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INTRODUCCION

La sistemadtica basada en las caracteristicas morfolégicas, fisiologicas
y fenotipicas se ha utilizado por muchos afios, debido a Ia facilidad con la cual
se desarrollan dichos estudios, generando de esta forma la clasificacién que
rige a los organismos vivos.

Las caracterfsticas morfolégicas son ¢l resultado de la expresion génica,
a pesar de esto, existen muchos organismos morfolégicamente diferentes, pero
genéticamente similares. Esta restriccion estd presente en animales, generando
problemas para determinar el grado de especiacién y sus relaciones
filogenéticas. Con los métodos tradicionales usualmente aplicados, se llega a
un punto de no poder descifrar y dilucidar este problema, para lo cual se
requiere comparaciones a nivel del fundamento que rige la expresion fenotipica
(Champion et al., 1974),

Muchas veces una caracteristica fenotipica utilizada para diferenciar
entre especies, subespecies o variedades no tienen una diferencia genética como
base, sino son simplemente el resultado de variaciones producidas por efectos
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ambientales (Hillis v Bull, 1991). Estc tipo de plasticidad fenotipica se
evidencia especialmente en plantas dando lugar de esta manera a clasificaciones
erréneas.

Para solventar los problemas mencionados anteriormente, los
investigadores durante muchos afios han desarrollado técnicas que nos permiten
comparar estructuras a un nivel genético. Enire estas se incluyen caracteristicas
cariolégicas, bioquimicas v moleculares (Beverly y Wilson, 1985). Estas
técnicas deben ser analizadas con cuidado y por métodos que sean relativamente
fuertes a los problemas de no homologfa (Wiley, 1981).

CARACTERISTICAS CARIOLOGICAS

La especiaci6n, algunas veces esta acompaiiada de una nueva
disposicién en los cromosomas. Partiendo del arreglo cromosémico se puede
promover o asegurar la independencia del linaje por reproduccion entre tipos
estériles de cromosomas, reduciendo la fecundidad o haciéndola no viable. Ouo
tipo de arreglos pueden variar polimérficamente en un solo linaje o pueden
ser arrcglados en linajes tinicos como un producto de 1a especiacion. Los datos
cromosémicos proveen diferentes tipos de caracteres para el andlisis sistemdtico
y nos pueden dar datos para el andlisis sistemdtico en especies
morfolégicamente similares, o en taxa en los cuales el estudio trae dificultad
(Fig. 1).

La clase de informacién cromosdmica que se analice dependerd del nivel
al que se lo haga. Sc distinguen varios tipos de andlisis carioldgicos (White,
1978):

Alfa-cariolégicos. Determinacién del ndmero de cromosomas y el
tamafio de los mismos.

Beta-cariolégicos. Determinacién de la morfologia de los cromosomas
basdndose en la disposicién del centrémero, pudiendo ser metacéntricos, acro-
céntricos y telocéntricos, y son usualmente reportados en fotos, ideogramas, ctc.

Gamma-cariologicos. Consiste en el tefiido de ciertas regiones de los
cromosomas, determinando homologfas en la comparacién de dos o varias
especies.

Una informacién vdlida para establecer la filogenia que aporta el uso
de cromosomas es la observacién de inversiones por superposicién, ya que estas
nos permiten analizar los cambios cromosémicos que provocardn cambios en
la expresion fenotipica.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS
Son un estimado gencral de la diversidad genética de enzimas y
proteinas y su relacion directa con el DNA y el RNA, estas se subdividen en:
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FIGURA 1. Arreglo filogenético observindose la posicién genealdgica del panda gi-
gante, relacionado a familias de osos (Ursidae, linea A) y mapaches
(Procyonidae, linea B), letras mindsculas representan subfamilias propuestas;
método: bandeo cromosémico (Tomado de O’ Brien, 1987).

INMUNOLOGICAS

Se fundamentan en las propiedades antigénicas de las proteinas. Cuando
se inyecta una protefna de una especie A en el organismo de una especie B, s¢
genera anticuerpos que van a reconocer como extrafia a la protefna inyectada,
generando anticuerpos especificos para dicha proteina. En pasos posteriores
s¢ preparan extractos proteicos de las especies que se quicre analizar (C). Estos
extractos se hacen reaccionar con los anticuerpos producidos por la especie
B. Las diferencias entre antifgenos-anticuerpos que envuelven a antigenos
homélogos y heterdlogos nos proveen la medida de la relacién genética que
existe entre los dos (usualmente expresados como las unidades de distancia
inmunolégica, ID) entre las protefnas de la especic A y C. La suposicion
principal bajo las pruebas inmunolégicas es ¢l nivel de “reconocimiento”, el
cual nos provee una guia cuantitativa de la similitud genética de las protefnas
antigénicas a las cuales se ha sometido la prueba (Wilson, 1984).

Antiguamente se utilizaba la medida del precipitado que forma ¢l
complejo antigeno-anticuerpo en solucién cruda.

Los datos que resultan de la prueba MCF (medicién antigeno-
anticuerpo) consisten en cuantificar la ID. Esto dependerd de la afinidad o
diferencia entre especies. La estandarizacién en esta técnica es esencial, la alta
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afimidad que posee la reaccién antigeno-anticuerpo es capaz de medir un cambio
simple de aminodcidos de las partes antigénicas de una proteina. Se mide el
mimero de aminodcidos reemplazados que son responsables de diferencias entre
sitios antigénicos de formas de protefnas sintetizados por genes ortélogos. La
protefna més utilizada en mamiferos es la albimina, por ser una proteina
monomérica, es sintetizada por un solo gen, es abundante, fdcil de purificar y
tiene de 25 a 50 sitios antigénicos. Esta metodologfa sirve para discernir los
niveles taxon6micos superiores de una especie (Maxson y Roberts, 1984).

FLECTROFORESIS
Se basa en el concepto de que cualquier carga migra hacia el polo
opuesto cuando es sometida a un campo eléctrico. Cada protefna lleva una carga
neta que es la sumatoria de las cargas positivas (lisina, arginina ¢ histidina) y
negativas (dcidos aspdrtico v glutdmico) a cualquier pH que no sca el de sus
puntos isoeléctricos. Muchos medios de soporte son de uso comiin, siendo los
mds populares la poliacrilamida, el acetato de celulosa y de almidén. La
electroforesis en almidon es 1a mds utilizada, debido a que no se requiere mayor
infraestructura y es de bajo costo. Hsta se utiliza para la visualizacién de
enzimas solubles procedentes de diferentes fuentes como son higado, sangre,
corazén y misculo. Las enzimas a analizar son las isoenzimas, que son formas
similares v funcionales de la misma enzima, incluyendo todos los polimeros
de subunidades producidos por diferentes locis o por diferentes alelos en el
mismo locus. Otras enzimas para analizar son las aloenzimas (subconjunto de
isoenzimas), son variantes de polipéptidos que representan diferentes
alternativas alélicas del mismo locus genético. Las muestras se colocan en los
geles de almidén, se las somete a un campo eléctrico, haciendo que estas
migren. A continuacién, estos geles son revelados con tintes histoquimicos
“especificos para cada enzima. Por ¢jemplo la solucidn para tefiir la lactato
deshidrogenasa (LDH) incluye dcido ldctico (substrato), NAD, fenansina-
metosulfato (PMS) y NBT (colorante), de tal forma que la posicién en ¢l cual
el LDH de un organismo ha migrado en el gel se puede observar gracias a que
el dcido ldctico es oxidado a piruvato y la sal es reducida a un precipitado azul
visible como una banda discreta. Con el resultado de esta visualizacién se
elaboran patrones de la enzima Hamados zimogramas que posteriormente
pueden ser interpretados en términos genéticos mendelianos simples. La
mayoria de las enzimas son diméricas (43%), mientras que otras son
monoméricas (28%) y tetraméricas (24%) (Shows, 1983).

AMINOACIDOS
Nos permite comparar la secuencia de aminodcidos entre especies
relacionadas utilizando proteinas especificas. Para utilizar esta técnica hay que
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tener claro dos conceptos: genes ortdlogos, son genes homologos resultado de
la especiacién, de tal forma que cambios en estos genes reflejan la historia
evolutiva del grupo examinado, y genes parélogos, son genes no homdlogos
resultado de una duplicacién génica, los mismos que guardan independencia
durante 1a historia de la especiacién de dicho grupo. Para la secuenciacion, se
utilizan proteinas ortdlogas, las mismas que son sometidas a hidrélisis proteica
(iripsina, quimiotripsina), los resultantes son pequefios péptidos, que son
secuenciados utilizando varios métodos con HPLC (hidrélisis con dcidos
débiles o anfolitos) (Fitch, 1976).

MARCADORES MOLECULARES

Los datos moleculares proporcionan informacién previamente
inaccesible acerca de la base molecular de los cambios evolutivos. El aspecto
mds importante de la utilizacién de marcadores moleculares es que permiten
una comparacién directa de los niveles de diferenciacién genética entre
cualquier grupo de organismos.

La utilizacién de marcadores moleculares por lo general tiene ciertas
ventajas sobre los métodos tradicionales, ya que proporcionan una mayor
cantidad de datos informativos en menor tiempo y reflejan de mejor manera
los polimorfismos existentes entre las unidades taxonémicas objeto del estudio.
No obstante, cstos métodos exigen personal capacitado en diversas técnicas
bioquimicas y moleculares, asi como una moderada inversién econémica en
cuanto a equipos ¢ infraestructura,

Estos métodos se basan en las variaciones en las secuencias de
nucleétidos (DNA) presentes en las poblaciones naturales, basados en
mutaciones puntuales y nuevos arreglos en el genoma de las unidades
taxonémicas. Estos polimorfismos pueden ser objeto de evaluacién y andlisis,
los cuales se pueden realizar en los genomas nucleares v mitocondriales en el
caso de los animales (Fig. 2), mientras que las plantas disponen de un genoma
adicional, el del cloroplasto.

Actualmente, existe una amplia gama de técnicas mediante las cuales
se generan diferentes tipos de marcadores moleculares, los cuales incrementan
dia a dia con ¢l desarrollo de nuevas y mejoradas técnicas moleculares. Un
aspecto clave es la eleccion de un método especifico v adecuado, ¢l cual
depende en gran medida del problema a ser resuelto o la hipétesis plantecada
(clasificacion, filogenia, grado de especiacidn, divergencia y variaciones inter
¢ intra especificas, entre otros).
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FIGURA 2. Arreglo filogenético de 16 especies de cetdceos, método: secuenciacién del
gene rRNA de DNA mitocondrial (Tomado de Milinkovitch et al., 1993).

METODOS

Cualquier método comienza con el aislamiento del DNA (o en algunos
casos, RNA) de las unidades taxondmicas quc s¢ someterdn al andlisis. Con
la finalidad de asegurar la eficiencia de determinados métodos es necesario
someter al extracto crudo a uno o varios procesos de purificacién. Algunos
métodos exigen también la utilizacién de grandes cantidades de DNA, este
problema se ha podido superar a partir del desarrollo de la técnica de PCR
(reaccitn en cadena de la polimerasa), la cual permite la amplificacion in vitro
de segmentos especificos de DNA utilizando primers o secuencias sintéticas
y especificas de DNA a partir de una muestra inicial muy pequefia.

Es fundamental distinguir entre los métodos que utilizan radioisétopos
(técnicas radioactivas) y las técnicas no-radioactivas. A pesar de que los
métodos radioactivos son extremadamente Gtiles, éstos demandan una
infraestructura especial, personal capacitado en su manipulacién y regulaciones
en cuanto a la disposicién de los desechos toxicos generados por esta
metodologia. Debido a estos factores, la utilizacién de estas técnicas
actualmente en ¢l Ecuador serfa muy limitada. Los métodos mds ampliamente
utilizados se sintetizan a continuacion:



Ivdn Aveiga del P. y Alexandra Narvdez T. 151

Polimorfismo en la longitud de un fragmento de restriccion (RFLP)

@

Andlisis que se efectda con DNA (nuclear o citoplasmadtico).

Efectiva para evaluar la variabilidad intra e inter especifica ya que tiene la
capacidad de producir una gran cantidad de marcadores.

Se fundamenta en la utilizacién de una bater{a de enzimas de restriccién
para digerir al DNA en secuencias determinadas (4 o 6 pares de bases)
seglin la enzima que se utiliza. Esto da como resultado fragmentos de DNA
con diferente peso molecular, los cuales se pueden visualizar por medio
de electroforesis, en agarosa o poliacrilamida (PAGE). La diferencia entre
las unidades taxonémicas en estos “perfiles de digestion” es el resultado
de sustituciones de nucleé6tidos dentro de los sitios de hidrélisis, adiciones
o deleciones de la molécula de DNA o nuevos arreglos en la secuencia de
los nucledtidos. Cada una de estas fuentes de variacién produce cambios
en el patrén de bandecamiento.

La desventaja consiste en que bdsicamente es una técnica radioactiva,
aungue existen variaciones no radioactivas, y se necesita gran cantidad de
DNA de alto grado o puro.

DNA polimérfico amplificado al azar (RAPD)

®

®

@

Se utiliza DNA nuclear o citoplasmadtico.

Aplicacion en el andlisis de cultivos.

Evaliia y analiza polimorfismos detectables utilizando primers (segmentos)
de 10 pares de bases en longitud para amplificar secuencias aleatorias a
partir de una secuencia desconocida de DNA. Los polimorfismos entre las
unidades taxondmicas resultan de diferencias en uno o los dos sitios de
unién a los primers. Son marcadores dominantes y se registran como
ausencia o presencia de bandas a partir de una electroforesis.

Técnica no radioactiva.

La desventaja principal es que es un método no fielmente reproducible.
Amplificacion selectiva (digestién con enzimas de restriccion)

Se utiliza principalmente secuencias conocidas de DNA citoplasmético.
Aplicacién a nivel inter especifico.

Amplificacién con PCR de una secuencia conocida de DNA utilizando
primers especificos. El DNA amplificado se digiere con una baterfa de
enzimas de restriccién que dan lugar a polimorfismos entre las unidades
taxondémicas resultantes de la presencia o ausencia de los sitios de
restriccion; estos son visualizados mediante patrones de bandeamiento por
medio de electroforesis.

Meétodo no radioactivo.
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Secuenciacion de nucledtidos

e DNA muclear o citoplasmético.

s Amplificacién de un segmento de DNA, usualmente de una longitud de
500 pares de bases y su secuenciacién utilizando dioxinucledtidos
complementarios.

s Polimorfismos basados en cambios de regiones codificadoras en no
codificadoras, transiciones (purinas o pirimidinas), transversiones (purina-
pirimidina), sustitucién de bases, adiciones o deleciones de nucledtidos o
rearreglos de nucleétidos.

o La ventaja es que produce gran cantidad de caracteres informativos, sin
embargo se sacrifica informacion al nivel de loci-genes.

ANALISIS DE DATOS

Fl andlisis de datos se inicia con la codificacién de los caracteres y la
elaboracién de una matriz de estudio. Esta matriz es sometida al andlisis
filogenético utilizando un algoritmo seleccionado, usualmente basado en
parsimonia, como el PAUP (Andlisis Filogenético Utilizando Parsimonia).

Fl drbol mds parsiménico es aquel que requiere el menor nimero de
cambios evolutivos para explicar las diferencias entre las unidades taxondmicas.

Para ampliar los conocimientos sobre los principios y métodos de
anglisis cn filogenética y sistemdtica consiltese Wiley (1981), Wiley et al.
(1991) y Maddison y Maddison (1992).
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