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METODOS ESTADISTICOS MULTIVARIADOS EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y SU APLICACION EN INVESTIGACION AGRICOLA

Orlando Martinez Wilches'

RESUMEN

Los métodos estadisticos como elementos de apo-
yo en la investigacién agricola son fundamentales,
puesto que cuantifican y cualifican objetivamente
los resultados de la investigacién. Estos métodos y
procedimientos estadisticos, varian segtn la natu-
raleza y estructura del resultado experimental. Asi,
si las ciencias biolégicas bésicas proponen e inno-
van procedimientos y técnicas que describan la va-
riabilidad de poblaciones agronémicas, entonces
es necesario proveer de herramientas estadisticas
a las nuevas propuestas experimentales.

En el caso de la Agronomia, la biologta molecular
y las disciplinas afines han presentado reciente-
mente los métodos de isoenzimas, RFLPS y
RAPDS para determinar la variabilidad, composi-
cién y estructura genética de individuos, poblacio-
nes naturales y experimentales. Como técnicas es-
tadisticas para experimentos agronémicos que
usan isoenzimas, RFLPS y RAPDS como marca-
dores genéticos se analiza y discute el uso de las
distancias genéticas, indices de similitud dendo-
gramas y escalas multidimensionales.

MULTIVARIATE STATISTICAL METHODS IN
MOLECULAR BIOLOGY:
AND THEIR USE IN AGRONOMIC RESEARCH

SUMMARY

Statistical methods as support elements in the
agronomic research are basic. The importance rely
on their objetive capacity of quantify and qualify the
results of the investigations. Statistical methods to
be applyed vary according to the structure and na-
ture of the experimental result. Hence, if the basic
biological sciences propose or introduce methods
and techniques that describe the variability of agro-
nomic populations, it is hecessary to provide of sta-
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tistical tool to the new experimental biological pro-
positions.

In agronomic research, the molecular biology and
similar disciplines have proposed the isoenzymes,
RFLP’S and the RAPDS to evaluate the variability,
composition and genetic structure of natural and
domesticated populations.

In 1his review, it is discussed and described the use
of genetic distances, coefficients of similarity, den-
dograms and multidimensional scaling as statisti-
cal techniques in agronomic experiments which
use isoenzymes RFLP'S and RAPDS as genetic
markers.

INTRODUCCION

McCalla (1994) sehala cuatro grandes tendencias
de la agricultura en los ultimos afios, asi: La inter-
dependencia global e integral de los paises por el

"mercado de bienes y servicios; el desarrollo acele-

rado de las comunicaciones y la informacién tecno-
ldgica en la agricultura, tanto a nive! de productor,
como en las negociaciones de las multinacionales;
el consenso mundial y la preocupacién de los pai-
ses por la ecologia y el ambiente donde los recur-
sos naturales disponibles ya son finitos; y finalmen-
te, la revolucién de la biolagia molecular y su
acelerado desarrolio en los Gltimos 20-30 afos.

Esta disciplina y olras afines a ella, han ampliado
el conocimiento de la genética, la evolucion y el
funcionamiento de los organismos biolégicos. Ini-
cialmente, se preveia que, mediantes estas técni-
cas biotecnolégicas, se obtendria una répida trans-
formacién de la agricultura. Sin embargo, tales
observaciones estaban sobre- estimadas y se con-
sidera que nos encontramos en los primeros esta-
dos del impacloy aplicacién que estas tecnologias
puedan causar en el desarrollo y la productividad
agricola de los paises. Los préximos anos se prevé
serdn promisofios y exitosos.

TECNICAS ESTADISTICAS MOLECULARES:

Los métodos y procedimientos estadisticos dispo-
nibles para el analisis de los resultados provenien-



tes de ensayos biotecnoldgicos se pueden agrupar
en las siguientes categorias:

1. Aquellos que tienen como propdsito evaluar la
variabilidad, clasificacién, estructura y compo-
sicién genética de las poblaciones,

2. Los desarrollados para la construccién de ma-
pas cromosémicos ¢ gendmicos, cuando se
utilizan marcadores genéticos moleculares, y

3. Lo denominados QLT (Quantitative trait loci),
los cuales son loci asociados con caracteres
cuantitativos de importancia econdmica, como
el rendimiento y que proveen al fitomejorador
de una herramienta molecular agil, precisa y
oportuna de seleccién indirecta por tos carac-
teres cuantitativos de interés envueltos en el
programa de fitomejoramiento.

Este escrito solo se ocupa de los primeros, s de-
cir, de aquéllos que, en general, describen la varia-
bilidad genética de las poblaciones. En particular,
su uso se enfatiza en poblaciones, que, convencio-
nalmente, se reconocen como “recursos genéticos
naturales®, las cuales son indispensables, como su
nombre lo indica, para el desarrollo y progreso fu-
turo de la agricultura.

MARCADORES GENETICOS

Las variables, los caracteres o pardmetros, que se
han utilizado para observar y detectar la variabili-
dad presente en los seres vivos, son numerosas.
Los marcadores genéticos son una clase de éstos
y, con ellos, se espera que reflejen la variabilidad
debida principalmente a los genes.

Los marcadores morfoldgicos - cuantitativos se
consideran como el resultado de los efectos com-
binados de muchos genes y el ambiente, por ejem-
plo altura de planta, nimero de pétalos, longitud de
la mazorca. Para su evaluacién, se requiere de una
medida, conteo o calificacién.

Los marcadores bioquimicos estan constituidos
por las isoenzimas y las proteinas. Mediante la téc-
nica de la electroforesis en gel, se hace posible el
estudio de la variacién ds fas proteinas y enzimas
en organismos vivos, asi: Las muestras de tejidos
se homogenizan (muelen) para liberar las enzimas
y proteinas de las células. Et sobrenadante del ho-
mogenizado (parte liquida), se coloca en un gel de
almidén, agar, poliacrilamida o alguna sustancia
gelatinosa. El gel se somete, durante horas, a co-
rriente eléctrica continua y cada proteina del gel
migra en una direccién y velocidad, la cual depen-
de de la carga eléctrica neta de la proteina y del

tamanio molecular. Después, el gel se trata con una
solucién quimica con un sustrato especifico para la
enzima en estudio y una sal que produce una man-
cha (banda) coloreada, que refleja {a migracién de
la enzima. La utilidad del método radica en el he-
cho de que el genotipo del locus genético que co-
difica la enzima puede ser inferido a partir del ni-
mero y posiciones de las bandas observadas. en
los geles (Ayala y Kiger, 1984).

Los marcadores moleculares de mayor uso en la de-
teccion de la variabilidad genética, lo constituyen los
RFLPS y los RAPDS. Los RFLPS son una clase de
enzimas, llamadas enzimas de restriccién. Son nu-
cleasas producidas por diferentes microorganismos
y tienen la capacidad de reconocer ciertos sitios (si
tios de restriccion) constituidos por secuencias de
bases especificas en el ADN. Si una secuencia es-
pecifica de bases esta presente en el sitio de restric-
¢ién, la enzima de restriccién corta et ADN en ese
sitio. Por lo tanto, una cadena larga de ADN se pue-
de reducir a una sefie de fragmentos de tamario finito
segln el corte de la enzima de restriccidn. El nimero
de fragmentos producidos y el tamafio de cada frag-
mento refleja los sitios de restriccién enla cadena del
DNA. Los fragmentos de restriccién producidos por
el corte de la endonucleasa {por ejemplo Hind Hl) de
un tejido se someten al proceso de electroforesis en
agar, los fragmentos migran con la presencia de la
corriente eléctrica y la velocidad de migracién depen-
de del peso molecular de cada fragmento. Posterior-
mente, el gel se colorea con bromuro de etidio y el
patron de migracién de los fragmentos se observa
directamente mediante manchas coloreadas de una
manera similar a las isoenzimas y proteinas (Kochet,
1994).

Los marcadores moleculares, conocidos como
RAPDS o AP-PCR, tienen como base la reaccién
en cadena de la polimerasa (una enzima, que, bajo
ciertas circunstancias, produce replicas de cade-
nas sencillas de ADN). Los RAPDS (segmentos,
amplificados, aleatorios de ADN) es una técnica
para esludiar la variabilidad genética, la cual per-
mite la deteccién de secuencias polimdrticas de
ADN, utilizando cebadores (Primers) sencillos con
secuencias arbitrarias de oligonucleotidos. Las se-
cuencias se amplifican o se generan con la infor-
macién ADN del tejido de la especie en estudio y
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa.
Aligual que las isoenzimas, el material procesado
se somete a electroforesis en agary los segmentos
amplificados migran por la accién de la corriente
eléctrica y la velocidad de migracién depende de
su peso molecular. Después, ef gel se colorea con
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bromuro de etidio y el patrén de la migracidn de los
segmentos de ADN se observa directamente me-
diante manchas coloreadas (Williams et al, 1990,
Welsh and Mcclelland, 1991).

CUANTIFICACION DE LOS MARCADORES
BIOQUIMICOS Y MOLECULARES

Los resultados experimentales de un ensayo bioldgi-
co donde se utilicen las proteinas, enzimas, RFLPS
0 RAPDS es el mismo son un conjunto de bandas
coloreadas en el gel que representan el comporta-
miento de la variabilidad. Como ilustracion, se consi-
deran cinco colecciones de una especie agricola, por
ejemplo cacao, las cuales se somelieron a un estu-
dio de diversidad enzimatica. En la Figura 1, se pre-
sentan los resultados correspondientes a una corrida
de a - esterasa y se observa el patrdn (las bandas)
de variacién de las colecciones y, en la tltima colum-
na, cormasponde al estandard, el cual expresa todas
las bandas posibles producidas por las cinco colec-
ciones. El problema es como cuantificar las bandas
y una vez cuantificadas, proponer medidas astadis-
ticas que expresen la varabilidad entre las coleclas
en estudio.

Las bandas de la Figura 1 se pueden cuantificar
mediante una funcién indicadora, ésto es, asignar
et vator 1 si la bantda esta presente y cero si ésta
no lo esté. Al aplicar dicha funcién al ejemplo de la
- esterasa, se obtigne el Cuadro 1 y ella retleja la
variabilidad de las bandas pero ya de una forma
cuantitativa y numérica, a la cual se le pueden pro-
poner medidas estadisticas que expresen la diver-
sidad enzimética entre las colectas en estudio.

Flgura 1. Patrén de variabilidad de cinco colec-
ciones de cacaco asociados con la ( ) esterasa.

Coleccién
ORDEN | A | B | C | D | E | STANDARD
1 - - .
2 - - . -
3 - - . - -
4 . -
5 - . - - -
8 . . - . -
7 - . -
8 - - - -
9 - - - -
10 - - .
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Cuadro 1. Cuantificacién de la a-B esterasa
en cinco colecciones de cacao.

Colecclones

ORDEN| A B c D E |ESTANDARD
1 0 1 0 1 1] 1
2 1 0 1 1 0 1
3 1 1 1 1 o 1
4 0 1 0 0 0 1
5 1 1 1 0 0 1
6 1 1 1 0 1 1
7 0 1 0 0 1 1
8 1 0 1 1 1 1
9 1 0 1 1 1

10 0 0 1 1 0 1

INDICES O COEFICIENTES DE SIMILITUD

Una medida de semejanza para comparar dos co-
lecciones (la A y la B), utilizando los resultados del
Cuadro 1, seria aguella que relacionara el nimero
de bandas (unos o ceros) que simultdneamente
compartan las dos accesiones. El siguiente cuadro
provee la informacién necesaria para relacionar las
ausencias y presencias comunes entre el par de
accesiones.

A n=a+b+c+d

Dos medidas de semejanza (Sag) entre A, B se-
rian:

Sag=a/n
Sap = (a+d)/n

entonces se puede calcular un cuadro (matriz) de
coelicientes de similitud entre todas las coleccio-
nes.

Adicionales a las anteriores, se han propuesto di-
farentes indices de similitud. En el Cuadro 2, se
expresan Ios mas comunes, su interpretacién y el
autor. Estos indices fueron originalmente creados
para estudios de poblaciones de insactos, ecologia
y en la especie humana, donde, al evaluar el com-
portamiento ante una serie de estimulos congnoci-



tivos, la presencia y la ausencia de caracteristicas
SON comunes.

Cuadro 2. Coeficientes de similitud.

Coeficlente Interpretaclén Autor
a+b lgual peso a 0-0y 1-1 Sokal, Michensr
1958
n
a No contabiliza 0-0  Jaccard, 1908
a+b+c
2a Doble peso a 1-1 no  Dice, 1945
. contabiliza 0-0
2a+b+c
2a Nei, 1987
b+c

De los coeficientes o indices de similitud que se
consignaron en el Cuadro 2, el de Jaccard posee
ciertas caracteristicas matematicas y estadisticas
que lo hacen mds util, sokal y Sneath (1963), Go-
wer (1966). Por tal motivo se construya la matriz de
similitud entre todas las accesiones de cacao, con
los resultados del Cuadro 1. La matriz de coeficien-
tes de similitud de Jaccard se expresa a continua-
cién:

1.00

0.33 1.00

0.86 0.30 1.00

0.50 025 0.63 1.00

0.29 8.29 0.25 0.13 1.00

m o 0 W >

Matriz de coeficiantes de similitud de Jaccard para
las cinco accesions de cacao.

DISTANCIAS EUCLIDIANA - GEOMETRICA -
GENETICA

La distancia Euclidiana entre dos colectas es la
aplicacién del Teorema de Pitagoras, a dos carac-
teristicas (X1 y X2) de Ay B, asi:

X2 A= (Xar, Xa2)

B = (Xas, Xp2}

Xa

D*p=d?=a%+1?
D%as= (Xa1 - Xa1)? + {Xaz - Xp2)?
para k - caracteristicas.

Dag? = ¥, (Xue-Xw®
k

La distancia euclidiana es intuitivamente atrayante,
facil de entender, es una medida gsométrica que po-
see numerosas caracleristicas algebrdicos - mate-
maéticas, de alli su amplio uso en investigaciones en
las ciencias biol6gicas, econdmicas y sociales.

La distancia genética es una medida que expresa
la divergencia entre dos poblaciones, razas o co-
lactas, divergencia atribuible exclusivamente a ge-
nes o a conjuntos de los mismos. Si pi es la fre-
cuencia del i-ésimo gene de la poblacién Ay qi lo
es para la poblacion B entonces una medida de
distancia genética entre A y B es la distancia eucli-
deana aplicada a fa frecuencia de los genes asi:

S P - ay
7

2
Dag

Se han propuesto diferentes medidas de distancia
genética, como son la de Rogers, Prevosti, Cava-
lli-sforza, Nei, etc.; para su construccién se han
considerado aspectos geométricos, matamaticos y
bioldgicos, entre otros (Nei, 1987).

DISTANCIAS £ INDICES DE SIMILITUD

Los indices o coeficientes de similaridad son medi-
das de semejanza entre bandas slectroforéticas;
algunos de ellos estén relacionados con las distan-
cias, mediante funciones algebraicas. Es decir, ba-
jo ciertas circunstancias, es posible calcular distan-
cias euclidianas a partir de los indices de similitud.
Entre las expresiones que relacionan los coeficien-
tes y las distancias se encuentran:

D% =1-25;
D% =2(1-Sj)
D% = 1(1-Sp
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Sin embargo, tal como lo muestra Gower {1966),
no sismpre es posible calcular distancias euclidea-
nas a partir de similaridades. Para lograr la conver-
sién, la matriz de similaridad tiene que ser definida
semi positiva. De las simitaridades expresadas en
el Cuadro 2, solamente, Ias definidas por Sokal y
Michener (1958) Jaccard (1908) poseen esta con-
dicién. Gower (1966) enfatiza también en usar la
expresién 2(1 - Sj).

A continuacién, se expresa la matriz de distancias
entre las colectas de cacao, la matriz se calcula
mediante fa expresién 2(1 -Sj) propuesta por Go-
wery a parir de la matriz de coeficientes de simili-
tud (Sy) previamente estimados.

A 0.00

B 1.34 0.00

C| o028 1.40 0.00

D 1.00 1.50 0.74 0.00

E 1.42 1.42 1.50 1.74 0.00

Matriz de distancias entre las accesiones de cacao.

Hasta ahora, para cuantificar el patrén de bandas
electroforéticas se han propuesto diferentes coefi-
cientes de similaridad, distancias genéticas, geo-
métricas y euclideanas. Sin embargo, cuando se
estudian varias poblaciones, por ejemplo 20, que
es un tamaiio mds bien intermedio, el nimero total
de distancias entre pares de poblaciones seria de
{20 x 19} 2=190. Por lo tanto, se torna dispendioso
resumir estas 190 distancias y, a partir de ellas,
realizar las inducciones y deducciones poblaciona-
les. Entonces el siguiente paso, es el manejo de
una matriz de distancias y, con elta, hacer inferen-
cias estadisticas. Se discuten los dendogramas y
las coordenadas principales que son dos métodos
gréfico- estadisticos que proveen al investigador
que usa marcadores moleculares y bioquimicos en
la descripcién de la variabilidad de poblaciones
bioldgicas de buenas guias. Los dendogramas y
las escalas multidimensionales resumen la matriz
de distancias.

DENDOGRAMAS - CONGLOMERADOS

El propésito fundamental del andlisis de conglome-
rados es proveer al investigador de *agrupaciones
naturales™ de-un conjunto de individuos, razas, o
variedades. Se busca colocar conjuntos de indivi-
duos en grupos exhaustivos y mutuamente exclu-
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yentes, de tal forma que se puedan hacer inferen-
cias estadisticas de semejanzas o diferencias eny
antre los grupos provistos por el analisis.

Los grupos establecidos por el andlisis forman par-

ticiones y subdivisiones en conjuntos menores o
reagrupamientos en mayores y eventualmente, se
puede finalizar con una estructura jerarquica de
agrupamiento. A esta estructura se le conoce co-
mo “jerarquizacién en &rbol". La estructura jerar-
quica de agrupamiento o la estructura en arbol, se
puede representar en un diagrama o figura bidi-
mensional y a tal representacién se conoce como
"dendograma®.

En general, los dendogramas, se construyen a par-
tir de una matriz p x p de distancias o de coeficien-
tes de similitud. Entonces, {as p(p-1)/2 posibles dis-
tancias o similitudes obtenidas de p poblaciones se
condensan en el dendograma, lo cual facilita y sim-
plifica enormemente las inferencias de semejanza
o disimilitud entre los diferentes grupos y subgru-
pos de poblaciones en estudio.

A continuacién, se presenta el dendograma elabo-
rado a partir de la matriz de distancias de las cinco
colectas de cacao. El dendograma se obtuvo me-
diante el método de distancia minima (Single linka-
ge). En cuanto a fos métodos de construccién (al-
goritmo) de los dendogramas, son diversos y
remitiremos al lector consultar el lobri de Sokal y
Sneath (1963) o también otros més recientes de
andlisis multivariado, los cuales describen con de-
talle tos procedimientos existantes para la elabora-
cidn de los dendogramas.

—

m o O O »

0 0.75 1.50

El dendograma permite establecer relaciones de
similitud entre las colectas Ay B e incluso de estas
con D y también cierto grado de diferenciacién en-
tre las colectas B y E con el resto de accesiones.
Las bandas de la Figura 1, poco o nada ofrecian al



investigador en cuanto a similitud y diferenciacién
entre las accesiones.

Por lo tanto, al patrén de bandas electroforéticas
provenientes de las isoenzimas, los RFLPS o los
RAPDS, se le ha provisto de métodos estadisticos
formales (distancias, similitudes, dendogramas),
de tal manera que su variabilidad, bioquimica, mo-
lecular y, en general, genética se puede discrimi-
nary cuantificar.

COORDENADAS PRINCIPALES

Es un conjunto de técnicas estadistico-matemati-
cas, para encontrar una configuracién de puntos a
partir de una matriz de distancias. Para usar el es-
calamiento multidimensional necesariamente, se
requiere que las distancias sean euclidianas.

Como ilustracién de la técnica, considere el si-
guiente ejemplo: Suponga un mapa de Colombia y
un conjunto de ciudades; sa solicita construir una
tabla (matriz) de distancias entre las ciudades; sim-
plemente con tina regla se medirian las distancias
en el mapa y, luego, se convertirian a distancias
reales en kilometros. Ahora, considere el problema
inverso: Dada una matriz de distancias entre las
ciudades construya el mapa (las coordenadas). En
primer término, dado un conjunto de distancias eu-
clidianas no existe una representacién dnica de
puntos que origine las distancias y, asi, si conoce-
mos la distancia entrs Cali - Ibagué no sabemos si
Cali estd al oriente - occidente - norte o sur de Iba-
gué. Técnicamente, significa que no conocemos la
localizacién y orientacién de 1a configuracién. El
problema de localizacién se resuelve colocando el
centro de gravedad de la configuracién en el ori-
gen. El problema de orientacién se resuelve me-
diante una transformacién ortogonal, de tal forma
que los &ngulos y distancias no se modifiquen.

La aplicacién de esta técnica estadistica a los da-
tos provenientes de ensayos biotecnolégicos agri-
colas es inmediala, ya que, a partir de las bandas
electroforéticas, se construyen indices de similari-
dady, con estos, distancias euclideanas, a las cua-
les se aplican las escalas multidimensionales para
encontrar un plano ds coordenadas principales,
donde las relaciones de semejanza y divergencia
entre poblaciones biolégicas se discriminan y
cuantifican con cierto grado de sencillez.
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