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Resumen. Actualmente se sabe que los organismos se relacionan entre si de
forma jerdrquica, lo que trae como principal consecuencia que especies cercanas
van a tender a parecerse bajo prdcticamente cualquier modcelo cvolutivo. Este
fendmeno puede afectar de forma dramdtica las inferencias derivadas de estu-
dios comparativos entre especies, dado que una relacion jerdrquica entre ellas
viola un supuesto bdsico de la estadistica convencional. Para analizar correcta-
mente datos comparativos entre miiltiples especies, asi como inferir patrones
evolutivos a partir de ellos, es necesario considerar de forma explicita la historia
evolutiva de las especies en cnestion. En la actualidad se han desarrollado va-
rios métodos estadisticos que toman en cuenta la informacion filogenética, per-
mitiendo analizar correctamente datos interespecificos y descartar los efectos de
la historia evolutiva al inferir patrones adaptativos. En este capitulo discutimos
brevemente los aspectos tedricos qite determinaron el desarrollo de esos nuevos
métodos, uno de los algoritmos actualmente usados para tratar la no-indepen-
dencia de datos interespecificos, y las posibles aplicaciones de estos métodos en
la fisiologia, ecoldgica y evolutiva.
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INTRODUCCION

Los estudios comparativos interespecificos tienen una larga y productiva historia
en fisiologia (Garland & Adolph 1994; Garland & Carter 1994; Feder et al. 2000).
A partir de 1985, los aspectos conceptuales y estadisticos del “método comparati-
vo” (sensu Harvey & Pagel 1991) avanzaron muchisimo. Esto fue debido a la
aceptacion y extension de seis ideas fundamentales (Blomberg & Garland 2002):
1) la adaptacién por seleccién natural no debe ser inferida causalmente basando-
se en estudios comparativos; 2) el conocimiento de la filogenia aumenta no solo
la calidad, sino también los tipos de inferencias que pueden hacerse a partir de
datos comparativos (e.g. estimacién de caracteres en ancestros hipotéticos); 3)
estadisticamente los datos interespecificos no pueden ser considerados como
muestras independientes y distribuidos en forma homogénea en una “poblacién”;
4) los supuestos sobre como evolucionan los caracteres en el tiempo (como un
proceso aleatorio de movimiento Browniano, por ejemplo) son necesarios para
cualquier inferencia estadistica; 5) la seleccién de especies para un estudio com-
parativo debe tomar en cuenta las relaciones filogenéticas entre esas especies, y
6) la mayoria de los estudios comparativos se basan tinicamente en correlaciones,
por lo que la capacidad de inferir causalidad de ellos puede ser aumentada
significativamente con informacién adicional procedente de, por ejemplo, experi-
mentos de seleccién actuando en poblaciones contempordneas o de estudios
mecanisticos de cémo funcionan los organismos.

Varios de esos puntos pueden ser ilustrados con el siguiente ejemplo. Un
fisiclogo desea estudiar las adaptaciones de los mamiferos a la altitud. El o ella
podria comparar algiin rasgo fisiolégico, en particular entre especies nativas de
alta y baja altitud. ;Pero cudntas especies serian necesarias? Obviamente, por lo
menos dos. Sin embargo, se da cuenta de que dos especies no serian suficientes,
porque es muy probable que dos especies difieran en varios rasgos simplemente
porque son dos especies distintas (Garland & Adolph 1994). Por lo tanto, no se
puede inferir que un rasgo en particular es adaptativo solo con respecto a la
altitud porque difiere entre las dos especies estudiadas.

Entonces, el fisiélogo decide comparar varias especies de alta altitud con
varias otras provenientes de baja altitud. Recuerde que cerca de su universidad
hay tres especies de roedores que viven por encima de los 2.000 m vy otras tres
especies nativas de bajas altitudes. Después, preparandose para salir a terreno a
poner sus trampas, examina una guia de roedores para saber en qué tipo de
hdbitat se encuentra cada especie. Se da cuenta de que las tres especies de alta
altitud pertenecen a un solo género, mientras que las otras tres pertenecen a otro.
La guia ademds cita varios rasgos, casi todos morfoldgicos, que caracterizan cada
género. Se pregunta, entonces, si lo mismo podria pasar en rasgos fisiolégicos -
quizds en el mismo rasgo que él pensaba estudiar (e. 8. concentracién de hemo-
globina en la sangre, [Hb)). Si es que encuentra una diferencia, entonces podria
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ser interpretada como una caracteristica inherente de cada género, y no necesa-
riamente como una adaptacién per se. Decide, entonces evitar esa
“pseudorreplicacion filogenética” (Garland 2001) estudiando especies de tres gé-
neros distintos, cada uno conteniendo una especie de alta y una especie de baja
altitud. Con eso, tendria tres comparaciones pareadas.

¢Seria suficiente? Qué prueba estadistica emplearia para analizar los da-
tos? Suponiendo que las diferencias en las tres comparaciones son consistentes,
;obtendria el deseado P < 0,052 Quizds necesitaria de mas especies. El fisidlogo
entonces consulta a un bioestadistico y le explica que, en términos gencralcs,
quiere determinar si un rasgo en particular estd asociado con la altitud. Es decir
eventualmente mostraria un gréfico de, por ejemplo, altitud vs. [Hb], en que cada
punto representa el promedio de cada especie y la altitud donde cada fue captura-
da. Las relaciones se analizarian con una regresion lineal o con una simple corre-
lacién. Dado su conocimiento en el tema, el fisidlogo puede predecir a priort el
signo de esa relacién (e.g. una correlacién positiva entre [Hb] y altitud), lo que le
permite hacer una prueba estadistica de una cola. El bioestadistico entonces le
sefala que la capacidad para detectar una relacién significativa depende del tipo
de prueba que se utilice (e.g. paramétrica vs. noparamétrica), la magnitud de la
relacion, y el nimero de especies incluidas (i.e., los grados de libertad de la
prueba). Al consultar un libro de estadistica percibe que si la correlacién de Pearson
en realidad fuese de r = 0.75, necesitaria 8 0 9 especies para obtener un 80% de
probabilidad de detectar un resultado significativo con un P < 0,05 (véase tam-
bién Fig. 5 en Garland & Adolph 1994).

El fisi6logo decide entonces medir 8 6 9 especies. Hecho eso, representa en
un gréafico [Hb] vs. altitud, calcula el coeficiente de Pearson para la correlacidn,
comprueba en una tabla estadistica los valores criticos para determinar la probabi-
lidad de obtener dicha correlacién debido solamente al azar, y vuelve a consultar al
bioestadistico. El experto examina el gréfico y nota que algunas especies son parte
del mismo género. Le recuerda al fisiélogo que los métodos estadisticos convencio-
nales asumen que los datos son independientes y obtenidos al azar dentro de la
poblacion estudiada. “;Cudl es tu poblacién?”, pregunta finalmente el bioestadistico.
“Supongo que todos los roedores”, le contesta el fisiélogo. “;Pero serdn esos datos
de [Hb] realmente independientes?”, sigue el bioestadistico, “;no es verdad que se
agrupa a distintas especies en un género dado que tienen muchas caracteristicas en
comiin?”. El fisiélogo reconoce que el bioestadistico tiene razén, concluye final-
mente el estadistico, “entonces deberias emplear un método que tenga en cuenta el
hecho que los datos no son independientes”.

De eso se trata este capitulo, de presentarle al estudiante de fisiologia
ecoldgica y evolutiva, una breve introduccién a los métodos estadisticos que per-
miten analizar en forma correcta datos comparativos. Aqui tratamos de: 1) los
principales problemas estadisticos asociados a la naturaleza jerdrquica de c6mo
se relacionan las especies; 2) aspectos teéricos en que se basan los nuevos métodos
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estadisticos filogenéticos; 3) como funciona el método de contrastes filogenéticamente
independientes (el método mejor estudiado y mads utilizado en la actualidad); 4) las
preguntas que dichos métodos pueden ayudar a contestar y algunos ejemplos.
Muchas de esas preguntas, hay que enfatizar, pueden ser abordadas solo al tomar
en cuenta las relaciones filogenéticas entre las especies. Es decir, pueden ser estu-
diadas nuevas dreas al emplearse informacion filogenética. Como este se trata de
un capitulo introductorio, toda la informacién presentada aqui se discute con ma-
yor detalle en referencias adicionales (e. g., Harvey & Pagel 1991; Garland et al.
1992; Garland & Adolph 1994; Garland et al. 1999; Pagel 1999; Garland & Ives
2000; Garland 2001; Rohlf 2001; Blomberg & Garland 2002; Blomberg et al. 2003).

El método comparativo moderno

Desde los tiempos de Darwin el método comparativo ha sido una de las técnicas
mds utilizadas para investigar cambios evolutivos a largo plazo. Aunque este
método por lo general se utiliza para inferir adaptaciones a nivel genético/evolu-
tivo, el método comparativo también puede ser empleado para inferir relaciones
funcionales entre rasgos (e.g. fisiologia comparativa y biomecdnica) y elucidar la
naturaleza de distintas relaciones alométricas. Sin embargu, el método compara-
tivo ha cambiado drdsticamente durante las ultimas dos décadas. Ese cambio se
debe principalmente al desarrollo de métodos analiticos que incorporan informa-
cion filogenética y el uso explicito de modelos de evolucién de caracteres en el
tiempo, que posibilitan inferencias estadisticas nuevas y mejores.

Tradicionalmente, los estudios interespecificos comparan distintas espe-
cies y definen patrones si es que se detectan relaciones significativas entre rasgos,
0 entre un rasgo en particular y alguna variable ambiental. Como los organismos
se relacionan de forma jerdrquica, sin embargo, los datos obtenidos de especies
distintas no deben ser considerados como independientes, lo que viola uno de los
supuestos bdsicos de los métodos estadisticos convencionales (Fig. 1). Las conse-
cuencias de dicha no-independencia incluyen un aumento del error de Tipo I al
poner a prueba una hipétesis, menor potencia para detectar relaciones significa-
tivas, y estimadores erréneos (e.g. pendiente de una relacién alométrica).

:Por qué los datos de miiltiples especies no son independientes? Harvey
& Pagel (1991: 38-48) sugieren tres factores. El primer factor, sin duda el mds
intuitivo, se debe al tiempo de divergencia entre dos clados. Una vez ocurrida la
especlacion (cladogenesis), se requiere de tiempo para que los rasgos de dos
especies diverjan como resultado de procesos aleatorios, como mutaciones y
deriva genética, o como respuesta a distintas presiones selectivas pertinentes a
cada especie. Asi, especies mds emparentadas filogenéticamente, tienden en
general a parecerse mds entre si respecto a especies no tan emparentadas.
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A)

B)

)

* Fig. 1 (A) llustracién del supuesto de la estadistica convencional cuando es empleada para analizar
datos comparativos (una filogenia tipo estrella con todas las ramas de igual longitud). (B) Arbol
filogenético obtenido a partir de informacion taxondmica, e.g., si los cuatro géneros incluyesen, de
izquierda a derecha, una, tres, tres y dos especies en la base de datos. Eso presume que las relaciones
dentro de un género no son jerdrquicas, y ademds que cada taxén representa linajes evolutivos distintos
(i.e. grupos monofiléticos), lo que no es necesariamente correcto en clasificaciones taxonémicas. (C)
Estimaciones de las verdaderas relaciones filogenéticas, que normalmente indican relaciones jerdrqui-
cas entre organismos y ramas que no se alinean en el dpice del drbol. Extremos desalineados indican
distintas tasas evolutivas en cada linaje. Filogenias como esa generan varios problemas estadisticos
(e.g., no-independencia de los datos), por lo que se requiere el uso de métodos estadisticos que tomen en
cuenta esa informacion. Modificado de Garland (2001).

El segundo factor, denominado “conservacion de nicho filogenético”, pos-
tula que los fenotipos ancestrales y derivados en un linaje probablemente habita-
ron ambientes similares. O sea, cuando un nuevo nicho ecoldgico se hace dispo-
nible, aquellas especies que ocupan un nicho similar son las mejores candidatas
para invadir el nuevo nicho. Como consecuencia, especies cercanas serian
fenotipicamente similares dado que ocupan nichos equivalentes por razones his-
toricas, por lo que estarian sujetas a presiones selectivas semejantes.

La tercera razon sugerida por Harvey & Pagel (1991) postula que las res-
puestas a un determinado factor selectivo es fenotipo-dependiente. En otras pala-
bras, los tipos de respuestas adaptativas que pueden ocurrir frente a un factor selec-

| 83 |



Fisiologia Ecolégica y Evolutiva

tivo van a depender del “punto de partida” de la poblacién ancestral. Puntos de
partida distintos pueden acarrear respuestas distintas como, por ejemplo, insectos
con defensas quimicas podrian hacerse mds conspicuos y llamativos dado un ries-
80 de depredacién mayor, mientras que especies sin dichas defensas se harian mds
cripticas. En este ejemplo, el factor selectivo es el mismo, aunque las estrategias
adaptativas de cada linaje frente a ese factor serian literalmente opuiestas.

Evidencia experimental de la generalidad de las
senales filogenéticas

Ademas de las ideas bdsicas citadas en los pdrrafos anteriores, nuestra experien-
cia mueslra claramente que organismos filogenéticamente cercanos tienden a
parecerse entre si (e. g. un picaflor se asemeja a otros picaflores), aunque pueden
ocurrir excepciones. Por ejemplo, los marsupiales australianos presentan diver-
$0s caracteres convergentes con los mamiferos placentados de otros continentes.
Del mismo modo, varios linajes de roedores desarrollaron de forma independien-
te estrategias similares para habitar ambientes 4ridos a nivel morfoldgico vy fisio-
légico. Ademads, procesos como el desplazamiento de caracteres podrian hacer
que especies cercanas se diferencicn. Por lo tanto, es necesario determinar qué
tan general es el fendmeno de que especies emparentadas se asemejen dada su
relacion filogenética.

Los estudios mds recientes en el tema usan el término “sefial filogenética”
para referirse al hecho que especies cercanas filogenéticamente tienden a pare-
cerse entre si (Blomberg & Garland 2002; Blomberg et al. 2003). Estos estudios
muestran que, en general, para cualquier drbol filogenético, especies cercanas
tienden a parecerse asumiendo modelos evolutivos simples como el de movi-
miento Browniano. Dicho modelo considera cambios aleatorios en un continuo
temporal, lo que puede ser adecuado para describir cambios evolutivos fenotipicos
que ocurren simplemente por deriva génica (que va a ocurrir en cualquier pobla-
cion finita) y/o en respuesta a factores selectivos que cambian gradualmente y
estocdsticamente en el tiempo. Por lo tanto, este modelo es inicialmente razona-
ble para predecir la sefial filogenética que se esperaria observar en un 4rbol
filogenético en particular (véase Blomberg et al. 2003). Dado que uno espera
sefal filogenética bajo el modelo evolutivo m4s simple, la existencia de sefial en
un determinado caracter no requiere de explicaciones adicionales, tales como,
por ejemplo, limitaciones a nivel evolutivo, inercia filogenética, o incluso selec-
cion natural (en realidad, la adaptacion por seleccién natural puede con frecuen-
cia disminuir la sefial [e. 8., véase Fig. 1 en Blomberg & Garland 2002D).

Blomberg et al. (2003) desarrollaron nuevos métodos que permiten poner
a prueba si es que un determinado conjunto de datos presenta senal filogenética
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en términos estadisticos, y ademds cuantificar y comparar la cantidad de sefial en
distintos caracteres y drboles (véase abajo). Empleando estos métodos para datos
comparativos en la literatura, estos autores muestran que la presencia de sefal
filogenética es un fendmeno bastante general. incluso para caracteres supiesta-
mente plasticos (i.e. altamente adaptativos) y/o sujetos a efectos ambientales no-
genéticos tal como rangos de distribucién o tamario de grupo. Basdndose en pro-
cedimientos de aleatorizacion disefiados ad hoc, los autores detectaron seiales
filogenéticas estadisticamente significativas (P < 0,05) en mds del 90% de las
hases de datos con 20 o mds especies. Ademds, en ningun caso las especies difi-
rieron entre si mds que lo esperado si las especies estuviesen distribuidas
aleatoriamente en el drbol (lo que los autores denominaron “anti-sefial”). En con-
clusion, esos resultados justifican el empleo de métodos estadisticos filogenéticos
en la gran mayoria de los estudios comparativos.

Una breve introduccion a los contrastes independientes

En la actualidad, los métodos principales que estdn disponibles para incorporar la
informacion filogenética completa son tres (topologia y longitudes de las ramas
[tiempos de divergencial) en andlisis comparativos: contrastes filogenéticamente
independientes (Felsenstein 1985; Garland et al. 1992), modelos de minimos cua-
drados generalizados (MCG; Garland & Ives 2000; Rohlf 2001: y citas), y genera-
dores de simulaciones de Monte Carlo para obtener funciones de densidad
filogenéticamente correctas (Martins & Garland 1991; Garland et al. 1993). A
pesar de que estos métodos usan distintos algoritmos, en la mayoria dc los casos
ellos son equivalentes. Aqui ilustramos principalmente el primer método, el de
contrastes independientes, por ser el mds difundido y empleado en la actualidad.
Como otros métodos, éste puede ser utilizado para diversos procedimientos esta-
disticos tales como correlaciones y regresiones, andlisis de componentes princi-
pales, y andlisis de varianza y covarianza. Ademds, como se discute méas adelan-
te, puede ser empleado para responder preguntas imposibles de abordar usando
métodos estadisticos convencionales.

Estos tres métodos se basan en los supuestos bdsicos que la topologia de
las relaciones filogenéticas empleada en el andlisis es correcta y que la longitud
de las ramas en el drbol es conocida y expresado en unidades proporcionales a la
varianza esperada en la evolucion del caracter. Los contrastes independientes y
los modelos MCG asumen, ademds, que los caracteres han evolucionado por pro-
cesos aleatorios tal como el movimiento Browniano, o por cualquier proceso que
podria ser “generado” al manipular la longitud de las ramas (e. g., véase Blomberg
et al. 2003). En ese contexto, las simulaciones de Monte Carlo presentan mayor
flexibilidad que los otros dos métodos, ya que puede ser empleado virtual-
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mente cualquier modelo de evolucién de caracteres para simular nuevos da-
tos, los que pueden ser analizados de la misma forma que los datos originales.
Eso permite la creacion de distribuciones nulas filogenéticamente correctas y
arbitrariamente complejas en términos del modelo evolutivo empleado, que
puede ser ajustado teniendo en cuenta otras fuentes de informacién, tal como
el registro fésil (Garland et al. 1993). De la misma manera, simulaciones de
filogenias (parcialmente) aleatorias pueden ser empleadas cuando la topolo-
gia de un drbol filogenético no es completamente conocida (e. g., see Housworth
& Martins 2001).

Volviendo a los contrastes independientes, (modelos MCG y sus su-
puestos), es fundamental minimizar errores en la topologia del drbol
filogenético, simplemente porque se estarian comparando especies equivoca-
das. El conocimiento del modelo evolutivo y del tiempo de divergencia entre
clados son supuestus relacionados, en el sentido de que es posible cambiar el
modelo evolutivo empleado simplemente manipulando la longitud de las ra-
mas del arbol filogenético. Las simulaciones demuestran que errores en la
longitud de las ramas y/o en el modelo evolutivo empleado pueden generar
serios problemas estadisticos, pero también sugieren que pruebas diagndsticas
(Garland et al. 1992) y procedimientos para corregir dichos errores son efecti-
vos para “recuperar” el andlisis (Diaz-Uriarte & Garland 1998; Garland & Diaz-
Uriarte 1999). Esto no es necesariamente aplicable para todos los modelos
evolutivos posibles, pero aun para aquellos que difieren radicalmente del
modelo de evolucién Browniano y sus variantes, las pruebas diagndsticas
estdndares son efectivas para detectar problemas en ese sentido (e. g., véase
Harvey & Rambaut 2000).

La Fig. 2 muestra cémo se calculan los contrastes independientes. El
objetivo de ese algoritmo es emplear informacién filogenética para transformar
N datos originalmente no-independientes en N-1 contrastes independientes, dis-
tribuidos de la misma forma. Esos valores pueden ser empleados en programas
estadisticos convencionales, aunque todos los andlisis (e.g. regresion, correla-
cion) deben ser calculados pasando por el origen. La estimacién de los contras-
tes se hace de la siguiente forma. Primero se identifican pares de taxa hermanos
en el extremo de las ramas (tipicamente especies, aunque podrian ser poblacio-
nes, promedios para distintos géneros, etc). Esos serian las especies A, By C, D
en la Fig. 2. Para esos dos contrastes, primero se calcula la diferencia entre
tenotipos en cada pareja. Esas diferencias (contrastes brutos) se dividen enton-
ces por sus desviaciones estandar (DE), que se calculan como la raiz cuadrada
de la suma de la longitud de las dos ramas. De esta forma, se obtienen contras-
tes estandarizados por el tiempo total de divergencia.

Si se estima primero el fenotipo de los ancestros hipotéticos, los con-
trastes también pueden ser calculados para nodos intermedios. Para el nodo 4,
una aproximacion razonable seria el promedio de las dos especies derivadas A
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2 9 5 2
B cC D E

3
A
2L4 2
4 4

3 3 6

Longitud de cada

Contraste Nodo Contraste Desviacién Contraste rama [corregida]
Bruto Estandar Estandarizado Izquierda Derecha

A-B 4 1.0 2.0 0.5 2.0 2.0

C-D 3 4.0 2.828 1.414 4.0 4.0

4-3 2 -4.5 2.646 -1.701 [4.0] [3.0]

2-E 1 3.071 2.952 1.040 [2.714] 6.0

* Fig. 2. Ejemplo de como funciona el algoritmo de contrastes filogenéticamente independientes pro-
puesto por Felsenstein (1985). Para el primer drbol: las letras en el dpice representan las especies, y los
miimeros son datos hipotéticos para una variable fenotipica; los valores adyacentes a las ramas indican
la longitud de esas ramas en unidades de variacion fenotipica (e.g. proporcionales al tiempo de diver-
gencia bajo un modelo de evolucion fenotipico Browniano); la denominacién de los nodos se muestra
en itdlicas. Para cl scgundo drbol, las lincas segmentadas indican cuanto se agrega a la longitud de lus
ramas durante el cdlculo de los contrastes estandarizados. Véase texto para mayores detalles.

y B, o sea, 2,5. Del mismo modo se obtiene un valor de 7 en el nodo 3. El
contraste bruto entre los nodos 4 y 3 es, por lo tanto, de -4,5. Ese valor deberia
ser nuevamente dividido por su respectiva DE para obtenerse un contraste
estandarizado. Sin embargo, una nota de precaucién. El contraste de esos
nodos proviene de dos fenotipos estimados, no de datos fenotipicos reales y
obtenidos experimentalmente. Por lo tanto, ese contraste no debe ser conside-
rado tan “preciso” como el que se obtuvo con datos reales, por lo que su
significancia debe ser devaluada con respecto a los contrastes calculados a
partir de los extremos del 4rbol. Bajo un modelo de evolucién Browniano, eso
se puede hacer incrementando el tiempo de divergencia entre esos dos nodos.
Como lo demostré Felsenstein (1985), la magnitud del incremento se calcula
como (rama derivada 1 x rama derivada 2)/(rama derivada 1 + rama deriva-
da 2). Por lo tanto, la rama que conduce al nodo 4 debe ser aumentada en 1
unidad, obteniéndose un valor corregido de 4 unidades. Para la rama que con-
duce al nodo 3, la correccién es de 2 unidades, generando una longitud corregi-
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daigual a 3 (véase Fig. 2). Esos tiempos de divergencia corregidos son entonces
empleados para calcular el contraste estandarizado entre los nodos 4 y 3.

Para estimar el contraste entre el nodo 2 y E, debe ser estimado el
valor fenotipico para el nodo 2. Para eso se calcula un promedio ponderado,
donde el factor de ponderacién es inversamente proporcional al largo de las
ramas conduciendo a los nodos 3 y 4. Por lo tanto, el valor en ese nodo serd
mds cercano al estimado para el nodo 3 porque el largo corregido de esa rama
(3 unidades) es menor que la que conduce al nodo 4 (4 unidades). La rama
que conduce al nodo 2 también debe ser corregida, con cdlculos (tal como se
describi6 para los nodos 3 y 4) basados en las ramas (previamente corregidas)
que descienden de 2.

Estos cdlculos son generalmente complicados y tediosos, pero en la
actualidad hay programas de computacién disponibles disefiados ad hoc (e. g.
el médulo PDTREE puede obtenerse de T.Garland). Hay que enfatizar que
algunos de esos programas no corrigen apropiadamente las ramas en los nodos
internos, o presentan otros errores. Una mancra sencilla de comprobar si el
programa calcula los pardmetros correctamente es la siguiente. Primero, se
hacen cero todas las ramas en los nodos internos en el drbol. Despusés, se fija
un mismo largo para todas las ramas terminales, generando una filogenia tipo
“estrella” (Fig. 1A). De ahi se calcula algun estimador con los contrastes inde-
pendientes, como el cocficiente de Pearson (pasando por el origen) entre dos
rasgos. Ese valor debe ser idéntico al valor obtenido con los datos empleando
un método estadistico convencional (sin pasar por el origen). Si el resultado
no es idéntico, algo anda mal.

La mayoria de los programas disefados para calcular contrastes inde-
pendientes generan un archivo con los contrastes calculados, pero no permi-
ten andlisis complicados tal como regresiones miiltiples o andlisis de compo-
nentes principales. Para eso, es necesario ingresar la nueva base de datos en
cualquier programa estadistico regular, que en su mayoria permite al usuario
especificar que las regresiones, correlaciones, deben pasar por el origen.

Cuando usar filogenias en estudios comparativos

- — -

Dado la generalidad de la senal filogenética (véase arriba), la informacién sobre
la historia evolutiva y los métodos analiticos correspondientes deben ser em-
pleados siempre quc sea posible; o sea, siempre y cuando haya informacién
filogenética disponible. Tradicionalmente, la inclusién de una especie en un
estudio comparativo se debe a muiltiples razones, tales como el acceso a infor-
macion existente en la literatura y/0 a las mismas especies en el terreno, y la
presencia de propiedades biolégicas particularmente interesantes (e. g., vivir en
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un hdbitat extremo; Garland & Adolph 1994; Garland & Carter 1994). Una vez
colectados los datos, el investigador tiene que encontrar un drbol filogenético
para su grupo particular de especies. Eso normalmente significa juntar informa-
cién de una variedad de fuentes distintas, incluyendo taxonomias y estudios
estrictamente filogenéticos (e. g., basados en secuenciacién de DNA). Se han
desarrollado varias técnicas para construir drboles a partir de distintas fuentes
de informacién (e. g., Sanderson et al. 1998). Ademds, con la reciente emergen-
cia de nueva y mds accesible tecnologia de secuenciacién de DNA, muchos
bidlogos comparativos han empezado a generar informacién filogenética por su
cuenta o en colaboracién con biélogos sistemadticos.

Sea cual sea la fuente de informacién, es muy probable que esté incom-
pleta para los propésitos del estudio, por ejemplo, dada la presencia de una o
mds politomias, i.e., miltiples ramificaciones de un solo nodo por falta de reso-
lucién de lo que seria probablemente una serie de bifurcaciones. En el caso
extremo en que la “filogenia” se basa puramente en informacién taxondémica
(Fig. 1B). entonces tendria varias politomias, lo que complica los anilisis esta-
disticos empleando contrastes independientes. Una manera simple y efectiva de
resolver dicho problema es ajustar los grados de libertad que se emplean para la
inferencia estadistica (Purvis & Garland 1993; Garland & Diaz-Uriarte 1999).
Métodos mads sofisticados se basan en simulaciones de miiltiples drboles (par-
cialmente) aleatorios (Housworth & Martins 2001). Por lo tanto, ahora existen
métodos que le permitirian al bi6logo comparativo usar prdcticamente cual-
quier fuente de informacion filogenética, aun cuando esté incompleta. Conclu-
yendo, para una gran mayoria de los organismos, los métodos estadisticos
filogenéticos ya pueden ser empleados en la actualidad.

Tipos de caracteres que pueden ser analizados
filogenéticamente

Cualquier cardcter cuantitativo, sea continuo o discreto, puede ser estudiado
con métodos comparativos filogenéticos. Rasgos fenotipicos, culturales,
ecologicos, y muchos otros pueden ser estudiados con ese enfoque, siempre y
cuando esos rasgos pasen de una especie (o poblacién) ancestral a una deriva-
da. Por ejemplo, muchas caracteristicas ambientales, como latitud o precipita-
cion media anual, no son heredables en el sentido convencional (genético). Sin
embargo, son heredables en términos de que los organismos nacen en ambien-
tes y condiciones semejantes a las que sus padres experimentaron. Por lo tanto,
el ancestro de dos especies actuales de climas desérticos probablemente vivia
en un ambiente similar, mientras que el ancestro de una especie de alta y una
de baja latitud podria haber vivido en una latitud intermedia.
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Escogiendo las especies para un estudio
compardlivo

Como fue mencionado previamente, estudios comparativos proveen evidencia de
evolucion adaptativa a través de evolucién correlacionada entre rasgos (e. g., rasgos
fisiolégicos que se coadaptan para una determinada conducta) o entre rasgos y
variables ambientales (e. g. mecanismos de conservacién de agua en especies de
ambientes dridos). Para asegurarse de que todas las diferencias en la fisiologia
realmente reflejan diferencias a nivel genético (i.e. evolutivo), todas las especies
deben ser mantenidas en condiciones similares. Para la mayoria de los organismos,
entretanto, eso seria complicado y en muchas ocasiones imposible. Por ejemplo, a
pesar de que se pueden capturar individuos adultos (o juveniles) y mantenerlos en
condiciones estidndares por un cierto tiempo antes del experimento, puede que sea
imposible reproducirios en cautiverio y hacer las mediciones en las crias. Por lo
tanto, los efectos maternos no pueden ser descartados. Légicamente, si se va a
comparar una gran diversidad de especies (e. g., de picaflores a avestruces), se hace
imposible mantenerlas en condiciones similares (e. g., las avestruces no pueden
sobrevivir a base de néctar). Cuando la diversidad es menor quizds sea posible, y la
logistica para reproducir y mantener organismos en condiciones similares en el
laboratorio debe ser un importante criterio al seleccionar especies para un estudio.

Seleccionar las especies adecuadas para un estudio requiere de otras con-
sideraciones. Primero se debe identificar una variable ambiental de interés, tal
como temperatura o concentracion de oxigeno. Generalmente, para incrementar
la potencia estadistica, las especies a ser comparadas deben abarcar un rango
amplio de esa variable independiente. Por ejemplo, uno podria estudiar adapta-
ciones a la hipoxia en especies (o poblaciones) de mamifervs que viven en un
gradiente altitudinal, desde el nivel del mar hasta extremas altitudes. Podria in-
cluir a todos los mamiferos terrestres en esa comparacion, o a especies de un
linaje particular, como roedores o primates. Dado un cierto tamafio muestral (ni-
mero de especies), seleccionar especies en un linaje puede evitar complicaciones
inherentes a comparaciones entre especies poco emparentadas. Especies
lejanamente emparentadas probablemente difieren en muchos rasgos aparte de
aquellos relacionados con la variable de interés (e. g. altitud), por lo que compa-
rar especies lejanas es andlogo a realizar un experimento sin controlar muchas de
las variables asociadas (véanse también Garland & Adolph 1994; Garland 2001).

Uno de los mejores disefios experimentales para un estudio comparativo
es escoger varias especies que: 1) presenten variacion en la variable de interés (e.
g. altitud, temperatura), y 2) se encuentren en ramas en el drbol que no se super-
pongan (e. g., véase Fig. 3 en Garland 2001). Este disefio, cuando se analiza con
métodos filogenéticos, tiene una mayor potencia para detectar una relacién que
la estadistica convencional. Por otro lado, un disefio experimental con poca capa-
cidad de resolucion es aquel en el que todas las especies en un extremo del gradiente
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de la variable independiente forman un clado y todas las especies en el otro
extremo pertenezcan a otro clado (e. g., véase Garland et al. 1993). Ese tltimo
diseno puede ser mejorado estudidndose muiltiples rasgos para los cuales predic-
ciones direccionales pueden ser formuladas a priori (e. g. Schondube et al. 2001).

Métodos filogenéticos y sus aplicaciones

Por su cardcter explicitamente evolutivo, los métodos estadisticos filogenéticos
aportan mayor rigor a las pruebas de hipétesis en dreas tradicionales de la biolo-
gla. En muchos casos, los resultados obtenidos con los métodos filogenéticos
difieren de los obtenidos con pruebas estadisticas convencionales. Por ejemplo,
varios estudios muestran que las pendientes en relaciones alométricas cambian
al emplearse métodos estadisticos filogenéticos (e. g., Garland & Ives 2000; Symonds
& Elgar 2002), asi como el hecho de que dicha pendiente sea distinta o no de un
cierto valor tedrico de interés definido a priori (e. g., 0.67 0 0.75 para alometrias
de la tasa metabdlica). Otros estudios muestran que los andlisis de varianza y
covarianza comparando rasgos fisiologicos de distintos linajes (clados) o grupos
asignados basdndose en la ecologia de cada especie, se ven afectados por la incor-
poracion de informacidn filogenética en los andlisis (e. g., Cruz-Neto et al. 2001).
En este mismo sentido, andlisis de correlacion entre fenotipos de los organismos
y la conducta, ecologia y variables ambientales también pueden diferir entre
métodos estadisticos convencionales y filogenéticos (e. g., Hosken et al. 2001).

Ademads, se pueden emplear estudios filogenéticos comparativos para abor-
dar problemas imposibles de ser estudiados sin informacién filogenética, tal como
la estimacion de fenotipos ancestrales y la comparacion entre tasas de evolucién
de distintos linajes (clados). A continuacién explicamos con mds detalle algunas
de esas posibles aplicaciones.

Cuantificando la senal filogenética

Como ya fue mencionado, los estudios empiricos han mostrado que la senal
filogenética es la norma en bases de datos de estudios comparativos (Freckleton
et al. 2002; Blomberg et al. 2003). Blomberg et al. (2003) desarrollaron un coefi-
ciente descriptivo, K, que permite comparar la cantidad de sefial para variados
drboles y rasgos. Un valor de K igual a 1 indica que el rasgo presenta exactamente
la cantidad de sefial predicha para una filogenia dada, asumiendo un modelo de
evolucion Browniano, mientras que valores menores que 1 significan menos se-
fial que la esperada. Dicho estudio muestra que la mayoria de los rasgos presenta
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menos sefal que lo predicho, lo que puede ser atribuido a adaptaciones y/0 erro-
res a grandes rasgos (incluyendo errores en los fenotipos estimados, en la topolo-
gia y en los tiempos de divergencia). El andlisis de la varianza para log K en los
121 rasgos (de un total de 35 drboles) muestran que, en promedio, los rasgos
conductuales presentan significativamente menos sefal que el tamaio corporal,
los rasgos morfolégicos, fisiolégicos y de historia de vida (Blomberg et al. 2003).
Ese resultado es consistente con la idea generalmente aceptada de que los rasgos
conductuales son relativamente pldsticos en términos evolutivos. Ademds, los
rasgos fisioldgicos (corregidos por el tamafio corporal) lienen menos sefial que el
tamano corporal per se. Un problema de interés para futuras investigaciones es
determinar el coeficiente K en una mayor diversidad de rasgos y organismos, y
separar los efectos de errores en las mediciones de diferencias reales en la flexibi-
lidad evolutiva de los rasgos. Por ejemplo, una explicacién simple de por qué los
rasgos fisiologicos presentan menos seiial que el tamafo corporal es que las esti-
maciones de rasgos fisioldgicos son, por lo general, menos precisas. Una alterna-
tiva interesante es que los rasgos fisiolégicos independientes del tamaiio corporal
estén sujetos a una mayor presién selectiva (o quizds los rasgos fisiolégicos res-
ponden mds rdpidamente a la seleccién porque tiendan a ser mds heredables,
aunque eso es bastante improbable).

Inferencias sobre procesos evolutivos

Estrechamente relacionado con la medicién de la magnitud de la sefal filogenética
estd el problema de cuantificar y comparar tasas de evolucién. Por ejemplo, se les
atribuye inercia y/o limitaciones filogenéticas a los rasgos que al parecer evolu-
cionaron lentamente. Modelos mds complejos que el modelo de movimiento
Browniano pueden generar situaciones en que la senal filogenética es baja, o
incluso inexistente. Estos modelos podrian incluir limites en la evolucién de un
rasgo, procesos de Oiustein-Uhlenbeck (que simulan seleccion estabilizadora,
pudiendo afectar la similitud entre especies derivadas y ancestrales; e.g. Garland
et al. 1993; Blomberg et al. 2003), evolucién convergente, desplazamiento de
caracteres, etc. De forma similar, si la tasa de evolucién aumenté de forma drdsti-
ca en un pasado reciente, entonces la magnitud de la sefial podria ser baja.

En ese sentido, se puede manipular la longitud de las ramas en un drbol
para simular distintos modelos evolutivos. Por ejemplo, un modelo de movimien-
to Browniano con todas las ramas del drbol del mismo tamariio es equivalente a
un modelo de especiacién (asumiendo que todas las especies [actuales y extintas]
estan incluidas en el andlisis). Blomberg et al. (2003) propusieron dos transfor-
maciones con sentido biolégico, una basada en el modelo Ornstein-Uhlenbeck
(OU) de seleccion estabilizadora, y otra basada en un modelo donde la tasa de
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evolucion de un caracter puede acelerar o desacelerar en el tiempo (modelo ACDC:;
€.8., como puede ocurrir durante v después de un evento de radiacion adaptativa).
Del mismo modo, variaciones en las tasas evolutivas pueden ser simuladas y/0
controladas alterando la longitud de las ramas en distintas partes de una filogenia.
Por ejemplo, Garland & Ives (2000) mostraron que el grupo de paseriformes pre-
sentan una tasa de evolucion de caracteres relativamente lenta, tanto para el ta-
mario corporal como para el metabolismo basal especifico, respecto a otras aves.
Esos métodos son titiles no solamente para comprender los procesos subyacentes
que determinan los cambios fenotipicos, sino que también le permiten al investi-
gador determinar qué modelos evolutivos se ajustan mejor a una base de datos
dada (Pagel 1999; Freckleton et al. 2002; Blomberg et al. 2003).

Estimacion de fenotipos ancestrales y
predicciones para nuevas especies

Basado en datos sobre el promedio fenotipico en una serie de especies e infor-
macion sobre la historia evolutiva de esas especies, se puede usar un algoritmo
en particular (e. g., parsimonia, modelos de mdxima verosimilitud) para inferir
el probable fenotipo de los ancestros, i.e., de los nodos intermedios cn cl drbol
(Schluter et al. 1997; Garland et al. 1999). Estas reconstrucciones permiten
inferir donde posiblemente surgié un caracter en un determinado lado y/o si
dicho caracter apareci6 en mds de una oportunidad. Una vez que los valores en
los nodos han sido estimados, pueden ser calculados los cambios fenotipicos
asociados a las ramas descendentes, lo que permite iuferir la direccién y magni-
tud de cambios evolutivos pasados, cambios correlacionados en dos o mds ras-
gos, elucidacion de la secuencia de eventos involucrados en la evolucién de
rasgos complejos, y poner a prueba si la existencia de un estado particular en
un rasgo predispone cambios en otros rasgos en una direccién en particular
(e.g., véase Pagel 1999).

Noétese que al calcular los contrastes filogenéticamente independientes,
los valores calculados para los nodos internos (véase arriba y Fig. 2) no son
estimaciones optimas de condiciones ancestrales (i.e. considerando toda la infor-
macion del drbol), son simplemente valores intermedios en la obtencién de una
base de datos de n -1 contrastes. La tinica excepcidn es el valor estimado para el
nodo basal del drbol (nodo 1 en Fig. 2; Garland et al. 1999). Sin embargo, se
puede fijar cualquier nodo intermedio como el nodo basal de la filogenia, obte-
niendo asi una estimacion fenotipica valida para ese nodo (Garland & Ives 2000).
Ademads, de esta forma se pueden calcular los errores estdndar y los intervalos de
confianza para dicha estimacién (Garland et al. 1999), los cuales son equivalen-
tes a los valores obtenidos mediante los modelos de mdxima verosimilitud pre-
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sentados por Schluter et al. (1997). Para bases de datos con pocas especies, se
encuentra con frecuencia que los intervalos de confianza del 95% son
extremamente amplios, por lo que la estimacion de un caracter ancestral no es
exactamente precisa (véase Fig. 8 en Schluter et al. 1997; Fig. 2 en Garland et al.
1999). En bases de datos grandes, los intervalos de confianza son tipicamente
mds estrechos. Sin embargo, todos estos procedimientos llevan implicito un mo-
delo de evoluci6n fenotipica Browniana, y las estimaciones pueden alejarse mu-
cho de la realidad si es que ha ocurrido evolucién direccional hacia un sentido en
particular (e.g., véase Fig. 3 en Garland et al. 1999).

Reconfigurar el drbol filogenético al calcular los contrastes independien-
tes también permite estimar los valores ancestrales (Garland et al. 1999; Garland
& Ives 2000) en cualquier nivel de una rama en particular, no solamente en los
nodos. Es decir, si se reconfigura el drbol de forma que el nodo basal es un punto
arbitrario a lu largo de una rama, entonces las estimaciones del rasgo mismo y su
intervalo de confianza se dan para un ancestro hipotético en aquel punto de su
historia evolutiva.

Un problema similar corresponde a la estimacién del fenotipo probable
de una nueva especie (existente o extinta). Si la especie hipotética estd estrecha-
mente relacionada con alguna especie previamente medida, entonces se puede
predecir su fenotipo y el margen de error asociado. Tal como en cualquier pro-
ceso de inferencia, la precision de las predicciones va a depender de la cantidad
de informacion disponible. Nuevamente, para estos propdsitos es posible
reconfigurar el drbol (y el nodo basal), aunque en este caso se sustituyen los
intervalos de confianza por intervalos de prediccién, que incluyen un factor
extra, asociado a la longitud de la rama conducente a la nueva especie (véanse
Garland & Ives 2000).

Estimacion de intervalos de confianza y de
prediccion en estudios alométricos

Pueden ser empleados los métodaos estadisticos filogenéticos para estimar inter-
valos de confianza o de prediccion para una variable dependiente en una regre-
sion (Garland & Ives 2000) , tal como en estudios alométricos, un problema
frecuente en la biologia comparativa. Los métodos propuestos pueden incre-
mentar considerablemente la potencia para detectar, por ejemplo, si una espe-
cie en particular difiere de lo predicho basado en ecuaciones alométricas. A
medida que la informacion filogenética se hace mds detallada, los intervalos de
confianza y/o de prediccién presentan mayor precisién, aumentando la poten-
cia estadistica de cualquier prueba. Eso es importante dado que muchos inves-
tigadores evitan los métodos filogenéticos bajo el pretexto de que esos tienden a
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reducir la significancia estadistica de multiples factores. Ademds, estos nuevos
métodos permiten ajustar las regresiones obtenidas filogenéticamente a los da-
tos originales (véase Garland & Ives 2000), pudiendo revelar patrones intere-
santes ignorados previamente.

Precauciones y perspectivas para el futuro

Cuando se emplean métodos comparativos filogenéticos en estudios
interespecificos, el modelo estadistico resultante es complejo, consistiendo de
tres partes: 1) una hipdtesis sobre los patrones de especiacion y tiempos de
divergencia para las especies consideradas (i.e. informacién sobre topologia del
arbol filogenético y el largo de las ramas); 2) el supuesto de un modelo de
evolucion fenotipica en particular, que permite inferir patrones de similitud
entre especies dada una cierta filogenia y ademads generar distribuciones nulas
(en uno o mads rasgos) para pruebas de hipdtesis; y 3) una prueba estadistica
(e.g. un modelo de regresion especifico) que permite inferir patrones adaptativos,
como por ejemplo, la evolucién correlacionada entre distintos rasgos. Por lo
tanto, cualquier conclusion basada en este tipo de andlisis va a depender de que
tan adecuados son los supuestos en cada una de esas partes, sean esos definidos
explicitamente o no.

Los arboles filogenéticos son solamente estimaciones de las relaciones
evolutivas existentes entre organismos. De este modo, las conclusiones derivadas
de cualquier andlisis filogenético estdn sujetas a modificaciones si la informacién
adicional altera el ordenamiento de las especies. Puede ser usada informacion
taxondmica para inferir relaciones filogenéticas (e.g., Fig. 1B), pero dicho proce-
dimiento debe ser efectuado con cautela porque en muchos casos la taxonomia
no necesariamente refleja una filogenia correcta. Ademds, arboles basados en
clasificaciones taxondémicas generalmente presentan mdiltiples politomias que
afectan la potencia del modelo estadistico, aunque eso puede ser normalmente
resuelto tal como se discute en Purvis & Garland (1993) (véanse también Garland
& Diaz-Uriarte 1999).

Los nuevos métodos filogenéticos han cambiado radicalmente el modus
operandi en campos como la fisiologia comparativa, ecoldgica y evolutiva. Ade-
mds, estos métodos han permitido contestar nuevas preguntas en diversas dreas.
Dado nuestra mayor comprension de los mecanismos evolutivos, de cémo se
relacionan las especies, y sus consecuencias en inferencias estadisticas, no
emplear esos métodos en estudios comparativos es, en la actualidad, simple-
mente inaceptable. Este mensaje, a pesar de ser fundamental, todavia no se
hace entender en sectores mds mecanisticos de la biologia. En el futuro, el
empleo de métodos estadisticos filogenéticos serd un procedimiento de rutina
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como ocurre con la estadistica convencional hoy en dia, y los estudios compa-
rativos que no consideren las relaciones filogenéticas entre las especies termi-
nardn por ser considerados inconclusos e inaceptables para publicacién.

Los resultados basados en métodos estadisticos filugenéticos siempre dife-
rirdn de un modo u otro de aquellos obtenidos por métodos convencionales. Esto se
da porque un método considera una filogenia jerdrquica v, por lo tanto. que los
rasgos de distintas especies covarian, mientras que el otro asume una filogenia de
tipo estrella (y ninguna covarianza; véase Fig. 1). Este fendmeno afecta todos los
pardmetros a ser estimadous. El resultado mds “correcto” va a depender de qué
filogenia (jerdrquica vs. estrella) describa mejor las relaciones entre las especies
estudiadas, y del modelo evolutivo por los cuales evolucionaron dichos rasgos. A
pesar de que la mayoria de las especies deben relacionarse de una forma jerdrquica,
eso no implica que una filogenia de ese tipo sea una mejor alternativa para analizar
los datos. Por ejemplo, si la evolucién fenotipica se dio en una ventana muy corta
de tiempo en un pasado reciente, entonces el drbol m4s apropiado seria uno con
ramas terminales largas y ramas intermedias cortas, i.e., asemejandose mds a una
filogenia tipo estrella. Esta filogenia puede ser obtenida mediante diversas transfor-
maciones en la longitud de las ramas, y el drbol mds adecuado para una base de
datos en particular puede ser obtenido basdndose en procedimientos estadisticos
objetivos (Freckleton et al. 2002; Blomberg et al. 2003). Por lo tanto, un investiga-
dor no necesitaria decidir a priori si es que va 4a lumar en cuenta los resultados de
andlisis filogenéticos o convencionales. Ms bien, é] debe tomar en cuenta los re-
sultados obtenidos con el drbol que mejor se ajusta a los datos, 1o que en algunos
casos significa una filogenia tipo estrella o algo parecido, aunque esos casos son
relativamente raros (Blomberg et al. 2003).
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