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Resumen

Reconstruir el arbol de la vida es el objetivo méas importante y ambicioso de la sistematica
filogenética. Como resultado de todos los esfuerzos de reconstrucciones filogenéticas de los
diferentes grupos de seres vivos encontramos que la distribucién de la riqueza de especies
en el arbol de la vida es desigual. Algunos grupos tienen una gran diversidad de especies,
mientras que otros cuentan con muy pocas especies. Actualmente contamos con una gran
cantidad de datos filogenéticos, moleculares y morfoldgicos, lo que ha hecho posible inferir
una gran cantidad de filogenias utilizando modelos matematicos que permiten explicar la

evolucion y relacion entre las especies.

La inferencia de las filogenias de las especies para tratar de describir la dindmica del
proceso de diversificacion (especiacion y extincién) es uno de los principales objetivos de
la biologia evolutiva. Uno de los avances metodolégicos mas recientes y significativos para
la estimacion de los tiempos de divergencia ha sido el modelo de nacimiento y muerte
fosilizado (FBD, por sus siglas en inglés), propuesto en el 2014. El proceso FBD considera
que las especies vivas y fosiles son parte del mismo proceso de diversificacion evolutiva.
La precision de las estimaciones de edad obtenidas con este modelo se ha evaluado
principalmente mediante simulaciones. También se han llevado a cabo estudios empiricos
basados en muestreo aleatorio de especies vivas y fosiles, aunque es posible que la mayoria
de los conjuntos de datos empiricos no estén completamente representados o que se ignore
un sesgo debido al muestreo incompleto y no aleatorio de especies. Se ha propuesto una
variacion del FBD conocida como muestreo diversificado que tiene en cuenta los sesgos
derivados por un inevitable muestreo incompleto de especies, asumiendo que hemos

1



muestreado un descendiente existente de cada grupo principal dentro del clado estudiado.
Por lo tanto, seleccionar el esquema de muestreo mas adecuado de especies vivas y fosiles
puede contribuir a mejores estimaciones para conjuntos de datos empiricos. En este
proyecto utilicé a la familia Lauraceae para investigar la influencia de los esquemas de
muestreo aleatorio y diversificado en las estimaciones de tiempo de divergencia utilizando
el modelo FBD. Lauraceae incluye ca. 3.000 especies vivas y estd abundantemente
representada en el registro fosil por flores, hojas y madera. Los resultados muestran que la
familia Lauraceae se origind ca. 118 Ma durante el Aptiano, Cretacico Inferior. Las
relaciones filogenéticas de los principales clados son consistentes en todos los arboles
estimados. Ademas, los resultados utilizando muestreo aleatorio son consistentes con
estudios previos (distribucién mas amplia de las edades de los nodos). En comparacion con
el esquema de muestreo aleatorio, el muestreo diversificado recuperd arboles con ramas
terminales mas cortas, es decir, los tiempos de divergencia son mas recientes, por lo que he
considerado la posibilidad de que exista una influencia de las edades fésiles utilizadas, pues

la mayoria de los fdsiles son del Cenozoico.



Abstract

Reconstructing the tree of life is the most important and ambitious goal of phylogenetic
systematics. As a result of all the efforts in phylogenetic reconstructions of different groups
of living organisms, we find that the distribution of species richness on the tree of life is
uneven. Some groups have a high diversity of species, while others have very few species.
Currently, we have a wealth of phylogenetic, molecular, and morphological data, which has
made it possible to infer numerous phylogenies using mathematical models that explain the

evolution and relationships between species.

The inference of species phylogenies, in an attempt to describe the dynamics of the
diversification process (speciation and extinction), is one of the main goals of evolutionary
biology. One of the most recent and significant methodological advances for estimating
divergence times has been the fossilized birth-death (FBD) model, proposed in 2014. The
FBD model considers that living and fossil species are part of the same evolutionary
diversification process. The accuracy of age estimates obtained with this model has been
primarily evaluated through simulations. Empirical studies based on random sampling of
living and fossil species have also been conducted, although it is possible that most
empirical datasets are not fully representative or that a bias due to incomplete and non-
random sampling of species is present. A variation of the FBD, known as diversified
sampling, accounts for biases arising from the inevitable incomplete sampling of species,
assuming that a descendant of each major group within the studied clade has been sampled.
Therefore, selecting the most suitable sampling scheme for living and fossil species can

contribute to better estimates for empirical datasets.



In this project, | used the Lauraceae family to investigate the influence of random and
diversified sampling schemes on divergence time estimates using the FBD model.
Lauraceae includes approximately 3,000 living species and is well represented in the fossil
record by flowers, leaves, and wood. The results show that the Lauraceae family originated
approximately 118 million years ago during the Aptian, Early Cretaceous. The
phylogenetic relationships of the major clades are consistent across all estimated trees.
Furthermore, the results using random sampling are consistent with previous studies (wider
distribution of node ages). In comparison to random sampling, diversified sampling
recovered trees with shorter terminal branches, indicating more recent divergence times.
Therefore, | have considered the possibility of an influence from the fossil ages used, as

most fossils are from the Cenozoic era.



Introduccion

Reconstruir el arbol de la vida es el objetivo mas importante y ambicioso de la filogenética
y sistematica. Algunos ejemplos son los esfuerzos para reconstruir la filogenia de las
plantas verdes o Viridiplantae (Ruhfel et al., 2014) o de las plantas terrestres o
Embryophyta (Doyle, 1996; Soltis et al., 2002), asi como el arbol de vida de animales
(Dunn et al.,, 2008). Como resultado de todos los esfuerzos de reconstrucciones
filogenéticas de los diferentes grupos de seres vivos, encontramos que uno de los patrones
mas interesantes, es la distribucion desigual de la riqueza de especies en el arbol de la vida.
Algunos grupos tienen una gran diversidad de especies vivientes, mientras que otros
cuentan con muy pocas especies vivientes - por ejemplo, entre las familias de plantas esta
Amborellaceae que es monotipica y Orchidaceae, con ca. 25 000 especies. Se han
propuesto algunas explicaciones para esta disparidad; una de ellas es que la edad de los
clados es diferente, por lo que los grupos mas antiguos han tenido mas tiempo para
acumular especies (McPeek y Brown 2007). Otra propuesta es que la tasa de diversificacion
—el balance entre la especiacion y la extincién-, varia entre los diferentes clados, aquellos
con una alta tasa de diversificacion acumulan méas especies (Pyron y Burbrink 2012;
Quental y Marshall 2013, Stadler et al 2014, Rabosky 2009). Sin embargo, ese no siempre
es el caso, existen clados antiguos que tienen muy pocas especies, que tal vez en el pasado
tuvieron una diversidad mayor que la que encontramos en la actualidad, entonces, a lo largo
del tiempo la riqueza de especies puede aumentar o disminuir como resultado de diferentes

factores.

Actualmente, contamos con una gran cantidad de datos filogenéticos, moleculares y

morfoldgicos, lo que ha hecho posible inferir una gran cantidad de filogenias utilizando



modelos matematicos que permiten explicar la evolucién y relacion entre las especies. Aun
cuando hay cada vez mayor disponibilidad de datos moleculares completos y de alta
calidad, no es posible obtener datos moleculares de una gran cantidad de organismos,
representando un gran obstaculo para la reconstruccion del arbol de la vida o, simplemente,
reconstruir las filogenias representativas de algunos grupos. También debe ser considerado
que secuencias moleculares demasiado extensas y un gran numero de especies pueden
provocar ciertas complicaciones computacionales y de tiempo necesario para obtener
resultados. Ademas de la cantidad de datos disponibles, la inferencia de los parametros y
filogenias también son susceptibles a los efectos del muestreo de especies, por lo que la
eleccion de una estrategia de muestreo adecuada suele ser conveniente para incrementar la

precision de los resultados obtenidos (Bininda-Emonds & Stamatakis, 2006).

Métodos de fechamiento

La inferencia de las relaciones filogenéticas de los organismos es de gran importancia en la
biologia evolutiva, pero contar con estimaciones precisas de los tiempos absolutos de
divergencia de las especies, asi como de las tasas de los diferentes procesos (especiacion,
extincién y diversificacién), nos permite comprender los eventos evolutivos en el contexto
de una escala temporal global e identificar las causas de la variacion en las tasas de

evolucién molecular.

El desarrollo de modelos matematicos ha permitido explicar la evolucion de las secuencias
y a partir de esto inferir filogenias. EI método de fechamiento molecular asume que el

tiempo de divergencia entre dos especies puede medirse a partir de la estimacion de namero



de diferencias entre dos secuencias moleculares (Duchene & Bromham, 2013). Sin
embargo, las divergencias de secuencias moleculares solo pueden proporcionar una escala
de tiempo relativa, pero no brindan informacion sobre la edad absoluta. Emile Zuckerkandl
(1962) y Linus Pauling (1965) se basaron en la suposicion de que las tasas de evolucion
molecular son constantes entre linajes y a lo largo del tiempo, desarrollando el concepto de
reloj molecular, bajo el cual todas las ramas del arbol filogenético se pueden caracterizar
por una tasa Unica. Este modelo no es realista cuando se consideran diferentes especies
porque las tasas moleculares son variables entre ellos (Ho & Duchéne, 2014). Se han
propuesto diferentes modelos de relojes moleculares que toman en cuenta como se podria
distribuir la heterogeneidad de las tasas moleculares entre los linajes. EI modelo de reloj
molecular que actualmente es mas utilizado es el modelo de reloj relajado (Drummond et
al., 2006; Magalldn, 2020), que asigna una tasa de sustitucion Unica a cada rama del arbol
filogenético. Las tasas se pueden modelar siguiendo el principio de autocorrelacion
temporal, que considera que los atributos que determinan las tasas moleculares se
transmiten de los linajes ancestrales a los descendientes y, en consecuencia, que las tasas
entre linajes estrechamente relacionados son similares (Drummond et al., 2006; Gillespie,
1991; Rannala & Yang, 2007). Otra propuesta es el modelo de reloj molecular no
correlacionado, en él se consideran las diferencias de tasa molecular entre linajes que
divergieron en el pasado lejano, donde se produjo una extincion sustancial o cuando el

muestreo es incompleto (Drummond et al., 2006).

La principal complicacion con la datacion molecular es que necesitamos separar las
longitudes de las ramas en dos componentes: las tasas evolutivas y el tiempo (Bromham et

al., 2018). Para hacer esto, incorporamos informacion temporal del registro fosil, eventos



biogeogréaficos, o estimaciones de tasas de estudios previos. Esto ha permitido la inferencia
de arboles fechados, con ramas medidas en unidades de tiempo en lugar de unidades de tasa
de sustitucion relativa (Ho & Duchéne, 2014). Esto se conoce como calibrar el reloj
molecular y la manera en la que ese hace tiene un gran impacto en las estimaciones de

fecha que se obtienen (Guindon, 2020; Sauquet, 2013).

El método més comun es la datacién de nodos (Rannala & Yang, 1996), que consiste en
usar la evidencia del registro fosil (u otras fuentes, por ejemplo, eventos biogeogréaficos)
para definir los limites minimos y/o maximos de la edad de un nodo especifico y usar una
distribucion de probabilidad que refleje la incertidumbre de la calibracion. La cantidad
maxima de calibraciones que se pueden usar es igual a la cantidad de nodos internos en el
arbol. Ademas, si contamos con varias fuentes de calibracion para un mismo nodo, la mas
antigua informara la edad del nodo y el resto dejara de ser informativa. Por ejemplo, si
contamos con muchos fésiles para un mismo nodo, utilizaremos el mas antiguo para hacer
la calibracion. En este contexto, la calibracion es un punto critico y puede tener una
influencia dréstica en los resultados (Massoni et al., 2015; Sauquet et al., 2012), por lo que
una revisién geoldgica exhaustiva es esencial para proporcionar una edad minima precisa
(Parham et al., 2012). La decisién sobre qué nodo sera calibrado por un fosil debe tener en
cuenta la incertidumbre de su posicion filogenética y la incertidumbre de las relaciones
entre las especies existentes (Massoni et al., 2015; Parham et al., 2012). Las calibraciones
incorrectas, basadas en fosiles cuyas relaciones filogenéticas son incorrectas o a las que se
les han asignado edades incorrectas, introducen errores en un anélisis. Se ha demostrado
que las estimaciones de tiempo de divergencia son sensibles a la eleccion de fosiles, su

edad y la distribucion elegida para la calibracion (Heath, 2012; Ho & Phillips, 2009;



Warnock et al., 2012). Es necesaria una justificacion exhaustiva y explicita de la edad y la
relacion filogenética para todos los fosiles utilizados para la calibracion (Parham et al.,

2012; Sauquet et al., 2012).

En sistemética xisten varios métodos de distancia y de méxima verosimilitud para estimar
tasas evolutivas y tiempos de divergencia de las especies (Sanderson, 2002). Sin embargo,
el desarrollo del marco filogenético bayesiano ha sido un avance metodoldgico muy
importante, en particular por la facil interpretacion de las probabilidades posteriores de los
arboles y clados producidos y a la disponibilidad de algoritmos computacionales eficientes

(Yang & Rannala, 2006).

Marco filogenético bayesiano

Los métodos filogenéticos bayesianos se introdujeron en la década de 1990. y se han vuelto
muy populares debido a los avances en la implementacion de modelos evolutivos
complejos y disponibilidad del software facil de usar, lo que ha permitido analizar
conjuntos de datos filogenéticos de gran tamafio (Nascimento et al., 2017; Yang & Rannala,
1997). Algunas de las utilidades de los métodos bayesianos en la filogenética son la
reconstruccion de relaciones entre las especies, estimacion de tiempos de divergencia,
inferir la historia geografica de las especies y la descripcion del flujo de genes entre

especies (CITA).

Los métodos bayesianos han sido preferidos por algunas razones. Las méas importantes son
que estos métodos estiman una muestra de valores de parametros plausibles dado un

modelo y un set de datos y proporcionan una incertidumbre asociada con cualquier
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parametro del modelo inferido, ademas permiten incorporar conocimiento existente sobre

los valores de los parametros (Warnock & Wright, 2020).

Una descripcion mas formal es que el método bayesiano es una metodologia de inferencia
estadistica, que utiliza distribuciones de probabilidad para describir la incertidumbre de
todos los parametros del modelo. Se basa en el teorema de Bayes, que tiene tres
componentes importantes, la verosimilitud del modelo, la probabilidad previa (o prior) y la
probabilidad posterior. El teorema supone que la distribucién de probabilidad posterior es
el resultado del producto de la distribuciéon previa y la verosimilitud, dividido por la

probabilidad de los datos. En filogenética, el teorema toma la siguiente forma:

P (8]D) =P (0) P (D|0) / P (D)

donde P(0D) es la probabilidad posterior, es decir, la distribucion de probabilidad de los
parametros dados los datos, P(0) es la probabilidad previa, la distribucion de probabilidad
de los parametros, P(D|0) es la verosimilitud, es decir, la probabilidad de los datos dados

los pardmetros del modelo y P(D) es la probabilidad de los datos (Figura 1).

De manera méas explicita, la verosimilitud del modelo se refiere al calculo de la
probabilidad de los datos observados dado un modelo particular. En este contexto, es
importante explicar qué consideramos como un modelo matematico, segun Warnock y
Wright (2020) un modelo es la descripcion matemética de un fendmeno, este estd
compuesto de parametros que van a representar puntos clave para describir el fendmeno y
que van a ser tratados como variables aleatorias, es decir, un valor desconocido. En el caso
de la filogenética molecular, la verosimilitud se calcula considerando el modelo de

sustitucion, de reloj molecular y el de arbol. Representa la probabilidad de que obtengamos
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las secuencias seleccionadas, si el modelo que elegimos para describirlas fuera verdadero

(Bromham 2017; Zhu 2020).

La probabilidad previa es una distribucion de probabilidad a partir de la cual se puede
extraer el valor de un parametro en particular. Pueden representar nuestras creencias sobre
los parametros en el modelo de verosimilitud, sin considerar ninguna informacion de los
datos. Es comun utilizar distribuciones como Gamma o Exponencial como distribuciones
previas, que pueden ser muy flexibles, debido a que la informacion confiable con la que los
investigadores pueden fundamentar la eleccién de los previos podria no estar disponible o
poderse asegurar con demasiada certeza, de manera que la flexibilidad otorgada por las
distribuciones Gamma o Exponencial puede considerarse deseable (Warnock & Wright,
2020). Por otro lado, cuando no tenemos informacion sobre los valores que podria tomar un
pardmetro, podemos especificar una distribucion previa "no informativa" que otorga la
misma probabilidad a una amplia gama de valores posibles. Un ejemplo es la distribucion
uniforme, que otorga la misma probabilidad a los valores extremos de un rango elegido
como a los valores intermedios (Bromham et al., 2018). Las probabilidades previas son
parte del modelo, pues al restringir los valores que puede tomar un pardmetro, es posible
dirigir la estimacion hacia o desde ciertos conjuntos de valores, sin cambiar el proceso de

generacion de arboles que se estd implementando.

El posterior es el resultado de un analisis bayesiano, incluye una distribucion de valores
posibles para todos los parametros especificados en nuestros modelos (modelos de
sustitucion, de reloj molecular y de arbol), incluida la topologia del arbol y los tiempos de
divergencia. Algo importante es que no podemos calcular facilmente la probabilidad

posterior debido a la cantidad de informacion y complejidad de los modelos filogenéticos.
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Una muestra de la probabilidad posterior se genera a través del algoritmo conocido como
Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Bajo este algoritmo, se proponen valores para los
parametros y se califica la verosimilitud de los datos bajo este modelo. Luego, los
parametros del modelo se cambian y los datos se vuelven a calificar bajo este nuevo
modelo. MCMC no realiza un seguimiento de los valores que ya se han puntuado, por lo
tanto, un pardmetro que se ajusta bien puede recuperarse varias veces. Los valores de cada
parametro apareceran en la distribucion posterior en proporcion a su probabilidad, dado
nuestro modelo y las distribuciones previas. El punto o puntos mas altos de la distribucion
posterior representan las estimaciones de parametros mas probables. El algoritmo visita
valores de pardmetros con una distribucidn posterior alta con mas frecuencia que aquellos
con una distribucion posterior baja. De hecho, el algoritmo visita los valores de los
parametros exactamente en proporcion a su distribucion posterior (Nascimento et al., 2017).
La varianza de la distribucion posterior para un pardmetro dado refleja la incertidumbre en
esa estimacion. Si la varianza en nuestra distribucion posterior es relativamente alta, esto
refleja mucha incertidumbre en nuestra estimacién de parametros. Por el contrario, si la
varianza es relativamente baja, la incertidumbre en nuestra estimacion es baja, por lo que
hay un alto respaldo en la estimacion dados los datos, el modelo y las distribuciones

previas.

A partir de la distribucién posterior de los parametros del modelo es posible obtener los
intervalos de credibilidad (analogos a los intervalos de confianza). Por lo general, usamos
el intervalo de densidad posterior mas alta (HDP) del 95%, que es la dispersion de los
valores posteriores que contiene el 95% del posterior y son una forma de dar la

incertidumbre asociada con los parametros o edades de los nodos. Por otra parte, resumir la
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distribucion posterior de arboles significa resumir los arboles estimados y obtener las
relaciones filogenéticas que estan mejor respaldadas por el posterior asi como los valores
de soporte para cada nodo (Bromham et al., 2018; O’Reilly & Donoghue, 2020; Warnock

& Wright, 2020) (Bomham 2017; O'Reilly y Donoghue, 2018 Warnock & Wright 2020).

Una vez que tenemos una explicacion del método bayesiano y sabemos que la inferencia
posterior de un arbol filogenético bayesiano es una distribucion de arboles y parametros de
un modelo especifico, es importante comprender los modelos subyacentes utilizados para

generar el arbol (Bromham et al., 2018; Nascimento et al., 2017).
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