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Introduccion

¢ Teoria de la evolucion: los organismos cambian con el tiempo, de
manera que los descendientes difieren funcional y
estructuralmente respecto a su ancestro

Los organismos pueden clasificarse segun sus relaciones
ancestrales

¢ Filogenética o filogenia: reconstruccion de las relaciones
ancestrales entre los organismos

Representacion: “El Arbol de la Vida”

Principio: agrupar los seres vivos de acuerdo a su nivel de
similitud



Introduccion

¢ Las comparacion entre organismos se puede abordar de dos
maneras

Filogenética Tradicional: a traves de sus fenotipos

¢ P.ej. “presencia o ausencia de alas”

Filogenética Molecular: a través de sus secuencias

¢ Esenla que nos centraremos en el ambito de la bioinformatica

¢ Arbol verdadero: representa los eventos de diferenciacion reales
ocurridos durante la evolucion. Imposible de generar

¢ Arbol inferido: representa una serie de eventos evolutivos
inferidos a partir de los datos disponibles, basandonos en algun
modelo
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Los primeros arboles de la vida en términos

de filogenética tradicional (S XVIII) no tenian
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HAECKEL’S EVOLUTION OF MAN,

PEDIGREE OF MAN.
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Bacteria Archaea
Green
Filamempus
Sprochetes bacteria
Gram Methanosarcina
_ \ POstVeS | pathanobacterium
Proteohacteria P
Cyancbacteria fethanococcus
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Arbol filogenético, inferido por la comparacion de genes ribosdmicos
Tres ramas principales: bacterias, arqueas y eukariotas
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Representacion grafica del Tree of Life Web Project

Bacteria

Common ancestral commmunity
of primitive cells

Arbol de la vida mostrando los mecanismos
de transferencia genética horizontal

Gracias a la filogenética molecular podemos comparar y afiadir mas organismos y eventos evolutivos
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é

Hipotesis del reloj molecular

“Para cada gen o proteina, la tasa de
evolucion molecular es
aproximadamente constante”

Hipotesis propuesta por
Zuckerland y Pauling (1962)

Soportada por el estudio de Dickerson
(1971) sobre la divergencia en tres
proteinas

Representa el n® de cambios en sus
aminoacidos, en distintos
organismos, contra el tiempo de
divergencia (en millones de afios,
MY) entre dichos organismos

corrected amino acid changes per 100 residues (m)

~apn plants/animals (1200 MY)

-
2 s
g 3 s
g g
= =
IR RR
82 3 T 3
22 5 g g
220 4 eg 2 § ¢
2e 2 3 2
| =4 [=)) = —
200 56 2 § ¢
180 — y
o
160 — /oe,/
140 — o
7
120 — e
7
7
10— § o7
g &
80 g NS
.Sg Q‘Qo‘.’%
60 — S c
frf L me
A och©
40 — 20 MY
20—/ ©
o 7 T T T T T T 1

I
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 §

Millions of years since divergence



Reloj molecular

¢ Dickerson calcula el n° de sustituciones reales () a partir del
n° de sustituciones observadas (n) por cada 100 residuos

M -2
100 100

¢ Conclusiones respecto a las tasas de sustitucion
Son lineales para cada proteina
Varian para proteinas distintas

Esta variacion entre proteinas responde a limitaciones
funcionales impuestas por la seleccion natural



Reloj molecular

¢ Tasa de sustitucidn: numero de cambios en una proteina por unidad
de tiempo

“Frecuencia” del reloj molecular

é Las tasas de sustitucion NO son tasas de mutacidon

Las mutaciones son el proceso bioquimico de cambio en una secuencia, y
ocurren a un ritmo constante (p.ej. la tasa de error de la polimerasa)

La sustitucion es el cambio observado en la secuencia, y se debe tanto a la
mutacion como a la seleccion

¢ Teniendo en cuenta que la tasa de mutacion es relativamente constante, la
sustitucion se debe a seleccion positiva o negativa

Protein Rate Protein Rate § o
Fibrinopeptides 9.0  Histone H3 0.014 £
Growth hormone 3.7  Ubiquitin 0.010 gé
Immunoglobulin (Ig) kappa chain 3.7 Histone H4 0.010 5@%

C region

soue



Reloj molecular

Test de Tajima

¢ Test de tasas relativas de Tajima (1993): determina si las
secuencias de dos organismos A y B evolucionan al mismo ritmo

Es un test de sus relojes moleculares: la hipotesis nula es que
evolucionan al mismo ritmo

¢ Sila rechazamos es que los organismos evolucionan a ritmos distintos

Para realizar el test se necesita un tercer organismo C que sirva de
control o comparacidn con ambos

¢ Deberia ser el organismo mas cercano a ambos pero que no sea mas
cercano a uno que a otro = su eleccion es dificil

S1 comparamos humano y chimpance, elegir el bonobo no es
adecuado (es mas cercano al humano) y elegir el raton es demasiado
lejano. Una opcidon adecuada seria el orangutan o el gorila



Reloj molecular

Test de Tajima

Sea m, el n° de residuos en 4 que difieren de losde By C
Analogamente, sean m, los de B que son distintos a losde Ay C

Dado que C es un grupo externo, se espera que 4 y B sean 1guales
respecto a C: m;~m,

_ (ml - mz )2

. rqe e . 2
La igualdad se prueba con un analisis chi-cuadrado: X~ =
m, +m
1 2

Se observa el p-valor asociado a X7, si es menor que, p. €j. 0.05,
indicara que rechacemos que los organismos evolucionan a la par



Seleccion positiva y negativa

¢ Los atributos que mejoran la adaptacion son seleccionados
(seleccion positiva) y los que la reducen descartados (seleccion
negativa)

Esto ocurre también a nivel molecular con las secuencias de ADN

¢ Por gjemplo, el gen de la lisozima, una enzima que sirve como
proteina antimicrobiana en la leche, saliva y lagrimas
Hace 25MY se duplico para asumir la misma funcion pero en el

estobmago del ancestro de los bovinos, y de forma independiente lo
hizo también hace 15MY en los primates.



Teoria neutral de

la evolucion molecular

“La mayoria de las sustituciones de ADN observadas deben ser
neutrales o casi neutrales” (Kimura, 1968, 1983)

Asumiendo esta teoria la seleccion darwiniana tiene un papel

secundario (fenotipico), mientras que la deriva genética gana
peso a nivel molecular

Se basa en la observacion de que la tasa media de sustitucion es
de 1 cambio cada 28MY, para proteinas de 100 residuos

Lo cual implica una tasa de sustitucion en ADN muy alta (1bp
cada 2 anos)

¢ La mayoria de ellas deben ser inocuas, o se observarian mas
mutaciones
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Arboles

¢ La filogenética molecular estudia las relaciones evolutivas,
desde distintos campos (morfologia, anatomia, fisiologia,
paleontologia)

Nos centraremos en su estudio mediante la construccion de
arboles filogenéticos a partir de secuencias

¢ Arbol: grafo en el que dos nodos solo estan conectados por
un camino de relaciones ancestro-descendiente

Nodo: representa una unidad taxonomica
Rama. conecta dos nodos



Arboles

¢ Nodo interno (o punto de divergencia) node
. L (taxon) operational
Representa ancestros hipotéticos taxONOMic
de los taxones branch A unit (OTU)
¢ HTU: Hypothetical root \
Taxonomic Unit node
Nodo raiz: ultimo nodo interno \ B

é Ancestro comun mas reciente
de todos los taxones

¢ OTU: nodo hoja o externo

Representan las secuencias que D

estamos analizando ,
internal

node



Arboles

¢ Caracteristicas fundamentales
Topologia: relaciones establecidas por los nodos internos
¢ Determinan la clasificacion de las secuencias

¢ En algunos casos, las posiciones son intercambiables
Longitud de las ramas

é Cuantifican el nivel de similitud entre secuencias

¢ Puede también modelarse su anchura en funcion del bootstrapping

Cuantifica el nivel de consenso de la inferencia



Tipos de arbol

¢ Arbol no escalado

La longitud de las ramas
es constante

¢ Arbol escalado

La longitud de las ramas
es proporcional al n°® de
cambios en la secuencia

one unit




T1ipos de arbol

Cladogram Phylogram Ultrametric tree
— Taxon B Taxon B | Taxon B
- Taxon C Taxon C Taxon C
Taxon A Taxon A J = Taxon A
TaxonD L5 _TaxonD Taxon D
- « - — -— ——»
no meaning genetic change Time

Los tres representan las mismas relaciones evolutivas, pero
algunos aprovechan la escala para cuantificarlas



T1ipos de arbol

past
¢ Arbol enraizado: tiene nodo raiz | root 4
Hay un ancestro comun 9
Direccion temporal definida Y 8
[6 ]
¢ Arbol no enraizado 2 3 4
A veces el nodo raiz no es de 5 "

interés o es dificil de localizar

Misma informacion de 1

1

: . 5
relaciones pero sin ancestro
comun ni direccidon temporal 7 8




T1ipos de arbol

Comgletam_ente no resuelto Filogenia parcialmente Completamente resuelta
Filogenia en estrella resuelta
A A A
B C E
4 TT CyE noson
‘ intercambiables
C E C
D B B
By D son
intercambiables
- D D

Politomia o multifurcacién Bifurcacion



Arboles y complejidad

¢ NP° de posibles topologias para n No. of OTUs  No. of Rooted Trees  No. of Unrooted Trees
nodos finales: , , 1
Para arboles enraizados: 3 3 1
¢ N.=(2n-5)!/23(n-3) 4 15 3
Para arboles no enraizados: ° 105 15
‘ 6 945 105
¢ N, =(2n-3)!/2"2(n-2) 7 10,395 945
8 135,135 10,395
¢ A partir de n=12, es obligatorio usar 9 2,027,025 135,135
heuristicas 10 34,489,707 2,027,025
- 15 213,458,046,676,875 8 x 10'?
Imposible calcular todos los BRI S
arboles posibles 20 810 2> 10
50 2.8 x 107 3 x10™
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Analisis filogeneético

¢ A partir de secuencias moleculares, construir un arbol
filogenético que refleje sus relaciones

Desde un punto de vista de usuario final, se puede ver como
una caja negra: “entran secuencias y salen arboles”

¢ Objetivo:
Comprender los distintos métodos de analisis filogenético

Saber manejar algunas herramientas para realizar analisis
filogenéticos



Analisis filogeneético

Seleccion de las secuencias a analizar
A partir de una de las BBDD vistas, en formato fasta

Analisis multiple de secuencias
Mediante uno de los métodos o herramientas vistas

Eleccion de un modelo de sustitucion

Construccion del arbol (inferencia filogenética)

Evaluacion del arbol



Eleccion de secuencias y MSA

¢ La calidad de los datos de entrada es critica
S1 no, tendremos una solucion GIGO (Garbage In, Garbage Out)

¢ En el caso de construccion filogenética implica:
Elegir secuencias que tenga sentido analizar evolutivamente
¢ Asegurarse de que las secuencias son homologas
Maximizar la bondad del MSA elegido

¢ Probar distintos algoritmos y parametros (matrices, huecos, etc.)

¢ La informacion en el MSA debe ser consistente con el arbol construido



Modelos de sustitucion

¢ Definicion matematica de la distancia entre dos secuencias de longitud N
¢ Distancia de Hamming: cuenta el nimero de cambios (p)

¢ Distancia de Hamming normalizada: p’ = p/N

C. Distance table

A. Sequences A B

sequence A ACGCGTTGGGCGATGGCAAC
sequence B ACGCGTTGGGCGACGGTAAT
AC
AC

I
w
>IN0
WiNl®|O

sequence C GCATTGAATGATGATAAT
sequence D ACATTGAGTGATAATAAT

o|0|m| >

B. Distances between sequences, the number of steps

showing branch lengths. The sum of the branch lengths

n 3

n:g 7 between any two sequences on the trees has the same
npp 8 value as the distance between the sequences.

n 6

ngg 7 Ao 1 C

ngp 3 \ 4 /
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Correccion de Jukes-Cantor

¢ Correccion de Jukes-Cantor (1969)

Sea p’la distancia de Hamming normalizada y s el numero de
residuos distintos (4 para nucleotidos, 20 para aminoacidos)

d=-3"1ina-—2_
S s—1

é desuna estimacion del numero de cambios reales

Considera que la probabilidad de sustitucion es igual para
todas las combinaciones de nucledtidos/aminoacidos



Modelo de Kimura

¢ Modelos de Kimura (1980) para nucleotidos
Asigna distintas probabilidades de sustitucion

Modelo de dos parametros (b): distinta probabilidad a transversion que a
transicion

¢ Transicion (@ ): cambio de purina a purina (o de pirimidina a pirimidina)
¢ Transversion (8 ): cambio de purina a pirimidina (o viceversa)

Modelos mas complejos (c): distintas probabilidades para cada sustitucion

A = =G A= “ =G

)

-
-




Modelo de Kimura

¢ Aunque hay cuatro tipos de
transversiones y so6lo dos de
transiciones, por las propiedades
quimicas de las bases, la
transicion es mucho mas comun

Debido a la diferencia en
anillos

@ »
A Adenine H (H= N

\ C{H}
{ Yoo

cl

\ .!/ Cytosine
/ \

i Transverslons

Transitions Transitions
H
o O \ {
- N > Transversions i
o\ / \ /
\ CH=C) C—C Thymine
cr/ O N —H H= N C ]
N/
N=—C) C ===N1

Guanine



Modelo Gamma

Valores muy pequefios indican que casi todas las posiciones
tienen la misma tasa de sustitucion. Casi toda la variacién se
puede atribuir a unos pocos nucleotidos que varian mucho

¢ Algunas posiciones dentro de la proteina
varian mucho y otras muy poco

¢ La tercera posicién de un codon
suele tener una tasa de sustitucion 0.3
mas alta que los dos primeros
(codigo degenerado)

¢ Algunas regiones de las proteinas
tienen dominios conservados

Valores altos indican tasas de
sustitucion mas uniformemente
distribuidas

0.2

frecuencia

Para ello se asocia una tasa de
sustitucion distinta a cada posicion, 0.1
usando una distribucidon gamma

¢ Elparametro & modula la forma
de la distribucion
0.0

¢ Proteinas que evolucionan ; , , , , ,
rapidamente tienen una ¢ pequefia 0 2 4 6 8 10

Tasa de sustitucion



Inferencia filogenética

Existen varias aproximaciones para construir el arbol
Meétodos basados en distancias
Métodos de maximizacidn de la parsimonia |

, . ., L. Meétodos basados
Meétodos de maximizacion de la similitud en caracteres

Inferencia bayesiana —

Los métodos basados en distancias calculan la distancia entre
secuencias completas para calcular el arbol

Descartan informacion sobre los residuos puntuales (caracteres)

Los métodos basados en caracteres tienen esa informacioén en cuenta

Aun asi, a menudo ambos métodos generan arboles muy parecidos



Meétodos de distancia

¢ Se calculan las distancias entre las secuencias, dos a dos

Generando una matriz de distancias

¢ Se van uniendo las secuencias con nodos internos segun las
distancias observadas

¢ Son métodos muy rapidos, particularmente utiles si tenemos
un gran numero de secuencias (>50)

¢ Veremos UPGMA y Neighbor-Joining



(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

1 2 a 4 5
1 —
2 0.1 —
a 0.8 0.8 —
4 0.8 1 0.3 —
5 0.9 0.9 0.3 0.2 —_
(1,2) a 4 5
(1,2 —
3 08 —
4 0.9 03 = 005 6 | 005
5 0.8 0.3 0.2 —
1 2
(1,2) 3 (4,5)
(1.2) —
3 08 - 0.05 ) 7
(4.5) 0.9 0.3 — I 6 | pos O1 | 0.1
1 2 4 5
(121 | [3.6a5) [ 8
(1.2) — - 7 C.15
[B45] ] 085 — 6 |
1 2 4 5 3
9 ]
8

Es un método sencillo que se basa en agrupar las
secuencias mas cercanas en base a su distancia

El proceso es el siguiente:

a)

b)

d)

Calculamos la matriz de distancias,
elegimos la menor distancia: d, ,

Unimos las secuencias 1y 2, siendo la
longitud de la rama la 0.5-d; ,. Calculamos
las distancias al nuevo nodo (1,2) y

seleccionamos la menor distancia ahora:
d4,5

Calculamos las distancias al nuevo nodo
(4,5), la longitud de las ramas, y elegimos
de nuevo la menor: d; 45

Continuamos hasta terminar de unir
nodos

UPGMA asume que el reloj molecular de todos
los nodos es igual

Es un método muy utilizado en analisis de
microarrays, pero para analisis filogenéticos
suele ser bastante menos preciso que el método
de Neighbor-Joining



Neighbor joining

é Se definen dos nodos como vecinos si existe un nodo
interno X que los conecta directamente

Para N OTUs, podemos tener N-2 pares de nodos vecinos

é Meétodo /

Comenzamos con todos los OTUs unidos directamente en 3 5
un arbol de estrella (todos son vecinos) :

Se hacen las N(N-1)/2 comparaciones entre OTUs vecinos
para determinar cual es la pareja mas cercana 8

Esos OTUs se unen mediante un nuevo nodo interno y 1

volvemos al paso dos, decrementando en 1 el valor de N \ // ]

¢ Elalgoritmo minimiza la longitud de una rama en cada / ? 5
paso, asi que no asegura una longitud minima global 2




Maxima parsimonia

¢ parsimonia.(Del lat. parsimonTia).

1. f. Lentitud y sosiego en el modo de hablar o de obrar; flema, frialdad
de animo.

=2 2. f. Frugalidad y moderacion en los gastos.

¢ Parte de la asuncion de que el arbol que mejor explica las
relaciones evolutivas es aquél que tiene las ramas mas cortas
a nivel global

El mas simple de todos



Maxima parsimonia: método

é Identificar residuos informativos

No son informativos aquellos que no tienen al menos dos
nucleotidos distintos para dos o mas secuencias

¢ “informativo” significa que varia bastante en el alineamiento

¢ Se construyen arboles con distintas topologias.
Se les asigna un coste y se elige aquél de menor coste

S1 hay muchos arboles se usan heuristicas para reducir la
complejidad



Total cost: 7
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kanga’,"oo LKGH b) Tomemos un ejemplo
porpoise LKGH .
con 4 de los 5 primeros
gray seal LKSH nodcid 5
horse o MLGF amlnoagl OS para
kangaroo 0. THSF secuencias
1 LXGF 4 MLHF
0 LKXGH 2 0 LKGH
LXGH MLGF LKGH
0 0 3 0 0 0
LKGH LKGH LKSH MLGF THSF LKGH LKGH LKSH MLGF

Total cost: 9
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a) Los residuos con
flecha se descartan por
ser poco informativos
(demasiado consenso)

d) Construimos arboles
a partir de posibles
secuencias ancestrales,
contando el numero de
cambios en cada rama.

THSF En este caso

elegiriamos el de la
izquierda



Maxima similitud

¢ Construye un arbol con una topologia y longitud de ramas
que maximiza la probabilidad de ser el generador de las
secuencias observadas.

¢ Esuno de los métodos computacionalmente mas costosos,
pero tambieén de los mas flexibles

Permite variar el modelo entre distintas ramas o subfamilias,
algo que los algoritmos de maxima parsimonia no hacen

De esta manera modelan mejor los casos en los que hay gran
diferencia evolutiva entre distintas ramas



Maxima similitud

¢ Me¢étodo de los cuartetos (Schmidt et al. 2002)

Para 7 secuencias, calculamos todas las topologias posibles de
cuartetos de secuencias

é
é

Para cada cuarteto, habra 3 topologias posibles

Para 12 secuencias, esto significa 495 cuartetos a probar

| |
n (12|12 12t
4 4 ] 4112-4) 41@8)!

Para cada cuarteto, se estima cual de las tres topologias es mejor, y
se le asigna

Los cuartetos se van ensamblando en el arbol final



Meétodos Bayesianos

¢ Aproximacidn estadistica basada en la teoria de Bayes

¢ Se calcula la probabilidad de que nuestro arbol sea correcto
condicionada por los datos que tenemos: P(arbol | datos)

Lo contrario a otros métodos, que calculan la probabilidad de
que nuestros datos se adapten al arbol: Adatos|arbol)

¢ Como en los de maxima probabilidad y maxima parsimonia,
son métodos complejos y no entraremos en mayores detalles

Para mas informacion, recurrir a:
¢ Pevsner, 2009: Ch 7 Molecular Phylogeny and Evolution



Evaluacion de los arboles

¢ Que un programa informatico produzca un arbol
filogenético no significa que sea correcto

Recordad GIGO (Garbage In, Garbage Out)

¢ En muchos casos puede ser globalmente correcto pero tener
inexactitudes en algunas ramas

¢ Evaluacion: bootstrapping o remuestreo

Verificacion del significado bioldgico de un arbol evaluando su
robustez



Bootstrapping (I)

¢ Primero, seleccionamos columnas del Initial Aligument
- . Column 1 2 3 4 56 7 89
MSA original de forma aleatoria, seql ABCDEFGHTI
hasta tener tantas como en el MSA seq2 A ABBCBACA
original seg3 CCACBACARB
Se permiten repeticiones Bootstrap Alignment 1
(muestreo con reemplazamiento) 118125182
: : o AAHABEAHSEB
Es un alineamiento art1ﬁ?1q1, pero AACABCACA
que conserva las caracteristicas del CCACCBCAC
MSA original
. Bootstrap Alignment 2
Se realizan muchos de estos 145663417
muestreos aleatorios (100 a 1000) ADEFFCDAG
ABBCCBEBAA
CCBAAACCC



Bootstrapping (1I)

¢ A cada MSA aleatorio se le aplica el algoritmo a evaluar,
obteniendo un arbol

¢ Se construye un arbol de consenso con todos los arboles
obtenidos

El porcentaje de veces que una ramificacion aparece es el valor
de bootstrap

¢ Valores de bootstrap > 70% suelen tomarse como suficientemente
robustos (equivalen a un nivel de significatividad p < 0.05)



Programas

¢ PAUP: Philogenetic Analysis Using Parsimony
Es el programa mas usado de inferencia filogenética
A pesar de su nombre, permite inferencia mediante otros métodos
Es un programa de pago (http://paup.csit.fsu.edu/)

¢ MEGA: Molecular Evolutionary Genetic Analysis
http://www.megasoftware.net

Realiza MSAs e inferencia filogenética de muchos tipos
¢ Distancia (UPGMA y NJ), maxima parsimonia y maxima similitud

é Tree-Puzzle: http://www.tree-puzzle.de/
Programa para inferencia por el método de maxima similitud

¢ MrBayes: http://mrbayes.csit.fsu.edu/
Programa para inferencia por el método de inferencia bayesiana




Resumen

La filogenética molecular es clave para
entender la evolucion y las relaciones
entre secuencias de aminoacidos o
proteinas

Un arbol filogenético es la
representacion grafica de un _
alineamiento multiple de secuencias

Existen varios métodos para construir
estos arboles (inferencia filogenetica),
basados en distancias, maxima
parsimonia, maxima probablhdad €
inferencia Bayesiana.

Para cada una de estas aproximaciones
existen herramientas que permiten
construirlos. Al contrario que con el
alineamiento, no son herramientas web
s1 no de escritorio.

A nivel de usuario, es vital partir de
secuencias y alineamientos correctos.
Es recomendable probar distintas
herramientas y métodos de
construccion de arboles

Aun no hay consenso sobre cual es el
mejor método, ni datos de benchmarks,
por ello nuestra capacidad de analisis
critico del arbol es esencial.



Ejercicio

¢ Continuamos examinando nuestro gen “nuevo” y su “familia”,
esta vez reconstruyendo su filogenia, mediante MEGA, como en el

ejercicio anterior
Construid distintos arboles (parametros, algoritmos, etc.)
Evaluadlos mediante bootstrapping
Comparadlos con el alineamiento multiple
Tratad de extraer conclusiones sobre dominios conservados, indels ...



Preguntas a debate

¢ Imagina un alineamiento que tiene una region claramente
incorrecta. ;Cual es la consecuencia mas probable de
utilizar este alineamiento para inferir un arbol filogenético?

¢ ,;La teoria neutral (la mayoria de las sustituciones son
neutrales) te parece compatible con las implicaciones de la
teoria de Zuckerkandl y Pauling (las sustituciones se
explican sobre todo debido a la seleccion natural)?



Lecturas adicionales

¢ Pevsner, 2009: Ch 7 Molecular Phylogeny and Evolution

¢ Dickerson R.E. The cytochrome fold and the evolution of
bacterial energy metabolism. J Mol Evol 1: 26-45 (1971)

¢ Kimura, M. Evolutionary rate at molecular level. Nature 217:
624-626 (1968). PMID 5637732.
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Treevolution es una herramienta para
la visualizacion de arboles
filogenéticos desarrollada en la
Universidad de Salamanc




