple es el proceso en el que se comparan dos o más secuencias de ADN. Estos alineamientos son utilizados para la identifi-
cación de regiones conservadas (regiones que no varían) en un grupo de secuencias o eventos de mutación, tales como susti-
tución de bases (cambio de una base por otra), inserciones (inserción 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 están representadas por Gaps.

Existen múltiples softwares de descarga libre en línea que permiten realizar alineamientos múltiples 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 múltiples utilizando como herramienta BioEdit.

SOFTWARE REQUERIDO

1. BioEdit versión 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 línea, 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 mostrará la página de inicio en donde puedes explorar la información y herramientas que esta base de datos ofre-
ce, desde acervos bibliográficos, proyectos biotecnológicos, secuencias moleculares o herramientas para subir o bajar archivos 
de secuencias (Fig. 11).
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2. En la barra de menú del lado derecho, encontrarás una barra de menú llamada Popular Resources. Selecciona la opción 
BLAST (Fig. 11, flecha).

Fig. 11. Captura de pantalla pasos 1 y 2: página 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 así una identificación 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 está contaminada, el resultado 
del BLAST corresponderá con un hongo o una bacteria o quizá con otra alga distinta a aquella que tú pensabas, que pudo haber estado epífita 
en tu organismo. De ser el caso, tu secuencia no servirá para tu análisis y deberás repetirla, para ello es importante siempre realizar un BLAST.

3. Aparecerá en tu pantalla la página de BLAST (Fig. 12) que te mostrará cinco recuadros con diferentes opciones de BLAST de 
acuerdo con el tipo de datos que desees comparar. Elije el recuadro con la opción Nucleotid Blast, ya que estamos compa-
rando secuencias de nucleótidos (Fig. 12, flecha).

Fig. 12. Captura de pantalla paso 1: opciones de datos moleculares para BLAST
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4. Aparecerá 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 sección Enter Query Sequence debes 
ingresar la secuencia que deseas comparar. Abre la secuencia 1Consenso.txt (block de notas) que editaste en la práctica  
1 y cópiala en ese recuadro (Fig. 13a, flecha).

5. En la sección Choose Search Set deberás especificar el tipo de datos del genoma al que corresponde tu organismo a fin de 
restringir la búsqueda y hacerla más eficiente. Selecciona la opción Others (Fig. 13b, flecha). En la sección Program Selection 
deja el parámetro que el portal sugiere. Da clic en el botón BLAST (13c, flecha).

Fig. 13. Captura de pantalla pasos 4 y 5: captura de datos y selección de parámetros para BLAST:  
(a) captura de la secuencia (b) tipo de genoma de la secuencia y (c) botón de análisis

6. El resultado será, por un lado, un cuadro de barras de identidad con las 100 secuencias más parecidas a la tuya  
(Fig. 14a, flecha), y, por otro lado, un listado de esas especies por orden de identidad, es decir, las primeras secuencias de 
la lista son las más parecidas a tu secuencia (Fig. 14b, flecha). Del lado derecho del listado de identidad, te mostrará seis 
columnas adicionales con diferentes valores de identidad, como la puntuación de identidad mínima y máxima, el porcentaje 
de la secuencia que correspondió con tu secuencia, el porcentaje de similitud (identidad) y en la última columna el número 
de acceso de las secuencias que estuvieran más cercanas a la tuya (Fig. 14c, flecha).

Nota: notarás 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 múltiple 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 números de acceso.
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Fig. 14. Captura de pantalla paso 6: presentación de resultados del BLAST: (a) barras de identidad,  
(b) listado de especies por porcentaje de similitud y (c) valores de similitud y números de acceso

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

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

Especies Número de acceso

Agardhiela subulata U04176

Agardhiela ramosissima AF099680

Anatheca mantagnei AB122015

Betaphycus specious AF099685

Betaphycus gelatinus JX069174

Betaphycus philippinesis AF099684

Euchematopsis isiformis AF099691

Gracilaria 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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8. En la parte superior verás dos barras, un menú desplegable con una flecha con opciones para restringir la búsqueda  
(Fig. 15a, flecha) y un recuadro en blanco para introducir el texto de la búsqueda (Fig. 15b, flecha). En la barra con menú 
desplegable busca y selecciona la opción Nucleotide. En el recuadro en blanco, escribe el primer número de acceso de la 
Tabla 2. A continuación da clic sobre el botón Search (Fig. 15c, flecha).

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

Fig. 15. Captura de pantalla paso 8: menú de búsqueda de la base de datos NCBI: (a) categorías de búsqueda,  
(b) introducción de datos de búsqueda y (c) botón de búsqueda

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

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

11. Aparecerá únicamente la secuencia en formato FASTA (Fig. 17). Selecciónala y cópiala, sólo la secuencia de bases sin ninguna 
otra información adicional.

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

12. Del directorio Prácticas de Filogenia, subcarpeta Práctica 1, abre con BioEdit el archivo 1Consenso.fas que editaste en la Práctica 
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 Práctica 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 número de acceso al GenBank. Esta información debe estar escrita a renglón seguido, sin espacios y sin caracteres especiales, ya que 
muchos programas de análisis filogenéticos son muy sensibles a la longitud o caracteres en los nombres de las secuencias y no podrán leer 
tu archivo de datos.

14. Cuando reúnas las 10 primeras secuencias de la Tabla 2 en tu archivo 1Consenso.fas, repite los puntos 14 y 15 de la Práctica 
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 están editadas y publicadas por lo que no puedes modifi-
car ni editar las bases, aunque aparezcan GAPS. En un alineamiento múltiple, los GAPS tienen un significado distin-
to al que tienen en una edición. En un alineamiento múltiple estos GAPS pueden representar mutaciones por inserción  
o deleción de bases o simplemente datos perdidos. Sin embargo, nosotros no podemos saber que nucleótido corresponde 
en un GAP de una secuencia que no es nuestra. Por lo tanto, en el alineamiento múltiple, 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 menú 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. Al final del alineamiento, todas las secuencias deberán tener la misma longitud (Fig. 18).

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

18. Guarda el alineamiento en formato FASTA, dentro de la Subcarpeta Práctica 2 en el directorio Prácticas de Filogenia. Nombra 
a tu alineamiento como rbcL_Solieriaceae.
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RESULTADOS

Al final del alineamiento, obtendrás una matriz de secuencias Solieriaceae.fas, del gen rbcL para las especies de la familia  
Solieriaceae más dos secuencias de especies de otras familias que funcionarán en el futuro como grupo externo. Este archivo 
será utilizado en las prácticas futuras para inferencia filogenética.

Nota: para la elección adecuada del grupo externo, debes tener en cuenta el nivel taxonómico al que estás realizando el análisis. 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 agrupándose en tu grupo interno, tampoco puede ser tan lejano que genere atracción de ramas largas que resten resolución  
a tu análisis. Por lo tanto, si en tu análisis sólo estás comparando especies de único 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 análisis 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 taxonómico 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 añadidas y salva tu matriz en el mismo directorio que la anterior. Esta será 
utilizada en todas las prácticas futuras.

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

 Hall T.A. 1999. “BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT.” 
Nucleic Acids Symposium 41: 95–98.

 Higgins D. 2003. Multiple alignment. In: The phylogenetic handbook: A Practical Approach to Phylogenetic Analysis and 
Hypothesis Testing (Ed. by P. Lemey, M. Salemi & A. Vandamme), pp. 45–71. Cambridge University Press, Cambridge, UK.

 National Centre for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine 8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 
USA https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U04176.1?report=fasta

 Simmons M.P. & Ochoterena H. 2000. “Gaps as characters in sequence based phylogenetic analyses”. Systematic Biology 49: 
369–381.

 Thompson J.D., Higgins D.G. & Gibson T.J. 1994. “CLUSTAL W: Improving the sensitivity of progressive multiple sequence 
alignment through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice”. Nucleic Acids Research 22: 
4673–4680

 Thompson J.D., Gibson T.J., Plewniak F., Jeanmougin F. & Higgins D. 1997. “The CLUSTAL X windows interface: flexible strategies 
for multiple sequences aided by quality analysis tools”. Nucleic Acids Research 25: 4876–4882.
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Práctica 3

Estimación de distancias genéticas y modelos  
de evolución con Mega-X

INTRODUCCIÓN

La distancia genética se define como el porcentaje de diferencia (o no coincidencia) entre dos o más secuencias de nucleótidos. 
Estas secuencias pueden corresponder a individuos de la misma especie (distancia intraespecífica), o a individuos de especies 
distintas (distancia interespecífica). En términos generales, la distancia genética refleja, hipotéticamente, el tiempo transcurrido 
desde la divergencia de dos especies a partir de un ancestro común. Sin embargo, durante el proceso evolutivo, un nucleótido 
podría 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 información sobre que 
tanto difieren entre ellas, no considera estas imprecisiones, por lo que no refleja con precisión el tiempo de divergencia de dos 
especies. Por otro lado, cuando se emplean modelos de evolución molecular para establecer la distancia entre dos secuencias 
(distancias corregidas), mediante la corrección de imprecisiones y estimación de diversos parámetros (frecuencia de bases, 
sustituciones, tasas de heterogeneidad, etc.), las distancias genéticas si reflejarán un proceso evolutivo que podrá esquematizarse 
en una filogenia.

La mayoría de los modelos de evolución molecular (algoritmos que miden la tasa de cambios nucleotídicos (transiciones/
transversiones) entre las secuencias de un alineamiento) conocidos, asumen que: (a) todos los sitios nucleotídicos 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 
sustitución es constante en el tiempo y entre los distintos linajes; (c) la frecuencia de las bases está en equilibrio, lo que implica 
que la composición de las bases es la misma a lo largo del tiempo y en distintos linajes y (d) las probabilidades condicionales 
de substitución nucleotídicas 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 proporción de sitios variables 
y una proporción de sitios invariables.

Algunos de los principales modelos de evolución molecular son:

- Modelo de Jukes-Cantor (JC): este modelo considera que todos los cambios entre nucleótidos 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 sustitución y frecuen-
cias de bases desiguales.

El cálculo 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 estimación de modelos de evolución también puede llevarse a cabo con softwares libres 
como TNT, Mega, Mega-X o en portales en línea como TOPALI. El cálculo de los modelos en estos softwares o portales se realiza 
mediante el criterio de información de Akaike (Akaike Information criterion, AIC), que es una medida de la calidad relativa de un 
modelo estadístico 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 evolución nucleotídica 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: asegúrate de descargar la versión 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 instalación del programa.

DESARROLLO

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

1. Abre el programa Mega-X. Aparecerá una ventana en blanco con dos barras de menú ubicadas en la parte superior izquierda, 
una general (Fig. 19a) y otra pictográfica de herramientas de análisis (Fig. 19b). En la parte inferior izquierda, aparecerá una 
tercera barra pictográfica con opciones exclusivas del software, no de análisis. (Fig. 19c).

Fig. 19. Captura de pantalla paso 1: opciones de menú en MEGA-X: (a) menú principal, (b) herramientas de análisis y (c) menú de software
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2. De la barra de herramientas de análisis, da clic sobre la opción DATA, al hacerlo será desplegado un nuevo sub-
menú, selecciona la opción Open a File/Session (Fig. 20). Te abrirá una ventana de diálogo que te permitirá bus-
car entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. Del directorio Prácticas de Filogenia subdirectorio Práctica 2,  
selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.fas que generaste en la práctica 2.

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

3. Aparecerá un pequeño cuadro diálogo que te preguntará que deseas hacer con tus datos y te dará las opciones alinear y 
analizar. Selecciona la opción Analyze (Fig. 21).

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

4. Aparecerá otro pequeño cuadro de diálogo presentando tres diferentes opciones de tipos para tus datos (Fig. 22). Selecciona 
la opción Nucleotide Sequences, y presiona el botón OK.
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Fig. 22. Captura de pantalla paso 4: registro del tipo de datos de entrada en MEGA-X

5. Un nuevo cuadro de diálogo te preguntará si tus secuencias codifican o no para alguna proteína. 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 clic en la opción Yes (Fig. 23).

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

Fig. 23. Captura de pantalla paso 5: definición de datos codificantes en MEGA-X
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6. En seguida, una nueva ventana de diálogo te preguntará sobre el código genético que es más apropiado  
(dependiendo de si tu secuencia es de una planta, animal, hongo, protozoario, etc.) para leer tu secuencia como una proteí-
na. Selecciona la opción Standar y presiona el botón OK. (Fig. 24).

Nota: el código genético que el programa ofrece varía dependiendo del tipo de organismo, un tipo de código es más apropiado que otro para 
tu organismo. Por ejemplo, para las algas marinas en general el código genético será siempre estándar.

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

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

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

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

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

9. Aparecerá un cuadro de diálogo preguntándote si quieres utilizar los datos actualmente activos y te mostrará el nombre 
de la matriz de datos que está activa (Fig. 27). Comprueba que sea el nombre de la matriz que deseas analizar y da clic en  
la opción Yes. Adicionalmente te pregunta si deseas que el programa recuerde reutilizar esos datos en futuros análisis,  
puedes activar la casilla o no, en este caso no la actives.

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

10. Aparecerá un cuadro de diálogo en donde debemos especificar las opciones de análisis para calcular la distancia genética 
(Fig. 28), comenzaremos calculando distancias no corregidas.
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11. En la sección Estimate Variance debes especificar el método de estimación de la varianza, selecciona la opción None (Fig. 
28a).

12. En la sección Substitution Model debes especificar primero el tipo de sustitución, elige la opción Nucleotide (Fig. 28b). En-
seguida te preguntará por el modelo bajo el cual deseas calcular la distancia genética, como estamos estimando distancias 
no corregidas, selecciona la opción p-distance (Fig. 28c). El siguiente recuadro te preguntará por el tipo de mutaciones a 
considerar en el cálculo de la distancia, selecciona la opción Transitions + Transversions (Fig. 28d).

13. En la sección Rates and Patterns, te preguntará por la tasa de variación de los nucleótidos en tus secuencias, selecciona la 
opción Uniform Rates (Fig. 28e).

14. En la sección Data Subset to Use, te preguntará por el tratamiento que dará a los gaps en el alineamiento, selecciona la 
opción Complete deletion para que nos los considere en el cálculo (Fig. 28f).

Fig. 28. Captura de pantalla pasos 10 a 14: parámetros para el cálculo de distancias no corregidas: (a) método de estimación,  
(b) tipo de sustitución de bases, (c) selección de modelo de estimación de distancia, (d) tipos de sustitución,  

(e) tasa de variación de nucleótidos, (f) tratamiento de los GAPS y (g) botón de ejecución del análisis

15. Presiona el botón OK (Fig. 28g). Te dará como resultado una matriz triangular con los porcentajes de distancia expresados 
en decimales (Fig. 29).
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Fig. 29. Captura de pantalla paso 15: matriz triangular con los valores de distancia no corregida

16. En el menú superior de la matriz, te mostrará algunas herramientas de edición. Dando clic sobre el botón Decrease the 
precision of Distances (Fig. 30a, flecha) de esa barra de herramientas, reduce los valores a tres dígitos (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 %.

Fig. 30. Captura de pantalla paso 16: porcentajes de distancia en la matriz triangular: (a) opciones pata el aumento o reducción  
de dígitos en los valores y (b) valores reducidos a tres dígitos
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17. Para guardar la matriz de distancia selecciona el menú File y el submenú Export/Print Distances, aparecerá un recuadro que 
te preguntará a que formato deseas exportarla. Selecciona la opción Excel WorkBook. Presiona el botón OK, de inmediato 
te abrirá una hoja de Excel con la matriz de distancia. Guárdala como Distancias genéticas no corregidas en el directorio 
Prácticas de Filogenia, subcarpeta Práctica 3.

18. Cierra la matriz triangular de distancias no corregidas, verás la pantalla como en el paso 7.

19. Para calcular las distancias corregidas, repite los pasos 8 y 9 y a continuación el 20.

20. En el cuadro de diálogo de las opciones de análisis para calcular la distancia genética (Fig. 28), mantén los mismos pará-
metros que para el cálculo de distancias no corregidas, EXCEPTO, la selección del modelo para el cálculo de la distancia  
(Fig. 28c) y la tasa de sustitución de nucleótidos (Fig. 28e).

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

Fig. 31. Captura de pantalla paso 21: parámetros para el cálculo de distancias corregidas:  
(a) selección de un modelo de corrección y (b) selección de la tasa de variación entre sitios

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

Nota: notarás que habrá variaciones entre los valores de distancia corregida y distancia no corregida, pueden ser mínimos 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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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 regresarás al programa con los dos archivos activos.

25. Para calcular el modelo de evolución que utilizaremos para generar nuestros próximos análisis filogenéticos,  
selecciona del menú principal la opción Models, te desplegará un submenú en donde podrás seleccionar la opción Find 
Best DNA/Protein Model (Fig. 33).

Fig. 33. Captura de pantalla paso 25: cálculo de modelos de evolución molecular
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26. Nuevamente, como en el paso 9 te preguntará si quieres usar los datos activos, selecciona la opción OK.

27. Te mostrará un cuadro llamado Analysis Preferences en donde podrás modificar las opciones de análisis para la selección 
del modelo (Fig. 34).

28. En la sección Analysis, opción tree to use, selecciona Neighbor-joining tree (Fig. 34a). En la sección Sustitution Model, 
opción sustitution type, selecciona la opción Nucleotide (Fig. 34b). en la sección Data subset to use, opción Gaps/Missing 
Data Treatment, selecciona Complete Deletion (Fig. 34c). Para el resto de los datos considera los parámetros que asigna el 
programa de manera automática. Da clic en el botón OK.

Fig. 34. Captura de pantalla paso 28: preferencias para el cálculo de modelos de evolución nucleotídica:  
(a) tipo de análisis, (b) tipo de sustitución y (c) tratamiento de los GAPS

29. Te mostrará un cuadro de análisis con el porcentaje de avance (Fig. 35).
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Fig. 35. Captura de pantalla paso 29: monitoreo del porcentaje de avance en el análisis

30. Como resultado del análisis, te mostrará una nueva ventana con un listado de modelos y los valores de los diferentes  
parámetros estimados para cada uno. Los modelos estarán enlistados en orden de prioridad, es decir, el modelo que 
mejor explica el conjunto de datos proporcionado está en primer lugar y tendrá el valor de BIC más bajo (Fig. 36, flecha).  
En la leyenda inferior de la tabla, explica los parámetros medidos, los valores considerados y la nomenclatura para los mo-
delos. De acuerdo con el cálculo del modelo, el mejor modelo para explicar la variación de nuestros datos es TN93+G+I 
(Tajima Nei 93 + Gamma+Sitios Invariables).
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Fig. 36. Captura de pantalla paso 30: listado de parámetros y cálculos para la selección del mejor modelo

31. Guarda el listado de modelos de evolución 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 práctica, obtendrás tres archivos de Excel: dos matrices triangulares de distancia, una de distancias no corregidas.
exe y una de distancias corregidas.exe; el tercer archivo corresponderá a los modelos de evolución calculados llamado Mode-
losEvolucion.exe. Estos archivos serán utilizados en las prácticas 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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3. 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.

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

5. Calcula el mejor modelo de evolución nucleotídica considerando los GAPS. Discute si hay diferencias en el mejor modelo 
considerando GAPS o No.

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

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

 Kimura M. 1980. “A simple method for estimating evolutionary rate of base substitution through comparative studies of 
nucleotide sequences”. Journal of Molecular Evolution 16: 111–120.

 Kimura M. 1981. “Estimation of evolutionary distances between homologous nucleotide sequences”. Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 78: 454–458.

 Kumar S., Stecher G., Li M., Knyaz C. & Tamura K. 2018. “MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis across compu-
ting platforms”. Molecular Biology and Evolution 35: 1547–1549.

 Nei M. & Li W.H. “1979. Mathematical model for studying genetic variation in terms of restriction endonucleases”. Procee-
dings of the National Academy of Sciences USA 76: 5269–5273.

 Posada D. 2001. “The effect of branch length variation on the selection of models of molecular evolution”. Journal of Mo-
lecular Evolution 52: 434–444.

 Posada D. & Crandall K.A. 1998. “MODELTEST: testing the model of DNA substitution”. Bioinformatics 14: 817–818.

 Tajima F.M.N. 1984. “Estimation of evolutionary distance between nucleotide sequences”. Molecular Biology and Evolution 
1: 269–285.

 Tamura K. & Nei M. 1993. “Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control region of mitochondrial DNA 
in humans and chimpanzees”. Molecular Biology and Evolution 10: 512–526.

  Upholt W.B. 1977. “Estimation of DNA sequence divergence from comparison of restriction endonuclease digests”. Nucleic 
Acids Research 4: 1257–1265.
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Práctica 4

Construcción de árboles filogenéticos I: UPGMA, Neighbor-Joining 
y Máxima Parsimonia con MEGA-X

INTRODUCCIÓN

Un árbol filogenético es un dendograma que muestra las relaciones evolutivas entre diferentes taxa que tienen un ancestro 
común. Actualmente existen diversos métodos para construir árboles 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 construcción de una hipótesis filogenética. Estos métodos de análisis 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 relación filogenética, asumiendo 
que dicha distancia es reflejo de la relación entre taxa; sin embargo, dicha relación es válida únicamente 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 así estas imprecisiones. Los métodos 
de distancia más 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 más cercano (NJ).

Los métodos discretos o métodos de búsqueda de árboles basados en criterios de optimización están basados directamente 
en el análisis de los caracteres. Estos métodos cuentan los eventos de mutación acumulados en las secuencias y pueden elimi-
nar la perdida de información que se da cuando los caracteres son transformados a distancias. Estos métodos a su vez utilizan 
fundamentalmente dos tipos de métodos en la construcción de árboles filogenéticos: búsquedas exactas y búsquedas heurísticas  
o estocásticas. Las búsquedas exactas, utilizan algoritmos (exhaustivos o Branch and bound (corte y empalme)) que garantizan 
la obtención de todos los árboles óptimos a partir de un conjunto de datos; sin embargo, estas búsquedas están limitadas a un 
conjunto de datos no mayor a 20 taxa. Las búsquedas heurísticas utilizan búsquedas limitadas conforme a un criterio seleccio-
nado (stepwise addition (adición de pasos), Branch swapping (intercambio de ramas), tree bisection and reconnection 
(bisección y reconexión de ramas), etc.), se utilizan cuando, por el exceso de taxa, no es posible aplicar los algoritmos exactos. 
Sin embargo, no localizan necesariamente los árboles óptimos o al menos no todos. Los métodos discretos más comunes son: 
Máxima Parsimonia (MP), Máxima Verosimilitud (ML) y la Inferencia Bayesiana (BI).

UPGMA

El método de UPGMA es un algoritmo de agrupamiento jerárquico que, a partir de una matriz de distancias genera un árbol 
filogenético. Este método inicia con la agrupación de los dos taxa con la menor distancia, las distancias entre este nuevo taxon 
compuesto y el resto de los taxa se recalculan para añadir al siguiente par de grupos más cercanos. Esta iteración continúa hasta 
que todos los taxa son colocados en el árbol, de este modo, el último grupo añadido se considera como el grupo más lejano  
o grupo externo.

Neighbor-Joining (Vecino más cercano)

El método de Neighbor-Joining es un algoritmo de agrupamiento para reconstruir árboles filogenéticos a partir de datos evolutivos 
de distancia. Se basa en el algoritmo de evolución mínima y el principio de este método es encontrar pares (=vecinos) de uni-
dades taxonómicas operacionales (OTU´s) que minimicen la longitud total de la rama en cada etapa de agrupación de OTU´s, co-
menzando con un árbol en forma de estrella. Este método parte de una matriz de distancias entre cada par de taxa, el primer paso 
será 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 árboles sin raíz, por 
lo que es importante incluir grupos externos que puedan servir de punto de partida para situar (enraizar) al ancestro común.
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Máxima Parsimonia

El método de Máxima Parsimonia tiene como objetivo la búsqueda de un posible árbol (o conjunto de árboles) filogenético que 
explique la totalidad de un conjunto de datos con el menor número de pasos (menor número de cambios evolutivos). Se basa en 
el principio conocido como Navaja de Occam, el cual establece que, ante distintas soluciones posibles, la más sencilla es probable-
mente la correcta. Siguiendo este principio, un árbol con el menor número de substituciones es probablemente la mejor opción 
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 construcción del árbol filogenético de MP inicia contabilizando el 
número de transformaciones entre caracteres en el árbol y buscando todas las posibles topologías que requieren el mínimo 
número de cambios evolutivos, el árbol con el menor número de cambios es el elegido como el mejor. Sin embargo, en este 
análisis, sólo un pequeño número de sitios (sitios informativos) que tienen información filogenética importante son usados en la 
determinación del árbol. 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 
sólo una vez) o los sitios muy variables, son los sitios no informativos, estos últimos no son considerados en los análisis de MP.

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

OBJETIVO

• Construir árboles filogenéticos mediante los métodos de UPGMA, Neighbor-Joining y Máxima 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 continuación, abre tu matriz de datos Solieriaceae.fas siguiendo los pasos 1-6 (Figs 19-24) 
descritos en la Práctica 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 práctica 3).

2. De la barra de herramientas de análisis, da clic sobre la opción PHYLOGENY, al hacerlo será desplegado un nuevo submenú 
con las diferentes opciones de análisis filogenéticos que puedes realizar con MEGA-X. Vamos a comenzar con los análisis de 
distancia, selecciona la opción Construct Test/UPGMA Tree (Fig. 37).

Fig. 37. Captura de pantalla paso 2: construcción de árboles filogenéticos con el método de UPGMA
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3. Aparecerá un cuadro de diálogo preguntándote si quieres utilizar los datos actualmente activos, da clic en la opción Yes (Fig. 38).

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

4. Aparecerá un nuevo cuadro de diálogo preguntándote sobre las preferencias de análisis, subdividido a su vez en seis sub-
secciones (Fig. 39). En la sección Analysis te mostrará los taxa que incluirá en el análisis, en este caso todos los taxa, y el 
método de búsqueda UPGMA (Fig. 39a).

5. En la sección Phylogeny Test, selecciona la opción Bootstrap Method (Fig. 39b). A su vez, se activará una nueva opción No. 
of Bootstrap Replications, escribe el número 1000 (Fig. 39c).

Nota: para los árboles filogenéticos, se calcula una medida de soporte de los clados que te indica la robustez y confiabilidad de la hipótesis que 
estos reflejan. Bootstrap es uno de los métodos más 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 árbol filogenético, contando al final en cuántos de ellos aparece el clado de interés. Este proceso se repite varias veces, siendo lo más 
común repetirlo al menos 1000 veces, entre mayor número de réplicas sean corridas, incrementará el valor de soporte de los clados. Al final se 
indica el porcentaje de veces en que cada nodo del árbol se presentó en las matrices re-muestreadas. Al final todos estos árboles se representan 
en un árbol de consenso en el cual aparecen los porcentajes de la proporción de cada réplica. Así, entre más cercano sea el porcentaje a 100%, 
más robusta será la hipótesis representada.

6. En la sección Substitution Model, selecciona primero el tipo de datos a analizar, en este caso selecciona la opción Nucleoti-
de (Fig. 39d). A continuación, selecciona el modelo de evolución, en tanto que el mejor modelo para explicar nuestros datos, 
calculado en la Práctica 3, fue TN93+G+I, selecciona el modelo Tajima-Nei (Fig. 39e); en tipo de sustituciones selecciona 
la opción Transitions + Transversions (Fig. 39f).

7. En la sección Rates and Patterns vamos a seleccionar la opción Gamma Distributed, ya que nuestro modelo calculado nos 
pide también una distribución Gamma (Fig. 39g), de inmediato te preguntará sobre los parámetros de gamma, selecciona 
la opción 1.00 (Fig. 39h).

8. En la sección Data Subset to Use selecciona el tipo de tratamiento de GAPS, selecciona la opción Partial Deletion (Fig. 39i). 
Para el resto de los parámetros, vamos a dejar activos los parámetros automáticos del programa. Presiona el botón OK.
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Fig. 39. Captura de pantalla pasos 4 a 8: preferencias de análisis para construir un árbol filogenético con UPGMA:  
(a) método de estimación, (b) test de filogenia, (c) asignación del número de réplicas, (d) tipos de sustitución, (e) modelo  

de estimación de distancia, (f) tipo de sustitución de nucleótidos, (g) distribución de las tasas de variación,  
(h) parámetros de gamma, (i) tratamiento de los GAPS y botón de ejecución del análisis

9. Aparecerá un cuadro de avance de la ejecución de tu análisis (Fig. 40).

Fig. 40. Captura de pantalla paso 9: monitoreo del porcentaje de avance en el análisis
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10. Al terminar el análisis, la pantalla te mostrará los resultados divididos en pestañas, en una primera pestaña el árbol óptimo 
(Fig. 41) y en una segunda pestaña el árbol de consenso de Bootstrap.

Fig. 41. Captura de pantalla paso 10: presentación de resultados del análisis con UPGMA mostrando el árbol óptimo

11. En una ventana doble, abierta en la parte inferior de la pantalla, te mostrará una leyenda de la figura que obtuvo en la que expli-
cará detalladamente lo que la figura te está mostrando (Fig. 42b). Copia la información de esta leyenda en un archivo de block 
de notas en el directorio Prácticas de Filogenia carpeta Práctica 4, para que puedas consultarlo más adelante.
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Fig. 42. Captura de pantalla pasos 10 y 11: (a) resultado para el árbol de consenso de Bootstrap 
y (b) pies de figura para la explicación del análisis

12. Para guardar los árboles generados, en el menú principal en la parte superior de la pantalla, selecciona Image, da clic en la 
opción Save as Image File (Fig. 43). Te abrirá un pequeño cuadro de diálogo en el que deberás seleccionar el formato en 
que deseas guardar la imagen (Fig. 44) selecciona el formato TIF. A continuación, da clic en el ícono de archivo (Fig. 44a), 
para seleccionar el directorio donde quieres guardar la imagen. Guárdala en la carpeta Práctica 4, con el nombre UPG-
MA_Solieriaceae, luego da clic en el botón OK (Fig. 44b).
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Fig. 43. Captura de pantalla paso 12: opciones para guardar árboles filogenéticos construidos en MEGA-X

Fig. 44. Captura de pantalla paso 12: selección del formato de árboles filogenéticos construidos en MEGA-X
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13. Guarda también el árbol de Bootstrap con el nombre UPGMA-Bootstrap_Solieriaceae.

14. Una vez que hayas guardado los dos árboles resultantes del análisis UPGMA, cierra la ventana de resultados. Regresarás a la 
ventana de inicio con la matriz de datos. En la barra de herramientas de análisis, vuelve a dar clic en la opción PHYLOGENY, 
ahora selecciona Construct Test/Neighbor-Joining Tree (Fig. 45).

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

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

16. Aparecerá nuevamente el cuadro de diálogo preguntándote sobre las preferencias de análisis, como ya modificamos los 
parámetros para el análisis de UPGMA (pasos 4-8), el programa los recordará automáticomente y ya estarán asignados. 
Sin embargo, notarás que el método de búsqueda habrá cambiado a Neighbor-joining. También notarás que el primer 
parámetro Test of Phylogeny, no estará asignado; vuelve a seleccionar la opción Bootstrap method (Fig. 46, flecha). Da clic 
en el botón OK.
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Fig. 46. Captura de pantalla paso 16: preferencias de análisis para la construcción de un árbol filogenético con Neighbor-Joining

17. Nuevamente te mostrará una pantalla con el resultado, en una pestaña el árbol óptimo y en otra pestaña el árbol de  
consenso de Bootstrap. También te mostrará la misma ventana inferior con la leyenda de figura con la explicación detallada. 
Del mismo modo que en los pasos 11-13, guarda la leyenda de figura y los dos árboles resultantes. Esta vez nómbralos 
Neighbor-joining_Solieriaceae y Neighbor-joining-Bootstrap_Solieriaceae.

18. Una vez que hayas guardado los dos árboles resultantes del análisis Neighbor-joining, cierra la ventana de resultados. Regre-
sarás a la ventana de inicio con la matriz de datos. En la barra de herramientas de análisis, vuelva a dar clic sobre la opción 
PHYLOGENY, ahora selecciona la opción Construct Test/Maximum Parsimony Tree(s) (Fig. 47).
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Fig. 47. Captura de pantalla paso 18: construcción de árboles filogenéticos por el método de Máxima Parsimonia

19. Nuevamente aparecerá el cuadro de diálogo preguntándote sobre las preferencias de análisis, esta vez algunas secciones 
estarán modificadas (Fig. 48). Notarás que el método de búsqueda habrá cambiado a Maximum Parsimony, tampoco  
el primer parámetro Test of Phylogeny estará asignado; vuelve a seleccionar la opción Bootstrap method (Fig. 48a). Una 
nueva sección habrá aparecido, Tree Inference Options. En esta sección deberás seleccionar las opciones de búsqueda que 
deseas para tu análisis, recuerda que esta opción no trabaja con distancias.

20. En el método de búsqueda de parsimonia selecciona la opción Tree-Bisection.Reconnection (TBR) (Fig. 48b). Para el resto 
de los parámetros, conserva los que el programa asignó automáticamente. Da clic en el botón OK.
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Fig. 48. Captura de pantalla pasos 19 y 20: preferencias de análisis para la construcción de un árbol filogenético  
con Máxima Parsimonia: (a) test de parsimonia y (b) método de búsqueda

21. Te mostrará una ventana con el porcentaje de avance de tu análisis (Fig. 49). Notarás que este análisis tomará mayor tiempo 
que los dos anteriores, esto es porque el espacio de muestreo es mayor y la búsqueda más exhaustiva.
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Fig. 49. Captura de pantalla paso 21: monitoreo del porcentaje de avance en el análisis

22. Al terminar el análisis te mostrará nuevamente el árbol óptimo y el árbol de consenso de Bootstrap. Si hubiera más de un 
árbol óptimo, que en MP puede haberlos, te mostraría todos los árboles igualmente parsimoniosos, entonces te mostraría 
más de un archivo.

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

24. Podrás editar tus archivos de árbol en un editor gráfico de imagen como Paint, Power-Point, Adobe Photoshop  
o Corel Draw.

Nota: los árboles de Bootstrap no reflejan relaciones filogenéticas, sólo el soporte de las ramas, por lo que estos árboles no te servirán para 
inferencia filogenética, sólo te servirán para la asignación de valores a los nodos de las ramas en tus árboles. Por lo tanto, no los edites sólo 
úsalos para la edición.

RESULTADOS

Al final de la práctica, tendrás seis archivos de imagen TIF: dos árboles obtenidos con UPGMA (Figs. 50 y 51), dos árboles gene-
rados con Neighbor-joining (Figs 52 y 53) y dos árboles con Máxima Parsimonia (Figs. 54 y 55). Estos archivos serán utilizados 
en las prácticas futuras para la inferencia filogenética.
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Fig. 50. Topología del árbol óptimo construida con el método de UPGMA

Fig. 51. Topología del árbol consenso de Bootstrap construida con el método de UPGMA
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Fig. 52 Topología del árbol óptimo construida con el método de Neighbor-Joining

Fig. 53. Topología del árbol consenso de Bootstrap construida con el método de Neighbor-Joining
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Fig. 54. Topología del árbol óptimo construida con el método de Máxima Parsimonia

Fig. 55. Topología del árbol consenso de Bootstrap construida con el método de Máxima Parsimonia
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Describe el árbol óptimo obtenido con los tres métodos estudiados en la práctica (en total tres árboles), 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 árboles, ¿qué análisis fue el más robusto?
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Práctica 5

Construcción de árboles filogenéticos II: 
Máxima Verosimilitud con RaxML

INTRODUCCIÓN

El análisis de Máxima Verosimilitud (ML por sus siglas en inglés, Maximum Likelihood) es un método exhaustivo que busca 
todas las posibles topologías y considera cada posición en un alineamiento, para encontrar la hipótesis filogenética que mejor 
explique la tasa de cambios nucleotídicos (transiciones/transversiones) en un alineamiento dado. Para ello, emplea modelos 
probabilísticos de selección del mejor árbol (aquel que tenga la más alta probabilidad (verosimilitud) de reflejar el proceso 
evolutivo real).

Debido a que la inferencia filogenética con el método de Máxima verosimilitud asume un modelo evolutivo de cambio (dis-
tancia entre secuencias), la selección del modelo evolutivo tendrá 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 análisis de ML es GTR.

En todo análisis de ML, para cada árbol se calcula la probabilidad de que refleje cada una de las posiciones en el alinea-
miento, el cálculo 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 evolución) de 
cada sitio particular. El árbol resultante será el producto de las verosimilitudes de cada posición, que será la explicación más 
probable y parsimoniosa.

Las principales ventajas de este método son que intenta estimar la tasa real de cambio especificando un modelo de evolu-
ción, considera como posibles todas las hipótesis filogenéticas para la posición de cada aminoácido, toma en cuenta la longitud 
de las ramas y ofrece hipótesis 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 árbol, este método es altamente afectado por la 
atracción de ramas largas, pudiendo generar filogenias erróneas. Adicionalmente, descarta caracteres que pueden ser relevantes 
tales como las autoapomorfías, subestima cambios múltiples y con ello puede subestimar también el número de sustituciones, 
además su ejecución es considerablemente más lenta que otros tipos de análisis.

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

OBJETIVO

• Construir un árbol filogenético con el criterio de Máxima Verosimilitud, utilizando como herramienta el portal en línea 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 línea, 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 línea de 
RaxML. El programa estará dividido en cuatro secciones: Data, Evolutionary Model, Analysis y Notification.



58

Universidad Autónoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/División de Ciencias Biológicas y de la Salud

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

Práctica 5. Construcción de árboles filogenéticos II: Máxima verosimilitud con RaxML

2. En la sección Data, deberás cargar la matriz de datos en el primer recuadro en blanco dando clic sobre el botón seleccionar 
archivo, te abrirá una ventana de diálogo que te permitirá buscar entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. En 
el directorio Prácticas de Filogenia subdirectorio Práctica 2, selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.
fas que generaste en la práctica 2. Si el archivo fue cargado correctamente, junto al botón seleccionar archivo, aparecerá  
el nombre de tu archivo y una palomita en color verde (Fig. 56). Si cargaste por error el archivo equivocado, sólo da clic en 
el botón Remove file, y vuelve a cargar el archivo correcto.

Nota: los formatos reconocidos por el programa para la matriz de datos, son sólo FASTA O PHYLIP, por lo que debes asegurarte de que tu 
archivo tenga alguna de estas dos extensiones, de lo contrario no podrá ser leído 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.

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

3. En la sección Evolutionary model, deberás seleccionar los parámetros con los cuales deseas explicar la sustitución nucleotí-
dica de tu conjunto de datos (Fig. 57). Primero, selecciona si el modelo de evolución será particionado o no, en este último 
caso, da clic en la opción unpartitioned model. Enseguida, selecciona el tipo de datos que estás analizando, ya que estamos 
trabajando con una matriz construida a partir de secuencias de ADN, selecciona la opción DNA. En la opción Substitution 
matrix, debes seleccionar el modelo de evolución que mejor se ajustó a tu conjunto de datos, previamente estimado con el 
programa MEGA, buscándolo entre las opciones de modelos que despliega la flecha doble del recuadro (Fig. 57a). En este 
caso el modelo que usaremos será GTR aunque no haya sido el modelo que explicara mejor nuestros datos. En la opción 
Stationary base frequencies selecciona la opción ML estimate; a continuación, 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 proporción de sitios 
que cambian libremente y una proporción de sitios invariables, selecciona la casilla para que ningún arreglo quede fuera del 
análisis (Fig. 57b). En la opción Among-site rate heterogeneity, selecciona una distribución GAMMA para especificar la tasa 
de variación entre sitios (Fig. 57c). Para el resto de los parámetros de esta sección, conserva los que te sugiere el portal.
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Fig. 57. Captura de pantalla del paso 3: (a) selección de modelo, (b) proporción de sitios invariables  
y (c) distribución de la variación entre sitios

4. En la sección Analysis deberás especificar los criterios para el análisis. En la subopción ML tree search, el portal ofrece una 
serie de criterios, en la opción optimize, para optimizar la topología resultante, la longitud de las ramas y el modelo, marca 
con una paloma las tres opciones (Fig. 58a). en la opción 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 número de 
árboles subiendo o bajando con la flecha doble, el portal sugiere 10 árboles, puedes incrementarlo a 100. Finalmente, en  
la subopción Bootstraping, selecciona la casilla en blanco (Fig. 58c). Al seleccionar la opción, aparecerán dos criterios adiciona-
les, Number of replicates, que te permitirá fijarlo tú mismo o permitirle al programa seleccionarlo y Bootstopping cutoff, don-
de podrás seleccionar el número de repeticiones con un máximo de 100, o permitir que el programa lo determine (Fig. 58c).

Fig. 58. Captura de pantalla del paso 4: (a) parámetros del modelo de evolución, (b) criterios de optimización de árboles y (c) Bootstrap
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5. Finalmente, en la sección Notification deberás proporcionar una dirección de correo electrónico para que, una vez termina-
do el análisis, recibas una notificación de que está listo y el enlace donde puedes encontrarlo (Fig. 59a). Una vez ingresado 
tu correo, da clic en la opción Submit. Aparecerá una leyenda que te informa que tu análisis está corriendo y un enlace en 
que estará disponible una vez esté finalizado (Fig. 59b).

Fig. 59. Captura de pantalla paso 5: (a) Notificación para recuperar el análisis y (b) enlace de recuperación

RESULTADOS

Una vez que el análisis terminó, el portal te enviará un correo de notificación para informarte que está listo. Al dar clic en  
el enlace adjunto al correo, te desplegará la topología resultante y una carpeta descargable llamada tree en formato zip. Descarga 
y descomprime los archivos de la carpeta copiándolos y pegándolos en una nueva dentro de tu directorio Prácticas de Filogenia 
subdirectorio Práctica 5. Al interior de esta carpeta encontrarás dos archivos con extensión txt que contendrán las probabilidades 
calculadas durante el análisis, tu alineamiento en formato FASTA y las cuatro topologías generadas con extensión TREE. El primer 
archivo corresponde al mejor árbol para el conjunto de datos (result.raxml.bestTree) (Fig. 60), el segundo con la topología de 
Bootstrap (result.raxml.bootstraps) (Fig. 61), el tercero con la topología de ML, es decir, la hipótesis más probable (result.raxml.
mlTrees) (Fig. 62), y el último con la topología 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 árbol (bestTree); sin embargo, éste 
no siempre refleja mejor las relaciones filogenéticas. Cualquiera que elijas siempre debes especificar los criterios de tu selección 
en toda comunicación idónea de resultados. Estos archivos serán utilizados en la Práctica 6, para visualizarlos y editarlos con el 
programa FigTree (Práctica 6).
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Fig. 60. Topología del mejor árbol construida con el método de Máxima Verosimilitud

Fig. 61. Topología de Bootstrap construida con el método de Máxima Verosimilitud
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Fig. 62. Topología de Máxima Verosimilitud

Fig. 63. Topología con los valores de soporte para el mejor árbol de Máxima Verosimilitud
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Utilizando la misma matriz de datos, vuelve a ejecutar un análisis de ML intercambiando el modelo GTR por el modelo HKY.

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

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

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

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

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

 Posada D. & Crandall K.A. 1998. “MODELTEST: testing the model of DNA substitution”. Bioinformatics 14: 817–818.

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

 Stamatakis A., Hoover P. & Rougemont J. 2008. “A Rapid Bootstrap Algorithm for the RAxML Web-Servers”. Systematic Biology 
75: 758−771.





65María Luisa Núñez Resendiz/Abel Sentíes/Kurt M. Dreckman/María Esther Meave del Castillo/ María Eugenia Zamudio

Sistemática Filogenética aplicada a la Ficología Marina 

Práctica 6

Visualización y edición de árboles filogenéticos con FigTree
INTRODUCCIÓN

FigTree es un programa de libre descarga en la red diseñado como visor gráfico de árboles filogenéticos y como programa para 
producir figuras de calidad listas para publicación. Está diseñado para mostrar archivos resumidos y anotados, principalmente 
con extensión tree, generados a partir de una variedad de programas. El programa tiene una interfase gráfica que permite a los 
usuarios modificar varios componentes del árbol. Los archivos de figuras de árbol se pueden exportar como archivos PDF para 
ser publicados o para su edición posterior en otro programa de gráficos, tal como CorelDraw o Adobe Photoshop.

El uso de FigTree en la edición de árboles filogenéticos permite:

- Visualizar árboles gráficos multiplataforma.

- Tres diferentes estilos de árbol: 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 están disponibles.

- Colapso de clados en triángulos.

- Coloración de ramas y etiquetas terminales.

- Colorear mediante anotación (por ejemplo, valores de soporte).

- Búsqueda rápida de etiquetas de consejos o etiquetas de consejos parciales.

- Impresión y exportación como gráficos PDF.

OBJETIVOS

• Visualizar gráficamente los árboles filogenéticos con extensión tree, utilizando como herramienta el programa FigTree.

• Explorar las herramientas de edición del programa FigTree y editar los árboles filogenéticos de ML obtenidos en la práctica 
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. Verás que el programa es un editor de imagen típico con diferentes opciones de menú (Fig. 64). Un menú principal en la 
parte superior izquierda de la pantalla (Fig. 64a), un submenú pictográfico debajo del menú principal (Fig. 64b) y una barra 
de herramientas de Layout con opciones diversas de edición en la columna izquierda (Fig. 64c).
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Nota: FigTree sólo puede leer archivos con extensión tree. Archivos de árbol con formato jpg o tif, pueden ser abiertos y editados en otros 
visores gráficos que no reconocen el formato tree. También FigTree puede transformar archivos tree en archivos que puedan ser leídos  
en otros editores de imagen.

Fig. 64. Captura de pantalla paso 2: opciones de menú del programa FigTree (a) menú principal, (b) submenú pictográfico y (c) barra 
de herramientas de Layout

3. En el menú principal selecciona la opción File, del submenú que desplegará selecciona la opción open (Fig. 65). Te abrirá 
una ventana de diálogo que te permitirá buscar entre tus archivos y seleccionar uno. Vamos a editar el árbol de consenso 
que obtuvimos con Máxima Verosimilitud.

Fig. 65. Captura de pantalla paso 3: abrir un archivo tree en FigTree
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4. En el directorio Prácticas de Filogenia, subcarpeta Práctica 5, selecciona el archivo result.raxml.bestTree. Aparecerá en la caja 
del lado derecho del programa la representación gráfica del mejor árbol construido con Máxima Verosimilitud (Fig. 66).

Fig. 66. Captura de pantalla paso 4: representación gráfica del mejor árbol de Máxima Verosimilitud abierto con FigTree

5. Notarás que la forma del árbol será rectangular, al igual que un típico cladograma. Sin embargo, puedes editar la forma del 
árbol con los primeros íconos de la barra de Layout (Fig. 67a). estas formas pueden ser Polar (Fig. 67b) o Radial (Fig. 67c).



68

Universidad Autónoma Metropolitana/Unidad Iztapalapa/División de Ciencias Biológicas y de la Salud

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA
Unidad Iztapalapa

Práctica 6. Visualización y edición de árboles filogenéticos con FigTree

Fig. 67. Captura de pantalla paso 5: edición de la forma del árbol con Layout (a) íconos de edición, (b) forma polar y (c) forma radial

6. Selecciona la forma rectangular. Notarás que los nombres de los taxa son muy pequeños y no pueden ser leídos fácilmente. 
Puedes aumentar el tamaño de la fuente seleccionando con un clic el menú Tip Labels (Fig. 68a), a continuación, se desple-
gará otro submenú, en la opción Font size notarás que dice 8, con la flecha ascendente incremente el tamaño de la fuente 
a 14 (Fig. 68b). Notarás que ahora los nombres de los taxa son legibles (Fig. 68c).

Fig. 68. Captura de pantalla paso 6: (a) herramientas de edición de etiquetas terminales, (b) tamaño de fuente y, (c) etiquetas en la topología
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7. En el submenú superior notarás las opciones Node, Clade y Taxa (Fig. 69, flecha). Las opciones de edición del submenú 
pictográfico estarán modificando el sitio en donde te encuentres. Es decir, si deseas cambiar el color de la tipografía para los 
nombres de taxa, deberás seleccionar primero la opción Taxa y luego hacer la edición (Fig. 70, flecha). Si realizas la edición 
sobre la opción Node, y luego aplicas el color azul, será el nodo el que cambiará al color azul (Fig. 71, flecha).

Fig. 69. Captura de pantalla paso 7: opciones de menú para la edición en sitios particulares de la topología como nodos, clados o taxa

Fig. 70. Captura de pantalla paso 7: ejemplo de edición sobre los taxa
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Fig. 71. Captura de pantalla paso 7: ejemplo de edición sobre los nodos

8. Continúa explorando las múltiples opciones de edición. Cuando hayas editado el árbol a tu gusto y necesidades, sálvalo 
en un formato de imagen compatible con los lectores gráficos tradicionales. Para ello, ve a la barra de menú principal y  
selecciona el menú File, del submenú que te mostrará, selecciona la opción Export JPEG (Fig. 72).

Fig. 72. Captura de pantalla paso 8: exportar un árbol editado en FigTree como archivo JPG
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9. Te abrirá una ventana de diálogo para que selecciones el directorio en que deseas guardar tu árbol. Selecciona el directorio 
Prácticas de Filogenia, subcarpeta Práctica 6, y nómbralo Solieriaceae-ML_editado.

RESULTADOS

Al final de la práctica, obtendrás un archivo de imagen Solieriaceae-ML_editado.jpg (Fig. 73). No olvides incluir en tu edición 
del mejor árbol los valores de Bootstrap, estos podrás verlos en el archivo result.raxml.support y de ahí copiarlos en los no-
dos del mejor árbol. Recuerda que Bootstrap no es una hipótesis filogenética, no uses ese árbol para la edición. Este archivo  
será utilizado en la práctica de inferencia filogenética.

Fig. 73. Árbol de Máxima Verosimilitud editado, con los valores de Bootstrap añadidos

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

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

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

 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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Práctica 7

Construcción de árboles filogenéticos III: 
Probabilidad Posterior Bayesiana con MrBayes

INTRODUCCIÓN

La inferencia bayesiana es un tipo de inferencia estadística basada en el cálculo de la probabilidad posterior, es decir, la proba-
bilidad de que una hipótesis pueda ser cierta es calculada después de formulada la hipótesis. La mejor estimación filogenética es 
aquella que maximiza la probabilidad posterior de que un árbol sea correcto. El cálculo de la probabilidad posterior se efectúa 
mediante el teorema de Bayes, el cuál combina la probabilidad previa de una filogenia con su verosimilitud. El cálculo de la 
probabilidad posterior implica evaluar todas las posibles combinaciones de longitud de rama y parámetros de un modelo.

En tanto que el teorema de Bayes no tiene solución matemática, la probabilidad posterior de los árboles filogenéticos (y otros 
parámetros del modelo de sustitución) no puede determinarse analíticamente. En cambio, MCMC (Markov chain Monte Carlo) 
se usa para aproximar las probabilidades posteriores de los árboles dibujando muestras (dependientes) de la distribución pos-
terior. Este programa también puede implementar una variante de MCMC llamada “cadena de Markov acoplada a la metrópoli 
Monte Carlo”, o MCMCMC para abreviar. El método de MCMC comienza seleccionando, normalmente al azar, parámetros tales 
como la topología, la longitud de las ramas, modelo evolutivo, etc. En segundo lugar, se hace un pequeño movimiento aleatorio 
(modificación de los parámetros) y se evalúa la función de probabilidad. Si los valores mejoran, se acepta el movimiento y se 
repite el proceso; si los valores no mejoran, el nuevo árbol se acepta con una probabilidad proporcional al empeoramiento pro-
ducido. El fundamento es que, si se repite muchas veces este proceso se obtendrá una estimación de la probabilidad asociada 
a cada árbol.

El análisis 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 más amigables como el programa Beast, también pueden 
realizarse en portales en línea como Cypress o TOPALI.

OBJETIVO

• Construir un árbol 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 análisis 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 extraños, 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 algún carácter extraño en la matriz fasta, DnaSP lo detecta y te indica en donde está el problema, MrBayes no. Además, 
el formato de ambos programas es compatible.
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1. Abre el programa DnaSP. Te mostrará dos barras de menú, el menú principal y debajo de este un submenú pictográfico  
(Fig. 74, flechas).

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

2. En el menú principal selecciona File, de las opciones que desplegará selecciona Open Data File (Fig. 75). Abrirá una 
ventana de diálogo que te permitirá buscar entre tus archivos y seleccionar tu conjunto de datos. Del directorio Prácticas  
de Filogenia subdirectorio Práctica 2, selecciona la matriz de datos de secuencias rbcL_Solieriaceae.fas que generaste en 
la práctica 2.

Fig. 75. Captura de pantalla paso 2: importación de una matriz de datos a DnaSP
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3. Te mostrará una ventana de diálogo con el resumen de tu conjunto de datos (Fig. 76). Presiona el botón Close.

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

4. Vuelve a seleccionar el menú File, ahora selecciona la opción Save/Export Data As y selecciona NEXUS File Format  
(Fig. 77). Abrirá una ventana de diálogo que te permitirá seleccionar el directorio en donde deseas guardar la matriz en for-
mato nexus. Selecciona el directorio Prácticas de Filogenia subdirectorio Práctica 7, carpeta MrBayes para guardar la matriz, 
nómbrala Solieriaceae.

Fig. 77. Captura de pantalla paso 4: exportación de una matriz de datos a formato nexus
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5. Cierra DnaSP.

6. Ve a la carpeta Práctica 7. En ella encontrarás una subcarpeta llamada MrBayes, en esta carpeta estarán 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 raíz. Si no 
se encuentran en la misma carpeta, MrBayes no reconocerá el archivo y no podrá abrirlo.

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

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

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

9. Aparecerá en la interfase el resumen de tus datos y al final de la lista de taxa aparecerá la leyenda successfully read ma-
tix (Fig. 79, cabeza de flecha). Esta leyenda indicará que el programa leyó correctamente la matriz y que podrá ejecutar  
el análisis, de haber un error en la matriz, en lugar de esta leyenda encontrarás una leyenda de error.
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Fig. 79. Captura de pantalla pasos 8 y 9: importación exitosa de una matriz nexus al programa MrBayes

10. Para determinar el modelo general de sustitución nucleotídica, teclea el comando lset Nucmodel=4by4 y la tecla enter. 
Si introduces un parámetro que el programa no reconozca, la leyenda que mostrará será Could not find command (Fig. 
80a), pero no tienes que volver a iniciar el proceso, sólo escribe el parámetro correcto nuevamente y te mostrará la leyenda 
Successfully set likelihood model parameters (Fig. 80b).

Nota: 4by4 es el modelo estándar de sustitución de ADN en el que hay sólo cuatro estados (A, T, C, G); las otras opciones posibles  
para el comando lset 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 nucleótidos) o codon (el modelo de sustitución se expande alrededor de los tripletes 
de nucleótidos - un codón).
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Fig. 80. Captura de pantalla paso 10: ejemplo de leyendas al introducir un parámetro en MrBayes:  
(a) leyenda de parámetro mal introducido y (b) leyenda de parámetro exitosamente introducido

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

Nota: 1 limita todas las tasas para ser la misma; las otras opciones posibles para el comando lset 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 restricción de reversibilidad 
temporal).

12. Para determinar el tipo de código genético teclea el comando lset Code=Universal y la tecla enter (Fig. 81b).

13. Para determinar la tasa de variación entre sitios teclea el comando lset Rates=Gamma y la tecla enter (Fig. 81c).

Nota: gamma es la opción para un único parámetro de distribución de las tasas; las otras opciones posibles para este comando son equal 
(cuando no hay variación de tasas entre los sitios), adgamma (cuando la distribución de la tasa marginal es gamma, pero los sitios adyacentes 
tienen tasas correlacionadas) y propinv (cuando una proporción de los sitios son invariables).

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

Nota: para un análisis robusto se recomienda mínimo 1000000 de generaciones.

15. Para determinar el número de cadenas que se ejecutarán para la variante MCMCMC, teclea el comando mcmcp nchains=4  
y la tecla enter (Fig. 81e).
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Nota: el valor predeterminado es 4: 1 cadena fría y 3 cadenas calientes, es posible elegir más de 4 cadenas.

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

Nota: puedes muestrear la cadena en cada ciclo, pero esto daría 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 información sobre las cadenas en la pantalla, teclea el comando mcmcp 
printfreq=500 y la tecla enter (Fig. 81g).

Notas: se recomienda que entre mayor sea el número de generaciones, mayor sea la frecuencia de impresión. 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 árbol, teclea el comando outgroup Chondrophycuspapillo  
y la tecla enter (Fig. 81h).

Nota: normalmente el programa reconoce de manera automática 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 parámetros ejecutaremos el análisis tecleando el comando mcmc y la tecla enter (Fig. 81i).

Fig. 81. Captura de pantalla pasos 11 a 19: definición de parámetros de análisis: (a) sustitución de bases, (b) código genético, 
(c) tasa de variación entre sitios, (d) número de generaciones, (e) cadenas de MCMC, (f) frecuencia de muestreo, 

(g) frecuencia de impresión del muestreo, (h) grupo externo y (i) ejecutar análisis
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20. Notarás que el análisis se está ejecutando. En la pantalla te mostrará la información de las cadenas cada 500 como definimos 
el parámetro (Fig. 82).

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

Fig. 82. Captura de pantalla paso 20: análisis en ejecución

21. Cuando el programa termina de muestrear las generaciones que definiste te preguntará si deseas que continúe corriendo 
más generaciones, teclea no y la tecla enter (Fig. 83).
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Fig. 83. Captura de pantalla paso 21: fin de muestreo de las generaciones definidas

22. Notarás que desplegará un resumen del análisis (Fig. 84).
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Fig. 84. Captura de pantalla paso 22: resumen del análisis

23. Para descartar los árboles de los extremos teclea el comando sump burnin=250 000 (Fig. 85).

Nota: de todo el universo de árboles muestreados en el análisis, normalmente se descartan aquellos del inicio y el final, para garantizar que 
los árboles de entre los que seleccionará al mejor este en la media. El comando burnin determina el número de muestras (árboles) que serán 
descartadas del archivo de entrada antes de calcular las estadísticas de resumen. Si hay varios archivos de entrada, se descartará el mismo 
número de muestras de cada uno. Normalmente se descarta el 25 % de los árboles muestreados, en este caso el 25 % de 1 000 000.
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Fig. 85. Captura de pantalla paso 23: comando burnin

24. Te desplegará una pantalla mostrándote la tendencia de muestreo y sus parámetros (Fig. 86). Notarás que la distribución es 
homogénea (Fig. 86, flecha) lo que quiere decir que el muestreo es bueno.

Nota: si la distribución no fuera homogénea, puedes teclear nuevamente el comando sump burnin= y reducir o aumentar el porcentaje.
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Fig. 86. Captura de pantalla paso 24: tendencias de muestreo de árboles con una distribución 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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Fig. 87. Captura de pantalla paso 25: comando sumt

26. Al teclear el comando sumt calculará las probabilidades con los datos que no fueron descartados, y generará dos gráficos 
(árboles), uno con los valores de credibilidad de la hipótesis o probabilidad posterior (Fig. 88) y otro de la hipótesis filoge-
nética para los datos de la matriz (Fig. 89).
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Fig. 88. Captura de pantalla paso 26: gráficos de árboles con valores de probabilidad posterior
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Fig. 89. Captura de pantalla paso 26: gráfico de árbol con la hipótesis filogenética de MrBayes

27. Cierra el programa MrBayes y abre el directorio Prácticas de Filogenia, subdirectorio Práctica 7. En la carpeta del programa 
MrBayes, notarás 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 parámetros. En estos archivos podrás 
encontrar la información de todos los datos que el programa generó y podrás abrirlos con block de notas, adicionalmente 
encontrarás el árbol filogenético con extensión tree.

RESULTADOS

Al final de la práctica, obtendrás un archivo de árbol Solieriaceae.nex.con. Este archivo será utilizado, junto con los obtenidos  
en prácticas anteriores, para la práctica de inferencia filogenética.
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ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

1. Edita en FigTree el archivo Solieriaceae.nex.con añadiendo los valores de probabilidad posterior a los nodos.

2. Guarda el árbol editado en formato JPG.
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Práctica 8

Lectura e interpretación de un árbol filogenético
INTRODUCCIÓN

La filogenia es el establecimiento de las relaciones de parentesco entre especies a través del estudio de su historia evolutiva. 
La representación gráfica de dichas relaciones son los árboles filogenéticos. Existe una terminología específica para la lectura 
e interpretación de los árboles filogenéticos. A través del reconocimiento de esas partes en nuestro grupo biológico de interés 
podremos establecer su historia evolutiva.

En términos técnicos, un árbol filogenético (Fig. 90) está conformado por un diagrama ramificado que indica las relaciones 
filogenéticas de un grupo biológico. Este grupo biológico está conformado por un número determinado de taxa terminales 
(especies) representados por ramas de diferentes longitudes (dicotómicas o politómicas), las cuales a su vez estarán conecta-
das por nodos (ancestros hipotéticos) o puntos de divergencia; estos taxa terminales constituirán el grupo interno de nuestro 
análisis. Adicionalmente, hay un taxon o un grupo de taxa que servirán como raíz para el grupo interno (conectado por la rama 
basal), este es el grupo externo. A su vez, las especies del grupo interno estarán organizadas en grupos de dos o más especies 
llamados clados. Los clados se definen del interior al exterior del árbol tomando como punto de partida el nodo basal; de este 
modo, los clados más cercanos a la raíz son los clados basales (clados antiguos/especies antiguas) y los clados más lejanos a 
la raíz 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 categoría taxonómica se encuentran distribuidas en diferentes clados monofiléticos, el grupo de esa categoría será 
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 está(n) más cercanamente emparentado(s) con otro.

ARCHIVOS REQUERIDOS

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

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

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

- Árbol filogenético UPGMA_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol de bootstrap UPGMA-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol filogenético Neighbor-joining_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol de bootstrap Neighbor-joining-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol filogenético MP_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol de bootstrap MP-Bootstrap_Solieriaceae resultado de la Práctica 4.

- Árbol filogenético result.raxml.bestTree resultado de la Práctica 5.

- Árbol de valores de soporte result.raxml.support resultado de la Práctica 5.

- Árbol filogenético Solieriaceae.nex.con resultado de la Práctica 7.
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Fig. 90. Componentes de un árbol filogenético

OBJETIVOS

• Conocer los componentes de un árbol filogenético y aplicar a dichos componentes la terminología usada en  
sistemática .

• Identificar en los árboles filogenéticos de UPGMA, NJ, MP, ML y BI sus componentes.

• Relacionar e interpretar los componentes de un árbol filogenético (inferencia filogenética).

• Integrar la información de los distintos análisis para establecer las relaciones e historia evolutiva de un grupo biológico.
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DESARROLLO

1. En los árboles resultantes de cada uno de los diferentes análisis (únicamente uno por análisis, mejor árbol o árbol óptimo), 
señala:

a. Raíz

b. Grupo interno

c. Grupo externo

d. Clados basales

e. Clados derivados

f. Clados monofiléticos

g. Clados parafiléticos

h. Subclados

i. Especies hermanas

j. Clados hermanos

k. Nodo basal

l. Clados basales

m. Clados derivados

n. Rama basal

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

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

a. ¿Cuál es la especie hermana de Meristotheca cylindrica?

b. ¿Cuál es la especie hermana de Kappaphycus striatum?

c. ¿Cuál es la especie hermana de Meristotheca coacta?

d. ¿Cuál es la especie (o especies) más antigua (basal) de la familia Solieriaceae?

e. ¿Cuál es el clado hermano o grupo hermano de las especies del género Merisotheca?

f. ¿Cuál es un género parafilético?

g. ¿Cuál es el clado de las especies del género Betaphycus y el clado de las especies de Kappaphycus?

h. ¿Qué especies conforman el clado más antigua de la familia Solieriaceae?
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i. ¿Qué tipo de clado conforman las especies del género Meristotheca?

j. ¿Cuál fue el clado que tuvo los menores valores de soporte?

k. ¿En cuántos clados se encuentran repartidas las especies del género parafilético?

l. ¿Qué relación de parentesco tiene los géneros Tacanoosca y Sarcofiotheca?

m. ¿Cuáles son los géneros más distantes en la filogenia?

n. ¿Cuál es el género más robusto (con valores de soporte más altos) en la filogenia?

o. ¿Qué relación tiene Eucheumatopsis isiformis con los géneros Kappaphycus y Betaphycus?

p. ¿Con qué especies y con qué tipo de relación se relaciona Anatheca montagnei?

q. ¿Cuántos clados tuvieron un valor de soporte por debajo del 50 %?

r. ¿Qué especies conforman al clado más joven?

s. ¿Cuál es el ancestro inmediato de Meristotheca procumbens?

t. ¿Cuáles el ancestro inmediato de las especies del género Solieria?

4. Con base en la matriz de distancias no corregidas responde, ¿cuál es el porcentaje de distancia genética entre:

a. Meristotheca cylindrica y Meristotheca coacta?

b. Tepoztequiella rhizoidea y Meristotheca dakarensis?

c. 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, ¿cuál es el porcentaje de distancia 
genética entre:

a. Tepoztequiella rhizoidea y Solieria incurvata.

b. Eucheumatopsis isiformis y Tepoztequiella rhizoidea?

c. 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?

i. Meristotheca gelidium y M. apullosa?

j. Meristotheca dakarensis y Meristotheca sp.?

RESULTADOS

Al final de la práctica obtendrás las relaciones filogenéticas de las especies de la familia Solieriaceae a partir del marcador rbcL del clo-
roplasto, inferida a partir de análisis de distancia: UPGMA y Neighboor-Joining, y análisis discretos: Máxima Parsimonia, Máxima Vero-
similitud e Inferencia Bayesiana. Adicionalmente, obtendrás porcentajes de distancia genética para sustentar tu inferencia filogenética.

ACTIVIDADES COMPLEMENTARIAS

Presenta un informe con los resultados de todas las prácticas siguiendo el formato de un artículo científico. Para ello debes separa 
los componentes de las prácticas en Material y Método, Resultados y Discusión. Guíate respondiendo las siguientes preguntas en 
cada sección:

Material y métodos: ¿qué gen utilizaste para la obtención de tus secuencias?, ¿con qué software fueron editadas y alineadas 
las secuencias?, ¿cuántas y cuáles especies del GenBank fueron usadas (puedes presentarlas en una tabla con sus números de ac-
ceso)?, ¿qué especies fueron usadas como grupo externo?, ¿qué criterio fue usado para seleccionarlas como grupo externo (revisa 
el concepto de grupo externo)?, ¿qué métodos fueron usados para la inferencia filogenética?, ¿qué modelo de evolución se usó 
para los análisis y bajo qué criterio fue calculado?, ¿con qué softwares se realizaron los análisis y el cálculo del modelo?, ¿cuál fue el 
test para calcular el soporte de las ramas y cuántas réplicas fueron corridas? En caso de un análisis Bayesiano, ¿cuántas cadenas de 
Monte Carlo fueron usadas?, ¿cuál fue la frecuencia de muestreo de las cadenas?, ¿cuántas generaciones fueron corridas?, ¿cuántos 
árboles fueron descartados por burnin?, ¿qué tipo de distancias genéticas fueron calculadas? Para el caso de distancias corregidas, 
¿qué modelo fue usado?, ¿en qué programa fueron calculadas?

Resultados: ¿cuántas especies conformaron el alineamiento?, ¿qué longitud (número de nucleótidos) tuvo el alineamiento? 
Después, describe detalladamente cada una de las topologías obtenidas especificando el número de grandes clados en cada una, el 
número de subclados que constituyen cada gran clado, ¿qué especies constituyen cada subclado?, ¿qué clados fueron hermanos?,  
¿qué especies fueron hermanas dentro de cada subclado?, ¿qué clados, y en consecuencia qué especies, fueron los más basales?,  
¿qué valores soportan a cada clado?, ¿cuál es el porcentaje de distancia genética entre las especies de cada clado?

Discusión: discute las diferencias en las topologías resultantes de cada análisis, ¿hubo diferencias en el número de clados?, 
¿hubo diferencias entre las especies que conformaron cada clado?, ¿hubo diferencias en las relaciones de parentesco (especies 
hermanas/grupos hermanos) de cada clado?, ¿hubo diferencias en los valores de soporte?, ¿qué análisis tuvo los mayores valores de 
soporte?, ¿a qué nivel del cladograma se encontraron los valores más bajos?, ¿el valor de soporte del clado tiene alguna relación con 
el número de especies que agrupó?, ¿los porcentajes de distancia fueron congruentes con los clados?, ¿entre más basales los clados, 
la distancia fue mayor?, ¿entre más 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?, ¿los porcentajes de distancia entre especies de un mismo subclado 
fueron similares a los de especies de diferentes subclados?
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Práctica 8. Lectura e interpretación de un árbol filogenético

Nota: cuando se presentan los resultados filogenéticos en una comunicación idónea de resultados (artículo científico), las preguntas de la sección 
de resultados y discusión se reducen sólo al grupo de interés; es decir, si se trabaja con las especies del género Meristotheca, la descripción del 
clado y de las relaciones filogenéticas así como los porcentajes de distancia genética, serán descritos y discutidos sólo para el clado que involucre a 
las especies de este género y no a todos los clados del análisis, a menos que se esté estudiando a la familia completa. Dichos resultados a su vez 
deben ser discutidos mediante la comparación con otros estudios publicados relacionados al grupo de interés.

BIBLIOGRAFÍA RECOMENDADA

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

 Morrone J.J. 2005. Sistemática, Biogeografía, Evolución los patrones de la biodiversidad en tiempo-espacio. Las prensas  
de ciencias. Facultad de Ciencias UNAM. Ciudad de México.

 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.

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

 Wiley E.O., 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: disposición en línea de los pares de bases de dos secuencias de ADN.

Alineamiento múltiple: es una extensión del alineamiento de pares que incorpora más de dos secuencias al mismo tiempo, 
con el fin de alinear todas las secuencias de un conjunto dado. Se utiliza para la identificación de regiones conservadas en un 
grupo de secuencias que hipotéticamente están relacionadas evolutivamente.

Aminoácido: molécula orgánica, péptido o compuesto químico que forma las proteínas.

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

Ancestro común: especie de la cual descienden dos o más especies. Estas especies compartirán al ancestro.

Ancestro inmediato: el ancestro más reciente en una bifurcación.

Apareamiento de bases: interacción entre bases nitrogenadas, mediante la formación de puentes de hidrógeno, que da origen 
a las formas híbridas o plegadas de los ácidos nucleicos.

Apomorfía: carácter derivado de un estado ancestral.

Árbol filogenético: gráfico que representa las relaciones filogenéticas entre diferentes taxa.

Autoapomorfía: apormorfía exclusiva de un único taxon.

B

Bases nitrogenadas: compuestos orgánicos cíclicos que incluyen dos o más átomos de nitrógeno.

C

Cadena molde: hebra que sirve de plantilla en el proceso de transcripción para hacer una nueva cadena complementaria.

Carácter: rasgo o atributo observable de un organismo.

Categoría taxonómica: rangos o grupos jerárquicos en que se clasifica a los seres vivos.

Cladograma: esquema dicotómico que muestra una hipótesis de relación entre varios taxa.

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

Clado basal: conjunto de dos especies o más que se separaron más tempranamente que otros miembros del mismo grupo.

Clado derivado: es el conjunto de especies de deriva (origen) más reciente a partir de un clado ancestral.

Clado hermano: los dos subclados de una bifurcción.

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

D

Deleción: pérdida de genes o de secciones cromosómicas como resultado de uno o dos rompimientos cromosómicos. Pérdida 
de bases en una secuencia.

Dendograma: representación gráfica o diagrama de datos en forma de árbol.

Dicotomía: nodo en un árbol 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 
corrección por modelo evolutivo que considere estados plesiomórficos en el proceso evolutivo. Distancia corregida: porcentaje 
de divergencia en el que se considera un modelo evolutivo para la corrección de porcentajes considerando eventos evolutivos 
que pudieron originar el regreso a un estado plesiomórfico.

Distancia intraespecífica: porcentaje de divergencia entre individuos de una misma población.

Distancia interespecíica: porcentaje de divergencia entre dos especies.

E

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

Evolución mínima: algoritmo para encontrar el árbol más corto, usado en el método de neighbor-joining.

G

Gap: espacio en una secuencia en que una base se perdió o se ganó para sólo una secuencia o un grupo de secuencias en el 
alineamiento.

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

Genoma: constitución genética de un organismo.

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

Grupo hermano: taxon filogenéticamente más próximo 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 simplesiomorfías.

Grupo polifilético: grupo formado por descendientes de varios ancestros diferentes. Se basa en convergencias.

H

Hipótesis filogenética: inferencia de las relaciones evolutivas de un grupo de taxa a partir de un árbol filogenético.

Homología: caracteres diferentes que tienen una relación ancestral descrita como preexistente.
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Homología de posición: sitios en los que dos secuencias son similares entre sí debido a que presentan un mismo origen  
evolutivo.

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

I

Indel: contracción de las palabras inserción y deleción, representadas en una secuencia por GAPS.

Inserción: ganancia de bases en una secuencia, producto de una mutación.

L

Longitud de rama: sustituciones de nucleótidos por sitio. Número de cambios evolutivos entre especies.

M

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

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

N

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

Nucleótido: base nitrogenada, púrica o pirimídica, unida covalentemente a una azúcar y a un grupo fosfato.

P

Paralelismo: parecido adquirido independientemente en taxa relacionados.

Parsimonia: regla científica que postula que, si existen dos respuestas a un problema, la más simple es la correcta.

Pirimidina: compuesto nitrogenado que se encuentra en los ácidos nucleicos.

Plesiomorfía: estado ancestral de un carácter.

Politomía: un nodo sin bifurcación 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 ácido nucleico, conformada por 16 a 24 pares de bases altamente conservadas en un organismo dado, que 
sirve como punto de partida para la replicación del ADN.

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

R

Raíz: nodo que da origen a todos los terminales.
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Glosario de términos

Rama: línea que une a un nodo con otro.

Rama basal: la rama más antigua en una filogenia. Es la de mayor longitud.

Rama terminal: representación de las especies más derivadas o de especiación reciente en una filogenia. Son las de menor 
longitud.

S

Secuencia: porción de una molécula de ácidos nucleicos.

Secuencia consenso: secuencia ideal que representan los nucleótidos o aminoácidos que se encuentran con mayor frecuencia 
en cada posición de un fragmento de DNA.

Simplesiomorfía: carácter plesiomórfico presente en dos o más taxones.

Sitios: posición fija en una secuencia que determina la posición 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 carácter, repetidos en al menos 
dos taxa.

Subclado: clado pequeño al interior de un clado mayor.

Sustitución: mutación en la que cambia un nucleótido por otro. Mutación que se fija en una población (especie).

T

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

Taxon: grupo de organismos pertenecientes a una categoría taxonómica.

Taxon terminal: corresponde a los taxa observados.

Transición: mutación puntual en la que una purina cambia por otra purina o una pirimidina cambia por otra pirimidina.

Transversión: mutación puntual en la que una purina cambia por una pirimidina o viceversa.
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