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USO CORRECTO DEL ANALISIS CLUSTER EN LA
CARACTERIZACION DE GERMOPLASMA VEGETAL!

Carlos Alberto Niiiez-Colin?, Diana Escobedo-Lopez’

RESUMEN

Uso correcto del andlisis clister en la caracteriza-
cién de germoplasma vegetal. El presente trabajo tuvo
como objetivo hacer una recopilacién de informacién bdsica
para poder realizar de forma apropiada el andlisis cluster.
Este método multivariado permite hacer agrupaciones y es
muy utilizado en estudios de caracterizacion de recursos
genéticos. Se mencionan los tipos de datos a utilizar, los
indices de similitud y disimilitud, los métodos de aglomera-
cién y la forma correcta de establecer el nimero de grupos
en un dendrograma.

Palabras clave: Métodos estadisticos multivariados, in-
dices de similitud y disimilitud, particién de dendrogramas.

ABSTRACT

Proper use of the cluster analysis in plant germplasm
characterization. The present essay aims to make a
recompilation of basic information to properly perform the
cluster analysis. This multivariate method allows making
groups and it is widely used in studies of genetic resources
characterization. It is mentioned topics like the data types
to use, similarity and dissimilarity indices, agglomerative
methods, and the correct way to establish the number of
groups into a dendrogram.

Key words: Multivariate statistical methods, similarity
and dissimilarity indices, dendrogram partitioning.

INTRODUCCION

Actualmente en México, el estudio de los recur-
sos fitogenéticos es una linea de investigacion que ha
adquirido gran importancia, debido a que el pafs es
considerado como mega diverso (Ramamoorthy et al.
1993), y en donde se encuentran muchas especies po-
tenciales que no han sido debidamente estudiadas. En

1

fitogenéticos del INIFAP, México.
2

este sentido, las herramientas estadisticas utilizadas,
sobretodo en la caracterizacion de germoplasma, son
tépicos en los que la mayoria de los investigadores,
sobretodo los que han adoptado este enfoque, no han
explorado ni estudiado a fondo sus bases.

En articulos publicados recientemente, se desco-
noce el buen uso de estas herramientas, ademas de
exitir errores en la interpretacién de los resultados;
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siendo el andlisis de agrupacién, mds conocido como
andlisis cldster, uno de los métodos mds comunes para
este tipo de estudios.

El presente trabajo tuvo como objetivo hacer una
recopilacién de informacidn bdsica para poder realizar
de forma apropiada el andlisis clster.

Unidad basica de caracterizacion

Como primer punto para las futuras explicaciones
en este ensayo sobre el andlisis clister, se definird el
concepto de Unidad Basica de Caracterizaciéon (UBC)
que es definida como la unidad bdsica del objeto
(planta, animal o entidad) que se va ha describir y
que a su vez serd empleada para lograr el objetivo
de la caracterizacién; dependiendo del propdsito del
estudio de caracterizacion, la UBC puede ser un indi-
viduo, una poblacion silvestre, una linea o un hibrido.
(Gonzélez-Andrés 2001). Anteriormente a las UBC se
les generalizaba con el nombre de Unidad Taxonémica
Operativa (OTU, por sus siglas en inglés) (Sokal y
Sneath 1963); sin embargo, como no todos los estudios
de caracterizacion estdn enfocados a la taxonomia, el
término correcto deberfa ser UBC.

Definiciones basicas en los Analisis Cluster

El andlisis clister es un método matemadtico que
estd incluido en lo que hoy se llama estadistica mul-
tivariada o estadistica multivariante; este método es
principalmente utilizado para la formacién de grupos
de UBC’s con caracteristicas similares a partir de las
similitudes o disimilitudes que se presentan entre pares
de estas UBC'’s en n caracteristicas evaluadas (Johnson
1998). Este tipo de andlisis estd compuesto por dos
métodos interrelacionados e igualmente importantes.
El primero es el célculo de los indices de similitud o
de disimilitud entre pares de UBC'’s, del cual existe un
sin numero de referencias en la literatura; no obstante,
estos indices deben ser aplicados de acuerdo a la natu-
raleza de los datos y al objetivo de la caracterizacion.
Y el segundo es la aplicacion del método de aglome-
racién adecuado, donde también existe mucha litera-
tura al respecto, que permite a partir de los indices de
similitud o disimilitud generar las grificas de drbol o
dendrogramas que son representaciones gréficas donde
el investigador puede tener de una manera resumida
el parecido que presentan los grupos de UBC’s. El
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método de aglomeracion a utilizar principalmente estd
definido por el objetivo de la caracterizacion.

Los métodos, célculo de los indices de similitud y
la aplicacion del método de aglomeracion, englobados
en el andlisis cldster, a pesar de que presentan unas
solidas bases matematicas no son tan restrictivos res-
pecto a sus bases estadisticas (Johnson 1998). Por lo
que el principal problema que presenta este andlisis es
la eleccidn del indice de similitud o disimilitud y del
método de aglomeracién mds apropiados; la eleccién
de la mejor combinacién de los métodos del andlisis
clister depende principalmente de la naturaleza de los
datos (si son datos doble estado, multi-estado con o sin
secuencia ldgica, cuantitativos, genéticos o secuencias
de ADN/proteinas) y el objetivo de la caracterizacion.
Caracterizar es un método no es un objetivo.

Naturaleza de los datos

Dentro de la taxonomia numérica definida por
Sneath y Sokal (1962) se definié parte de la siguien-
te clasificacién para la naturaleza de los datos para
caracterizaciones. Con base en esta clasificacion se
disefiaron, o se rescataron en algunos casos, los indices
de similitud o disimilitud que se utilizan en la taxono-
mia numérica. Asimismo, los datos genéticos y los de
secuencias de ADN y proteinas fueron definidos por
sus caracteristicas particulares con base en la genética
de poblaciones, a la genética moderna, y a la filogenia
moderna, asi como también estas disciplinas definen a
sus indices de disimilitud (Cavalli-Sforza y Edwards
1967, Jukes y Cantor 1969, Nei 1972).

Datos doble estado

Los datos doble estado son obtenidos cuando sélo
se presentan en la caracteristica evaluada dos posibili-
dades de respuesta; por ejemplo, ausencia o presencia.
Estas generalmente son codificadas como O para las
negativas y 1 para las positivas; por ejemplo, O para au-
sencia y 1 para presencia. Estos datos al tener esta res-
puesta presentan una distribucion estadistica binomial
y el célculo de sus estadisticos bdsicos debe realizarse
con las férmulas disefiadas para esta distribucion.

Ejemplos de estos caracteres son el uso de claves
dicotémicas de taxonomia, la codificacion de presen-
cias/ausencias de huellas moleculares, caracteristicas
morfoldgicas que s6lo presentan dos estados, etcétera.

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):415-427.2011
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Datos multi-estado

Los datos multi-estado son datos cualitativos, y
a diferencia de los de doble estado, presentan mas de
dos posibilidades de respuesta; pero una complicacién
mas, y es que estos pueden ser con secuencia ldgica
o sin esta, es decir, este tipo de datos engloba a los
estadisticos nominales (sin secuencia logica) y a los
ordinales (con secuencia légica), cada uno de ellos
con caracteristicas propias y métodos disefiados ex
professo para cada uno.

Los datos nominales son aquellos con mds de dos
posibilidades de respuesta pero que no llevan un orden
l6gico. Por ejemplo, a los colores se les puede poner un
nimero, es decir, rojo = 1, amarillo = 2, azul = 3, etc; sin
embargo, no se puede concluir que rojo es menor que
azul, son diferentes pero no en orden o secuencia légica.

Por otro lado, los datos ordinales, al tener mas de
dos posibilidades de respuesta, pueden ser ordenados
con una secuencia légica. Por ejemplo, tamafio de
hoja que puede ser chica = 1, mediana = 2, grande =
3. En este caso si se puede decir que grande es més
que chica o que la mediana aunque no de una manera
cuantitativa. Estos datos cumplen generalmente con
las distribuciones polinomiales u otras distribuciones
derivadas de variables discretas. No obstante, datos
ordinales y nominales son estadisticamente diferentes.

Ejemplos del uso de estos son los caracteres mor-
foldgicos diferenciales a los que no se les mide cuanti-
tativamente sus diferencias; por ejemplo, tipo de copa
de arboles, densidad de pubescencia, colores de frutos,
todas las escalas de medicién por dafios, etc.

Datos cuantitativos

Los datos cuantitativos son los que pueden contar-
se y que son continuos (presentan cualquier valor real);
generalmente con una distribucién normal e incluso
algunos datos discretos pueden ser utilizados con un
buen muestreo pero mediante estadisticos de tendencia
central para obtener normalidad. Ejemplos del uso de
estos caracteres son altura de planta, peso de fruto y
de semilla, materia seca, color en escalas Hue, Croma
y L; adem4s de niimero de hojas, de frutos y de flores,
entre otras (si el muestreo es adecuado). Estos datos en
la actualidad son los que més se utilizan en estudios de
caracterizacién morfoldgica aunque mds bien deberia
ser llamada caracterizacién morfométrica.
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Datos genéticos

Los datos genéticos son aquellos en los cuales el
investigador puede conocer caracteristicas que cum-
plan con la genética mendeliana y de poblaciones, es
decir, donde se conocen el nimero de loci que se estd
evaluando y el ndmero de alelos por locus.

Generalmente los datos que se requieren para
caracterizacién genética, son frecuencias alélicas y
génicas por poblacion (Cavalli-Sforza y Edwards 1967,
Nei 1972, Nei 1978); esta poblacién debe ser lo su-
ficientemente grande para poder obtener los datos
(Wright 1978). No se pueden obtener datos genéticos
con poblaciones pequefias y menos atn con individuos
unicos porque se pueden evaluar alelos atipicos en la
muestra, los cuales pueden afectar las conclusiones de
la investigacion (Falconer y Mackay 2001).

Secuencias de ADN y proteinas

Actualmente, con la tecnologia moderna, se han
desarrollado herramientas que permiten a los inves-
tigadores obtener secuencias de nucledtidos de ADN,
principalmente de genes conservados, asi como la
secuencia de aminodcidos de las proteinas. De ambos
tipos de secuencias se han estudiado sus caracteristicas
particulares por diversos autores (Fuerst et al. 1977,
Chakraborty et al. 1978, 1980, Nei y Gojobori 1986,
Nei y Miller 1990, Tamura y Nei 1993), lo que ha
permitido que pueden detectarse los cambios que han
sufrido a través del tiempo asi como el parecido filoge-
nético que presentan dos UBC’s en estas secuencias.

Por las caracteristicas especiales de estos datos, se
han desarrollado métodos apropiados para analizarlos
(Kumar et al. 2008). Estos generalmente, son usados
para estudios filogenéticos aunque en algunos casos
han servido para descifrar aspectos taxondmicos, ade-
mds de los puramente filogenéticos, con géneros com-
plejos como en el caso de Crataegus (Lo et al. 2007).

Indices de similitud y disimilitud

Una vez que se tienen detectados el tipo de datos
que van a utilizarse en el estudio de caracterizacion,
se procede a seleccionar el mejor indice de similitud
o de disimilitud apropiado. La primera recomendacién
es no hacer combinacién de datos; esto es debido a
que, como ya se mencioné anteriormente, cada tipo de

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):415-427. 2011
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datos presenta caracteristicas propias que no comparte
con los de otra naturaleza.

Indices de similitud

Los primeros indices que se abordardn serdn los
de similitud, estos estdn desarrollados, principalmen-
te, para datos doble estado. Aunque algunos de estos
indices pueden ser utilizados también para analizar ca-
racteres multi-estado sin secuencia légica (nominales).
Todos ellos basados en los mismos principios que se
describen a continuacion:

Suponga a dos UBC’s a las que se les ha obtenido
datos doble estado, las combinaciones de comparacién
posibles se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Posibilidades y codificacion base de los indices
de similitud utilizados en la caracterizacion de
germoplasma. Celaya, Guanajuato, México, 2010.

Individuo j
1 0

Individuo i

Donde a es que los dos individuos tengan presente
la misma caracteristica; b es que el primero la presente
y el segundo no; ¢ que el segundo presente la carac-
teristica y el primero no, y d que ambos carezcan de
esta caracteristica. A partir de esto calculamos m que
es la sumaentre ay d (m = a + d), es decir, la suma de
las concordancias, tanto de presencia como de ausen-
cia; u que es lasumade by ¢ (u=b + ¢), es decir, la
suma de las discordancias, y n que es el nimero total
de caracteristicas evaluadas, es decir, la sumas de las
concordancias y las discordancias (n = m + u). A partir
de esta codificacion tenemos las siguientes férmulas
(Cuadro 2). Estas codificaciones son las que se utilizan
en la actualidad a nivel mundial en los articulos rela-
cionados con la teoria y el desarrollo de estos indices.

Hay que tener claro que cada uno de estos indi-
ces fueron desarrollados para fines especificos; por
ejemplo, Simple matching (Sokal y Sneath 1963) fue
desarrollada para analizar caracteristicas evaluadas a
partir de claves taxondmicas dicotémicas, y en donde
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un ejemplar podia o no tener ciertas caracteristicas y
en raros casos se presentaban mds de dos posibilidades
de respuesta; esta es la razén por la cual este indice si
permite datos multi-estado sin secuencia légica.

Sin embargo, si lo que se va a analizar son ma-
trices binomiales de presencia/ausencia de bandas de
huellas de ADN o de proteinas, obtenidas por electro-
foresis, el indice mas adecuado de utilizar es la formu-
la desarrollada por Dice (1945), que, aunque ésta fue
desarrollada originalmente con fines de comparacién
de nichos ecoldgicos, Nei y Li (1979) demostraron,
mediante desarrollos matematicos, que era el indice
mds congruente para la clasificaciéon mediante estas
caracteristicas debido principalmente a que una con-
cordancia por doble ausencia de una banda puede no
deberse a la misma razon, es decir, no €s una concor-
dancia. Por este y otros muchos ejemplos, el investi-
gador tiene que tener nociones de donde se obtuvo y
para qué se utiliza el indice de similitud que va a usar;
esta recomendacién es para no tener problemas con
la interpretacion de sus resultados o, lo mds comdn,
hacer conclusiones que no son ciertas y que no aportan
nada al conocimiento cientifico mundial.

Distancias métricas (morfologicas o taxonomicas)

Los indices de disimilitud, mejor conocidos como
distancias, estdn basadas en planos euclidianos n—di-
mensionales (Lindgren 1968).

Las distancias estan desarrolladas para aplicarse a
datos multi-estado con secuencia logica y a los datos
cuantitativos; no obstante, hay distintas distancias
para cada tipo de datos por lo que no es recomendable
aplicarlo a combinaciones de ellos. La distancia mds
bésica es la euclidiana que se basa en el teorema de
Pitagoras; esta distancia es la raiz cuadrada de la suma
de los cuadrados de cada una de las diferencias (cada
uno puede ser considerado un cateto) para asi obtener la
distancia (que serfa la hipotenusa) entre esos dos puntos.
Para ejemplificarlo se hard el modelo mas simple con
dos variables (Figura 1), pero este modelo es valido para
n catetos en n dimensiones.

A partir de esta distancia se han hecho modifi-
caciones para fines especificos de los cuales se han
desarrollado las siguientes formulas (Cuadro 3).

La distancia mas utilizada en estudios morfomé-
tricos (variables cuantitativas) es la distancia eucli-
diana media, o también llamada distancia taxonémica
media, que tiene como variante dividir la distancia

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):415-427.2011
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Cuadro 2. Indices de similitud mds utilizados en caracterizacién de germoplasma. Férmulas copiladas en Celaya, Guanajuato, Mé-

xico, 2010.
Nombre del Coeficiente Férmula Autor
Simple Matching* m/ Sokal y Sneath (1963)
)
Jaccard a/ d Jaccard (1908)
=
- P ; - -
Dice ff’Za ihic Dice (1945), Nei y Li (1979)
Phi (ad-bc) / Sokal y Sneath (1963)
JAla+b)(c+d)(a+c)(b+d)
Kulczynski 1 .{/ Kulczynski (1927)
u

Kulczynski 2

%[(%; + b] * (ﬁ/; + CH

Kulczynski (1927)

Hamann* (m- uy Hamann (1961)
n
Roger y Tanimoto* m/ Roger y Tanimoto (1960)
/(n+u)
Russel y Rao y Russel y Rao (1940)
n
Ochiai a/ Ochiai (1957)

ST

‘/' ‘\.'(a + b](a + c}

Yule (ad _bc)/(d , )

Yule (1911)

* Estas formulas aceptan datos multi-estado sin secuencia lgica (cualitativos nominales).

& UBC1
<o UBC2

Diferencias entre UBC en la
caracteristica B (Cateto B)

Caracteristica A
o
Diferencias entre UBC en la
caracteristica A {Cateto A)

2,5 3,0 3,5 4,0 45 5,0 55

Caracteristica B

Figura 1. Ejemplo de la obtencién de la distancia euclidiana
entre dos UBC mediante dos caracteristicas. Cela-

ya, Guanajuato, México, 2010.
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entre el nimero de caracteristicas antes de obtener la
raiz cuadrada, esto con el fin de tener escalas com-
parables, porque cuando se comparan dos distancias
en investigaciones diferentes, estas distancias pueden
comparase atin cuando no se tengan el mismo nimero
de caracteristicas evaluadas.

Otra variante importante es la distancia %2, que
estd desarrollada para datos multi-estado con secuen-
cia légica (cualitativos ordinales) o, en su defecto,
rangos de valores de datos cuantitativos, aunque se
puede usar para datos cuantitativos, se debe de tener
cuidado en utilizar escalas equiparables en todas las
variables que se pretenda incluir en la investigacion
(Nufiez-Colin et al. 2004), por lo que su uso se debe
de hacer sélo en situaciones particulares.

Existen distancias que son poco utilizadas en
andlisis clister; sin embargo, son empleadas en otro

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):415-427. 2011
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Cuadro 3. Distancias métricas mas utilizadas en caracterizacién de germoplasma. Férmulas copiladas en Celaya, Guanajuato, Méxi-

co, 2010.

Nombre de la distancia

Formula

Tipos de datos que acepta

Promedio taxonémico

Ey=

S (x-x)

Cuantitativos

Promedio taxonémico al cuadrado

Cuantitativos

Bray — Curtis 2 ‘ X . -X. Cuantitativos
d. = Pl ki kf
i
2.(Xu-X,)
Canberra E ‘ X, - X, Cuantitativos
= k ! il
T (Xe+ Xy)
Chi — cuadrada X\ Cuantitativos en rangos y multiestado
- E ! _ con secuencia logica
L k X&, X-i
Euclidiana 2 Cuantitativos

Euclidiana al cuadrado

Cuantitativos

Promedio de Manhattan

Cuantitativos y multiestado con
secuencia légica

Coeficiente de forma de Penrose

Pshape, = EK(X“ - X.'J)Q -

3 (x.-x,)

Sélo indices de forma

n

Psize; =

Coeficiente de tamafio de Penrose { E* (XA, - XM] :

Sélo variables de tamano

Mahalanobis

d{; = \/(Xm - XL,'Y) E_J(XL. - XA,)

Cuantitativos

En donde X se remplaza por alguna estimacién

razonable de la matriz de varianzas y covarianzas

tipo de analisis como lo es el discriminante candnico,
este es el caso de la distancia Mahalanobis que es una
modificacion de la distancia euclidiana vista desde un
punto de vista del dlgebra de matrices, donde, ademds
de las diferencias de los caracteres entre UBC'’s, uti-
liza la matriz de varianzas y covarianzas entre ambas
UBC’s en su cdlculo, esta distancia cuanta con pruebas
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de hipétesis que permiten conocer si dos UBC’s son o
no diferentes.

Distancias genéticas

A diferencia de las distancias métricas, las genéticas
son utilizadas para conocer la disimilitud de caracteres

AGRONOMIA MESOAMERICANA 22(2):415-427.2011
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genéticos. Por lo tanto, se necesita de caracteres
codificados de acuerdo a la genética de poblaciones,
es decir, nimero de loci a analizar asi como nimero
de alelos para cada locus; esto puede obtenerse a partir
de caracteres morfoldgicos de herencia mendeliana o
de marcadores moleculares aplicados a poblaciones
(nunca aplicados Unicamente a individuos) donde se
puedan detectar los pardmetros de frecuencias alélicas
y génicas. Las distancias genéticas mds utilizadas se
encuentran resumidas a continuacion (Cuadro 4).

En el caso de las distancias genéticas, la mds uti-
lizada es la férmula original de Nei que, aunque puede
no ser imparcial por el orden en el que se meten los
datos, es la que mejores resultados ha dado en investi-
gaciones filogenéticas. Sin embargo, existen férmulas
muy bien estructuradas en bases genéticas y filoge-
néticas como las desarrolladas por Cavalli-Sforza y
Edwards (1967) pero que por su complejidad no son
muy utilizadas, aunque también son validas para estu-
dios de este tipo.

Cuadro 4. Distancias genéticas mds utilizadas en caracterizacion de germoplasma vegetal. Formulas copiladas en Celaya, Guanajua-

to, México, 2010.

Nombre de la distancia Formula Autor
Nei Nei (1972)
X,. X
d,=—In 7;‘ . ”2
'\I‘Ei XAI : Xﬁj
Nei imparcial Nei (1978)

ZJXLa'XU

d; =~In|— - =
‘lznrzxi. = i zn,sz = M
'\I 2n,-1 2n, -1
De arco I 20 Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
d'f = FZ;.- U=cos”E (X, X
¢ ] donde N

De acorde

dy == S ¥ X,

Cavalli-Sforza y Edwards (1967)

Balakrishnan y Sanghvi

v

0-3 (X.-X,)

FX X,

Balakrishnan y Sanghvi (1968)

Hilli
illis Exm X,

XX

dy ==In %E

Hillis (1984)

Hillis imparcial Swofford y Olsen (1990)
——ln I E Xy Xy
' i ||2nl.§: Xi—n, 2”}2}(5 -,
1 2n-1 2n,-1
Prevosti I Wright (1978)
4= 3 Xy
Rogers Rogers (1972)

.
e,

|1 2
4= 2K %)

Rogers modificada por Wright Wright (1978)

= Numero de alelos por locus; n, .= Numero de loci evaluados.
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Todas las féormulas de distancias genéticas fueron
obtenidas para datos de frecuencias alélicas, sobre
todo de las génicas, y que, aunque pueden ser utiliza-
das por otro tipo de datos, da como resultado una in-
terpretacion totalmente incongruente. Un caso comtn
de esto es cuando a datos binarios de huellas genéticas
se les quiere aplicar alguna de estas férmulas dando
como resultado que, aunque se tenga un dato de las
distancias, la interpretacion del parecido entre ellas
no es congruente en comparacion a si se aplicara un
indice de similitud que seria lo correcto.

Distancias genéticas para secuenciacion

En el caso de las distancias genéticas para secuen-
ciacion, también existen un sin numero de formulas
en la literatura, todas ellas basadas en los patrones de
sustitucién de bases para el caso de ADN (transiciones
y transversiones) y de aminodcidos para el caso de
proteinas; todas ellas cumpliendo con las teorias desa-
rrolladas en la genética moderna sobre la mutacion del
ADN y de las proteinas (Tamura et al. 2007).

Métodos de aglomeracion

En cuanto a los métodos de aglomeracién o de
agrupamiento también se tienen diferencias entre ellos
porque existen métodos jerdrquicos y no jerdrquicos,
siendo los mds comtinmente utilizados los jerdrquicos,
aunque en la actualidad se han hecho modificaciones a
algunos de estos métodos para tener representaciones

no jerdrquicas, estos tienen una base matemadtica fuer-
te, pero no desde el punto de vista bioldgico.

El principio de todos los métodos es unir las
UBC’s con el mdximo parecido en la matriz de distan-
cias o en la matriz de indices de similitud, a este grupo
de dos UBC’s se le llama nudo; de aqui, se rehace
la matriz de similitud o disimilitud para que el nudo
tenga un solo valor con respecto a las demds UBC’s,
que es donde estd la diferencia entre los distintos mé-
todos, después de este paso se puede formar otro nudo
entre UBC’s diferentes o unir otra UBC diferente a un
nudo previamente formado; esta operacion de rehacer
la matriz se repite hasta quedar una sola agrupacién
(conocida como raiz del dendrograma); de manera
que entre mds grande sea la distancia o mds pequefio
sea en indice de similitud entre agrupaciones, mads
diferentes son.

Los principales métodos jerarquicos y los que
poseen modificaciones para su representacion no jerar-
quica se resumen en el Cuadro 5.

El principal problema de los métodos no jerdr-
quicos es no tener un centro fijo (raiz), por lo que el
investigador tiene que poseer un amplio conocimiento
sobre la especie y el método a utilizar para fijar la raiz
correcta del drbol, por lo que es recomendable para
investigadores con poca experiencia utilizar preferen-
temente métodos jerdrquicos.

El método mas utilizado es el UPGMA, donde
el recdlculo de la matriz de distancias o de indices de
similitud se hace promediando los valores de las dis-
tancias o de los indices de similitud de las UBC’s del

Cuadro 5. Métodos de agrupacion mas utilizados en caracterizacion de germoplasma. Copiladas en Celaya, Guanajuato, México, 2010.

Nombre del método Forma de rehacer la matriz Tipo de representacién Autor

Simple Vecino mds cercano (dato mds proximo) Jerdrquicos y no jerdrquicos  Sokal y Michener (1958)
Completo Vecino més lejano (dato mds distante) Jerdrquicos y no jerdrquicos  Sorensen (1948)

UPGMA Media aritmética no ponderada Jerarquicos y no jerarquicos  Sokal y Michener (1958)
WPGMA Media aritmética ponderada Jerdrquicos y no jerdarquicos ~ McQuitty (1966)

UPGMC Centroide aritmético Jerarquicos Edwards y Cavalli-Sforza (1965)
WPGMC Mediana aritmética Jerarquicos Gower (1967)

Flexible B Mediante el cdlculo empirico de un co- Jerdrquicos Williams y Lambert (1966)

eficiente de error 3
Neightbor joining Mediante cdlculos filogenéticos

Ward Varianzas minimas

Filogenéticos de ramas con Saitou y Nei (1987)
diferente longitud
Jerdrquicos Ward (1963)
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nudo o grupo con el de las otras UBC’s que es lo mate-
maticamente més l6gico para el recdlculo de la matriz.

Un caso especial es el método de Ward (Ward,
1963), el cual sélo es posible para el caso de calcu-
larse a partir de distancias de datos cuantitativos; este
método es una alternativa que reduce la presencia
de individuos atipicos que se denominan en inglés
outliers (individuos raros sin un grupo definido, en
muchas ocasiones dado por una dnica variable con un
dato atipico), esto es posible debido a que este méto-
do antes de calcular la distancia aplica un andlisis en
componentes principales y calcula la distancia con los
valores de la proyeccién de los vectores propios de
las UBC’s como si fueran las variables originales y
recalcula la matriz mediante el método UPGMA. No
obstante, se debe tener extrema precaucion si al em-
plear este método se le trata de dar una interpretacion
taxondmica debido a que se pueden cometer errores
serios de interpretacion porque este método es mas re-
comendable cuando el objetivo del trabajo es conocer
la variabilidad o diversidad existente en UBC’s de una
especie o género especifico.

Por otro lado, el método Neigthbor joining (Sai-
tou y Nei 1987) debe ser utilizado sélo para estudios
filogenéticos y sélo es confiable cuando se ha calcu-
lado a partir de distancias genéticas o evolutivas (de
frecuencias génicas o datos de secuenciacion), y no es
recomendable para estudios de caracterizacion, por lo
que se debe de tener cuidado con su uso; actualmen-
te, se tienen programas computacionales que pueden
“calcular” este tipo de drboles a partir de indices de
similitud o de distancias métricas e incluso existen
estudios de comparacion de métodos de aglomeracién
incluyendo este. Sin embargo, la interpretacion puede
tener muchas complicaciones porque si el drbol de
minima evolucién que se obtiene no proviene de datos
evolutivos, puede dar una congruencia esperada por el
investigador sin que esta sea totalmente correcta, es
decir, que se estdn llegando a conclusiones que al in-
vestigador que lo realizo le parecen correctas, o mejor
que con otros métodos, pero que si alguien mds lo rea-
liza adecuadamente, con datos evolutivos, pueden no
ser las mismas. En este sentido, en filogenia también
existen otros métodos como méxima parsimonia y
maxima verosimilitud, entre otros pero que s6lo deben
ser empleados con distancias genéticas, principalmen-
te de secuenciacion.

ISSN: 1021-7444

Formacion de grupos

Otro tépico interesante dentro de los andlisis clus-
ter, y donde mads errores se cometen, es la definicion de
la altura de corte de los drboles para definir el niimero
correcto de grupos, para lo cual no existen estadisticos
exactos sélo algunas pruebas pseudoestadisticas como
la # de Hotelling (1951) y el criterio ctibico de agrupa-
cién (Cubic Clustering Criterion, CCC) obtenido por
Serle (1983). Sin embargo, estas pruebas son dificiles
de calcular y no siempre faciles de interpretar. Por lo
que el investigador debe saber cémo cortar su grafica
de 4rbol o dendrograma.

En este sentido, 1o més sencillo es poner una linea
recta en alguna parte de dendrograma y contabilizar el
nimero de grupos que se obtienen e ir corroborando
su parecido dentro de grupos y entre ellos con otros
métodos como el andlisis discriminante candnico; pero
lo que por ningin motivo debe hacerse es hacer las
agrupaciones solo con el orden en el que se encuentran
en el dendrograma porque eso puede variar de acuerdo
al programa de cémputo que se utilice y un error muy
frecuente es tratar de agrupar individuos atipicos en
un mismo grupo, sélo porque aparecen “juntos” en el
dendrograma pero con una distancia entre ellos mayor
a la de otros grupos.

Por ejemplo, Gallegos-Vazquez et al. (2011) utili-
zando el Método de Ward (Ward 1963) obtuvieron los
siguientes resultados (Figura 2) donde se pueden con-
tabilizar tres grupos bien formados. Sin embargo, con
una linea de corte mds estricta se pueden formar ocho
diferentes grupos (que realmente serfan subgrupos),
donde incluso algunos de ellos son individuos atipicos
(en este ejemplo en una se trata de una especie diferen-
te) por lo que ambas alturas de corte son validas aunque
por el concepto de parsimonia (la naturaleza tiende a
la sencillez) es siempre recomendable en un primer
acercamiento, establecer tres grupos y dependiendo de
la interpretacion del mismo pueden hacerse mas.

Por otro lado, muchas veces quedan individuos
atipicos desde el primer corte como lo es en el caso
de los marcadores moleculares donde por ejemplo
Pecina-Quintero et al. (2011) establecieron dos grupos
bien definidos y varios grupos atipicos (Figura 3), la
mayoria individuos atipicos, pero no se traté de unir a
los grupos mayoritarios porque de esta manera se pier-
de la interpretacion del dendrograma. En este sentido,
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424

NUNEZ Y ESCOBEDO: US0o CORRECTO DEL ANALISIS CLUSTER

Torreoja

Pico Chulo
Fafayuca
MNaranjén Legitimo
Cristalina

Burrona

' Milpa Alta
~—|l[ COPENA V-1

Atlixco

Amarilla Maquihuana
Amarilla Platano
Blanca San José
Amarilla Montesa
Rojo Vigor
Amarilla Diamante
Bolafiera
Villanueva

Reyna

Roja San Martin
Chapeada

Rojo Lirio

Blanca la Gavia
Rojo Pelén
Esmeralda
COPENA F-1

,— Xoconoxtle Blanco

Xoconostle Chivo
[ Xoconostle Colorado

%

1.
)

-

2

[T S, n.h___r\_,-u\_a _,-.___,., r— \_/L-.___m

-~ Use para fruta

0. ficus-indica para nopalito

_ Uso para fruta

0. undulata para fruta

0. albicarpa para fruta

=~ Uso para fruta

Q. ficus-indica para forraje

Xoconostle

;s

Xo le C
&b & & L
o~ - (=] (=}
o =] =3 = = =]
Semi-partial R*
Figura 2.

Dendrograma de accesiones de Nopal (Opuntia spp.) mediante datos morfomé-

tricos (Gallegos-Vazquez ef al. 2011). Datos recopilados en Zacatecas, México

entre 2009 y 2010.

al establecer una linea de corte mds estricta se obtienen
mads individuos atipicos fuera de los subgrupos.

Por lo que lo mas dificil de la interpretacion del
dendrograma es responder a la pregunta ;Cudntos gru-
pos se deben formar? Por lo que el investigador debe
tener una idea clara de, primero, saber qué indice de
similitud o disimilitud debe utilizar en cada caso y que
método de aglomeracion es el adecuado y, segundo,
hacer una interpretacién vélida de su dendrograma:
saber cudntos grupos se estdn formando.

COMENTARIOS FINALES

Hay que tener nociones de donde salieron los in-
dices de similitud o disimilitud para tener certeza del
que se pretenda usar dependiendo del tipo de datos y
el objetivo de la caracterizacion.

ISSN: 1021-7444

El método de aglomeracion se debe emplear
con base en el tipo de datos y el objetivo de la ca-
racterizacion.

Las lineas de corte se emplean para definir el ni-
mero de grupos o hacer pruebas de particion para tener
nocion de cuantos grupos pueden ser; sin embargo, las
pruebas de particion son pseudoestadisticos por lo que
no son exactos, s6lo ayudan al investigador a darse
una idea de cuantos grupos formar por lo que la mejor
definicion de cuantos grupos es por la experiencia del
investigador en estudios similares.
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Figura 3. Dendrograma de accesiones de Jatropha curcas L. mediante mar-
cadores AFLP (Pecina-Quintero et al. 2011). Datos recopilados en
Celaya, Guanajuato, México, 2010.
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