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ANALISIS FILOGENETICO BASADO EN SECUENCIAS DE ADN

FILOGENIA

La filogenia estudia el desarrollo de las lineas evolutivas y la formacién
de especies a partir de otras preexistentes, e intenta establecer el arbol
genealdgico de todos los organismos, actuales o extintos (Haeckel, 1866).

La necesidad por parte del ser humano de elaborar una clasificacion bioldgica es muy antigua.
Inicialmente se basaba en agrupar los organismos en taxones con base en su morfologia y
anatomia (el fenotipo). Actualmente, y con el desarrollo de las nuevas técnicas, no se concibe
una clasificacion filogenética sin incluir informacion molecular. Es por ello que en esta practica,
queremos ilustrar la elaboracion basica de arboles filogenéticos basados en secuencias de ADN.

En primer lugar, se buscaran las secuencias de interés en una base de datos online del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), y a continuacion se procedera al alineamiento
de dichas secuencias y la elaboracion de arboles filogenéticos mediante el software MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Anslysis).

La version mas reciente de este programa es MEGA 7, que se encuentra disponible para
distintos sistemas operativos y se puede descargar gratuitamente desde la pagina web:

Molecular Evolutionary
Genetics Analysis
http://www.megasoftware.net/ @

1. Busqueda de secuencias en NCBI

Nuestros analisis estan limitados por la informacion contenida en las bases de datos online. Se
utilizaran secuencias de beta-actina para que los resultados sean comparables a los del analisis
de proteinas en laboratorio (ver practica de laboratorio @). Sin embargo, no todas las especies
utilizadas disponen de secuencias en la base de datos, por lo que este analisis se limitara a
aquellas especies cuya beta-actina haya sido secuenciada previamente por otros autores.

Existe la posibilidad de utilizar otros genes. Por ejemplo, los genes mitocondriales son
generalmente buenos marcadores filogenéticos, dado que al contener cada ceélula varias
mitocondrias el ADN mitocondrial, haploide, se extrae en grandes cantidades. Ademas, no
se recombina, ya que se transmite de madres a hijos, pasando casi intacto de generacion en
generacion y siendo su unica fuente de variabilidad las mutaciones. Por ultimo, su evolucion es
relativamente rapida en comparacion con el ADN nuclear. Todo ello facilita la reconstruccion de
las relaciones evolutivas dentro de una especie y entre especies. En este caso, sin embargo, nos
ceniremos a la beta-actina para ser consistentes con la practica de laboratorio.
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En primer lugar, es necesario obtener las secuencias de interés de la base de datos. Para ello,
abrir en un navegador la pagina del NCBI:

—=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

https://www.ncbi.nlm.nih.gov @

Seleccionar “Nucleotide” en el desplegable senalado con una flecha en la Figura 1, para
buscar las secuencias de ADN disponibles, y escribir la especie de interés y el nombre del gen en
el cuadro de busqueda. En el ejemplo de la Figura 1 se incluy6 el rodaballo: “Psetta maxima beta
actin”. Clicar en “Search”.

* || Psetta maxima beta actin ?

Popular Resources

nology Information advances science and health by providing access to PubMed

Submit Download Learn

iCBI News & BI
Develop Analyze Research NCBI News & Blog

Figura 1

Apareceran todas las entradas disponibles para esa especie y ese gen. Es conveniente utilizar
la secuencia mas larga. La longitud de la secuencia esta expresada en pares de bases (bp) debajo
del enlace con el nombre (recuadro en Figura 2). En este caso la primera entrada es valida. Es
conveniente saber que podria presentarse la misma especie con dos nombres validos (sinonimia):
en este caso aparecen Psetta maxima y Scophthalmus maximus. Tras hacer click en el nombre
(flecha en Figura 2) se vera la secuencia y toda la informacion asociada (Figura 3), incluido el
numero de acceso. Este nimero, si se conoce, se puede utilizar para buscar las secuencias (en
lugar de usar el nombre de la especie).

Con el objeto de uniformar los resultados y asegurar la correcta seleccion de secuencias, se
proporciona a continuacion un listado con los numeros de acceso de las secuencias que se
deben descargar para la practica. De este modo, la busqueda en la pagina del NCBI se realiza
igual salvo que, en lugar de escribir el nombre de la especie y el gen de interés, se escribe
directamente el nimero de acceso (en el caso de Psetta maxima: EU686692.1). De esta forma
aparecera directamente la informacion de la secuencia (Figura 3).
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Los numeros de las secuencias para descargar en esta practica son:

Psetta maxima (rodaballo): EU686692.1
Merluccius merluccius (merluza): EU022566.1
Salmo salar (salmoén): AF012125.1

Solea solea (lenguado): KJ510524.1

Thunnus albacares (atun): KF536727.1
Petromyzon marinus (lamprea): KM925135.1

52 NCBl  Resouces = How To =

Nucleotide Muckeotide ¥ | Psetta maxma beta acte [ Search

= Filvers: Manage Fillers
BETA ACTIN e he e Analyze these sequences

beta actin eference Lequenc es ot 1 Run BLAS

Find related data

5 R
3 . Psetta maxima beta-actin (acth) mAMNA part i Database | Select v
—— e T
Scophthalmus maximus beta-actin mANA

Figura 2

En el momento de elaboracion de este dossier no estaban disponibles las secuencias de otras
especies usadas en la practica de laboratorio: Conger conger (Congrio), Engraulis encrasicolus
(Boquerdn), Lepidorhombus whiffiagonis (Gallo) y Raja pulchra (Raya). Sin embargo, es probable
gue en un futuro las secuencias para algunas de estas especies aparezcan en las bases de datos.
En ese caso, se invita al alumno a que explore la posibilidad de incluirlas en el andlisis siguiendo
el mismo procedimiento.

Se ha incluido la secuencia de la lamprea con objeto de enraizar el arbol. Se trata de un grupo
externo que, por ser mas antiguo que el resto, permitira contextualizar los resultados del arbol y
colocar correctamente las ramas del mismo.

GRUPO EXTERNO (OUTGROUP)

Es un organismo (0 grupo de organismos) utilizado en un andlisis filogenético
y que no se incluye dentro del taxon de interés (grupo interno), aunque
es cercano a este. Se incluye con fines comparativos, para comprender
la evolucion de los caracteres en una filogenia, ya que permite conocer la
direccion de los cambios.
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2. Descarga de secuencias en formato FASTA

Una vez dentro de la pagina que incluye la informacion de una secuencia, se debe clicar en
“Send” y se mostrara un desplegable. En el mismo, seleccionar “File” como destino, “FASTA”
como formato vy la opcion “Show G/I” (Qque mostrara el numero de acceso en la descarga). Una
vez marcadas estas opciones, clicar en “Create File” (Figura 3). Esto provocara la descarga de un
archivo de texto que contiene la secuencia. Se recomienda renombrar el archivo con el nombre
de la especie.

72 NCBl  Resources 1 How To @

Nucleotide Muckobde ¥ [ Search |

Psetta maxima beta-actin (actb) mRNA, partial cds
B an Numero de acceso

Choose Destination

Figura 3

Al abrir el archivo de texto descargado se puede comprobar en qué consiste el formato FASTA
(Figura 4). Basicamente, es un archivo de texto plano que consta de una linea inicial que comienza
con el simbolo “>” y a continuacion la informacion sobre la secuencia. En muchos programas
utilizados para filogenia sélo aparecera la informacion hasta el primer espacio, de tal forma que si
se quiere conservar la informacion se deben sustituir los espacios por guiones bajos ().

En cualquier caso, segun el programa, puede existir limitacion de caracteres para los nombres,
asi que igualmente la informacion puede ser reducida por el propio programa. Por ello, se editaran
las secuencias dejando el nUmero de acceso y nombre de la especie para evitar problemas
(Figura 5). Tras un salto de linea, comienza la secuencia en si.

Hay muchos otros formatos (NEXUS, PHYLIP, CLUSTAL, MEGA, etc.), adecuados segun el
programa que se utilice. Existen herramientas online para realizar la conversion. Por ejemplo:
http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/ @.
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MJ Psetta_maxima_beta_actin - Notepad tﬂjﬂ]ﬁ

File Edit Format WView Help

>01|196174734 |gh|EU686692.1| Psetta maxima beta-actin (acth) mRMA, partial cds
GACGACGCCCCTCGTGCTGTCTTCCCTTCTATCGTCGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGGGCCAGAA
GGACAGCTACGTAGGTGATGAAGLCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGTATTGTGA
CCAACTGEGATGACATGLAGAAGATCTGGCATCATACCTTCTACAATGAGC TGAGAGTTGCCCCCGAGGAGCATCCAGTC
CTGCTCACAGAGGCCCCCCTRAACCCCAAAGCCAAC AGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCC
CGCCATGTACGTTGCCATCCAAGCTGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTG
ATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTATGAGGGT TACGCCCTGCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCTGGCCGC
GACCTCACAGACTACCTCATGAAGATCCTGACAGAGCGTGECTACTCCTTCACCACCACTGC TGAGAGGGAAATCGTGLG
TGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACCGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGG
AGAAGAGC TATGAGC TGCCCGACGGACAGGTCATCACCATTGGCAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAG
CCTTCCTTCCTCGGTATGGAGTCC TGCGGAATCCAC GAGACCACC TACAACAGCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCG
TAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGGCATCGCCGACAGGATGC AGAAGGAGA
TCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCCCACCAGAGCGTAAATACTCTGTC TGGATCGGAGGM
TCCATCCTGGCTTCCCTGTCCACCTTCCAGCA

4 LU 3

Figura 4

En este caso, con el formato FASTA sera suficiente, ya que el programa MEGA lo abre sin
problema vy lo transforma. Pero antes de llevar a cabo el analisis de las secuencias, es preciso
juntar todas las especies en un unico archivo de texto (*.txt). Para ello, simplemente se deben
copiar y pegar todas las secuencias dentro del mismo archivo, usando el bloc de notas
(Windows) o algun programa equivalente (Figura 5). Usando la opcion de “Guardar como”,
anadiremos al nombre del archivo la extension “.fasta”. Por ejemplo, el archivo “Todos_BetaActin.
fasta” contendra las secuencias del gen beta-actina en formato FASTA de todas las especies a
analizar. Esto permitira que el programa MEGA reconozca el formato.

-

_| Todos_Betahctin - Notepad

File Edit Format View Help

=KF536727.1_Thunnus_albacares
CAAGAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCATCACCAAC TGGGATGATATGGAGAAGATC TGGCAT
>K1510524.1_50lea_solea

TTTTTTITTI T T I T I T I T T T T TGATCGTTACC GG TCGTGT TGAAAGCATGLCGGC TCACGGGCCACTCTT TGACAGCGGATGT
COCGGTCGEAAT T TGAAGCACGCTCTCCACCTAGCGGTTGTTCTAGTGAATTGC AAC TGGC GAGTTAAC AGGAAGT GAGAGT
CTTGTGAATATGTAT T TGAGCACCTATTGGGCATTTGACATGCACAAGTGTGAAAGAATGTTGATT TTTATCTACACTTTCT
TGCAGATCAT TGLCCCACC TGAGCGTAAATAC TCTGTCTGGATTGGAGGC TCCATCCTGGC TTCCCTGTCCACCTTCCAGCA
CAAGGGAAAGAATCAGAACCTGTTTAATT TAGACTGAAGATGGC TACTAGGCAACTGTTGAAGCACTATCTGACTGAGGTAA
CTTGACCATGACTTCTTGCCTGGATACAT TTAGCTGC TGCCTAT TGTAGTCACTGGC TGAT TAGTTATTGTTTTTATTGCAT
TCATAGGACATGAC TCCATACAGGC TGAAGGGC TAGATC AAATACCATGTTTTAAATGC TGATT TT TGCCTTTGAATGGACA
CAGATGGGEC TG TGEECTEGCGLGGGETCTEGC TTTGGCAGATAAAGTAGGTGAAAGGC AAAAGAGAGGGCTACTAAAGCTGA
GCCTGTGTGGAT T TGAGTCAAATTGATACTGTGTCT T TCATATTTCGTTGT T TTATGTGGCAAAATAAAATTGGGTCAACTC
=AF012125.1_salmo_salar|

ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGT TGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGLGTTCGL TGGAGATGACGCGCCTC
CTCCGTCTGGATCOGAGGC TCCATCCTOOC T TCTCTCTCCACCT TCCAGCAGATGTGGATCAGC AAGCAGGAGTACGACGAG
>EUGB6692.1_Psetta_maxima
GACGACGCCCCTCGTGCTGTCTTCCCTTCTATCGTCGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGGGCCAGAAGG
>KM925135. 1_Petromyzon_marinus

GCACGAGGC TCTACCCTCAGCC TCGTC TCCCACGC TCACTTC TGCC TCTTAAAAAGAAAC AAAAAAACCCAACAAAGTAAAA
TCGCCGACCGCATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGC GCCCAGCACCATGAAGATC AAGATCATCGCCCCACCAGAGC GCAA
>EU022566.1_Merluccius_merluccius

TCTGGCATCACACCTTC TAC AACGAGC TGAGAGTC GCACCCGAGGAGCACCCCGTCCTGC TCACAGAGGE TCCCCTCAACCT

4 mn

-

Figura 5
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3. Alineamiento de secuencias en MEGA

Abrir el programa MEGA y seleccionar “File” y “Open A File/Session”. Seleccionar el archivo
fasta que hemos creado (“Todos_BetaActin.fasta”) y después clicar en “Align” (Figura 6). Esto
abrira automaticamente nuestras secuencias sin alinear en otra ventana (Figura 7). Para proceder
con el alineamiento, desplegar el menu “Alignment” y clicar en la opcion “Align by Clustal\W”.
Tras seleccionar ClustalWW, MEGA pregunta: “Nothing selected for Alignment, select all?” Clicar
en OK. Aparecera una nueva ventana para modificar los parametros de alineamiento (ClustalWW
parameters). Dejamos las opciones que vienen por defecto y clicamos en “OK”,

Analysis  Help

&5 Open AFile/Session ... Ctd+0 LB & % B .®% _E _0O T
Open a Recently Used File » Diversity Phylcgeny  User Tres Ancestors  Selmchion Fates Clocks Diagnoss

22 Edit a Text File

wke  Convert File Format to MEGA..

&y Printer Setup...

Exit MEGA Alt+X
File Analysis Help
E it ® N i & @ & % B ® T
- - 2 - - - - - - - - -
Align Cats Models Cistance Diversity Phylogeny  User Tree  Ancestors  Selection Fates Clocks Disgnose
=
U
M Analyze or Align File? -
|
| 2
{;) How would you lke to open this fasta fie?
oo 4
Figura 6
[ M7: Aignment Explorer (T

Data Edit Sesrch [Alignment] Web Sequencer Display Help
D & B & | W Algnby ClustalW
DNASequences 1y W Align by ClustalW (Codons) l
'Speues.'-'-:w v‘&' Align By Muscle

1. KF536727.1_Thun ‘5' Align by Muscle [(Codons)

2 KIS10524.1_S018i i Mack/Unmark Site  CtrleM
3AFO121251 Saim L,
s EusBEE92 1 Pset & 0
5. KM925135.1_Petr(
6. EU022566.1_Merlt 3  Delete Gap-Only Sites
¥ Auto-Fill Gaps

Data Edit Search Alignment Web Sequencer
(DS @Y% =@M wY ol

DNASequences | Translated Protein Sequences

[SpeciesiAbbiv [Group Name |
1. KF5356727.1_Thunnus_albacares
2 KI510524.1_Solea_solea

3. AF012125.1_Salmo_salar

4 EUB86692 1_Pselta_maxima

5. KM325135.1_Petromyzon_marinus | P
5. EU022566.1_Merluccius_merluccius i E [ E:‘.'!‘..F!...,

CHESAEEEETAETCCmBAC e S confm

0. Mothing selected for alignment. Select all?

o= 000

Figura 7
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El programa coloca alineadas las posiciones de la secuencia que considera homologas
(homologia: semejanza derivada de un ancestro comun). Usa el criterio de parsimonia: busca el
maximo numero de correspondencias o similitudes (se espera evolutivamente el menos ndmero
de cambios). En un alineamiento multiple como este, primero se comparan las secuencias por
pares y se calcula la distancia genética (nUmero de diferencias).

A continuacion apareceran las secuencias alineadas. Es conveniente cortarlas para que todas
sean del mismo tamano (en este caso la secuencia de Solea es mucho mas larga que el resto).
Para ello, seleccionar las posiciones de todas las secuencias que queremos borrar (el rectangulo
rojo de la Figura 8 indica donde hay que pinchar y arrastrar para la seleccion). A continuacion se
debe clicar en “Edit” y “Delete” para borrar las posiciones cuya informacion no esta disponible
en todas las secuencias (Figura 8). La primera posicion sera la 2086, para la cual todas las
secuencias tienen informacion (nucledtido T). Hacer lo mismo con la parte final de las secuencias
de tal manera que la longitud final del alineamiento sea 371 bp. Las secuencias acaban con la
secuencia CACCA. MEGA marca las posiciones del alineamiento que estan conservadas
(son iguales) en todas las secuencias con un asterisco en la linea superior (a la derecha de
“Group Name”).

[ M7: Alignment Explorer (Todos_Betafctinasta)

Data iE:ﬁt' Search Alignment Web Sequencer [Dhsplay Help
0 v uUnde CtrleZ | ®

DMA! By Copy CuleC Bs

[Speci & Cut Ctrle X ?.Iame l
1. KF!
2 KJE
3. AF( "
4. EU ¥ Delete Gaps Ctrl«Del
5. KM [ Insert Blank Sequence  CtrieN

5. EU MB Insert Sequence From File Ctri+l

Dot LTI TiTiIT T T T T T T T TIGIATICIGITITIAICCIGIGICIT CIG I TIGITITIGIAIAAIGICIANT GIC

[ Select Site(s)
== Select Sequence(s)

B Select All Ctrle
¥

Allow Base Editing

Mofify All Bases to Uppercase

Site @ 2085 = ® wilh wio Gaps

Figura 8

4. Elaboracion de arboles filogenéticos

En la misma ventana del alineamiento, en el menu “Data” seleccionar “Phylogenetic analyses”.
MEGA preguntara silas secuencias son codificantes: “Protein-coding nucleotide-sequence data?”.
Clicar en “Yes” (Figura 9). El programa creara el formato necesario para proceder a los analisis
filogenéticos. Una vez hecho esto, hay que volver a la ventana principal y en el menu “Phylogeny”
seleccionar “Construct/Test Maximum likelihood Tree”. El programa pregunta si queremos usar la
hoja de datos activa (“Would you like to use the currently active data?”). Seleccionar “Yes” (Figura
10), ya que se trata del set de datos para filogenia que se ha creado tras el alineamiento.
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Figura 10
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Aparecera una nueva ventana para seleccionar las opciones del andlisis filogenético. Se
modificara “Test of phylogeny” para incluir “Bootstrap method” (500 réplicas es suficiente), en
“Model/Method” se incluira el “General Time Reversible model” (GTR), y en “Rates among Sites”
especificaremos “Gamma Distributed with Invariant Sites (G+/)” (Figura 11). En principio, el resto
de opciones se dejarian por defecto. En cualquier caso, para esta practica comprobar que se
dejan los mismos parametros que aparecen en la Figura 1. Finalmente, ejecutar el analisis clicando

en “Compute”.

[ M7 Analysis Preferences w o=k

il Uy

Option |'=ur.-:« |

Anshis [ ———
Stasten Mathod Mo Lksihasd
Phylogeny Test

gt
Mo of Boctsiras Resicbenr ]
[

Substitution Model

| Substrutions Ty Nucwotse

Mode! Method Gerersl Time Reversbie model

| Rates and Patterns

Rates wmsce S2es [[Samema datrbted th Inarant sbes (Go1]

#a of Descrete Gamma Categones 4
| Dats Subsat to Use

|| Gapnirasing Dot Treatroaet Use o i

Swact Codon Pogtans it |/dnd [ ded [ Noncoding Shes |
Tras Inferance Opticas
ML Heurte Mathad Subtren Brunng Bagrating - Extetice [SPR el §)

Initial Trew for ML Make intial tree sutomatcaly (Default - MN/Bsoh)
Brarch Seap Fiter Mora

Sybem Resource Uage

Heursiar of Theeads 1

X /c_a:mwﬁw

Figura 11

Existen varios métodos para elaborar reconstrucciones filogenéticas:

¢ DISTANCIAS (neighbor joining o del vecino mas préoximo):
El arbol se calcula a partir de matrices de distancias genéticas entre las secuencias
(0 numero de caracteres o nucledtidos en los que difieren). Este método ya no es
muy utilizado en filogenia.

e MAXIMA PARSIMONIA (o del camino mas corto):
El método evalua los arboles posibles dandoles una puntuacion en funcion del
numero de mutaciones que serian necesarias para explicar sus topologias. El
arbol que precise el menor numero de mutaciones sera el seleccionado. En dicha
puntuacion se pueden penalizar procesos evolutivos mas dificiles, comoinserciones
o deleciones. Este método es frecuentemente utilizado para reconstrucciones
basadas en caracteres morfologicos.
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e PROBABILISTICOS (maxima verosimilitud y método bayesiano):
Utilizan técnicas estadisticas para inferir el arbol con mayor probabilidad de haber
ocurrido. Requieren un modelo de sustitucion (modelo evolutivo) para establecer la
probabilidad de cada tipo de mutacion en las secuencias. Estos son los métodos
mas utilizados actualmente para filogenia basada en secuencias de ADN y es por
ello que en esta practica se ha optado por la elaboracion de un arbol de maxima
verosimilitud (Maximum likelihood).

Los modelos de sustitucion, o modelos evolutivos, se utilizan porque el nimero de diferencias
observadas entre las secuencias no tiene por qué ser igual que el numero de sustituciones que
se han producido a lo largo de la historia evolutiva. Se podrian haber producido sustituciones
multiples en una misma posicion (hay posiciones mas variables que otras, como por ejemplo la
tercera posicion del codon que codifica un aminoacido), por lo que generalmente el numero de
sustituciones observadas subestima las sustituciones reales. Partiendo de esta base, se han ido
implementando modelos evolutivos cada vez mas complejos.

Hay programas que calculan el modelo al que se ajustan nuestras secuencias con mas
probabilidad. Sin embargo, y para no complicar la practica, aqui hemos seleccionado el modelo
que mas comunmente siguen las secuencias de ADN: General Time Reversible model (GTR)
con Gamma Distributed with Invariant Sites (G+1). Este modelo permite aplicar distintas tasas de
sustitucion a lo largo de la secuencia, considera que los nucledtidos no son equifrecuentes (que
hay distinta cantidad de A, T, Gy C) y tiene en cuenta que hay posiciones que se saturan antes
que otras (G), es decir en las que hay multiples sustituciones con mas probabilidad, y posiciones
invariables (). Por ultimo, mencionar el test de soporte filogenético (Bootstrap), un método de
remuestreo que permite asignar un valor de soporte a cada rama del arbol filogenético inferido.
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Figura 12
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En la Figura 12 se muestra el arbol inferido por MEGA. Para enraizar el arbol, debemos asignar a
la lamprea la posicion de grupo externo. Para ello, clicamos en la rama de la lamprea (Petromyzon)
y en el icono que indica “Place root on branch”. Este seria nuestro arbol final, en cuyas ramas
se muestran los valores de soporte sobre 100. No son valores de soporte demasiado elevados,
probablemente por el reducido numero de especies incluidas en el andlisis y la gran separacion
evolutiva entre algunas de ellas.
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Figura 13

Como resultado, en la Figura 13 se muestra en detalle el arbol filogenético obtenido para las
secuencias de beta-actina de seis especies de peces evolutivamente diversas: Psetta maxima
(rodaballo), Merluccius merluccius (merluza), Salmo salar (salmon), Solea solea (lenguado),
Thunnus albacares (atun) y Petromyzon marinus (lamprea).
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