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Resumen - La inferencia filogenética es ampliamente
utilizada en biologia evolutiva, la cual tiene el
objetivo de encontrar las relaciones evolutivas entre
diferentes especies y representarlas en la forma de
un arbol filogenético (o filogenia). Existen varios
métodos estadisticos para la inferencia filogenética.
En esta revisién se presenta la maxima verosimilitud
como modelo de reconstruccién filogenética, método
que consiste en calcular la verosimilitud de multiples
filogenias candidatas vy reportar aquella con el valor
maximo como la filogenia representativa de un grupo
de organismos. En la presente revisidn se explicacomo
se calcula la verosimilitud de una filogenia a partir de
secuencias de ADN provenientes de varias especies.
También se presentan modelos de mutacién de ADN
para calcular probabilidades de transicién entre
nucledtidos, los cuales son usados en la estimacion
de la verosimilitud. Se muestra también un ejemplo
ilustrativo sencillo que aplica los pasos necesarios
para inferir una filogenia y se explica el software mas
usado para inferencia bajo maxima verosimilitud para
alineamientos de ADN mas grandes.
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Abstract - Phylogenetic inference is widely used
in evolutionary biology, aiming to find evolutionary
relationships between different species and report
the result in the form of a phylogenetic tree
(phylogeny). There are several statistical methods
used for phylogenetic inference. In this review, the
method of maximum likelihood for phylogenetic
reconstruction is presented. This technique consists
of finding the likelihood of multiple candidate
phylogenies, and report the one with the highest
likelihood as a representative of the evolutionary
relationships of a group of species. In this paper,
the likelihood calculation of a phylogeny from
multiple-species DNA sequences
Also, some key DNA mutation models to calculate
transition probabilities between nucleotides are
presented. Such transition probabilities are used in
the likelihood calculation of a given phylogeny. A
simple example is shown to illustrate the necessary
steps to infer a phylogeny, as well as the most
common software for maximum likelihood inference
for larger DNA alignments.

is reviewed.
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Introduccion
a sistematica filogenética tiene como objetivo encontrar las relaciones evolutivas o de parentesco
entre diferentes especies o distintos taxones supraespecificos. Dichas conexiones evolutivas se
representan cominmente en la forma de un arbol filogenético, donde organismos emparentados
estan unidos por medio de lineas que simbolizan las ramas del arbol, y donde los nodos significan ancestros
comunes entre especies o clados. Dada la relevancia biolégica de conocer las relaciones evolutivas entre
distintas especies, inferir una filogenia a partir de datos morfolégicos o moleculares es una practica muy
efectuada en biologia evolutiva y taxonomia. Por otro lado, las filogenias también se usan para reconstruir
caracteres ancestrales (Pagel, 1999), establecer relojes moleculares (Bronham & Penny, 2003), o para
estudiar la evolucion de caracteres morfolégicos (Duchen, Alfaro, Rolland, Salamin & Silvestro, 2020).
Existen varios métodos estadisticos para la inferencia o reconstruccién filogenética (Brocchieri, 2001); entre
ellos, la maxima verosimilitud (ML) y la inferencia bayesiana son probablemente los mds usados en la actualidad.
A diferencia de procedimientos basados en distancias genéticas entre secuencias (como el neighbor joining o
el UPGMA), o basados en mdxima parsimonia (Edwards & Cavalli-Sforza, 1963; Pefia, 2011), ML vy el bayesiano
utilizan las verosimilitudes de cada posicion (o columna) en un alineamiento de secuencias de ADN para inferir
una filogenia. En este trabajo se van a desarrollar primero los pasos necesarios para calcular una filogenia
basada en ML y en el siguiente articulo se plantearan los pasos para realizar una inferencia bayesiana. Se
comenzara con el algoritmo necesario para calcular la verosimilitud de un alineamiento (dada una filogenia
particular); luego se describiran dos ejemplos de modelos de mutacién de ADN, los cuales son usados en el
calculo de verosimilitudes; se concluye con un ejemplo simple de inferencia filogenética, mencionando ademds
el software usado para alineamientos mas grandes.

Calculo de la verosimilitud de una topologia
Es importante comenzar por definir nuestros datos y parametros a estimar. Dado un alineamiento D de
secuencias de ADN para un nimero n de especies, el objetivo es encontrar la filogenia, arbol o topologia T que
mejor describa dicho alineamiento. A lo largo de este documento se usaran los vocablos filogenia y arbol
indistintamente para referirse a T, al igual que los términos alineamiento o datos para referirse a D.

Dado un alineamiento D y asumiendo que la evolucién en cada posicién de D y cada rama de T es
independiente, la verosimilitud esta determinada por:

P(DIT) = HP(D(")|T) C )
k=1

Donde D% corresponde al alineamiento en la posicién k (con un total de m posiciones). Esto significa que si
podemos calcular la verosimilitud en cada posicién del alineamiento separadamente, la verosimilitud total sera
simplemente el producto de todas las posiciones de alineamiento. Para fines practicos y evitar problemas
numéricos es mejor utilizar la versién logaritmica de dicha ecuacién:

Tequio, enero-abril 2021, vol. 4, no. 11



Métodos de reconstruccién filogenética I/Duchen/69-79

De esta manera, en vez de multiplicar todas las verosimilitudes, se suman los logaritmos de P(D¥|T) para cada
posicién. El problema con multiplicar verosimilitudes es que éstas representan probabilidades con valores entre
0y 1. Al multiplicar valores menores a 1 varias veces, los ceros decimales aumentan y se pierden rapidamente
las cifras no periddicas durante la multiplicacion. Por este motivo se debe usar la version logaritmica.

Para calcular la verosimilitud en una posicién se emplea frecuentemente el método o algoritmo de “pruning”
de Felsenstein (1973), el cual se describird a continuacién.

Algoritmo “prunning”

Este algoritmo es muy eficiente para calcular la verosimilitud de una filogenia y estd basado en verosimilitudes
condicionales para cada clado de T. Se llama “condicional” a dicha verosimilitud porque su valor depende de los
nucledtidos que estén en el extremo de cada clado. Aqui se denomina V¥ a la verosimilitud condicional de cada
clado en una filogenia en la posicién k de un alineamiento. Para no sobrecargar la notacién vamos a dejar
momentaneamente de lado la indicacién de la posicién k; por ejemplo, el arbol de la Figura 1 tiene las especies
€1, Ez2 y Es, las cuales, en esa posicién del alineamiento, muestran las bases A, G y G, respectivamente. Por el
contrario, las bases de las especies ancestrales €12 y Ei23 Se desconocen y pueden tomar cualquier valor entre
los nucledtidos A, C, G, T.

Las bases de ADN en los extremos del arbol son datos observados, por tanto, los valores de Ven los extremos
serian: Ve1(A,C,G,T)=(1,0,0,0), ya que se observa al nucleétido A en la especie E1; Vez2(A,C,G,T)=(0,0,1,0), porque
se observa al nucledtido G en la especie Ez; vy Ves(A,C,G,T)= (0,0,1,0). Una vez calculadas las Vs en los extremos
del arbol, se van a calcular las Vs en los nodos internos.

La verosimilitud condicional del nodo interno E1> esta dada por dos posibilidades: la de cambiar del estado de
Ei2a A ydeEiza G, alolargo de la rama tiz que separa a ambos nodos. Por tanto,

Vi,, = (P(A|Eq3 t15) X D(P(G|E, ti2) X 1).

En esta ecuacidn, el primer factor corresponde a la probabilidad de cambiar del estado de E:z a A, y el segundo
factor a la probabilidad de cambiar del estado de Eiz a G. Ndtese aqui que multiplicamos ambos factores por 1,
que corresponden a las probabilidades de observar las bases Ay G en las puntas de dicho arbol, respectivamente
(estas probabilidades corresponden a Ve y Ve, calculados anteriormente).

Se procede ahora a calcular la verosimilitud condicional en la raiz del arbol. Si se define x como el nucleétido
que corresponde a E1z, entonces la verosimilitud condicional en la raiz del arbol de la Figura 1 estd dada por:

Ve, = (ZP(x|E123,t123 - t12)VE12>P(G|E123;t123) x 1.
X

El primer factor muestra la probabilidad de cambiar del estado de Eiz3 al nucledtido x, a lo largo de la rama de
longitud ti23-ti2 dada la probabilidad Veiz (calculada en el paso anterior). Nétese que aqui se suman todas las
probabilidades de x (x € {A,C,G,T}), va que se desconoce el nucledtido correspondiente a Ei.. El segundo factor
atafie a la probabilidad de cambiar del estado de Ei23 a G a lo largo de la rama tizs. Dicho factor igualmente se
multiplica por 1, que refiere a la probabilidad de observar una G en el extremo del arbol.
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En general, y para cualquier filogenia, asumiendo que el clado en cuestion tiene como nucledtido s (s €
{A,C,G,T}) y tiene dos descendientes con nucleétidos x (x € {A,C.G, T} v v (v € {A,C,G,T}), con longitudes de rama
t v ty, entonces cada Ve esta dada por:

Vi = (ZP(xw.tx)Vx) ZP(ﬂs.ty)Vy

De esta manera, comenzando por la punta del drbol, se calculan las verosimilitudes condicionales descendiendo
por cada nodo hasta llegar a la raiz. Al final, la verosimilitud total de la filogenia T en la posicién k (retomando
la notacién original) es:

v = p(DW|T) = Zn V9 (),

X "Eraiz
x

donde m« es la probabilidad a priori del nucledtido x -la cual se puede estimar por su frecuencia en el
alineamiento- y Ewz es el nucledtido en la raiz del arbol, correspondiente a Ei2; en el ejemplo de la Figura 1.
Finalmente, todas las probabilidades P(x|s,t) o P(y|s,t) se calculan con diversos modelos de mutacién de ADN,
los cuales se describen en la seccion “Modelos de mutacién de ADN".

Inferencia filogenética

La inferencia por ML funciona de la siguiente manera: dadas las topologias candidatas para un alineamiento D
particular, se pueden calcular las verosimilitudes de cada una (utilizando el algoritmo “prunning”). Luego, la
topologia con la mayor verosimilitud serd la filogenia correspondiente a D. Hay dos aspectos importantes para
tomar en cuenta al realizar la inferencia por ML: el bootstrapping y la bisqueda de topologias.

Bootstrapping. En inferencia por ML se recurre al bootstrap para obtener una medida de incertidumbre para el
arbol con la maxima verosimilitud. €l bootstrap en filogenética consiste en; 1) tomar muestras con reemplazo
de las columnas de un alineamiento, 2) formar un nuevo alineamiento con dichas columnas, y 3) volver a inferir
la topologia con el nuevo alineamiento. Para ser mas preciso, si D tiene m columnas, entonces se toman m
muestras con reemplazo y se infiere la filogenia. Este proceso se repite multiples veces. Estudios que utilizan
hasta 2 500 secuencias muestran que 100 a 500 repeticiones de bootstrap son suficientes, pero para criterios
mas conservadores se llegan a hacer varios miles de repeticiones (Pattengale, Alipour, Bininda-Emonds, Moret
& Stamatakis, 2010). En la filogenia final (aquella con la maxima verosimilitud) se reporta el porcentaje de
ocasiones que cada clado se mantiene en las repeticiones del bootstrapping. Clados con valores de bootstrap
mayores a 75% se consideran con buen soporte estadistico.

Biusqueda de topologias. Otro aspecto importante constituye la bisqueda de topologias. Para alineamientos
con pocas especies es posible calcular la verosimilitud de todas las topologias posibles, o que se conoce como
una bidsqueda exhaustiva. Sin embargo, para alineamientos con muchas especies la cantidad de topologias para
analizar es muy grande, por lo que se emplea la bisqueda heuristica (aproximada). Para dar un ejemplo, un
alineamiento con tres especies tiene tres topologias posibles; cuatro especies, 15 topologias posibles (Fig. 2);
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cinco especies tienen 105 topologias, y si hablamos de un alineamiento de 50 especies (muy comun en estudios
biolégicos) tendriamos 2,75x107® topologias posibles. Por tanto, computacionalmente no es realista calcular la
verosimilitud de tal cantidad de arboles. Para solucionar esto, existen algoritmos que hacen una bisqueda de
topologias solamente entre aquellas con mayor verosimilitud (Stamatakis, 2014).

Modelos de mutacion de ADN

Se continda ahora con la descripciéon de modelos de mutacién de ADN, los cuales se usan para calcular
verosimilitudes. Existen distintos modelos para estimar la probabilidad de cambiar de un nucleétido a otro a lo
largo de una rama. La complejidad de dichos modelos radica en la reversibilidad de la sustitucién de nucleétidos,
o en la inclusién de eventos denominados “transiciones” y “transversiones”. Desde el punto de vista genético-
molecular, una transicién es una sustitucién entre purinas (nucleétidos A y G) o pirimidinas (Cy T), mientras que
una transversién es un cambio de una purina a una pirimidina, o viceversa.

Jukes-Cantor

El modelo mas simple es el de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor, 1969), donde se asume que |a probabilidad de que
un nucledtido modifique a los otros tres es la misma. Partiendo de que la tasa instantdnea de cambio de un
nucledtido especifico es /3, y que la frecuencia de cada nucledtido es 1/4 (ma = mc = ;= 17 = %), entonces la
tasa de sustitucién total de un nucledtido cualquiera es p/3 + p/3 + p/3 + /3 = 4p/3.

Para calcular la probabilidad de un evento de sustitucién a lo largo de una rama de longitud t se emplea la
distribucion de Poisson. En este caso, |a probabilidad de una “no” sustitucion es e**¥3, donde 4u/3 corresponde
a la tasa de sustitucion calculada en el parrafo anterior y la probabilidad de al menos un evento de sustitucién
es 1-e*"3, Por tanto, la probabilidad de cambio de un nucledtido s a otro x a lo largo de una rama de longitud t
viene dada por:

4
3

1
P(x|s,u,t) = Z(l - e"’“),

donde el factor 1/4 indica la probabilidad de que el dltimo evento de sustitucion resulte en el nucleétido x.

€l modelo de Kimura (1980) también asume que las frecuencias nucleotidicas mx (X € {A,C,G,T}) son las
mismas. Sin embargo, a diferencia del modelo de Jukes-Cantor, el de Kimura distingue entre transiciones y
transversiones. No se desarrollard aqui este modelo, pero se presentard uno mds general que incluye al de
Kimura, ademas de otros como casos especiales.

Tamura-Nei

Este modelo descrito originalmente por Tamura & Nei (1993) hace diferencia entre transiciones y
transversiones, y también permite que las frecuencias nucleotidicas mx sean distintas entre si. Para tomar en
cuenta transiciones y transversiones -y siguiendo la notacién en Felsenstein (2004)- se definird como ar a la
probabilidad de escoger una purina a partir una purina, vy av a la probabilidad de escoger una pirimidina a partir
de una pirimidina. Ademds, se definira como 6 a la probabilidad de elegir un nucleétido cualquiera a partir de las
cuatrobases A, C, Gy T.

Con base en estas definiciones la tasa instantanea de cambio entre las purinas e.g. G a A seria ay —=2

TA+TIG
Bm,. Aqui, el primer término representa la probabilidad de escoger otra purina (A) dado que se parte de una
purina (G), mientras que el segundo término representa la probabilidad de escoger al nucledtido A a partir de
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cualquier otro. Para el caso de una transversion (por ejemplo de C a A) la tasa instantanea de cambio es
simplemente 8m. De acuerdo con estos ejemplos, es sencillo escribir las tasas de cambio para el resto de
nucledtidos.

Para calcular la probabilidad de un evento de sustitucién a lo largo de una rama de longitud t también se
utilizard la distribucién de Poisson. Si se comienza con una purina, la probabilidad de que no haya ninglin evento
de transicion a lo largo de t es e~%#?, |a probabilidad de transversiones es (1 — e~#?), la de transiciones pero no
transversiones es (1 — e~*r")e~Ft, la de que no ocurra ningln evento es e~ @&+, etcétera. Estos mismos
criterios para calculo de probabilidades aplican para las pirimidinas. Ahora si, la probabilidad de sustitucién total
entree.g. Ay Galolargode tes:

g

P(G|A,t) = e Ft(1 — e~art
GlA) = e P11 —e )HAJHTG

+ (1 - e P)m,.

En otras palabras, para obtener una G a partir de una A existen dos posibilidades: 1) no puede haber ninguna
transversion (e~#t) y tiene que haber una transicién (1 — e~%r*) que resulte en una G, o 2) pueden existir
transversiones (1 — e~#t) siempre y cuando la Gltima resulte en una G. De esta misma manera pueden escribirse
expresiones para las otras sustituciones entre los distintos pares de nucleédtidos.
Se finaliza esta seccién mencionando los modelos F84 (Felsenstein & Churchill, 1996), HKY (Hasegawa,
Kishino & Yano, 1985) y el modelo General time reversible (GTR) (Lanave, Preparata, Sacone & Serio, 1984;
TA+TTC

Tavaré, 1986). En el modelo F84 ar = ay, Por otro lado, si Z—j e entonces obtenemos el modelo HKY.

Finalmente, el modelo GTR generaliza los modelos vistos anteriormente, ya que incluye seis tasas de sustitucién
(una para cada par de nucleétidos). Si bien no es necesaria su descripcion a detalle en la presente revisidn, este
modelo estd implementado en los programas clasicos de inferencia filogenética (ver seccion “Software para
inferencia filogenética con ML").

Ejemplo de algoritmo para inferencia por ML

Ahora se va a desarrollar un ejemplo muy sencillo para inferir una filogenia usando ML. Se utilizard el
alineamiento del ejemplo 1.1.1 del articulo “Modelo de estimacién de pesos de arbol filogenético para un
cuartet, aplicando conjugacién de Hadamard” (publicado también en este nimero de la revista). Dicho
alineamiento contiene cuatro especies y 16 posiciones; se convierte a formato FASTA y se guarda en un archivo
denominado “alineamiento.fas”:

>El
CCATCAAACGTGTGAC
>E2
ACAGCAATGTTATCTC
>E3
CCATTGAAGATGCGTT
>E4
ACAGTAGTGTTACCAG
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Posteriormente, se consideran posibles topologias para las especies E1, €2, E3 y E4. En total existen 15 posibles
topologias, las cuales se pueden escribir en formato NEWICK y se guardan en un archivo denominado

"topologias.tre” (visualizadas en la Figura 2):

((E1:1,E2:1):1,(E3:1,E4:1):1):1
((E1:1,E4:1):1,(€2:1,E3:1):1):1
(((E1:1,€2:1):1,€63:1):1,E4:1):1
(((E1:1,E2:1):1,E4:1):1,€E3:1):1
(((EL:1,E3:1):1,E2:1):1,E4:1):1
(((E1:1,€3:1):1,E4:1):1,€E2:1):1
((E1:1,€63:1):1,(€E2:1,E4:1):1):1;
(((E1:1,E4:1):1,€2:1):1,€3:1):1;
(((E1:1,E4:1):1,€E3:1):1,€E2:1):1
(((E2:1,E3:1):1,E1:1):1,€E4:1):1
(((E2:1,E3:1):1,E4:1):1,€E1:1):1

(((E2:1,E4:1):1,€61:1):1,€3:1):1

(((E2:1,E4:1):1,E3:1):1,E1:1):1;
(((E3:1,E4:1):1,€2:1):1,€E1:1):1;
(((E3:1,E4:1):1,€E1:1):1,€2:1):1;

Finalmente, utilizando los archivos que recién se crearon (“alineamiento.fas” y “topologias.tre”) como input, se
desarrolla a continuacién un programa corto (escrito en el lenguaje de programacién R) para ejemplificar el

algoritmo de inferencia filogenética utilizando ML:

HEHHFH#H#-INICIO DEL PROGRAMA-####H##

library(ape)

library(phangorn)

#Alineamiento de ADN.

D <- phyDat(read.FASTA("alineamiento.fas")) #Posibles topologias.
T <- read.tree("topologias.tre”)

cat ("\nEjemplo de inferencia con ML\n")

#El vector logV guardara las verosimilitudes de cada topologia.
logV <- numeric(length(T))

#La funcion pml de la libreria phangorn calcula la verosimilitud.
for (i in 1:length(T)) {

logV[i] <- pmi(T[[i1],D)SlogLik

print(paste(“Log Verosimilitud topologia”,i,"=",logV[i] ) )
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#Aqui se escoge la topologia con la maxima verosimilitud. print ( paste ( “Topologia con la maxima
verosimilitud =",

which (logV==max(logV))))
H###H###-FIN DEL PROGRAMA-###H###

El output de este programa es el siguiente:

Ejemplo de inferencia con ML

[1] "Log Verosimilitud topologia 1 = -87.1232112880638"
[1] "Log Verosimilitud topologia 2 = -87.8578012541171"
[1] "Log Verosimilitud topologia 3 = -87.0763445725479"
[1] "Log Verosimilitud topologia 4 = -87.0328449489164"
[1] "Log Verosimilitud topologia 5 = -86.6093614372388"
[1] "Log Verosimilitud topologia 6 = -86.7630718337047"
[1] "Log Verosimilitud topologia 7 = -85.6551750661665"
[1] "Log Verosimilitud topologia 8 = -87.61408828079"

[1] "Log Verosimilitud topologia 9 = -87.8112983008873"
[1] "Log Verosimilitud topologia 10 = -87.5197055341976"
[1] "Log Verosimilitud topologia 11 = -87.5197055341976"
[1] "Log Verosimilitud topologia 12 = -86.2876683750476"
[1] "Log Verosimilitud topologia 13 = -86.331167998679"
[1] "Log Verosimilitud topologia 14 = -87.3545380111076"

[1] "Log Verosimilitud topologia 15 = -87.5082484075735"
[1] "Topologia con la maxima verosimilitud = 7"

Como se puede corroborar, la topologia con la maxima verosimilitud es la 7 (Figura 2). En la realidad, para un
alineamiento tan reducido, otros métodos basados en distancias genéticas seran suficientes para inferir la
filogenia. ML es mas Util para alineamientos con mas especies y mas posiciones.

Software para inferencia filogenética con ML

Existen muchos programas que calculan filogenias utilizando ML. Histéricamente el software PAUP (Swofford,
2002) también incluye un método ML. Sin embargo, se desarrollaron otros programas con mayor velocidad, aqui
se nombrardn los mds usados en la actualidad.

RAxML. Desarrollado por Stamatakis (2014), este programa toma un alineamiento como input y reporta la
filogenia con la maxima verosimilitud. Es muy utilizado debido a su rapidez; Ademas, RAXML también realiza el

bootstrapping.

PHYLIP. Desarrollado por Felsenstein y colaboradores (Felsenstein, 2019). La primera versién salié en 1980 y
desde entonces fue desarrollandose y actualizandose continuamente. PHYLIP, ademas de calcular filogenias
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empleando ML, también lleva a cabo bootstrapping e incluye varios métodos de andlisis evolutivo a lo largo de
filogenias.

PhyML. Desarrollado por Guindon et al. (2010), PhyML consiste en diversos programas que calculan una
filogenia utilizando ML. Ademads, contiene herramientas para la calibracién de fésiles en filogenias y para estimar
tasas de dispersion.

MEGA. Desarrollado por Hall (2013). También incluye inferencia filogenética con ML, en conjunto con una
multitud de herramientas Utiles en genética evolutiva.

Figura 1.

Algoritmo “prunning” para calcular la verosimilitud de un arbol T en una posicién (o columna) k del alineamiento
D. Aqui observamos los nucledtidos A, G y G para las especies €1, E2 y E3, respectivamente. Los nucledtidos en
los nodos interiores E12 y Ei23 se desconocen, pero eso no impide calcular su verosimilitud, ya que se pueden
sumar las cuatro posibilidades correspondientes a los cuatro nucledtidos posibles.

Ei=A E>=G Es=G

Ei2s e {A,C,T,G}
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Figura 2.
Topologias posibles para el alineamiento D del ejemplo en la seccién 4. La topologia con la maxima verosimilitud
esla?7.

Topologia 1 Topologia 2 Topologia 3
E4 —————————F3 E4
E3 L —————E3
E2 €4 —E2
E1 L F1 L—F1
Topologia 4 Topologia 5 Topologia 6
E3 &4 ——£2
—F4 £2 E4
———————E2 ———E3 —————E3
S —F1 1
Topologia 7 Topologia 8 Topologia 9
—————————E4 —————E3 k2
L £2 E3
—————F3 ———————E4 ——————E4
] —F1 El
Topologia 10 Topologia 11 Topologia 12
E4 ————FE1 ——E3
1 E4 E1
— &3 ——————E3 —————E4
L e —F2 — 2
Topologia 13 Topologia 14 Topologia 15
El —————El ——————E2
————E3 £2 E1
——————F4 ————E4 ———————E4
S —————£3 E3
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