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Phylogenetic	  insights	  into	  the	  
evolution	  of	  Ostariophysi	  using	  

Ultraconserved	  Elements	  
	  

Prosanta	  Chakrabarty,	  Caleb	  McMahan,	  	  
Bill	  Fink,	  James	  Albert,	  Jairo	  Arroyave,	  	  

Melanie	  Stiassny,	  Brant	  Faircloth,	  Mike	  Alfaro	  
	  



Sequence	  Capture	  
•  Next-‐gen	  sequencing	  much	  more	  effective	  than	  
traditional	  Sanger	  sequencing	  
–  	  rapidly	  obtain	  hundreds	  of	  loci,	  for	  relatively	  low	  cost	  

•  Genome	  reduction	  	  (Genomes	  are	  billions	  of	  bp)	  

Images	  from	  Brant	  Faircloth	  and	  Mike	  Alfaro	  



Massively	  Parallel	  Sequencing	  of	  
Ultraconserved	  Elements	  (UCEs)	  

•  UCEs	  are	  universal	  homologous	  genomic	  
markers,	  present	  across	  vertebrates	  (90-‐95%	  
conserved)	  

McCormack	  et	  al	  2012	  



Core UCE!

Faircloth	  et	  al.	  2012	  
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One	  of	  the	  Toughest	  Questions	  
	  in	  Ichthyology	  

What	  are	  the	  basal	  relationships	  of	  ostariophysans?	  
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Ostariophysi	  
•  Anotophysi	  
•  Gonorhynchiformes	  (37	  spp.)	  

•  	  Otophysi	  
•  	  Cypriniformes	  (4000	  spp.)	  
•  	  Characiformes	  (2000	  spp.)	  
•  	  Siluriformes	  (3500	  spp.)	  
•  	  Gymnotiformes	  (200	  spp.)	  



	  
�  10,000	  spp.	  (30%	  of	  all	  teleosts,	  20%	  of	  all	  vertebrates)	  
�  70%	  of	  all	  freshwater	  Xishes	  
	  

	  
�  Include	  milkXish,	  minnows,	  carps,	  barbs,	  suckers,	  loaches,	  piranhas,	  
tetras,	  catXishes,	  knifeXishes,	  electric	  eels	  	  

�  United	  by	  Weberian	  apparatus,	  schreckstoff,	  among	  other	  characters	  
	  

Ostariophysi	  



Fink	  &	  Fink	  1981	  

Morphology,	  127	  characters	  (only	  8	  homoplasious)	  	  	  	  

Ostariophysi	  

Otophysi	  

Characiphysi	  

GONORHYNCHIFORMES	  	  

CYPRINIFORMES	  

CHARACIFORMES	  

GYMNOTIFORMES	  

SILURIFORMES	  
Siluriphysi	  



•  Distant	  Outgroups	  –	  Lepisosteus	  oculatus	  [root],	  Gadus	  morhua,	   	   	   	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Oryzias	  latipes,	  Umbra	  limi,	  Diaphus	  theta	  

	  
•  Outgroup	  [Otocephala]-‐	  Clupeiformes	  	  

–  Thryssa	  hamiltoni	  (Engraulidae)	  
–  Chirocentrus	  dorab	  (Chirocentridae)	  
–  Dorosoma	  petenense	  (Clupeidae)	  	  

•  Gonorhynchiformes	  	  
–  Gonorhynchus	  sp.	  (Gonorhynchidae)	  	  
–  Chanos	  chanos	  (Chanidae)	  	  
–  Phractolaemus	  ansorgii	  (Phractolaemidae)	  
–  Parakneria	  abbreviate	  (Kneriidae)	  	  

•  Cypriniformes	  	  
–  Moxostoma	  poecilurum	  (Catosomidae)	  	  
–  Danio	  rerio,	  Cyprinella	  venusta,	  Puntioplites	  falcifer	  (Cyprinidae)	  

•  Gymnotiformes	  
–  Apteronotus	  albifrons	  (Apteronotidae)	  	  
–  Sternopygus	  macrurus	  (Sternopygidae)	  	  
–  Brachyhypopomus	  occidentalis	  (Hypopomidae)	  	  
–  Gymnotus	  cylindricus,	  G.	  carapo	  	  (Gymnotidae)	  	  

	  



•  Characiformes	  Neotropics	  
–  Astyanax	  aeneus	  (Characidae)	  
–  Ctenolucius	  beani	  (Ctenoluciidae)	  
–  Hoplias	  microlepis	  (Erythrinidae)	  	  

•  Characiformes	  Africa	  
–  Citharinus	  gibbosus	  (Citharinidae)	  	  
–  Brycinus	  macrolepidotis	  (Alestidae)	  	  
–  Hepsetus	  odoe	  (Hepsetidae)	  
–  Bryconaethiops	  yseuxi	  (Alestidae)	  	  
–  Xenocharax	  crassus,	  Nannaethiops	  unitaeniatus,	  Distichodus	  hypostomatus,	  	  	  	  	  	  
D.	  maculatus	  	  (Distichodontidae)	  

	  
•  Siluriformes	  

•  Hypostomus	  panamensis	  (Loricariidae)	  	  
•  Plotosus	  lineatus	  (Plotosidae)	  	  
•  Arius	  felis	  (Ariidae)	  	  
•  Ameiurus	  natalis	  (Ictaluridae)	  	  
•  Pangasius	  cf.	  pangasius	  (Pangasiidae)	  	  
•  Auchenoglanis	  occidentalis	  (Claroteidae)	  	  
•  Malapterurus	  stiassnyae	  (Malapteruridae)	  	  
•  Synodontis	  Jilamentosus	  (Mochokidae)	  	  



UCE	  SimpliSied	  Methods	  1	  
•  Qiagen	  DNEasy	  extraction	  
•  Genomes	  sheared	  with	  
sonicator	  

•  TruSeq-‐compatible	  library	  
prep	  with	  custom	  indexes	  
(add	  barcodes	  to	  sequences	  
that	  tag	  individuals)	  

•  Pooled-‐sample	  (8	  tagged	  
libraries)	  target	  enrichment	  
with	  probes	  targeting	  
approximately	  1,200	  UCEs	  
(multiplex	  samples;	  add	  UCE	  
primers	  “probes”)	  

•  Post-‐enrichment	  PCR	  
ampliXication	  of	  16-‐20	  cycles	  

•  qPCR	  quantitation	  and	  
normalization	  (a	  check	  to	  see	  
if	  ampliXication	  worked)	  

Image	  from	  Mike	  Harvey	  (LSU)	  



UCE	  SimpliSied	  Methods	  2	  
•  Next-‐gen	  Sequencing	  -‐	  sequencing	  of	  

enriched	  libraries	  on	  HiSeq	  and	  MiSeq	  
•  Illumina	  Casava	  1.8.2	  to	  demultiplex	  

(separate	  sequences	  by	  barcodes)	  
•  read	  data	  adapter-‐	  and	  quality-‐	  trimmed	  

https://github.com/faircloth-‐lab/
illumiprocessor	  (remove	  adaptors)	  

•  automated	  assembly	  using	  Trinity	  
http://trinityrnaseq.sourceforge.net/	  	  

•  identiXication	  and	  processing	  using	  
https://github.com/faircloth-‐lab/
phyluce	   	  	  
–  duplicate	  locus	  identiXication	  and	  
removal	  	  

–  Map	  UCE’s	  to	  particular	  part	  of	  
genome	  

–  alignment	  using	  mafft	  
–  merged	  all	  individual	  nexus	  Xiles	  
from	  alignment	  

–  Parallel	  RaxML	  analysis	  of	  data	  w/	  
GTRGAMMA;	  100	  bootstrap	  
replicates	  	  

Image	  from	  Mike	  Harvey	  (LSU)	  

protocols/code	  all	  open-‐source/open-‐access	  -‐	  
h1p://ultraconserved.org	  	  



Results	  

•  Kept	  all	  UCEs	  that	  had	  at	  least	  75%	  of	  taxa	  
represented	  

•  351	  loci	  of	  mean	  380bp	  length	  for	  35	  ingroup	  
taxa	  (+	  5	  outgroups)	  

•  Total	  length	  aligned	  =	  133,424bp	  	  	  
– 5.33	  million	  total	  bp	  of	  data	  
– Contrast	  to	  Chen	  et	  al.	  2013	  	  
•  5	  loci,	  total	  length	  aligned	  4,518bp	  
•  429,210	  total	  bp,	  95	  taxa	  
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Chanidae	  

Engraulidae	  

Chirocentridae	  +	  Clupeidae	  
Gonorhynchidae	  

Phractolaemidae	  +	  
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Ultraconserved	  
Elements	  Phylogeny	  

Distichodontidae	  	  
+	  Citharinidae	  

Characidae	  +	  
Ctenoluciidae	  

Erythrinidae	  

Hepsetidae	  +	  
Alestidae	  

GONORHYNCHIFORMES	  	  

CYPRINIFORMES	  

GYMNOTIFORMES	  

CHARACIFORMES	  

CHARACIFORMES	  

SILURIFORMES	  

O
stariophysi	   O

tophysi	   Characiphysi	  

Citharinoidei	  

Characoidei	  



Expected	  
Relationships	  

•  Monophyletic	  Characiformes	  
–  Similar	  morphologies,	  
assumed	  deep	  homology,	  
gestalt	  

•  Monophyly	  of	  Siluriphysi	  (Siluriformes	  +	  Gymnotiformes)	  
–  Many	  neurological,	  sensory	  features	  related	  to	  
electroreception	  that	  are	  thought	  to	  be	  homologous	  -‐	  difXicult	  
to	  explain	  as	  convergence	  (Fink	  and	  Fink,	  1996)	  
•  Unique	  shared	  low	  frequency	  ampullary	  electroreception	  	  
•  Laminated	  electrosensory	  lateral	  line	  lobe	  





Potential	  Issues	  
•  35	  taxa	  representing	  1/5	  of	  all	  vertebrates	  
•  Incomplete	  lineage	  sorting	  (Rapid	  radiation,	  
large	  population	  sizes)	  –	  “mis-‐sorting”	  

•  need	  coalescent	  approach	  (working	  on	  Species	  Tree)	  
•  model	  gene	  tree	  discordance	  based	  on	  coalescent	  

Degnan	  and	  Rosenberg,	  2009	  



0.2

Ic_or3

Ph_bo3

Phenacogaster_calverti
Creagrutus_peruanus

Hyphessobrycon_eques

Agoniates_halecinusChalceus_erythrurus

Hypobrycon_marimba

Nx_so1

Pristella_maxillaris

Xe_cr2

Parodon_nasus

Nx_el3

Ci_co2

Eu_ma1

Moenkhausia_xinguensis

Jupiaba_cf._acanthogaster

Di_se4

Steindachnerina_insculpta

Di_no3

Hemigrammus_marginatus

Bramocharax_baileyiBramocharax_caballeroi

Glandulocauda_melanogenys

Eu_ma3

Ne_tr1

Nx_br1

Apareiodon_affinis

Mi_ba2

Nx_el2

Psellogrammus_kennedyi

Copella_natterer1

Na_un2

Spintherobolus_ankoseion

Tyttocharax_madeira

Nx_fa4

Hoplias_aimara

Piabucus_melanostomus

Hx_un1

Roeboexodon_guyanensis

Mimagoniates_microlepisGephyrocharax_atracaudatus

Ne_tl1

Hemistichodus

Di_fa3

Be_hu2
Me_co1

Pseudocheirodon_arnoldi

Jupiaba_anteroides

La_ro1

Ci_ci2

Hx_un2

Curimata_sp

Nx_oc1

Phenacogrammus_interruptus

Saccoderma_melanostigma

Parecbasis_cyclolepis

Bryconops_affinis

Anodus_orinocensis

Ht_va1

Ci_gi2

Ceratobranchia_cf._delotaenia

Di_ko4

Nanocheirodon_insignis

Myloplus_rubripinnis

Be_hu1Di_pe1

Xenagoniates_bondi

Acestrorhynchus.cf.nasutus

Hx_oc3

Lophiobrycon_weitzmani

Pa_di2

Astyanacinus_moorii

Paracheirodon_axelrodi

Me_co3

Ne_tr2

Ci_gi3

Ic_or1

Crenuchus_spilurus

Di_af8

Carnegiella_marthae

Tetragonopterus_argenteus

Phenagoniates_macrolepis

Pygocentrus_cariba

Mi_ba1

Hx_oc2

Ci_gi4

Planaltina_britskii

Di_mo1

Microschemobrycon_casiquiare

Ic_be1

Argonectes_robertsi

Mimagoniates_inequalis

Schizodon_fasciatu1

Tometes_trilobatus

Di_an7

Carassius_auratus

Di_te4

Hyphessobrycon_megalopterus

Poecilocharax_weitzmani

Knodus_meridae

Na_un1

Rhaphiodon_vulpinus

Lignobrycon_myersi

Charax_leticiae

Nematocharax_venustus

Ne_an2

Ph_in2

Di_no1

Hemibrycon_taeniurus

Piaractus_mesopotamicus

Brycinus_longipinnis

Piabina_argentea

Di_ns1

Me_co2

Ic_or2

Tetragonopterus_chalceus

Brycon_amazonicus

Poptella_paraguayensis

Piabarchus_analis

Gilbertolus_maracaiboensis

Engraulisoma_taeniatu1

Be_ti1

Anostomus_ternetzi

Ne_an3

Compsura_heterura

Xenurobrycon_pteropus

Potamorhina_altamazonica

Di_en2

Nx_pr1

Hoplias_malabaricus

Heterocheirodon_yatai

Orthospinus_franciscensis

Bryconamericus_emperador

Di_ns2

Gymnocorymbus_ternetzi

Spintherobolus_leptoura

Nx_sc2

Ci_co6

Cheirodontinae_sp

Nematobrycon_palmeri

Acestrorhynchus_pantaneiro

Ne_tl2

Prochilodus_reticulatus
Leporinus_fasciatus

Aphyocharax_anisitsi

Nx_ru1

Bryconella_pallidifrons

Nx_pr2

Creagrutus_peruanu1

Curimatella_dorsalis

Alestes_sp

Rachoviscus_crassiceps

Copella_nattereri

Semaprochilodus_laticeps

Acestrorhynchus_lacustris

Xe_sp5

Le_ad2

Nx_oc2

Erythrinus_erythrinus

Neolebias

Di_te3

Hasemania_sp

Di_lu5

Oligosarcus_paranensis

Triportheus_orinocensis

Carlana_eigenmann1

Schizodon_fasciatus

Engraulisoma_taeniatum

Hepsetus_odoe

Di_de2

Hoplias_microlepis

Cynopotamus_kincaidi

Henochilus_wheatlandii

Ne_tr3

Aphyocheirodon_hemigrammus

Di_ma3

Serrapinnus_calliurus

Cynodon_gibbus

Di_at6

Prodontocharax_melanotus

Hyphessobrycon_reticulatus

Pyrrhulina_cf._zigzag

Na_bl1

Brycon_insignis

Ne_tl3

Aphyocharax_pusillus

Thoracocharax_stellatus

Bario_steindachneri

Paragoniates_alburnus

Bryconamericus_exodon

Di_de1

Catoprion_mento

Leptagoniates_steindachneri

Acestrorhynchus_falcatus

Aphyodite_grammica

Ht_me2

Heterocharax_macrolepis

Stethaprion_erythrops

Myxiops_aphos

Odontostoechus_lethostigmus

Ph_bo1

Astyanax_jordani

Inpaichthys_kerri

Di_an2

Salminus_franciscanus

Pa_di4

Macropsobrycon_uruguayanae

Is_pu

Di_en5

Serrapinnus_piaba

Mi_ba3

Thayeria_oblique

Probolodus_heterostomus

Spintherobolus_broccae

Hemigrammus_ulreyi

Stygichthys_typhlops

Colossoma_macropomum

Characidium_laterale

Aphyocharacidium_bolivianum

Cyphocharax_magdalenae

Br_th1

Di_lu6
Di_mo2

Salminus_brasiliensis

Acinocheirodon_melanogramma

Hemiodus_immaculatusMylossoma_duriventre

Di_af3

Nx_pr3

Clupeacharax_anchoveoides

Aphyocharax_alburnus

Ph_in1

Ht_me1

Nx_fa5
Nannocharax

Roestes_ogilviei

Ph_bo2

Da_re

Micralestes_sp

Odontostilbe_fugitive

Di_hy4

Cynopotamus_venezuelae

Odontostilbe_sp

Hydrolycus_scomberoides

Cyanocharax_alburnus

Di_ma2

Di_en1

Hx_oc1

Deuterodon_iguape

Di_ko5

Na_un3

Eu_ma2

Pa_di1

Xe_sp4

Ci_ci1
Ci_co7

Brachychalcinus_copei

Kolpotocheirodon_theloura

Pa_di3

Ne_an1

Coptobrycon_bilineatus

Exodon_paradoxus

Di_fa2

Characidium_pterostictum

Metynnis_lippincottianus

Ctenobrycon_hauxwellianus

Ci_co5

Eu_ma4

Hx_mu1

Nx_sc1

Di_at2

Carlana_eigenmanni

Di_hy3

Di_se1

Triportheus_nematurus

Xe_cr1

Serrasalmus_spilopleura

Cheirodon_ibicuhiensis

282	  Characiform	  Taxa	  Phylogeny	  (Combines	  Oliveira	  et	  al.	  2011	  w/	  Arroyave	  &	  SDassny)	  	  	  
	  

cytb	  -‐	  992bp	  
myh6	  -‐	  794bp	  
	  
	  
	  

	  

This	  is	  the	  most	  
heavily	  sampled	  

characiform	  tree	  ever	  



Characidae	  
CynodonEdae	  

Characidae	  
Triporthidae	  

Gasteropelecidae	  

Heterocharax	  macrolepis	  

Acestrorhynchidae	  
Characidae	  

Lebiasinidae	  
AlesEdae/HepseEdae	  

Erythrinidae	  
ParodonEdae	  
Characidae	  

HemiodonEdae	  
CurimaEdae	  

ProchilodonEdae	  
Anostomidae	  

CynodonEdae	  
Crenuchidae	  

DisEchodonEdae	  
Citharinidae	  
Ictaluridae	  

282	  Characiform	  Taxa	  Phylogeny	  (Combines	  Oliveira	  et	  al.	  2011	  w/	  Arroyave	  &	  SDassny)	  	  	  
	  

cytb	  -‐	  992bp	  
myh6	  -‐	  794bp	  

	  

Suborder	  
Citharinoidei	  	  

Suborder	  
Characoidei	  
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Previous	  Hypotheses	  
Fink	  and	  Fink	  Morphology	  

Non-‐monophyly	  of	  Characiformes	  
All	  molecular	  studies	  that	  include	  both	  
suborders	  with	  more	  than	  one	  species	  

represented	  e.g.	  
Chen	  et	  al.	  2013,	  Nakatani	  et	  al.	  2011	  

	  

Non-‐monophyly	  of	  Siluriphysi	  
Never	  recovered	  in	  a	  molecular	  analysis	  
	  

	  

Shimodaira-‐
Hasegawa	  

Tests	  



Relationships	  of	  Characiphysi	  
Fink	  and	  Fink	  Morphology	   Chen	  et	  al.	  2013,	  Nakatani	  et	  al.	  2011	  

Siluriforms	  +	  Characoidei	  

UCEs	  

myh6	  +	  cytb,	  Ortí	  &	  Meyer	  1997	  	  
Siluriforms	  +	  Citharinoidei	  

Rosen	  &	  Greenwood	  1970,	  Ortí	  &	  Meyer	  1996,	  
Dimmick	  &	  Larson	  1996,	  Betancur	  et	  al.	  2013	  

Gymnotiformes	  +	  Characiformes	  



Conclusions	  	  
•  Ultraconserved	  elements	  provide	  a	  powerful	  new	  
way	  to	  sample	  hundreds	  of	  loci	  (millions	  of	  bp)	  
from	  genomic	  fragments	  

•  UCE	  phylogeny	  recovers	  novel	  relationships	  of	  
Ostariophysi	  
– Non-‐monophyly	  of	  Characiformes	  	  

•  Characoidei	  are	  sister	  to	  Siluriformes	  
•  Citharinoidei	  are	  sister	  to	  Gymnotiformes	  

•  Relationships	  among	  Characiphysi	  are	  difXicult	  to	  
tease	  out	  even	  with	  lots	  (and	  lots)	  of	  data	  	  
– Rapid	  radiations	  still	  hard	  to	  resolve,	  even	  150my	  later	  
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Take	  Home	  Questions	  

•  Molecular	  analyses	  are	  not	  giving	  us	  a	  
consistent	  answer	  about	  the	  relationships	  of	  
Ostariophysi	  
– Why?	  

•  Genomic	  data	  will	  not	  necessarily	  give	  us	  
the	  true	  tree;	  however,	  UCEs	  are	  giving	  us	  
additional	  and	  novel	  information.	  
– Why?	  Still	  learning.	  
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ありがとう	  



Deep	  similarities	  in	  the	  nervous	  systems	  of	  Siluriforms	  &	  
Gymnotiforms	  

•  described	  in	  characters	  1-‐15	  of	  Fink	  
and	  Fink(1996:	  219-‐220).	  

•  also	  Albert	  and	  Crampton,	  2006	  
•  Xigure	  Carr	  and	  Maler	  1986	  showing	  
the	  four	  parallel	  pathways	  of	  
electrosensory	  information	   	  through	  
the	  brain	  of	  Eigenmannia.	  The	  
medial	  pathway	  is	  the	  ampullary	  
organ	  path	  shared	  with	  catXishes.	  

•  Low	  frequency,	  ampullary-‐shaped	  
electroreceptor	  organs	  tuned	  to	  low	  
frequency	  (less	  than	  30hz)	  



Characiformes	  monophyly	  

•  Adipose	  Xin,	  well	  developed	  teeth,	  decurved	  
lateral	  line,	  unspecialized	  pharyngeal	  teeth,	  
gap	  between	  hypural	  and	  centrum…	  



Albert	  and	  Crampton,	  2006	  



1.	  Genomic	  DNA	  sheared	  into	  
appropriately	  sized	  fragments	  

2.	  Adaptors	  with	  barcodes	  
unique	  to	  each	  individual	  

added;	  	  
PCR	  ampliXication.	  

3.	  RNA	  probes	  designed	  from	  UCEs	  mixed	  
with	  genomic	  fragments;	  probes	  hybridize	  
to	  select	  fragments	  from	  corresponding	  loci.	  

4.	  Enrichment	  pulls	  out	  only	  
those	  fragments	  with	  annealed	  
probes;	  PCR	  ampliXication;	  
pooling	  of	  samples	  for	  

sequencing.	  

5.	  Next	  generation	  sequencing	  on	  Illumina	  
GAIIx	  yields	  many	  reads	  for	  each	  UCE.	  

Fragment 
Genomic DNA!

Ligate Barcoded 
Adapters!

Hybridize to 
RNA Probes!

Enrich for 
Hybridized 
Fragments!



•  From	  Chen	  et	  al	  2013	  







SH	  Tests	  
•  All	  four	  of	  the	  constraints	  produce	  trees	  that	  are	  much	  worse	  
than	  the	  best	  tree.	  D(LH)	  is	  the	  difference	  in	  log	  likelihoods	  
between	  best	  and	  any	  of	  the	  other	  trees.	  

•  Model	  optimization,	  best	  Tree:	  -‐758991.212395	  
Found	  4	  trees	  in	  File	  constrained_best.phy	  
–  Monophyletic	  characiforms	  -‐	  Tree:	  0	  Likelihood:	  -‐759081.103240	  
D(LH):	  -‐89.890845	  SD:	  26.490494	  SigniXicantly	  Worse:	  Yes	  (5%),	  
Yes	  (2%),	  Yes	  (1%)	  

–  	  catXish	  +	  knifeXish	  -‐	  Tree:	  1	  Likelihood:	  -‐759077.714547	  D(LH):	  
-‐86.502152	  SD:	  27.735603	  SigniXicantly	  Worse:	  Yes	  (5%),	  Yes	  
(2%),	  Yes	  (1%)	  

–  characiforms	  (catXish	  +	  knifeXish)Tree:	  2	  Likelihood:	  
-‐759099.910817	  D(LH):	  -‐108.698422	  SD:	  30.615873	  SigniXicantly	  
Worse:	  Yes	  (5%),	  Yes	  (2%),	  Yes	  (1%)	  

–  cyprinids	  sister	  to	  characiforms	  (catXish	  +	  knifeXish)Tree:	  3	  
Likelihood:	  -‐759099.910816	  D(LH):	  -‐108.698	  421	  SD:	  30.615958	  
SigniXicantly	  Worse:	  Yes	  (5%),	  Yes	  (2%),	  Yes	  (1%)	  



Results	  UCE	  
•  	  	  
•  Lengths	  
•  -‐-‐-‐-‐-‐	  
•  Total	  length(aln)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  133424	  
•  Total	  characters(aln)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  132916	  
•  95	  CI	  length(aln)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  32.3785943853	  
•  Minimum	  avg.	  ambiguities(aln)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  
•  Maximum	  avg.	  ambiguities(aln)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  
•  Percent	  avg.	  ambiguities(aln)	  as	  fxn	  of	  mean(length)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  
•  Percent	  avg.	  ambiguities(aln)	  as	  fxn	  of	  mean(length)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  
•  	  	  
•  Taxa	  
•  -‐-‐-‐-‐-‐	  
•  Average(taxa)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  33.2991452991	  
•  95	  CI(taxa)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.229040019554	  
•  min(taxa)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  30	  
•  max(taxa)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  39	  
•  Count(taxa:#	  alns)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  {32:	  47,	  33:	  66,	  34:	  41,	  35:	  48,	  36:	  35,	  37:	  18,	  38:	  8,	  39:	  2,	  30:	  42,	  31:	  44}	  
•  	  	  
•  Base	  composition	  
•  -‐-‐-‐-‐-‐	  
•  Bases	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  {'A':	  824190,	  'C':	  650388,	  'G':	  641930,	  '-‐':	  1243408,	  'T':	  829778,	  '?':	  289103}	  
•  Sum(all)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  4478797	  
•  Sum(nucleotide	  only)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2946286	  
•  Missing	  data	  from	  trim	  (%)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  0.0	  


