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Resumen. El concepto general de homologia filogenética significa que un cardcter ¢s cualguicr aspecto del
fenotipo ¢ genotipo que varia dentro del grupo de estudio. £n las secuencias cada base corresponde a una
hipdtesis de homologia transformacional o taxica dependicndo si los nucledtidos varian o no en cada posi-
cion. Desde ¢l punto de vista edrico, la dificultad de asignar un cédigo apropiado para las indels cstriba en
que éstas se pueden interpretar como un artificio o como informacién filogendtica (hamologia tdxica y rans-
formacional). Una revision de los distintos codigos que se emplean para el anilisis de las indels indicd que
los scis eodigos usados son: (L) ambiguas, (2} excluidas, (3} quinte estade, (1) presencia/ansencia, (5} dife-
rente longitud,/varios cstados y (6) diferente longitud/varios caracteres. Cada uno de estos codigos se eva-
lué cn la reconstrucién de hipétesis filogenéticas con una matriz de 20 sccuencias del gen de ARN ribosomal
del hongo Oopatdgeno Rhizoctenia solani. Los efectos se midieron en térininos de los cambios en homopla-
sia, topoldgicos, de resolucién y en el numero de drboles. Los efectos son distintos dependiendo del cadigo
empleado. Ll efecto mds radical es causado por la codificacidn de las indels como diferentes caracteres para
diferences longitudes. Los andlisis cladisticos con secuencias génicas deben incorporar una fase de cvalua-
cion de los efeclos de distintos cédigos para las indcels dado que potencialmente son informativas,
Palabras clave: sisterndtica molecular, andlisis de curacteres, homologia, indels, analisis cladisticos.
Abstract. The gencral concept of phylogenetic homology visualizes that a churacter is any aspect of the phe-
nolype or genolype that varies inside a group. In gene sequences each position corresponds to a hypothesis
of transformaticnal or taxic homology depending if the nucleotides vary or not in each position, It is theo-
retically difficult to designate a proper code to an indel. This is because an indel can he interpreted as an
artifact or as phylogenctic information (taxic or trransformational homology}. A review of the distinct codes
employed for the analysis of the indels shows that the six codes used are: (1) missing, {2) excluded, (3) fifth
state, {4) presence/absence, (D) different length /several states and (6) different length/several characters.
Each code was cvaluated In the phylogenetic hypotheses of the phytopathogenic lungl Rhizoctonia solani with
a matrix of 20 sequences ol the ribosomal ARN genes. The effects of the distinet codes were measured in
changes of homoplasy, topology, resolution and tree number. The effects dilfer depending on the code used.
The most radical effect was caused by the coding of the indels as different length/several characters. The
cladistic analyses with ‘gene sequences should include an evaluation of the effects of the different codes for
the indels, since they may be potentially informaltive.
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1 objetivo central de la sistematica filogenética es
construir clasificaciones basadas en hipdtesis de
interrelaciones entre grupos hermanos y que cstén
apoyadas por caracteres homélogos. Potencialmente
un caracler ¢s cualquier aspecto del fenotipo o ge-
notipo que cs comparable y varia dentro del grupo

de estudio. Las fuentes de caracleres son diversas como
la morfologia, la [lisiclogia, la ultracstructura y las
sccucncias génicas entre otros. Todos los tipos de
caracteres pucden contener informaciéon historica a
algin nivel jerdrquico particular (Sober, 1988; Hall,
1994). Lo que cuenta cs que ¢l cardcter sea variable,
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es decir, que mucstre mayor variacién entre la colee-
cion de unidades que denure de las unidades. Tam-
bién, la variacién debe ser heredable ¢ independiente
de otros caracteres. Kn resumen, un caricter inflor-
mative es un sistema de por 1o menos dos homoalo-
gos transformacionales discretos cmpiricamente
reconocidos como estados (Stevens, 1991; De Luna
y Mishler, 1997).

Los caracteres v estados derivados de las secucn-
cias génicas sc pueden establecer a varios niveles de
organizacién estructural. Al nivel mids amplio, ¢l gen
puede ser considerado como un cardcter y las con-
diciones alternativas del gen constituyen los estados.
Por ¢jemplo, en un estudic con alozimas, cl gen para
EDH puede ser considerado el cardcter y los estados
serian los diferentes electromorfos. A su vez, regio-
nes particulares dentro de un gen pueden ser consi-
derados ¢l cardcter, en cuyo caso los estados serian
por e¢jemplo la presencia o ausencia de un sitio de
restriceion. Al nivel mads fino, cada posicién en la
secuencia de un gen también puede representar un
caracter y los nucledtidos en esa posicidn son los
estados, En wodos los niveles, cada alternativa varia-
ble representa un estado y por lo tanto implica una
hipotesis de homelogia hlogenética. En las secuen-
cias génicas si los nucledtidos son diferentes en la
misma posicidn cnilonces cada uno corresponde a una
hipdtesis de homologia transformacional. Si los nu-
cledtidos no varian €n una posicion entonces correspon-
de a una hipétesis de homologia taxica (Mindell, 1991).

El andlisis de las secuencias de nucledtidos se ini-
cia con su alineamicnto. Con este procedimiento se
establecen las hipétesis de homologia tixica y trans-
formacional a nivel de cada nucleétido. Dado que a
menudo existen diferencias en la longitud de las se-
cuencias entre taxa, para la misma colecciéon puede
haber alineamicntos alleimativos (Lake, 1991; Mindell,
1991; Waterman ef al., 1991; Knight y Mindell, 1995).
Existen varios métodos para alinear las secuencias y
cstablecer la correspondencia entre cada nucledtido,
algunos son manuales ¥ otros automdticos {Needle-
man ¥y Wunsch, 1970; Swofford y Olsen, 1990; Min-
dell, 1991; Waterman et al., 1981). Como consccuencia
de maximizar la correspondencia entre nucledtidos
frecuentemente es necesario insertar posiciones va-
cias intercaladas en las secuencias génicas de algunos
taxa. Estos espacios se han denominado “gaps” v se
han interpretado como inserctones o deleciones (“in-
dels”). En lo sucesivo a estas posiciones vacias o “gaps”
sc¢ les llamard indels. Una vez que ya se ha aceptado
un alincamiento se han establecido los caracteres y
los estados. La siguicnte fase de andalisis la constitu-
ye la hiisqueda de drboles filogenéticos. Estos andli-
sis con secucncias génicas se han llevado a cabo bajo
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varios enfoques tanto fenéticos como filogenéticos
(Felsenstein, 1984, 1988; Swotford y Olsen, 1990; Nei,
1991; Williams, 1993).

El analisis cladistico de secuencias génicas presenta
aspectos melodologicos adicionales a los que son
conocidos para ¢l anilisis de datos morfoldgicos. En
la literatura ya sc han sefialado los problemas asociados
2 la representatividad de la variacion inlerna de las
unidades de estudio. 5e ha cuestionado el uso de un
solo organismo para representar un laxon {Baverstock
¥ Moritz, 1990; Mivamoto v Cracraft, 1991). También
se han dado recomendaciones para ¢l muestreo de
genes apropiados, va que algunos se caracterizan por
tasas de mutacidén muy lentas ¢ muy ripidas (Friedlan-
der et al., 1992; Graybeal, 1994; Gonzilez, en revisidn}.
Del mismo modo, se¢ han examinado diferentes esira-
tegias para asignar pesos a caracteres o a estados. Esto
obedece a que se ha encontrade que las transiciones
son mas frecuentes que las transversiones (Wheeler,
1980; Williams y Fitch, 1990; Knight v Mindell, 1993,
1995). También se han generado varios métodos para
codificar la variacién de las secuencias. La forma mas
comiin es considerar a los cuatro nucledtidos como
cuatro estados polenciales en cada posicion: adeni-
na, guanina, cilosina y timina. Otra forma de reco-
dificacién de las sccuencias génicas es la traduccion
de los nucleétidos a aminodcidos. De este modo cada
caracter puede tener hasta 20 posibles estados que
corresponden a los 20 aminodcidos que componen
las proteinas. Un sistema menos comin de codifica-
cion consiste en recodificar los cuatro nucleétidos a
s6lo dos estados, Fsto se logra con la asignacitn de
un cddigo para las purinas y otro ¢édigo para las
pirimidinas (Lake, 1987), Sin embargo, un problema
quc 1o ha sido suficientemente explorado cn la lite-
ratura es el de la codificacion de las indels. En la
mayoria de los casos es comin que las indels se co-
difiquen como “?” y con esto s¢ han eliminado de los
analisis. A pesar de la gran cantidad de estudios filo-
genéticos con sccuencias génicas es sorprendente que
no se haya resuelto como codificarlas.

Desde el punto de vista tedrico, la dificultad estri-
ba en que una indel generada por el alineamiento
se puede interpretar como un artificio o como infor-
macion filogenética (homolegia tixica v transforma-
cional). Desde el punto de vista metodoldgico, sea que
una indel es un artificio o una hipétesis de homolo-
gia, no se ha puesto atencidon en generar estrategias
de codificacidn que adecuadamente representen una
u otra alternativa. De hecho algunos programas de
busqueda de arboles y de optimizacidn de caracteres
{por c¢jemplo DNAmI) ni siquiera brindan la opor-
nidad de considerar las indels como estados (Buc-
kler y Holtsford, 1996} ya que ¢stas automdticamente
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se interpretan como posiciones no informativas. En
la presente contribucién se analiza el problema de la
codificacion de las indels en los analisis cladisticos.
Para ello, se hace una revisidn breve del concepto de
homologia como base weérica para el anilisis de ca-
racteres al nivel de secyencias génicas. Sc describe
coémo surgen las indels en la matriz de datos y se
presenta un resumen de los distintos codigos usados
para su inclusién en los andlisis filogenéticos. Final-
mente, s¢ hace una evaluacidén preliminar del efecto
de cada uno de estos cédigos en la reconstrucion de
hipétesis filogenéticas. Los efectos se miden en teér-
mines de los cambios en homoplasia, topolégicos, de
resclucién y en el nimero de drboles. Para esta eva-
luacién se usd una matriz de secuencias del gen de
ARN ribosomal de veinic muestras del hongo fitopa-
tégeno Rhizectonia solani {Gonzalez, 1992).

Homologia a nivel de secuencias génicas

El término homologia se ha referido a una gran di-
versidad de conceptos que tratan de describir una
correspondencia histérica o relacion mecanistica entre
los distintos rasgos de organismos (Wiley, 1981; Wag-
ner, 1989). En particular el concepto de homologia
filogenética define la correspondencia historica en-
tre los caracleres de diferentes organismos (Patter-
son, 1982; Hall, 1994). En la sistemdtica filogenética
se han propucsto criterios explicitos para examinar
las hipétesis de homologia (Patterson, 1982, 1988).
Empiricamente, los homdlogos se reconocen mediante
los criterios de similitud, conjuncién, heredabilidad
e independcncia. Inferencialmente, los homdélogos se
corroboran mediante la prueba de congruencia. Si
el caricter es consistente con el patrén sugerido por
otros caracteres en un cladograma parsimonioso
entonces s¢ hipotetiza que es homdlogo {Patterson,
1682; De Pinna, 1991; Nelson, 1994; Roth, 1694).
En el caso de tos datos moleculares se ha sugeri-
do que deben existir conceptos diferentes de homo-
logia respecto a los que se aplican a los datos
morfologicos. Se ha promovido el concepto de ho-
mologia molecular como la correspondencia de simi-
litud a varios niveles (nucleétide, gene, genoma)
debida a ancestria comun (Hillis, 1994). Algunos
autores han argumentado que para identificar los
caracteres homologos, la similitud es ¢l criterio mas
importante cn comparacion con la prucba de con-
gruencia (Patterson, 1888}. No obstante, otros auto-
res han argumentado que epistemoldgicamente no hay
diferencia entre el concepto de homologia filogené-
tica cuando se aplica a datos moleculares o cualquier
otro tipo. La similitud es base empirica pero no puede
ser argumento légico para corroborar. El dnico cri-

terio robusto para ¢l examen de homologia molecu-
lar es la congrucndcia entre caracteres (De nna, 1991;
Mindell, 1891; D¢ Luna v Mishler, 1997).

En la literatura de la sistemadtica molecular se ha
recomendado ¢l uso de genes ortélogos para anali-
sis filogenélicos. Los genes s¢ han denominado o1-
tologos si su similitud se debe a ancestria comun y
se han usado varios términos para las similitudes no
histdricas (parilogos, xendlogos, paraxenologos, vease
la revision por Patterson, 1988}, Fn cualquicr caso, la
prescripeion de seleccionar genes ortdlogos para es-
wdios filogenéticos es irrelevante. Conceptualmen-
te s¢ ha debatido si la aplicacién de estos calificativos
sin relacién a un cladograma especifico es apropia-
do o no {De Pinna, 1991; Nelson, 1994; De¢ Luna y
Mishler, 1996). D¢ hecho, los anilisis filogenéticos
comunmente no se basan en los genes como carac-
ieres sino que cada posicidn en la secucncia es un
cardcier potencial. Es obvio entonces que despuds del
anilisis cladistico se puede revelar que un gen supucs-
tamenle ortdlogo contiene varias posiciones no ho-
malogas. Es decir, en una posicidn el mismo
nucledtido es compartido por varios taxa cuyo origen
no ¢s por ancestria comin (homoplasia). Paraddji-
camente, ¢l andlisis de un gen supucstamente para-
logo puede identificar nuclestidos congruentes con
otros caracteres moleculares o morfoldgicos entre taxa,
es decir, tales genes podrian contener posiciones fi-
logenéticamente homélogas. Esto senala lo ilusorio
de la posicién epistemolégica sugerida por Moritz y
Hillis {1990} de seleccionar sélo genes ortdlogos para
los andlisis filogenéticos. Por un lado, esta seleccidn
no es posible antes del analisis cladistico ya que la
historia misma del gene esta bajo evaluacion. Por otro
lado, el foco del anilisis no son los genes sino cada
una de las posiciones como hipétesis independicn-
tes de homologia. Sdle la congruencia es cpistemao-
logicamente robusta para la seleccion de caracteres
informativos en el anilisis filogenético de los datos
moleculares.

La intercalacion de espacios entre los nucledtidos
de una secuencia ¢s inevitable al maximizar la corres-
pondencia entre sccuencias durante el alincamiento.
El problema conceptual con estas indels es decidir
si son equivalentes a hipdtesis de homologia ¢ son
simplemente un artificio. Los principios conceptua-
les de homologia filogenética s¢ deben aplicar a to-
dos los carucieres, sean morfoldgicos o moleculares.

Metodoldgicamente, el criterio de similitud sc aplica
de modo semejante a cualquier tipo de datos. En el
caso de las sccuencias génicas la similitud posicional
es la base empirica para postular homologia entre una
o varias indcls y un nucleétido presentes en la mis-
ma posicion en dos o mas taxa. Por ¢jemplo, se puc-

117



Dotores GonzALEz

de argumentar que una indel en un taxon en com-
paracidon con un nucleétido en otro taxon satislace
el criterio de similitud porque es Ia misma posicidn.
Del mismo mode dos indels de dos taxa cumplen el
criterio de similitud posicional. Sin ¢mbargo, inicial-
mente, no se sabe si esta simililud es filogenéticamente
informativa ¢ no, al igual que sucede con el caso de
caracteres morfoldgicos. Entonces, todas las similitudes
a nivel de cada posicion (incluyendo las indels) se
pueden postular como hipotesis de homolegia poten-
cial. La congruencia entre ¢ada hipétesis independien-
te resolverd sl una posicion en particular {por ejemplo,
Ia que contiene una indel) puede mantenerse como
hipdtesis de homologia filogenética. L.a decisién de
si un nucledtido o una indel es informativa o no por
o tanto depende de incluirla en el andlisis de parsi-
monia y ver si es congruente con otros caracteres
{incluso otras indels}. Por lo tanto es importante
escoger un codigo apropiado no sélo para el analisis
de los nucledtidos sino también para el de las indels
potencialmente informativas.

Elaboracidon de la matriz de datos
de secuencias génicas

Todos los pasos necesarios para construir una matriz
de datos se denominan “andlisis de caracteres” y en
cl caso de las sccuencias esta fase incluye ¢l alinea-
miento ¥ la codificacion. El alincamiento de las se-
cuencias equivale al proceso mismo de la proposicién
de las hipétesis de homologia a nivel de cada posi-
cion. Si la variacién de las secuencias del gen que se
estd comparando entre varios taxa se debe tinicamente
a las substituciones (transiciones o transversiones)
entonces la longitud de las secuencias es igual v el
alineamiento es directo. Sin embargo, cuando las
mutaciones resulian en inscerciones o deleciones ¢n
alguna de las sccuencias ¢s necesario definir las po-
siciones comparables entre los taxa. Para cllo, comun-
mente se deben introducir uno o varios espacios para
mantener la similitud posicional entre las secuencias.
En lo sucesivo, un espacio entre dos nucledtidos sc
denominard indel simple y dos o mas espacios conli-
guos se denominardn indels miiltiples. Las indels
muiltiples, a su vez, pueden ser de la misma o distin-
ta longitud.

Las indels simples y miiltiples se presentan en to-
dos los genes y organismos aundgue su frecucncia varia
entre las diferentes regionces del genoma. Las indels
son relativamente raras en los genes codilicadores de
proteinas, pero son comunes en las regiones que for-
mar las asas de los genes de ARN ribosomal o cn
sceuencias no codificadoras para protefnas. General-
mente, el alincamiento éptime incluye indels que
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pueden ser de un nucledtido o de varios nucledtidos
contiguos. En la figura 1 se muestra ¢l alincamiento
de las secuencias de cinco UTQ’s, En ¢l alineamien-
to I se presentan las secuencias obtenidas directamente
del gel mientras que en el alineamiento 2 se presen-
tan las secucncias después de que se ha maximizado
su similitud. Por ejemplo, los estados comparables en
la posicion 2 del alineamiente 1 son “cttcc” mientras
fue en &l alineamiento 2 los estados son “¢- <¢” para
cadz uno de los ¢inco taxa.

Se han desarrollado diversos algoritmos para el
alineamiento automatice de secuencias que optimi-
zan la similitud entre ellas penalizando a las substi-
tuciones v a las indels (Fitch v Smith, 1983). El valor
de la penalizacién es arbitrario (Hein, 1989; Mindell,
1991). &i sc asignan penalizaciones altas (por gjem-
plo, 10 substiluciones a 1 indel) cada posicion don-
de no hay cambio ¢l costo es 0.0, si huy una
substitucidn el costo ¢s de 0.1 mienuras que una in-
del vale 1.0. Los programas agregan el costo de Lo-
das las posiciones en un indice total de la comparacion
de cada par de sccuencias y sc selecciona el alinea-

Alineamiento 1

posicién 2

UTO 1 actaagcgtagctget ; e
UTO 2 ataagcgtagectaget Pt
UTO 3 ataagegtageget | t
UTO 4 actaagegtagectaaget | ¢
UTO 5 actaagcgtagectgcet <

Alineamiento 2

UTO 1 actaagcgtagct--gct | c
UTO 2 a-taagcgtagcta-gct | -
Uto 3 a-taagcgtagc---gct | -
UTO 4 actaagcgtagctaaget | c
UTO 5 actaagcgtagct--gct | ¢

Figura 1. Dos alineamtentos posibles de las secuen-
cias génicas de cinco UTO's. El alincamiento | mucstra
las secuencias como son lefdas direclamente del gel.
El alineamiente 2 muestra las secuencias después de
quc sc ha optimizade su similitud total. El alincamien-
1o optino incluye una serie de inserciones-delecio-
nes que pueden ser de un nucledtido o de varios
nucledtidos contiguos. Por ¢jemplo, los nucledtidos
comparables de la posicidon 2 en el alineamicento |
son cttce. Después que se ha optimizado fa similitud de
las secuencias los nucledtidos comparables son - <.
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NO Si
representan infoermacién representan informacion
-
UTO 1 c c | c 0 c
uToO 2 - ? | | - 1 -
uTte 3 ? | - 1 -
UTO 4 c c o e 0 ¢
UTO 5 c c L c 0 c
ambiguas  excluidas presencia/ 5¢ estado
ausencia

Figura 2. Enfoques alternativos para la codificacidn de las indels simples. Cuando se consideran como un artificio
del alineamiento y cuando sc consideran come una hipdtesis de homalogia. En el primer caso se codifican como
ambiguas (?) o sc excluyen de la matriz. En el segundo se codifica como presencia/ausencia o como So. cstado. Si
se codifica como presencia/ausencia sc adiciona una columna para representar la presencia o ausencia de la in-

ar

del con la opcidn gapcode=missing en PAUP. Si se codifica como 57 estado sdlo se sclecciona gapeode=newstate ¢n

PAUP.

miento con el menor coste, es decir, donde se intro-
ducen ¢l menor numero posible de indels. Mientras
que si se les da penalizaciones bajas (por ¢jemplo, 2
a 1) sc favorcece 1z insercién de indels. Los algorit-
mos calculan el costo de Lodos los desplazamientos
posibles y escogen el alincamiento con €} menor costo.

Enfoques filogenéticos para
la codificacion de las indels

Se revisaron los trabajos en cuatro revistas (Cladistics,
Molecular Biology and Evolution, Systematic Biolo-
gy, Systematic Botany) publicadas de enero de 1993

NO si
representan informacién representan informaciéon
-
UTGO 1 clt.- -lg ct??g c| |9 t-- 0 2 010
Uto 2 cita-g ctazg K ta- 0 1 100
UTO 3 c---g c???g c| |g - 0 3 001
UTO 4 ctaalg ctaag ¢ g taa 1 0 ooc
UTO 5 cot--lg ct??g cl_ J|g t-- 0 2 010
ambiguas excluidas 5 estado  presenciaf  dif. longitudinal/ dif. longitudinal/
ausencia  dif. estado dif. caracter

Figura 3. Enfoques alternativos para la codificacion de las indels miiltiples. Cuando se consideran como un artifi-
cio del alincamiento y cuando se consideran como una hipétesis de homologia. En ¢l primer caso se codifican
como ambiguas o se excluyen de la matriz. En el segundo caso sc codifica como 5o. estado, presencia/ausencia,
diferente longitud/dilerente estado y como dilerente longimd/diterente cardcter. Estos dos dltimos codigos se
han emplcado cuando las indels son de varias posiciones contiguas pero de diferente longitud entre los UTO's.
Cuando se codifican como diferente longitud/diferente estado se adiciona una nueva columna a la matriz de datos
¥ cada una de las indels de distinta longitud se codifica con diferente estado. 81 se emplea el codigo diferente
longitud/diferente cardcter, se adicionan varias columnas a la matriz de datos y cadz indel de distinta longitud se
codifica como la presenciz/ausencia de un nuevo cardcter. En amhbos casos los analisis sc efectian con {a opcidn
gapcode=missing en PAUP.
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a mayo de 1996. Cada estudio filogenético con secuen-
cias se examind para identificar el tipo de codilica-
cién de las indels. La figura 2 muestra las distintas
formas de codificacidon de una indel simple mientras
que la figura 3 muestra las de una indel mualtiple de
diferente longitud. El examen de la literatura reveld
que se han usado dos distintos enloques para el ana-
lisis de las indels. El primero las elimina comeo un
artificio del alineamiento y por consiguiente sin nin-
gun valor filogenético (por ejemplo, Otay Nei, 1994;
Pawlowski ef al., 1994). El segundo enfoque las con-
sidera implicitamente como hipétesis de homologia
{por cjemplo, Lloyd y Calder, 1991, Baum e «f., 1994,
Vogler y DeSalle, 1994; Clark et al., 1996).

Bajo ¢l primer enfoque, dos alternativas comun-
mente empleadas implican que las indels son un ar-
tificio del alineamiento ¥ que no representan
informacién filogenética, L.a primera ¢s codificarlas
como ambiguas (“?”) en la matriz de datos y la segunda
s excluirlas de los analisis. Cuando se codifican como
“27, se debe seleccionar la opcién “gapeode=missing”
en PALUIP. En este caso los analisis optimizan cualquiera
de las otras bases que aparecen en la misma colum-
na o posicidn (por ejemple, Winnepenninckx et al,
1995; Murphy y Collier, 1996). En la mayoria de los
trabajos, el tratamiento de las indels no es claro y
frecuentemente se omiten inadvertidamente de los
andlisis filogenélicos al codificarlas como “?". En
contraste, manualmerte se pueden excluir las colum-
nas que contienen indels adn si la mayoria de los taxa
presentan un nucleétide y los andlisis obviamente no
toman en cuenia estas bases (Pawlowski ef al., 1994).

Bajo el segundo enloque, los estudios que consi-
deran a las indels como hipétesis de homologia si-
guen cuatro alternativas de codilicacion (figura 3).
La primera es codificar las indels en cada columna
en la matriz de datos como un nuevo estado. Poten-
cialmente una indel es un quinto estado y general-
mente se representa por un guién (-). En este caso
12 hiisqueda de cladogramas se efectia con lz opcidén
“gapcode=newstate” en PAUP (por ejemplo, Stewart
y Baker, 1994; Lalay ¢ al, 1995). La segunda alter-
nativa es codificarlas como un cardcter adicienal. Esto
se logra cuando por cada columna (primaria) don-
de existe una indel (*#”) se agrega una nueva cohunna
(secundaria} en la cual se regisira la presencia o
ausencia de las indels mediante un codigo binario
{0,1). Para activar apropladamente este codigo en
PAUP los analisis se eflectiian con la opcién
“gapcode=missing”, el cual no elimina los nucledti-
dos de la columna primaria (por cjemplo, Steele y
Vilgalys, 1994; Johnson y Solds, 1994). Estas dos al-
ternativas de codificacion se han aplicado tanto a las
indels simples como a las muliiples pero de la mis-
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ma longitud. Algunos autores han argumentado que
no es apropiado codificarlas como un quinte estado
sobre tode las indels muliples. Esto se debe a que
cada una de las pusiciones contiguas sc interpreta
como un evento independicnte lo que ocasiona que
las indels pesen excesivamente en los andlisis. Tam-
hién se ha sugerido que es mapropiado codiftcarlas
como presencia/ausencia puesto que hay indels
mmiltiples que se sobrelapan (Ecrnisse y Kluge, 1993).

La tercera v cuarta alternativas se han utilizado en
el caso de las indels multples y de diferente longi-
tud entre los laxa. Algunos autores han optado por
adicionar una nueva columna a la matriz de datos cn
la cual cada una de las indels de distinia longitnd se
codifica con diferente estacdo (Baum ef o, 1991). Otros
han seguido la allernativa de adicionar varias columnas
a la matriz de datos. Cada indel de distinta longitud
se interpreta como un caracter y se codilica la pre-
sencia/ausencia como los estados (Vogler y DeSalle,
1994). Las columnas que contienen las indels se co-
difican con *?7 y las biasquedas en PAUP se efectian
con la opcidn “gapcode=missing”™ ya sea quc las in-
dels de diferente longitud se codifiquen como un
caricter o como dilerentes caractercs.

Total = 60

D Varios estados
Ambiguas [?)
Excluidas

@ 5° estade
Codificacitn
~ 1 maltiple

Presencial
ausencia

Figura 4. Proporcion de los cadigos usadoes para las
indels en los anilisis filogenéticos de secuencias gé-
nicas en 60 estudios taxondmicos. Las releroncias se
obtavicron dc cuatro revistas ( Cladistics, Molecnlar
Biology and Evolution, Systematic Biology, Systematic Bo-
tany) publicadas de enero de 1993 a mayo de 1996,
La codificacién miltiple incluye la asignacion de mds
de un codigo para las indels en los andlisis.
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Evaluacién del efecto de las indels en los
analisis filogenéticos de secuencias gépicas

La misma revisién hibliografica también expuso que
muy pocos trabajos cxploran la asignacién de mas de
un codigo para las indels {figura 4). En la mayoria,
se codifican Gnicamente como ambiguas y otros las
excluyen completamente de los andlisis. Algunas ve-
ces no ey explicito si las indels se codificaron comao
ambiguas o s excluyercn intencionalmente. No obs-
Lante, se identificaron twece estudios en donde se
asignd claramente mas de un cédigo para las indels.
Dos de estos estudios mezclaron en un solo anilisis
dos cédigos para fas indels localizadas en dos regio-
nes distintas de la misma secuencia (Milinkoviwch ef
al., 1994; Csink vy McDonald, 1993). Los once estu-
dios restantes aplicaron los cddigos en anilisis por sc-
parado y se compard el efecto en los cladogramas
resultantes. En estos estudios, la combinacién de co-
digos es diversa (Tabla 1). Por ejemplo, cinco estu-
dios las codiflicaron como “ambiguas”™ y como
“presencia/ausencia”. Aunque por limitaciones del
programa DNAmI, dos de estos estudios codificaron
las indels simples y miltiples con una base en lugar
de “0,17 (Fich ef af., 1995; Buckler y Holisford, 1996},

Los resultados de la codificacion multiple también
son variados (figura 5). Por un lado, cinco estudios
calificaron ¢l uso de los distintos cddigos come irre-

104
g1
5 1
74
oy
& 51
e
o
@ 5 L
S 1 1
4 T
= 4 | t
i) P
€ 3 = \& N
3 N
E 21 \
1 & N
4 - y ) \\Y
= [
0 - 1 : : \
7
incrementa de > informativas B irelevantes
; Iﬂlﬂ
homoplasia L

Figura 5. Efecto de la codiftcacion miltiple de las
indets en los estudios filogenéticos registrados cn la
literatura.

levante en relacién a la topologia (Beinlema ef al.,
1994; Ford et al., 1995; Fiwch &f al., 1995; Janczewski
et al., 1995; Crandall y Fitzpatrick, 1996). Por otro,
s¢ registré incremento en la homoplasia (Friedlan-
der ef al., 1996) v también sc¢ han calificado como
informativas (Kernisse y Kluge, 1993; Giclly y Taber-
let, 1994:; Johnson ¥ Solis, 1994; Vogler y DeSalle, 1994;
Buckler v Holisford, 1996}, El reducide numero de
estudios que han examinado los codigos alternativos
no permite por ahora anticipar cuales son Ias tenden-
cias en los cambios de los patrones de homoplasia o
Ia topologia de los drboles. También se desconoce qué
otros cfectos pueden resultar de los diferentes codi-
gos para las indels. Con el propdsito de iniciar el
examen de este problema se hizo un ¢jercicio preli-
minar con los seis cédigos conocidos en la literatura
para cl andlisis de las indels. La matriz de datos dis-
ponible para este examen consiste en las secuenciag
el gen del ARN ribosomal para ¢l complejo Rhizos
tonia selani (Gonzilez, 1992). La cvaluacion de los
cadigos se hizo sobre los efectos que tuvieron en los
niveles de homoplasia, en los cambios topoldgicos, en
la résolucion y en ¢l nimero de arboles.

Andlisis de las seenencias y codificacién de indels. 1a re-
gidn secuenciada del hongo fitopatégeno R. solani
corresponde a la terminacién 5° de la subunidad Jar-
ga y una porcioén del espaciador interno 2 {ITS 2) del
ADN ribosomal {Gonzilez, 1992). Se sccuencio un
representante de 13 grupos intraespecificos de diez
grupos anastomosicos de este hongo (Ogoshi, 1987,
Sneh #f al., 1991). Ouos dos grupos intraespecificos
de un grupo anastomdsico se representaron con 6
individuos para detectar polimorfismo. En total se
sceuenciaron 19 UTO’s de R. solani y un grupo ex-
lerne (K. cerealis). Las secuencias se alincaron manual-
menlte con ¢l programa ESEE (Cabot y Beckenbach,
1989). Sc inscrtaron espacios para justificar diferen-
cias en longitud. Dependiendo de los codigos usados
para las indels el alincamicnte de la regidn secucn-
ciada produjo de 49 a 85 caracteres informativos, de
los cuales 16 corresponden a indels. En la subunidad
larga se localizaron nueve indels simples, mientras que
en el ITS 2 se encontraron siete, cinco son simples ¥
dos son multiples de distinta longitud (figura 6). Las
indels se codificaron de seis mancras: 1) ambiguas (7},
2} excluidas, 3) quinto estado (-], 4) presencia/au-
sencia (0,1), 5) diferente longitud/varios cstados
{(0,1,2) vy 6) diferente longitud/varios caracteres (0,1},
La figura 7, muestra un fragmento de [a matriz de
las secuencias en la region del ITS 2 con las dos in-
dels mudtiples de distinta longiwud tal como resultan
del alineamiento. En la misma figura se ilustra la
aplicacién de cuatro cédigos distintos y las columnas

121



Dovores GONzALEy

generadas por cada cédige cuando sc consideran como
una hipéiesis de homologia.

Andalisis filogenéticos. Las busquedas de arboles parsi-
moniosos se realizaron con el programa PAUY 3.1.1
{Swofford, 1993). Los seis andlisis correspondientes
a cada cddigo sc efecluaron heuristicamente con diez
réplicas v con las opciones “random taxon addition”
v “TBR branch swapping”. Se evalud la estabilidad de
Ins clados de los cladogramas resultantes en cada biis-
queda con un analisis de “bootstrap” de 100 réplicas
usando las opciones “simple taxon addition” y “TBR
branch swapping”. Un arbol de cada andlisis se muestra
cn las fliguras 8 v 9.

En el anilisis nimero 1, la codificacion de las in-
dels como ambiguas generd 52 caracteres informati-
vos y la opcién “gapcode=missing” permite la
optimizacidn de las otras bases que aparecen en la
misma posicion. Este anilisis resultd en un sdlo 4r-
bol mas parsimonioso de 105 pasos de longitud con
un iidice de consistencia (C1) de 0.543. La exclusion
de las indels en el andlisis nimero 2 elimina ademas
la informacién de los nucledtidos que se presentan
en las posiciones ¢n las que aparece una indel. Como
consecucencia s6lo se generaron 49 caracteres infor-
mativos. Esla bisqueda encontré el mismo cladogra-

ma que ¢l del analisis niimero 1 pero de 98 pasos de
longitud y con un CI de 0.551. En el andlisis ndme-
ro 3, la codificacion de las indels como quinto esta-
do {-) con la opcion “gapcode=newstate” permite que
sc consideren todas las columnas en donde aparecc
una indel. Los 85 caracteres informativos generados
es el mayor numero derivado de los seis cédigos. Bajo
este enfoque para codificar las indels se encontraron
scis cladogramas de 183 pasos de longitud y con CI
de 0.607 (figura 8).

En el analisis nimero 4 la codificacion de las in-
dels como un caracter adicional {presencia/ansencia)
requiere agregar una columna por cada bloque de
indels contiguas. DDado que se activa la opcidn
“gapcode=missing” la(s) columna(s) con las indels sélo
aporta{n) la informacién de los nucledtidos presen-
tes. Esta codificacion generd 65 caracteres informa-
tivos. El resultado de la basqueda fucron cuatro
cladogramas de 136 pasos (CI de 0.507) y el arbol de
consenso es igual que el del analisis 3. L.a coedilica-
cién de las indels maluples como un cardcter (dife-
rente longitud como diferente estade) en el andlisis
nimero 5 generd 65 caracteres informativos. Se en-
contraron cuatro cladogramas de 139 pasos (CI de
0.518). El arbol de consenso de este andlisis es el de
mayor resolucidn comparado con los arboles de con-

g__

8_1

7 1 ITs 2
6_1 total = 7

Num. de indeles

1 10 11

langitud {nim. de posicicnes contiguas)

Lsu

total =9

Nam. de indeles

1 10 11
longitud (mim. de posicion

ontiguas)

5 SSuU
! NTS

Figura 6. Tipo de las indels encontradas en la regién secuenciada del ADN ribosomal de Rhizectonia solani {region
en gris). La cstructura del gen incluye una region codificadora que incluye la subunidad larga (LSU)Y, la subuni-
dad corta (85U} y la subunidad 5.85. Una regién no codificadora que es transcrita {ITS 1 ¥ 2} v una regién espa-
ciadora que no sc transcribe (NTS). Las indels de la subunidad larga son simples mientras que las indels del TT8 2

son simples y miltiples.
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senso de las otras bisquedas donde se consideran a
las indels como hipé6tesis de homologia. En el anali-
sis ndmero § las indels miltiples se codificaron como
varios caracteres (presencia/ausencia) dependiendo
de su longitud. Este codigo generd 69 caracteres in-
formativos y resultaron trece cladogramas de 149 pasos
(CI de 0.490). El drbol de consenso de este andlisis
es €] de menor resolucidon (figura 9).

Las figuras 8 ¥ 9 muestran el efecto de los distintos
codigos asignados a las indels sobre las relaciones
filogenéticas del hongo fitopatdgeno R. solani. Los scis
diferentes cédigos de las indels resultaron en obvias
difercncias en ¢l indice de consistencia, en el niime-
ro de drboles y en la topologia. Igualmente hay dife-
rencias en los niveles de robustez revelados por el
indice del “bootstrap” aunque la mayoria de los cla-
dos en los seis drboles son los mismos. Es dificil com-
parar los rboles en funcién de los niveles de robustez

mediante ¢l “beotsirap”, pere mediante los indices
de consistencia (CI} se puede tener una idea de las
tendencias generales del electo de los codigos para
tas indels. 1 problema es como evaluar si las diferen-
cias entre los CI son significativas o son parte de la
variacidn esperada debido a las dilerencias en la matriz
de datos usada para cada analisis. Empiricamente
Sanderson y Donoghue (1989} cncontraron en nu-
mcerosos estudios cladisticos que los indices de con-
sistencia estan correlacionados con el ndmero de axa
pero no con el nimeroe de caracteres. La evaluacidn
de las diferencias entre Ios CI de los seis analisis pre-
sentes entonces debe tomar en cuenta que, aunque
se realizaron con distintos mimeros de caracteres
informativos, cada anilisis siempre incluyd 20 UTO's.

La revision de Sanderson y Donoghue (1989) in-
cluyd sesenta estudios y analizando el niimero de taxa
v los CI reportados, ellos derivaron la regresiéon po-

R. cereaiis T | =====m==-- GARR Bmmmmme
AG1T-IA ? PPPPPPPE?? Fyee 272227779227
AG1T-IB c | --------— CRAA A----———-—--
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AG2-1 T |- capa | --------mo-
AG2-2 c j--------- c CRAA A—------—-
AG3 T | --------— GRARZ A -
AGAHGI(7) C | memseee CT CTAA A—------ AGGG
AGAHGI(18) ¢ | -------- CcT GTaA Bmmr——m— AGGE
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AGAHGI{B) ¢ | ---m---- oT GTAA A--mmm-- AGGG
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AGE T ] e GAAA L et
AGY T J --------—- GAAA L
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| Bmmmmmm - 11 33 ool 00l
T (I VR 6 11 22 010 010
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(oI P —— ¢ 11 22 010 010
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T mmmmmmm- €T  B------- AGGE 11 11 100 100
L JE €T A------- AGGE 11 11 100 100
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Figura 7, Codigos de las indels usados en los anilisis filogenéticos de la matriz de datos de secuencias de R. soland.
Cuando se considera que no representan informacion filogenética, y cuando se considera que si representa infor-

macién filogenética.
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ambiguas excluidas
R. cerealis R. cerealis
o — AGI-IA o — AGT-IA
57 AGI-IB 73 AG1-IB
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1 AGAHGII(44) 1 AG4AHGII(44)
rml AGAHGII(45) AG4HGII(45)
AGAHGI(7) AGAHGIT)
EE AGAHGI(18) I AGAHGI(18)
AG4HGI{30) AG4HGI(30)
| ] AG4HGI(6) | AGAHGI(6)
i arbol 10— AGS 1 arbol . AGB-I
Cl 0.543 [ AG6-V Cl 0.551 AGB-V
longitud 105 62| — AG2-2 longitud 98 60 AG2-2
|__ AGS5 AG5
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Figura 8. Efecto de codificar las indels como ambiguas, excluidas v 50. estado en las relaciones flogenéticas de R.
solani. £l efeclo se observa en los cambios en homoplasia, en los cambios topoldgicos, en tos cambios en la reso-
lucién de tas ramas y en los cambios en el niimero de drboles. Los milineres en las ramas del arbol representan ¢l
resultado de los analisis de “bootstrap”™. 86lo sc incluyen los grupos que se mantienen en mds del 50% de las réplicas.
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Figura 9. Efcclo de codificar las indels como presenciasausencia, diferente longitud/diferente estado y diferente
longitud,/ diferente cardcter en las relaciones filogenéticas de R. selani. El efecto se observa en los cambios en
hontoplasia, en los cambios topoldgicos, en fos cambios en la resolucion de las ramas v cn los cambios en el ni-
mero de drboles. Los niimeros en las rainas del drbol representan el resultado de los andlisis de *bootstrap™. 8dlo
se incluyen los grupos que se mantienen en més del 50% de las réplicas.
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linomial CI = (.90 - 0.022 (nGmero de taxa) + 0.000213
(nimero de taxa)? para estimar el valor del indice de
consistencia para un nimero de taxa dadoe. En el caso
de 20 taxa, ¢l valor del CI esperado es §.545. Los
valores de los cince estudios revisados por Sanderson
y Donoghue (1989) van de .35 a 0.68, mientras que
los valores encontrados aqui en los seis andlisis con
R. solani oscilan entre 0.490 y 0.607. La desviacién
estindar a partir de estos once valores es de 0.09.
Aunque no es una prueba formal, el hecho de que
los valores del CI derivados de los seis codigos estin
comprendidos en la variacién de una desviacién es-
tandar sugiere que no existen diferencias significati-
vas. 86lo puede resaltarse la tendencia de que la
codificacion de las indels como diferentes caracteres
para diferentes longitudes causa un aumenta en el
niimerc de drboles, disminuye €l indice de consistencia
y se pierde la resolucién presente cn drbeles deriva-
dos de los otros cinco cédigos. En contraste, la ma-
yor resolucién, asi como ¢l menor nimero de arboles
se obtienen cuando las indels se codifican como
ambiguas o si sc cxcluyen.

Conclusiones

Los analisis filogenéticos con secuencias génicas pa-
recen simples a primera vista debido a que los carac-
teres y los estados ya cstan definidos en cste tipo de
datos. Sin embargo, csta simplicidad es enganosa,
pueste que sc requicre establecer homologia taxica
o transformacional a nivel de cada posicidn, La ela-
boracién de hipotesis de homologia a nivel de las
secuencias genicas €s un proceso complejo que incor-
pora las bases empiricas de similitud, variacion dis-
creta, conjuncién, heredabilidad ¢ independencia (tal
como con cualquier otro sistema de caracleres). Tam-
bién, incluye una [ase inferencial en la que las ho-
maologias potenciales se evalilan si son congruentes
en un cladograma mas parsimoniosc. Ademads, la
presente revision ha resaltado las dificultades meto-
dolégicas para la codificacién apropiada de las indels.
Todo csto hace quc el andlisis de las secuencias gé-
nicas requiera no solo una base empirica amplia sino
también un marco tedrico claro.

La base tedrica para ¢l analisis cladistico de las
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Ford ef al., 1995 X X
Crandall y Fitzpatrick, 1996 X X X
lohnson y Soltis, 1994 X X
Eernisse v Kluge, 1993 X X
Friedlander et al., 1996 X X
EJ
Buckler IV y Holtsford, 1996 X X
Janczwski et al,, 1995 X X
Fitch et al., 1995 X X
Gielly y Taberlet, 1994 X X
Vogler y DeSalle, 1994 X X X
Beintema et al., 1994 X X

Tabla 1. Combinacién de cédigos usados para las indels en los estudios donde se evalud su significado filogencti-
¢o. La combinacion de cédiges mas usada fue ambiguas y presencia/ausencia. 86lo dos estudios evaluaron tres

cGdigos simultdneamente.
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sccuencias génicas es ¢l concepto de homologia filo-
genética. Bajo este enfoque conceptual, silos nucled-
lidos en una posicién no varian, esios son evidencia
de homologia tixica y si las bases son dilerentes en-
Lonces se infiere una hipétesis de homologia trans-
formacional. Esto resalta que un caricter taxondmico
es un sistema de por lo menos dos homdélogos trans-
formacionales o estados. Este principio conceptual se
aplica tanto a las substituciones como a las indels, 'Tal
como cn ¢l caso de otros caracteres, la congruencia
entre hipétesis resolverd si las bases o las indels en
una posicién puceden mantenerse como evidencia de
homeologia filogenética. Entonces la decision de st una
indel es informativa ¢ no depende de incluirla codi-
ficada apropiadamente en los andlisis de parsimonia.
La presencia de indels simples y midltiples es ine-
vitable como resuliado del alineamiento de las secuen-
cias. La asignacién de un cédigo apropiado para las
indels es un problema mas serio de lo considerado
por dutores previos y hasta ahora éste ha sido un
preblema poco explorado. La revision de la literatu-
ra reveld que se han usado scis cadigos, dos de los
cuales las eliminan tacitamente de los andlisis y cualro
permiten su cvaluacion como hipélesis de homolo-
gia. Comiinmente s6lo las substituciones (lransicie-
nes ¥ transversiones) sc consideran sitdos informativos,
pero en este trabajo se ha argumentado que las in-
dels también representan hipdtesis de homologia
potencial. Congrucnte con esta posicion, s¢ deberian
codificar las indels para identificar tales hipdtesis
{tixica o transtormacional} y usarlas juntoe con las
substituciones para reconstruir patrones de ancestria
comun. En principie, cualquiera de los cuatro cédi-
gos que consideran a las indels como informativas
deberia preferirse. Pero por ahora, la mejor manera
de representar la variacion de las indels parcceria ser
codificarlas como un cardcier adicional con varios
cstados dependiendo de su longitud (figura 3).
Muy pocos estudios han examinado los efectos del
use de mids de un codigo para las indels. Los seis
codigos conocidos se aplicaron para evaluar su elec-
o cn las relaciones filogenétlicas entre poblaciones
del hongoe fitopatogeno R. solani. La inclusion de las
indels en esta malriz de secuencias no afecta signift-
cativamenlte ¢l nivel de homoplasia en seis andlisis
diferentes. Kl electo mis radical es sobre la resolu-
cion de los clados y el niimero de drboles. La codili-
cacion que mas afectd fue la de diferentes caracteres
para diferentes longitudes de las indels multiples. En
contrasle, la mayor resolucién asi como ¢l menor
nimero de drboles se obtienen cuando las indels se
codifican como ambiguas o se excluyen de la matriz.
Estos resultados obviamente son preliminares e incom-
pletos ya que derivan de una sola matriz de datos. Il

reducido niimero de estudios que han usado cédigos
alternativos no permite conocer cudles son las ten-
dencias en los cambios de los patrones de homopla-
sia o la topelogia de los drboles. También se desconoce
qué otros efectos pueden resultar de los diferentes
codigos para las indels. Por esto, se estan reanalizando
varias matrices de secuencias publicadas para evaluar
el efecto de recodificar las indels, ya que éstas no se han
incluido en la mavoria de los anilisis filogenéticos.
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