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RESUMEN 

La existencia de transferencia horizontal de genes entre especies 
o poblaciones bacterianas puede probarse comparando dos árboles 
filogenéticos derivados de distintos genes. En este trabajo se 
desarrolló, por medio de una simulación en computadora, un método 
cuantitativo para estimar el número de eventos de transferencia 
ocurridos en un grupo bacteriano usando el principio de congruencia 
filogenética. Se estudió el efecto de la transferencia de genes 
sobre la diferencia topológica entre dos árboles filogenéticos, uno 
derivado de un gen cromosomal -secuencia no transferible - y otro, 
de un gen plasmídico -secuencia transferible. Se encontró que la 
diferencia topológica entre dos árboles de este tipo es una función 
del número de eventos de transferencia de genes ocurridos en las 
poblaciones o especies analizadas. Los resultados pueden explicarse 
de manera satisfactoria usando un modelo logístico y el 
comportamiento es esencialmente el mismo bajo diferentes 
condiciones: tasas de sustitución variables entre linajes, 
diferente longitud de las ramas, diferente número de OTUs 
(unidades taxonómicas operacionales) en el árbol y diferentes 
topologías. 

El método desarrollado se probó en datos empíricos tomados de la 
literatura (Young y Wexler, 1988) y se estimó la cantidad de 
transferencia de genes ocurrida entre plásmidos Sym en dos 
poblaciones agrícolas de Rhizobium leguminosarum biovar viceae. Al 
comparar árboles filogenéticos derivados del plásmido y del 
cromosoma, tomando en cuenta el error de reconstrucción filogenética 
involucrado, se encontró que entre el 20 y el 40% de todos los tipos 
genéticos involucrados, han estado implicados en eventos de 
transferencia horizontal de genes. Este valor disminuye hasta 1.5% 
cuando sólo se comparan árboles derivados de distintas regiones del 
plásmido. 



INTRODUCCION 

A nivel evolutivo, la consecuencia más importante de la 
reproducción sexual es la redistribución de genes (Felsenstein 
1988). Este proc~so implica que los genomas se mezclen y recombinen 
para dar lugar a nuevas combinaciones genéticas. si bien este no es 
el lugar para discutir las ventajas adaptativas de la reproducción 
sexual, es decir, de la recombinación, es importante hacer notar que 
este fenómeno, como se discute en la primera sección, condiciona de 
que forma puede actuar la selección natural sobre una población. 

En organismos procariontes no hay propiamente reproducción 
sexual. Sin embargo, si hay transferencia horizontal de genes 
mediada por elementos extracromosomales y existe toda una maquinaria 
molecular de recombinación (Low y Porter 1978). 

La transferencia horizontal de genes es una forma de flujo génico 
y, por lo tanto, determina hasta que grado son independientes los 
cambios genéticos en diferentes poblaciones. El efecto evolutivo de 
la transferencia de genes va a depender de varios factores: 

1) La estructura genética de las poblaciones en cuestión. 

2) Las características adaptativas para las cuales codifiquen los 
genes intercambiados, es decir, los coeficientes de selección 
involucrados. 

3) La magnitud y el al" ance del proceso; es decir, si es muy 
frecuente y si se da entre linajes muy distintos como podrían ser 
organismos pertenecientes a diferentes géneros o familias. 

Por otra parte, si hay intercambio genético y recombinación 
entre distintas especies o poblaciones, los patrones filogenéticos 
derivados de genes homólogos no van a representar las rutas de 
divergencia de dichos linajes. Sin embargo, los patrones 
filogenéticos pueden ser utilizados para estimar la magnitud de la 
transferencia de genes entre linajes. 

El objetivo de esta tesis ha sido desarrollar un método 
cuantitativo para estimar a partir de la comparación de árboles 
filogenéticos la magnitud de la transferencia horizontal de genes 
entre poblaciones o especies bacterianas. 

l. Estructura genética de poblaciones bacterianas. 

i) Propiedades del desequilibrio por ligamiento en presencia de 
selección. (Felsenstein, 1988) 



Imaginemos una población haploide con dos loci A y B, Y que cada 
locus presenta 2 alelos, a ya, y, b Y b respectivamente. 
supongamos que la poblaciOn est¡ en equilibrio ~or ligamiento, lo 
que quiere decir que no hay asociación entre la presencia de 
cualquier alelo en el locus A y la presencia de cualquier alelo en 
el locus B. De esta forma, la fracción de alelos b l entre individuos 
que son al es la misma que la fracción de genotipos b l en toda la 
población. si P(a l > es la fracción de todos los alelos al en la 
población y P(b

1
> de los alelos b

1 
entonces 

P(a1b1J = p(a1JP(b1J 

Es decir, si la selección natural actúa sobre el locus B no va a 
modificar las frecuencias gen1cas en el locus A. si en una 
generac10n hay selección por viabilidad primero en el locus A y 
luego en el locus B, el efecto es el mismo que si el regimen de 
selección impuesto de acuerdo a la adecuación de cada genotipo fuese 
el producto de la adecuación en el locus A por la adecuación en el 
locus B. Cuando la selección es multiplicativa, el desequilibrio por 
ligamiento no aparecera si no e}=istia antes. si las adecuaciones de 
al y a

2 
son, respectivamente, 1.0 y 0.9, Y las adecuaciones de b l y 

b
2 

son 1.0 y 0.8, la adecuación del genotipo a¿b2 será de 0.9 x 0.8 
= 0.72 Y tendrá exactamente el mismo efecto que si ocurrieran dos 
eventos de selección sucesivos, uno en cada locus. De hecho, el 
efecto de la recombinación es disminuir el desequilibrio por 
ligamiento hasta cero creando gametos que contienen genes asociados 
al azar a partir de diferentes gametos en la generación previa. 

Si hay desequilibrio por ligamiento esto afecta la tasa de 
respuesta en cada locus a la selección natural. si en una población 
los alelos al y b l están asociados de manera no aleatoria, lo mismo 
se aplica a los alelos a y b. Debido a esta asociación, la 
selección natural, al ~liminaf a los alelos a

2 
elimina al mismo 

tiempo a los alelos b 2 , por lo que la selección sobre un locus 
cambia las frecuencias génicas en el otro. 

si los alelos favorecidos son al y b Y estan asociados 
(desequilibrio por acoplamiento), la selección sobre cada uno 
acelera el cambio en las frecuencias gen1cas del otro. El 
desequilibrio por ligamiento acoplado aumenta la tasa a la que una 
población responde a la selección natural. El caso contrario, la 
asociación entre al y b 2 , (y por lo tanto, entre a 2 y b l ) provoca 
que la selección sobre ambos loci entre en conflicto (desequilibrio 
por repulsión). Desde luego, los términos "acoplamiento" y 
"repulsión" requieren que se especifique que alelos en cada locus 
son los que incrementan la adecuación. La manera más sencilla de 
visualizar el desequilibrio por ligamiento es imaginar al 
principio dos loci con dos alelos cada uno ta~ que las 2decuaciones 
de a l b 1 , a 1b 2 , a

2
b 1 y a 2b

2 
esten en proporc10nes (1+5) : 1+5: 1+5: 

1. En este Caso el alelo con subíndice '1' en cada locus está 
favorecido por un coeficiente de selección 5 y los dos loci no 
interactúan. si las frecuencias alélicas fueran idénticas en ambos 



loci, el caso más extremo de desequilibrio por acoplamiento 
sería que la población consistiera únicamente de genoti~os a 1b 1 y 
a b . Sus adecuaciones estarían en proporción (1+5) : 1. El 
d~s~quilibrio por acoplamiento implica que l os individuos con el 
alelo a y aquellos con el alelo a difieren e n adecuación más 
de (1+1 5):1 y esto va a acelerar ~l cambio de frecuencias en el 
locus A. En el caso extremo de repuls i ón en que unicamente existen 
individuos a b 2 y a 2b 1 en la población , las adecuaciones de 
ambos ger.otlpos son inénticas (1+5 e n ambos casos) por lo que la 
s elección favoreciendo al alelo al se ve contrabalance ada por 
la selección que favorece al alelo b 1 . 

De todo lo anterior se concluye que, para que podamos obSErvar 
algun efecto en la modificación de las frecuencias alélicas o en los 
equilibrios genéticos de una población deb ido a recombinación deben 
existir adecuaciones no multiplicativas, que es a final de cuentas 
lo que provoca el desequilibrio por ligamiento. 

ii) Selección periódica en poblaciones bacterianas. 

La selecci ón periódica es , en realidad, un tipo de "cuello de 
botella" y se refiere a una de las principales c onsecuencias de la 
selección nat ural al actuar sobre una población de estructur a 
esencialmente clonal. Es decir, puest o que en organismos asexuales 
existe un ligamiento practicamente absoluto entre genes, las 
frecuencias de determinados alelos para un cierto número de 
marcadores geneticos, aumentan abruptamente como resultado de la 
selección que opera sobre cualquier otro locus en -el genoma del 
organismo (Hartl y Dykhuizen, 1984). Aunque el tamaño real de la 
población sea basta nte grande, las clonas principales son 
reemplazadas periódicamente por clonas de mayor adecuación, por lo 
que el tamaño efectivo de la población disminuye considerablemente. 
Las clonas principales se originan como uno, o unos cuantos 
individuos, que se han derivado por mutación a partir de una clona 
ya existente. El resultado es una población mucho más monomórfica 
de lo que se esperaría si la población no fuera purgada de esta 
forma. Dado que no se requiere una contracción en el tamaño total de 
la población, las clonas de mayor adecuación podr í an, durante el 
proceso de fijación, intercambiar genes con las clonas a las que van 
a reemplazar. Como resultado del intercambio genético y la 
recombinación , el efecto asociado de selección sobre adecuaciones no 
multiplicativas característico de la selección períodica se vería 
muy reducido (Levin, 1981). Las combinaciones de genes podrían 
romperse y las clonas dejarían de funcionar de manera individual y 
de evolucionar separadamente (Selander y Levin, 1980) . 

En la actualidad es ampliamente aceptado el hecho de que las 
poblaciones bacterianas sufren "selección per iódica" (Selander y 
Levin, 1980; Selander et al. , 1985; Milkman y Crawford, 1983 ) . 
Muchos estudios indican que la estructura de las poblaciones 
bacterianas es fundamentalme .t e clonal con muy poco intercambio d~ 
genes cromosomales entre individuos mediado por recombinación. Las 
frecuencias observadas de los genotipos multilocus se desvían de 



manera muy significativa de una asociación aleatoria de alelos, y l a 
magnitud de los coeficientes de desequilibrio al comparar los l oc i 
por pares, no está aparentemente relacionada con la distancia física 
entre los loci. Más aún, al consider ar clonas de Escherichia coli 
aisladas de un solo individuo, los genotipos observados no muestran 
evidencia de recombinación frecuente. (Selander y Levin, 1980; 
Caugant et al. 1981). 

sin embargo, ¿qué ocurriría si las distintas clonas de una 
población bacteriana intercambiaran material genético contínuamente? 
A nivel de la población el resultado inmediato sería un mucho mayor 
tamaño efectivo y por lo tanto una menor capacidad de responder al 
efecto de la deriva génica. Para que exista intercambio genético en 
bacterias, éste debe de ser mediado por elementos extracromosomales 
que por recombinación adquieran segmentos de DNA cromosomal, se 
transfieran a otro organismo, y nuevamente recombinen intercambiando 
el material genético del organismo donador. Es decir, la tasa de 
transferencia de elementos extracromosomales es la primer a condición 
para que se rompa la estructura clonal de una población bacteriana. 

sin embargo, la tasa total de recombinación (intercambio 
cromosómico) debe ser una fracción de la tasa total de transferencia 
de elementos extracromosomales y por lo tanto es de gran importancia 
obtener estimadores confiables de esta última. 

II. TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE GENES EN BACTERIAS. 

En 1955 Joshua Lederberg publicó un trabajo titulado 
"Recombinatión Mechanisms in Bacteria" (Lederberg, 1955). En este 
artículo Lederberg usó el término 'recombinación' para referirse a 
los procesos combinados de transferencia de DNA de una célula a otra 
y al subsecuente establecimiento de alguna de la información 
genética de la célula donadora en la célula receptora. La 
recombinación en bacterias puede verse desde varias perspectivas, 
pero en muchos casos debe ser analizada en relación a un sistema en 
particular de transferencia de genes con el cual esté .asociado, como 
Lederberg implicó en su definición original de recombinación (Low y 
Porter 1978). 

La transferencia de genes presenta ciertas características únicas 
en poblaciones bacterianas puesto que es mediado por elementos 
extracromoso~ales tales como plásmidos, virus y elementos 
transponibles. Estos elementos son muy comunes y diversos en la 
naturaleza (Eberhardt, 1989). 

Recombinación y cransferencia de genes en bacterias. 

i) Elementos extracromosomales en bacterias 

Las poblaciones bacterianas pueden ser parasitadas por una 
variedad de elementos genéticos independientes (Levin y Lenski, 
1983). En esta discusión me referire a elementos extracromosomales 
(aún si están insertados en el cromosoma bacteriano) como a todos 



aquellos elementos genéticos presentes en poblaciones bacterianas 
con las siguientes características: (a) dichos elementos 
generalmente no incluyen genes que sean necesarios de manera 
obligatoria para la reproducción del organismo que los acarrea; (b) 
son capaces ya sea de replicarse de manera autónom~ o de sobre 
replicar su propio DNA en relación al DNA cromosomal típico de la 
célula (Campbell, 1981). Existen fundamentalmente 3 tipos de 
elementos extracromosomales a los que me referiré a continuación: 

1 .- Bacteriofagos o fagos son virus parásitos de las bacterias. 
Cuando se encuentran fuera de la célula, consisten de un genoma (ONA 
por lo general, pero a veces puede ser RNA) rodeado y protegido por 
una cápside protéica que adema s ayuda a introducir al virus dentro 
del huésped. Una vez dentro de la célula, el ONA del fago redirige 
el metabolismo del huésped hacia la síntesis de nuevas partículas 
víricas, las cuales son liberadas ocasionando la muerte de la célula 
huésped. A este proceso se le conoce corno ciclo lítico . Los fagos 
virulentos únicamente presentan el ciclo lítico, mientras que los 
fagos temperados pueden insertarse en el cromosoma del huésped corno 
un profago. Este luego se replica dentro del huésped sin que se 
produzcan nuevas partículas virales, y la célula huésped no es 
dañada. Una bacteria que acarrea un profago se dice que es 
lisogénica. Esta célula es inmune a nuevas infecciones por el mismo 
tipo de fago. Ocasionalmen~e el profago es inducido a entrar en fase 
lítica. (Maynard Smith, 1989) 

2.- Plásmidos son moléculas de ONA circular (que al menos en 
enterobacterias son físicamente independientes del cromosoma). 
Difieren de los fagos en que no presentan un estadio extracelular, y 
por lo tanto no codifican para proteínas de cápside. En la 
actualidad se conocen miles de plásmidos (Willets, 1985). El 
fenotipo de un plásmido no es un criterio confiable de clasificación 
porque, por ejemplo, puede estar determinado por un elemento 
transponible a mucho tipos de plásmidos. En cambio, la clasificación 
se basa en dos propiedades claves de los plásmidos: replicación y 
conjugación. Un plásmido conjugativo es aquel que provoca un 
contacto entre la célula huésped y otra células (receptoras), 
usualmente mediante la producción de pilum conjugativo que se 
extiende desde la pared celular de la célula conjugativa. La 
conjugac10n permite que un plásmido pase de una célula a otra. 
Algunos plásmidos son no conjugativos pero son movilizables por lo 
que pueden pasar a otra célula si la conjugación es causada por otro 
plásmido. A un plásmido que es tanto conjugativo como movilizable 
se le llama autotransferible (Maynard smith 1989). 

3.- Elementos transponibles o transposories: son pedazos de DNA que 
pueden transponerse de un sitio en un cromosoma o plásmido a otro. 
Cuando una copia de un transposón se inserta en un nuevo sitio, la 
copia original generalmente permanece en el antiguo sitio; la 
transposición es una forma de replicación. En segundo lugar, aunque 
la transposición involucra el rompimiento y religamiento del DNA, no 
requiere una secuencia homóloga entre el transposón y el cromosoma o 
plásmido: es decir, no es una recombinación homóloga. Los 



t r ansposones son generalmente secuencias de varias ki10bases y 
frecuentemente acarrean genes de resistencia a antibióticos. Las 
secuencias de inserción son elementos transponibles más pequeños de 
aproximadamente unas 1000 bases (Maynard-Smith 1989). 

La resistencia a antibióticos y a metales pesados; la capacidad 
de producir enzimas de restricción, toxinas, bactericinas y 
antibióticos; la habilidad de fermentar ciertas fuentes de carbon0 y 
la producción de estructuras para invadir habitats :specíficos son 
características codificadas por genes acarreados en p1ásmidos o en 
elementos transponibles. Aunque la abundancia y la diversidad de 
f enotipos bacterianos determinados por fagos es menor que la de 
fenotipos determinados por plásmidos o por elementos transponibles, 
hay algunos casos en los que la resistencia a antibióticos y la 
producción de toxinas se deben a genes acarreados en fagos. 

ii) Papel evolutivo de la transferencia horizontal de genes 

Los p1ásmidos conjugativos, los fagos y los elementos 
transponib1es asímismo desempeñan un papel importante en la 
evolución y adaptación bacterianas al funcionar como vehículos de 
intercambio de material genético . En el curso de una transmisión 
infecciosa estos replicones pueden "tomar" genes cromosoma1es de una 
bacteria y transmitirla a otra. Puesto que el rango de huéspedes de 
los p1ásmidos y virus bacterianos generalmente sobrepasa las 
barreras de "especies" y dada la existencia de mecanismos de 
recombinación en ausencia de homología, el rango de intercambio 
genéticos mediado por elementos extracromosoma1es puede abarcar 
grupos de bacterias muy diversos filogenéticamente. (Levin y Lenski 
1985) • 

Muchos autores han discutido sobre la trascendencia de la 
transferencia horizontal de genes en bacterias como una estrategia 
adaptativa (Reanny, 1978, Campbel1, 1981, Levin y Lenski, 1985, ; 
Evans, 1986; Eberhardt, 1989). Como Woese (1987) ha señalado, "en la 
situación extrema, los intercambios interespecíficos de genes seríar. 
tan comunes que una bacteria no tendría en realidad una historia 
evolutiva por sí misma; sería una quimera evolutiva". 

El flujo génico, ya sea intra o interespecífico, determina hasta 
que grado los cambios genéticos en diferentes poblaciones son 
independientes (Slatkin 1985). si bien puede inhibir la evolución a 
nivel genético al impedir que la selección natural y la deriva 
génica establezcan y mantengan diferencias genéticas locales, 
también puede desempeñar una función creativa al permitir que las 
poblaciones se muevan de un pico adaptativo a otro (Slatkin 1987). 
El flujo génico, como ya se ha mencionado, al ser mediado por 
elementos extracromosomales presenta características muy 
interesantes en poblaciones bacterianas. 

Los genes bacterianos se pueden mover entre elementos 
extracromosomales, o entre estos y el cromosoma. Lo último es 
particularmente cierto para los transposones , que son capaces de 



insertarse tanto en plásmidos como en el cromosoma. Los genes 
también pueden moverse de una cepa, especie o género bacteriano a 
otro y es este proceso lo qua se conoce como transferencia 
horizontal de genes. En este trabajo me referiré específicamente a 
este tipo particular de flujo génico. si este proceso fuera muy 
común entre grupos de orden taxonómico alto tales como especies, 
géneros o familias alteraría la tasa a la que evolucionan los genes 
homólogos de los linajes involucrad~s. 

La transferencia de genes es, entonces, una forma de flujo 
génico mediada por elementos extracromosomales los cuales 
normalmente codifican para características altamente adaptativas 
bajo presiones de selección. Dado que puede afectar en gran medida 
la dinámica de las poblaciones bacterianas, la transferencia de 
genes puede resultar un mecanismo evolutivo muy importante en 
poblaciones procariontes. De igual manera, puede tener consecuen~ias 
inesperadas si cepas modificadas por ingeniería genética son 
liberadas en ambientes naturales. 

111. ARBOLES FlLOGENETICOS 

1) TASAS DE EVOLUCION 

Fenotíp icas 

La evolución a nivel de forma y función es deteminada por la 
selección natural darwiniana, i.e. independientemente de los 
mecanismos gen~ticos subyacentes, se van a seleccionar fenotipos con 
una alta adecuación relativa. Si analizamos cuidadosamente el 
registro fósil se hace evidente que la aparic10n de un tipo 
estructural completamente nuevo es seguida por un período de 
evolución "explosiva" y luego, fases de cambio muy lento pueden 
con~ervar ciertos tipos morfológicos por largos períodos de tiempo 
(Kurten 1959). En conclusión la evolución a nivel de forma y 
función no obedece un comportamiento constante con respecto al 
tiempo y por lo tanto la tarea de la taxonomía clásica de derivar 
las relaciones evolutivas entre especies cuantificando diferencias 
morfológicas se torna muy complicada (Kimura 1983). 

Tasas de evolución a nivel molecular 

En las dos últimas décadas se ha acumulado una enorme cantidad 
de datos de secuencias aminoácidas y nucleotídicas para un gran 
número de proteinas y de genes. Kimura (1983) analizó las secuencias 
de la cadena alfa de hemoglobina de humano, perro, canguro, equidna, 
pollo, salamandra acuática, carpa y tiburón, y comparó el 
porcentaje de diferencias aminoácidas entre pares de secuencias con 
el tiempo estimado de divergencia para estos organismos a partir del 
registro fósil. Kimura observó que el porcentaje de diferencia entre 
secuencias es proporcional al tiempo. El paralelismo es aún más 
evidente si, en lugar de utilizar el número de diferencias, se 
utiliza el númerc de sustituciones. Es decir, puesto que puede haber 
ocurrido más de un cambio en un sitio determinado, el número de 



sustituciones puede ser mayor al número de diferencias observadas . 
Para corregir por las mutaciones superimpuestas es muy útil suponer 
que el pr8ceso de sustitución aminoácida se comporta de acuerdo a 
la ley de Poisson. Sea p = num de diferencias/ num total de 
aminoácidos , y K a el promedqo de susLituc i ones por sitio entre dos 
polipéptidos. su~óngase que las probabilidades de que ocurran 
0,1,2, ..• sustituciones aminoác i das en un sitio en particular están 
dadas por la serie de Poisson: 

( . ) -x i/., p 1 = e x 1. 

donde p(i; es la frecuenció re l ativa esperada de que ocurran i 
eventos y x es la probabilidad asociada, por lo tanto: 

-Kaa e + K e_Kaa + 
aa 

Al utilizar un proceso de Poisson estamos suponiendo que los 
eventos de sustitución a lo largo de la secuencia son independientes 
y con probabilidades iguales y que la existencia de una sustitución 
aminoácida por sitio es un evento muy raro para cualquier período de 
tiempo, pero al extende rnos sobre un período enorme, la probabilidad 
se vuelve apreciable . En conKa~to, la probabilidad de que dos sitios 
sean idénticos es e- . si igualarnos esto a la fracción de 
sitios idénticos de una secuencia dada tendremos 

-Kaa 
e = 1 - Pd 

Sacando logaritmo natural en ambos lados tenerno s : 

Kaa = -ln(l - Pd) ; 

Dado que K es el número de sustituciones aminoácidas ocurridas 
entre dos lina;ªs actuales que divirgieron hace T unidades de tiempo 
(a ños o generaciones), es decir, el 
ocurridas en 2T unidades de tiempo, 
unidad de tiempo es entonces: 

kaa= Kaa/ 2T 

número de sustituciones 
la tasa de sustitución por 

En la figura 1 el número estimado de sustituciones aminoácidas 
(K ) al ser graficado contra el tiempo de divergencia (puntos 
11ªRos) presenta un comportamiento claramente lineal cuya pendiente 
es 2K aa 

Tasas de sustitución nucleotídicas 

El método más sencillo para estimar el número de sustituciones 
nucleotídicas es la fórmula de Jukes y Cantor (1969). Supongamos que 
las sustituciones nucleotídicas ocurren en cualquier sitio 
nucleotídico con igual probabilidad, y que en un sitio determinado, 
un nucleótido cambia a cualquiera de los otros tres tipos con una 
tasa B por año. Consideremos dos secuencias (X y Y) que divergieron 
de una secuencia ancestral común hace t años. Denotamos por qt la 
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Figura 1. Relación entre K , e l número de sustituciones 
aminoácidas (ordenada) y el tiem~8 de divergencia en millones de 
años (abscisa). Tomado de Kimura, 1983. 

Figura 2. Tres posibles relaciones entre árboles de especies y 
árboles de genes para el caso de tres especies (X,Y y Z) en 
presencia de polimorfismo. t o y t

1 
son los tiempos de la 

primera y segunda especiación, respectivamente. La probabilidad 
de ocurrencia de cada árbol se muestra debajo del mismo. T= 
t 1 - t o y N es el tamaño efectivo de la población. Tomado de Nei, 
1987. 



proporc~~n de nucleótidos idénticos entre X y Y, Y Pt = 1 - qt' la 
proporcl0n de nucleótidos diferentes. En primer lugar, un sitIo que 
fuera idéntico para X y Y al tiempo t permanecerá igual al tiempo 
t+ l con probabilidad 1- 28. En segundo lugar, un sitio que tenga 
nucleótidos diferentes al tiempo t en X y Y, tendrá el mismo 
nucleótido al tiempo t+l con probabilidad 28/3 (en esta derivación 
los terminos al cuadrado o de orden superior han sido descartados). 

Por lo tanto: 

donde 8 = 8'dt 

Sea qt+1 - qt = dqtl dt = (28 - s8qt)/3; 

si partirnos de las condiciones iniciales q=l , t=O la solución de 
la ecuación diferencial es 

es decir 
q = 1 - (3/4) (1 - exp(-SBt/3» 

B = (-31st) [ In (1 -4p/3)] 

Puesto que el número esperado de sustituciones nucleotídicas por 
sitio (d) está dado por 2Bt, d se puede estimar de la siguiente 
manera: 

A 

d=2t [(-31st) [ In (1- 4p/3)] 
A 

d= -(3/4)ln(1 - (4p/3» 

donde p= 1 - q es la proporción de nucleotidos diferentes entre X y 
Y. 

Además del método de Jukes y Cantor existen otros métodos corno 
el método de dos parámetros de Kimura (19S0) que torna en cuenta que 
las tasas de transversiones y transiciones no sean iguales ; o el 
método de Tajima y Nei (19S4) que torna en consideración que las 
tasas de sustitución sean variables para diferentes posiciones de la 
secuencia. 

Una vez que se tienen los elementos para decir que tan distinta 
es una secuencia de otra, se pueden construir relaciones 
filogenéticas entre organismos. 

TIPOS DE ARBOLES FILOGENETICOS 

ARBOLES DE ESPECIES Y ARBOLES DE GENES 

Los evolucionistas generalmente están interesados en obtener un 
árbol filogenético de especies o poblaciones. Sin embargo, si 
obtenernos un árbol filogenético para un grupo determinado de 



organismos con la información de una sola proteína o un solo gen, lo 
que en realidad estamos obteniendo es un árbol de genes el cual 
puede o no ser igual al árbol de especies. Hay muchos árboles de 
genes dentro de cualquier árbol de poblaciones o especies y, más 
aún, el árbol de poblaciones puede en cierto sentido representar una 
compilación de genealogías para varios genes. sin embargo, la 
topología para un determinado árbol de genes puede diferir de la de l 
árbol de poblaciones o especies debido a: 

a) Errores de muestreo atribuibles a un número pequeño de 
nucleótidos o aminoácidos examinados ( Saitou y Nei 1986) 

b) Cuando el gen estudiado pertenece a una familia multigénica 
surge otro problema; no es fácil identificar los genes homólogos 
para todas las especies estudiadas. Cuando el número de genes 
duplicados es pequeño, la identificación es relativamente sencilla, 
pero cuando el número es mayor, como en el caso de las regiones 
variables de las inmunoglobulinas, resulta virtualmente imposible. 
(Nei , 1987) 

c) Heterogeneidad en las tasas de evolución entre linajes . Vamos 
a suponer, en el caso más simple, que los genes de cada especie se 
separaron al mismo tiempo que las especies. Supongamos además que 
los patrones de separación en la historia evolutiva de los genes 
concuerdan con los patrones de separación de las especies bajo 
consideración. Aún así puede darse el caso de que los patrones de 
ramificación o topologías de los árboles filogenéticos, uno el de 
las especies, que en el caso ideal se deriva de todo el genoma , y 
otro, el de un gen particular, no coincidan. Esto se debe a que las 
sustituciones nucleotídicas o aminoácidas ocurren al azar (procesos 
estocásticos) por lo que el número de sustituciones en el linaje 
(organismo) Z puede ser menor que en los linajes X y Y. Para evitar 
este tipo de error es muy importante analizar un gran número de 
nucleótidos o aminoácidos. 

d) Si existió polimorfismo en el momento de la separación de los 
genes, los tiempos de divergencia de los genes muestreados para 
diferentes especies serán mayores que los tiempos de divergencia de 
las especies. Más aún, la topología del árbol construido para un gen 
en particular puede ser diferente de la topología para a l árbol de 
las especies a causa del polimorfismo ancestral (Fig. 2; Tajima, 
1983; Neigel and Avise, 1986; Pamilo y Nei, 1988). 

e) Flujo génico. si hay intercambio genético y recombinacion 
entre distintos linajes (especies o poblaciones), los patrones 
filogenéticos derivados de genes homólogos, no van a representar la 
historia "real" de los linajes. 

Las últimas tres posibilidades no son simples generadores de 
"ruido" en la estimación filogenética. Al contrario, son fenómenos 
reales y una parte importante de la historia evolutiva de un grupo 
de linajes (Avise, 1989). Por lo tanto, los árboles de genes pueden 
utilizarse no sólo para estimar el árbol de las especies, sino para 



estudiar los procesos evolutivos anteriormente mencionados . 

ARBOLES CON RAIZ y ARBOLES SIN RAIZ 

Las relaciones filogenéticas entre genes o organismos 
generalmente se presentan en forma de un árbol con raíz. Sin embargo 
es posible dibujar árboles sin raíz o redes (Figura 3). El número de 
posibles árboles con raíz para un número n de espe cies es 

n-2 ( 2n - 3)!j 2 (n-2)! . (Nei, 1987) 

O sea que para n=10 el número posible de árboles con raíz es 
34'459,429 . El número de árboles sin raíz viene dado por 

(2n-5) ! j2n - 3 (n-3) ! (2' 027 ,025 para n=10) 

Es decir, a medida que el número de especies de un árbol aumenta 
se vuelve cada vez más difícil encontrar el árbol verdadero. Aunque 
es posible, a veces, obtener una topología sin raíz que con una alta 
probabilidad es la verdadera, localizar la raíz en el árbol puede 
ser una tarea muy difícil debido a los errores estándar asocia dos 
con los puntos de ramificación en una filogenia. 

METO DOS DE RECONSTRUCCION 

Existen var i os métodos distintos que se utilizan para reconstruir 
árboles filogenéticos a partir de datos moleculares. Los métodos más 
populares son los de matriz de distancias y los métodos de máxima 
parsimonia. 

En los métodos de matriz de distancias se calcula una distancia 
genética (proporción de sustituciones aminoácidas o nucleotídicas) 
para todos los pares de especies o poblaciones considerados y se 
construye un árbol filogenético considerando las relaciones entre 
estos valores de distancia. Una vez obtenidos los valores de 
distancia hay varias formas de construir el árbol. 

En los métodos de máxima parsimonia, la secuencia ancestral d 
nucleótidos o aminoácidos se infiere a partir de las especie~ 
actuales y el árbol se construye minimizando el número de cambios 
evolutivos para el árbol entero. 

En general es muy difícil reconstruir el ~ rbol que represente la 
historia evolutiva verdadera de las especies o poblaciones actuales. 
Hay dos tipos de errores en la reconstrucción filogenética: errores 
topológicos y errores en la longitud de las ramas. 

Los errores topológicos se refieren a errores en el patrón de 
ramificación de un árbol o topología. 

La longitud de las ramas, en el caso de un árbol de especies, 
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Figura 3. Cinco posibles árboles con raíz para un determinado 
árbol de 4 OTUs sin raíz. El número de posibles árboles de cada 
tipo se muestra en el recuadro, donde n es el número de OTUs en 
el árbol. 



re~resenta el intervalo de tiempo entre dos puntos de ramificación o 
entre un punto de ramificación (nodo) y una especie actual . En el 
caso de un árbol de genes, simplemente representa el número de 
sustituciones nucleotídicas ocurridas. 

Obviamente sólo hay una topología verdadera para un grupo de 
organismos y la tarea de los evolucionistas es encontrar esa 
topología a partir de los datos existentes. En la práctica, no hay 
manera de saber si el árbol obtenido es el correcto. La única cosa 
que se puede hacer es usar un método confiable de reconstrucción 
filogenética. Desgraciadamente, la confiabilidad del método depende 
del tipo de datos usados y del propósito del investigador. 

Métodos de matriz de distancias 

Método de distancia promedio (UPGMA= unweighted pair group 
arithmetic average method) 

Sea una matriz de distancias (figura 4). Se agrupan los dos 
organismos con la menor distancia entre ellos ( La distancia para 
datos moleculares es la proporción de sustituciones nucleotídicas o 
aminoácidas). A este nuevo grupo se le calcula la distancia promedio 
con respecto a los organismos restantes y se vuelve a buscar la 
distancia más pequeña dentro de la matriz y se repite todo el 
proceso hasta que no queden más organismos en la matriz. 
(figura 4) 

Metodos de parsimonia 

El principio de este método consiste en inferir la secuencia 
aminoácida o nucleotídica de la especie ancestral y escoger el árbol 
que requiera el mínimo número de cambios mutacionales. Al árbol 
obtenido por este método se le llama árbol de máxima parsimonia. 
Este método sirve sobre todo para obtener la topología, puesto que 
las longitudes de las ramas sólo se pueden obtener bajo ciertas 
suposiciones. 

En primer lugar consideramos una topología en particular para un 
grupo de organismos e inferimos la secuencia ancestral para esta 
topología (figura 5). 

Una vez que este número se obtiene se prueba otra topología y el 
número mlnlmo de sustituciones para esta nueva topología se 
determina. Este proceso se continúa para un número suficiente de 
topologías (el cual se determina ce acuerdo a criterios 
estadísticos) y la topología que requiere el número mínimo de 
sustituciones es elegida como el árbol final. 

IV. ESTIMACION DE TRANSFERENCIA DE GENES A PARTIR DE ARBOLES 
FILOGENETICOS. 

wilson y colaboradores (1977) han sugerido que la existencia de 
transferencia horizontal de genes puede ser evaluada comparando 
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árboles filogenéticos estimados a partir de las secuencias de 
diferentes macromoléculas (por ejemplo 16S ribosomal y citocromo C). 
si ambos árboles presentaran la misma topología, ello implicaría 
que ninguno de los dos genes ha estado involucrado en un proceso de 
transferencia interespecífica de genes. A esta prueba Wilson 
y colaboradores le llamaron "prueba de congruencia 
filogenética". Siguiendo esta línea, Woese y colaboradores (1980) 
compararon dos árboles filogenéticos obtenidos a partir 
de diferentes macromoléculas para ciertas especies de la 
subdivisión alfa de bacterias púrpuras y encontraron que ambos 
árboles presentaban prácticamente la misma topología. 

El uso de enfoques filogenéticos puede, por lo tanto, resu l tar 
s umamente útil para esclarecer hasta que grado los mecanismos que 
rompen la clonalidad en poblaciones y especies bacterianas ocurren 
en la naturaleza. Aunque este enfoque puede resultar muy poderoso, 
ha sido utilizado muy poco debido, sobre todo, a la escasez de 
filogenias detalladas para muchos grupos de organismos. 

Los enfoques filogenéticos han sido utilizados corno evidencia 
para apoyar la existencia de transferencia intraespecífica de genes 
(Schoefield et al., 1987; Young y Wexler, 1988), para cuantificar 
recombinación intraespecífica en E. coli (DuBose et al. 1988) y para 
fechar eventos de duplicación génica (Beintema y Campagne, 1987; 
Nelson y Strobel , 1987). 

Este tipo de mecanismos pueden ser estudiados, en principio, de 
manera cuantitativa comparando las topologías de diferentes árboles . 
Por ejemplo, si compararnos la filogenia de un grupo de taxa 
(poblaciones p. ej.) con su distribución geográfica se pueden 
derivar conclusiones relevantes a las frecuencias de modos 
alternaltivos de especiación (Lynch, 1989). Slatkin y Madison (1989) 
desarrollaron un metodo para estimar 4Nm (donde N= tamaño efectivo y 
m= tasa de migración) comparando filogenias de alelos con sus 
distribuciones geográficas. En este trabajo se ha desarrollado un 
método cuantitativo para estimar la magnitud de la transferencia 
horizontal de genes en un grupo bacteriano usando el principio de 
congruencia filogénetica. Este método se aplicó a datos tornados de 
la literatura (Young y Wexler 1988) y se estimó la magnitud de 
transferencia de genes ocurrida entre plásmidos Sym en poblaciones 
de dos campos agrícolas británicos de Rhizobium leguminosarum biovar 
viceae. El método propuesto es insensible a la longitud de las ramas 
en los árboles comparados por lo que es igualmente adecuado para 
estimar transferencia de genes entre poblaciones cercanas 
genéticamente o entre grupos más distantes tales corno especies o 
géneros bacterianos. 



METODOS 

Este trabajo parte de la hipótesis de que la distancia topológica 
entre un árbol filogenético obtenido a partir de una secuencia 
cromosomal (no transferible) y otro, derivado de una secuencia 
plasmídica (transferible), debe ser función del número de eventos de 
transferencia genética ocurridos en la historia de un grupo de 
poblaciones o grupos de orden taxonómico superior. Con esta idea en 
mente, se simuló el proceso de transferencia horizontal de genes en 
un grupo bacteriano compuesto por 30 linajes diferentes. De estos 
30, un número constante, n, de unidades taxonómicas operacionales 
(OTUs) se muestreaba al final de 500 generaciones. La idea era 
imitar un grupo bacteriano en el que un gran número de linajes son 
capaces de intercambiar material genético, pero sólo unos cuantos 
linajes son realmente muestreados. El proceso de simulación se 
ilustra gráficamente en la figura 6. 

Se generó en una computadora un gene ancestral de 300 pares de 
bases usando números pseudoaleatorios y asumiendo que los cuatro 
tipos de nucleótidos se encontraban en proporciones iguales. Se 
diseñaron una serie de un árboles filogenéticos que sirvieran como 
modelo de la evolución sufrida por los linajes bacterianos en 
cuestión (figura 7 y figura 12). La secuencia ancestral se duplicaba 
en cada punto de ramificación y se sometía a una tasa de sustitución 
nucleotídica constante (M o L sustituciones esperadas por rama) 
usando el mismo tipo de simulación que Tateno et al. (1982), Tateno 
y Tajima (1986) y Nei y Sourdis (1988) Las secuencias de los 30 -
n linajes restantes se derivaron del gen ancestral y se sometieron a 
mutación esperando 2.5L sustituciones nucletídicas en cada una. Las 
n secuencias muestradas se compararon entonces por pares y se generó 
una matriz de diferencias nucleotídicas. Esta matriz fue corregida 
para sustituciones múltiples usando la fórmula de Jukes y Cantor 
(1969) y las distancias genéticas se usaron para la reconstrucción 
de árboles filogenéticos. Los árboles obtenidos de esta forma fueron 
considerados como árboles cromosomales. 

En este trabajo los métodos de reconstruccion empleados fueron 
UPGMA (unweighted pair group arithmetic average method; Sokal y 
Michener, 1958), el método de Farris modificado (Modifi e d Farris, 
MF, Tateno et al. 1982), y el método de unir vecinos (Neighbor 
joining, NJ, Saitou y Nei, 1987). 

Las 30 secuencias nucleotídicas se duplicaron y las consideramos 
como el gen transferible (plásmido) acarreado por cada linaje. En 
este punto simulamos la transferencia horizontal entre bacterias 
suponiendo que cada célula de un determinado linaje tenia la misma 
probabilidad de actuar corno receptora o como donadora de un gen 
transferible. La proporción de encuentros resultantes en 
transferencia de una copia del plásmido de una célula a otra que 
pertenecía a un linaje diferente estaba determinado por un 
parámetro tr que designa tanto la tasa de transferencia por unidad 
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Figura 6. Diagrama de los pasos seguidos durante la simulación en 
computadora de transferencia horizontal de genes. En este caso 
unicamente se muestra la generación de las secuencias 
cromosomales de 20 bases para 4 OTUs esperando 2 sustituciones en 
cada paso de ramificiación (1). Se ejemplifica un solo evento de 
transferencia y su efecto en las topologías resultantes. 
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Figura 7. Arboles modelo utililzados en los experimentos de 
simulación muestrando ocho OTUs cada vez de un grupo de linajes 
bacterianos. M y L, o los números en itálicas (árbol E) denotan 
la longitud de las ramas y representan el número esperado de 
sustituciones nucleótidicas por gen, suponiendo un proceso de 
Poisson. En cada caso, con excepción del árbol e, se simuló que 
la transferencia horizontal de genes cuando ocurría, lo hacía a l 
final de las ramas (i.e. los linajes bacterianos eran muestrados 
inmediatamente después de haber intercambiado material genético). 
En el árbol e, los círculos abiertos representan el lpunto en el 
que la transferencia horizontal de genes tuvo lugar, esperando 
que ocurrieran M sustituciones tanto en el árbol del plasmido 
corno en el arbol del cromosoma en las ocho secuencias 
muestreadas. 



de tiempo como la probabilidad de fijación, suponiendo que esta 
probabilidad es constante para todos los linajes. 

Después de 500 unidades de tiempo (generaciones) calculamos las 
distancias geneticas para las n especies muestreadas y estimamos los 
árboles filogenéticos correspondientes. En este trabajo unicamente 
trabajamos con árboles sin raíz. Estos árboles fueron comparados con 
aquellos derivados del "cromosoma" y se obtuvo una medida de 
distancia topológica. 

Distancia topológica 

Para obtener una medida de distancia topológica usamos el índice 
de distorsión (d) de Robinson y Foulds (1981) (tambien llamado 
metrica de partici6n). A continuación se explican algunos conceptos 
topológicos ya definidos en otros trabajos (Robinson and . Foul ds, 
1981; Hendy et al . 1984)- útiles para entender dicha medida de 
distancia topológica. 

Sea L un conjunto de n etiquetas [l,2, .. . nJ, donde n es el 
número denunidades taxonómicas operativas (OTUs) o linajes en el 
árbol. Es decir, cada etiqueta es un linaje o OTU. Un árbol 
filogenético es un árbol que tiene a lo más n nodos de grado 1, 
aunque puede tener mtnos. El grado de un nodo esta dado por el 
número de ramas unidas a él. Cada miembro de L aparece en solamente 
un nodo. A estos nodos se les conoce como nodBs terminales y estan 
"etiquetados" por uno o más elementos de Ln, y a las ramas unidas a 
ellos se les conoce como ramas terminales. Los nodos restantes 
(internos) son cada uno de grado 3. Sean Tl y T2 dos árboles 
filogenéticos. El índice de distorsión d(T1,T2), - dT para abreviar 
- se define como el número mínimo de transformaciones necesarias 
para convertir Tl a T2. Dicha medida es equivalente a contar el 
número de ramas no apareadas en ambos árboles. Una rama no apareada 
es aquella que al ser partida da dos conjuntos no vacios de OTUs 
Se' y Se", tal que ninguna otra rama del otro árbol pueda 
dar, al ser particionada, los mismos conjuntos. El índice de 
distorsión adopta valores entre O (árboles idénticos) y 3n - 6 
(ninguna partición en común, inclyendo ramas terminales). (figura 8) 

Los árboles modelo fueron probados para diferentes valores de la 
tasa de transferencia. Para cada valor de tasa de transferencia se 
calculó el número de eventos de transferencia durante la simulación 
en todo el grupo bacteriano. Las diferencias entre el número 
observado promedio de eventos de transferencia y los números 
esperados fueron muy pequeñas . Por esta razón el análisis se hizo en 
función del número esperado de eventos de transferencia. 
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Partiendo e3 en T1 se obtienen los siguientes conjuntos: 

y partiendo e3 en T2 : Se3'= {A,B 1 
Se3" = ¡ C,O,E,F 1 

Se3'= [A,B 1 
Se3"= l C , ~ , E,F 1 

por lo tanto e3 en T1 y e3 en T2 estan apareadas. 
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Partiendo e4 en T1 se obtienen los siguientes conjuntos: 

tal que ninguna rama en T2 da los mismos conjuntos 

y partiendo e4 en T2 : 
Se4'= ¡ A,B,C 1 
Se4"={ D,E,F 1 

tal que ninguna rama en T1 da los mismos conjuntos 

Se4'= k,o J 

Se4"= ¡ A,B, E,F l 

por lo tanto e4 en T1 es no apareada con respecto a T2 y e4 en T2 es no apareada con respecto a T1. 



Figura 8. Ejemplo de el cálculo del indice de distorsión (dT ) 
contando el número de ramas no apareadas entre dos árboles. 
Puesto que el número de ramas no apareadas para este caso en 
particular es 2 , entonces d(Tl , T2) =2. 
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RESULTADOS 

Hay una clara relación entre el número de event os de 
transferencia en una población y la diferencia topológica entre las 
filogenias plasmídicas y cromosomales corno muestra un ejemplo de 
simulación usando el árbol modelo B de la figura 7 con L=4 y el 
método de unir vecinos (neighbor joining) para reconstrucción 
filogenética (figura 9). El número esperado de eventos de 
transferencia en una escala logarítmica (10g10) al ser graficado 
contra el índice de distorsión promedio (d) (rlgura 10) muestra 
claramente una forma logística usando tres métodos distintos de 
reconstrucción (UPGMA, MF y NJ). Por lo tanto usamos el siguiente 
modelo logístico: 

(1 ) 

donde z = a + blog x, x es el número esperado de eventos de 
transferencia dado un vi~or determinado de tr (tasa de transferencia 
y subsecuente fijación). El parámetro a define el valor de 
intersección de d cuando log x= O; el parámetro b determina la 
pendiente de la cur~a logística éRtre las dos asíntotas y d

T max define la cota superior de d
T

• 

A fin de comparar estadísticamente las curvas obtenidas a partir 
de datos de simulación se hicieron regresiones no lineales 
(procedimiento de Marquardt, Hewlett Packard series 98820A, 
statistical Library Series 9000) con los datos obtenidos de las 
simulaciones. De este modo también evaluamos qué tan bien pueden ser 
explicados nuestros resultados por la ecuación (1). Sin embargo, 
debido a que los intervalos de confianza obtenidos con este anál i sis 
de regresión suponen una distribución normal, se utilizaron las 
medias de 20 replicaciones para probar nuestro modelo. 

Las regresiones no lineales que se hicieron con cada grupo de 
datos usando la ecuación (1) se muestran como lineas en la figura 3. 
Las curvas así obtenidas son muy similares entre los diferentes 
métodos. Es importante hacer notar que las incongruencias 
filogenéticas pueden deberse a otros factores además de la 
transferencia de genes . El más común de estos factores es el de una 
reconstrucción filogénetica incorrecta. Por lo tanto, en pr i mer 
lugar se explorará el efecto que cierta magnitud de error de 
reconstucción tendría en la estimación de la transferencia de genes. 

Errores de reconstrucción 

Existen varios factores, más o menos comunes a todas las 
metodologías, que pueden resultar en una estimación incor recta de la 
topologia, las longitudes de las ramas, o ambas (ver Holmquist et 
al. [1988 ] para una revisión). El enfoque que ha sido utilizado para 
estudiar este problema consiste en fijar un árbol modelo, simular 
los cambios evolutivos en frecuencias alélicas, o secuencias 
aminoácidas/nucleotídicas siguiendo este árbol modelo. si esta 
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Figura 9. Ejemplo de una simulación en computadora usando 
diferentes valores de la tasñ de transferencia (tr). Las 
topologías se estimaron usando el método de unir vecinos 
(neighbor joining). En este caso, la topología del árbol 
cromosomal obtenido resultó idéntica al árbol modelo usado (arbol 
modelo B en la figura 7; L=4, M=6). Los valores del índice de 
distorsión entre cada árbol y el árbol cromosomal, así corno el 
número de eventos de transferencia de genes observados en cada 
caso (xobs ) se muestran al lado de cada topología. 
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Figura 10. Indice de distorsión promedio (dT ) de 20 
replicaciones, como función del numero esperado de eventos de 
transferencia de genes (log10[X ]). Las topologias se estimaron 
usando UPGMA (A), el método deefRrris modificado (B) y el método 
de unir vecinos (e). Las regresione s no lineales que se ajustaron 
usando la ecuación (1) se muestran en la figura . 



simulación se repite muchas veces es posible evaluar la probabilidad 
de obtener el árbol correcto para cualquier método dado de 
reconstrucción filogenética (Sourdis y Nei, 1988). Este enfoque ha 
sido utilizado para probar la eficiencia de varios métodos basados 
en matrices de distancias (Blanken et al. 1982; Tateno et al. 1982; 
Tateno y Tajima, 1986); Sourdis y Krimbas, 1987: saitou y Nei, 
1987). Tambien ha sido usado para evaluar métodos de máxima 
parsimonia (Sourdis y Nei, 1988) el método de máxima verosimilitud 
de Felsenstein (1981) (Rohlf y Wooten, 1988) y el método de 
parsimonia evolutiva de Lake (1987) (Li et al, 1987) .En general, los 
distintos métodos funcionan de manera diferente dependiendo de las 
condiciones. Por ejemplo el método de Lake (1987) de parsimonia 
evolutiva da muy buenos resultados bajo condiciones extremas 
(longitudes de ramas muy distintas entre linajes - 10 veces más 
largas -) pero es bastante ineficiente en condiciones más moderadas 
(ramas 2 o 3 veces más largas . 

El objetivo de este trabajo no es evaluar las eficiencias de los 
distintos métodos sino el efecto que diferentes eficiencias de 
reconstrucción tendrían en evaluar el número de eventos de 
transferencia. Por lo tanto, se exploró el efecto en la distancia 
topológica como función del número de eventos de transferencia 
cuando hay un cierto error de reconstrucción involucrado. Se 
escogieron tres métodos de matrices de distancias con distintas 
eficiencias de reconstrucción bajo distintas circunstancias. Los 
métodos de matriz de distancias consumen mucho menos tiempo que los 
métodos de máxima parsimonia o de máxima verosimilitud y además dan 
una sola topología final lo cual hace que los datos sean mucho más 
sencillos de analizar. Los factores inherentes a los métodos de 
matriz de distancias que los hacen susceptibles de errores son: a) 
Hay una gran pérdida de información al convertir los datos de 
secuencia a valores de distancia. b) Estos métodos son sensibles a 
cambios pequeños en los valores de distancia. Esto es 
particularmente cierto cuando los valores son pequeños. (Holmquist 
et al 1988). 

Para poder medir el efecto del error de reconstruccion usamos u ' 
árbol modelo que fuera estimado de manera incorrecta parte de la ~ 
veces y con un error asociado de reconstrución moderado. La 
reconstruccion filogenetica es extremadamente difícil cuando las 
tasas de evolución varían mucho entre linajes (Li et al 1987). Es 
importante, entonces, estudiar la utilidad de nuestro modelo cuando 
las tasas de sustitución son variables. El árbol modelo E en la 
figura 7 fue reconstruido correctamente P% de las veces con un error 
de reconstrucción asociado d

T 
(tabla 1) por tres métodos de matriz 

de distancia: UPGMA, MF y NJ. Los experimentos de simulación han 
demostrado que estos tres métodos tienen diferentes eficiencias de 
reconstrucción (Saitou y Nei 1987) lo cual puede verse en la tabla 
l. Las eficiencias de reconstrucción obtenidas en este trabajo no 
son estrictamente consistentes con las de saitou y Nei (1987). Una 
posible explicación es que nosotros usarnos un árbol con longitudes 
de ramas variables a diferencia de Saitou y Nei (1987). 
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Figura 11. Indice de distorsión promedio (dT ) de 20 replicaciones 
como función del número de eventos esperados de transferencia de 
genes (log O[x ]). El árbol E (figura 7) fue usado c omo 
modelo . LO~ mét~8os de reconstrucción empleados fueron: UPGMA 
(A), el método de Farris modificado (B) y el método de unir 
vecinos (e). Se muestran las regresiones no lineales ajustadas 
con la ecuación (2). 



UP 

MF 

NJ 

Tabla 1. 

Parámetros estimados de la regresión (ec. 2) del índice de dis-

torsión como función del número de eventos de transferencia de 

genes tomando en 

,3 

-3 . 4696 
(-5.65.-1.28) * 

-2 . 5222 
(- 389 ,-1 .15) 

-2 . 1 71 
(-3.37,-10í) 

'-u 

3 . 5013 
(1.34 , 5.65) 

2 . 6885 
(1.28 , 409) 

2 . 3756 
(1.15 , 3.59) 

cuenta el error de reconstrucción. 

í' 
v 

1 . 8976 
(036 . 3.40) 

2 . 3122 
(0.87 , 3.75) 

2 . 1231 
(065 , 358) 

d 
Tmax 

13 . 2440 
(11.57 ,14.91) 

13 .9372 
(12.25,15.61) 

13.9305 
(12.15 ,1 5.70) 

2 1 
P r 

0 .9421 52 . 0 

0 . 9799 20 

0 . 9803 280 

d
1 

T 

1 . 72 (± 2 . - 3 ) 

2 . 56 ( + 2 . 00 , 

2 . 00 (1- 1 . 52 ) 

~ ~o s límites supericr e inferior cje los intervalos de confianz se muestran entre parémes s. 
". ~vs iesultaJ(ls se basan en 50 replicas. 

": . . C y d son parametros de la regresión (ec . 2); r 2 es el coefiCiente de correlacló I 
Tmax 

:::vjj'·aci o . r e::; el porcientaJe de veces que cada método recons ruyó correc ta IIl \:' n t e: 

- l'C I.! mode le, E (tlg . 7) Y d T es el error promedio de reconstru ~c,on . 



Las secuencias cromosomlcas y plasmídicas se simularon como 
distintas al principio del experimento de simulación en cada linaje. 
Dada la magnitud del error de reconstrucción involucrado no era de 
esperarse que ambos árboles (el cromosómico y el plasmídico) fueran 
iguales aunque el número esperado de sustituciones en las dos 
secuencias de cada linaje fuera el mismo. Para modelar esta 
situación supusimos lo siguiente: 

d = T 
-z e + ([dTmax - el/ ( 1 + e ) (2) 

donde e es un parámetro que depende del error de reconstrucción y z 
= a + blog10X. Los resultados de esta simulación se muestran en la 
figura 10 y los parámetros estimados se muestran en la tabla 2. Es 
interesante que e no es significativamente diferente de el error de 
reconstrucción observado y que los otros tres parametros (a , b y 
d

T 
) son muy semejantes entre los diferentes métodos utilizandos. 

Dema~sta manera, es posible usar un valor aproximado al error de 
reconstrucción dados dos árboles a comparar y usar este valor como 
un estimador de e. Esto sugiere que para nuestros propósitos no es 
importante qué método de reconstrucción filogenética se use para 
estimar el número de eventos de transferencia. 

Sensibilidad a longitud de las ramas , topología del árbol y número 
de OTUs. 

Para simplificar nuestro análisis , en las siguientes simulaciones 
se ha manejado una situación en la cual no hay error de 
reconstrucción involucrado. Para evitar el efecto debido a errores 
de reconstrucción se hizo que las secuencias del cromosoma y el 
plásmido acarreadas por cada linaje fueran idénticas al principio de 
la simulación. Por lo tanto, en ausencia de transferencia de genes, 
los árboles filogenéticos correspondientes serían idénticos , 
independientemente de su similitud con la topología verdadera. 

Se probó hasta que punto podía el modelo logístico (ecuación 1) 
funcionar de manera satisfactoria bajo distintas condiciones tales 
como longitudes distintas de las ramas, distinta topología y 
variando el número de especies en el árbol . La primera de tales 
condiciones que se probó fue el número de sustituciones 
nucleotídicas por rama. Por lo tanto se usó el árbol modelo A 
(figura 7) con dos diferentes valores de L: L=2 y L=15. Las curvas 
obtenidas resultaron muy parecidas a las de la figura 10. Los 
resultados se resumen en la tabla 2: (1: L=4; 11: L=2 ; 111 : L=15) y 
es notable que los parámetros estimados (a, b y d ) al ser 
comparados entre las diferentes curvas no son estaa~~ficamente 
diferentes con un nivel de significancia del 95%, como lo muestran 
los intervalos de confianza. A fin de probar si había un efecto 
debido a que las ramas teminales fueran más largas que el resto 
usamos el árbol modelo B (figura 7; L=4, M=6) Y los parámetros que 
se ajustaron se muestran en la tabla 2 (IV) que son muy similares a 
los antes mencionados. Es interesante notar que los parámetros a, b 
y dTmax en estas simulaciones no son significativamente distintos de 



Tabla 2. Parámetro~ estimados de la regresión (eq. 1) para el índice de 

distorsión como función del número de eventos de transferencia 
genes. 

b d1m:1x 

'2 

a 
(1) 

MérODO 

UP -2 .4522 (-3.20,-1.70) 2 . 3 489 (1.52 , 3.m 13 . 8619 ( 12. 11 ,1 5.61) o .9925 

121 MF -1 .9040 (-2.45, - 1.35) 2 . 5691 (1.79 • 3,34) 12 , 8746 (11.8 3,13.90) o . 9900 
I NJ - 1 . 7874 (-2. 13, - 1.44) 2.0881 (1,63 ,2.53) 13.5169 02.53,14.49) 0 . 9943 

H UP -3 . 3'143 (-4,68,- 2.39) 3.5326 (2.75 ,4,31) 13.4420 (12,67,14,211 U . 9<Jiu 

111 UP -3 .5999 (-5,25, - 1.94) 4. 0379 (2.10,5,971 13 . 1327 (11.70,14,55) 0 . 9911 

UP -2.8704 (-3,52,-2.211 3.2164 (2.43 , 3,99) 13.5427 (12.67 ,1 4.411 o . 99313 

IV MF - 2 , 4608 (-2.71, - 2.20) 3.0364 (2.70 , 3.371 13.3075 (12.92.13.68) o .9995 

NJ -2 . 70/11 
(-3 ,48,- 1.92) 2. 9431 (2.02 , 3.86) 13 . 4148 (12.21, 14.61 ) 0.98(:,) 

UP -2 .4895 (- 3.24, - 1.73) 3. 3036 (2.19 , 4.41) 9.3313 ( 8.'15.10.20) 0 . 991 7 

V MF -2 . 3 461 (-3.25,-1.44) 3.0361 (1.68 , 4.381 9.5808 ( 8.29.10.861 (; . <;:'850 

NJ -2.1769 (-3,07,- 1.271 2 . 8644 (1.46 ,4,26) 9 . 6125 ( 8.15,11.07 1 o · 98J~j 

UP 
-2 . 4322 (-3.71 ,- 1.15 ) 2.8786 (1.24 ,4.50) 13 . 7176 ( 11.61,15.83) o · (¡\.J ," ' ) 

n MF -1.8169 (- 2.97. - 0.65) 2 . 2617 (0.69 , 3.82) 14 .02 66 (11.06.16.99) o .94-;. ; 

NJ - 2 . 3624 (-3.60,-1.12 ) 2 . 7675 (1.19 , 4.33) 13 . 911 6 (11.69.16.13 1 (¡ · <)F:> 1 . i 

~ llm i te~, inferior y s uperior de los inte r valos de confianza al 95% se rn uesLréJn e l l 
'J parentc>s i s. 
, : I :Los metodos de recons truccion ut ilizado s fu eron : UP, UPGMA; MF , MOdlfied method, 

'. ' ; r I S ; ¡.JJ , rreighuor Joining method . 

l~l : Los numeras roma nos 1- IV se r efieren a los distintos a rboles modelo en l a figura 6 o 
~¡fp rpntes long ' tudes de las ramas de la siguiente fo r ma: 
l . '\1 1",1 IlIo<! ,'lo ti, 1 -:- 01; 11. ¿H IJoj mo¡1010 ti, I_"'? ; 11 1 , arb ed fllodl'l o /1, 1.-1', ; IV . ,lIt)o l "I<"I, ' j,' ¡ ' . 

. '¡,~', 1,; V . dlll01 IlI ouelo e , L -" I,M=2 ; V I , ctll101 ,,¡u(lelo {J , 1_- -1 ; 



los mismos parámetros presentados en la tabla 1, cuando había un 
error de reconstrucción involucrado. 

Hasta ahora se ha supuesto que la transferencia de genes ocurría 
inmediatamente antes de que las OTUs de muestra fueran analizadas. 
Es posible, sin embargo, que cierta cantidad de mutación haya tenido 
lugar desde la transferencia. El árbol C (figura 7) representa esta 
situación, donde los círculos marcan el punto en que la 
transferencia de genes ocurrió y la longitud de la rama después de 
este punto representa el número esperado de sustituciones después de 
la transferencia. Los resultados de las regresiones no lineales se 
muestran en la tabla 2 (V) Y el efecto observable es una disminución 
en el parámetro d . Est o se debe a que, puesto que ha habido 
mutación, indepe~§~~ntemente de la cantidad de transferencia de 
genes, todas las OTUs involucradas son distinguibles; por lo tant o, 
todas las ramas terminales en ambos árboles estan apareadas. Cuando 
todas las ramas terminales estan apareadas, la máxima distorsión 
para un árbol de n OTUs es 2n - 6 ( 10 en este caso en particular) . 
Es interesante hacer ver que los valores de dTmax estimados no son 
significativamente distintos de 10 lo que indica que el máximo real 
para linajes que han divergido a partir del intercambio genético 
viene dado por 2n -6. 

A fin de explorar el efecto de la topología del árbol en el 
comportamiento de d T como función del número de eventos de 
transferencia génica, se uso el árbol modelo D (figura 7) el cual 
presenta una topología bastante· diferente a la hasta ahora 
utlilizada. Todos los parámetros son notablemente similares a los de 
las otras s imulaciones (I-IV) no habiéndose encontrado diferencias 
al nivel de confianza del 95% (tabla 2, VI). 

Finalmente, se exploró la dependencia de d con respecto al 
número de OTUs en el árbol y los árboles modero utilizados se 
presentan en la figura 12. A partir de los parámetros ajustados y 
los coeficientes de correlación sobre las regresiones no lineales 
mostrados en la tabla 3 s e concluye que el número de OTUs en el 
árbol sólo se refleja en el parámetro d y no en la forma de la 
curva . Existe una razón teórica para e¡~8f a medida que la cantidad 
de transferencia génica aumenta, todas las secuencias plasmídicas 
van a tender a ser idénticas (un solo tipo de secuencia se fija en 
todos los linajes) y por lo tanto el árbol filogenético de los 
plásmidos va a estar dado por un solo punto. El índice de distorsión 
será igual al número de ramas en el árbol cromosomal (todas las 
ramas son no apareadas puesto que no hay ramas en el árbol del 
plásmido) que es igual a 2n - 3 para un árbol sin raíz. La relación 
observada entre n y el valor estimado de d

T 
se muestra en la 

figura 13 junto con la linea recta 2n -3 . max 

Con base en los resultados presentados se concluye que el modelo 
logístico propuesto es una buena aproximación de el comportamiento 
de dT como función del número de eventos de transferencia de genes y 
puede por lo tanto ser usado para estimar los niveles de 
transferencia de genes en pOblaciones bacterianas bajo una gran 
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Figura 12. Arboles modelo utilizados en los experimentos de 
simulación muestreando diferente número de OTUs. L representa e l 
número esperado de sustituciones nucleotídicas por rama 
suponiendo un proces0 de Poisson. En todos los casos el valor de 
L empleado fue 15. 



Tabla 3 . Parametos estimados de la regresión (ec.l) de el 
índice de distorsión como funcion del número de eventos de 
transferencia variando el número de OTUs en el árbol . 

¡\JUMERO 

~::. OTUs 

4 

6 

10 

12 

16 

a 

-4.1173 

(-5.50 . - 2 . 73 ) 

-2 . 2597 
( - 3 . 12, -1. 38) 

-2 . 6714 
(-4 . 05 ,-1. 80) 

-3.3724 

(-4.9-1 . -1 .80) 

- 0 . 9634 

( - 2 . 34 . o 41 ) 

.. 

• 
b 

2 . 1422 
(1. 17 , 3 . 11 ) 

1 . 9527 
( 1. 03 , 2 .87> 

3 . 0085 
(1 . 30 , 4 .69 ) 

3 . 89 43 
(1 .99 , 5 . 78) 

2 . 7932 

( - 0 .95,4 .63) 

5 . 3753 
(4 . 13 .661) 

9.2620 

(7.40,11.11) 

18 . 5177 
( 15 . 71 , 21 .34) 

23 . 1439 
(2057 . 2571) 

33 . 0904 

(27 .34 . 38.83) 

0 . 9896 

0 . 9866 

0 . 9843 

0.9774 

0 . 9691 

::. I "I tes Inferior y superior de los intervalos de confianza al 95% se muestra entre parentesis . 

:." y c;~ . __ . son parametros de la regresión (ec . 1) : r2 es el coeficiente de correlación al cuadrado. 
a' 
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Figura 13. Valor estimado del índice de distorsión máximo (dT ) 
como función del número de OTUs (n) en el árbol. Los círc~~as 
abiertos son los estimados obtenidos a partir de l as regresione~ 
no lineales. El mejor ajuste para los estimados de d

T 
(r 

=0.9970) resultó ser dTmax = 2.3317n - 4.680. Los ~~~ites 
inferior y superior de los intervalos de confianza al 95% fueron, 
respectivamente, [1.9791 , 2.5073] Y [-6.4592, -2.9007 ) . La 
linea graficada es d

T 
= 2n - 3 Y representa el 

comportamiento esperado ~~~ricamente. 



variedad de condiciones. 

UNA APLICACION DEL METODO: Transferencia de genes entre muestras de 
Rhizobium leguminosarum biovar viceae. 

Young y Wexler (1988) reportaron datos de fragmentos de 
restricción (RFLPs) para 85 aislados de entre los cuales ellos 
distinguieron 50 ti~os genéticos distintos gracias a las sondas 
utilizadas. La pr1mera de estas sondas, un fragmento de 26.2 kb 
contiene el gen estructural para la beta-galactosidasa y las otras 
cinco sondas contenían secuencias del plásmido Sym. De estas cinco, 
tres consistían unicamente de genes estructurales involucrados en 
la nodulación y la fijación de nitrógeno. Estas tres sondas se 
encotraban flanqueadas por sitos EcoRI y la suma de los tamaños las 
tres era de 10.85 kb. Para el análisis se combinaron los tres y se 
les llamo PI. Las otras dos sondas con secuencias del plásmido se 
superponían en parte con uno de los primeros tres y eran de 25.6 y 
29.65 kb. Los llamamos P2 y P3 respectivamente (figura 14). 

Young y Wexler (1988) concluyeron que ciertos tipos cromosomales 
iban asociados con ciertos tipos de Sym. Esto quiere decir que el 
intercambio genético entre cepas se restringe a algunos tipos 
genéticos y Young y Wexler propusieron varias alternativas para 
explicar este hecho. Es bastante claro a partir de sus datos que 
algunos tipos con el mismo cromosoma acarrean diferentes marcadores 
plasmídicos y que aislados idénticos si solo se considera el 
plásmidos se encontraban en distintos tipos cromosomales. Estos 
hallazgos les permitieron concluir que "en el caso de Rhizobium 
tenemos .... evidencia de que cierta cantidad de intercambio de 
plásmidos Sym debe haber ocurrido ... ". A una conclusión similar 
llegaron Schofield et al. (1987) usando otros marcadores geneticos 
en Rhizobium leguminosarum biovar trifolii. Estos resultados son 
apoyados por el hecho de que no hay, aparentemente, l ímites 
fisiológicos a la transferencia de plásmidos entre cepas y especies 
de Rhizobium bajo condiciones de laboratorio (Johnston et al. 1978) 
Por todas estas razones Rhizobium nos parec10 un sistema mu} 
conveniente para estudiar la cantidad de transferencia de genes que 
ha ocurrido naturalmente en la historia de una población. 

De los 50 tipos genéticos reportados por Young y Wexler (1988) se 
escogieron 36 distinguibles usando el marcador cromosomal y los 
probes estructurales del Sym. Para estos 36 aislados se reconstruyó 
una filogenia sin raíz usando el algoritmo UPGMA a partir de 
matrices de distancias. Las matrices de distancias se construyeron 
utilizando el estimador de similitud para datos de fragmentos de 
restricción de Nei y Li (1979) Y transformándolo a sustituciones 
nucleotídicas. Se obtuvieron árboles filogenéticos para el marcador 
cromosomal y para cada uno de los marcadores plasmídicos (PI, P2 Y 
P3, figura 15). 

Las filogenias reconstruidas a partir de PI, P2 Y P3 son muy 
diferentes de la filogenia cromosomal. De hecho, los índices de 
distorsión fueron 66,74 y 73 respectivamente (con respecto al árbol 
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Figura 14. Datos de polimorfismo en fragmentos de restricción 
(RFLPs) para los aislados de campo de R.leguminosarum biovar 
viceae repo~tados por Young y Wexler (1988). (A) Mapa de parte 
del plásmido Sym. Los sitios EcoRI se muestran como círculos 
abiertos. (B) Patrones de hibridización para los aislados de 
R.leguminosarum biovar viceae del DNA digerido con EcoRI usando 
como sondas los fragmentos que se muestran en (A). (e) Patrones de 
hibridización para los aislados de R.leguminosarum biovar viceae 
del DNA d i gerido con EcoRI usando como sonda el plásmido plac12 
que acarrea un segmento cromosomal clonado el cual incluye el gen 
de beta-galactosidasa. 
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Figura 15. Toplogias reconstruídas (UPGMA) a partir de los da tos 
de Young y Wexler (1988) de dos poblaciones agrícol as de 
Rhizobium leguminosarum biovar viceae. El número de sustituciones 
nucleotídicas se estimó usando la proporci02n de fragmentos de 
restricción compartidos siguiendo los métodos descritos en Nei, 
1987. El panel a muestra la topologia obtenida usando plac, 
mietras que los paneles b, c y d muestran las filogenias 
derivadas de PI, P2 Y P3 respectivamente. 



cromosomal) mientras que las distorsiones entre 
de 42, 38 Y 44. Esto apoya la conclusión de Young 
que debe haber existido una cierta cantidad 
horizontal de genes entre estos aislados. 

PI, P2 Y P3 fueron 
y Wexler (1988) de 

de transferencia 

Para estimar el número de eventos que 
aislados se hizo un bootstrapping (Efron 
muestreando 8 aislados con reemplazo 50 veces. 

se fijaron en estos 
1982) con los datos, 

El bootstrap. 

La idea básica del bootstrap consiste en inferir la variabilidad 
en una distribución desconocida de la cual han sido extraídos 
ciertos datos. Supóngase que se tienen los puntos x , x, ... x que 
fueron extra idos de manera independiente de la mism~ di~trubucign. A 
partir de éstos, aplicando algún método T de estimación estadística 
se obtiene un estimador 

t = T(XI , x2 ' ..• xn ) 

de algún parámetro en el que e5tamos interesados. 
El procedimeinto de bootstrap es muy útil cuando o bien no se 

conoce la distribución de las x. o cuando T es tan compleja que su 
error standard es muy difícil de ~alcular. Lo que se hace entonces 
es remuestrear los datos y construir una serie de conjuntos 
ficticios de datos. Cada uno de éstos se construye muestrando con 
reemplazo m puntos (m 5 n) de las x.. Cada uno de los conjuntos de 
datos ficticios consiste de m puntos~xl*' ... x * donde cada punto x. 
se torno al azar de los n datos originales~ Para cada conjunto 
ficticio de datos se calcula el estimador 

t* = T(XI *, x2*, .. . xm*) 

El proceso de remuestreo se repite r veces calculando ~ada vez 
t* . La idea esencial es que el conjunto de estimadores t tiene una 
distribución que se aproxima a la distrubución real de t. 

Las filogenias de las muestras obtenidas con el bootrap 
fueron reconstruidas usando los datos de los tres marcadores 
plasmídicos y el marcador cromosomal, y los índices de 
distorsión par? las 6 comparaciones necesarias se calcularon. 
Es decir, para cada combinación de 8 cepas de obtuvieron 
cuatro árboles filogenéticos que fueron comparados entre sí. Una 
muestra sesgada de las réplicas ilustra el caso en el que 
aparentemente no ha ocurrido transferencia de genes entre los 
aislados utilizados (figura 16a), el caso más común en el que hubo 
tra nsferencia de plásmidos Sym (figura 16b) y un caso más que 
sugiere recombinación entre plásmidos mediada por transferencia de 
genes (figura 16c). Un análisis de varianza mostró que las 
diferencias entre las medias de la tabla 4 son 
significativas (F = 80.03 ; p<0.001) y una prueba de Bartlett de 
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Figura 16. Ejemplos de topologias reconstruidas (UPGMA) para ocho 
tipos genéticos de Rhizobium leguminosarum biovar viceae (véase 
la explicación en el texto). 



homoscedasticidad mostró que no hay heterogeneidad significativa 
entre las varianzas (Xi cuadrada 2.06; p= 0.067) aunque una de las 
varianzas es particularmente pequeña (plac y P3; tabla 4). Al mismo 
tiempo, una prueba de Student-Newman-Keuls formó tres grupos 
estadisticamente significativos de índices de distorsión. El primero 
de estos es la distorsión entre PI y plac, que tiene el valor más 
alto. El segundo grupo corresponde a la distorsión entre plac y los 
otros dos probes del Sym. Finalmente, el tercer grupo está compuesto 
por las distorsiones entre PI, P2 Y P3. Con esta información s e 
puede utilizar la relación logística obtenida de las simulaciones 
para estimar el número de eventos de transferencia que han ocurrido 
en los aislados estudiados por Young y Wexler (1988) . 

Dado que el índice de distorsión promedio entre los árboles 
filogenéticos del plásmido es diferente de cero (5.12 en promedio), 
resulta lógico preguntarse si estas diferencias se deben a errores 
de reconstrucción filogenética o más bien reflejan pequeñas 
cantidades de recombinación entre diferentes porciones d e l plásmido 
Sym. Por esta razón se estimaron los árboles filogenéticos más 
parsimoniosos para 10 conjunto datos de 8 OTUs cada uno de los 
probes PI y P2. Para ello se usó la versión 2.4 para PC de PAUP 
escrita por David Swofford de la Universidad de Illinois. El 
algoritmo asumía que el ancestro hipotético no contenía ninguno de 
los caractéres y los árboles más parsimoniosos fueron derivados 
usando un algoritmo de branch-and-bound. Los árboles así obtenidos 
fueron comparados con los árboles estimados por UPGMA y se obtuvo un 
valor promedio de dT de 3.894. Suponiendo que 4.00 sea el error de 
reconstrucción de fondo y sustituyendo c en la ecuación 2 por este 
valor el número de eventos obtenidos son los que se muestran en 
paréntesis en la diagonal inferior de la tabla 4. Los estimados del 
número de eventos de transferencia de genes a partir de 
comparaciones entre plásmido y cromosoma no son muy diferentes de 
los obtenidos suponiendo que no hay error de reconstrucción. Sin 
embargo, los estimados de número de eventos de transferencia para 
comparaciones entre plásmidos disminuyen considerablemente. A pesar 
de esto último, no se puede concluir de manera definitiva que las 
diferencias topológicas entre las filogenias de varias porciones del 
plásmido se deban exclusivamente a errores de reconstrucción por las 
siguientes razones: a) Los métodos de máxima parsimonia dan varios 
árboles, y aún si el error de reconstrucción fuera cero usando UPGMA 
algunos de los árboles m¿as parsimoniosos deben de ser incorrectos. 
b) Es posible, aunque no muy probable, que toda la diferencia 
topológica se deba a la existencia de recombinación intraplásmido, y 
que la diferencia topológica entre los árboles obtenidos por los dos 
métodos se deba a errores de reconstrucción sólo en el método de 
máxima parsimonia. c) Más importante aún, el error de reconstrucción 
no explica toda la diferencia topológica. Por lo tanto no se puede 
excluir la posibilidad de recombinación entre plásmidos. 

Nuestras simulaciones estan diseñadas para estimar el número de 
eventos de transferencia que han ocurrido en la totalidad de la 
población de tipos genéticos. Para poder estimar este valor en los 
datos de Young y Wexler (1988) se muestrearon al azar sin reemplazo 



Tabla 4. 

"Icllce de oistorsión promedio y número esmtlmado de eventos de 

'I'ansrerenc ia de genes a partir de los datos de Young y Wexler (1988). 

Pi P2 P3 

a (1,2,3) b 

11.62 + 2.46 10.26 + 2.28 
b 

10.00 + 1.85 

(4) e e 

P i 55 (36) 5 . 36 ~ 2,93 4.96+2.48 

e 
P2 29 (18) 7 (2) 5.06 + 2.42 

27 (1 6) 6 (1) 6 (1) 

(1i D'a90nal sc. per ior: índice de distorsión derivado de comparaciones entre ár boles filogenéticos , 

(:2 ' La s deSViaCiones standard se muestran aliado de cada valor de distorsión , 

1:31 :2S medias seguidas por la misma letra no son significativamente di ferentes al nivel del 5%, 

1.1 ) Diagonal in1erlor : número est imado de even tos de transfe renc ia de genes sin tomar en cuenta 
el er ,or de reconstucción o con un error <t = 4,0 (números entre paretesisL 



los 85 aislados y se construyó una gráfica con el número acumulado 
de tipos genéticos (figura 17). Estos datos se ajustaron a una 
función exponencial negativa usando el procedimento de Marqu~rdt 
(Hewlett Packard 98820A¡ statistical Library Series 9000) con el 
siguiente modelo: 

(3 ) 

donde g es el número acumulado de tipos genéticos, i es el número 
acumulado de aislados y m y m son parámetros de la regresión no 
lineal. Este modelo fue Sropu~sto por Miller y Wiegaert (1989) como 
un modelo robusto para ajustar datos a fin de estimar el número 
total de especies de plantas vasculares raras en los Apalaches. 

Usando este enfoque se obtuvo un estimado de 89.09 tipos 
genéticos presentes en los dos campos agrícolas estudiados por Young 
y Wexler (1988) según revelaron las sondas usadas por ellos. Este 
estimado nos permite calcular el número promedio de eventos de 
transferencia por tipo genético usando los datos de la tabla 4 . Si 
se toman las comparaciones entre el cromosoma y las sondas de 
plásmido despreciando un efecto debido a errores de reconstrucción, 
se tiene que entre el 30 y el 60 % de los tipos genéticos han 
participado en eventos de transferencia desde que empezaron a 
divergir, mientras que si se considera el error de reconstrucción 
este valor cae a entre el 20 y el 40 % de los tipos genéticos. Por 
otra parte, las comparaciones entre las distintas sondas del 
plásmido dan un valor superior de entre 7 y 8% de tipos genéticos 
involucrados en eventos de transferencia (despreciando el error de 
reconstrucción) y un valor inferior de 1.5% (tomando en cuenta el 
error de reconstrucción). 
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Figura 17. Número acumulado de tipos genét i ~os con respecto al 
número de aislados muestreados al azar l n las pOblaciones 
británicas agrícolas de Rhizobium legumincqarum biovar viceae 
analilzadas por Young y Wexler (1988). La c u rva ajustada es una 
exponencial negativa de la forma descrita en el texto (ecuación 
3). Los parámetros estimados y sus respetivos límites a los 
intervalos de confianza al 95% fueron mo = 89.09 (85.08,93.10) Y 
mi = 0.0098 (0 . 0092, 0.0104). 



DISCUSION 

Nuestros resultados demuestran que cuando hay transferencia de 
genes, la magnitud de este proceso se refleja en el índice de 
distorsión entre árboles filogenéticos (derivados de diferentes 
genes) de manera cuantitativa. Bajo diferentes condiciones, el 
comportamiento de d

T 
fue esencialmente el mismo con excepción del 

parámetro d
T 

. Como ya se ha discutido, hay razones teór i cas pa ra 
esto. Se pP8~one que para analizar un conjunto de datos donde se 
observa incongruencia filogenética pero sin nodos terminales 
etiquetados por más de una OTU, se utilice 2n - 3 como cota superior 
para d

T 
y 2n - 6 como cota inferior. max 

Sin embargo, las incongruencias filogenéticas pueden deberse a 
otros factores aparte de la transferencia de genes, algunos de los 
cuales son inherentes al proceso evolutivo (Holmquist et al. 1988). 
Entre éstos se encuentra la escasez relativa de sitios 
filogenét i camente informativos entre especies relacionadas de manera 
cercana . Esto no parece ser un problema en bacterias, donde los 
estimados que se tienen de diversidad genética son muy a l tos 
(Selander et al. 1987; Piñero et al. 1988). Más aún, Lawrence y 
colaboradores (1989) analizaron varias secuencias de inserción para 
23 cepas muy relacionadas de Eseheriehia eolio Sus resultados apoyan 
la idea de que el número y la localización de los elementos de 
inserclon en el genoma bacteriano evolucionan tan rápido que es 
posible inferir las relaciones filogeneticas entre cepas muy 
relacionadas. otro factor evolutivo que puede dar lugar a 
incongruencias filogenéticas es la existencia de polimorfismo en la 
población ancestral. Pamilo y Nei ( 1988) han desarrollado un 
algoritmo para estimar la probabilidad que el árbol derivado de un 
gen en particular corresponda topologicamente con el árbol de 
especies o poblaciones. Aunque se requieren estimados de el tamaño 
efectivo de la población y los tiempos de divergencia, es posible 
en principio saber con qué probabilidad dos árboles filogenéticos 
derivados de diferentes genes son incongruentes debido a 
transferencia de genes o a polimorfismo ancestral . 

Por otra parte, la presencia de secuencias repetidas debe ser 
tomada en cuenta al interpretar datos filogenéticos. El uso de 
secuencias que pueden estar repetidas ya sea en el cromosoma, e l 
plásmido o ambos y la interpretación de dichos datos como si 
correspondieran a secuencias ortólogas puede llevar a conclusiones 
erroneas si l os genes son en realidad parálogos. De hecho, se ha 
reportado la existencia de genes repetidos en Rhizobium 
leguminosarum biovar phaseoli (Flores et al. 1987) y por lo tanto no 
puede despreciarse la posibilidad de que un cierto gen este repetido 
en el genoma bacteriano. Más aún, se ha encontrado que las 
secuencias repetidas algunas veces se hallan en diferentes 
rep l icones (V. Gonzalez, comunicaclon personal) lo que puede hacer 
que el análisis de dichos datos sea aún más complicado. 

Los factores metodológicos (ver Holmquist et al. ( 1988) para una 



revisión) pueden también afectar el resultado si el error 
involucrado es muy grande. No obstante, como se ha demostrado, la 
topologia verdadera no es necesaria siempre y cuando sea posible 
estimar el error de reconstrucción asociado. Puesto que no existe 
trabajo teórico sobre la función de densidad de probabilidad de d

T para árboles que no comparten todos los nodos terminales, no es 
posible por el momento derivar una varianza para dT ni para el 
número de eventos de transferencia (x) para una sola comparación de 
árboles. Sin embargo, el enfoque de bootstrap como el empleado en 
este trabajo puede ser muy útil para obtener una aproximación del 
error asociado con la estimación de d

T
• 

Además de los factores evolutivos y metodológicos, los factores 
biológicos, al afectar las tasas de sustitución nucleotidica, pueden 
también dificultar la reconstrucción filogenética. Las tasas de 
sustitución variables, sin embargo, no afectan la estimación del 
número de eventos de transferencia si el error de reconstrucción 
asociado no es muy grande, como lo indican los resultados usando el 
árbol modelo E (figura 7). Más aún, el error de reconstrucción puede 
ser compensado utilizando la ecuación (2) en vez de la ecuación (1) 
y el estimado del error de reconstrucción como valor para el 
parámetro c. 

Loa datos en este trabajo apoyan la idea que la magnitud de 
transferencia horizontal de genes de hecho puede ser estimada 
basándose en el principio de congruencia filogenética (Wilson et al. 
1977). Se pudo estimar el número de eventos de transferencia de 
genes capaz de explicar las diferencias topológicas entre árboles 
reconstruidos usando marcadores del plásmido Sym y del cromosoma de 
Rhizobium leguminosarum biovar viceae (Young y Wexler 1988). Este 
análisis no excluye la posibilidad de que exista cierto grado de 
recombinación entre varias porciones del plásmido mediada por 
transferencia de genes. Aunque este fenómeno no obscurece las 
conclusiones principales sí señala nuevas lineas de investigación 
relacionadas con el análisis de más secuencias del plásmido Sym que 
representen diferentes funciones o localizaciones genéticas. Esto 
puede ser distinto en otras bacterias que presenten medios más 
dinámicos de transferencia de genes como podría ser el caso de 
Pseudomonas (Chakrabarty et al. 1978) en donde se ha observado que 
los plásmidos pueden operar como factores de mobilización para gran 
cantidad de genes. 

En muchos casos, no es posible evaluar qué tan representativo es 
el muestreo de una población natural de bacterias. Al aplicar un 
método utlizado en estudios de flora regional (Miller y Wiegert 
1989) a los datos de Young y Wexler (1988) se hace evidente que al 
menos la mitad de los tipos genéticos de Rhizobium leguminosarum 
biovar viceae fueron muestreados. Para los propósitos de este 
trabajo este dato es crítico a fin de obtener las tasas de 
transferencia por tipo genético. Se obtuvieron estimados de tasa de 
transferencia que van desde 1/89 hasta 55/89 eventos por tipo desde 
que los linajes en cuestión empezaron a divergir. Desgraciadamente 
no se tiene ningún estimado confiable de tiempo de divergencia para 



esta especie. No obstante, la investigación de la evolución 
molecular de bacterias en el futuro puede hacer accesibles este tipo 
de datos. 

Al considerar las consecuencias evolutivas de la transferencia 
horizontal de genes, dos aspectos separados son importantes: la 
magnitud de su efecto en genes cromosomales y en genes 
extracromosomales. Las ta~as de evolución, desde luego, se veran 
mucho menos alteradas si la tasa de transferencia horizontal sólo 
afecta secuencias extracromosomales. Sin embargo, mucho de la 
adaptación bacteriana es a través de la expresión de genes 
acarreados en elementos accesorios y la recombinación entre estos 
elementos es ciertamente importante para la evolución de las 
bacterias (Levin 1988). Más aún, la pregunta sobre si la relación 
genética observada entre plásmidos se debe a que tienen un ancestro 
común y no a la rápida dispersión a través de las barreras de 
especie queda sin contestar (Campbell 1981) . 

Los resultados de estudios elecroforéticos de enzimas para varias 
especies bacterianas (Selander et al. 1985; Selander et al. 1987; 
Piñero et al. 1988) indican el mantenimiento de una estructura de 
población clonal y por lo tanto,bajos niveles de recombinación. Sin 
embargo, DuBose et al. (1988) han sugerido que si la recombinación 
sólo involucra secuencias cortas de DNA ( menos de 500 bp) la 
estimación de desequilibrio por ligamiento se vería afectada 
únicamente por un evento de intercambio en el que uno de los 
marcadores genéticos estuviera incluido en la porción de material 
intercambiado. Sus resultados comparando secuencias indican que la 
recombinación intragénica ha desarrollado un papel importante en la 
historia evolutiva del gene phoA en nueve cepas diferentes de 
Eseheriehia eolio Puesto que la transferencia de genes se requiere 
para que haya intercambio cromosomal, sería interesante si se 
tuvieran datos de secuencias plasmídicas homólogas para las mismas 
nueve cepas, estimar los niveles de transferencia de plásmidos en 
estas cepas y compararlos a los niveles estimados de recombinación. 
De esta manera sería posible estimar la fracción de transferencia de 
genes que da lugar a intercambio cromósomico. 

Las técnica s estadísticas desarrolladas recientemente para 
analizar secuencias de DNA han mostrado fuertes evidencias de 
recombinación intragénica en primates (Stephens 1985), Drosophila 
melanogaster (Hudson y Kaplan 1985) y en bacterias (DuBose et al. 
1988: Sawyer 1989). El método propuesto en este trabajo no intenta 
medir eventos de recombinación sino intercambio genético. En 
bacterias, sin embargo, ambos fenómenos estan interrelacionados de 
manera cercana y las incongruencias filogenéticas podrían ser 
utilizadas para medir recombinacion. Las pruebas estadísticas pa r a 
medir conversión génica antes mencionadas no requieren la obtención 
de toplogías y ambos tipos de enfoque filogenético, topológicos y no 
topológicos pueden resultar complementarios. Una ventaja de los 
enfoques topológicos es que los dates de secuencia no son 
indispensables. Corno Avise (1989) ha señalado "los enfoques 
filogenéticos pueden dar lugar a la larga a un marco conceptual 



s atifactorio que ligue los tipos mecanisísticos de comprenslon 
posib~es en la biología molecular con los fenómenos de r,iveles 
superIores característicos tradicionalmente de la biología de 
poblaciones y la evolución". 
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