Manual para anélisis filogenéticos moleculares Tema 3.2

TEMA 3.2. Obtenciéon de matrices: busqueda de homologias, alineamiento

Contacto: Isabel Draper (Isabel.draper@uam.es)

INTRODUCCION

Una vez obtenidas las secuencias, es necesario agruparlas para construir la matriz de
datos. Para ello se colocan las secuencias superpuestas, de tal manera que cada fila
corresponde a una muestra y cada columna a un caracter (que en el caso de las
secuencias sera molecular —un nucleétido o un conjunto de nucledétidos-, pero que
también puede ser morfologico). Este es el proceso que se denomina alineamiento, y
busca enfrentar aquellas partes de las secuencias que son homdlogas (idénticas o con
el menor numero de cambios posible), para asi poder identificar mutaciones,
inserciones, deleciones, inversiones, etc. producidas entre las muestras estudiadas

(Fig. 1).

# Name &) 60 6:> 70 7:> 30 85 90 95 100 105 T

1 RalbDQE87192 TTTTAC.A.AACC.ACAA.ACAAAI.T TTAIAAAAAAiIIAIiIA TA-I T@cl
2 Rluteola DQ987187 T T TAcEcEAACABACAABEE T T TAGAAAAAGEEEAGEEATAGE TECABABA

# Name &) o 65 70 75 80 85 % 95 100 105 1
1 RalbDOE87102 T‘Tf'rAcIAIAAccIa}caAl,AcAg\"AIl'r'rjr'AlAA"A'A’AAill‘Alil?A"rAil'flci
2 Rluteola DQ987187 TfTTAcEGcEAACAGACAR - - - - - BEETTTAGAAAAAGEGEAEEEATAEBETECH

Figura 1. Ejemplo de busqueda de homologia para realizar un alineamiento.

La correcta elaboracion del alineamiento constituye un paso fundamental para
la obtencién de una buena filogenia, dado que la topologia de los arboles filogenéticos
que se obtengan al final del proceso esta totalmente condicionada por las asunciones
de homologia reflejadas en la matriz de datos (Simmons et al, 2001; Simmons y
Freudenstein, 2003). Sin embargo, en algunas ocasiones, el alineamiento de las
secuencias es dificil, dado que las secuencias pueden haber acumulado multitud de
cambios que pueden ser interpretados de diferentes maneras (Fig. 2), o que implican
unas secuencias tan diferentes entre si que se complica la busqueda de zonas
homologas. Ademas, dos secuencias de ADN pueden presentar hasta un 25% de
identidad solo por azar (Simmons y Freudenstein, 2003).

# Name |05 190 195 200 205 210 215 220 225

1 N_ceph f (c ABcAcEFBEEG -GIIGGIIIGGl.lGil..GiGAAGGGGG.‘GG.G*.
2 Dolenomit (o AG Ac M BBS BREcBEfAccciccfBecBoBicciccBNEEERECE

et TR,

# Name B5 190 195 200 205 21 230 235 # Name |85 190 195 200 205 210 215 220 225 220 235 24
1 N«PhJ‘GAlGAGIlllGIIll lleGllleGllleillleisAAGGGGGIiGGIaiI 1 N_ceph FJGAIGAGIIIIGIIIIi - GllseillscillelilleleAAGGGGGIIGGIGIi
2 Doichomit |G Alc AcicBEcTEEEE- - - - - Efge-BEE- - - - - - - - AccclccfBccEcBE 2 ooichomicABcAcHcEEc IEEEEERE: - - - - -BEE- - - - - - - - - - - - - cGlcclBccEcER

Figura 2. Distintas alternativas (A y B) para el alineamiento de las dos mismas
secuencias.
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Las mutaciones del ADN pueden ser: sustituciones (cambio de un nucleétido
por otro en una misma posicion), inserciones (adicion de nuevos nucleétidos a la
secuencia) o deleciones (pérdidas de nucleétidos en la secuencia). Las mutaciones
mas frecuentes son las sustituciones, sin embargo no es raro encontrar inserciones y
deleciones de diferente tamano. La presencia de inserciones o deleciones en
determinadas secuencias supone un reto en el alineamiento al obligar a la inclusién de
un nuevo caracter (denominado gap o indel y representado por el simbolo “-”) en la(s)
secuencia(s) que carezcan de esa posicion. En el ejemplo de la figura 2 se puede
observar como la posibilidad A implica la creacion de tres huecos —gaps- (por insercién
en la primera secuencia o delecién en la segunda) y una mutacién entre las posiciones
200 y 222, mientras la posibilidad B implica tres gaps y ninguna mutacién en ese
mismo conjunto de bases.

En general, se considera que el mejor alineamiento es aquel que tiene mas
sentido biolégico. Existen numerosos programas informaticos que realizan
alineamientos de manera automatica, estableciendo cual de los posibles alineamientos
tiene mas sentido biolégico mediante sistemas de evaluacion (scoring). La manera
mas simple de evaluar los alineamientos consiste en puntuar de manera diferente las
mutaciones y la apertura de gaps en el alineamiento (por ejemplo sumando un punto
por cada base coincidente, dado un valor de cero a cada mutacién y restando un punto
por cada base que falte). En cualquier caso, los alineamientos obtenidos siempre
deben ser revisados manualmente para valorar el sentido biolégico de los cambios
propuestos (ej. Doyle y Gaut, 2000; Kelchner, 2000). Finalmente es muy importante
decidir cdmo tratar los gaps del alineamiento a la hora de elaborar la reconstruccion
filogenética (Simmons y Ochoterena, 2000). En la mayor parte de los programas la
opcion establecida por defecto considera los gaps como informacion desconocida
(missing data, representado el matriz por el simbolo “?”). Sin embargo, muchos
autores sostienen que los gaps pueden tener sentido filogenético. Existen dos
maneras de considerar los gaps como informativos para los analisis: como un quinto
estado (A, T, C, G, -), con el inconveniente de que cada base ausente es considerada
como un caracter independiente (cuando puede no serlo si ha habido una insercién o
delecién multiple), o codificando cada indel (insercion o delecion; Simmons y
Ochotorena, 2000).

Una vez obtenido el alineamiento, este puede ser guardado en diferentes
formatos de texto para su posterior analisis. Los formatos mas frecuentemente
utilizados son fasta, nexus y phylip.

El formato fasta (Fig. 3) incluye el nombre de la secuencia, que se distingue
por empezar por el simbolo >, y los datos de la secuencia, nucleétidos representados
por un codigo de letras que normalmente es:

Cédigo Significado Cédigo Significado
A Adenosina S G/C
C Citosina W AlT
G Guanina B G/T/C
T Timidina D G/A/T
U Uracilo H A/C/IT
R G/A V G/C/A
Y T/C N A/IG/CIT
K G/T X mascara
M A/C - gap
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>R_alb_DQ9871924
CTTTCARATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAGAACCGAC
AAGACAAAGGTTTAGAAAARAGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTC
ACTGCCTTGTGTTCCTTATGTAATACTATTTTGAAATTTAATATTCAGTAACAAAAAATCACTCCATAGTICTG
ATTAATAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAG TATTCTACATGTCAATACTGACAACAATGAAA
TTTATCGTAAGATGAAAATCCGTCGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCC
CTCCAARAGAGTCTGTTTGAGGCTCTACCTAATTTTAATTTTAGTTATTCARAARATTCATTATCATTTGCGTT
GATCCTACTCTTTTACAAACGTATCTGAGCAGAATTTTGTATCTTATTACAAGTCTTGTAGAATATATGAGAC
ARATGAGAAAAARATACCGATTTGACTGATTTACAATCTATAGCATTATTCATTTTAAAACTTATAA
AAAATCTAAGAAATTCCCGGTCCAAGACTTAATACTTTTAGTTTTCTTTTCATTGACATA

CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGCGAACAGAC
AAGGGTTTAGAAAAAGGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTCACTAC
CTTGTGTT! CCTAAAGAJAAAAACTTA’TAT TGCATAAGTATAT ’“TAATGTAATACTA"TT TAAAA’TT GAATA’_T

TTTAAAA’"””'TSAGCS
CAAATTTTATTTTTTA

ATTTACAAT

VTATASCATTA "TTTAAAA TTATAAASTA’TTCC‘TTT TGAAAATCTAAGAAAT AAGACTT
AATACTTTGATTTTTCTTTTCATTGACATAGACCTAAGTCATCGCGTAAAATGAAGATGATGCTTCGGTAA? 2T

Figura 3. Representacién de dos secuencias de ADN de Reseda luteola 'y R. alba en
formato fasta.

El formato nexus (Fig. 4) incluye un bloque inicial, previo a la matriz de datos,
mediante el cual se especifican:

- el formato (#Nexus)

- las dimensiones de la matriz (ntax=numero de secuencias y nchar=nimero de
caracteres)

- el tipo de datos incluidos (datatype=dna o restriction —si se trata de gaps
codificados- o standard —si son caracteres morfoldgicos codificados-)

- la manera de alternar las secuencias (interleave=yes —si en la matriz se
alternan la primera linea de la muestra 1, la primera linea de la muestra 2, la
segunda linea de la muestra 1, la segunda linea de la muestra 2, etc.- o
interleave=no —si la matriz esta constituida por la primera secuencia completa,
seguida por la segunda secuencia completa, etc.-)

- el cédigo de simbolos utilizado

A continuacion de este bloque aparece la matriz de datos, que en el caso de
secuencias moleculares suele estar constituida por el nombre de la secuencia (en este
caso no se acepta el comienzo con >) y sus nucleétidos. La matriz siempre termina
con ; END;
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#NEXUS

BEGIN DATA
DIMENSIONS NTAX=2 NCHAR=73

1)
FORMAT DATAT) NA INTERLEAVE=NO [SYMBOLS="ACTG" GAP=- MISSING="? ;

MATRIX

R_alb_DQ987192
CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAGAACCGACA
AGACAAAGGTTTAGAAAAAAG GGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTCA
CTGCCTTGTGTTCCTTATGTAATACTATTTTGAAATTTAATATTCAGTAACAAAAAATCACTCCATAGTCTGATTAA
TAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCTATTCTACATGTCAATACTGACAACAATGAAATTTATCG
TAAGATGAAAATCCGTCGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCAAAAG
AGTCTGTTTGAGGCTCTACCTAATTTTAATTTTAGTTATTCAAAAATTCATTATCATTTGCGTTGATCCTACTCTTT
TACAAACGTATCTGAGCAGAATTTTGTATCTTATTACAAGTCTTGTAGAATATATGAGACT CATACAAATGAGAAA
AAAATACCGATTTGACTGATTTACAATCTATAGCATTATTCATTTTAAAACTTATAAAGTATTCCTTTTGAAAATCT
AAGAAATTCCCGGTCCAAGACTTAATACTTTTAGTTTTCTTTTCATTGACATAGACCTAAGTCATCGCGTAAAATG
AAGATGATGCTTCGGTAA????2??72727222722?22?22?22?22?22?22°277

R_luteola_DQ987187
CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGCGAACAGACA
AGGGTTTAGAAAAAGGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTCACTACC
TTGTGTTCCTAAAGAGAAAAACTTATATTGCATAAGTATATCTAATGTAATACTATTTTAAAATTGAATATTGATTT
TAAAAAAATGCATTCCATAGTCTGATAAATAACT GATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCTATTCTACAT
GTCAATACTGACAACAATGAAATTTATCGTAAGATGAAAATCCGTCGACTTTTAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCC
CTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCAAAAGAGTCTGTTTGATGCTCTACCAAATTTTATTTTTTAGTTATTCAACAA
TTCATTATCATTTGCGTTGATCCTACTTTTTTACAAACGTATCTGAGCAGAATTTTATATCTTATTACAAGTCTTGT
AGGATATATAAGACTCATACAAATGAGCAAAAAATACCGATTTGACTGATTTACAATCTATAGCATTATTCATTTT
AAAACTTATAAAGTATTCCTTTTGAAAATCTAAGAAATTCCCGGTCCAAGACTTAATACTTTGATTTTTCTTTTCAT
TGACATAGACCTAAGTCATCGCGTAAAATGAAGATGATGCTTCGGTAA??

D,

Figura 4. Representacion de las mismas dos secuencias de ADN de Reseda luteola y
R. alba en formato nexus.

El formato Phylip también incluye una primera linea en la que se indican las
caracteristicas de la matriz (Fig. 5). En este caso esa primera linea esta constituida por
un primer numero que se refiere al nuUmero de muestras, un segundo numero que se
refiere al niumero de caracteres, y una letra (i si los datos aparecen interleaved, s si
aparecen secuenciales). A continuacion de esta linea aparece la matriz, constituida
por el nombre de la secuencia, seguida por los nucleétidos que la constituyen.

2++730- 59

1

R_alb_DQ98
CTTTCAAATTCAGAGARACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACCGAC
AAGACARAGGTTTAGAAAARAGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTC
ACTGCCTTGTGTTCCTTATGTAATACTATTTTGARATTTAATATTCAGTAACAAAAAATCACTCCATAGTCTG
ATTAATAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCTATTCTACATGTCAATACTGACAACAATGARA
TTTATCGTAAGATGAARATCCGTCGACTTTTARAATCGTGAGGGTTCAAGT CTATCCCCAACTTTATCC
CTCCARAAGAGTCTGTTTGAGGCTCTACCTAATTTTAATTTTAGTTATTCARARATTCATTATCATTTGCGTT
GATCCTACTCTTTTACAAACGTATCTGAGCAGAATTTTGTATCTTATTACAAGTCTTGTAGAATATATGAGAC
TCATACAAATGAGAAAAAAATACCGATTTGACTGATTTACAATCTATAGCATTATTCATTTTAAAACTTATAA
AGTATTCCTTTTGAAAATCTAAGAAATTCCCGGTCCAAGACTTAATACTTTTAGTTTTCTTTTCATTGACATA

CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGCGAACAGAC
AAGGGTTTAGAAAAAGGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTCACTAC
CTTGTGTTCCTAAAGAGAAAAACTTATATTGCATAAGTATATCTAATGTAATACTATTTTAAAATTGAATATT
GATTTTAAAAAAATGCATTCCATAGTCTGATAAATAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCCTAT
TCTACATGTCAATACTGACAACAATGAAATTTATCGTAAGATGAARATCCGTCGACTTTTAAAATCGTGAGGG
TTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCARAAGAGTCTGTTTGATGCTCTACCARATTTTATTTTTTA
GTTATTCAACAATTCATTATCATTTGCGTTGATCCTACTTTTTTACAAACGTATCTGAGCAGAATTTTATATC
TTATTACAAGTCTTGTAGGATATATAAGACTCATACAAATGAGCAAAAAATACCGATTTGACTGATTTACAAT
CTATAGCATTATTCATTTTAAAACTTATAAAGTATTCCTTTTGAAAATCTAAGAAATTCCCGGTCCAAGACTT
AATACTTTGATTTTTCTTTTCATTGACATAGACCTAAGTCATCGCGTAAAATGAAGATGATGCTTCGGTAA? 2T

Figura 5. Representacion de las mismas dos secuencias de ADN de Reseda luteola y
R. alba en formato phylip.

PROGRAMAS NECESARIOS

Existen numerosos programas informaticos para el alineamiento de secuencias, tanto
para hacer un alineamiento manual secuencia a secuencia, como para obtener un
alineamiento automatico. Algunos de estos programas pueden ser utilizados
directamente en aplicaciones de Internet, como por ejemplo en:
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/

En esta seccidon te proponemos la utilizacion de ClustalW2 (Larkin et al, 2007;
Thompson et al, 1994) y MUSCLE (Edgar, 2004) para el alineamiento automatico
(disponibles en la direccion de Internet indicada), y PhyDE (Mdller et al:
http://www.phyde.de/ ) para el alineamiento manual.

PhyDE es un editor de alineamientos con el que puedes realizar manualmente
un alineamiento desde cero, o modificar un alineamiento previamente obtenido, como
vamos a hacer a continuacion.

Este programa puede ser descargado desde
http://www.phyde.de/download.html. Al ser instalado, automaticamente se creara una
carpeta llamada PhyDE-Data. Para poder utilizar los plugins desde PhyDE debes
buscar donde se localiza esta carpeta en tu ordenador, crear dentro de ella dos
subcarpetas: tmp y Plugins, e instalar los Plugins en la carpeta Plugins que acabas de
crear. EI manual de utilizacion de PhyDE puedes consultarlo en:
http://www.phyde.de/docu/docu.html.

METODOLOGIA Y PRACTICA

l. Alineamiento mediante ClustalW2

Paso 1. Desde la pagina http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ abre ClustalW2:

Bioinformatics Taols for Multiple Sequence Alignment |... f3 - B) [0 % - Pagnav Seguidad v Herramientas v (@)~
[Find| Help {Feedback
Research | Training Industry AboutUs | Help sie index B &
Tools Home .
Tools A-Z Multiple Sequence Alignment

; Multiple Sequence Alignment (MSA) is generally the alignmentof three or more biological sequences (profein
Download ornucleic acic) of similar length. From the output, oy can be inferrec and the
between the sequences studied

By contrast, Pairwise Sequence Alignment tools are usec to icentify regions of similarity that may incicate
functional, structural ancior evolutionary relatonships between two biological sequences

ClustalOmega NewMSA ool that uses seecec quice trees and HIM profile-profile technigues to
® gl protein only). Suitable for mecium-iarge alignments.

I that uses tree-basec progressive alignments anc can incorporate
tructure information into the process. Suitable for mecium alignments.

Q Launch Clistat2

Clustaw2 ®  Pol

DbClustal @  Create aMultiple Sequence Alignment from a protein BLAST result using the DbClustal
program

 Laur tal
Kalign ® | thatconcentrates on local regions. Suitable for large alignments
MAFFT ® MSA tool that uses FastFourier Transforms. Suitable for mecium-large alignments.
 Laur T
MUSCLE ® especially gooc with proteins. Suitable for mecium alignments
MView ® Transform a Sequence Similarity Search resultinto 2 Multiple Sequence Alignmentor
reformat  Multiple Sequence Alignment using the MView program
T-Coffee @ SA ool that attempts to mitigate the pitfalls of progressive alignment
met small alignments
WebPRANK

The EBI has 2 new phylogeny-aware multiple sequence alignment program which makes use of evolutionary
information to help place insertions and celetions.
Try itout at WebPRANK. g

http:fuens.ebi.ac. ukjToolsjmsaclustalwe. @ Internet %~ Riow -

Paso 2. El primer paso (step 1) consiste en seleccionar el tipo de secuencias
(DNA en este caso) y cargar el archivo para alinear. Carga Secuencias_LF.fas
generado desde GenBank en el tema 3.1:
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- o N a8 »
1) Align Sequences using Clustalw2 | EBT -8 ~ Pagina~ Sequridad » Herramientas » (@)~
EMBL-EBI Help {Feedback
Databases | Tools Research Training site Index
= Help S B —
=FAQ ClustalW2 - Multiple Sequence Alignment
= Clustal website
o ClustalW2 is 2 general purpose multiple sequence alignment program for DNA or proteins
=Programmatic Access  New version! Clustal Omega is now available for protein sequences - give ita tryl
= Download

Use this tool
P1-
= Related Applications STEP 1-Enter your input sequences

Pairwise Sequence Enteror paste asetof DNA sequences in any supported format:
Alignment

Multiple Sequence

Alignment

Phylogeny

Clustal related v
iterature
‘Search for Chstalretaied Or, upload a ile: [D-\usuarioMis documentd[_Examinar.._J
Herature 1 Hedine.
more
STEP 2 - Set your Pairwise Alignment Options.

Alignment Type: ©slow OFast

The default seftings will

More options... | (click

& needs of most users and, for that reason, are not visible.

ifyou wantto view or change the default settings.)

Paso 3. De momento vamos a dejar los parametros que vienen seleccionados
por defecto para los steps 2 y 3. Ten en cuenta que en estos pasos es en los
que se pueden modificar las penalizaciones que se dan a la apertura y
extension de gaps.

Paso4. En el step 3 se pueden seleccionar ademas opciones de formato del
output (alineamiento de salida): el tipo de formato en el que se guardara y el
orden en el que apareceran las secuencias. Selecciona fasta y orden como en
el input (como en el archivo de entrada). Pincha en submit para obtener el
alineamiento.

Paso 5. El alineamiento automatico obtenido aparece en una ventana, desde la
cual puede ser descargado:

¢ Favortos (%) Clustahw/2 Results | | | % - B) - ) @ - Pegina- Seguidsd~ &
EMBL-EBI 3:° 320 Help | Feedback
Databases Tools Research Training Industry About Us Help site Index B} &
EBI > T > A >
= Help
= FAQ ClustalW2 Results
= Jalview Result Summary | Guide Tree || Submission Details | Submit Another Job

Alignment
= Related Applications

Multiple Sequence
Alignment

Download Alignment File

>R_alb_DQoe7192
CTTTCARATTCAGAGRAACCCTGGRATTARCAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTT
Phylogeny TACGAGAACCGACAAGACARAGGTTTAGARAARAGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCART
GGARAGCTGTTCTARCAAATGGAGTTCACTGCCTTGTGTTCCTTA- ———mmmmmmmmmm
————————————————— TGTARTACTATTTTG-ARATTTARTATTCAGTAACAARARAT -
—--CACTCCATAGICTGATTAATAACTGATTARTCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCTAT
TCTACATGTCAATACTGACAACARTGARATTTATCGTARGATGARAATCCGTCGACTTITT
ARRATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCARRAGAGTCTIGTIT
GAGGCTCTACCTAATTTTAATTIT-AGTTATTCARRRATTCATTATCATTTIGCGTTGATC
CTACTCTTTTACARACGTATCTGAGCAGARTTTTGTATCTTATTACAAGTCTIGTAGAAT
ATATGAGACTCATACARATGAGARARARATACCGATTTGACTGATTTACRATCTATAGCA
TIATTCATTTTARRACTTATARAGTATTCCTTTTGARARATCTARGARRTTCCCGGTCC]
GACTTAATACTTTTAGTTTTICTITICATT! TAGACCTARGTCATCGCGTARRATGAR
GATGATGCTTCGGTAA

>R_luteola_DQ987187
CITTCARATTCAGAGARACCCTGGARTTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTIT
TACGCGRAAC-----; AGACAAGGGTTTAGAARARGGGGAGGGATAGGTGCAGAGACTCAAT
GGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTCACTACCTTGTGTTCCTARAGAGARARACTTATAT
TGCATARGTATATCTARTGTAATACTATTTTA-ARATTGARTATTGATTTTARRARAR -~
TGCATTCCATAGTCTGATARATAACTGATTARTCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCTAT
TCTACATGTCAATACTGACRACARTGARATTTATCGTARGATGARRATCCGTCGACTTITIT
RARATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCARRRGAGTCTGTTT
GATGCTCTACCARATTTTATTTTITAGTTATTCARCAATTCATTATCATTTGCGTTGATC
CTACTTTTITACARACGTATCTGAGCAGARTTTTATATCTTATTACARGTCTTGTAGGAT
ATATAAGACTCATACAAATGAGCARAARATACCGATTTGACTGATTTACRATCTATAGCA
TIATTCATTTTAARACTTATARAGTATTCCTTTTGARAATCTARGARATTCCCGGTCCAR
GACTTAATACTTTGATITITCITITCATIGACATAGACCTAAGTCATCGCGTAARATGAR
GATGATGCTTICGGTAR

>0_dre_DQ987166

CTTTCARATTCAGAGRARCCCTRRAAT TARCAATARACAACCCTRAGCCARATCCTRTTT I=|

[Liste T é internet awl®00%2 - 2

Paso 6. Guarda el alineamiento obtenido pinchando en Download Alignment
File:
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~ e —

171 Clustalw/2 Results | I J - - [ p= - Péagina~ Seguidad v

. Favoiitos

EMBL-EBI 3:° § Help | Feedback

Databases Tools Research Training Industry About Us Help site Index BN &

> s > Multiple Sequence Alignment > Clustal

= Help
= FAQ ClustalW2 Results

= Jaliew m WL 0% de aln-fasta de u = ﬂl
ownload Alignmen

K‘I;Jgnr:’:;ee ite quence 5R_alb_DRae7192 éDesea abrir o guardar este archivo?
CTTTCAAATTCAGAGAA

Phylogeny TACGAGAACCGACAAGA % Nombre:  clustalw2-120110929-174526-0333-29040812-pg fasta
GGAAGCTGTTCTARCAR Tipo: BioEdit.exe, 12,7 KB
""""""""" De: www.ebi.ac.uk
--CACTCCATAGICIGA
TCTACATGICAATACTG
RAAATCGTGAGGGTTCA Abrir Guardar I Cancelar I
GAGGCTCTACCTAARTTT
CTACTCTTTTACRRACG
ATATGAGACTCATACAR
TTATTCATTTTARRACT
GACTTAATACTTITAGT @ Aunque los archivos procedentes de Interet pueden ser Gtiles,

= Related Applications

V' Preguntar siempre antes de abrir este tipo de archivos

GATGATGCTTCGGTAA algunos archivos pueden llegar a dafiar el equipo. Sino confia en
>R_luteola_DQos7l €l origen, no abra ni guarde este archivo. ;Cudl es el iesqo?
CTTICRRATTCAGAGRR,

TACGCGAAC--—--; AGACAAGGGTTTAGARAA TAGGTGCAGAGACTCAAT
GGAAGCTGTTCTAARCARATGGAGTTCACTACCTIGTGTTICCTARAGAGARRRACTTATAT
TGCATARGTATATCTARTGTAATACTATTTTA-ARATTGAATATTGATTTTARRARRR ——
TGCATTCCATAGICTGATARATAACTGATTARTCGGACGAGAATARAGATAGAGTCCTAT
TCTACATGTCAATACTGACAACARTGARATTTATCGTARGATGARAATCCGTCGACTTITT
ARRATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAACTTTATCCCTCCARRAGAGTCTIGTIT
GATGCTCTACCARRTTTTATITTTTAGTTATTICAACARTTCATTATCATITGCGTITGATC
CTACTTTTTTACARACGTATCTGAGCAGAATTTTATATCTTATTACARGTCTTGTAGGAT
ATATARGACTCATACARATGAGCARRRARATACCGATTTGACTGATTTACAATCTATAGCA
TTATTCATTTTARRACTTATARAGTATTCCTTTTGARARTCTARGARRTTCCCGGTCCRAR
GACTTARTACTTTGATTITTITICTITTTCATIGACATAGACCTARGTCATCGCGTARRRTGRA
GATGATGCTTICGGTAR

>0_dre_DQ9287166

CTTTCARATTCAGAGRARCCCTGRAAT TAACAATARACAACCCTRAGCCARATCCTRTTT = |

|Listo 0T 6 intemet [Fav &0~ 2

Guarda el archivo con el nombre “Alineamiento_LF_clustal’, para indicar que el
alineamiento ha sido obtenido con Clustal y asi poder compararlo
posteriormente con los alineamientos resultantes de otros programas que
utilizaremos.

Paso 7. En la pestana de Result Summary puedes ver una tabla con informacion
sobre la longitud de las secuencias (una vez introducidos los gaps), etc.:

> —n -
7 Favoritos %) Clustalw?2 Results | I J - - [ p= - Péagina~ Seguidad >
EMBL-EBI = Find Help | Feedback
3
Databases Tools Research Training Industry About Us Help site Index B &
EBI > Tools > Muttiple Sequence Alignment > ClustalW2
= Help -
= FAQ ClustalW2 Results
= Jalview Alignments  FEEENIETGERE | Guide Tree | Submission Details | Submit Another Job
Result files
= Related Applications Input Sequences JalView
Multiple Sequence clustalw2-120110929-174526-0333-29040812-pg.input
Alignment Tool Ouput
Phylogeny clustalw2-120110929-174526-0333-29040812-pg.output

Alignment in FASTA format
clustalw2-120110929-174526-0333-29040812-pg.fasta

Guide Tree
clustalw2-120110929-174526-0333-29040812-pg.dnd

Scores Table

View Output File

(sear | _mame _iengtn Jseos | tame iengtn |score ]
1 698

R_alb_DQ987192 2 R_luteola_DQS87187 728 95.0
1 R_alb_DQS87192 698 3 0_dre_DQ987166 730 95.0
1 R_alb_DQS87192 698 4 0_lin_FJ212178 730 95.0
1 R_alb_DQ987192 698 5 R_gla1_GQ891137 729 95.0
1 R_alb_DQ987192 698 6 R_gla3_GQ891139 729 95.0
1 R_alb_DQS87192 698 7 R_gla4_GQ891140 729 95.0
1 R_alb_DQ987192 698 8 R_gla7_DQS87181 | 729 95.0
1 R_alb_DQ987192 698 9 R_bat1_GQ891132 720 94.0
1 R_alb_DQ987192 698 10 R_bat3_DQ987183 | 721 94.0
1 R_alb_DQ987192 698 1" R_com1_DQ987172 730 95.0
1 R_alb_DQS87192 698 12 R_com1_GQ891136 | 729 95.0 _vl
|Listo [T T [ @ Iintemet [“5~ #1002 ~
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En esa misma pestafia, pinchando en Start Jalview puedes visualizar el
alineamiento. Esta visualizacién te permite identificar facilmente las zonas que
estan mejor conservadas, las que han sufrido mutaciones, y los puntos en los
que es necesario introducir un gap porque se ha producido una insercién o una
delecion:

. ITnolslselvncesIresllcluslalw2/lesulllcluslalw2 I2011l]929 174525 0333-: 29040312 -pg/aln-fasta

File Edit Select View Format Colour Calculate Help
10 20 20 40 50 60 7|0 20 20

A_alb_DQIBT192/1-698
A_luteola_DQSE7187/1-7 26
O_dre_DRIE7166/1-730
O_tin_Fi212178/1-730
A_gla1_GQS91137/1-729
A_gla3 GQB9T13N1-729
A_glad_GQBS1140/1-729
A_gla?_DRSSTIBY/1-729
A_hat!_GQB91132/1-720
A_hats DR9STIBH1-721
A_com1_DQIBT172/1-730
A_com{_GQES1136/1-729

Consensus

CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACGAGAAC: - - - - AGACAAGGGTTTAGAAAAAAGG

[ ]|

Qeauence 1IN R alh NOGARTAAY Muclertide: Thumine (991

Ejercicio 3.2.1. Repite el proceso para la regién del ADN ribosémico nuclear ITS y
guarda el alineamiento bajo el nombre “Alineamiento_ITS_clustal”.

Il. Alineamiento mediante MUSLCE

Paso 1. Desde la pagina http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ abre ClustalW2:

| € Boinformatis Tools or Multple Sequence Algnment .. | v B) (0 @ - Pégna- Sequidad~ Herramientss~ @)~

= Tools Home - . E—
= Tools A-Z Multiple Sequence Alignment
= Web Services

Downiaa Multiple Sequence Alignment (MSA) is generally the alignmentof three or more biological sequences (protein

or nucleic acic) of similar length. From the output, oycan be inferrec ang
between the sequences stuciec.

By contrast, Pairwise Sequence Alignment tools are usec to icentify regions of similarity that may incicate
functional, structural ancior evolutionary relationships between two biological sequences.

ClustalOmega NewMSA ool that uses seeced guice trees anc HMM profile-profile techniques o
o) generate alignments (protein only). Suitable for meciun-large 2lignments.
Q Launch Clistal Omega
Clustaw2 @  PopularMSA ool that uses tree-basec progressive alignments anc can incorporate
secondary structure information ino the process. Suitable for mecium alignments.
Q Launch Gstaw2
DbClustal @  Create a Multiple Sequence Alignment from a protein BLAST result using the DbClustal
progran
Q Launch DbClstal
Kalign ® Very fastMSA tool that concentrates on local regions. Suitable for large alignments
Q Launch Kalgn
MAFFT ® MSA tool that uses FastFourier Transforms. Suitable for mecium-large alignments.
Q Launch MAFFT
MUSCLE®  Accurae MSA tool, especially good with proteins. Suitable for mecium alignments.
Q Launch MUSCLE
MView @ Transform a Sequence Similarity Search resultinto aMultiple Sequence Alignmentor
reformat aMultiple Sequence Alignment using the MView progran.
Q Launch MView
T-Coffee @  Consistency-basec MSA ool that atiempis o mitigate the pitialls of progressive alignment
methocs. Suitable for small alignments,
Q Launch T-Cofee

EMBLEBI i1 3] N i e iFeeonack [
Databases | Tools Research | Training Industry AboutUs | Help st index B & ‘

WebPRANK
The EBI has a new phylogeny-aware multiple sequence alignment program which makes use of evolutonary

information to help place insertions and celetions.

Try itout at WebPRANK.

http: o, ebi.ac.uk{Toolsjmsajmuscle. @ Internet 4a v Rm100% v

Paso 2. Como en el caso anterior, el primer paso (step 1) consiste en cargar el
archivo para alinear. Carga de nuevo Secuencias_LF.fas generado desde
GenBank:

Universidad Auténoma de Madrid
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1 MUSCLE Multple Accurate and Fast Sequence Compar. .

a8 ~ Pigna~ Sequidad - Herramientas - @+

Help |Feedback

earch Traini AboutUs Help &

MUSCLE - Multiple Sequence Alignment

MUSCLE stancs for MU tiple Sequence Comparison by Log- Expectation. MUSCLE is claimed to achieve both
better average accuracy and better speed than ClustalW2 or T-Cofiee, cepending on the chosen options.

= Help Use this tool

= MUSCLE website

« Jalview STEP 1 -Enter your input sequences

= Programmatic Access Enteror paste asetof sequences in any supported format
= Download

= Relaied Applications
Pairwise Sequence

Alignment
Multiple Sequence E
Alignment b
y Or upload a fie: [D:\usuario\Mis documentd [ Examinar.. ]
Phylogeny
STEP 2 - Set your Parameters
MUSCLE related v
literature OUTPUTFORMAT: |Pearson/FASTA u

Search for MUSCLE The default seftings will fulfill the needs of most users and, for that reason, are not visible.
relates iterature
Medine.

— More options... | (Click here, if you want to view or change the default seftings.)

STEP 3 - Submit your job

[C]Be notifiec by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are availzble)

Ifyou plan to use these services curing 2 course please contact us

[Terms of Use : EBIFunding | ContactEBI : ©European

Institute 2011.EBI s

=

@ Internet 4~ Ri0% -

Paso 3. En el step 2 se puede seleccionar el tipo de formato en el que se

guardara el alineamiento obtenido. Otra vez selecciona fasta y pincha en
submit para obtener el alineamiento.

Paso4. Como en el caso anterior, el alineamiento automatico obtenido aparece
en una ventana, desde la cual puede ser descargado:

{7 MUSCLE Results

% - B ) @ - Pignav Sequidad+ Herramientas~ @~

Tools Research
«FAQ MUSCLE Results
= Jalview LALLLENSY  ResultSummary | Submission Details || Submit Another Job
Alignment o

= Related Applications Download AlignmentFile

‘Multiple Sequence

Alignment

Phylogeny

. SGACGAG T Y]
Listo.

@ mnternet fa v ®i0% -

Paso 5.

Guarda el alineamiento obtenido pinchando en Download Alignment
File:
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| (2 MusCLE Resuts [ %3 - B) (3 @ - Pégna- Sequidad~ Heramientas~ @)~
o [
EMBL-EBI 3:° 33, Find Help {Feedback
Databases Tools Research Training Industry AboutUs Help site index [ &
E8I > Took > Mulipe Sequence Algnment > MUSCLE
= Help
=FAQ MUSCLE Results
= Jalview nunmens ResultSunmary || Submission Details | | Subni R i
Alignment f
= Related Applications it Uescargaideiarchivos)
Multiple Sequence - B .
Alignment Desea abiir 0 guardar este archivo?
Phylogeny
= = EI Nombre: muscle-120110929-141145-0451-6638095-0y.fasta
Tipo: FASTAFile, 13,2K8
- De: www.ebi.ac.uk
cr
AT [] Preguntar tes de abii este tipo de archivos
11
: Aunque los archivos procedentes de Intemet pueden sef ities,
al  dafiar el equipo. i
el oigen, no abra ni quarde este archivo. ;Cusl es el iesao?
T
s
T
.... T
AT
g
Listo @ Internet 4 v ®i100% -

Guarda el alineamiento con el nombre “Alineamiento_LF_muscle”.

Paso 6. En la pestafia de Result Summary puedes descargar tres tipos de
archivos: el input, que corresponde a las secuencias que introdujimos para
analizar y por tanto ya tenemos, el output, donde se pueden ver los datos
sobre el alineamiento (penalizacién que se da a los gaps, etc.), y el
alineamiento propiamente dicho, que descarga el mismo archivo fasta que
hemos obtenido en el paso anterior. En esta misma pestafa, podemos
visualizar el alineamiento pulsando en Start Jalview:

g

CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTOGAAT TAACAAT TCCTGTTTT AGACAAGGGTTTAGAAAAAAGGGAGCGGATAGS TG CAGAGACTCAATGGAAGCTGTTCTAACARATGOA

EdVipols/services/iests
File Edit Select View

‘Sequence posttion 96 G 100%

Ejercicio 3.2.2. Repite el proceso para la region del ADN ribosémico nuclear ITS y
guarda el alineamiento bajo el nombre “Alineamiento_ITS muscle”.

lll. Revision de los alineamientos obtenidos mediante alineamiento manual con
PhyDE

Paso 1.  Abre el programa PhyDE:

Universidad Auténoma de Madrid
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" Ibropiopenen CEIx)|

Fle Edt Help

Paso2. Abre uno de los alineamientos obtenidos, por ejemplo el de
Alineamiento_LF_Clustal.fas, haciendo click en File y Open:

| [hilneamientonlFaclustatiZifesta, - [=]X]
File Edit Taxa Search View Help Plugins
G o COCee]) X & ([ romin ] (=]
+ ][ we Ot w § (=
. PhyDE0.9971 b [¥] X

# Name &

85 0 95 100 105 110
R_bat1_Goso1132

4
»
* . aall |.euuueesmcm Ao

1
2 R_bas_Dooa7183
3 R_WB_GOBO1169
4 R_gre3_GQ8o11St
5 R_ge1_GOBO1130
)
7
8

R_gla7_DQg87181
R_gla3_G891139

R_gla1_GB91137
9 R_glat_GO891140
10 R_com1_GQBO1136
11 R_w2_GaBo1162

13 R_com1_DQ0B7172
14 O_dre_DO0B7166
15 O_in_Fi212178
16 R_luteola_DQ9B7187

|
17 RLb_Dass7162 L

AR
AA
AANEEACACARA A KA B AR
ARTEBAG Ac AAABBENGGAATTAABAR

A cHcEEAR Hoh A
G BAA
ARARTBACACAAABBEENC G AARTARBAA B Ao

PhyDE tiene tres modos de trabajo: Locked, Align y Edit. En el modo locked no
se puede modificar nada del alineamiento, pero en el modo align se pueden
crear gaps (colocando el cursor donde se quiera y dando al espacio), borrarlos
(seleccionandolos y dando a suprimir) y moverlos (seleccionando la parte de la
secuencia que se quiera mover y manteniendo pulsado el botdn izquierdo del
raton). Ademas, en el modo edit se puede modificar la secuencia, por ejemplo
si se quiere cambiar algun nucleétido tras revisar el cromatograma. Para
cambiar de un modo a otro, pulsar en el botén de modo que esta a la derecha,
en la barra superior de herramientas.

Paso 3. Abre el mismo alineamiento obtenido mediante otro programa, por
ejemplo Alineamiento_LF_muscle.fas, haciendo de nuevo click en File y Open.
Puedes visualizar las dos ventanas a la vez seleccionando View y Arrange
windows.
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" \=hilneamientopliFaclustatw2ifastaz) M= B‘

Fle Edt Taxa Search View Help Plugins

= - —

(- [—— GO & & & & Ome v @ x

PhyDE 0.9971
# Name GIS 40 45 £ 65 7P 7§ BP 85 0 95 100 10‘5 ﬂ‘ﬂ :

A_bar1_GoB91132 A.l..GAG..AAA..-IG..-IA.GAGA GcoRfMAcARANARGGGRGEG e
R_bars_DosE7183 ccaBA B B A AcAKARARGGGRGGG Ac

AGAAAMAAGGGAGGG B¢
AGAAAMAANGGGAGGG Ac

1
2

3 RLiB_GOB91169
4 R_gre3_GaBg1151
5 A_gre1_G891150
6
7
8

o AcBEAXARN

caa Ko AcBEAAARN AcAKARARGGGRGGG Ac
R_ola7_DOGG7181 oA BEARA o g A AKAKAAGGGAGGGA Ao Ac
R_gia3_Ga891130 caa K AcBEANARN Be AcAKARARGGGRGGG Ac
R_ola1_GOBO117 Ko AcBEAXAR e AcAKARARGGGRGGS B¢

Gao
Gaa

i AcBEANARN 5 AcAKARARGGGRGGG A
AcAKARARGGGAGGG B¢

9 R_glat_GOB91140
10 A_com1_GQB91136

11 A_vie_Goss1162 - BcAAANANGGGAGGGH Bc
12 A_vir5 D0087176 Gaa AcAMAMAMGGGHGGGE Ac
A AGAAAMAAGGGAGGG B¢

Gaa AGAAAMAMGGGAGGG B¢
A AGAAAMAAGGGAGGG B¢

16 A_uteola_DQ0ST 187 Bk HcAAREAGGGGHGaa A
17 Aab_oopsr102 caa u||||em||“.||||e IAIGAGAAIIGAIAAGAIAAAGG...AGAAAAAAGGGAGGG A
<l ] B8
Sel: (void)
Fle Edt Taxa Search View Help Plugins
= alignment AT pooEm =
=R 0 EY O med w0 (=] %

. PhyDE 09971 tein ten Il

# Name k ZIS @ GIS 4]0 45 0 55 60 65 70 75 80 85 90 95 1qﬂ 10‘5 ﬂ‘ﬂ :
1 A_ab_DooE7102 AEFEA ARG Hc AR AEEERG o A ARHAXER |meu|im|“m|“me| HAcARANARGGGRGEG e
2 Aol pose7187 e HARTAABARNGGG HcAARRANGGGcRGGaa A
B G ARTEAABA fcAcEEANAR AcAARRARGGGHGGG A
B co HARTAABA o AcBEAXARN HcAAREARGGGHGGG A
S Do acARNHAABAARGGG fcAcEEANAR AcAARRARGGGRGGG A
o Rbas_oseriss ccARTEAABA HoAcBEAXAR B¢
7 Aban_Gaswtiz o HARTAABARNGGG o AcEEANAR A
8 Rigia1_Gosotiar acARTEAABAA KcAcEEANAR A
o R_gas_cass1iae e ARTRAABAARGGG i Ac BEANARN A
10 R_gla7_D0SB7181 acARNHAABAARGGS fcAcEEANAR A
11 R_gre1_Gase11%0 o HARTAABAR o AcBEAXARN A
12 R_grea_Geo115) acARTHAABAARGGGHA fcAcHEANAR A
13 R_we_Ga8o1160 G ARTEAABAA A KcAcHEAAAR A
14 R_glad_GOBS1140 o AAMTHAABAARGGcHAABBENGACEEAAR A
15 R_com1_GQB91136 G ARTEAABAA A fcAcEEANAR A
15 A_vi_Goso1162 GG HARE A ABEBGAGEEAAAR Ac
17 ALws_Dase717 ccARNHAABAARCGCGHAABEENCAcBEAAARN - - RoABAAcGHNNACARAARAGGGAGGG A
& [>]

Sel: (void) tax: 17 f chars: 768

Paso4. Observaras que MUSCLE, al crear los gaps, prolonga las secuencias
con Ns al final del alineamiento. Ten en cuenta que el alineamiento definitivo
no debe llevar estas Ns y gaps al final. Puedes eliminarlos en PhyDE, si
seleccionas el modo edit y suprimes estas extensiones.

Paso 5. Confirma tus respuestas al ejercicio 3.2.2. con las soluciones
proporcionadas en el archivo “ResEj_3.2". Selecciona el mejor alineamiento y
preparalo para usarlo en las reconstrucciones filogenéticas cortando, si es
necesario, los extremos de las secuencias. Guarda este archivo en el que
tienes el alineamiento revisado bajo el nombre “Alineamiento_LF_revisado”.

IV. Tratamiento de los gaps mediante SeqState (implementado como Plugin de
PhyDE)

Como se ha mencionado en la introduccién, los gaps producidos como resultado del
alineamiento pueden ser utilizados de diferentes maneras a la hora de hacer la
reconstruccion filogenética. En la mayor parte de los programas tendremos la opcién
de indicar si queremos que se ignoren (como missing data) o que se traten como un
quinto estado. Si lo que optamos es por codificarlos para que cada indel sea
considerado como un unico evento o cambio, podemos hacerlo de manera manual
(incluyendo unas columnas al final de la matriz en las que indicaremos la presencia o
ausencia de los gaps), o automaticamente mediante SeqState, uno de los Plugins
disponibles para PhyDE. A continuacion te proponemos que codifiques los gaps de los
alineamientos que has seleccionado como definitivos utilizando este programa:
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Paso1. Abre el alineamiento definitvo de la  region trnL-F
(Alineamiento_LF_revisado) con PhyDE.

Paso 2. Selecciona todas las secuencias utilizando el ratén o pulsando Taxa y
Select all.

Paso 3. Abre SeqState pulsando Plugins y SeqState. Se tiene que abrir
SeqState en una ventana nueva:

" <Glaucoreseda_LF2.nex> =8| x|

File Edit Taza Search View Help Plugins

alignment + | abel | vodeisin [0 <] e | X

PhyDE 0.995

Bl yeme B SeqState version 1.2 oy [=] B3| Y 75 :

File Gaps Primers Statistics IndelCoder Help

SNEXUS ZI

[! Generated by PhyDE 0.395 ]
[$at Oct 01 18:36:31 CEST 2011)

[EEGIN DATA;
[DIMENSIONS NTAX=17 NCHAR=736;
FORMAT DATATYPE=PROTEIN GAP=- MISSING=? ;

[MATRIX

R_alb_DQ987192 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGOCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACCGAGAACCCACAAGACAAAGGTTTAGA
R_luteola DQ987187 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTCAGCCARATCCTGTTTTACGCGAACAGACAA-~~~~ GGCTTTAGA.
0_dre_DQ987166 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGCCAACCCTCAGCCARATCCTGTTTTACCAGAACAGACAA-~~~~ GGGTTTAGA.
0_lin_FJ212178 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCAAATCCTGTTTTACCAGAACAGACAA- =GGGTTTAGA.
R_glal GQ891137 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAA- ~GGGTTTAGA
R_gla3_GQ891139 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAA- ~GGGTTTAGA
R_glad4_GQ891140 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGGAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAA- ~GGGTTTAGA
R_gla?_DQ987181 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAA-~-~~ GCCTTTAGA.
R_batl_ GQ891132 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAG-—-----~-~ ~AGGTTTAGA
R_bat3_DQ987183 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAG-~-----~-~ ~AGGTTTAGA
R_coml_DQ987172 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAA. ~GGGTTTAGA
R_coml_GQ891136 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACACACAA- ~GGGTTTAGA
R_grel GQ891150 CTTTCAAATTCAGAGAAACCCTGCAATTAACAATCGCCAACCCTCAGCCARATCCTGTTTTACCGAGAACAGACAA-~~~~ GGGTTTAGA.

....and so on .. see C:\Documents and Settings\Isabel)\PhyDE-Data\tmp\PDEGTSTQKNJ.nex for remaining content

K | _'IJ
loaded C:\Documents and SettingsisabelPhyDE-Datatmp\PDEGTSTAKN.nex
736 characters

0 charsets

17 taxa

2 primers
S K| | I | K11 | (52
‘ Sel: 1-17[17] (all) | [NC:1 ‘ ‘laxa:ﬂlchars: 7361‘ ‘

La parte superior de la ventana da informacion sobre la matriz de datos cargada.
En la parte inferior de la ventana iremos viendo informacion sobre lo que hagamos
en SeqState.

Paso 4. Para codificar los gaps tenemos que utilizar la aplicacién IndelCoder de
la barra superior de herramientas:

Universidad Auténoma de Madrid
— Cursos de formacioén continua —

Pag. 13 de 18



Manual para anélisis filogenéticos moleculares Tema 3.2
T

File Edit Taxa Search View Help Plugins

alignment + Label | Mode: Alin |1o =l e | X

PhyDE 0.995

[ # Name B SeqState version 1.2 =10 x| 70 75

File Gaps Primers Statistics JILEWTETS Help

lenesus modified complex coding = |
modified complex coding - no correction

[! Generated by PhyDE 0.995 3 - " o

[gat Oct 01 18:36:31 cesT z Modified complex coding - inconsistent = simple
modified complex coding - gaps > 50 = simple

¥
va

Set length ...
BEGIN DATA; 5 5 5
DIMENSIONS NTAX=17 NCHaR=73 Silnimons & Ochoterena (2000) - simple coding
FORMAT DATATYPE=PROTEIN GAP gj & 0cl (2000) - coding
MATRIX Baum et al. (1994)
R_alb_DQ987192 CTTTCAA  Barriel (1994) ECTGTTTTACCAGAACCGACAAGACARAGGTTTAGA
R_luteola DQ987187 CTTTCAR ECTGTTTTACGCGAACAGACAA-——-- GEGTTTAGA
0_dre_DQ987166 cr1rcas Denaetal. (1998)- 5th states ECTGTTTTACGAGAACAGACAA--—-- GGGTTTAGA
0_lin_FJ212178 cTTTCAL  Giribet & Wheeler (1999) - 5th states ECTGTTTTACGAGAACAGACAL-———— GGGTTTAGA
R_glal_GQ891137 CTTTCAR  pAyP* default - missing data ECTGTTTTACGAGAACAGACAA-——-- GGGTTTAGA
R_gla3_GQs31133 CTTTCAA " ECTGTTTTACGAGAACAGACAA-——-- GGGTTTAGA
R_glad_GQ331140 crrrcan  exclude gapped positions ECTGTTTTACGAGAACAGACAA-——-- GGGTTTAGA
R_gla?_DQ9s718l CTTTCAA CTGTTTTACGAGAACAGACAR-—---GGGTTTAGA
R_batl_ Q891132 CTTTCAA Output Zindels per charset ECTGTTTTACGAG-————-—=-— -AGGTTTAGA
R_bat3_DQ987183 CTTTCAA ECTGTTTTACGAG-——-——--- -AGGTTTAGA.
R_coml _DQ987172 CTTTCAA  Settings > ECTGTTTTACGAGAACAGACAA-———— GEGTTTAGA
R_coml_GQ891136 CTTTCAAXTT TEGEETTERCERT T TCCTGTTTTACGAGAACAGACAR-———— GGGTTTAGA
R_grel_GQ891150 CTTTCARATTCAGAGARACCCTGEAATTAACAATGGGCAACCCTGAGCCARATCCTGTTTTACGAGAACAGACAR-———- GGGTTTAGA
....and so on .. see C:\Documents and Settings)Isabel)PhyDE-Data\tup)PDEGTSTQKNI.nex for remaining content
[ —| _>|_I
loaded C\Documents and SettingsiisabelPhyDE-DatatmpiPDEGTSTQKN.nex
736 characters
0 charsets
17 taxa
2 primers
Kl | | K1 | |
[ Sel: 1-17[17] (all) INC:1 | taxa: 17 4 chars: 738 |

Al pulsar en esta opcion se despliegan las diferentes opciones para codificar gaps.
Recomendamos utilizar la codificacion simple de Simmons y Ochoterena (2000).

Paso 5. Cuando pulsamos IndelCoder y Simmons & Ochoterena (2000) - simple
coding el programa crea un archivo nexus con la nueva matriz de datos (que
corresponde a la matriz original con unas columnas finales, una por cada gap,
presentes -1- 0 ausentes -0- en cada muestra).

En la ventana superior de SeqState aparecera una lista en la que se indica el
numero de caracter que corresponde a cada gap (en el ejemplo inferior los gaps
estan codificados en las columnas 737 a 745; el primer gap, en la columna 737,
corresponde al gap que aparece en la matriz en las posiciones 67 a 80, etc.). En la
ventana inferior de SeqState se indica dénde se ha guardado esta nueva matriz
(normalmente en la carpeta tmp de PhyDE-Data), y con qué nombre (en el ejemplo
inferior el archivo generado se llama PDEGT8TQNJ_sic.nex):
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'<Glaucoreseda -|& x|
File Edit Taxa Se: View Help Plugins
(G alignment y
+ Label Mode: Align 10 d CSE x
. PhyDE 0.995 _I I | _I
[ # Name & SegState version 1.2 P ] 3 N 75 = :

File Gaps Primers Statistics IndelCoder Help

lsnEXUS =
['matrix with indels coded according to Siumons & Ochoterena (2000) - simple coding]
[tcompiled on Sat Oct 01 18:42:52 CEST 2011 with SeqState version 1.2 build 26.03.2005]

BEGIN CHARACTERS;
[DIMENSIONS newtaxa ntax=17 NCHAR=745;
FORMAT

DATATYPE = standard

GAP = -

MISSING = ?

symbols="0123456789A§C$ EFC. IJaL4=0PQ/ ' TU: *X<2"

equate="R={AG} Y={CT} M={AC} K={GT} §={CG} W={AT} H={ACT} B={CGT} V={ACG} D={AGT} N={ACGT} r={AG} y={C'
INTERLEAVE;
CHARSTATELABELS

737 indell_67_80

738 indelz_76_80

739 indel3_165_197

740  indeld_212_212

741  indelS_213_213

74z indel6_231_231

743 indel? 231_232

744 indel8_231_233 —
745 indel9_445_445

[MATRIX

[12345678911111111112222222222333333333344444444445 555555555
0123456789012345673901234567890123456789012345678901234567830123456789012345678!

T— o
file (Simmons & Ochoterena {2000) - simple coding)saved to C\Documents and SettingsiisabelPhyDE-DataitmpiPDEGTSTAKNJI_sic.nex

736 characters

0 charsets

17 taxa

2 primers

14 | 2l | -
[ Sel: 1-17[17] (all) INC:1 | ltaxa: 17 £ chars: 738

Paso 6. Busca el archivo nexus generado con los gaps codificados en tu
ordenador, cambiale el nombre por uno que te permita reconocer el contenido
del archivo (por ejemplo “Glaucoreseda_LF_gaps” y guardalo en la carpeta en
la que tengas el resto de las matrices generadas. Luego puedes abrirlo con un
visor de alineamientos (por ejemplo con PhyDE) para ver cémo ha quedado la
nueva matriz.

V. Combinacién de matrices (con PhyDE)

Cuando las diferentes regiones de ADN estudiadas son congruentes, puede ser de
utiidad combinarlas para crear una unica matriz con mas informacion para la
reconstruccion filogenética. Existen diferentes maneras de comprobar si las regiones
del ADN analizadas son congruentes entre si y pueden ser combinadas. En general, lo
mas seguro es estudiar primero las regiones por separado. Si se observa alguna
incongruencia, se recomienda utilizar algun test de congruencia para evaluar si la
informacion filogenética proporcionada por ambas regiones es significativamente
diferente, en cuyo caso de desaconseja la combinacién de ambas regiones. La
manera de proceder seria, por tanto:

1) Elaborar una aproximacion filogenética para cada region de ADN (en
nuestro caso, una para ITS y otra para trnLF)

2) Inspeccionar visualmente si las reconstrucciones obtenidas son
congruentes (puede ocurrir que una region resuelva una parte que el otro no
resuelve, pero no podriamos combinar las regiones si cada regidén propone una
solucioén diferente y con buen soporte para un mismo clado)
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3) En el caso de que las reconstrucciones filogenéticas obtenidas fueran
congruentes, elaborariamos una matriz combinada que utilizariamos para la
reconstruccion filogenética definitiva

A continuacion te explicamos como podrias hacer esta matriz combinada, una vez
comprobada la compatibilidad de las regiones objeto de estudio.

Una posibilidad, que desaconsejamos, es modificar a mano los archivos utilizando un
editor de texto: abririamos los dos archivos, seleccionariamos los bloques de letras
que corresponden a cada secuencia y elaborariamos un nuevo archivo en el que cada
muestra estuviera caracterizada por un bloque de letras constituido por ambas
regiones, copiando y pegando las secuencias una a continuacién de la otra. Ojo,
porque si utilizas esta opcion, en los archivos nexus y phylip, ademas de modificar las
secuencias que caracterizan cada muestra, tienes que modificar la linea de comandos
en la que se indica el nimero de caracteres de cada secuencia.

La segunda posibilidad, que te recomendamos utilices, es combinar las matrices
utilizando un editor de secuencias como PhyDE. Te proponemos que combines las
matrices de ITS y frnL-F de Glaucoreseda:

Paso 1. Abre uno de los archivos de alineamiento definitivo, por ejemplo,
“Alineamiento_LF_revisado”.

Paso 2. Abre el otro archivo de alineamiento definitivo (en este ejemplo
“‘Alineamiento_ITS_revisado”).

Paso 3. Pulsa View y Arrange windows para poder ver las dos matrices a la vez.

Paso4. Comprueba que todas las secuencias aparecen en el mismo orden en
las dos matrices.

Paso 5. En una de las ventanas, por ejemplo en Alineamiento_LF_revisado,
pulsa Mode: edit.

Paso6. En la otra ventana (en este caso Alineamiento ITS revisado),
selecciona todas las secuencias (no sus nombres) utilizando el ratén sin soltar
el botén izquierdo o mediante el uso combinado de la tecla de mayusculas y
las flechas.

Paso 7. Copia las secuencias seleccionadas pulsando Edity Copy (o con ctrl+c).

Paso 8. En la primera ventana (Alineamiento_LF_revisado) coloca el cursor al
final de la matriz (de todas las secuencias) pinchando con el ratdn sin soltar el
botdn izquierdo o pulsando a la vez la tecla de mayusculas y la flecha hacia
abajo:
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" <Glaucoreseda_LF2.nex> =}
File Edit Taxa Search View Help Plugins
— :
. I + Label Mode: Edit I 10 ~| CSE | X
PhyDE 0.995
% Name & 665 670 695 700 705 710 715 720
1 RalbDQOS7192 cEH -ll ¢ ARB ¢ AR
2 Rluteola DQOS7187
3 0 dre DQOB7168 Ac
4 0lin FJ212178 Ac
5  Rglal 60891137 Ac
6 Rgla3 60891139 Ac
7 R glad4 6Q891140 Ac
8 R gla7 DQE7181 Ac
9 Rbat! 60891132 Ac
10 R bat3 DQOS7183 Ac
11 R com1DQES7172 Ac
12 Rcom1GQ891138 Ac
13 R gre1 60891150 ]
1 R are3 GORA1T1A1 o
S} 7" Bl
[ Sel: 1-17[17):737 | NC:1 | |taxa: 17 s chars: 736 |
7"/ <Glaucoreseda_ITS2.nex> =10] x|
File Edit Taxa Search View Help Plugins
— :
. I + Label Mode: Align | o e | X
PhyDE 0.995
~1# Name & 575 580 585 590 595 600 605 610 615 620 625
1 Ralb DQEB7102
2 Rluteola DQOB7187
3 0 de DQIB7168
4 0lin FJ212178
5 Rglal 60891137
6 Rgla3 60891139
7 Rglad 60891140
8 R gla7 DQE7181
9 Rbatl 60891132
10 R bat3 DQIS7183
11 R com1DQES7T172
12 R com1 6891138
13 R gre1 60891150
1 R are3 GORA1151
kil f 2l
| Qal-1_171 71 - 1_R201R201 [ e a [ltava: 17 ¢ ehare: raall

Paso 9. Pega las secuencias de ITS a continuacion de las de trnL-F, pulsando
Edit y Paste (o con ctrl+v). Como resultado, obtienes una matriz con los 1375
caracteres que resultan de unir los 639 de la matriz final de ITS y los 737 de la
matriz final de trnL-F. Guarda esta nueva matriz con un nombre que la
identifique como por ejemplo “Glaucoreseda_ITS_LF” en formato nexus.

VI Conversion de formatos

Como se ha mencionado, existen diferentes tipos de formatos para los archivos de
alineamientos, y segun el programa de reconstruccién filogenética que vayamos a
utilizar necesitaremos tener el alineamiento en un tipo u otro de formato. Como en el
caso de la combinacidon de matrices, la conversion de los archivos de un formato a otro
se puede hacer de manera manual o utilizando algun programa informatico.

De manera manual, se debe abrir el archivo que se quiera convertir en un editor de
texto (WordPad para PC, o TextWrangler para MAC; OJO es muy importante que no lo
abrais con Word), y modificar las lineas de comando iniciales segun se indic6 en la
introduccion (por ejemplo, si se quiere pasar de fasta a nexus habra que eliminar el
simbolo > del principio de los nombres de las secuencias y habra que anadir el bloque
inicial previo para indicar el tipo de formato, las dimensiones de la matriz, etc.).

Para convertir los formatos automaticamente también se puede utilizar PhyDE (para
fasta o nexus):

1. Abre el archivo que quieras convertir en PhyDE.
2. Pulsa File y Export as

3. Selecciona el tipo de formato al que quieres convertir la matriz.
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4. Indica el nombre con el quieres guardar la matriz y el lugar en el ordenador y
pulsa Export.

Ademas existen otros conversores en Internet, con los que también puedes manejar
otros formatos como Phylip. Algunas direcciones utiles son:

http://hcv.lanl.gov/content/sequence/FORMAT CONVERSION/form.html

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seqg-util/readseq.html
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