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Resumen - Cualquier investigacion en biologia
es un ejercicio de comparaciéon y eso incluye el
estudio de la evolucién. La indagacién de patrones
evolutivos en cualquiera de sus dos enfoques (micro
0 macroevolutivo) establece retos metodoldgicos para
cualquier persona interesada en estos temas. Dichos
enfoques tienen el interés comin de comprender
el origen de las relaciones de parentesco entre los
organismos estudiados, aunque las escalas temporales
y el nivel de organizacion en el que se concentran
son diferentes. Actualmente, las filogenias son la
herramienta mas robusta para elucidar las hipétesis de
relaciones ancestro-descendiente entre un conjunto
Estas representaciones consisten

diagramaticas

de organismos.
en proyecciones bidimensionales
(cladogramas) o multidimensionales (redes) que
pueden ser estimadas con diferentes aproximaciones
(maxima parsimonia, maxima verosimilitud e inferencia
bayesiana), segun los datos disponibles y el propdsito
de la investigacién. En esta revision se presenta
una introduccién a los métodos disponibles para la
construccién de filogenias, incluyendo la perspectiva
tradicional que utiliza diagramas basados en dicotomias
y las nuevas tendencias que tratan de visualizar
patrones mds complejos a través de redes evolutivas.

Palabras clave: Evoluciéon, maxima parsimonia,
maxima verosimilitud, inferencia bayesiana, redes
filogenéticas.

Abstract - Any research in biology is an exercise
of comparison that includes the study of evolution.
The investigation of evolutionary patterns in either
of its two approaches (micro or macroevolutionary)
raises methodological challenges for any researcher
interested in these topics. These approaches have
a common interest in understanding the origin
the relationships between the studied organisms,
although the temporal scales and the level of
organization in which they focus are different.
Currently, phylogenies are the most robust tool to
explain ancestor-descendant relationships between
a set of organisms. These diagrams, which are
two-dimensional (cladograms) or multidimensional
(networks),
approximations

can be estimated with different

(maximum parsimony, maximum
likelihood, and bayesian inference) according to the
data available and the purpose of the investigation.
This review presents an introduction to the methods
available for the construction of phylogenies,
including the traditional perspective that uses
diagrams based on dichotomies and the new trends
that try to visualize more complex patterns through

evolutionary networks.
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Introduccién
na parte importante del pensamiento humano se basa en comparaciones, por ello podemos saber si
hace mds o menos calor en un dia soleado, si un alimento es dulce o salado, opinar sobre un sistema
politico, etcétera. De la misma manera, el pensamiento comparado es una parte esencial de cualquier
persona que se dedica a la investigacién de la biologia evolutiva en sus distintos dmbitos, debido a que a través
de las comparaciones se pueden descubrir y describir los patrones que caracterizan a los grandes fenémenos
evolutivos (Harvey & Pagel, 1991).

La biologia evolutiva comparte con otras ciencias -como la astronomia y la geologia- la tarea de interpretar
fenémenos que son imposibles de comprender si no se conoce su pasado (Harvey & Pagel, 1991). De hecho, la
biologia evolutiva puede considerarse parte de la sistemdtica, que para autores como Simpson (2019) incluye
tanto a la taxonomia como al estudio de la evolucién. La taxonomia se encarga de identificar a los seres vivos,
describirlos, nombrarlos vy clasificarlos, todo esto con reglas establecidas; en el caso de la botanica, en el Cédigo
Internacional de Nomenclatura de Algas, Hongos vy Plantas (Turland et al., 2018).

El estudio de la evolucién se centra en comprender los patrones y procesos que dieron origen a los
organismos tal como los vemos hoy, o en otras palabras, busca elucidar la historia de la vida. Esa historia puede
analizarse a grandes rasgos en dos escalas: la microevolutiva, que esta enfocada al estudio del cambio genético
que acumulan las distintas poblaciones que conforman una metapoblacién; normalmente, la escala temporal de
esta aproximacion estd practicamente circunscrita al presente y quizas a algunas decenas o cientos de afios.
La segunda escala es la macroevolutiva, en donde se estudian los cambios de linajes completos (conjuntos
de especies) a lo largo de periodos de tiempo que corresponden mas a la escala geolégica, desde miles hasta
millones de afios (Herron & Freeman, 2014). La herramienta bdsica con la que se cuenta en biologia evolutiva
para expresar las hipdétesis de relaciones ancestro-descendiente que conforman esa historia y para hacer
inferencias sobre los patrones y procesos que pudieran explicarlas son las filogenias.

€l enfoque microevolutivo utiliza marcadores moleculares altamente variables o secuencias y numerosas
muestras de miembros de la misma especie. Seglin Hayward, Tollenaere, Dalton-Morgan & Batley (2015),
un marcador molecular es un loci genético (una parte del genoma) que puede ser facilmente rastreado y
cuantificado en una poblacién (o en un linaje) y que podria estar asociado con un gen o un caracter de interés.
Esta informacion es procesada con herramientas estadisticas que permiten conocer el grado de variacién o
diferenciacion entre las poblaciones e interpreta las relaciones entre éstas, basicamente utilizando un modelo
de red en el que potencialmente todas las poblaciones pueden intercambiar informacion genética entre si, lo
que se expresa a través de alelos (las diferentes versiones que puede tener un gen) o haplotipos (conjunto de
polimorfismos que se heredan juntos) compartidos o Unicos. Este enfoque presupone que las especies estan
conformadas por poblaciones genéticamente vinculadas a través del intercambio ocasional de material genético,
sea como gametos o en forma de individuos (Templeton, 2006; Herron & Freeman, 2014).

El enfoque macroevolutivo utiliza caracteres morfolégicos y/o moleculares, estos Ultimos, aunque pueden
ser de diversa indole, usualmente son secuencias de ADN de regiones especificas con grados de variacién
proporcionales a la profundidad con la que se quiera hacer el estudio (Wiley & Lieberman, 2011). En plantas, por
ejemplo, para investigar grupos con divergencias profundas se han utilizado secuencias de regiones con un alto
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grado de conservacién, como rbcl, pero para estudiar grupos de reciente divergencia se ocupan secuencias de
regiones altamente variables como ITS o ETS (Soltis & Soltis, 1999).

Los estudios macroevolutivos emplean herramientas estadisticas de diversa naturaleza para tratar de
elucidar el grado de relacién que guardan dos entidades (usualmente especies) entre si. Cominmente expresan la
informacién generada en forma de filogenias, que son diagramas en forma de drboles en los que se presentan las
relaciones hipotéticas entre un conjunto de ancestros y sus descendientes (Figura 1). Las filogenias idealmente
son arboles dicotémicos en los que la raiz representa el origen o ancestro comun a todas las entidades incluidas,
cada punto de bifurcacién (nodo) se interpreta como un ancestro e implica la aparicién de nuevos linajes. La linea
que conecta dos nodos se conoce como rama V la parte final en donde se encuentran las entidades incluidas se
llama ramas terminales o simplemente terminales. €l enfoque dicotémico tradicional presupone que, una vez
formados los linajes, ya hunca mas intercambian informacién genética entre si (Knowles & Carstens, 2007).
Aunque esta es la interpretacion tradicional, en |a literatura hay propuestas discordantes con tal visién y por ello
se han planteado formas diferentes de analisis, de las cuales algunas son analogas a las redes con las que se
interpretan las relaciones entre las poblaciones (Huson, Rupp & Scornavacca, 2010).

Figura 1.

Una filogenia hipotética y sus partes. €n la figura se representa un cladograma perfectamente dicotémico con todas las ramas
con la misma longitud. Note que tiene una raiz que marca el origen de la filogenia, el cual representa un ancestro hipotético al
igual que cada nodo. Estan las ramas que van conectando los nodos de la filogenia con los ancestros hipotéticos hasta que se
llega a las ramas terminales que representan a los taxones incluidos en el muestreo.
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Es importante recordar que las filogenias expresan una hipétesis de relaciones evolutivas entre linajes y por lo

mismo no deben ser confundidas con los dendrogramas o fenogramas. Estos ultimos son diagramas dicotémicos

que muestran similitud entre entidades en funcién de algo, por ejemplo, morfologia (fenogramas) o en ecologia

se utilizan para comparar qué tanto se parecen dos comunidades (analisis de conglomerados).

Dado que esta contribucién versa sobre el uso de métodos filogenéticos en un contexto tradicional, a
continuacion, se presentaran los elementos tedricos relacionados con una reconstruccion filogenética utilizando
caracteres moleculares y/o morfolégicos desde una perspectiva amplia, como se resume en la Figura 2. En una
segunda contribucién se aborda la utilidad de las herramientas filogenéticas para estudiar fendmenos evolutivos
(evolucién de caracteres, por mencionar alguno).
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Figura 2.
Diagrama de flujo de una reconstruccién filogenética. Para detalles, consulte el documento.

Seleccion del grupo de estudio y la o ¢Qué caracteres son mejores para
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en el genoma en forma de acidos nucleicos
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Alineamiento
Puede ser hecho de manera manual o con
un programa.

'

Seleccion del modelo de evolucion que
mejor describa la evolucion del conjunto de
secuencias evaluado.

Andlisis de datos

Algo importante es decidir qué tipo de
representacion de los resultados se ajusta
mejor al tépico de investigacion
seleccionado

Maxima parsimonia: Presenta la solucion mas
gue utiliza el menor nimero de cambios
evolutivos para explicar los datos. Esta
alternativa genera un universo de arboles que
suelen ser resumidos en un arbol de consenso.
Normalmente se utiliza Bootstrap como medida
de soporte estadistico. Trabaja con datos
moleculares y morfologicos.

Arbol filogenético dicotémico ‘ ‘ Red evolutival
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Maxima verosimilitud: Presenta la solucién mas
probable dada la matriz y el modelo de evolucion.
Este método genera una Unica solucion. Si es
necesario se puede estimar el soporte de los
clados utilizando boostrap. Trabaja
preferentemente con datos moleculares, aunque
también se puede utilizar con datos morfoldgicos.

Inferencia bayesiana: Presenta la solucién con la
mayor probabilidad posterior dados los datos, el
modelo de evolucion y las probabilidades previas. Este
modelo propone un universo de soluciones con alta
probabilidad posterior a partir de las cuales se elabora
un consenso. La medida de soporte estadistico es la
probabilidad posterior. Trabaja preferentemente con
datos moleculares, aungue también se puede utilizar
con datos morfolégicos.
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La reconstruccion de una filogenia

La reconstruccion de una filogenia es un proceso cuyo primer paso requiere definir el grupo de estudio y su
circunscripcion. Tradicionalmente esto se hacia con criterios empiricos, sin un enfoque evolutivo y usualmente
con el propdsito de poner a prueba determinado esquema de clasificacién. Actualmente, con base en la
informacién que existe en la literatura, se hacen cada vez con mas frecuencia propuestas menos conservadoras,
con laintencién de responder preguntas concretas que pueden ser practicamente de cualquier indole imaginable
(p. e. Givnish et al,, 2011; Smith & Hendricks, 2013).

Para elaborar una reconstruccién filogenética luego de la seleccién del grupo de estudio es necesario precisar
el grupo externo. Este punto es esencial, pues se ocupa para definir la polaridad de la filogenia y por lo mismo
es la base para establecer qué es lo “ancestral” y lo “derivado”. Lo que sigue es la eleccién del tipo de caracteres,
que pueden ser de las dos fuentes mdas comunes, a las que por simplicidad se denomina aqui caracteres de
origen fenotipico y los de origen genotipico. Lo anterior es relevante porque no es lo mismo utilizar caracteres
fenotipicos o genotipicos codificados como una matriz binaria o multiestado, que utilizar secuencias de ADN,
cuyo abanico de opciones de andlisis es mucho mayor.

En el caso de las secuencias de ADN, el primer paso es establecer un alineamiento en el cual se maximice la
comparabilidad (y compatibilidad) entre las secuencias que conforman la muestra, luego se debe especificar el
modelo evolutivo que se utilizara para analizar la matriz de secuencias alineadas (ver seccién de modelos mas
adelante). Posteriormente se hace el analisis, que debe estar guiado por la pregunta que se desea responder, ya
que cada uno de los paradigmas para el andlisis de datos (maxima parsimonia, maxima verosimilitud® e inferencia
bayesiana) presenta fortalezas y debilidades. Ademads, los productos de cada una de estas formas de analisis
tienen propiedades diferentes, por lo que pueden ser usados para actividades tan distintas como establecer el
grado de discrepancia de los datos utilizados, la tasa de evolucién de un linaje, elaborar una escala temporal o
entender cdmo ha sido el proceso de cambio de un atributo.

Caracteres fenotipicos

Los caracteres fenotipicos son atributos que podemos observar o medir de la informacién contenida en
el genoma de los organismos a analizar; pueden ser desde la presencia de determinado tipo de indumento,
cambios en la forma, los tamafios, las proporciones, los angulos, los colores, etcétera (Poe & Wiens, 2000). En los
caracteres fenotipicos se pueden incluir también elementos como las fragancias, las caracteristicas fisiolégicas,
los compuestos quimicos, entre otros. Por supuesto, el uso de caracteristicas con una homologia discutible como
las fragancias o los colores requiere de una justificacién basada en investigacion previa. Un caracter homdlogo
es aquel que tiene el mismo origen entre los taxa incluidos en el estudio (Herron & Freeman, 2014).

En este sentido, un caracter puede definirse como cualquier atributo que presenta variacién entre dos o
mas grupos de organismos, rasgos que para ser empleados en los andlisis filogenéticos deben ser constantes
(Wagner, 2001). Este concepto es apropiado para describir cualquier actividad de la vida cotidiana y es una parte
esencial de la biologia comparada, que tiene por funcién examinar y capturar los patrones biolégicos, y elaborar
teorias sobre los procesos que podrian explicarlos (Eldredge & Cracraft, 1980).

Utilizar caracteres fenotipicos normalmente ofrece dos restricciones que deben salvarse; la primera es
determinar, mas alla de la duda razonable, si el atributo seleccionado cumple con el criterio de homologia. La

3 También se conoce como maxima probabilidad.
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segunda tiene que ver con la definicién precisa (sin ambigliedades) de los estados de caracter; esto es, de las
diferentes formas en las que puede presentarse ese atributo (Wagner, 2001; Poe & Wiens, 2000). En muchos
casos, los rasgos elegidos marcan discontinuidades muy claras, por ejemplo “verticilos trimeros” y “verticilos
tetra- o pentameros”, el primero es un caracter que define a las monocotiledéneas, mientras que el segundo
distingue a las eudicotileddneas (Simpson, 2019).

Los caracteres fenotipicos pueden ser utilizados de varias maneras: (i) codificando de forma discreta
a aquellos rasgos que podrian resultar informativos (Wagner, 2001; Poe & Wiens, 2000); (ii) empleando
caracteres continuos discretizados a través de alguno de los métodos propuestos a lo largo de los ultimos 30
afios (para una revisién, consultar Garcia-Cruz & Sosa, 2006); (iii) haciendo uso de caracteres continuos de
forma directa; a diferencia de los enfoques anteriores, éstos pueden ser analizados mediante la parsimonia
cuadratica propuesta por Goloboff, Mattoni & Quinteros (2006) o con inferencia bayesiana modelados bajo
difusién browniana (brownian Diffusion), o una de las variantes del modelo de procesos estocasticos conocido
en inglés como Random Walks (Lemey, Rambaut, Welch & Suchard, 2010).

Caracteres genotipicos

Los caracteres genotipicos se derivan del estudio directo de la informacién contenida en el genoma; esto
puede ser a través de marcadores moleculares como los RAPD, AFLP, SSR, entre otros, asi como del estudio
directo de las secuencias de ADN. En la actualidad la fuente predilecta de informacién para construir filogenias
es el uso de secuencias de ADN, que puede ser de regiones especificas del nicleo, cloroplasto o mitocondrias
0 una combinacién de éstas, segln la profundidad de las relaciones o grupo de organismos a estudiar (p.
e. Jiang, Zhu, Song, Li, Yang & Yu, 2014; Leopardi-Verde, Carnevali & Romero-Gonzalez, 2017). La eleccién
de las regiones a usar normalmente estd relacionada con la tasa de evolucién; por ejemplo, en plantas la
tasa de evolucion del genoma del cloroplasto es mucho mayor que la de las mitocondrias y por lo mismo es
mas informativo (Soltis & Soltis 1999). En contraste, en los animales hay genes mitocondriales que son lo
suficientemente variables como para que puedan ser utilizados como céddigos de barras (p. e. Prado, Pozo,
Valdez-Moreno & Hebert, 2011). Cabe mencionar que en los estudios mas recientes ya se empiezan a ocupar
cantidades masivas de datos, al punto que en algunos casos ya se emplean conjuntos genémicos completos
(Kim et al., 2020; Koenen et al., 2020).

Polarizacion

Se dice que dos o mas estados de un cardcter estan polarizados cuando se establece, bajo algun criterio, cudl
fue el primero en evolucionar (Wiley & Lieberman, 2011); la misma idea aplica al escoger el grupo externo en
una reconstruccién filogenética. La polarizacién es fundamental para el andlisis filogenético, pues a través de
ella es posible dar direccién a un arbol filogenético (Figura 3). Una consecuencia de esto es que se identifican
las sinapomorfias que diagnostican a los grupos monofiléticos que emergen de un estudio. Antes de continuar,
es importante aclarar que una apomorfia es un caracter Unico de un grupo que se considera una sinapomorfia
cuando es compartido por todos los miembros de un grupo evolutivamente derivado. Mientras que si es
compartido por todos los miembros del grupo analizado se le denomina simplesiomorfia, por ejemplo, el pelo
es un caracter sinapomorfico de los mamiferos si se ve en el contexto de la filogenia de los vertebrados; sin
embargo, si nos enfocamos exclusivamente en la filogenia de los mamiferos este caracter es considerado
simplesiomaérfico, porque todos lo comparten.
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Figura 3.
€l efecto de polarizar. De izquierda a derecha se muestra un arbol no enraizado, al que se afiade un grupo externo (GE) para
dar direccién a la filogenia.
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Se han descrito muchos métodos para la polarizacién, no obstante, el mas ampliamente aceptado es la
comparacién con un grupo externo, por dos razones: la primera, porque sus supuestos son confiables y
sencillos; la segunda es porque la informacién que se requiere para su aplicacién en la mayor parte de los
casos estd disponible y se recolecta al mismo tiempo que para el grupo de organismos de interés (Bryan,
2001). La comparacién con un grupo externo establece la ancestria identificando el estado compartido con el
taxén o taxa designados para este fin.

El método ontogénico se basa en la comparacién de los patrones de desarrollo de las especies y establece
la ancestria de un estado de cardcter utilizando como criterio el orden en que los distintos estados de ese
caracter aparecen en la ontogenia de los organismos. A pesar de que este método se basa en evidencia
primaria, debido a lo dificil que es hacer estudios de patrones de desarrollo para muchos organismos y a
que existen diversas corrientes de interpretacidn para esos resultados, se considera que es un criterio poco
practico (Harvey & Pagel, 1991; Bryan, 2001). Un tercer método es el del uso del registro fésil, que establece
que los estados ancestrales son aquellos que aparecen primero en los fésiles. Debido a que la evidencia fésil
es fragmentaria, este criterio ha caido en desuso (Bryan, 2001). Cabe notar que el Unico criterio valido para
la polarizacién de una filogenia, cuando se trabaja usando como informacién base secuencias de ADN, es la
seleccion del grupo externo; los otros dos son Gtiles cuando se intenta polarizar sélo caracteres morfoldgicos.

Métodos para la reconstruccion de una filogenia

Alineamiento. Consiste en organizar las secuencias (ADN, ARN o proteinas) considerando cada posicién
comparable de la matriz (p.e. la posicién 355 del alineamiento) como una hipétesis de homologia posicional
(Figura 4). Usualmente estas hipdtesis deben ser lo mds parsimoniosas posible (se prefieren las opciones
mas simples sobre las mas complejas) y persiguen inferir las relaciones evolutivas sin necesidad de un
conocimiento previo de los eventos evolutivos que dieron origen a esos cambios (Morrison, 2006)
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Figura 4.
Ejemplo de un alineamiento. A) Segmento de una matriz de ITS sin alinear. B) Segmento de la matriz de ITS luego del
alineamiento.
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Los alineamientos pueden hacerse manualmente o con ayuda de programas de cémputo. Los manuales
presentan el problema de ser dificiles de repetir; mientras que los elaborados con programas, aunque pueden
ser reproducidos con facilidad, usualmente requieren ser refinados a mano. Los programas pueden seguir tres
métodos basicos para alinear las secuencias: global, por bloques o combinados; también pueden ser progresivos,
iterativos o ser una mezcla de ambos (Mount, 2001; Pivorano & Heringa, 2008).

Los métodos globales utilizan las secuencias completas durante el alineamiento (p. e. ClustalwW y MUSCLE).
Por su parte, los que funcionan por bloques identifican patrones en las secuencias y los usan para elaborar el
alineamiento (p. e. MAFFT). Sélo los métodos mas recientes, como T-Coffee, son capaces de incorporar estas dos
metodologias (Mount, 2001; Pivorano & Heringa, 2008).

Los métodos progresivos intentan construir el alineamiento generando un “boceto” de arbol filogenético,
para lo que usan una distancia genética y algoritmos como el método de grupo de pares no ponderados con
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media aritmética (UPGMA); este boceto es empleado para ir afiadiendo una a una las secuencias a ser alineadas.
Por conveniencia, los algoritmos alinean las secuencias por pares. Por ello, cuando se utiliza un alineamiento
progresivo, es de extrema importancia que las dos primeras secuencias se alineen correctamente, ya que su
resultado afecta al resto del proceso (Mount, 2001). En los alineamientos progresivos, una vez que se coloca un
gap, en esa posicién siempre habra un gap (Mount, 2001); ClustalW es un método que funciona de esta manera.
Los gaps también se conocen como indels y son llamados asi porque representan una insercién o una delecién
en el genoma, reciben este nombre porque no es posible a priori saber de qué se trata.

Los métodos iterativos se diferencian de los progresivos en que repiten tantas veces como sea necesario
el alineamiento de las secuencias, presentando al final una secuencia de consenso. En la actualidad, es comun
el uso de algoritmos que combinan ambas aproximaciones (son globales e iterativos), como MUSCLE y T-Cofee
(Pivorano & Heringa, 2008).

Recurrir a uno u otro tipo de algoritmos es una decisiéon multifactorial. Edgar & Batzoglou (2006) hacen una
serie de recomendaciones al respecto, por ejemplo, si se es muy tradicional, la opcion légica es ClustalW que da
resultados bastante buenos, aunque es un algoritmo lento y menos preciso que los métodos mas modernos. Si
se manejan 500-1000 secuencias en la matriz que sera alineada, MUSCLE es mas eficiente que Clustalw en el
uso del tiempo y su caracter iterativo disminuye sustancialmente los errores de identidad que pueden ocurrir en
los alineamientos de Clustalw. Otra opcién muy buena cuando se tienen mas de 500 secuencias o secuencias
con patrones muy complejos es MAFFT. T-Coffee produce alineamientos muy buenos, pero es lento, demanda
amplios recursos del sistema y no puede ser utilizado con mds de 50 secuencias a la vez.

Para hacer los alineamientos hay muchas alternativas, desde utilizar los ejecutables de los algoritmos
directamente, hasta emplear programas que los integran, como MEGA, Seaview, Geneious, entre otros. Otra
opcion es recurrir a servidores dedicados a alineamientos. €n el sitio web del libro de Lemey, Salemi & Vandamme
(2009)* existe una lista de algoritmos disponibles e indica dénde pueden ser utilizados o descargados. Adicional
a esto, el servidor del Laboratorio Europeo de Biologia Molecular (EMBL-EBI) pone a disposicidn del publico, libre
y gratuitamente, algunos de los algoritmos mas populares.

Seleccion del modelo de evolucion. Para reconstruir una hipétesis de relaciones filogenéticas es indispensable
contar con un modelo que describa cémo las secuencias de ADN o proteinas evolucionan a través de mutaciones,
deriva génica, seleccién, recombinacidn, etcétera (Huson et al, 2010). En palabras mds formales, un modelo de
evolucién es un conjunto de parametros que se utilizan para describir el patrén de sustituciones que caracterizan
a una matriz de secuencias de ADN o proteinas (Strimmer & von Haeseler, 2009). En este sentido, cuando se
trabaja con secuencias, la seleccién del modelo es un paso critico, pues tanto la subparametrizacién como la
sobreparametrizacion pueden alterar los resultados del analisis (Lemmon & Moriarty, 2004).

Actualmente existen mdas de 88 modelos que reflejan distintos grados de complejidad en la evolucién del ADN
(Posada, 2008); entre ellos, los mas importantes en orden de complejidad son Jukes y Cantor (JC), Felsenstein 81
(F81), Kimura dos parametros (K2P), Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), Kimura tres parametros (K3P), Tamura-Nei
(TrN), Simétrico (SYM) y el modelo general de tiempo reversible (GTR, por “general time reversible”). La diferencia
entre cada uno de estos modelos es el nimero y tipo de pardmetros usados; por ejemplo, JC sélo considera la tasa
de sustitucion, mientras que F81 afiade a esto la proporcién en la que estan las bases y asi se van incrementando
los parametros hasta llegar al mas complejo, el GTR, que toma en cuenta todos los parametros posibles como

4https://www.kuleuven.be/aidslab/phylogenybook/Table3.1.html
5https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
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sustituciones, frecuencias de las bases, transiciones, entre otros, y que puede hacerse mas complejo al incluir la
probabilidad de sitios invariables (1) y Gamma (y); este ultimo es una medida de la heterogeneidad entre los sitios
que componen el alineamiento (Huson et al,, 2010).

Asi, para un principiante quizas lo mds practico es dejar que un programa de computadora analice la matriz
de datos y le sugiera tanto el modelo mas apropiado, como los parametros que mejor se ajustan a los datos;
mientras que para un experto esto es una ayuda importante en el proceso, aunque pueden ir mas alla si asi lo
desean. Para la seleccién de modelos hay varios programas, aunque uno de los mas populares es Modeltest o
su actualizacién Modeltest-NG (Posada, 2008; Strimmer y von Haeseler, 2009; Darriba et al,, 2019). Si se desea
aprender mas sobre los modelos de evolucién, un par de lecturas excelentes son el capitulo 3 de Huson et al.
(2010) y Strimmer & von Haeseler (2009).

Estrategias de andlisis. La maxima parsimonia (MP) es un método que busca el arbol mds corto que mejor
explica los datos observados (Whelan, 2008; Swofford & Sullivan, 2009). La idea de esta bisqueda se basa en el
principio conocido como la navaja de Ockham (Occam’s razor), que sugiere que cuando hay dos o mas hipétesis
que proveen una respuesta igualmente probable, la mds simple suele ser la mejor. En este sentido, en la MP
el arbol mds simple es aquel que minimiza la cantidad de cambios evolutivos que se requieren para explicar
los datos (Swofford & Sullivan, 2009). Minimizar la cantidad de cambios evolutivos implica seleccionar el arbol
con menor nimero de homoplasias, que son aquellos caracteres que se adquieren de forma independiente por
grupos no relacionados desde el punto de vista evolutivo, este término también se conoce como evolucién
paralela (Sanderson & Hufford, 1996, Swofford & Sullivan, 2009). Ejemplo de caracteres homoplasicos son la
partenogénesis en reptiles o la forma esférica de algunas Cactaceae y Euphorbia obesa (Euphorbiaceae).

En general, la MP tiene la ventaja de ser bastante intuitiva y de requerir pocos recursos computacionales en
comparacion con métodos estadisticos mas demandantes; sin embargo, su problema es que si las ramas son muy
largas, puede sugerir relaciones incorrectas con un soporte elevado.

Para buscar el arbol mas corto, la parsimonia puede intentar generar todos los arboles, lo cual se conoce
como busqueda exhaustiva (es viable sélo hasta 12 terminales) o puede muestrear la poblacién de arboles a
través de una blsqueda heuristica tradicional o utilizando el algoritmo Ratchet (Nixon, 1999). Independiente de
cémo se establezca la bisqueda heuristica, el programa utilizado muestrearad la poblacién de arboles a través de
algoritmos como el “intercambio con el vecino mas cercano” (NNI), el “cortado vy redibujado de arboles” (SPR) o
la “biseccién y reconexién de arboles” (TBR), que respectivamente representan de la blisqueda mds simple a la
mas completa (Swofford & Sullivan, 2009).

€n MP el Bootstrap es empleado con frecuencia para evaluar el soporte estadistico de los arboles. Este analisis
es una técnica estadistica de remuestreo de datos con réplica, en la que la mitad del conjunto de caracteres es
eliminado, los datos que permanecen son duplicados de tal manera que el grupo de caracteres es del mismo
tamafio que al inicio; a partir de éste se realiza el andlisis filogenético y se obtiene la filogenia mas parsimoniosa.
El proceso descrito se repite tantas veces como sea necesario, lo usual es al menos mil ocasiones y luego se
estima a partir de todos los arboles generados con el conjunto de datos parcialmente simulados la proporcién
en la que se presenta cada clado, incluido en la filogenia basada en datos reales (Schmidt, 2009). Algunos
programas populares para construir arboles utilizando maxima parsimonia son PAUP* (Swofford, 2002), Phylip
(Felsenstein, 1989), TNT (Goloboff, Farris & Nixon, 2008), Nona (Goloboff, 1999) y WinClada (Nixon, 2002).

El método de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés) toma un modelo de evolucion de secuencias
de ADN o proteinas y busca la combinacién de valores de los parametros que componen el modelo que genere el
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arbol filogenético capaz de representar con la mayor probabilidad las secuencias que integran la matriz utilizada.
En otras palabras, es la probabilidad de los datos dado un arbol (Lewis, 1998; Bromham & Penny, 2003).

Algo interesante de la ML es que entre los factores que se toman en cuenta al estimar un arbol filogenético
estan la longitud de las ramas v la topologia. Por ello es posible que un arbol tenga una topologia “correcta”, pero
si su longitud de ramas esta mal calculada, no necesariamente tendra una buena probabilidad. La precisién en la
estimacion de la longitud de ramas convierte a este método en una herramienta indispensable cuando se quiere
evaluar hipdtesis de evolucién de caracteres o estimar tasas de diversificacién. Algunos programas populares
para construir arboles utilizando ML son RAXML-NG (Kozlov, Darriba, Flouri, Morel & Stamatakis, 2019), PhyML
(Guindon et al., 2010), entre otros. Para leer mas al respecto, una introduccién excelente es Lewis (1998).

La inferencia bayesiana (IB) es un método que, con base en un modelo especifico de sustitucion, dado los
datos vy las probabilidades previas, selecciona el arbol que tiene la mayor probabilidad posterior (Bromham &
Penny, 2003). Este método utiliza modelos evolutivos acoplados a Cadenas de Markov Monte Carlo y a otros
algoritmos como Metrépolis para poder hacer sus estimaciones (Ronquist, van den Mark & Huelsenbeck, 2009).

La IB funciona haciendo un muestreo a través de todas las poblaciones de arboles que se “cruzan” en el
camino de la cadena de Markov. Generalmente el analisis se deja correr por un nimero de generaciones que
sea suficientemente grande, como para que las cadenas alcancen la estabilidad y converjan. Se recomienda
hacer varias corridas, a fin de asegurarse de que las cadenas realmente convergieron y que se muestrearon
todas las poblaciones de arboles (Ronquist, van den Mark & Huelsenbeck, 2009). En este tipo de analisis es
conveniente tener en cuenta que los arboles son escogidos conforme a una funcién de probabilidad y que todos
estan conectados (Whelan, 2008).

La probabilidad posterior (PP) puede considerarse como la probabilidad, valga la redundancia, de que un
nodo de la filogenia obtenida bajo un determinado modelo de evolucién sea cierto. De hecho, estudios han
demostrado que estos valores pueden interpretarse directamente (Alfaro, Zoller & Lutzoni, 2003), por lo que
una probabilidad posterior de 0.95 equivale a 95% de probabilidad de que sea cierto. El punto débil de la IB 'y
sus probabilidades posteriores es la sensibilidad a parametros como o (que indica la forma de la distribucién)
y a otros componentes intrinsecos del modelo, entre los que se encuentran la probabilidad de transversion/
inversion (k) y sitios invariables (1). De hecho, una sobreparametrizacién del modelo puede “inflar” los valores de
las PP, aunque esto no es tan grave como la subparametrizacién, que si puede alterar la topologia y ocasionar
un alto soporte a clados falsos (Alfaro et al, 2003; Ronquist et al, 2009). Algunos programas populares para
construir arboles utilizando IB son MrBayes (Ronquist et al,, 2012), BEAST (Bouckaert et al, 2019), entre otros.

Redes filogenéticas (Phylogenetic networks)

En la mayor parte de los trabajos de sistematica que involucran el uso de filogenias, la representacion de las
relaciones ancestro-descendiente se hace a través de dicotomias (Huson et al,, 2010). Este tipo de representacion
tiene una suposicién subyacente: cada vez que ocurre un proceso de cladogénesis en un linaje, éste se divide
sélo en dos nuevos linajes que nunca mds interaccionan (Figura 1); no obstante, existe evidencia de que linajes
diferentes pueden interactuar (Levin, 2004; Mallet, 2005; Via & West, 2008). Un ejemplo claro de este tipo
patrén evolutivo son los hibridos (Soltis & Soltis, 2009; Russell et al., 2010). Se han documentado procesos de
recombinacién o transferencia horizontal de genes entre especies (Richardson & Palmer, 2006; Czislowski et
al, 2018) y también hay casos en que las relaciones son mucho mds complicadas que una dicotomia, como las
radiaciones evolutivas que caracterizan a virus, como al de Inmunodeficiencia Humana (VIH) o al de la influenza
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(Chan, Carlsson & Rabadan, 2013). En los anteriores y otros similares las relaciones reconstruidas que usan el
enfoque dicotémico aportan poca o ninguna informacién sobre los procesos evolutivos subyacentes al grupo de
estudio.

Por ello, cuando se sospecha que los procesos evolutivos no siguen un patrén dicotémico, es conveniente
explorarlos juegos de evidencia con herramientas que permitan el andlisis de las reticulaciones y surepresentacién
a través de diagramas multifurcados, conocidos como redes filogenéticas (Figura 5). Para diferenciar una
filogenia estandar de una red evolutiva, lo primero que debe quedar claro es que un arbol filogenético es un
diagrama en el que se representan las relaciones ancestro-descendiente entre los taxa, a través de una serie
de lineas (ramas) y conexiones (nodos) en los que se puede sugerir (arbol enraizado) o no (arbol no enraizado)
una direccion en los procesos evolutivos (Figuras 1 y 3). Una caracteristica importante de este diagrama es que
no se forman ciclos y es estrictamente bifurcado cuando esta completamente resuelto. Una red filogenética, en
cambio, es cualquier grafico utilizado para representar las relaciones evolutivas entre un grupo de organismos
(sea abstracta o explicitamente), en el que se da hombre a algunos nodos del diagrama mientras que otros
funcionan como conectores (edges) (Huson et al., 2010). Dependiendo de si la hipdtesis es explicita o abstracta,
los nodos pueden representar entidades ancestrales o no.

Figura 5.
Filogenia hipotética en la que se muestra la posicién de un taxén hibrido (H).
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Las redes evolutivas pueden construirse utilizando como bloques de datos secuencias, distancias o arboles;
asimismo, es posible procesar los bloques de datos empleando cualquier modelo evolutivo o paradigma de andlisis
(MP, ML, IB) vy pueden ser enraizadas o no. Uno de los métodos mas usados para elaborar redes es el conocido
como redes divisivas (splits networks) (Figura 6). Para el caso de los esquemas enraizados, éstos pueden ser
construidos utilizando varias herramientas, una de las mas interesantes son las filogenias reticuladas, llamadas
en inglés galled networks, aunque hay redes enraizadas para casos especificos como las redes de hibridacién
(hybridization networks), de recombinacion (recombination networks), entre otras (Huson et al,, 2010).
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Figura 6.
Ejemplo de una red filogenética tipo split network. €n la figura se aprecian las relaciones entre especies del género Encyclia
(Orchidaceae: Laeliinae) basadas en el gen PhyC. Figura elaborada utilizando datos propios.
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Las redes filogenéticas son especialmente (tiles cuando se trata de entender historias evolutivas complejas
en las que hay un alto intercambio de informacién entre linajes, por ejemplo, Stavrinides & Guttman (2004)
estudiaron la evolucién del coronavirus causante del Sindrome Respiratorio Agudo (SARS) en varios linajes
de aves y mamiferos, con el fin de dilucidar su origen. La informacion base que utilizaron fueron secuencias
de los genes que codifican para la replicasa, las espinas superficiales de la capside, la matriz y las proteinas
de la nucleocapside. Los analisis muestran que los linajes de estos virus relacionados con aves y mamiferos
interaccionan generando reticulaciones que podrian deberse a recombinaciéon entre éstos. En un trabajo
relacionado, Forster, Forster, Renfrew & Forster (2020) utilizaron redes filogenéticas para analizar el genoma
del SARS-CoV-2 y encontraron que la forma inicial de la red es consistente con el primer patrén de contagio, pero
se hace difuso a medida que se acumulan efectos fundadores y el virus va mutando.

€l enfoque de redes evolutivas también es (til por debajo del nivel de especie, en donde los linajes suelen
intercambiar informacién genética. Por ejemplo, el uso de redes en forma de arboles de expansién minima permite
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comprender el flujo de genes entre poblaciones de una misma especie. Estas herramientas no distinguen entre
grupos, por lo que pueden servir lo mismo para elucidar los patrones de domesticacién de cerdos (Wu et al,, 2007)
que para comprender la diversidad genética de un hongo fitopatdgeno (Figura 7) (Manzo-Sanchez et al,, 2019).

Figura 7.

Una red de expansiéon minima de los 57 haplotipos encontrados en cinco poblaciones de Pseudocercospora fijiensis (M.
Morelet) Deighton. Los circulos negros pequefios representan los haplotipos faltantes, los circulos coloreados de diferente
tamafio son haplotipos; los colores indican las poblaciones a las que pertenecen y el tamafio representa la frecuencia del

haplotipo. Figura reproducida de Manzo-Sanchez et al, 2019.
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Conclusion

El estudio de patrones evolutivos es un area fascinante de la biologia comparada. Las herramientas disponibles
son variadas y permiten utilizar casi cualquier fuente de datos disponibles, desde la morfologia hasta datos
gendmicos. Con esta variedad de datos también han ido cambiando las herramientas, iniciando por la maxima
parsimonia, maxima verosimilitud, hasta los métodos que usan inferencia bayesiana y que son los mas recientes.
Cada una de estas formas de andlisis tiene sus fortalezas y debilidades. De igual manera, se han flexibilizado
las opciones de representar las relaciones y ya no sélo se piensa en dicotomias, sino que hay maneras de ver
patrones mas complejos de evolucién como las reticulaciones. Sin embargo, los usos de las filogenias son muy
diversos, como las estimaciones de edad que permiten los relojes moleculares o las comparaciones ecolégicas
en un contexto evolutivo.
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