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GEOMETRIA ESTADISTICA EN LOS

ESPACIOS DE DISTANCIA Y SECUENCIA:
DOS APLICACIONES

ELADIO BARRIO, CELIA BUADES y ANDRES MOYA

La Geometria estadistica es un método complementario a los desarro-
llados hasta el momento para la inferencia y evaluacidn de relaciones
filogenéticas entre entidades emparentadas, y que permite decidir si
la estructura filogenética obienida tiene una configuracion de drbol,
de estrella o de red.

El objetivo de este trabajo consiste en poner de manifiesto que, si bien
la geometria estadistica puede ayudar a decidir entre grandes topo-
logias, no puede decidir enire lipos especificos de topologias. Para
ello utilizamos dos ejemplos: el estudio por andlisis de restriccion
del DNA mitocondrial del grupo obscura de Drosophila como ejem-
plo de topologia en forma de drbol y la evidencia de un fendmeno de
transferencia genélica horizontal de la IPNS (Isopenicilina-N sinte-
tasa) de bacterias del género Streptomyces a determinados hongos
filamentosos como ejemplo de topologia en forma de red.
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1. INTRODUCCION

Hay una gran cantidad de métodos para la reconstruccién de la filogenia de
un conjunto de organismos, genes o cualquier tipo de entidades relacionadas por
ancestralidad, que dependen de un conjunto particular de asunciones evoluti-
vas y/o matematicas (hay una revisién reciente en Felsenstein, 1988). También
es muy amplia la literatura estadistica para la comparacién de filogenias al-
ternativas asf como para la determinacién de la significacién de los puntos de
ramificacién o nodos en una filogenia (véase también Felsenstein, 1988). Un
método reciente es el de la geometria estadistica en los espacios de distancia
y secuencia (Winkler-Oswatitsch et al., 1986; Eigen et al., 1988, 1989; véase
también Maynard-Smith, 1989). El método suministra reglas sencillas para se-
leccionar la topologia apropiada y para decidir si una topologia filogenética, es
decir una sucesién de puntos de ramificacién, es propiamente una filogenia en
forma de arbol, donde la ramificacién es binaria, en forma de estrella, donde la
ramificacién es de orden superior a dos, o una filogenia en forma de red, donde
pueden reunirse ramas que proceden de nodos ancestrales distintos. El método
ha sido aplicado con cierto éxito a la evolucién de los RNA de transferencia,
a las moléculas de RNA ribosomal (Winkler-Oswatitsch et al., 1986; Eigen et
al., 1989) y més recientemnente a la evolucién de viroides y virusoides (Elena
et al., 1991). No obstante, no conocemos hasta el momento otros ejemplos de
aplicacién, y especificamente de validacién que no sean los basados en ejemplos
estrictamente tedricos, y que estén orientados a la evaluacién del método. En el
presente trabajo pretendemos su aplicacién a dos casos bien distintos. El método
de espacio de distancia sera aplicado a los resultados del analisis de restriccion
del DNA mitocondrial (mtDNA) de diversas especies de Drosophila del grupo
obscura (Barrio et al., 1992), en donde disponemos de una matriz de presen-
cia/ausencia de sitios que caracterizan cada una de ellas. Para la aplicacién del
método de espacio de secuencias, disponemos de la secuencia del gen de la IPNS
(también llamada ciclasa) y del RNA ribosémico 5S (5STRNA) de bacterias del
género Streptomyces y tres hongos filamentosos (Pefialva et al., 1990). Con el
primer ejemplo evaluamos la eficiencia del método de distancias para discriminar
entre posibles topologias en forma de 4rbol. Con el segundo ejemplo, tratamos
de poner de manifiesto cémo la existencia de una fenémeno de transferencia
genética horizontal debe implicar una topologia en forma de red.
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2. GEOMETRIA ESTADISTICA EN EL ESPACIO DE LAS DIS-
TANCIAS

La base de datos de la que se parte es una matriz de caracteres discretos.
A partir de dicha matriz se calcula la distancia genética entre pares de taxones.
Posteriormente se efectuan todas las comparaciones posibles entre conjuntos de
cuatro taxones (cuartetos), descomponiendo las seis distancias genéticas entre
cada par de taxones que componen el cuarteto en cuatro ramas interiores, que
conectan los cuatro nodos internos, y las cuatro ramas terminales (Figura 1).
Dado que las ramas internas son iguales en longitud dos a dos, sélo hablamos de
las distancias o longitudes internas de las ramas z e y (véase Winkler-Oswatitsch
et al., 1986, Figura 7 y pags. 62-63). Las seis distancias genéticas estimadas
nos llevan a la resolucién para cada cuarteto de las longitudes de las ramas
que lo componen (z,y) y las cuatro ramas terminales (Figura 1). Para una
topologia dada, r es una medida de la desviacién respecto de un verdadero
arbol filogenético, e y corresponde a la auténtica longitud de la rama interior de
cada cuarteto. Si z e y son cero, la topologia es una estrella. Si z e y son del
mismo orden, la topologia tiene la forma de red. Y si £ es mucho menor que
y la topologia es la del arbol. Valores positivos de z aparecen por intercambio
genético o por mutaciones paralelas reversas. Segin Eigen et al. (1988) razones
z/y = 0.5 o mayores nos pueden hacer sospechar de que la auténtica topologia
sea de tipo arbol.

Nosotros hemos aplicado la geometria estadistica en el espacio de distan-
cias a un conjunto de 16 haplotipos de mtDNA, segiin los mapas de restriccién
correspondientes a 14 taxones del grupo obscura de Drosophila. A partir de
la matriz de presencia/ausencia de sitios de restriccién de los citados 16 ha-
plotipos se estiman las distancias genéticas (Tabla 1) entre pares de taxones,
siguiendo para ello el procedimiento de estima por médxima verosimilitud para
sitios de restriccién desarrollado por Nei (1987, pag. 104). La Figura 2 muestra
un agrupamiento UPGMA de los 16 haplotipos derivados de la hemimatriz de
distancias genéticas. Los recuadros sombreados que se situan sobre los nodos
hacen referencia a los errores estandar de los mismos (Nei et al., 1985). La
correlacién cofenética entre las matriz de distancias genéticas utilizadas para la
construccién del agrupamiento por el método UPGMA (Tabla 1) y la de las dis-
tancias estimadas que se derivan como consecuencia de su utilizacién fue de 0.9,
una bondad de ajuste muy buena. Como puede observarse hay dos agrupamien-
tos monofiléticos de especies estrechamente emparentadas (el subgrupo Nedrtico
de las affinis, haplotipos I-VI, y el subgrupo pseudoobscura, también nedrticas,
haplotipos XII-XVI), mds un conjunto heterogéneo de especies mas alejadas en-
tre si que corresponden a las especies palearticas del grupo (subgrupo obscura,
haplotipos VII-XI). La matriz de sitios de restriccién fue también utilizada para

29



la construccién de un drbol, siguiendo el criterio de Wagner, que minimizase
el nimero de mutaciones requeridas para conectar todos los haplotipos. Para
ello utilizamos el programa MIX (paquete PHYLIP de inferencia filogenética,
versién 3.4). El drbol mds parsimdnico encontrado, también mostré un agrupa-
miento entre los subgrupos affinis y pseudoobscura, asi como la heterogeneidad
del subgrupo obscura. Un remuestreo de 100 repeticiones por el método “boots-
trap” (programa BOOT, paquete PHYLIP, versién 3.4) mostr6 que en el 100%
de ellas, las especies del subgrupo pseudoobscura siempre aparecian juntas. No
hay duda del cardcter monofilético (es decir, origen inico) de este subgrupo. En
un 81% de las repeticiones, las especies del grupo affinis aparecian relacionadas.
Sin embargo, el resto de nodos, que conectan las especies del subgrupo obscura
entre si y con los dos subgrupos sefialados, no alcanzaba el valor necesario (95%
o mayor) para admitir que se trata de grupos monofiléticos.

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos con el método de la geometria
estadistica en el espacio de distancias. La media z/y ha sido calculada para
subconjuntos de haplotipos, y los resultados aparecen en las diez primeras filas de
la Tabla 2, ordenados de menor a mayor valor. Como puede observarse la razén
z/y es inferior a 0.5 en 9 de los 10 subconjuntos de haplotipos. También se puede
observar que la cuarta fila corresponde al promedio de razones z/y de todos
los posibles cuartetos de haplotipos. El método de geometria estadistica en el
espacio de distancias se ha probado aleatorizando la matriz de presencia/ausencia
de sitios de restriccién 100 veces, repitiendo otras tantas veces el proceso de
calculo de distancias genéticas y parametros de geometria estadistica, obteniendo
con ello los valores medios para z,y y la razén z/y. Estos resultados aparecen
reflejados en la fila 11 de la Tabla 2. Se observard que la razén obtenida es la
predicha por Eigen et al. (1988). Los resultados obtenidos los interpretamos de
la siguiente manera

(1) El valor limite de 0.5 es apropiado para suponer que una determinada
topologia es de tipo arbol.

(2) Valores inferiores a 0.5 no pueden ser tomados, no obstante, como confir-
macion estadistica de una configuracién topoldgica de auténtica filogenia.
De hecho se han obtenido razones z/y menores de 0.5 para agrupamientos
filogenéticos incompatibles. Asi, de acuerdo con el resultado del remues-
treo “bootstrap”, en ninguno de los nodos, excepto el que corresponde al
subgrupo pseudoobscura (Figura 2), se garantiza que las agrupaciones que
surgen de ellos sean monofiléticas. Cualquier reordenamiento de los no-
dos localizados en la Figura 2 con valores de distancia superior a la que
corresponde al nodo del subgrupo affinis (incluyendo la coalescencia de
todos ellos en una estrella) es compatible con los datos. Pero la geometria
estadistica en el espacio de distancias nos lleva a valores inferiores a 0.5
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para todos los nodos mostrados en la Figura 2, asi como para el caso de
cualquier topologia alternativa.

3. GEOMETRIA ESTADISTICA EN EL ESPACIO DE SECUEN-
CIAS

Los datos de partida en este caso son una matriz de secuencias de caracteres
discretos, previamente alineadas. Como para el caso de las secuencias de dcidos
nucleicos los estados posibles de cada caracter son cuatro, correspondientes a
cada uno de los cuatro nucledtidos presentes en los mismos. Eigen y colabo-
radores transforman la matriz de datos cuaternarios en una de datos binarios
(agrupando las bases segiin sean purinas o pirimidinas). Por lo tanto, en esen-
cia, la matriz de partida es una matriz de datos binarios y, en consecuencia,
los datos analizados en el apartado anterior son susceptibles de ser analizados
mediante este método, y viceversa. Al igual que en el método anterior, éste se
basa en el célculo de parametros de todos los cuartetos posibles para los taxones
o entidades estudiadas. La diferencia estd en que el nimero de parametros no
es 6, sino 8 (Figura 3). Se trata de las longitudes de las ramas que conectan los
nodos internos con los taxones, mas tres pardmetros de longitudes internas. De
hecho, los primeros son el niimero de caracteres que identifican a cada uno de los
taxones (el caricter estd presente o ausente en solo uno de los cuatro taxones).
Los otros tres parametros corresponden al nimero de caracteres con dos secuen-
cias en un estado y dos en otro. Al ser tres las posibilidades de combinacién,
son tres los parametros, y se definen como [,m y s, por asignacién al conjunto
con mayor, medio y menor nimero de caracteres compartidos, respectivamente.
Los caracteres presentes o ausentes en los cuatro taxones a la vez son conside-
rados como no informativos y se excluyen, por tanto, del andlisis. La Tabla 3
muestra las relaciones esperadas entre pardmetros en el espacio de secuencias
bajo tres situaciones: ideal, aleatoria y real; y definiendo las tres configuraciones
topoldgicas de las que venimos hablando: arbol, estrella y red. Los resultados
de secuencias reales se comparan con los de las mismas secuencias aleatorizadas.
Para ello, y como ocurria en el caso de la geometria en el espacio de distancias,
se procede a una aleatorizacién, en este caso horizontal, y al recdlculo de los
parametros de geometria en el espacio de secuencias.

Para ejemplificar y criticar el método en cuestién, vamos a aplicarlo al caso
relativamente bien documentado de transferencia génica horizontal de un gen, el
gen de la IPNS, implicado en la sintesis de antibiéticos betalactamicos, presente
tanto en bacterias del género Streptomyces, como en antecesores de determi-
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nado grupo de hongos filamentosos. Hemos utilizado las secuencias del gen de
la IPNS de 7 organismos (tres hongos filamentosos: Acremonium chrysogenum,
Penicillium chrysogenum, y Aspergillus nidulans, tres bacterias del género Strep-
tomyces: S. clavuligerus, S. lipmanii y S. jumonjinensis, asi como una bacteria
gram negativa del género Flavobacterium) y la secuencia del RNA ribosémico
5S de cinco organismos (los tres hongos filamentosos, un Streptomyces y una
bacteria gram negativa). Para adquirir una mayor informacién sobre el tema,
el lector puede acudir al articulo de Pefialva y col. (1990) y las referencias alli
citadas. Hay que sefialar que todas las secuencias analizadas fueron obtenidas
de la base de datos del EMBL en Heildelberg, Alemania. La Tabla 4 muestra los
resultados obtenidos tanto de los genes de la IPNS en un conjunto de especies,
asi como los relativos a los genes 5STRNA, muy utilizados en la literatura como
reloj molecular y de los que, por supuesto, se sabe que no han sufrido trans-
ferencia horizontal alguna. Es evidente que las relaciones entre los pardmetros
definen mas nitidamente una topologia en forma de arbol para el caso de los
genes 5STRNA que para el de los de la IPNS (véase relaciones esperadas en la
Tabla 3). Pero, al igual que ocurria con la geometria estadistica en el espacio
de la distancias, la geometria estadistica en el espacio de secuencias solo sugiere
la posibilidad, pero no discrimina nitidamente. En otras palabras, la forma de
arbol del 5SrRNA estd mas cerca de las relaciones ideales para dicha topologia
que el caso de la topologia obtenida con los genes de la IPNS. Sin embargo, ello
no nos permite concluir que el segundo caso no corresponda a una topologia
de arbol como lo es el primero. Esta claro que cuando se produjo el suceso de
transferencia, la topologia correspondiente a la evolucién del gen de la IPNS era
en forma de red, y en forma de 4rbol para la de los genes 5SrRNA. Pero desde
entonces se ha dado un proceso de evolucién gradual y acumulacién de mutacio-
nes que nos ha puesto frente a una nueva topologia que no es exactamente una
red, pero tampoco exactamente un arbol. Tal incertidumbre no la puede resolver
la geometria estadistica en el espacio de las secuencias, y por ende, hemos de
recurrir a otros procedimientos.
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Tabla 2

Parametros obtenidos mediante el método de la geometria estadistica en el
espacio de las distancias para diferentes agrupamientos de especies. El cociente
z/y determina la desviacién de la topologia de arbol (para mas detalles ver el
texto). Abreviaturas:
aff = affinis, amb = ambigua, bif = bifasciala, gua = guanche, obs = obscura,
pse = pseudoobscura y sub = subobscura.

Agrupamientos T y z/y

1. Subgrupo pseudoobscura frente al resto 0.0023 0.0612 0.0377
2. Par ambigua-obscura frente al resto 0.0033 0.0302 0.1103
3. Subgrupo affinis frente al resto 0.0052 0.0450 0.1163
4. Todas las especies estudiadas 0.0042 0.0336 0.1237
5. Cuarteto sub-gua-amb-obs frente al resto  0.0052 0.0278 0.1877
6. Subgrupo obscura frente al resto 0.0061 0.0274 0.2226
7. Par subobscura-guanche frente al resto 0.0069 0.0243 0.2842
8. Trio bif-obs-amb frente al resto 0.0078 0.0231 0.3379
9. Cuarteto amb-obs-gua-sub frente a bif

frente subgrupo pse frente subgrupo bif ~ 0.0073 0.0171 0.4282

10. Par amb-obs frente par sub-gua frente
subgrupo aff frente subgrupo pse con bif ~ 0.0097 0.0041 2.3742
11. Agrupamientos al azar desde 0.0144 0.0079 0.5541
a 0.0406 0.0261 6.7626

Tabla 3

Valores de referencia esperados para los tres grandes tipos de topologias segiin
los parametros medios de geometria estadistica en el espacio de secuencias.

Situacién Estrella Arbol Red

Ideal l=m=s=0 m=5=0,1>0 m=(a+b+c+d)/4
Aleatorio l=m=3s m,s> (a+b+c+d)/4

Real Ixm=s I>m,s me~(a+b+c+d)/4
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Tabla 4

Valores medios de geometria estadistica en el espacio de secuencias obtenidos
en el estudio de dos genes: el de la IPNS (7 secuencias alineadas de 1024
nucleétidos, 35 cuartetos posibles) y el del RNA ribosémico 5S (5 secuencias
alineadas de 123 nucledtidos, 5 cuartetos posibles). El procedimiento de
aleatorizacién de las secuencias se siguié utilizando el algoritmo descrito por
Lépez-Bueno y Moya (1992). Para mas informacién sobre las especies de
procedencia de las secuencias constltese Pefialva et al. (1990).

Secuencias
IPNS 5SRNA
Pardmetros Reales Aleatorizadas Reales Aleatorizadas
a 82.54 131.45 16.20 16.04
b 54.23 129.44 8.20 15.80
¢ 42.83 126.26 4.00 15.36
d 70.23 127.06 4.40 16.48
l 76.14 139.35  17.20 18.24
m 23.71 128.62 2.60 14.52
s 17.63 118.45 0.60 11.64

20— (m+s) 110.94 3162 31.20 10.32
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ENGLISH SUMMARY:

STATISTICAL GEOMETRY IN DISTANCE AND SEQUENCE
SPACES: TWO APPLICATIONS

Eladio Barrio, Celia Buades y Andrés Moya

1. INTRODUCTION

Statistical geometry is a new approach that complements existing methods
for comparing alternative phylogenies and for assesing the significance of the
topological location of the branching points in a phylogeny, allowing to select
the appropiate topology; that is to say, a tree-like tipology, a ‘bundle’ (i.e., an
effectively simultaneous split of all branches) or a ‘net’ (i.e., such as might arise
by hibridization or lateral genetic transfer).

In the present paper we show that, although statistical geometry helps to
choose between phylogenetic topologies, it cannot decide between specific topo-
logical types.

2. STATISTICAL GEOMETRY IN DISTANCE SPACE

Two methods are presented. The first one is the statistical geometry in
distance space. This method calculates two internal parameters of distance, z
and y, that are mean values obtained from all possible quartets of species (i.e.,
Operative taxonomical units, OTUs). The data available are genetic distances
between species, and for each quartet there are six distances that can be partiti-
oned in six unknown partial distances: z,y as internal distances, and four more
corresponding to the external branches. The z/y ratio can be used to decide bet-
ween the different topological types mentioned above. Data of genetic distances
obtained from restriction site analysis of the mitochondrial DNA of the Obscura
group of Drosophila are used to verify the efficiency of the statistical method
in distance space. In fact z/y ratios less than 0.5 indicate tree-like topologies.
The method tell us that the phylogeny for the total set of species is a tree-like
topology, but when try to decide between specific sets, the ratios are mostly less

40



than 0.5 and some of such sets are clearly improbable from a phylogenetic point
of view.

3. STATISTICAL GEOMETRY IN SEQUENCE SPACE

In this case the data set is a matrix of aligned nucleic acid sequences. The
matrix is directly used for the method of statistical geometry in sequence space,
but only two states are allowed for each character. If more than two states occur,
they should be reduced to only two. A network connecting each possible quartet
of binary sequences is generated and each position in a given quartet is assigned
to one of the following eight parameters: a,b,c,d,l,m,s and z. a,b,c, and d
are the number of character for which the four species are odd man out, while
I,m and s (for large, medium and small) are the numbers of characters with two
sequences in one state and two in the other. z is the number of uninformative
characters. As the previous one, we have used the method in order to choose
between a tree, a bundle or a net.

To verify the efficiency of the method, data sequence of two different genes
have been used: the 5STRNA gene, a typical molecular clock used in molecular
evolutionary studies to construct phylogenetic trees, and the IPNS gene (i.e.,
isopenicillin N synthetase), that has probably been horizontally transfered from
Streptomyces to an ancient fungi. The relationship between internal mean values
corresponding to quartets of 5STRNA genes are closer than the IPNS genes to
a tree topology. Horizontal gene transfer has previosly been put into evidence
in the case of IPNS, but the statistical geometry in sequence space is not able
to say why the 5STRNA is a tree topology and IPNS a net topology. In other
words, there is no statistical procedure to decide between both topological types.
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