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Resumen

La metodologia denominada cladisme o cladistica se ha convertido en el paradigma de |a reconstruccion filogenética.
En el presente articulo se revisan y comentan sus principios bésicos y su justificacion filoséfica. El cladismo se
caracteriza frente a otras escuelas sistematicas por distinguir las homologias derivadas {sinapomorfias) de las
primitivas (plesiomerfias), y utilizar solo las primeras como caracteres validos para la agrupacién de taxones. La
forma en que estas sinapomorfias son reconocidas, distingue las principales aproximaciones actuales a la
recenstruccldn filogenética, La parsimonia es un criterio para la seleccion de hipotesis filogenéticas alternativas, bajo
ei cuat la hipétesis preferible es la que minimiza el nimero de transformaciones adicionales de los caracteres. El
analisis cladistico consiste de una serie de etapas sucesivas, que incluyen: fa seleccion de los taxenes de estudio,
le construccion de la mairiz de caracteres, la bisqueda de los arboles mas parsimoniosos y la evaluacion de la
fiabilidad de la hipotesis filogenética escogida. Se presta una especial atencion a dos tematicas gue son actualmente
objeto de un acalorado debate: la ponderacién de los caracteres y el andlisis de datos de distinta naturaleza.

Palabras clave: Reconstruccion filogenética, Terminologia cladista, Ponderacion de los caracteres, Bisquedas de
arboles, Fiabilidad de los cladogramas, Arboles de consenso, Analisis combinado.

Cladistics: Phylogenetic reconstruction based on parsimony

Abstract

The cladistic framework has become the dominant paradigm for phylogenetic reconstruction. Here, | review and
discuss its basic tenets and philosophicat justification. Cladistics is charactetized from other systematic schools by
separating derived homologies {(synapomorphies) from primitive (plesiomorphies), and by using only the former as
valid characters for grouping taxa. Current approximations to phylogenetic reconstruction can be distinguished by their
criteria for recognizing synapomerphies. Under parsimony the preferred hypothesis minimizes the number of character
transformations,

- Cladistic analyses consist of a series of subsequent stages that include taxon sampting, construction of the
character matrix, search for the most parsimonious tree and assessment of the reliability of the selected phylogenetic
hypothesis, Special attention is paid to hotly debated issues such as character weighting and the analysis of
characters from different sources.

Key words: Cladistics, Phylogenetic reconstruction, Cladistic terminology, Character weighting, Tree search,
Ciadogram reliability, Consensus rees, Combined analyses.

1. CONCEPTOS BASICOS

Incluso a los cjos del profano, la naturaleza exhibe una cierta
ordenacién jerarquica. La existencia de dicha jerarguizacion
en la diversidad bioldgica, es el resultado del proceso evoluti-
vo, ¢s decir, de la descendencia con modificacién {Eldredge
y Cracraft, 1980). La reconstruccion o inferencia filogenética
es el proceso por el cual mediante la aplicacion de un conjunto
determinado de técnicas y metodologias, obtenemos una
hipétesis sobre las relaciones genealogicas o evolutivas entre
los organismos objeto de estudio. Dicha hipotesis de relacion
se representa en forma de diagrama arborescente, al que se
denomina arbol filogenético o filogenia. El drbol filogenético
se compone de dos elementos principales: los nodos y los
internodos o ramas (Fig. 1). Existen dos tipos de nedos: los

nodos terminales, a los cuales inicamente llega una rama y
que representan los taxones de interés, y los nodos internos,
en fos cuales confluyen més de una rama y que representan los
antepasados hipotéticos de Jos nodos que de ellos derivan, La
muitiplcacidon de ramas en los nodos internos se interpreta |
como un fendmeno de especiacion, o formacidn de dos
taxones a partir de un tercero ancestral. Las ramas, las lineas
que conectan los nodos, representan los cambios producidos
entre dos nodos a lo largo del tiempo, es decir, la evolucion.
Las rammas pteden ser terminales, si conectan un nodo interno
con un nodo terminal, internas, si conectan dos internodos, o
raices, si tan solo se unen a un nodo. Las raices representan el
origen o e} inicio evolutivo del grupo de taxones estudiado y



58

Aus zus Bus yus Cus xus

¢

Nodo terminal 7

+ Noda interno

. < Rama terminal
Rama interna -

+— Raiz

Fig. 1.- Arbol filogenético doade se jadican los principales elementos
que lo componen.

su funcién es la de dar direccionsalidad al arbol, permitiendo
ast referirse a nodos anteriores o antepasados y nodos poste-
riores o descendientes. 8i el drbol carece de raiz, se le denomi-
na red, o simpiemente arbol sin raiz. Por otra parte, el grupo
interne o ingroup, es el conjunto de taxones estudiados por el
investigador, el grupo externo o outgroup es cualquiera de fos
taxones utiizadeos en un anélisis no incluidos entre los taxones
de estudio. £l grupe hermano o sister group es el grupo
genealdgicamente mas cercano al grupo considerado o, en
otras palabras, ¢l grupo gue comparte un antepasado comin
tnds reciente con el mismo.

I.a metodologia denominada cladistica o cladismo se ha
convertido en el paradigma de la inferencia filogenética
{Kiuge y Wolf, 1993). El cladismo fue originalmente introdu-
cido en biologia por el entomoélogo aleman Willi Hennig,
quién en el afio 1950 publicé el libro Grundziige einer
Theorie der phvlogenetischen Systemaiik, el cual paseria a
marcar un hito en la historia de la biologia comparativa y la
ciencia evolutiva (Janvier, 1984}, Sin embargo, esta obra
permanecid practicamente ignorada hasta su traduccién al
inglés, aparecida el aflo 1966 bajo el titulo Phylogenetic
systematics, Las ideas de Hennig fueron formuladas en ¢l
contexto de una pequedia revolucidn dentro de la taxonomia,
cuyo principal objetive era dotarla de una mayor objetividad,
La taxonomia tradicional habia sido acusada de no ser una
auténtica ciencia debidoe precisarnente a la gran subjetividad
de los criterios que utifizaba (Quicke, 1993), Paralelamente a
ia aparicién de la sistemética filogenética, fue propuesta otra
metodologia con unos objetivos similares pero con una
filosofia radicalmente diferente: la fenética ¢ taxonomia
numérica {Sneath y Sckal, 1973}, Finalmente, se puede definir
una tercera escuela iaxondmica, denominada taxonomia
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cvolutiva o ecléctica (Mayr y Ashlock, 1991; Simpson, 1961),
resultado de fa adopeidn de los principios de la teoria sintética
de la evolucion a la taxenomia. La aportacién de Hennig a
esta “revolucion taxondmica” fue la de postular el principio de
que las clasificaciones deblan reflejar exactamente las relacio-
nes entre los taxones objeto de dicha clasificacién v, mds
concretamente, el orden de ramificacidon cbservado en sus
filogenias. Algunes taxdnomos evolutivos adujeron que la
ramificacion era solo uno de los aspectos de la filogenia, y que
elotro, la anagénesis {es decir, las transtormaciones o cambios
acumulados entre dos ramificaciones), se ignoraba completa-
mente. B, Mayr propuso la denominacién de cladismo (del
griego Klados: rama) para esta escuela taxondmica, para
distinguirla de la, de acuerdo con ¢l propic Mayr, auténtica-
mente filogenética que incluiria los dos componentes. Eviden-
temente, reclamar que la clasificacién debia reflejar fielmente
la filogenia requeria la proposicidn de una metodologia que
permitiera recuperar las relaciones filogenéticas. Ha sido
precisamente este aspecto del cladismo el que con mas fuerza
se ha desarroliado, convirtiéndose en la actualidad en la
metodologla practicamente universal para la reconstruccion
filogenética.

La forma mas simple de caracterizar el cladismo frente
4 otras metodologias taxondmicas es a través del tratamiento
¢gue cada una de ellas hace de los caracteres, Un cardcter es
una caracteristica, una parte observable, un atributo de un
organismo, que puede ser adecuadamente descrito o definido
{(Wiley et al,, 1991). En fenética, todos los caracteres son
tratados como iguales, ¥ se habla de similaridad global
{overall similarity). El conjunto de caracteres considerado v
a través de la aplicacidén de una delerminada funcion de
similitud (o, en su caso, de disimilitud), es substituido por un
imico valor que pretende expresar la proximidad (o distancia)
enire los diferentes taxones. En faxonomia evolutiva se
distinguen dos tipos de caracteres: los homdlogos y los
homoplasicos. Dos caracteres son homdlogos si estdn
relacionados evolutivamente, de tal forma que uno proviene
de la transformacion del otro o que los dos provienen de fa
transformacion de un tercero. Al conjunto de caracteres
homdlogos se le denomina serie de transformacion (Wiley et
al., 1991). Cabe destacar que, actualmente, fa citada nomen-
clatura estd bastante en desuso y que, en general, se tiende a
referirse a la serie de transformacién como el cardcter, v a los
caracteres como los estados del cardcter. Por otra parte, dos
caracteres son homoplasicos si no estan relacionados evoluti-
vamente, es decir, si provienen de transformaciones indepen-
dientes de un cardcter anterior. Pueden distinguirse ires tipos
diferentes de homoplasias (Fig. 2); convergencias o transfor-
maciones de un mismo caracter en lineas evolutivas muy
distantes, paralelismos o transformaciones del mismo cardcter
en linajes muy cercanos y reversiones, iransformaciones deun
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Fig. 2.- Representacién grafica de los principates tipos de caracteres homopldsicos: A. Converpencia, B. Paralelismo, C. Reversion.
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carfcter 2 una estado anterior evelutivamente. Los caracteres
basados en secuencias nucleotidicas presentan una forma
adicional de homoplasia. Dado que tan solo existen cingo
caracteres (o estados) posibles (A, C, G, T, -), la probabilidad
de compartir el mismo cardcter por cambios independieates ¢s
extremadamente alta. Si se compara una determinada posicién
nucleotidica (=serie de transformacion ¢ cardcter) en taxones
muy divergentes o con tasas de cambio muy elevadas, Ia
superposicion de cambios (multiple hits) habré borrado
cualquier informacién filogenética de fas mismas. La existen-
cia de substituciones moltiples en un determinado conjunto de
posiciones puede ponerse de manifiesto a través de larelacién
existente entre el numero de cambios y el grado de divergen-
cia entre taxones. A partir de <ierto valor de divergencia, ¢f
numero de canibios ya no aumenta debido a gue estos se dan
en: posiciones que ya habian cambiado anteriormente y que,
pot tanto, ya habian sido contabilizados. A este fendmeno se
le denomina saturacion, Finalmente, en cladismo se distinguen
dos tipos diferentes de caracteres homologos: las plesiomor-
fias, o caracteres plesiomorficos, y las apomorfias, o caracteres
apomorficos. Si dos caracteres son homélogos, es decir, uno
proviene de la transformacién evolutiva del otro, el primero
constituye una apomorfia y el segundo una plesiomorfia. Si el
carjoter es compartido por mas de un taxdn, se¢ le denomina
sinapomorfia o simplesiomorfia, segin los cases. El término
autapomorfia define un cardcter dertvade y exclusivo de uno
de los taxones. En la Fig. 3 se representan fos diferentes Lipos
de caracteres comentados. Asi por giemplo el cardcter circulo
gris es homoplasico, dado que es el producto de la transfor-
macion independiente dei cardeter circulo blanco en dos lineas
diferentes. Sin embargo, circulo gris v circule blanco son
homélogos, dado que uno proviene de la transformacién del
otro. De la misma manera, todos los caracteres con forma de
cuadrado y todos los caracteres con forma de tridngulo son
homélogos entre ellos, es decir, forman series de transforma-
cién, o, en la nomenclatura mas utilizada, son estados del
mismo caracter. Ahora bien, en el caso del los trigngulos, log
trigngulos biancos son plesiomorficos respecto a los grises,
gue, por tanto, son apomérficos. Igualmente, los coadrados
grises son derivados, sinapomorfos, de los cuadrados blancos,
simplesiomorfos, a pesar de que al mismo tiempo, son
plesiomoérficos respecto el cuadrado negro, que de ellos
deriva, siendo, por tanto, una autapomorfia.

Laimportancia de distinguir entre los diferentes tipos de
caracteres comentados es que cada uno de ellos define un
determinado tipo de agrupacion. Asi, un conjunto de taxones
que comparte una apomorfia, ¢s decir una sinapomorfia,
constituye un grupo monofilético {grupo A, Fig. 3). Un
conjunte de taxones con una plesiomorfla comun, una
simplesiomorfia, forma un grupo denominade parafilético
{grupo B, Fig. 3), vy, finalmente, un conjunio de taxones
agrapados en base a la presencia de un cardcter homopldasico,
forman un grupo polifilétice (grupo C, Fig. 3). Las autapo-
morfias, obviamente, no definen agrupaciones. Los grupos
parafiléticos y los polifiléticos son agrupaciones artificiales.
Selo los grupos monofiléticos, o clados, constituyen grupos
naturales y, por tanto, son los Gnicos que tienen imporiancia
filogenética (Janvier, 1984). La incapacidad de las aproxima-
ciones fenética y evolutiva o ecléctica de detectar la existencia
de sinapomorfias y, por tanto, su imposibilidad de reconocer
grupos monofiléticos, las desacredita como metodologias de
reconstruccion filogenética,

La reconstruccion de Ja filogenia de un conjunto de
organismos es equivalente al proceso de recuperar todos y
cada uno de los grupos monofiléticos formados por éstos, le
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Fig. 3.~ Filogenia hipotética de cinco especies, donde se muestran los
tipos de caracteres y agrupaciones que éstos definen: A. Grupo
menofilético, B. Grupo parafilétice, C. Grupo polifilético.

que a su vez, supone establecer la sinapomorfias que los
definen. Por tanto, los caracteres representan fas evidencias
que permiten recuperar las relaciones filogenéticas de los
taxones. Asf pues, la cuestién de come recuperar las relacio-
nes filogenéticas queda reducida a evaluar un conjunto de
caracteres para distinguir aquellos que representan sinapomor-
fias. Al proceso de seleccion y evaluacion de los caracteres de
los taxones estudiados se le denomina anélisis cladistico. El
resultado de este andlisis es la elaboracion de un cladograma,
que 1o es mas que un diagrama en forma de arbol donde se
representan la distribucion de los distintos caracteres y los
grupos que definen. La interpretacién de las ramificaciones
como fendmenos de especiacion y de los nodos internos como
antepasados, convierte al cladograma en una filogenia.
Finalmente, el establecimiento de los posibles procesos, ast
como la inferencia del contexto biogeogréafice o temporal que
generaron dicha filogenia constituyen el escenario., La gran
mayorfa de autores tienden a sinonimizar cladograma con
filogenia y, de la misma manera, anlisis cladistico con
anélisis filogenético. Para comprender mejor la diferencia
entre cladograma v filogenia, basta destacar ¢l hecho de gue
un mismo cladegrama puede representar diferentes filogenias,
tal y como s¢ representa en la Fig. 4. Las tres fllogenias
representadas son compatibies con el cladograma. En la
filogenia A, la especie Cus xus es un antepasado de Bux yus
que, a su vez, lo es de Aus zus. En la filogenia B, Cus xus es
antepasado del ancestre comin de Aus zus y Bus yus. Final-
mente, en la flogenia C, dus zus y Bus xus comparten un
antepasado comdn gue no lo es de Cus xus, a pesar de que
también comparten un antepasado comGa con ésta. El escena-
rio representado es compatible con ia filogenia C, donde se
hipotetiza un tiempo geoldgico de separacion de Cus xus de
las otras, asi como un fendmeno de vicariancia como
explicacion al origen de Adus zus y Bus yus.

Ahora bien, cémo pueden distinguirse las sinapomor-
fias del resto de caracteres. La determinacién de cuales son
los caracteres sinapomorficos se lleva acabo en fres pasos
sucesivos. Bl primer paso consiste en establecer las series de
transformacion {= estados de los caracteres), en base a las
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Fig, 4.- Diferencias entre cladograma, filogenia y escenario. Las tres filogenias representadas (A-C) son compatibles con el cladograma,

denominadas homologias primarias (De Pinna, 1991). Bstas,
que corresponden con el concepto clisico de homologia, han
de considerarse como una hipdtesis preliminar que ha de
corroborarse o rechazarse en 1os pasos sucesivos Diversos
autores prefieren utilizar la palabra homologia como
sindnimo de sinapomorfia, v denominan a esta etapa
“establecimiento de las hipdtesis de agrupacién” (Brower y
Schawaroch, 1996). En la definicién de las series de
transformacidén (=caracteres) debe tenerse en cuenta el
conocido como principio auxiliar de Hennig (Hennig, 1953,
1966), el cual formula que “nunca debe asumirse ni la
convergencia ni la evolucion paraiela de un cardcter, siempre
asumir homologla del mismo en ausencia de evidencia
contraria”, Desde un punto de vista operacional, estas
hipotesis preliminares de homologia pueden definirse
utilizando los criterios de Remane (1956): similitud en la
posicién, similitud en la microestructura y en el desarrollo y
continuidad entre formas intermedias, El paso siguiente es
determinar la polaridad de los caracteres (=estados de
cardcter), es decir, que caracteres (estados) son primitivos
{(=plesiomdrficos) y cuales son derivados (=apomorficos).
Hennig propuso cuatro regias, una principal y tres acceso-
rias, para establecer dicha polaridad:

1. Regla del grupo externo (esquema de argumentacion o
argumentacidn de los caracteres). De dos o mds caracte-
res (=estados) homdlogos establecidos en un grupo
monofilético, aquel que también pueda encontrarse en su
grupo hermano, correspondera al estado plesiomérfico
de dicho cardcter, mientras el que se encuentre exclusi-
vamente en el grupo interno serd el apomérfico (Wiley
etal., 1991).

2. Regla de la progresién: Hennig asumia que los taxones
mas primitivos del grupo estudiado deberian hallarse en

las zonas mas cercanas al centro de origen de dicho
grupo y que, por tanto, los caracteres (=estados) mostra-
dos por estos serian jos primitivos (Janvier, 1984):

3. Regla de la correlacion de las series de transformacion.
La hipétesis de la polaridad de los caracteres de una serie
de transformacidn (=estados de cardcter), puede corrobo-
rars¢ mediante [a congruencia con la distribucién de
otras series (=caracteres).

4. Regla del criterio ontogenético. A pesar de haber sido
originalmente formulado como un criterio adicional,
algunos autores han considerado este método como el mas
importante porque muesira una evidencia directa de la
polaridad del cardcter (=estado), mientras que los restantes
representan evidencias mas o menos indirectas (Nelson y
Platnick, 1981; Patterson, 1982). Nelson {1978) reformuld
esta regla como “dada una determinada serie de transfor-
macién de caracteres (estados de cardcter), desde un
cardcter (estado) mds general 2 uno menos general, el mas
general es el primitivo, y el menos general es el derivado™.
Por contra, para otros autores (Patterson, 1982), es el
orden de aparicidn de los caracteres {(=estados) durante la
ontogenia del organismo, lo que se corresponde con su
polaridad,

Un criterio adicional que puede ser usado para el
establecimiento de la polaridad es la secuencia estratigrédfica
{Gingerich, 1979), en la cual la polaridad se obtiene a partir de
ia observacién de la secuencia de aparicién de caracteres en el
registro fosil.

El tercer y tultimo paso consiste en diferenciar las
auténticas homologias de las homoplasias. El principal
criterio utilizado es la congruencia entre los caracteres, del
cual la cual la regla 3 anteriormente comentada es una
ampliacién. Laasuncion basica es que las diferentes homolo-
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Fig. 5. Test de congruencia eatre los caracteres {apomorfias en blanco, plesiomorfias en negro) como criterio para la distincién entre

homologias y homeplasias.

gias deberian mostrar un patrén congruente entre ellas,
debido a que son ¢l resultado de un mismo proceso: la
descendencia con moedificacién o evolucion, Por contra, la
distribucidn de kas homoplasias deberia ser incongruente con
el resto de caracteres, ya que no guardan necesariamente
relacion alguna con la jerarquia resultante de las relaciones
genealogicas. Un ejemplo de la aplicacion de dicho test se
muestra en la Fig. 5, Supongamos que tenemos tres faxones
y cuatro series de transformacion (=caracteres), en los cuales
se ha establecido la polaridad de sus caracteres (=estados) y
por lanto se sabe las agrupaciones que cada uno apoya o
respalda. Al comparar las diferentes agrupaciones, se
observa que dos de las series de transformacion (caracteres
i y 2) respaldan los mismos gropos, una tercera {caracter 3}
no es informativay la cuarta {caracter 4) es incongruente. La
explicacion mas simple es que la cuarta serie (cardcter 4) es
homopléasica. Finalmente, se muestra la reinterpretacion de
la Gltima serie de transformacion (carécter 4) sobre el
cladograma resultante.

2. APROXIMACIONES ACTUALES A LA INFERENCIA
FILOGENETICA

Hasta el momento se han discutido los principios y la metodo-
logia de lo gue podria denominarse cladismo Hennigiano o
filogenética sistemdtica clasica. Sin embargo, el posterior
desarrollo de alguno de estos principios, principalmente
debido a su implementacion en ordenadores y a la adquisicion
de nuevos tipos de caracteres, bdsicamente secuencias
nucleotidicas de los acidos nucleicos, ha dado lugar a la
aparicion de diferentes metodologias filogenéticas. Estas, a
pesar de compartir come base comiin el recono-
cimiento de los grupos monofiléticos como
tnicos indicadores de relaciones filogenéticas,
difieren profundamente en la manera en que

Taxones

muestreados |

estos son establecidos. El punto de partida de

todos estos métodos es ef mismo: la matriz de TGRSR
caracteres (fig. 6), la cual resulta de asignara ¢ Tavan A
cada taxén objeto de estudio el cardcter (=esta- )

do) que presenta de la lista de series de transfor- @ Taxon B
macién (=caracteres) previamente establecida, @ Taxon C
utilizando el principio auxifiar de Hennig (1966) °

y mediante la aplicacién de los criterios clésicos
de determinacion (Remane, 1956).

Los principales métodos de analisis
utilizados en ia actualidad son: (1) el anélisis
de parsimonia, (2) el analisis de méxima
verosimilitud (maximum likelithoody y (3) el
conjunto de analisis basados en matrices de
distancias.

2.1, Andlisis de parsimonia

La utifizacion de la parsimonia en filogenia fue originalmente
introducida como criterio de construccion de arboles en
algoritmos computacionales (Camin y Sokal, 1965; Edwards
y Cavaili-Sforza, 1963; Fitch, 1971; Kluge y Farris, 1969) v
posteriormente justificada desde una dptica filosofica y
epistemotogica (Eldredge y Cracraft, 1980; Farris, 1969;
Farris, 1974, Farris, 1983; Kluge, 1985; Scber, 1988; Wiley,
1981). La asuncion basica es que la existerrcia de compatibili-
dad entre las agrupaciones derivadas de las distintas series de
transformacion (=caracteres) es el resultado de laexistencia de
una genealogia, es decir, la presencia de antepasados comu-
nes. Ahora bien, la homoplasia no puede ser explicada en
estos términos y algin proceso distinto debe ser invocado para
explicar su existencia, A su vez, no hay ninguna razodn que
permifa suponer que estos procesos distintos a la propia
descendencia con modificacion, deban estar relacionados entre
ellos y, por tanto, las homoplasias no tienen porgue tener una
distribucién compatible ni entre ellas, ni con el resto de
caracteres. Un principio basico en ciencia es el denominado
“navajade Ockham”, el cual establece que: ... dadas distintas
soluciones posibles a un problema, la solucion mas econémica
es la preferible” (Scotland, 1992). En el presente contexto, la
hipétesis maés parsimoniosa es aquella que explica la totalidad
de los datos, con el menor nmero posible de invocaciones de
procesos aliernativos a posteriori (Wiley, 1981). Un error
frecuente es el suponer que la parsimonia requiere que la
evolucion deba haber transcurrido a través de los caminos méas
cortos posibles. La implementacion de la parsimonia en
reconstruccion filogenética no tienen nada que ver con esta
afirmacion, de la misma forma que tampoco implica que las

Matriz de
caracteres
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Fig. 6.- Ejemplo de matriz de caracteres y elementos que la componen.
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homoplasias hayan de ser necesariamente fendmenos poco
frecuentes (Farris, {983). Cuando se minimizan el numere de
homeplasias necesarias para explicar un drbof filogenético, se
estd maximizando al mismo tiempo el nGmero de congruencias
enire ios caracteres que, se asume, son el resultado de la
existencia de relaciones gencaldgicas entre los mismos.
Operacionalmente, la utilizacién del criterio de parsimonia
puede interpretarse de la siguiente manera: si los caracteres de
una determinada serie de transformacion (=estados) son
homdlogos, et nimero de transformaciones {cambios) entre
ellos es el minimo de los posibles, el cual es igual al pumero
total de caracteres {=estados) de fa serie menos uno, dado que
su presencia es el resultado de compartir un antepasado
comin. Por el contrario, si alguno de los caracteres de la serie
(=estados) es hemoplasico, esto implicard que existe al menos
una transformacion adicional y, por tanto, el numero de
fransformaciones (cambios) serd superior, al menos en uno, al
minimo. Por tanto, al minimizar el niimere de cambios totales
de las series de transformacidn (=caracteres), se esta minimi-
zando el ndmero de caracteres (=estados) homoplasicos. La
implementacién computacional del criterio de parsimonia es
extraordinariamente simple, ya que aporta un criterio de
evaluacién de los diferentes arboles: el cladograma més
parsimonioso &s aquel con ¢l menor numero de transformacio-
nes entre los caracteres (=estados). Una de las ventajas de la
incorporacion del criterio de parsimonia al andlisis cladistico
y st implementacién computacional, es que hace innecesaria
la polarizacion de los caracteres a priori, derivandose ésta del
propic andlisis. Esta propiedad fue originaimente destacada
por Farris (1982} quién caracterizé explicitamente |2 polaridad
en términos de la situacidn de la raiz en el arbol. El razona-
mignto es el siguiente, La aplicacion del eriterio de parsimonia
supone comtabilizar el nGmero de transformaciones entre
caracteres (=estados) en el drbol a evaluar, lo cual a su vex
requiere asignar un determinado cardcter (=estado) a los nodos
internos corresporndientes a los antepasados hipotéticos, Esto
se Heva acabo de manera que el cardcter (=estado) asignado
minimice el aumero de transformaciones. A este proceso de
reconstruccién de los caracteres (=estados) en los nodos
internos se le denomina optimizacién. Dade que es ¢l propio
analisis el que asigna dichos caracteres (=estados), si se fija la
raiz del &rbol queda antomdticamente determinada la direccion
de la transformacidn de los mismos v, por tanto, su plesiomor-
fia relativa {Farris, 1982). Conseccuentemente, o (nico
necesario para polarizar los caracteres (y, por tanio, distinguir
apomorfias de plesiomorfias) es situar a raiz del arbol. Esto
puede Hevarse acabo afiadiendo a la matriz une o més taxones
externos (ouigroups), analizande todos [os taxones conjunta-
metite, y situando la raiz en el internodo que separe a los
taxones externos de aquellos que forman parte del grupo
estudiado. Bsta proceder permite a su vez evaluar la monofilia
del grupo inferno, a través de la adicién de diversos ousgroups
y comprobando i la asignacién de la raiz es compatible con
la misma, La relacién entre polaridad, cutgroups y estableci-
miento de la raiz ha sido recientemente sistematizada por
Nixon y Carpenter (1993). Esta propiedad no es exclusiva de
la parsimonia, v es aplicable a cualquier metodologia que
permita la asignacién de la raiz en cualquier nodo del drbol,
sin cambiar e valor del mismo bajo el criterio de optimizacion
¢ algoritmo de construccién escogido.

A diferencia de otros métodoes, la parsimonia es
agndstica en refacion a los detalles del proceso evolutivo,
reflejando simplemente ¢l apoyo empirico de las diferentes
hipétesis (Farris, 1983). Como se comentard posteriormente,
ciertas aproximaciones a la inferencia filegenética requieren
¢l establecimiento explicito de un modelo evolutive. Sin

embargo, algunos autores han sefialade que la parsimenia
asume, implicitamente, la existencia de unas scrie de condicio-
nes: {1} la independencia de los caracteres, (2) fa independen-
cia de los taxones, s decir, ia ausencia de hibridacidn,
introgresion o transferencia lateral de informacion, y (3) tasas
similares de cambios a lo largo de las ramas del arbol (Chip-
pindale y Wiens, 1994). La necesidad de independencia de los
caracteres deriva directamente de la concepeidn hipotético-
deductiva de la inferencia filogenética. La congruencia entre
caracteres es la base del apoyo de una determinada hipdtesis
sobre as restantes, si esta congruencia es el producto de la
dependencia o relacién condicional de los caracteres entonces
la misma queda en entredicho. La segunda condicidn es el
resultado de gue cuando las relaciones existentes entre los
taxones con tocogenéticas (reticulares), las sinapomorfias
dejan de ser indicadores inequivoces de descendencia de un
antepasado comdin (Nixon v Wheeler, 1990). La tercera
condicién ha sido propuesta por autores que defienden una
aproximacién estadistica al problema de la reconstruccién
filogenética y esté basada en el comportamiento de {a parsimo-
nia en simulaciones por ordenador utilizande datos molecula-
1es v bajo determinados modelos evolutivos. Felsenstein
(1978} demostrd computacionalmente con cuatro taxones que
si la tasa de cambios en las ramas terminales es mucho mayor
que la existente en el resto, la parsimonia une sistematicamen-
te estos taxones, independientemente de sus verdaderas
relaciones genealdgicas, A esta situacién se la denomina
“atraccibn de las ramas largas” (long branch attraction). De
dichos resultados se deriva que la parsimonia asume una
cantidad de cambios similar entre las ramas. Investigaciones
posteriores han establecido que, para que ¢l arbol real pueda
ser recuperado utilizando parsimonia, ha de existir una
cantidad similar y constante de cambios entre los caracteres
(=estados), entre 1as series de transformacidn (=caracteres) y
entre fos taxones {Yang, 1996). Sin embargo, debe destacarse
que la existencia de este efecto en casos reales no ha podido
ser demostrade, y que simulaciones utilizando distintas
condiciones de tasas evolutivas demuestran que existe una
cierta regidn del espacio de pardmetros en el cual son los
métodos basados en modelos v no la parsimonia fos que
resuitan inconsistentes (long branch repulsion, Sidall, 1998).

Otras criticas han sido formuladas en contra de la
aplicacién de la parsimonia como criterjo para reconstruceion
filogenética. Se ha propuesto que no existe ninguna razén para
suponet que, en evolucion, la divergencia de los caracteres sea
siempre mds comin que los fenémenos que producen homo-
plasia (Panchen, 1979). Como se ha explicado anteriormente,
la apiicacion del principio de parsimonia no implica que se
asuma que Ia homoplasia sea un fendmeno infrecuente,
simplemente que ésta no tiene porgue ser congruente con la
distribucion del resto de caracteres. Evidentemente, pueden
existir situaciones en las que existan un conjunte de homopla-
sias que sean congruentes entre ellas debido a que sean el
producto de un proceso comtin, comeo por ejemplo la adapta-
cidn & un medio ambiente concreto. Por ejemplo, si se
reconstruye una filogenia de vertebrados, pueden existir
caracteres, como la ausencia de pelo v la presencia de aletas,
con una distribucidén congruente y gue una sisteméticamente
peces con delfines. Sin embargo, a adicién de mas caracieres,
o incluso fa reinterpretacién de los mismos (p.¢j. fa estructura
anatdmica de las aletas), acabard por demostrar la incongruen-
cia de fos mismos. Al finy al cabo, fa adaptacién a un deter-
minade medio puede transformar los caracterss, pero no
borrar la existenciz de lo heredado o crearlos de nove. De
todas maneras, la mayoria de criticas provienen de aquellos
que entienden la reconstruccién filogenética como un proble-
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ma estadistico. Una propiedad importante de un estimador
estadistico es la denominada censistencia. Un estimador
estadistico es consistente si tiende hacta ef valor verdadero de
determinado pardmetro a medida que se aumenta la cantidad
de observaciones {Felsenstein, 1988h). Se ha demostrado a
través de simulaciones de datos moleculares que la parsimonia
puede ser inconsistente en determinadas situaciones (Felsens-
tein, 1978; Penny etal, 1992). La respuesta a estas eriticas ha
sido la de destacar la naturaleza tedrica de los modelos
asumidos para generar dichos datos y la ausencia de ejemplos
reales que demuestren dicho comportamiento {Farris, 1983},
Por ofra parte, Yang {1996} ha destacado que el criterio de
parsimonia utiliza solo una parte de la infornacién disponible
y que otros métodos, ¥ més concretamente la méxima verosi-
militud, utilizan de manera mas eficiente dichas observacio-
nes. Esto es debido a que en parsimonia solo se utilizan
aguellos caracteres que apoyan ciertas agrupaciones de
taxones, micniras que en distancias 0 méxima verosimilitud
los caracteres invarisbles o autapomodrficos también pueden
ser informativos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el
precio a pagar, dicho aumento de informacion, es la adopeion
explicita de un deferminado modelo evolutive,

2.2. Andlisis de maxima verosimilitud
{maximum likelihood)

Este representa un cambio radical en la aproximacion a la
inferencia filogenética, la cual pasa a ser considerada como un
problema esencialmente estadistico. Dicha postura es absolu-
tamente irreconcilizble con la anteriormente expuesta, dado
que supone un cambio de paradigma. El uso de parsimenia en
la reconstruccion filogenética ha sido justificada utilizando
una perspectiva hipotétice-deductiva (Popper, 1968a, 19686}
En sistemdatica, ésta se basa en que dade que es imposiblie
conocer cual es la filogenia real de los taxones, todo o gue
podemos hacer es adoptar un criterio (parsimonia) que permita
evaluar los méritos relativos de las hipdlesis propuestas
(cladograma), de forma que la hipétesis escogida sea la que
exhiba una mayor congruencia en la distribucion de las
sinapomorfias, las cuales constituyen los tests de falsificacion
de la hipotesis (Eidredge y Cracrafi, 1980) (ver Panchen,
1992 para una critica a la validez de dicha conexion).

La utilizacion de méaxima verosimilitud en filogenia
fue introducida por Cavalli-Sforza y Bdwards (1967} v,
posteriormente, desarrollada v popularizada por Felsenstein
(1981). La maxima verosimilitud es el método mds general
para la obtencién de estimaciones estadisiicas. A partir de la
adopeion de un cierto modelo de evolucidn (M) y de la
observacion de los caracteres de determinados taxones (D),
la verosimilitud de un 4rbol {T) es la probabilidad (P) de las
observaciones {caracteres), dado dicho arbol ¥ el modelo
asumido, P(D; T, M), ¥ considerada como funcidn de los
arboles (Feisenstein, 1988b). Dado un cierto arbol, la
probabilidad del conjunto de datos ha de sumar i. Sin
embargo, cuando los datos se mantienen constantes y se
evallian distintos arboles, la suma de estos no tiene porque
ser uno, por lo cual son consideradas verosimilitudes en
lugar de probabilidades, El analisis consiste pues en hallar e
arbol, o drboles, con un mayor valor de verosimilitud, En
general, en la evaluacidn de cada uno de los arboles no
solamente se tiene en cuenta fa ramificacion, sino también la
longitud de las ramas v, en muchos casos, la estimacién de
parte de los pardmetros del modelo adoptado (Yang, 1996).
Un corolario del método es la existencia de un modelo de
evolucion subyacente a los datos. Si bien dichos modelos

han sido desarrollados para datos moleculares, éstos son
inexistentes, y probablemente imposibles, para datos
morfologicos, de forma que esta aproximacion queda
limitada a la utilizacién de datos moleculares. Esta es una de
las principales criticas que se le pueden hacer 2 esta metodo-
logia. No obstante, la critica mds importante y la més
frecuentemente esgrimida en su contra, es la necesidad de
adoptar explicitamente un modelo evolutive, el cual no solo
es absolutamente indemostrable, sino que, en el mejor de los
casos, representa una simplificacién de Ja realidad con
efectos imprevisibles sobre el resultado final {Carpenter,
1992). Los defensores de ésta metodologia esgrimen los
resultados provenientes de simulaciones, que demuestran
que, en muchos casos, se recupera el arbol correcto indepen-
dientemente que el modelo escogido sea errdneo (Nei, 1996;
Yang, 1996). Por otra parte, cabe destacar que si bien es
cierto que ef arbol con un maximo valor de verosimilitad,
dado un cierto espacio de probabilidad de los parametros, es
el mejor estimador de la filogenia, deja de serie en el
momente en gue los drboles comparados pertenecen a
distintos espacios de probabilidad (Nei, 1996). Estasituacién
se da cuando los pardmetros del modelo no permanccen
constantes en las comparaciones entre secuencias, es decir,
cuande el proceso evolutive no es constante, lo cual puede
considerarse como extremadamente probable.

2.3. Analisis basado en matrices de distancias

Estos métodos constituyen el Glimo remanente del feneticis-
mo en sisterndtica. Se basan en la premisa de que la distancia
entre taxones, entendida como una medida de su disimilari-
dad, se relaciona directamente con su relacion filogenética.
Desgraciadamente, dicha asuncidn es Gnicamente valida en
ausencia de homoplasia. Precisamente, y como se ha comen-
tado anteriorments, Ia no distincién entre homologias y
homoplasias determina que las metodologias feneticistas no
sean aptas para la reconstruccidn filogenética, al menos por
lo que respecta a los datos morfologicos. Sin embargo, la
posibilidad de utilizar modefos evolutivos a partir de os
cuales puedan ser corregidas las estimaciones de las distan-
cias en funcidn de la homoplasia existente, les ha reservado
un fugar en ia inferencia filogenética basada en datos molecu-
lares. A diferencia de las aproximaciones anteriores, basadas
en caracteres discretos, estos métodos transforman, a través
de la aplicacién de cierta funcidn, la matriz de caracteres en
una nueva matriz, la matriz de distancias, en donde cada una
de las celdas representa una medida del grado de disimilari-
dad de los dos taxones implicados. La funcién para calcular
la distancia entre los distintos taxones corrige, a su vez, el
valor teniendo en cuenta la homeplasia existente, calculada
mediante la adopeién de un modelo evolutive de los datos
(Williams, 1992). El siguiente paso consiste en la construc-
cion del 4rbol, la cual puede llevarse a cabo mediante dos
métodos  distintos: (1) métodos algoritmicos, los cuales
establecen un determinado protocolo para ir uniendo taxones
en funcién de sus distancias, p. ei. UPGMA o Neighbor

joining (Saitou y Nei, 1987), (2) métodos basados en un

criterio de optimizacion, los cuales permiten evaluar diferen-
tes topologias p. ei. ¢l métedo de los minimos cuadrados
(Cavalli-Sforza y Edwards, 1967) o el de la minimaevolucion
{Rzhetsky y Nei, 1992). '

Dado que los métodos filogenéticos basados en matrices
de distancia también requieren la adopeién explicita de un
modelo evohitivo, adolecen de similares liimitaciones que los
métodos de maxima verosimilitud,
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3. ETAPAS DEL ANALISIS CLADISTICO BASADO
EN PARSIMONIA

A continuacion se comentan los pases sucesivos en los que
consiste ¢l andkisis de parsimonia, con las diferentes opciones
existentes en cada caso y su problematica particular asociada.
A su vez, se explican las diferencias entre la utilizacidn de
datos morfoldgicos o moleculares, entre fos cuales {inicamente
se consideraran las secuencias nucleotidicas, Finalmente, se
discuten las diferentes aproximaciones propuestas para tratar
datos mixtos y, mds concretamente, datos morfoldgicos y
moleculares,

3.1. Muestreo taxonémico

El primer estadio del andlisis filogenético es la seleccién de
los taxones que seran objeto de estudio. Si bien en algunos
casos la seleccion de los taxones que constituyen el grupo
interno puede resultar trivial, en ofros, ya sea debido a la
cantidad de taxones implicados, los Jimites difusos del grupo,
ete., ésta puede no serlo en absoluto. En este sentido, se ha
demostrado a través de simulaciones por ordenador que la
adicidn de taxones a una ruatriz de datos resulta en un aumen-
to de la precisién del cladograma (Wheeler, 1992). Es la
seleccion del grupo externo la que suele plantear mayores
dificultades. A pesar de que, contrariamente a lo que parece
ser la idea mas extendida, el grupo externo no tiene por que
ser necesariamente el grupo hermano del grupo de estudio
{Nixon y Carpenter, 1993), el conocimiento previo de las
relaciones externas de aigunos organismos es lo suficiente-
mente pobre como para que la seleccion de éstos resulte
problematica. Por otra parte, cuando se utilizan caracteres
correspondientes a secuencias nucleotidicas, la adopeion de
un grupo externo muy divergente puede resuitar en una
asignacion al azar de !a raiz del grupo interno (random
outgroup), generalmente en la rama interna que acumula un
mayor nitmero de cambios (Wheeler, 1990b). Hay casosen la
que la funcién del grupo externo puede no ser tanto la de
enraizar el rbol resultante como fa de testar el posible estatus
monofilético del mismo. La severidad de dicho test sera
funcion directa de la exhaustividad de la representacién del
£rapo externo.

3.2. Muestre de caracteres

Los caracteres representan la evidencia a partir de la cual se
derivan las relaciones filogenéticas, la ausencia de dicha
evidencia conduce a la incapacidad de caracterizar parte de los
posibles grupos monofiléticos existente en el estudio. Bl
efecto final sobre el drbol serd la aparicién de las denominadas
politomias, nodos de los gue se generan més de dos ramas. En
cladismo se asume que las ramificaciones en ¢l cladograma
son siempre dicotémicas, dado que ¢l proceso de especiacion
o cladogénesis da como resultado dos especies nuevas. Por
otra parte, en un contexto hipotético-deductivo, las hipdtesis
mads explicitas son siempre preferibles a las méas ambiguas, va
que representan afirmaciones més susceptibles de ser rebati-
das, es decir, mdas falsificables (Wiley, 1981). Ademads, un
cladograma dicotdmico puede resolver la ambigitedad o el
conflicto en favor de la evidencia (Miyamoto, 1985). El tipo
de politomia resultado de la ausencia de evidencia provocada
por un muestreo pobre, 0 al menos no suficiente, de os
caracteres se le denomina suave (soft polytomy). Esta también
puede ser debida a la presencia de conflicto entre los grupos
apoyados por dos o mas caracteres. Por el contrario, la
denominada politomia dura (hard polytomies), es aquella en

que la ausencia de apoyo de una determinada agrupacidn se
interpreta como un fendmeno real de especiacidén miltiple v,
por tanto, son consideradas hipdtesis filogenéticas legitimas,
Sin embargo, en general se tiende a preferic la interpretacion
suave a la dura, ya que: “la experiencia demuestra que una
politomia hoy ha desaparecido mafiana” {(Coddington v
Scharff, 1996).

En general, la adicidn de nuevos caracteres a una matriz
de datos resulta en.un aumento de la resolucidn filogenética
(Wheeler, 1992), por tanto, en principio, cuantos mas caracte-
res mejor. Por otra parte, el numero de caracteres necesario
para resolver las relaciones entre los taxones dependerd
directamente de su capacidad para agrupar dichos taxones, a
la vezr que de su congruencia. Un cardoter que no apoya
ninguna agrepacidn de taxones es no informativo. Entre éstos
se distinguen los caracteres invariables, los cuales son
monomérficos en los taxones estudiados, y los autapomorfi-
€0s, que son exclusivos de un solo taxén. Cuando se utilizan
datos morfoldgicos, dichos caracteres no informativos pueden
ser detectados y evitados o eliminades antes de incluso
constrir la matriz. Por el contrario, cuando se trabaja con
datos moleculares, éstos no pueden ser detectados hasta que
se obtiene dicha matriz. En estos casos, la cantidad de
caracteres informativos dependerd en gran medida de la tasa
de cambio de la secuencia nucleotidica analizada, de aqui la
importancia de la seleccidn del fragmento de secuencia a
analizar, el cual deberd mostrar un nivel de variabilidad
adecuado para resolver las relaciones entre los taxones de
estudio. Afortunadamente, los conocimientos acumulados a
través del estudio de los procesos de evolucion molecular
proveen una informacién més o menos precisa de la utilidad
de distintos genes para resolver diferentes niveles taxondmi-
cos (Brower y DeSalle, 1994; Simon et al., 1994).

Finalmente, cuanto més diversa sea la procedencia de
los caracteres, p. €. morfoldgicos, diferentes genes molecula-
res, comportarmentales, etc., mayor serd el poder explicativo
de} arbol obtenido, ya que éste se habra derivado a partir de
una mayor parte de la evidencia (Kluge ¥y Wolf, 1993). El
tema del andlisis combinado de distintos tipos de caracteres se
aborda en més profundidad en apartados posteriores.

3.3. Construccion de la matriz de caracteres:
definicion y codificacion de los caracteres

Esta es, probablemente, la etapa mas importante del analisis
filogenético, ya que, por un Jado, constituye la conexidn entre
las observaciones y el propio andlisis y, por el otro, tiene una
fuerte influencia sobre los resultados finales (Pleijel, 1995),
Bésicamente consiste en dos etapas: el establecimiento de fas
homologias primarias (De Pinna, 1991}, el grado de corrobo-
racion de las cuales determinard ef cladograma, distinguiendo
las auténticas homologias (homologias secundarias) de las
homoplasias, ¥ de su codificacién. A pesar de la importancia
de este paso, en la actualidad parece ponerse una mayor
atenci6n en los resultados de la manipulacion de la matriz de
caracteres con diferentes programas de ordenador, enfatizando
cualquier elucubracion derivada de dicha matriz por encima
de las observaciones que son el origen de la misma (Patterson
y Johnson, 1997), olvidando que si los caracteres han sido
erréneaments identificados o codificados todo de lo que ellos
se desprenda serd simplemente falso.

Ladelimitacion delos caracteres se realiza a dos niveles:
(1) su identidad topografica v (2) la identidad de sus estados
{Brower y Schawaroch, 1996). En el primero, se establecen el
conjunto de caracteristicas comparables entre los taxones. En
¢l segundo, haciendo uso de los criterios clisicos para la
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delimitacién de homologias potenciales (De Pinna, 1991;
Patterson, 1982; Patterson, 1988; Remane, 1952), las diferentes
manifestaciones de los caracleres se clasifican como iguales
(mismo estade) o diferentes. Operacionalmente, estos dos pasos
corresponden a: (1) definir las columnas de la matiiz de
.caracteres y (2) asignar un valor a cada celda. Cabe destacar
que caracteres o estados de caracteres no son categorfas
absolutas y lo que en un estudio es un caracter puede convertir-
se en un estado en otro estudio a una escala jerdrquica diferen-
te. Bajo la perspectiva del establecimiento de las homologias
primarias, el hecho de trabajar con caracteres morfoldgicos o
caracteres moleculares plantea problemas completamente
opuestos. Asi, en el estudio de la morfologia la delimitacidn
espacial del cardcter es relativamente ficil, mientras que la
identificacion de los diferentes estados, es decir, decidir gue
manifestaciones del cardcter son genuinamente distintas y
cuales pueden considerarse Ias mismas puede resultar extrema-
damente compleja. Por otra paste, dado que la identificacién de
los estados implica una discretizacion de los datos, la utiliza-
cidn de caracteres continuos resuita problematica (Chapypitl,
1989; Felsenstein, 1988a;, Stevens, 1991). Los caracteres
provenientes de las secuencias nucleotidicas tan solo tienen
cinco manifestaciones, representadas por las cuatro bases
nucleotidicas (adenina, citosina, guanina y timina) y las
deleciones-inserciones, por lo cual la definicion de los estados
resulta trivial. Por el contrario, la asignacion de las posiciones
que corresponden al mismo cardcter puede plantear un auténti-
co desafio. Bl proceso por ef que se establece las identidades
topograficas de las posiciones nucleotidicas se denomina
alineacion de las secuencias. En aguetlas situaciones en las que
los fragmentos de la secuencia de los distintos taxones tienen
el mismo nimero de nucledtidos, como suele ser el caso en los
genes codificadores de proteinas, la alineacion no resulta serun
problema. Sin embargo, existen sifuaciones en que la longitud
de las mismas puede ser distinfa, debido a la existencia de
mutaciones {ipo indel, es decir, la insercién o delecion de algun
nucleétido. La alineacion de este tipo de secuencias pasa por
reconocer donde han tenido lugar dichas mutaciones, incorpo-
rando espacios {gaps) con e objeto de conservar la homologia
posicional. Esta es la situacion habitual cuando se trabaja con
genes estructurales, como los genes ribosdmicos, ¢ fragmentos
no codificantes. La alineacién puede llevarse acabo de dos
formas distintas: manual o autométicamente. La alineacidn
manual se basa en el reconocimiento visual de algunos motivos
mds o menos conservados y en la minimizacion de la incorpo-
racion de gaps. Una forma de mejorar fa calidad de las alinea-
ciones manualies es la incorporacion, en caso que exista, de
informacion estructural. Asi, por ejemplo, tos genes ribosémi-
cos fienen estructura secundaria en la molécula transcrita, con
zonas complementarias {stems) y zonas de cadena sencilla
{loops). El reconocimiento de las zonas complementariasen la
secuencia puede resultar de una gran ayuda en la determinacion
de las posiciones homélogas (Kjer, 1995). Sin embargo, hay
ocasiones en que la divergencia entre las secuencias es tan
grande que la asignacién de homologia se ve seriamente
comprometida, Llegados a este punto, la mejor opcion es
simplemente eliminar estas zonas del andlisis posterior. La
alineacién manual ha sido criticada debido a su falta de
objetividad y de repetitividad, fanto en la asignacion de
posiciones como en Ia eliminacion de las mismas en ¢l analisis
(Gatesy et al., 1993}, Los alineadores automaticos s¢ basan en
ia optimizacion de una cierta funcidn de las coincidencias entre
nucledtidos, las sustituciones entre éstos y la introduccién de
gaps. La inclusion de éstos Qitimes ha de penalizarse, ya que
de lo contrario cualguier par de secuencias podria ser perfecta-
mente alineada insertando suficientes gaps (Hillis et al., 19%6).

Se ha propuesto que la alineacidn de las secuencias deberfa
formar parte del propio proceso de inferencia filogenética
(Sankeffetal,, 1973). Esta aproximacion ha sido implementa-
da en algunos algoritmos de alineacion automatica (Wheeler,
1996; Wheeler y Gladstein, 1994), los cuales generan alinea-
mientos que globalmente minimizan las diferencias entre las
secuencias. A pesar de que, en principio, los alineadores
automaticos oftecen un criterio objetivo de alineacién, la
necesidad de incorporar en los mismos valores de pardmetros
tales como el coste de la substitucién entre los nuciedtidoes, o
la penalizacién por la adicién de nuevos gaps o de aumentar la
longitud de los preexistentes, introduce de nuevo una cierta
subjetividad. Sir embargo, quizas e punto mds oscuro sea el
referente al elevado coste computacional que éstos suponen, la
cual comporta que en algunos casos sea inviable obtener una
alineacién fiable,

La codificacion de los caracteres consiste en la asigna-
cidn de un simbolo alfanumeérico a cada uno de los estados de
cardcter definidos previamente. Los estados de los caracteres
morfolégicos suelen codificarse con nimeros, ya sea empezan-
do por 0 0 1, mientras que para los nucledtidos se utitizan las
iniciales de la base correspondiente {A, C, G y T} o el signo
“ouando se trata de gaps. Atendiendo ai ndmero de estados,
los caracteres pueden ser binarios, si tan selo tienen dos
estados, o multiestados, si tienen tres o mas. Evidentemente,
los caracteres derivados de secuencias nucleotidicas serén
siempre muitiestado. La codificacidn, que a primera vista
puede parecer simple o incluso trivial, puede convertirse enuna
operacion harto compleja. Especialmente conflictivo resulta el
tratamiento de los denominados datos inciertos (missing data).
Fstos corresponden a situaciones donde no existe ningtin estado
que permita definir una determinada situacion en alguno de los
taxones de estudio. Esto puede deberse a tres razones (Platnick
etal,, 1991b): {1} el estado es inexistente, es decir, el taxén en
cuestion tiene uno de los estados definidos, pero éste no es
observable en ¢l individuo conereto que se esté estudiando, ya
sea debido a una mal estado de conservacion, porque se trata de
un estado de desarrollo donde el caracter fodavia no se ha
manifestado, porque unas determinadas posiciones nucieotidi-
cas no han podido ser secuenciadas, etc., (2} el cardcter es
inexistente, es decir, el caracter definide no existe en ¢l taxdn,
p.ej. color de las plumas en mamiferos, y (3) el cardcter es
palimérfico, es decir, diferentes individuos pertenecientes al
misme taxdn presentan estados distintos. A pesar que cada una
de estas situaciones es ciertamente diferente, son agrupadas a
menudo bajo la misma codificacion, “interrogante”, con la
esperanza de que al no serle asignado ninguno de los estados
definides, dicha entrada no afecte el resultado finai del andlisis.
Para este caracter en concrefo, ¢l taxon podra ser asignado
indistintamente a cualesquier de los grupes definidos por los
estados sin variar el numero de pasos final del cladograma. Si
bien ef caso en que ¢l estado sea desconecido esto no plantea
mayores problenzas, ya que puede ser evitada estudiando otro
individuo o, en cualquier caso, fa codificacién como interro-
gante refleja exactamente lo que ocurre, esto no es asi en las
restantes situaciones. Asignar un interrogante cuande el
caracter en cuestion es polimdrfico en el taxdn pasa por alto fa
existencia de una transformacion entre estados (Nixon y Davis,
1991). Ello supone gue el nlmero de pasos del arbol final serd
subestimado y, por tanto, que dicho arbol podria no ser el més
parsimonioso si el cardcter hubiese side codificade con un
estado conereto. Las soluciones propuestas a éste dilema son:
{1}intentar establecer a partir de fuentes de evidencia adiciona-
les cual seria el estado derivado para el taxon polimoérfico
(Wiley et al., 1991) o {2) dividir e} taxdn en tantos nodos
terminales como estados se observan,
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Los caracteres inexistentes plantean una problemdtica
distinta. Debido a que durante ¢l andlisis se asigna a cada uno
de fos nodos internos el estado del cardcter mas parsimoniose,
al nodo que lleva a taxones que carecen del cardcter se les
asigna igualmente un estado, a pesar de que el mismo es
imposible (Platnick et ak., 1991b). Este hecho puede conducir
a la obtencién de resuitados no esperados ni deseados al
analizar los datos. La razdn es que, dependiendo del estado que
haya sido asignado, el nlimero de pasos final puede variar,
descartando resoluciones por ser menas parsimoniosas cuando
enrealidad loson igualmente o, lo que es lo mismo, escogiendo
saluciones que pueden no ser las mas parsimoniosas (Maddi-
son, 1993}, Conviene destacar que este efecto no se da ni
cuando tan solo hay un taxén terminal con el cardcter inaplica-
ble, ni cuando todos [os taxenes inaplicables forman un clado
exclusivo. En realidad el fendmeno comentado es un caso
particular de un problema mucho mas amplio que tiene que ver
con la definicién de los caracteres y de sus estados. El siguiente
gjemplo ayudard a entender este punto (modificado de Pleijel,
1995). Dada la variabilidad mostrada en la Fig. 7, se podrian
definir los caracteres hasta de cuatro maneras diferentes (A-D).,

COBRLIAA

Fig. 7.- Diferentes manifestaciones de un
cardcter hipetéticor ausente, cuadrado
negro, cuadrado blanco, tridngulo negro,
tridngulo blanco.

A (o codificacion compuesta).
1. Cardcter X: ausente (0); presente, cuadrado y negro (1);
presente cuadrado y blanco (2); presente, triangular vy
negro (3); presente, triangular y blanco (4).

1. Caracter X: ausente (0}; presente, cuadrado (1); presen-
te, triangular (2).

2. Cardcter Y: ausente (0}; presente, negro (1); presente
blanca (2).

C.
1. Caracter X: ausente (0); presente (1).
2. Cardcter Y: ausente (0); triangular (1).
3. Caracter Z: negro (0); blanco {1).

D (o cedificacidn reductiva),
1. Cardcter V: ausente (0); presente (1).
2. Cardcter W cuadrado: ausente (0); presente (1)
3. Cardcter X triangular: ausente (0); presente (1)
4. Cardcter Y negro: ausente (0); presente (1)
5. Caricter Z blanco: ausente (0); presente (1)

Se puede observar facilmente que el tipo de definicién
de cardcter C introduce caracteres inexistentes en la matriz.
Portanie, la utilizacién de cualquier de fos otros tipos evitaria
el problema. Sin embargo, la eleccién de un tipo u otro de
definicion se basa en diferentes criterios, v todos eflos pueden
inducir & algin tipo de error en el resultado, Entre los eriterios
que pueden utilizarse para escoger una forma u otra, dejando
aparte los missing data, se destacan (Pleijel, 1995; Wilkinson,
1995a):

1. Independencia de los caracteres. Como se ha comentado
anteriormente, y por las razones aducidas, la parsimonia
asume que los caracteres son independientes. Bajo esta
perspectiva, la codificacion compuesta (A) es la que

minimizala posibilidad de dependencia los caracteres. Por
contra, en el tipo B vy, de forma todavia més exagerada, en
la codificacion reductiva (1), el estado ausente se repite
en algunos caracteres, cuando, obviamente, se trata de la
misma caracteristica. El efecto de esta multiplicacion del
estado es que los grupos apoyados por el mismo seran
artificialmente favorecidos frente al resto

2. Independencia de la jerarquia. La homologia de los
caracteres es un concepto relative que depende directa-
mente de la escala filogenética que se este estudiando.
Asi, una determinada caracteristica que a un cierto nivel
estd o no presente, puede tener diferentes manifestaciones
si se observa a una escala mds fina. La codificacién
reductiva (D) es fa Gnica que evita tener que redefinir los
caracteres cada vez que se afladen a fa matriz huevos
taxones con diferentes combinaciones de los mismos.

3. Recuperacién y contraste de la informacion. Este criterio
tiene que ver con fa eficiencia de cada uno de los tipos de
codificacion para incorporar lag observaciones sin pérdida
de datos, a la vez que a la forma més apropiada para testar
los mismos a través de la congruencia. Teniendo en cuenta,
que la congruencia se aplica entre los caracteres y no entre
tos estados de los mismos que son fijados de antemano, las
codificaciones A-C suponen unz pérdida de la capacidad
de contraste de los datos. Contrariamente, ésta se maximiza
en la codificacidn reductiva, donde toda la varjabilidad
observada podra ser contrastada. Por otro lado, la existen-
cia de caracteres mltiples en las codificaciones A-C
resulta en un menor grado de informacién de log mismos,
va gue el apoyo a un grupo determinado por parte de
alguno de los estados dependerd de [a situacidn del resto de
{os mismos, lo cual no ocurre en la codificacion reductiva.

4. Reconstruccion de los estades de los antepasados. En la
codificacion compuesta, tan solo uno de los estados
definidos puede ser asignado a un nodo interno o antepa-
sado. En cambio, si se utiliza la codificacidn reductiva,
éste cardcter puede separarse en varios, de forma que ¢l
antepasado puede presentar una combinacion no observa-
da en ninguno de los taxones terminales.

Como se puede comprobar, existen criterios a favory
en contra de cada uno de estos métodos de definicidn de los
caracteres. Si bien las codificaciones mas reductivas mues-
iran ventajas en cuanto a contraste estabitidad y reconstruc-
cién evolutiva, pueden afectar negativamente el andlisis
sobrevalorando algunos de los caracteres y los grupos que
estos apoyan.

En el contexto de los datos moleculares, un problema
similar al representado por los caracteres inaplicables o
inexistentes se da en ¢l tratamiento de los gaps. Asi, se
observa que en muchos anélisis moleculares publicados los
gaps son tratados como missing data, es decir, asignandoles
un interrogante. Sin embargo, asumiendo que la incorporacidn
de estos gaps a las secuencias ha side el resultado de su
alineacién, es decir, del establecimiento de Ias hipbtesis de
homologia posicional, parece itdgico no considerarlos como
un quinto estade adicional a las cuatro bases nucleotidicas
(Wheeler, 1993). Por otra parte, tratar los gaps como un
quinto estado tiene el inconveniente de que cada una de las
posiciones de una insercién-delecién mtltiple (que incluye
mis de un gap) es considerada como un cardcter independien-
te, cuando ciertamente pueden no serfo (Maddison y Maddi-
son, 1992), lo cual resultard ¢n una sobrevaloracidn de los
grapos apoyados por los mismos.
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Dejande a parte las causa por las que pueden introducirse
interrogantes en la matriz de caracteres, su presencia puede tener
efectos negativos en ¢f andlisis filogenético (Nixon y Davis,
1991; Platnick ef al., 1991b). Une de estos efectos es la multi-
plicacion de! nimero de arboles obtenidos. Debido a la ausencia
en los taxones incompletos de caracteres que pueden estar
apoyando alguno de los clados, la asignacidn de estos taxones a
uno u otre grupo puede no variar el nGmere de pasos final. A
pesar de que a primera vista la soiucion mas simple podria
parecer la de eliminar Jos taxones incompletos, tal accién podria
derivar en una alteracién importante de Jas relaciones filogenéti-
cas inferidas. Este seria el caso si, por ejemplo, el taxén elimina-
do presenta en los caracteres conocidos combinaciones de
estados ausentes en los taxones restantes. {Wilkinson, 1995b).

3.4. Medidas del grado de ajuste entre caracteres
y arboles.

Diferentes indices han sido descritos y utilizados en la
literatura para reflejar la relacion entre caracteres y arboles, en
términos de ajuste de los primeros sobre los Gltimos.

El conocido como indice de consistencia (ic} (Kluge y
Farris, 1969), es el cociente entre el ndimere de pasos minimo
de un cardcter (m), gue es igual a sy nlmero de estados menos
uno, vy el ndmero de pasos del cardcter observado en el
cladograma (s):

ic=mls, IC=Eml/hs

En el caso que el ajuste sea perfecto, el imero de pasos
observado sera igual al minhmo tedrico y el valor del indice
serd 1. Cuanto peor sea el encaje entre el cardcter y el arbol
mas pasos adicionales mostrard el caracter sobre el &rbol, y su
indice bajard, aunque nunca llegara a ser 0. El indice de
consistencia conjunte de un arbol (/C) es el cociente entre la
suma de los valores particulares de m y 5 de cada cardcter.
Debido a que las situaciones en que el nimero de paso
“reales” excede el minimo tedrico se explican por la presencia
de homoplasia, el /C ha sido considerado como una medida de
fa misma, aunque la influencia de ciertas variables sobre el
mismo comprometan su valor comparative entre diferentes
analisis. Asi, el valor de JC esta correlacionado con el niimero
de taxones, de forma gue las matrices con mayor nimere de
taxones tienden a mostrar valores de /C menores; sin embargo,
se ha desarrotlado una formula empirica que permite caleular
el valor de IC esperado dado un cierto nmero de taxones {(n):

1€ gperage™ 0:90 - 0,022r + 0,0002134%, para n<60
{Sanderson y Donoghue, 1989)

E1JC es también sensible a la proporcidn de caracteres
ordenados de una matriz. Los caracteres ordenados, en
general, encajan peor en la definicion de las agrupaciones que
los desordenados porque son mas restrictivos. La presencia de
missing data es otra fuente de distorsidn, ya que éstos no
incrementan nunca la imconsistencia de los caracteres, Final-
mente, los caracteres autapomorficos o invariables incremen-
tan artificialmente el /C, ya que no apoyan ninguna agrupa-
cién v, por tanto, siempre encajan perfectamente. Si bien
cuando se trabaja con datos morfoldgicos dichos caracteres no
suelen ya introducirse en las matrices, esto es inevitable
cuando se utilizan datos moleculares, por lo que este tipo de
caracleres debe eliminarse antes de computar el vaior del JC.
En otro orden de cosas, debe mencionarse gue Klassen et al,
{1991) han demostrado que, para gue una mairiz de datos sea
filogenéticamente informativa, su /C debe ser mayor que ei IC
de una matriz aleatorizada del mismo tamafio (). Este valor
puede obtenerse de la siguiente formmula:

IC o= 2.937 x 1% (Klassen et al., 1991}

El denominado indice de retencion (ir) (Farris, 1989}
fue originalmente propuesto con ¢l objetivo de evitar alganos
de los problemas asociados al /C'y expresa la proporcion de
similaridades en el arbol que son explicables como sinapo-
morfias, En este caso, la aproximacion se realiza a través de la
evaluacion de la cantidad de sinapomorfias en la matriz. Asi,
el ir es el complementario del valor de homoptlasia relativa
presente en la matriz respecto & la méxima posible. La formula
para su céleulo es:

ir={(g - s¥{g-m) , IR= (Zg- I}/ (g~ Lm)

dende g es e nimero méximo de transformaciones posibles de
un cardcter en cualquier arbol, que, en la préctica, s ¢i niimero
de pasos dada una politomia total {Wiley et al., 1991), Al valor
g - m se le denomina variabilidad informativa (Farris, 1991} Se
puede observar que cuando s es igual a mr, es decir, en ausencia
de homoplasia, el ir es 1. Cuanto mayor sea la homoplasia del
cardcter, menor serd su valor de ir. Bl indice de reteneion de un
arbol (ZR) es la swma de los valores g, s y m para cada cardcter.
Valores altos de /R indican que los cambios se acumulan
preferentemente en Jas ramas internas, mieairas que los valores
bajos sugieren que los cambios se acumulan en ramas terminales
(Siebert, 1992). E1 IR es pues, una buena medida del apoyo,
basado en la evidencia, de los grupos y, ademds, no es sensible
ni a Is presencia de autapomorfias ni de caracteres invariables,
ya que en ellos g es igual a s y, por tanto, el ir es 0. Finalmente,
el indice reescaiado de consistencia (CR) (Farris, 1989) es el
resultado de multiplicar los dos indices anteriores. Su principal
virtud es que permite diseriminar diferencias en ¢l valor de gen
caracteres que de otra forma muesiran niveles similares de
homoplasia (Quicke, 1993).

3.5. Ponderacion de fos caracteres y de los cambios
enfre estados

Toda evidencia comparativa tiene un valor potencial en la
inferencia filogenética. Ahora bien, ¢son todos los caracteres
igualmente validos como indicadores de las relaciones filogené-
ticas? o, de la misma forma, json todas las transformaciones
entre los estados igualmente importantes evolutivamente? La
opinién mas generalizada es que ni todos los caracteres aportan
la misma evidencia, ni todas las transformaciones entre estados
son equivalentes. (Farris, 1969; Wheeler, 1990a; Williamns y
Fitch, 1989). Acorde a esta premisa, serd necesario introducir en
el andlisis las posibles consideraciones, hipétesis o asunciones,
sobre el valor refativo tanto de los caracteres como de las
transformaciones de sus estades. Con el obieto de facilitar la
discusion, nos referiremos al valor relativo asignado a un
determinado cardcter frente a los restante como ef peso (weight)
del caracter, y al valor del cambio de un estado patticutar a ofro
como ¢l coste de la transformacién.

ESTADO FINAL

01 2 3
%J 0 a b c Ejemplo:
2 1 g d e
2 2l i RW\f
g i
e 31 ki

Fig. 8.- Ejemplo de matriz de costes,
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Fig. 9.- Algunas relaciones aprioristicas eatre los estados de un cardcter.

Conviene destacar que, algunos autores, a pesar de
aceptar que no todos los caracteres tienen la misma importancia
como indicadores de lasrelaciones filopenéticas, consideran que
fa ponderacion diferencial de los caracteres es una forma de
incorporar al andlisis modelos evolutivos que representan
asunciones que fo alejan de sus bases empiricas, y desaconsejan,
por tanto, su uttlizacién (Kluge, 1997a; Kluge, 1997h; Siebert,
1992}, Contra esta opinidn, se ha esgrimido que la no pondera-
¢idn de los caracteres no ¢s mds que una forma particuiar de
ponderacidn, la ponderacion uniforme, la cual no deja de ser
igualmente una asuncién externa al andlisis (Wheeler, [986). En
cualquier caso, ] probiera principal consiste en determinar el
valor concreto de los pesos y/o costos a asignar. En este sentido,
una justificacion adicional de la utilizacién de una ponderacion
uniforme es la ausencia de evidencia objetiva para determina el
valor exacto de un determinado caricter o estado respecto a los
restantes. L.a ponderacidn de caracteres y cambios de estado
puede ser & priovt, si se basa en asunciones previas al analisis,
© a posteriori, si la evidencia se deriva a partir de un andlisis
precedente.

3.5.1. Coste de las transformaciones

L.as relaciones entre los estados de un cardcter, es decir, el coste
de todos los cambios posibles entre log mismos, puede represen-
tarse en forma de una matriz de costes o matriz de pasos (step-
matrix) (Sankoff'y Rousseau, 1975). LaFig. 8 ilustra un ejemplo
de matriz de costes. En filas se representa el estado inicial,
previo al cambio, del caracter, y en colunmas el estado final,
resiltado de la transformacién. En las celdas figura ef valor
numérico conecreto asignado a la transformacion entre dos
estados particulares. Estas matrices son simétricas si Ia transfor-
macién de un determinado estado { 2 utt estado / tiene el mismo
coste que el cambio inverso. En caso contrario, la matriz
resultante serd asimétrica. Bajo el criterio de parsitoenia, tan
solo los estados de cardcter que definan grupos son informati-
vos, Esto se refleja en la matriz de costos no asignando ningin
valor a la transformacion de un estado en si mismo. Sin embar-
20, los autores que defienden la adopcidn explicita de un
madelo evolutivo, proponen obtener la matriz de costes a partir
de la asignacién de probabilidades tanto del cambio como de
mantenimiento del mismo estado, pudiendo, por tanto, asignar
costes a la diagonal (Maddison v Maddison, 1992). Cabe
mencionar, que las matrices de costes derivados de modelos
probabilisticos convierten a la reconstrucceién mds parsimoniosa
de los estados ancestrales, en la méxima probabilidad Bayesiana

de la estima de dichos estado (Maddison, 1990; Maddison y
Maddison, 1992), A partir de esta propiedad y en el contexto de
fos datos moleculares, se ha sugerido la posibilidad de calcular
fa matriz de costos mediante la estima de méaxima verosimilitud
de los cambios enire estados (Yang, 1994). La principal ventaja
de esta aproximacion es que, computacionalmente, la imple-
mentacion de la parsimonia es mucho mds eficiente que la de la
maxima verosimilitud, permitiendo bisquedas mucho més
exhaustivas de los arboles optimos (Swofford et al., 1996a).

A pesar que, contrariamente a lo anteriormente expuesto, se
prefierano adoptar de manera explicita un modelo probabilistico
de evolucidn de los caracteres, todavia pueden ser incorporadas
en e andlisis ciertas restricciones sobre los cambios entrs
estados, basandose en conocimientos previos acerca de sus
caracteristicas. En el caso maés simple, que corresponderia al
compieto desconocimiento de las relaciones entre los estados,
cualquier estado puede transformarse libremente en cualquier
otro. Los caracteres tratados de esta manera se denominan
desordenados ¢ no aditivos. El aigoritmo para ¢l célculo del
ntmero de pasos de un drbol cuando los caracteres son desorde-
nados fue originalmente propuesto por Fiteh (1971}, y a su
aplicacién se le conoce con el nombre de parsimonia de Fitch.
Otra relacién entre los estados puede ser la representada poruna
serie de transformaciones lineales, de forma que ef cambio entre
estados contiguos sea menos costose que entre estados que ne
1o son. Un ejemplo de aplicacion de esta asuncién serfa la de un
caracter definido como “pilosidad”, donde los estados fuesen:
“glabro”, “poco piloso”, “muy piloso”. No seria descabellado
plantear la posibilidad de que la transformacion de “ouy piloso”
a “glabro”, pase necesariamente por la presencia de un estado
“poco piloso”, v que, por tanto, la transformacién de “muy
piloso™ a “glabro” sea el doble de costosa que las transformacio-
nes de “muy piloso” a “poco piloso” o de “glabro™ a “poco
piloso”. Los caracteres que incorporan este tipo de asunciones
se denominan ordenados o aditivos. Los caracteres binarios
representan el caso mds simple de caracteres ordenados. Farris
(1970} y Klage y Farris (1969) propusieron el algoritmo para el
caleulo del namero de pasos de los 4rbeles més parsimoniosos
bajo ésta premisa, 1a cual se conoce con el nombre de parsimo-
nia de Wagner. Dos casos particulares de ésta iltima, son las
denominadas parsimonia de Dolio (Farris, 1977) v parsimonia
de Camin-Sokal (Camin y Sckal, 1965). En el primer caso, ala
restriceién que los caracteres sean ordenados se le afiade la de
favorecer las reversiones de las transformaciones sobre su
aparicién independiente, lo cual se consigue haciendo mds
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Fig. 11.- Tipos de transformaciones entre estados nucleotidicos y ejemplos de matrices de costos en datos moleculares.

costosas las transformaciones en un sentide que en el contrario
(Fig. 9). Bl anélisis de los caracteres derivados de las dianas de
restriccién, constituyen un ejemplo de aplicacion de estas
asunciones. La pérdida de una diana de restriccion, que supone
como minimo el cambio de uno de sus nucledtidos, serd
generaimente maés facil de observar que la ganancia de una
diana, en el peor de les casos requerird la transformacion de
cuatro ¢ seis, dependiendo del tipe de enzima, nucledtidos
contiguos. La parsimonia de Camin-Sckal asume la ordenacion
de los caracteres, el conocimiento sobre su polaridad, es decir,
el establecimiento de los estados apomérficos, y Ia irreversibili-
dad de los cambios, Esta (itima premisa se incorpora a la matriz
prokibiendo la transformacion en uno de los sentides (Fig. 9).
Este tipo de parsimonia es raramente utilizada, debido a la
dificultad de justificar la irreversibilidad, tanto en datos
morfoldgicos como moleculares (Kitching, 1992).

Las diferentes asunciones enumeradas constituyen de
hecho casos particulares de lo que se ha denominado parsimonia
generalizada (Swofford et al., 1996a). El desarrolio de algorit-
mos capaces de calcular exactamente el nimero de pasos total
de una matriz de costos (Sankoff y Cedergren, 1983), permite
incorporar al andlisis una amplisimo abanice de medelos
evolutivos mediante la asignacion de un valor de coste a un tipe
particular de fransformacion. En cualquier caso, la adopcién de
un determinado modelo de evolucion, restriceidn o ponderacion
sobre las transformaciones de los estados, deberd ser debida-
mente justificado, a la vez que formulada de rmanera explicita y
clara (Wheeler, 1986).

A diferencia de los caracteres morfoldgicos, los caracte-
res derivados de secuencias nucleotidicas tienen un namero
limitado de estados posibles, el cual es potencialmente
compartido por todas las posiciones. En este tipo de datos la
principai fuente de homeplasia es la existencia de sustifuciones
miltiples en una misma posicién nucleotidica y, a su vez, la
probabilidad que éstas hayan tenido lugar estd directamente
relacionada con la frecuencia de cambio de la posicidn.
Asimismo, cuanto mas frecuente sea un fipo concreto de
transformacion {=sustitucion), més probable serd que ésta
esconda la existencia de cambios miltiples y, también, que
haya tenide lugar en distintos linajes independientemente. Por
tanto, la resolucién filogendética de este tipo de datos puede

potenciarse si se da un mayor coste a las transformaciones
menos frecuentes (Williams y Fitch, 1989). Una forma de
poner en evidencia la posible existencia de sustituciones
multiples es mediante las denorninadas curvas de saturacion
{Fig. 10), las cuales no son més que gréficos donde se repre-
senta en abscisas el numero de camnbios de una determinada
clase de transformacion presente entre todas las comparaciones
de pares de taxones, y en coordenadas una determinada medida
del nivel de divergencia entre los mismos. En ausencia de
sustituciones mdltiples, el niimero de cambios aumentard a
medida que aumente la divergencia de los taxones, con lo que
los puntos se ordenarén siguiendo poco més o menos una linea
dizgonal. Sin embargo, en clertos casos puede observarse
como llegado a un determinado nivel de divergencia, el
niimero de cambios deja de awmentar para pasar a permanecer
constante, independientemente de que la divergencia siga
avmentando. Esta situacion es consecuencia de que 108 nuevos
cambios que tienen lugar lo hacen sobre posiciones que ya
habfan cambiado anteriormente, de forma que no serén
contabilizadas en el computo de cambios global. La informa-
cidn sobre la frecuencia relativa de un determinado tipo de
transformacion puede obtenerse a partir del conocimiento
previa sobre como evolucionan fas secuencias, o bien, a partir
de la observacion de las caracteristicas de las secuencias en el
estudio particular (Knight y Mindell, 1993).
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Fig. 10.- Ejemplo de curva de saturacién.
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Las transformaciones entre estados nucleotidicos suelen
dividirse en dos tipos (Fig. 11} Los cambios de base de la
misma naturaleza quimica, es decir, entre pirimidinas (timina
v citosina) o entre purinas (adening y guanina), se denominan
trapsiciones {s), mientras que los cambios entres bases de
naturaleza diferente (purina a pirimidina o al conirario} reciben
el notbre de transversiones (v). A pesar que potencialmente
e} numero de transversiones posibles es el doble que el de
transiciones, éstas Gltimas suclen darse con mds frecuencia que
las anteriores, especiaimente en el ADN mitocondrial (Brown
et al, 1982; Li et al,, 1984). Por esta razdn, se ha propuesto
que las transiciones reciban un coste inferior al de las transver-
siones (Kocher et al., 1989) (Fig. 11). Bl problema es decidir
que valor exacto de coste es el correcto o, al menos, establecer
un criterio objetivo de evaluacion; aunque se observa que en
la mayorfa de estudios la eleccién de diche valor es muy
arbitraria. Una aproximacion habitual es la de aplicar diferen-
tes esquemas de coste y comprobar su efecto sobre el andlisis
p.gj.n 2:1, 3:1, 5:1, 10:1). Un método mas objetivo consiste en
utilizar la tasa de acumulacién de las transiciones respecto a las
transversiones en comparaciones entre pares de taxones no
afectadas por las sustituciones miltiples, es decir, en ia
incluidas en la zona de crecimiento lineal. El valor de coste
relativo se obtiene calculando la pendiente de la zona de
crecimiento conjunta a partir de un modelo If de regresidn
lingal (Sturmbaver y Meyer, 1992). La situacion extrema de
rebajar las transiciones respecto las transversiones es la
denominada parsimonia de fransversion (Fig. 11), en donde las
primeras son completamente eliminadas del andlisis asignindo-
les un coste de 0. Esta aproximacion comporta generalmente
una pérdida importante de resolucién en las zonas terminales
del 4rbol, ya que en muchos casos las transiciones son los
unicos cambios que se producen entre taxones evolutivamente
muy Cercancs.

Conviene destacar que, en algunas ocasiones, la
asuncién de que la tasa de acumuiacion de transiciones es
mayor que la de transversiones puede resultar falsa. Asi, por
ejemplo, se ha demostrado gue en algunos genes ribosomales
la proporcion de los dos tipos de sustituciones es similar
(Vawter y Brown, 1993) o, como pasa en genes ribosomales
mitocondriales, la mayoria de cambios corresponden a trans-
versiones {DeSalle, 1992). Ademds, en genomas con un sesgo
importante en fa composicion de bases en favor de A v T, el
nlmero de transversiones AT puede superar a cualquier otro
tipo de transformacidn (Dowton y Austin, 1997). Por otra
parte, la separacién de las substituciones entre bases en
solamente dos clases de cambio, puede estar escondiendo
relaciones muy diferentes entre las diferentes transformacio-
nes. Una manera de evitar el posible sesgo derivado de a
agrupacidn de los cambios en tan solo dos clases, es simple-
mente aumentando el nimero de clases consideradas, ya sean
los 6 tipos distintos de transformacion (Fig. 11) {parsimonia de
sels pardmetros, Cunningham, 1997b) o afiadiendo la asimetria
potencial de los cambios (p.ej. A — T distinto de T — A),
estableciendo hasta 12 clases posibles (Fig. 1 1) (parsimonia de
doce pardmetros, siguiendo la nomenclatura anterior).

Se han propuesto un conjunto de metodologias para
derivar de una manera mas o menos objetiva el coste de los
distintos tipos de transformacidn, a partir de la informacién de
los datos originales, con lo que se evita tener que asumir un
maodelo general de evolucidn para todas las moléculas y los
taxones {Wheeler, 1990a). Entre estos se destacan el de log
costes combinatoriales {Wheeler, 19902a) v el de los costes
EOR (Knight et al,, 1993). El primeto estd basado en la
frecuencia con que determinados nucledtidos aparecen
conjuntamente en las pesiciones variables, de forma que,

cuanto mayor sea ésta mas probable serd la de que dos se
hayan intercambiado. Operacionalmente, el método consiste en
asignar un valor (ay,} a cada coincidencia de dos nucledtidos (4,
J)en una posicidn derivado de la formula (de ahi el nombre de
costes combinatoriales):

ag= (- 1T,

donde nge= numero de nucledtidos distintos en ka posicidn k, y
= nimero fofal de nucledtidos. Sumando los valores de todas
las posiciones donde aparecen conjuntamente dos nucledtidos
determinados, obtendremos una matriz simétrica'de ias asocia~
cionesentre los cuatre nucledtidos. El siguiente paso es normali-
zar la matriz, dividiendo cada valor por la suma de los valores
de la colummna a la que pertenece. La finalidad de esta normali-
zacion es representar las frecuencias de transformacion de un
nucledtido concreto a cada una de las alternativas. Asimismo,
esta notmalizacion introduce asimetria en |a matriz, el valor de
los cambios entre los nucledtidos es diferente en un sentido que
en el contrario, de forma que se consideran las 12 clases
diferentes de sustituciones. Finalmente, para pasar de la matriz
de asociaciones (1) 2 la matriz de costes (W), se aplica un
transformacidn logaritmica:

Wy = [InT;

Cabe destacar que, la normalizacidn originalmente
propuesta ha sido criticada argumentando que ésta se correspon-
de en ta préctica a una probabilidad condicionada. Para obtener
una auténtica probabilidad total, el derominador no debe ser la
suma sélo de las posiciones variables, sine la de todas las
posiciones, variables ¢ invariables (Rodrigo, 1992).

El método EOR (expectediobszarved ratic) propone upa
aproximacion diferente. La correccion no tiene en cuenta tan
solo la frecuencia de aparicién de dos bases concretas, sino
también la composicion nucleotidica de la secuencia. Para cada
pareja de taxones se calcula el “nimero esperado” de cada tipo
de cambio, multiplicando el nlimero total de transiciones o
frangversiones (segin el tipo de transformacidn considerada) que
presentan por la suma de las medias de las proporciones de cada
una de las bases implicadas. El coste se deriva directamente del
cociente entre ¢l valor obtenido de la manera indicada v el
niimero de eambios “observado”. Asi, las sustituciones que se
den con una frecuencia superior a la esperada recibirdn un coste
menor que e de aquelias que se den mas raramente. Los puntos
débiles de esta aproximacion son: (1) la ausericia de un modelo
explicito del proceso aleatorio de donde derivar el valor “espera-
do” y (2) que los costes caleulados para las diferentes bases
tienen diferentes escalas v, por tanto, su combinacidn en una
misma matriz es incorrecta (Colling et al., 1994). Una eritica
adicional, ta cual puede hacerse extensiva a otros métodos
basados en comparaciones entre pares de taxones, es que los
valores asi obtenidos ne son evolutivamente independientes, de
forma que los caleulos derivados estarin sesgados por la
filogenia subyacente (Collins et al., 1994; Swofford et al,
1996a). Una manera de evitar este sesgo, es reconstruir los
estados ancestrales a partir de un drbol previo. La denominada
ponderacién dindmica (dvnamic weighting) (Fitch y Ye, 1991;
Wiltiants v Fitel, 1989; Williams vy Fitch, 1990), deriva la
matriz de costes de la frecuencia de lag diferentes sustituciones
caiculadas a partir de un drbol inicial. A pesar de no ser un
requerimiento del método, este arbol inicial es generalmente el
arbol mds parsimonioso bajo ponderacidn uniforme, Se han
propuesto dos tipos de funcién para transformar la matriz de
frecuencias en una matriz de costes: lineal, es decir, utilizando
el iverso de la frecuencia, o cuadratico, el inverso del cuadrado
de la misma v, por tanto, mucho mas extremo. A diferencia de
otros métodos, éste permite incorporar también pesos diferencia-
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les a los caracteres. B razonamiento es exactamente el mismo
que ¢l utilizado para los costes, con la inica diferencia de que,
en lugar de a través de una matriz, los pesos se incorporan &l
andlisis en forma de vector. Esta aproximacion es erativa, de
manera que tras calcular la matriz de costes y el vector de pesos,
se realiza un nuevo analisis, del cual se derivaran costes y pesos,
y asi consecutivamente hasta que el drbol obtenido sea igual al
arbol precedente o hasta que se bayan realizado un nlmero
predeterminado de repeticiones (generaimente 20), sin que se
haya conseguido una estabilizacién de los resultados. La
principal critica a este método v, en general, a todos aquellos
que derivan las frecuencias de cambio a partir de un arbol
previo, es que los resultados son dependientes del arbol selec-
cionade. Un problema adicional de Ja porderacién dinamica ¢s
su elevado coste computacional, aunque pueden implementarse
versiones simplificadas del mismo (Maddison y Maddison,
1992).

Finalmente, debe destacarse que ciertos valores de una
determinada matriz de costes pueden conducir a ia vielacion de
la conocida como desiguaidad trianguiar. Esta se define como:

dhy = e+ dyg

donde i, j, k representan los estados de un cardcter vy d la
distancia o coste de su transformacidon. Ef no cumplimiento de
esta desigualdad puede resultar en inconsistencias iogicas. Por
ejemplo, suponiendo que los estados sean A, C, G con costes:
AC=3, AG=1, CG=1, se comprueba que 3>1+1 y que, por
tanto, violan la desigualdad triangular, lo que implica quesien
una cierta posicion solo hay A y C, ia reconsiruccidn mas
parsimoniosa es aceptar que ef estado ancestral era una G,
cuando resulta #dgico asignar a un antepasade un caricter no
observado (Wheeler, 1993). La violacion de fa desigualdad no
solo puede darse en los caracteres moleculares, pero como es
este el contexto en que fas matrices de costes son mayormente
ulilizadas, resulia mas facil que se de dicho problema. Existen
tres situaciones principales gue pueden conducir al incumpli-
miento de la desigualdad: si lo costes de las transversiones son
superiores al doble del de las transiciones, si el coste de los
gaps es muy bajo (p.ej. si se tratan como missing datay o sila
matriz es asimétrica. Bsta situaciones, si bien muchas veces
evitables, reducen el nimero de valores posibles asignables y,
por tanto, seleccionan entre aquellos esquemas que resuitan
filogenéticamenie mas razonables, Sin embargo, hay autores
que han argumentado que esta inconsistencia puede tener, en
algunos casos, una explicacién bioldgica que la legitime
{Fitch, 1993; Maddison v Maddison, 1992, pero ver Allard y
Carpenter, 1996).

3.5.2. Peso de los caracteres

Paralelamente, y de forma similar a la asignacion de costes
diferenciales de las transformaciones de esfados, los caracteres
pueden ser ponderados. Come se ha comentado anteriormente
parz el caso de los estados, el peso relativo de un caracter
frente a otro puede derivarse a partir de consideraciones
externas o precedentes al anélisis (@ priori) o basarse en los
resultados de un analisis preliminar (@ posteriori). En el caso
concreto de los datos morfoldgicos, los esquemas de pondera-
¢idn a priori son en general de dificil justificacion {Wheeler,
1986) pero ver (Maddison, 1993; Neff, 1986). Sin embargo, se
han propuesto métodos de ponderacién que utilizan el criterio
de compatibilidad entre los caracteres como base para el
caleuto de sus pesos (Sharkey, 1989). Entre aguelios métodos
gue derivan pesos a partir de drboles preliminares destacs fa
denominada ponderacion sucesiva {successive weihting)
(Carpenter, 1988; Carpenter, 1994; Farris, 1969). Esta técnica

se basa en el concepto de fabilidad cladistica {Farris, 1969}, es
decir, en utilizar el grado de gjuste de un caracter a una
jerarquia como criterio para su valoracién. El peso de un
determinado cardoter serd funcion de su gjuste sobre el arbol
o arboles resultantes de un andlisis previo, generalmente
utilizando ponderacion uniforme. Los caracteres de la matriz
se juzgan a sl mismos en base a su fiabilidad (Carpenter,
1994). iste métode fue originalmente propuesto como un
criterio adicional para la eleccion de un drbol en situaciones en
donde el andlisis producia diversos cladogramas igualmente
parsimoniosos (Carpenter, 1988). Sinembargo, se ha constata-
do que la aplicacién de este tipo de ponderacion puede dar
como resultado un érbol distinto tanto en longitud como en
topologia al original {Brothers y Carpenter, 1993; Platnick ot
al., 1991a). Muchos autores proponen que los drboles obteni-
dos mediante una ponderacion “adecuada” de ios caracteres
deben ser considerados como la mejor hipdtesis de Ja filogenia,
independientemente de que éstos sean MAs © MENOS parsimo-
niosos bajo ponderacion uniforme (Farris, 1969; Goloboff,
1993, Kluge y Farris, 1969; Platnick et al., 1991a} pero ver
(Scharff y Coddington, 1997). La ponderacidn sucesiva es un
método iterativo, de manera que a la obtencion de un &rbol, ¢
arboles, mediante la aplicacion de un determinado esquema de
ponderacidn, le sigue una nueva asignacion de pesos y un
nuevo analisis bajo los mismos. El proceso sc repite hasta que
en dos analisis sucesivos se obtienen los mismos arboles, tanto
en longitud como en vatores de sus indices de homoplasia, A
este criterio se e denomina autoconsistencia (Farris, 1969). Un
4rbol es autoconsistente si es el mas corto bajo el esquema de
ponderacién de los caracteres que él mismo implica, y es el
4rbol que resuetve los conflictos entre los caracteres a favor de
aquelios que son menos homopldsicos. La aplicacion practica
de esta técnica plantea algunos probiemas, La primera cuestion
es la eleccién del indice a utilizar para medir ef ajuste de los
caracteres. El més utilizado actualmente es el CR, que pasa por
ser el menos sensible a la existencia de diferentes tipos de
caracteres (diferente mimero de estados, ordenados o no, etc.),
a la vez que, a diferencia del JC, puede alcanzer valores de 0y
eliminar, por tanto, completamente un caréeter del analisis. No
obstante, algunos autores han propuesto utilizar ef IC, ya que
el CR (al igual que el IR) no selamente asigna un peso menor
a aquellos caracteres més homoplasico, sino también a aquellos
con una mayor variabilidad mformativa (g - m) (Goloboff,
1991, 1993). Un problema adicional se plantea cuando existen
dos o mas arboles igualmente parsimonioses para los datos
uniformemente ponderados. En estos casos puede escogerse
entre el mayor valor posibie del indice def cardcter, la media de
los valores del indice en cada arbol o el valor menor. Otro
factor importante tiene que ver con la implementacion compu-
tacional de la téenica v, en especial, con la escala de los valores
de los pesos. En algunos programas, come por ejemplo
Hennig®6 (Farris, 1988), los pesos asignados solo pueden
tomar valores entre O y 10, quedando los valores decimales
truncados, aceptandose dmicamente su parte entera, mieniras
que en otros, como PAUP/PAUPY (Swofford, 1993}, permiten
escoger tanto los tipos de indice (JC, IR, CR), como cualquicra
de los valores de los mismos dado un conjunto de drboles. A
su vez, la escala utilizada permite asignar valores de 0 a 1000,
y ofrece la posibilidad de redendear los valores en lugar de
truncarlos. Las ventajas de una implementacion respecto a las
demds, asi como el efecto que éstas pueden tener sobre la
eleccion del 4rbol resultante, no han side explicitamente
investigadas. Si bien una escala de ¢ a 1000 permite obviamen-
fe una mejor discriminacion, no queda claro si la misma es
realmente deseable debido a la naturaleza aproximativa de este
tipo de asignacidn de pesos. Por otra parte, algunos auteres han
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alertado de la posibilidad que, en ponderacion sucesiva,
caracteres complejos perfectamente definibles y objetivos
reciban pesos bajos, mientras que caracteres con interrogantes
o 1nés pobremente definidos se vean potenciados (Scharff v
Coddington, 1997). Dichos autores abogan, en general, por
evaluar criticamente las implicaciones para la evolucién de los
caracteres derivadas del arbot resultante de la ponderacion
diferencial sucesiva.

Goloboff (1993, 1995), a pesar de estar de acuerdo con
la asignacién: de pesos utilizada en la ponderacién sucesiva,
argumsenta en contra de su implementacion iterativa. Asi,
considera que: (1) la solucion final depende del conjunto
inicial de pesos, (2} puede darse el case que alguno de los
arboles iniciales no sea autoconsistente y (3), dado que la
evaluacion de la autoconsistencia se realiza sobre una sub-
muestra de los drboles posibles, este métode no permitird
encontrar todos los &rboles autoconsistentes. Para evitar éstas
y otras limitaciones de la ponderacién sucesiva, se propone
una nueva aproximacién basada en el caleulo del pese de los
caracteres sinultdneamente a la blsqueda de los drboles
(Golobott, 1993, 1995). Este objetivo se consigue sustitayendo
el criterio de optimizaci6n de la parsimonia cldsica, es decir, la
minimizacion del nimero de pasos del cladograma, por uno
nuevo: la maximizacién de una funcién conjunte, céneava y
decreciente de la homoplasia (F )

F=3f donde fi=1/(k+ es,+ esy)

El ajuste (fir) de un cardcter (f) es funcién concava del
niimero de pasos adicionales (es= s - M) que muestra en un
arbol determinado y del niimero de pasos adicionales (s,)
debidos a polimorfismos en los taxones terminales. La
constante de concavidad (k) determina el grado en el que los
caracteres homopldsicos son rebajados, Valores bajos dek
provocan el aumento de la concavidad de la funcion, lo que
se traduce en que los caracteres homoplasicos tengan poca
influencia. Valores alfos de & linealizan la funcién (la
relacién entre el peso y la homoplasia en la parsimonia
clésica es lineal), aproximando la influencia de los caracteres
homoplésicos a a del resto. No obstante, la seleccion del
valor de concavidad idéneo para un determinado analisis no
ha sido motivo de estudio y es, por el momento, totalmente
subjetivo. La asuncion principal de este método es que los
arboles que maximizan esta funcion de Ja homoplasia son los
que maximizan la flabilidad de los caracteres. Esta aproxi-
macion ha sido implementada en el programa de ordenador
PEE-WEE (Parsimony and Implied Weights) v 2.50 (Golo-
boff, 1996b). Ademas de la eleccion del valor de &, la
utilizacion de este criterio de ponderacidn esta sujeto a otras
limitaciones. Por ejemplo, y dado que dicho criterio se basa
en una funcién continua, uno puede preguntarse sobre el
sentido, desde un punto de vista filogenético, de una diferen-
cia de ajuste de décimas entre dos drboles (Coddington, com.
personal). En este contexto, conviene destacar que el propio
autor ha dotade al programa de la capacidad de retener
arboles subGptimos, aunque 1a cuestion es ciertamente mas
compieja, no reduciéndose tan solo & examinar la reduccion
en el valor de ajuste de los caracteres, sino también a las
causas de dicha reduccidn, es decir, los tipos de caracteres
implicados en la misma {Goloboff, 1995). Por otra parte,
cuando se utilizan datos moleculares, la diferencia entre el
namero de pasos minimo y maxime de un cardcter puede ser
muy grande, y provocar una reduccion demasiado drastica
del ajuste del mismo. Con el objeto de evitar este efecto, se
ha propuesto corregir la funcién de ajuste dividiendo su
denominador por el niimere de pasos minimo del cardeter
{m) {Gladstein y Wheeler, 1997).

Tal y como se ha comentado al hablar del coste de las
transformaciones, las peculiaridades de los datos moleculares,
come por gjemplo el nimere fijo de estados compartido por
todos los caracteres, asl come ¢l conocimiento previe de un
conjunto de procesos gue afectan la evolucion a nivel molecu-
far, ofrecen criterios adicionales para la ponderacion, en este
caso, de los caracteres. La asuncion mds generalizada es que
fas posiciones con una tasa elevada de cambio han sufiido,
muy probablemente, sustituciones multiples (=homoplasia} y
que, para evitar que tengan una influencia negativa sobre los
andlisis, su peso ha de ser rebajado (Hillis et al., 1993), En el
caso de genes codificadores de proteinas y debide a la
degeneracion del cddigo genético, la frecuencia de cambios en
las terceras bases de los codones acostumbra a superar en
mucho las de las primeras v segundas bases nucleotidicas, es
pues una practica muy generalizada la de dar pesos superiores
a primeras y segundas posiciones. El valor concreto del peso
se suele derivar del inverso de la frecuencia relativa de
cambios, ya sea para cada posicién o uniendo primeras y
segundas posiciones en una misma clase. A su vez, la cantidad
de cambios de cada clase de posiciones puede determinarse
mediante la comparacidn de pares de taxones o, para evitar la
dependencia de fos caracteres, inferirla de la reconstruccion de
los estados ancestrales a partir de un 4rhol prefiminar (Maddi-
son y Maddison, 1992; Williams y Fitch, 1989). Sin embargo,
esta aproximacion supone una excesiva simplificacion, ya que
en algunos casos un cambio en una fercera posicidn puede
suponer también un cambio aminoacidico y, al contrario, hay
situaciones en las que un cambio en una primera posicién no
conlleva una substitucidn aminoacidica. Una asignacién mas
“realista” de los pesos podria resultar excesivamente compleia
(Simon et al,, 1994). Cuando la divergencia entre los taxones
es suficientemente grande, existe 1a pogibilidad de traducir la
secuencia nucleotidica a aminodcidos v realizar el andlisis
utilizando los mismos como caracteres. Recientemente, hasido
propuesta una opcidn intermedia, consistente en combinar fos
caracteres nucleotidicos v su traduccidn aminoacidica en una
misma matriz, consiguiendo de esta manera la potenciacion de
los patrones derivados de las bases nucleotidicas que sean més
congruentes cot: los cambios aminoacidicos, en principio s
consetvados (Agosti et al,, 1996). La principal limitacién de
esta téenica ¢s que los dos tipos de caracteres (nucledtidos y
aminedcidos) no son evidentemente independientes, ya gue
son dos formas de codificacion de una misma informacién
subyacente, violando, por tanto, uno de las asunciones basicas
de la parsimonia. A pesar de esto, los defensores de dicho
método argumentan que, en la practica, estos caracteres se
comportan como si fuesen independientes vy, por tanto, la
aplicacién det criterio de parsimonia queda garantizado.

A diferencia de los genes codificantes, los genes riboso-
males son findamentalmente estructurales, sufriendo el ARN
transcrito un proceso de plegamiento que determinard su
estructura fiuncional. Esta serd, basicamente, la consecuencia de
la existencia de regiones de la secuencia que son complementa-
rias de otras, a las que se unen. El resultado es una estructura
espacial con regiones de cadena doble, losstems, alternadas con
regiones de cadena simple, los loops. La distincién de las
posiciones ribosomaies en estas dos clases es la base de algunos
esquemas de ponderacion aplicados a estos genes. Por una
parte, se ha sugerido que debido a su papel en el mantenimiento
de la estructura secundaria, los nucledtidos que forman parte de
stems son mds conservativos que los de los loops v, por tanto,
deberia aumentarse el peso de los mismos en el analisis, Sin
embargo, la frecuencia de cambio de diferentes regiones de los
genes ribosomales no parece apoyar esta afirmacion (Simon et
al, 1994; Vawter y Brown, 1993). Contrariamente, se ha
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propueste que el peso de ias posiciones en sfems deberia ser
rebajado en el anlisis ya que una mutacidn en una zona de
stem requerird una substitucidn compensatoria en la cadena
compiementaria para mantener la estructura secundatia
(Wheeler y Honeycutt, 1988). Asi pues, y debido a la no
independencia de los cambios en estas posiciones, los stems
deberian ser rebajados en un factor de V4 respecto a los loops.
Algunoes autores consideran que este valor es ei resultado de
una excesiva simplificacion del proceso, ya que dade que
existen emparejarmientos no clasicos entre las bases (p. ef. G-T
o T-C), las compensaciones pueden no ser perfectas {Simon et
al,, 1994), Los datos empiricos parccen sugerir que los stems no
deberian ser rebajados més de un 80% respecto a los loops
(Dixon v Hillis, 1993).

La gran mayoria de aproximaciones para la asignacién de
pesos o costes en datos moleculares, adolecen de la misma
limitacion: tratar los estados y las posiciones como clases
(Carpenter, 1993). Esta uniformizacion de los estados y las
posiciones conlieva el inconveniente de esconder las diferencias
que puedan existir entre sus componentes. Asi, por gjemplo,
cuando se dividen las sustituciones en transiciones y transver-
siones y se asigna un Onico coste a cada unza de ellas, se esta
escondiendo el hecho conccido de que la proporcion de
transiciones respecto al de transversiones tiene un rango de
variabilidad muy amplio, mds o menos relacionade con el
tiempo de divergencia.

Una desventaja adicional de ia ponderacion diferencial
es que los estadisticos (=indices) de los drboles obtenidos bajo
un determinado esquema de ponderacién, ya sea en datos
moleculares, morfoldgicos o su combinacién, no pueden ser
comparados entre esquemas diferentes (Simon et al., 1994).

3.6. Técnicas para la construccién del arbol y
optimizacion de los caracteres

Una vez se ha construido la matriz de caracteres y fas asuncio-
nes sobre el coste de las transformaciones y/o el peso relativo
de los diferentes caracteres han sido explicitamente incorpora-
dos, el siguiente paso es encontrar ef drbol o drboles mas
parsimoniosos. La parsimonia, al igaal que otros métodos de
reconstruccion filogenética como la méxima verosimilitud,
incorpora un criterio de optimalidad, es decir, un criterio para,
dado un conjunio de drboles decidir cual es el mejor. En el
caso de Ia parsimonia el criterio es: “el mejor arbol es aquel
con el menor nGmero de pasos”. El nlimero de pasos de un
cardcter es l2 suma del nlimero lotal de transformaciones entre
sus estados, cada una de ellas multiplicada por el coste de
dicha transformacion. Cuando se aplica un método que
incorpora un criterio de optimalidad, la problematica de haliar
el mejor arbol puede dividirse en dos fases: (1) construir los
arboles, y (2) evaluarlos (Swofford et al., 1996a). Evaluar un
arbol consiste en determinar su fongitud y compararla con las
del resto de drboles. La longitud de un 4sbol es la suma del
nimero de pasos de cada une de sus caracteres multiplicado
por su peso correspondiente. Asi, dados dos caracteres, el
primero con 2 pasos y un peso de 3, v el segundo con 4 pasos
y un peso de 1, la longitud total serd: (2 x 3} + (4 x [)= 10, El
célculo del numerc de pasos de un cardcter en un é&rbol
concreto, es el resultado de optimizar el cardcter en éste. Se
denomina optimizacién de un carcter a la asignacién de un
estado concreto del caracter a cada uno de los nedos internos
(antepasados hipotéticos) de un determinade drbol, de forma
que el nirnero de transformaciones necesarias para explicar la
distribucion de estados en el drbo! sea ¢l minimo posibie. En
ciertos casos ia optimizacion puede ser ambigua, es decir, la
asignacion de uno u otro estado a un determinado nodo sea

igualmente parsimoniosa. En estos casos, para escoger uno de
los estados pueden utilizarse criterios adicionales, Asi, por
ejemnplo, puede preferirse que la homoplasia del cladograma
sea principalmente ef resultado de reversiones, lo cual se
consigus favoreciendo que fos cambios de estado se produzean
hacia a raiz del 4rbol. A este tipo de optimizacion se la
denomina ACCTRAN {Swofford y Maddison, 1987; Swofford
¥ Olsen, 1990). Al contrario, podria preferirse que Ias conver-
gencias sean la causa fundamental de homoplasia, favorecien-
do la optimizacidn que concentra los cambios tan lejos de la
ratz como sea posible, Esta optimizacion recibe el nombre de
DELTRAN {Swofford y Maddison, 1987; Swofford y Olsen,
1950). A su vez, la optimizacion depende de las asunciones
sobre las relaciones entre los estados que se hayan incorpora-
do, la optimizacion de un carécter seré distinta dependiendo de
si dicho cardcter es ordenado o desordenado. Como se ha
comentado en el apartado de costes de las transformaciones,
existen diferentes algoritmos computacionales que permiten
calcular ef nimero de pasos de un cardcter considerando
cierlas asunciones sobre las relaciones entre sus estados. Por
ofra parte, debe fenerse en cuenta gue la longitud de un arbol
es la suma ponderada de los pasos de cada cardcter, dos
arboles pueden tener la misma longitud y ser topoldgicamente
diferentes. Esto se explica porque una topologia puede ahorrar
pasos en ciertos caracteres y aumentarlos en otres, de forma
que la suma final sea la misma que la de la ofra topologia, la
cual puede haber ahorrade o ganade pasos en caracteres
distintos. La consecuencia de esta situacion serd la obtencidn
de mis de un arbol maximo parsimonioso.

3.6.1. Basguedas exhaustivas

A primera vista, la biisqueda del &rbol mas parsimonioso puede
parecer trivial. Solamente se necesita implementar un algoritmo
computacional que construya todos los rboles posibles para los
taxones estudiados, calcular 1a longitud de cada uno de ellos y
seleccionar los més cortos. A este tipo de aproximacién se la
denomina bisqueda exhaustiva. Sin embargo, el problema no
es, nt mucho menos, tan simple. La principal limitacion de las
busquedas exhaustivas es que el nimere de drboles posibles
aumenta de forma explosiva con el nmero de nodos terminales
{taxenes). Dado un nimero » de taxones, el ndmero de drboles
sin rafz posibles viene dado por la formula:

[ii-n, =1,2, .12

Asi, para 7 taxones existen 945 drboles dicotémicos sin
rafz posibles, pero si el nimero de taxones aumenta a 20, el
nimero de drboles posibles serd de 2,2 x H™, Una biisqueda
exhaustiva serd solo factible cuando las matriz contenga un
maximo de 11 taxones {34.459.425 drboles) (Swofford et al.,
1996a). Afortunadamente, si el valor optimo de un método no
disminuye nunca al afiadir un nuevo elemento al céleulo, como
ocurre en parsimonia, existen algoritmos que permifen encon-
trar el mejor drbol o 4rboles sin tener gue evaluar todos los
posibles. Estos algoritmos se basan en el método denominado
branch-and-bound (Hendy y Penny, 1982). Este método
permite bisquedas con un nimere mayor de taxones y en menor
tiempo computacional. A pesar de tedo, en situaciones donde
sea factible, es preferible optar por utilizar una bilisqueda
exhaustiva, ya que de esta manera, se obtendrd informacion
adicicnal, como por ejemplo la distribucidén de arboles para
cada nimero extra de pasos o la evaluacién de arboles subopti-
mos (Kitching, 1992). Desgraciadamente, la utilizacién del
branch and bound estd también limitada por ef nlumero de
taxones, en este caso situandose entre 20 y 25, dependiendodel
nimero y nivel de homoplasia de los caracteres.
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Fig. 12.- Representacién esquemética de los diferentes métodos de reordenamiento de ramas.

3.6.2, Bisquedas heuristicas

Desde un punto de vista matemdtico, la blisqueda del drbol
mds corto dado un cierto nimero de taxongs v caracteres es
un problema NP-completo {(NP= polinomial no deterministi-
co). Esto quiere decir que no es probable que exista ua
algoritmo general que garantice selucionar todas fas vertientes
dei problema, de forma que el tiempo computacional venga
dado por una funcién polinémica del tamafio del problema
(Penny et al, 1992). Por tanto, en ausencia de este tipo de
algoritmos, conocidos como eficientes, el tiempo invertide
por los algoritmos exactos para solucionar problemas NP-
completos aumentan exiremadamente rapido a medida que
aurnenta la complejidad de los datos. La Gnica aproximacion
posible en estos casos es la utilizacién de métodos de “prueba
y emror’, los cuales consisten de dos pasos basicos: (1)
construccidn de un arbol inicial y cdlculo de su mimere de
pasos y {(2) modificacién de este arbol reordenando sus ramas,
es decir, cambiando la posicion de los taxones con el objetivo
de encontrar topologias mds cortas {Maddison, 1991). A este
tipo de biisquedas se las denomina heuristicas. En general, la
obtencion del arbol inicial se realiza mediante un protocolo de
incorporacidn secuencial de los taxones (stepwise addition),
asi, se construye un &rbol preliminar seleccionando tres
taxones y, posteriormente, s¢ van afladiendo los taxones
restantes uno & uno. El eriterio utilizado para seleccionar los
taxones iniciales y el orden de adicidn de los siguientes
distingue diversas variantes del protocolo:

1. Asis. Los tres taxones iniciates son los tres primeros de la
matriz, v la incorporacién de los taxones siguientes sigue
estrictamente el orden de fa misma.

2, Random. Los taxones iniciales y ¢l orden de incorporacion
de los siguientes se establece al azar.

3. Simple(Faris, 1970). Se selecciona un taxdn, generalmente
el definido como grupo externo, v se caleula la distancia de
Manhattan de todos los taxones restantes respecto al
seleccionado. Los dos con la distancia mas corta formaran
con ¢l primero ¢l 4rbol preliminar. El orden de incorpora-
cion de los taxones restantes se realiza en funcion de su
distancia al primero, de menor a mayor. En caso de que dos
taxones tengan el mismo valor, se selecciona uno de ellos al
azar.

4. Closest. Se examinan todos los drboles posibles de tres
taxones vy se selecciona ¢l mas corto. Seguidamente, se
afiade cada uno de los taxones restantes en todas la ramas

- posibles del drbol v se retiene ¢l taxdn v Ia disposicion que
hacen el 4rbol mds corto. Se repite este procedimiento hasta
que se unen todos los taxones. Es, evidentemente, el més
costoso computacionalmente.

Una vez construido el arbol o #4rboles iniciales, el
siguiente paso consiste en intercambiar ¢l orden de sus ramas
{branch swapping). Las reordenaciones més utilizadas por los
programas de ordenador de inferencia filogenética son (Swof-
ford et al,, 1996a) (Fig. 12}

1. Nearest neighbour interchange (NNI}. Se seleccions una
rama interna y se intercambian entre ¢llos los dos grupos
que quedan en cada uno de sus extremos. Para cada rama
existen dos cambios posibles. Esto se realiza para todas lag
ramas internas def arbol.

2. Subtree pruning and regraflting (SPR). Se rompe una rama
interna de forma que se obtengan dos subarboles, une con
una rama libre y ¢l otro sin elia, El subarbol con la rama
libre se une, a través de ésta, a las diferentes ramas del otro
subdrbol, Se evalhan todas las posibles combinaciones de
romper ramas internas y reconectar los subdrboles.
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3. Treebisection and reconnection (TBR). Similar a la anterior
pero, en este caso, ninguno de los dos subérboles conserva
una rama libre. Tras separar los subdrboles, cada uno de
ellos se conecta por cada una de sus ramas internas a todas
las ramas internas del subdrbol complementario. Se evakan
todas las posibles combinaciones posibles de romper ramas
internas y reconectar los subarboles.

La relacion entre ¢l conjunto de drboles que puede
generar cada tipo de reordenacidén es NNI < SPR < TBR
(Maddison, 1991). Se puede comprobar que las reordenaciones
TBR son las mas exhaustivas, a pesar de gue son, también, las
computacionalmente mas costosas.

Debe tenerse en cuenta que Jas bisquedas heuristicas no
garantizan obtener ¢l 4rbol mas corto, sino que dados unos
drboles iniciales, pueden encontrar los drbeles mds cortos
derivados de los mismos, o gue se conece con el nombre de
minimo local. Si alguno de los minimos locales haliados
coincide con ef minimo global, entonces se habrd hailado al
menos uno de los drboles maés parsimoniosoes, aungue nunca se
podré tener la certeza de que esto sea ast. Un problema afiadido
es ta posibilidad de que los drboles més parsimoniosos pertenez-
can aislas diferentes. Una isla se definen como una coleccion de
arboles parsimoniosos conectados y separados de otros grupos
de érboles igualmente parsimoniosos por drboles intermedios de
mayor longitud (Maddison, 1991}, La congxién hace referencia
al heeho de que estos arboles estdn separados los unos de los
otros por una sola reordenacion de ramas, Evidentemente, el
namere y la topologia de los arboles de una isia estard determi-
nado por el tipo de reordenacion (NNI, SPR o TBR). 8i la
biisqueda utitiza solamente un arbol preliminar no serd posible
encontrar drboles perfenecientes a islas distintas, ya que estos
estaran separados por drboles més largos y en la evaluacién de
las reordenamientos tan solo s retienen arboles cada vez mas
cortos. Se ha demostrado empiricamente que si los drboles
obtenidos en ur analisis exhiben un indice de consistencia
inferior a 0,67 v el nfimero de taxones es mayor que 20, muy
probablemente existe més de una isla de drboles parsimoniosos.
Una manera de encontrar diferentes islas de érboles es utilizando
diversos 4rboles preliminares. Una de las blsquedas maés
eficientes consiste en generar muchos drboles iniciales utilizan-
do ef protocole de incorporacion de taxones random {p. €. 100
drboles iniciales) y aplicar posteriormente & cada uno de ellos
reordenaciones tipe TBR, Disponer de diversos puntos iniciales
donde empezar a buscar, permitird una mejor exploracién del
espacio de 4rboles. Dado que, en principio, cada uno de los
arboles seré distinto a los demés, la convergencia de los diferen-
tes resultados en un conjunto de arboles comunes confiere una
mayor confianza en el andiisis. Otra opeién, compatible con Ia
anterior, consiste en utilizar reordenaciones de ramas mas
complejas, con el objetivo similar de aumentar el tamafio de la
muestra de arboles investigados. Asi ¢l programa PEE-WEE y
afines (Goloboff, 1996a, 1996h, 1996, 1996d), incorporan
algoritmes de reordenacién entre ramas multiples. Sin embargo,
dicha aproximacion todavia se haila en periodo experimental v
no existe ninguna referencia sobre su eficacia,

3.7. Fiabilidad de los arboles y clados obtenidos

Dado un cierto método de inferencia filogenética con un criteric
explicito de optimizacién, la hipotesis escogida de relaciones
filogenéticas entre los taxones estudiados serd aquella que
maximiza el criterio escogido. Sin embargo, existen siluaciones
gue pueden hacer poner en duda que ef arboi escogido, ya seaen
su conjunto o en algano de sus cladoes, refleje fielmente las
relaciones filogenéticas entre los organismos o, al mencs, que o

haga sensiblemente mejor que otro drbol desechada. En este
contexte, surge el interrogante sobre cual es ef grade de confian-
7a o fiabilidad que merece la interpretacién del drbel resultante
como hipdtesis filogenética. Enrealidad, este grado de confianza
o fiabilidad puede separarse en dos aspectos distintos: {1) fiene
¢l arbol en su comjunto una seffal o estructura filogenética
significativas y (2) cudl es el grado de apoye o la estabilidad de
ios diferentes clados contenidos en el mismo. Antes de conti-
nuar, conviens recordar que la aplicacion de ciertos conceptos
estadisticos, como intervalos de confianza o significacion de un
determinado test, se basan en la existencia de una distribucion
de probabilidad conocida, o al menos asumida, de los datos. En
inferencia filogenética, dicha distribucién de probabilidad solo
puede ser conocida en el caso que s¢ acepte un determinado
modelo evelutive de generacion de los caracteres. La parsimonia
se caracteriza frente a otros métodos de reconstruccion filogené-
fica por la o incorporacién en ef andlisis de un modelo evolut-
vo. No obstante, existen una serie de métodos matematicos que
permiten el caiculo de ciertos estadisticos afin en ausencia, o
desconocimiente, de la distribucidn de probabilidad. Estas
metodologias se conocen con el nombre de téenicas de remues-
treo, ya que mediante el muestreo iferativo de los datos origina-
les se obtiene un conjunto de réplicas, denominadas pseudoré-
plicas, a partir de las cuales se elabora la distribucion de interés.
D¥ichas pseudoréplicas se generan mediante la aleatorizacion de
los datos originales, En ef caso particular de las matrices de
caracteres, este remuestreo puede realizarse tanto a nivel de
columnas (caracteres) como de filas (taxones). Las téenicas de
aleatorizacidn computacional intensiva pueden dividirse en tres
tipos basicos: jackinife, bootstrap (un subtipo de los denomina-
dos métodos Monte Carlo) y permutaciones (Siddall, 1995),
cada una de ellas caracterizada por la forma en que los datos
originales son remuestreados (Fig. 13). Asi, en jackhnife las
pseudoréplicas se obtienen por eliminacion de uno {primer
orden) o de un nimera n (orden #) de los datos iniciaies. En
hootstrap tas pseudoréplicas se obtienen seleccionando al azar
y con reemplazamiento los datos iniciales, hasta obtener el
mismo ndmero de observaciones que en fa muestra original. En
la pseudoréplica algunos de los dates originales estardn repeti-
dos n veces, mientras que ofros estarin ausentes. En las perimu-
taciones, los datos son simplemente reordenados, rompiendo de
esta forma cualquier tipo de covariacién que pudiese existir
entre ellos.

3.7.1. Sefial, estructura o informacion filogenética
de un arbol

Dado gue todos los métodos de reconstruccidn filogenética
asumen implicitamente que existe una relacion entre los taxones
susceptible de ser representada en forma de drbol, incluso en los
casos en que los estados de los caracteres hubiesen sido asigna-
dos utilizando un dado, se generaria uno o mas arboles. La
parsimonia optimiza la congniencia entre los caracteres, pero no
discrimina entre las posibles fuentes de congruencia, Asi en
ausencia de un proceso unificador (=evolucién}, esta congruen-
cia podria darse por simple azar, Por tanto, la cuestion es si la
matriz muestsa una congruencia entre los caracteres mayor a la
esperada por azar. Existen dos (écnicas principales para abordar
esta cuestion:

1. Skewness. La distribucion del nimero de 4rboles posibles
para cada longitud para una determinada matriz esta fuerte-
mente sesgada hacia los arbeles con mas pasos, Bl estadistico
g; {Sokal y Rohlf, 1981) mide el grado de sesgo (skewness)
de una distribucidn, siendo negativo cuando la distribucion
est sesgada hacia la izquierda (=menos arboles cortos que
largos). Cuanto mayor sea la congruenciz entre los caracte-
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n pseudoréplicas

JACKKNIFE

de filas

Remuestreo

Remuestreo
de columnas

Remuestreo
de columnas

PERMUTACIONES i

XY Z | XY Z | X v 2

Al ¢ o o B 0 1 Al o 0 ©

Cl 1 0 1 Ci 1 0 1 Bl o o A

Di 1 1 1 D1 1 4 Dl 1 1 1
n pseudoréplicas

X 2 2 P X ¥ X lYYY

Al o e o Al o 0 o A 0 0 0

Bl o 1 1 B o 0o o0 Bl 0 0o o

Cl + 1 1 Cl 1 0 1 Cl o o o

Dl 1+ 1 1 Dl 11 1 Dl 1 1 1
n pseudoréplicas

XY Z2 | X Y 2 | XY Z

Al 6 0 o Al 0 o 1 Al 1 0 1

Bl 1 1 1 Bl 1 0 ¢ B{ 0 o 1

Cl o o 1 Cl1 6 1 Cl 11 o

D{ 1 o 1 Do 1 1 Do o 1

Fig. 13.- Tipos de aleatorizaciones aplicabies a matsices de caracteres.

res, cualquiera que sea la razdn, mas sesgada serd la distri-
bueidn, ya que solamente un pequefic grupo de drboles serd
mucho mds corto que el resto. Se ha propuesto la utilizacién
delindice g, como medida del grado de estructura filogenéti-
ca de una matriz, cuanto més negativo sea este valor mayor
serd [a sefial filogenética del mismo (Hillis, 1991; Huelsen-
beck, 1991). Ademés, a partir de los valores de g, obtenidos
en matrices generadas al azar, se puede construir un test de
significacion que permita ver si el valor de la matriz original
se separa significativamente del de matrices sin sefial
filogenética, aquelias en las que la congruencia entre los
caracteres se debe solamente al azar (Hillis v Huelsenbeck,
1992), Sin embargo, se ha demostrado que el indice g, puede
estar mds influenciado por la frecuencia de los estados
dentre de los caracteres que por la congruencia entre éstos,
ademds de ser sensible al nimero de caracteres (Kallersjo et
al,, 1992). Otras criticas son que no existe un conocimiento
suficiente de los valores de g, como para determinar exacta-
mente los umbrales de significacién del estadistico v, si
realmente una diferencia significativa respecto a un valor
generado al azar implica necesariamente la existencia de una
estructura jerdrquica significativa (Trueman, 1993).

Test PTP (permutation tail probability). Siguiende un
razonamiento similar al anterior, fa congruencia entre los
caracteres en una matriz con sefial filogenética deberd ser
mayor que la simplemente producida por el azar. El denomi-
nado PTP (Archie, 1989; Faith y Cranston, 1991) es un test
de significacion basade en la permutacion de los estados de
cada uno de los caracteres de la matriz original, generando
matrices con las mismas caracteristicas (igual niimero de
taxones, de caracteres, de estados v de missing data por

cardcter), perce con congruencia entre los caracteres debida
solamente al azar, Dado que ¢l grado de congruencia entre
los caracteres es el responsable titimo de que unos arboles
sean mas cortos que otros, se toma fa longitud del 4rbol més
parsimonioso como medida de referencia de la congruencia.
La distribucién de probabilidades, o mejor frecuencias, se
establece a partir del céleulo del 4rbol més parsimonioso
para un pimero N de matrices permutadas (=pseudorépli-
cas) (Fig. 13). La matriz original serd significativamente
diferente de las permutadas, es decir, tendré sefial filogenéti-
ca st fa probabilidad de que la longitud del drbol mas
parsimontoso para Jos datos originales se sitta dentro de la
cola inferior de la distribucidn de dichas probabilidades.
Formalmente:;

w=1-E/(N+1),donde
o < nivel de significacion escogido (p. ei. 0,05)

Donde, ¢ ' es la tasa de error y £ es ¢l nGmero de casos
(observados y permutados) donde las longitudes son mas
cortas gue la observada. En términos de intensidad compu-
tacional, se ha comprobado que pueden alcanzarse niveles
de significacion del 0,05, en tan solo 20 permutacicnes
{Trueman, 1993). Es importante recordar que este test sélo
permite responder a la pregunta si la congruencia en los
caracteres de la matriz es mayor que la que se esperaria aj
simple azar, pero en ningin caso ¢l esta congruencia es
debida a la evolucién o a algin otte praceso subyacente,
como pudiera ser la adaptacién ecoldgica. Si bien este test
ofrece ciertas ventajas sobre el skewness, como fa no
sensibilidad a las frecuencias de cada estado o al niimero de
caracteres, se ha observado que, en ciertos casos, puede
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obtenerse una alta significacién en matrices con una estruc-
tura filogenética ambigua (Kallersjo et al., 1992) o, incluso,
ser significativo cuando ésta es simplemente inexistente
{Alroy, 1994). Con ¢l objetivo de evitar este efecte del todo
indeseable, se ha propuesto una modificacidn de este test,
consistente en utilizar como estadistico el denominado
apoyo total (T5), el cual resulta de sumar los valores de
apoyo de Bremer {ver siguiente apartado) de todos los
clados del arbol (Kallersio et al, 1992). Otra forma de
mejorar el test original es mediante 1a no inclusion en dicho
test de los grupes externos, ya que de esta manera se evita
un sesgo hacia el rechazo de la hipdtesis nula (no hay
diferenxcias significativas) la cual puede aparecer en caso
contrario {Trueman, 1996},

3.7.2. Grado de apoyo de los clados de los arboles
obtenidos

No todos los clados que aparecen en un clado reciben el misme
apoyo por parte de los datos. Picho apoyo puede interpretarse
como una medida de la estabilidad de un determinado clado
frente a perturbaciones en los datos, tales como revision y
recodificacién de los caracteres, o la inclusion de nuevos datos,
va seg en forma de nuevos taxones o nuevos caracteres, Una
forma simple de medir este apoyo ¢s mediante el ntmero de
sinapomorfias que definen un determinado clade. Un criterio
adicional es evaluar el tipo de caracteres implicados en dicho
apoyo, p.¢j. caracteres morfoldgicos complejos frente a caracte-
res simples, o transiciones frente a transversiones. Un refina-
miento de la simple longitud {(numero de cambios) de las ramas,
es considerar tan solo aquellas sinapomorfias Gnicas, es decir,
que no se dan en ningin otro clado del rbol (Kluge, 1589). No
obstante, se ha sugeride que este tipo de medidas puede condu-
cir a error, ya que la homoplasia ne tiene porque estar uniforme-
mente distribuida a lo large def arbol, concentrindose en ciertas
partes del mismo (Sanderson, 1995). Enlaactualidad los indices
més utilizados para medir 1a estabilidad o grado de apoyo de los
clados son:

L. Bootstrap. Este test estadistico ha sido propuesto como
una metodologia para estimar los limites de confianza de
ias ramas internas de un arbol filogenético (Felsenstein,
1985). Desde un punto de vista puramente estadistico, el
bootstrap, como téenica de reruestreo, es ui método para
estiznar varianzas, intervalos de confianza y otras caracte-
risticas de ciertos estadisticos cuando no se conoce, o es
dificil de establecer, la distribucion de las muestras (Efron,
1979, 1982, 1987). Con este fin, se asume que la muestra
inicial representa fielmente las caracteristicas del universo
al que representa, por lo que, en lugar de obtener mis
muestras de dicho universo, pueden generarse nuevas
muestras a partir de la original por remuestreo de la misma.
En el caso del bootstrap, cada pseudoréplica se obtiene
mediante remuestreo con reemplazamiento de los datos
originales, poseyendo éstas el mismo tamafio que la
original. El nivel de confianza de una hipdtesis puede
estimarse como ¢l porcentaje de veces que la hipdtesis es
apoyada por las pseudoréplicas construidas medianie
bootstrap. En inferencia filogenética, la matriz de caracte-
Tes representa ia muesira inicial, Las pseudoréplicas son
matrices con el mismo nimero de faxones y caracteres
pero en las cuales los caracteres han sido remuestreados
con reemplazamiento, de manera que algunos estardn
repetidos una o mas veces y otros estaran ausentes (Fig.
13). A continuacidn, se obtiene el arbol més parsimonioso
para cada una de las pseudoréplicas. El apoyo de una rama

determinada serd el porcentaje de veces que el clado que
define aparece en el conjunto de arboles de las pseudoré-
plicas, lo que se conoce como proporcidn de bootstraps
(BP). El primer problema que plantea la utilizacidn del
bootstrap como medida de apoyo, es saber que e exacta-
mente lo que se esta midiende. Segtn su formulacién
original (Felsenstein, 1985) el boolstrap seria fa probabili-
dad de que una rama interna fuese recuperada en un
andlisis posterior, el cual inchiyera nuevos datos indepen-
dientes. Posteriormente, se ha sugerido que la proporcidn
de bootstraps se interpretaria mejor come la probabilidad
de que una determinada rama esté representada en la
verdadera filogenia del grupo {Felsenstein y Kishino,
1993). Estas dos interpretaciones se refieren a propiedades
radicalmente distintas, la primera es la repetibilidad v la
segunda la exactitud. Estas dos interpretaciones de los
valores de BP han sido testadas mediante simulaciones por
ordenador y filogenias de laboratorio (Hillis y Buil, 1993),
v las conclusiones a las que se han Hlegado sugieren que lag
BP son: (1) una medida muy poco fiable del grado de
repetitividad de la rama o clado considerado v (2) una
medida muy sesgada de la exactitud de la rama o clado, ya
que, generalmente, subestiman fos valores altos y sobresti-
man los bajos. Ademds este sesgo es dependiente de
variables tales como: el mimero de taxones, el de caracte-
res o la propia topelogia del arbol; v, por tanto, los resulta-
dos de estadios distintos no pueden ser directamente
comparados. Por ejemplo, los valores de bootstrap son
sensibles a la presencia de autapomorfias, de forma que
cuando éstas estan presentes las BP tienden a sex mds bajas
{Carpenter, 1996). A pesar de todo, estos autores conside-
ran el bootstrap como una medida Otil de la confianza
relativa en los diferentes clados de un érbol. Por otra parte,
se han propueste diversas correcciones del cédlcuio del
bootstrap para corregir dicho sesgo (Bull et al., 1993;
Redrigo, 1993; Zharkikh y Li, 1995), aunque su imple-
mentacion computacional estd muy limitada o es muy
costosa. Un tercer concepto que puede prestarse a confi-
sitn es el de la precision, el cual simpiemente es simple-
mente ef grado con que un nimero limitado de pseudoré-
plicas se aproximan al valor de BP obtenido mediante un
ntmero infinito de las mismas. La precision es una funcién
simple del ntmere de pseudoréplicas, las cuales segin
datos empiricos deben ser de entre 400 y 2000 para
obtener unos valores de BP similares a Jos reales (Hedges,
1992). Existe un largo listado de criticas a la utilizacion de
los bootstraps en reconstruccion filogenética, la mayoria
de ellas basadas en el incumplimiente de muchas de sus
asunciones. Quizas la mias fundamental sea que, para que
el bootstrap sea vélido, los caracteres syjetos a remuestreo
deben ser independientes los unos de los otros v, adermds,
han de estar idénticamente distribuidos. En el contexto de
caracteres bioldgicos, €50 es tanto como suponer que la
evolucion es estocastica, cosa que contradice totalmente el
concepto de historicidad y, por tanto, ciertamente falsa
(Kluge y Wolf, 1993), Por otra parte, el bootstrap asume
que el estadistico objeto de andlisis es una funcidn “suave”
de la distribucion de la variable remuestreada, lo cual es
cierto para estadisticos que tomen valores reales. Sin
embargo, la presencia o ausencia de un determinado clado
es un valor binario, y 1a teoria del bootstrap todavia no ha
sido desarrollada para estos supuestos {(Brown, 1994}, Otra
asuncion del bootstrap es que el muestreo, eleccion y
codificacion de los caracteres se realiza al azar, es decir,
sin sesgo por parte del investigador. No obstante, los
sistematicos tienden a recopilar los caracteres evolutiva-
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mente mas conservativos v mas indicados para el nivel
jerérquice de interés (Jones, Kluge v Wolf, 1993). Para
conseguir que la muestra original de caracteses recupere la
mayor parte de caracteristicas del universo representado,
su tamafio debe ser muy grande, Desgraciadamente, la
mayoria de investigadores s¢ ven obligados a trabajar con
un nimero de datos muy limitado, si se tiene en cuenta la
enorme cantidad de datos potencialmente disponibles en
biclogia comparativa (Jones et al., 1993; Kluge y Wolf,
1993). Otro problema es que, al calcular las proporciones
de bootstrap, se asume que se han hailado todes los
drboles mas parsimoniosos para cada réplica, es decir, la
mejor estima de Ia filogenia que éstas apoyan. Sin embar-
go, cuando el nitmero de datos es grande, o lo es el de las
pseudoréplicas que se pretenden analizar, se suelen
realizar basquedas heuristicas que, como se ha comentado
anteriormente, no garantizan gue se encuentre el drbol més
parsimonioso o todos los drboles mas parsimoniosos
(Sanderson, 1995). Por otra parte, dado que en cada
pseudoréplica se eliminan unos caracteres y se multiplican
otros, el bootstrap deberia mejor ser interpretado como
una forma de ponderacion al azar de los caracteres, de
manera que las zonas del drbol menos sensibles al peso
asignado apareceran més frecuenternente en las pseudoré-
plicas {Trueman, 1993). Cabe pues preguntarse si esto es
en reatidad de algln interés (Bremer, 1994; Trueman,
1993). Tal y come fue originaimente propuesto (Felsens-
tein, 1985), v como todavia puede verse en muchos
estudios, los resultados finales del bootstrap suelen
presentarse en forma de drboles de consenso (ver apartado
3.6), donde aparecen los clados con valores de BP superio-
res a un cierto minimo preestablecido. En algunos casos,
dicho consenso puede presentar clados que no aparecen en
¢l arbol més parsimonioso o, al contrario, clados que
estaban presentes en dicho arbol desaparezcan. Esto
supone que la hipétesis filogenética escogida resulte no ser
la més parsimoniosa, lo cual es epistemologicamente
injustificable (Miyamoto, 1985). A pesar de este largo
listado de criticas y que en palabras de uno de los propios
proponentes de la téenica “.. lautilizacion del bootstrap en
inferencia filogenética estd desprovista de cualquier tipo de
Jjustificacién rigurosa (Brown, 1994)", este indice sigue
siendo el més intensamente Wtilizade en los estudios
filogenéticos, principalmente en aquellos que utilizan
datos meleculares.

Apoyo de Bremer (=indice de deterioro, indice de apoyo,
apoyo de las ramas). Una aproximacidn radicalmente
diferente al problema de la evaluacién de la estabilidad de
los clados del 4drbol mas parsimonioso, es considerar el
grado de apoyo como una funcién del namero de pasos
exiras necesarios para colapsar un clado, es decir, el apoyo
de un clado es la diferencia entre el niimero de pasos del
drbol més parsimonioso encontrado, y el rbol mas parsi-
menioso bajo larestriceion de que dicho clado no aparezca
{Bremer, 1988, 1994). En principic, este valor es compara-
ble entre matrices que contengan caracteres del mismo
tipo, ya sean morfoldgicos o moleculares (Bremer, 1994),
En el caso que los caracteres hayan sido anteriormente
ponderados, ¢s necesario corregir el valor de apoyo
respecto la escala de ponderacién aplicada, El valor de
apoyo corregido se obtienen de dividir el apoye ponderado
por el cociente entre el ndmero de pasos del cladograma
ponderado y el ndmero de pasos del mismo cladograma
con ponderacidn uniforme e igual a 1 (Gustafsson y
Bremer, 1995). Quizds una de las ventajas mas importantes

de este método sea la de establecer el apoyo de los distin-
tos clados basindose en los datos reales, no en perturba-
ciones de los mismos (Bremer, 1994}, Como se ha visto
anteriormente (apartado 3.7.1), a partir del apoyo de
Bremer se ha derivado el Apoyo Total (TS), resuliado de
sumar Ios apoyos de cada uno de los clados del darbol,
como medida de la estructura filogenética de la matriz
(Kallersjo et al., 1992). Dicha medida no debe confundirse
con el denominado indice de Apoyo Totat (f) (Bremer,
1994), el cual mide Ia estabilidad global del arbol. Fste se
define comoe el cociente entre el apoyo total {TS) v el
nimero de pasos del cladograma mas parsimonioso bajo
ponderacion uniforme y con peso igual 2 1 (p). Dado que
p es el valor méximo que puede tomar el TS, el valor de ¢
puede variar entre 0, caso que no exista ninglin apoyo para
ningtn clado, es decir, una politomia total, v 1, cuando ty
P sean iguales, situacién que solo se dard en ausencia total
de homoplasia. La principal limitacidn del apoyo de
Bremer es que se trata de un indice cualitativo, y por tanto
carente de valores umbral a partir de los cuales tomar
decisiones sobre fa credibilidad del clado en cuestidn. Se
ha desarrotlade un método de permutacidn gue permite la
evaluacion estadistica del grado de apoyo de la monofilia
de un determinade grupo. El denominado 7-F7P
{topology-dependent permutation tail probability) (Faith,
1991} es un test de significacion disefiado para comprobar
si un determinade clado estd significativamente apoyado
por los datos. Sin embarge, simulaciones por ordenador de
su comportamiento han demostrado que dicho test noes en
realidad una medida de monofilia (Huelsenbeck, Hillis, v
Jones, 1993; Swofford, Thorne, Felsenstein y Wiegmann,
1996b).

Indice de monofitia Jackknife (JMI). Otra vertiente de la
estabilidad de los clados tiene que ver con su sensibilidad
a la inclusion de nuevos taxones en el audlisis. Con el
obijetivo de medir dicho efecto, se construyen pseudoré-
plicas de la matriz original utitizando jackknife de primer
orden (Fig, 13). A diferencia de los otros métodos de
aleatorizacién comentados, en este caso se remuestrean
los taxones, de forma que cada nueva pseudoréplica es el
resuitado de la eliminacion de uno de los taxones origina-
tes. Se busca el drbol mas parsimonioso para cada pseu-
doréplica y se calcula la frecuencia con que cada uno de
fos clados del drbol original aparece en los drboles del
remuestreo (Siddall, 1995). Un clado se considera que
estd presente en una pseudoréplica si aparece exactamen-
te igual que en el arbol original o tan solo le falta e taxén
eliminado en la réplica considerada. Se recomienda que
el grupo externo sea mantenido al margen de las perturba-
ciones, ya que la existencia de una raiz es indispensable
para a definicidn de monofilia. A diferencia del boots-
trap, este indice no parece ser sensible al nimerc de
sinapomorfias en que se apoyan los grupos ni a la presen-
cia de caracteres no informativos. Se ha aconsejado
explicitamente no utilizar los valores del indice como una
medida estadistica, sino simplemente una aproximacion
cualitativa a la estabilidad de los clades. Se ha observado
que, la eliminacidén de ciertos taxones comporta un
aumento destacade del nimero de arboles mas parsimo-
niosos encontrados y que, por tanto, su presencia en el
andlisis contribuye a estabilizar los resultados. Estos
tagones se denominan criticos. Al contrario, la elimina-
cidn de otros taxones tienen un efecto opuesto, reducien-
do el niumero inicial de arboles hallades, dichos taxones
se conacen como problematicos.
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Fig. 14.~ Ejemplo de construccion de un érbo! de consenso estricto.

3.8. Arboles de consenso

Los arboles resuitantes del analisis filogenético se denominan
arboles fundamentales, ya que son una representacion de as
informacion contenida en los datos. Existe otro tipo de drboles
donde lo que se representa es la informacion contenida en
otros drboles, los &rboles de consenso. El objetivo principal de
los métodos de consenso es representar graficamente los
puntos de acuerdo entre los diferentes drboles fundamentales,
Existen diferentes protocolos para derivar consensos {(para
descripcion y resultados de su aplicacién ver (Forey et al,,
1992; Quicke, 1993; Witkinson, 1994). Sin embargo, la gran
mayvoria de estos métodos producen arboles con clados que
solo se encuentran en algunos de los arboles fundamentales o,
en ¢l peor de los casos, clados que no se encuentran en
ninguno de ellos. Por tanto, su U150 como surmario del conjunto
de drboles més parsimoniosos provenientes de una matriz es,
como minimo, poco recomendable (Nixon y Carpenter, 1996).
Aun asi, su aplicacion en el contexte de sintelizar la informa-
cién de drboles provenientes de distintas matrices de datos, p.
ej. biogeograficas, puede ser justificable. Bl método de
consensc més ampliamente utilizado es el denominado
consenso estricto, en el cual se produce un rbol donde
anicamente se representan los clados que estdn presentes en
todos los drboles fundamentales (Fig. 14). Unaspecto negativo
del consenso estricto es que debido a su naturaieza tan conser-
vativa, en muchos casos el arbol resultante muestra un elevado
nimmero de politomias, las cuales comprometen seriamente su
nive! de resolucién. No obstante, esta pérdida de resolucion
queda justificada por la inclusion en ¢l consenso de aguellos
componentes gue no son ambiguos, es decir, para los cuales
los datos son absolutamente claros. Desgraciadamente, en
ciertas ocasiones esto puede no ser absolutamente cierto,
debide a la existencia en los arboles fundamentales de ramas
de longitud cero y/o de politomias. Es bien conocido el hecho
de que en ciertas situaciones algunos programas de ordenador
de andlisis filogenético pueden generar cladogramas cuyos
nodos no estén todos simultineamente apoyados por cambios
de cardcter. Este fendmeno es el resultado de la existencia de
ambigiiedad en la optimizacion de algunos caracieres. Asi, un
determinado clado puede estar apoyado por un cambio bajo
una cietta optimizacidén, mientras otro clado puede estar
apoyado por una optimizacion distinta del mismo carcter,
Estos dos clados son mutuamente excluyentes, ya que depen-
den de optimizaciones alternativas. A pesar de ello, algunos
programas ofrecen el &rbol gue presenta los dos clados al
mismo tiempo entre sus soluciones (Coddington y Scharff,
1994}, Por otra parie, no existe acuerdo sobre cual es la mejor
manera de fratar los drboles con ramas de longitud cero.
Algunos autores proponen colapsar todos aquetlos clados que

1o estén apoyados en cada una de las posibles optimizaciones
de los caracteres, es decir, que tengan una longitud minima de
cero {Goloboff, 1996b; Nixon y Carpenter, 1990). Ista
aproximacion, conocida como apoyo estricto, comporta la
eliminacion de los arboles que difieren de los restantes por la
existencia de un clado apoyado por una optimizacion particular
de un cardcter. Segin dichos autores, estes arboles no repre-
sentan hipdtesis filogenéticas dignas de ser consideradas. Al
contrario, ofrogs autores consideran dichos &rboles como
legitimos, v defienden su inclusion dentro de las soluciones
halladas (Coddington y Scharff, 1994). Esta aproximacion se
denomina apoyo semiestricto y consiste en el mantenimiento
de aquelios arboles en los que sus clados estén apoyades al
menos bajo una optimizacion. En ciertas ocasiones algunos de
los 4rboles maés parsimoniosos pueden mostrar una o varias
politomias debido, en este caso, a ka ausencia de cambios de
estado que apoyen alguna de las resoluciones posibles dentro
de dicha politomia. A su vez, estos arboles pueden ser compa-
tibles o incompatibles con ef resto de arboles més parsimonio-
s0s. A pesar que, en general, estas politomias fundamentales
son interpretadas como “suaves”, los prograras informéticos
los interpretan como “duras”. Se ha argumentado gue bajo la
asuncién de que las politomias son “suaves”, cualquier drbol
dentro del conjunto de los drboles mds parsimoniosos gue
presente alguna politomia, compatible o no con el resto, debe
ser eliminada de cualquier andlisis posterior (Coddington y
Scharff, 1996). La justificacion de dicha accion es que los
arboles més resolutivos maximizan el niumero de clados, el
contenide de informacién y el grado de falsibilidad de las
hipatesis filogenéticas. Una aproximacion diferente a esta
situacidn es considerar los drboles de consenso estricto como
una fuente de informacion sobre el grado de conflicto entre los
caracteres de los arholes fundamentaies (Nixon y Carpenter,
1996). Este razonamiento se basa en la constatacion de que el
consenso representa el limite superior del numero de pasos de
tos caracteres en fos arboles fundamentales. A partir de esta
observacion, se sugiere fa utilizacion de un nuevo indice, la
concordancia entre clados (CCJ, definido como:

CC=1- {(Egn - Sp} / (Sc" Sp}]

donde, g, es ef nfimero méximo de pasos de un carécter en los
Arholes fundamentales, S, es la longitud del &rbol de consenso
¥ S, es Ia longitud de los Arboles fundamentales més parsimo-
niosos. El numerador {Sg, - §,) representa el grado de conflic-
to de los caracteres entre los cladogramas o, también, la
homopiasia entre cladogramas. Este Indice puede variar entre
0y 1. El indice es 0 cuando el numero de pasos de todos los
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Fig. 15.- Representacidn esquemitica de los diferentes tipos de andlisis de caracteres de diferente naturaleza:
A. Andlisis separado, B. Andlisis conjunte, C. Anélisis corjunto condicionado.

caracteres alcanza su valor miximo al menos en uno de los
arboles fundamentales que es, 2 su vez, el nimero de pasos del
cardcter en el consenso. El indice tiende a 1 a medida que la
diferencia entre 1a longitud del consenso y la longitud méxima
de los caracteres entre los drboles fundamentales aumenta, En
la practica, valores bajos del indice indican que las incongruen-
cias (=politomias) del consenso son principalmente debidas a
conflictos entre log caracteres de los drboles fundarmentales. Al
contrario, valores aftos sugieren que no hay conflicte entre los
caracteres, lo que tmplica que todavia hay informacién para
agrupar algunos de los taxones incluidos en las politornias. El
indice serd 1 cuando, o bien hay un (inico ¢ladograma maximo
parsimonioso, o bien los grupos conflictivos solamente estén
apoyados por optimizaciones ambiguas,

3.9. Combinacion de datos de diferente naturaleza:
¢anadlisis sobre particiones o analisis simultaneo?

El gran desarrolio y la accesibilidad de muchas técnicas de
biologia molecular, han permitido que en la actuslidad resulte
relativamente sencillo para los sistemdticos obtener diferentes
fipos de datos moleculares de los taxones objete de estudio,
Paralelamente, en los Gltimos tiempos se ha dermostrado 1a valia
come indicadores de relaciones fllogenéticas de caracteres
antafio considerados come extremadamente variables desde un
punto de vista histrico, come puedan ser los caracteres compor-
tamentales o ecoldgicos. La posibilidad de incorporar conjuntos

de datos tan heterogéneos en el andlisis filogenético, plantea el
dilemna de decidir cual es la mejor manera de analizarlos. Se han
propuesto tres aproximaciones distintas.

3.9.1. Anilisis separade delas diferentes particiones de datos
(= congruencia taxondmica o analisis partido)

Esta aproximacion considera que la mejor manera de tratar las
diferentes clases de caracteres (=particiones) es independiente-
mente, es decit, obtener arboles para cada una de las matrices y
utilizar un método de consenso para representar graficamente la
informacidn comiin (Fig. 15). Las supuestas ventajas de esta
opeion son (Miyamoto y Fiteh, 1995): (1) gue se trata de una
estirna conservativa de la filogenia, (2) que los caracteres
provienen de fuentes independientes y, por tanto, es menos
probable que apoyen la misma filogenia si esta es errénea y (3)
hay situaciones en que, por la propia naturaleza de los datos, es
imposible aplicar el mismo método de reconstruceién a todas las
particiones simultaneamente (p. ej. caracteres morfoldgicos con
datos de hibridacion ADN-ADN). No obstante, la mayoria de
estos puntos han sido rebatidos. Asi, Ja utilizacion del consenso
no permite evatuar el apoyo relativo de los grupos conflictivos
en los drboles criginales (Nixon, 1996). Por otra parte, el
anélisis separado seguido del consenso comporta la ponderacion
diferencial de los caracteres de las distintas particiones (Kluge
y Wolf, 1993), ya que si, como se ha comentado, s¢ asume que
hay mas probabilidad de que los caracteres sean independientes
entre clases distintas de datos, al analizar cada clase por separa-
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do la dependencia de los caracteres seré mayor. La presencia de
caracteres dependientes tiene el mismo efecto que el aumento de
pese de una cardcter que apoye las mismas agrupaciones que
éstos. La dnica manera de evitar dicho efecto es combinar las
matrices para aumentar el ntimero de caracteres independientes
(Nixon, 1996). Finalmente, todos los arboles a partir de los
cuales se deriva el consenso contribuyen de la misma forma, a
pesar de que algunos de ellos se hayan obtenido en particiones
con una estructura filogenética mayor que otras.

3.9.2. Anilisis conjunto de los datos (= congruencia de
caracteres, evidencia total o analisis simultaneo)

Esta aproximacidn propone combinar Jos datos en una sola
matriz v analizarlos conjuntamente (fig. 15). Las ventajas de éste
tratamiento son (Femisse v Kluge, 1993; Kluge y Wolf, 1993;
Nixon, 1996): (1) ias hipdtesis obtenidas estin basadas en ia
maxima evidencia disponible, (2) conjuntos diferentes de datos
pueden ofrecer informacion a distintos niveles filogenéticos, (3)
un conjunto de datos con sefial filogenética débil debido a la

presencia de mucha homoplasia, puede ver incrementada su sefial -

por congruencia con otros caracteres de conjuntos distintos y (4)
los caracteres combinados en tna sola matriz pueden ser reestruc-
turados durante el anélisis y apoyar clados que no se encontrarian
en andlisis separados, Un problema frecuente al analizar conjun-
tamente los datos es la existencia de tarones para los cuales se
carece de informacion para alguna de las particiones. En estos
casos las Unicas opciones posibles son, o bien, sustituir dichos
caracleres con inferrogantes en €l taxdn incompleto, o bien,
eliminar dichos taxones. Algunos autores han argumentado en
contra de Ia combinacién de los datos en caso que pueda demos-
trarse que los datos por separade apoyen arboles irreconeilizbles
{Bull et al., 1993; De Queiroz, 1993; Huelsenbeck et al., 1996).
El razonamiento es que dicha siuacion es consecuencia de que
las particiones incongruentes estdn sometidas a diferentes
procesos evolutivos que no pueden ser englobados bajo la
aplicacion de una sola metodologia de inferencia filogenética.

3.9.3. Andlisis conjunto condicional

Esta aproximacién propone fundamentar la eleccién de uno de
los dos tipos de andlisis anteriormente expuestos £ la demos-

tracion previa de fa congruencia o homegeneidad de los datos
(Fig. 15). Evidentemente, la aplicacién de dicha estrategia
requiere la definicion de un test estadistico que permita investi-
gar la posible existencia de heterogeneidad entre las particiones.
Aungue se han propuesto diversos indices para investigar la
congruencia entre particiones utilizando parsimonia (Rodrigo ¢t
al., 1993; Templeton, 1983), el denominado test JLD (Incon-
gruence Length Difference (Farris, Kallersjo, Kluge y Bult,
1994} ha sido considerado como el més 0t (Cunningham,
1997a). Este test se basa en un indice anterior, el /LD (Mie-
kevich v Farris, 1981), eriginalmente concebido para distinguir
la homoplasia resultante de la combinacidn de matrices diferen-
tes, de la debida a la incongruencia entre caracteres dentro de
cada matriz. Este indice se define como:

ILD = Sy~ (5, + 5

donde, 5., ¢s el nimero de pasos del cladograma resultante de
la matriz combinzda y S, §, los pasos de los 4rboles para cada
matriz por separado. La distribucion del estadistico ILD se
construye calculando su valor original y los valores resultantes
de la aleatorizacion de las particiones, Bstas particiones aleatori-
zadas tienen el misme tamafio que las originales, pero estan
formadas por caracteres seleccionados al azar entre las matrices
combinadas, es decir, mezciando los caracteres de los dos
particiones originales. La hip6tesis nula es que existe congruen-
cia entre las particiones, y s desestimada cuando la preporcién
de veces en gue los valores de ILD aleatorizados son mayores o
iguales al original, es menor que un cierto nivel de significacién
puede ser aphicado en presencia de ponderacién diferencial de
los datos y, también, stmultineamente 2 més de dos particiones
de los datos. Por ofra parte, se recomienda eliminar los caracte-
res invariables en el caso que las particiones difieran sensible-
mente en ef namero de los mismos (Cunningham, 1997a).
Finalmente, cabe destacar que algunos autores consideran que,
si bien el indice JLD es util para detectar la existencia de
caracteres discordantes vy el patrdn de congruencia entre las
diferentes particiones, las mismas deberfan ser igualmente
combinadas y analizadas simultdneamente incluso en el caso de
que dicho test demostrara una heterogeneidad significativa
(Nixon, 1996).
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