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INTROLUCCION

Desde L aparicion del libro clizico The New Sysfematics de Hudey (1940)
se ha avanzado signilicativamente en b Taxonomia Bioldgica. Dicho libro
trita, entre olres puntos, sobre [a posibilidad de que varios conjuntos de
caractéres “no morfologicos” pudicran ayudar a superar diversos problemas
de discriminackon efectiva de las especies (atn las “cripticas”), del anilisis
filogenético y la clasificacion de organismos recientes. Se han publicado desde
entonces —durante casi cnco dédas— muchos libros ¥ énsavos sobre
Quimiolaonomia, Serotavonomia, Cariotaenomia y olros thpicos afines,
como el wo de s secuencias de proteinas y de dcidos nucleicos en la
Taxonomia (Alston v Turner, 1963; Blackwelder, 1967: Bendz ¥ Santesson,
1974; Bisby, Viughan y Wright, 1980; Wikew, 1981; Goodman, 1982 y Oxford
¥ Rollinson, 1983).

Hubo un tiempo en que el uso de la Inmunologia ¥ el estudio de los
Cromosomas fueron vistos como elenwnios polencialmente convincentes para
el reconocimicnto de afinidades entre los taa; sin embargo, su uso no ha
tenido el impacto que se esperaba, a pesar del éxilo oblenido en algunos
aspecios, Durante las Oltimas dos décadas el conocimicnto de los dcidos
nucieicos v de la estructura de Lis proteinas vino a dar un nuevo impulso a este
enfoque de la Sistemdtica; éste atin no se agola, aungue cada dia se comprende
mejor que no por llegar mds cerca del gen se logra necesariamente la *mejor”
o "mas adecuada” Sistemd tica de los organismos (Wiley, 1981).

Algunes lenomenos genélico-reproductives ¥ evolulives han planteado
diversos problemas a los que no se han encontrade soluciones plenamente
satisfactorias; ésios Iratan sobre la interpretacién y utilizacibn apropiada
de dertos caracteres en Filogenia de organismos. Por otro lado, diversos
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fendmenos de Genélica Molecular descublerios en afins recientes, pueden
hacer cambiar algunas de nuestrs concepciones sobre la inlerpretacion
de la similinnd para proponer o descubrir relaciones gencaldgicas entre los
orginismes (1 oF genes que no se expresan por periodos largos de Gempao
en varios linajes y que son heredables (simplesiomordias o reconocidas)).

Algunos de los principales objetivos de [a Sslematica son ¢l reconodimiento
v I explicacion de las relaciones de paremtesco (Genealogia), de b simdlitsd
{relaciones patristicas) v de la distribucidn de bos caracteres entre las especics
v los Lo supraespecilicos, Fstos objelives se realizan a travis del andlisis de os
caracieres con base en el estudio de la posicion filogenetica de los oa (Wiley,

1981},

La comparacion ¥ la evaluacion de ks diferencias ¥ similitides I:!H:lrrl:llll:-lr_'_..;j.-
cis del fenotipo constitiven s fuentcs de datos tradicionales ¥ s frecuente
mente ulilizadas en la pricticr teondmica; pero sibien proveen de Wi apro-
ximackon legitima, relitivamente ecomdmnica v Ficl de estudiar, esos dates no
alrecen una informackin completa ¥, en michos de ks casos, timpoco efee
tiva para ¢l anilisis en Filogenia Esto dlimo se aplica especialmente al caso
de L sistenitica de especies en las que bis discontinuidades morlologices no
s0M U expresion necesaria suliciente de os mecanismos de aislamiento re-
productive ¥, cn Gltioa instancia, ni de independencia evelutiva, que son los
faciores principales a reconocer (ver Wiley, 1972 y 1981, para wna explicicion
miis dedallada). De acuerdo con Reig (1983) los Gneromorlisimes intesespecfi-
cos {manilesticiones morfologicas muy distints en una mison especie) v los
muchos Gsos de sinmorlsmo interespecifico (especies cripticas) ssi ko conlr-
man.

Durarte la década de 1960 convergicron vanias ileas en Sistensitica: simi-
linudes metodoligicas y concepluales en Bioquimica y Cladistica, generindose
idexs equivalentes Numérico-Cladisticas, a L que Patlersen (1981) Hamo Sis-
eneitica Aralitica, s mismas analogas s¢ presentin en “j-l‘l‘:.:d!ﬂg,ﬂlfl.'l
Historica En el caso de [a Sistemuitica Bioguimica, Fitch y Margoliash (1967)
fucran los iniciadores. Estos antores desarrollaron mélodos de reconstriceian
filogenctica a partir de datos meleculires, independieniemente de bos cladistas,
Kluge v Farris {1969) adoptaron tambicn los métodos numéncos, scoplindolos
1 Jos conceplos cladistas para [ reconstriccion de b historia evolutiva,

Finalmente muchos xdnomos comeniron 3 seguir las ideas de Hennig
(1968) wmbién conocidas como Sistemaitica Filogendica, Se puede considerar
que las caracteristicas en comin de las tres tendencias o enfoques de b
Sistemdtica son bis siguientes: 1. Todos los o unidides enricis son
congiderados ramas werminales en anlgiera de sus dendrogramas. 2. E
principio para producic los dendrogramas se basa en el criterio de mavor
parsimonia en la distribucidn de homologias {caracieres, componentcs o
sinapomorfias). Las tres escuelas de pensamiento insistieron on la propicdad
de homologia v en el criterio metodoligico de parsimonia, Por ofra parie,
crilicaron a la “Sistemdtica Narrativa™ o tradicional porque permitia cuabguicr
explivacion y s¢ inmimizaba contra ki cntica (Humphries, | 982},

En este articubo 3¢ comentan principalmente bis Wenicas de obtencidn de
caracteres “no morfobigions™; sin embargo, en muchos casos estas Wenicas son
inseparables de los mélodos de andlisis (e gr en b evidencia inmunolégica
o hibridaciin de ADN); por otra parfe, tales mdétodos pueden ser aplicables
Lanto a bos caracteres morfoligicos como a los bioquimicos. “Similitod totl”
de los fenclistas rersus criterio de posicidn lilogenétican —por medio del
establecimicnio de bis relaciones del grupa hermano— - de los dadistis, son
posiciones meledoligicas v Nilesoficas de ks que kos caracleres bioguimicos
y mucleares no se pueden sustraer. Respecio a ello conviene seialar que,
para muchos sistematas bioguimices. el fundamento kisico del problema
esti en el acorso a la informacion genetica; piensan que L expresion fenolipica,
cualquicra gue ésta sea, es de importancia secundaria en comparacian con la
informacion de bos iicidos nucleicos.

Otras leorias biologicas, en relacidn con el conceplo de epigenolipo, han
demostrado bes posibles errores en este ipo de juicios, Algunos sistematas han
respondido de manera sencilla que nos ooupamos de clsificar ormanismos
¥ no macromoléculas; por ello los xonomos echan mano de todo tipo de
caracteres, que de acvendo a su comportamiento en la evoliscion, s6lo son fitiles
en un determinado nivel de jerarguia. No obstante estas aparenies limiticiones,
ks caracleres bioguimicos son de enorme valor para la sistemdlica de cualquier
toaon ¥ pucden ser aralizados a s de una gran variedad de métodos
cladistas, gradistis v feretistis, La tendencia moderna es méds bien ecléclica, ya
gue algunos caracteres bioguamicos son de gran vabor para el estudio de grupos
endeterminados niveles de |3 jerarguia xonomica. En olros grupos o en otros
nveles de Lt i-l:mrqui;l_ ke coiracieres rnnrl'nid:'igicn.w cogtiniizan siendo viliosos ¥
stiperiores a bos caracieres bioquimicos; de cualquier modo, po se trina ahora

- desputs de una pelémica de varias décadas— de encontrar ciles son
bos “mejores” caractenes én la Sistematica, sino de reconocer ¥ justipreciar
el valor de ellos para cada grupoe v nivel taxondmicos v que ws permitan
asi compariciones nds precisas de los patrones lemporales y espaciales
de las relaciones entre les organismos. Entre mayor sea la congruencia en
bos conjuntos de evidencia analizados por métodos robustes, mayor serd la
aprosimacidn a la verdadera filogenia.

A confinisicion s exponen lécnicas no morfoldgicas que hanvenido a com-
plementar v superar muclas de bis mitsciones del persamiento morfoldgico
clisico v que en varios cases pucden considerarse, en la concepaion filogene-
tista de Hennig (1968), integrantes del método holomorfolégico. Se presentan
en este irabajo aspecios sistemiticos del 1so de los cromosomas, las proteimas,
bos lipidos vlos deidos nucleicos.

CROMONONAS

Diversos cambios en ¢l nldmero, taimano v forma de ks cromosemas ban ecu-
rrido en la evolucidn organismica a Innis de lusiones, fisiones, translocacio-
mes, inversiones, duplicicones ¥ deleciones cromasdmicas (Dobzhansky of
al., 1977}, Durante ks décadas de los cinenenta v sesenta se determinaron
el niimero y la morfologia grucsa (oo, formay, longitied de bos brazos, pro-
porciones entre las longiludes de fos brazos, posicion del centréimero v otras
caracieres) de los cromosomas de slgonos Lo Hubo un interds creciente en
la cilologia cromosémica por parte de 2odloges ¥ botinicos, v un incremento
del uso de los cariotipes para inferir relaciones ogenétics (Achley, 1972 y
Duethman, 1983). Ya s¢ han efectuado revisiones de kos daios que comprenden
¢l nimero y la forma de los cromosomus par los animales (Robinson, 1971,
White, 1973 y Wiley, 1981} v tambicn se lun disoutido ks trabajos basados en
los cromosomas de ks plantas (Darlinglon, 1938; Skebbins, 1971 v Kadfond ef
al., 1974).

Sin embarge, durante [as décadas citsdas, resulld bastante especulativo
el sflo uso de lus ndmeros ¥ las morfologias cromosdmicas gruesas para
el anilisis de las relaciones genealdgicas; ello se debid, principalmente, a
la impaosibilidad de determinar ks homologias cromesémicas en diferentes
genomas, asi como al desconacimicnto de los mecanismos que intervienen
en los cambios de las morfologias eromosdmicas v ka direccion de aneuploidia
(Atchiley, 1972}, Estos problemas tuvieron como consecuencia, en los casos
en que las homologias cromostmicas de diferentes genomas no podian
determinarse, que el grado de exactitd de los resultados luese inversamente
proporcional al mayor plMEro Cromosamico.

Durante este periodo, bos gnicos mciodos para oblener informacion
“evicta” sobre ks homobogias de bos cromesomas eran la hibridacion ex-
perimentil v en algunos casos, b antormdingrafia (0 para sedalar patro-
nes de marcje sincrdnicss o sicrinicos donde Lan ocurrido translocado-
nes) v, aungue muchos bidloges aplicaron correctamente la aproximacisn ci-
togenélica de la hbrdacidn artificial y el andlisis cromosdmico subsecuente
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—con ¢l fin de oblener evidencias de diferenciacién genética entre los txa—
muchos otros “sistematas cariotipicos™ se dieron por satisfechos con la com-
paracion de diferentes toa sobre ka base de sus niimeros v morfologias cro-
mostmicas; con ello especularon sobre relaciones genealdgicas v divergencia
genética, a pesar de los problemas sefialados por Atchley (g0, cff.).

Existen diversos ejemplos de tales trabajos (Nadler, 1966; Gonman,
1970 y Bogant, 1970) donde se usaron solamente los nimeros y s
morfologias cromostmicas gruesas para sacir conclusiones detalladas acerca
de la divergencia genética en varios grupos de vertebrados. Los estudios
cromosdmices se estancaron en este nivel hasta que el desarrollo de nuevas
1écnicas permitic la identificacidn de unidades homélogas en los cromosomas
(Dueliman, 1985).

Sin embargo, los problemas antes expuesios se refieren, bisicimende, al
uso de los cariolipos compuestos por cromosomas somdlicos Lipicos ¥ no se
extienden al uso de los cromosomas politénicos gigantes (Alchley, 1972). Estos
cromosomas de bos Diptera exhiben secuencias de bandas individualmente
reconocibles que permilen la deteccidn de las homologias cromosdmicas y
de inversiones 1 olros rearreglos comostmicos; muchas veces s afinidades
genealdgicis pueden delerminarse a partir de esios rearreghos, sobre todo
aguélics que involucran “inversiones superpuestas” (Dobizhansky ef al | 1977
v Ayala y Kiger, 1984).

Tales inversiones son inversiones cromosdmicas que incluyen parte de
ségmentos cromosdmicos previamente invertidos. Por efemplo, supéngase que
las secuencias de las bandas en tres diferentes cromosomas homélogos son
ABCDEFGH, AEDCBEGH y AEDFBCGIL La segunda secuencia puede surgir de b
primera, o la primera de la segunda, por una sola inversion que comprendiera
al segmento BCDE; de manera similar la tercera secuencia pucde surgir de la
segunda o viceversa por una sola inversion del segmento CBE Sin embargo la
lercera secuencia no puede surgir por una soda inversidn de la primera, nd la
primera de b tercera, La segunda secuencia representa un paso intermedio
necesario enfre la primera y a tereera; si no hay otra informacion disponible
no hay modo de saber cudl de bas tres secuencias pusdo haber sido la ancestral,
no obstante s6lo hay tres series de transformacion posibles para inferir b
gencalogia: | -2 — 3,3 —2— 1,41 —=2—3%

Al término de los afios 60 varias genealogias habian sido va propuestas
basindose en las inversiones superpuesias en bos organismos con cromosomas
politénicos, tales como Drosopbida, ks moscas negras (Simulidac) v algunos
mosquitos (Culicidae); Dobzhanky of &l (1977) ilustraron algunos ejemplos
notables de tabes genealogias (egr Ia propuesta para Drosopbila; Carson y
Kaneshiro, 1976).

Volviendo a los cromosomas somilioos tipicos, en Jos inicios de la década
de 1970 por fin se desarrollaron téenicas para identificar unidades homélogas
ide cromosomas de diferentes genomas. Estas écnicas tinen diferencialmente
los eromosomas, revelando regiones claras y ascuras allernas (handas) a ko
largo de los mismos. Do thenicas de bandeo usadas cominmente son el
método de giemsa (de bandas G; Pandue y Gall, 1970) vel método de “mostaza-
quinacrina™ {de bandas C: Arrigh ¥ Hsu, 1971); ademds de una técnica que
permite la identificacion de caracteres subesimiciurales de los cromosomas,
que &3 b resofucion de regiones organizsdoras nucleolares, desarrollada por
Good pasture y Bloom (1975).

Es posible un trabajo mis detallado mediante ¢l examen de inversiones, de-
keciones ¥ iranslocaciones en bos cromosomas bandeades y de las caracteristi-
cas subestructurales de los cromosomas (Wiley, 1981). Utilizando la morfologia
gruesa ¥ los caracteres subestructurales de los cromosomas se han podido de-
sarrollar varios trabajos aplicando kos principios de [ cladistica; por ejemplo,
en las genealogias de bas tortugas eriptodiras (Bicklam y Carr, 1983), de Jos
ralones peromiscinos (Yates, Baker y Bamnett, 1979, Sangl y Baker, 1984) y
de los murciélagos glosofaginecs (Haiduk y Baker, 1982). Con todo, son pocas
las genealogias “cromosdmicas” enmarcadas explicitamente en ks bases de la
Sisternédtica filogenética sensu Hennig (Wiley, 1951).

A manera de ejemplo de kles anilisis filogenélicos se ofrece ¢ siguiente:
Yates, Baker y Barnett (1979) publicaron un estudio de tres gineros de rato-
nes peromiscines; en £ usaron comparaciones de grupo externo (“oulgroup™)
para intentar establecer ¢ cariolipo primitive para el género Perompyscus, exa-
minando s cariotipos de miembros de ks gineros Badomys y Neofomodon,
En el primer recuadro se ofrece un resumen de dicho andlisis:

En realidad, el andlisis de Yates, Baker y Barnett (1979) es mucho
miis detallado y complete de lo que aqui se ha mostrado, pero el interés
de menciorar esie ejemplo es demostrar que los dales canoldgicos son
susceplibles de andlisis hlogenéticn, similar al que usualmente s¢ realiza con
datos de morfologia externa v consecuentes con las ideas de Holomorfobopia v
ardlisis filogenético de Hennig (1968) v de seguidores como Wiley (1981).

Actualmente se sabe que la especiackin puede estar acompanada por
rearreghos cromosdmicos en una de ks dos especies involucradas (White,
1978). Los rearregles pueden promover o ascgurar la independencia de bos
linajes y producir la inviabilidad o la esterilidad diferencial de los individuos
hibridos entre los tipes cromosomicos, pero lambién pueden permangcer
como pelimorfismes o fijarse en uno o mds lnajes como un subproducto del
proceso de especiackin, mis que ser su principal causa (Hall v Selander, 1973
¥ Wiley, 1981).

De esta manera los datos cromosdmicos ofrecen al sistemata un conjunto
de caracteres que le permilen analizar ¥ sentar bases muy importanies para
la definicién de especies, ¢l proceso de especiacion y el andlisis flogenético
para grupes en bos que La similitud morfoldgica clisica hace extremadamente
dificil o imposible el ardilisis. Por esta razin, en muchos grupos (especialmente
en plantas) los datos cromosdmicos se han corvertido en una parte de los
datos bdsicos que deben ser mencionados en un irabajo sisterndtico estindar,
aungue lis cases de dales cromosdmicos dependen del nivel de andlisis
realizado en el grupo y de la factibilidad de que a los cromosomas puedan
aplicirseles bas tcnicas disponibles.

Por otra parte, ks relaciones filogenéticas reconstruidas en diversos grupos
—s0bre la base de daws de rearreghos cromosdmicos—, descansan en la
suposicion de que el origen de cada nuevo tipo de rearreglo es un evento imico
en b evolucion de cada linaje (Farris, 1978 y Wiley, 1981), unto en ¢l caso
de los cromosomas polilénices como en el caso de los cromosomas lipicos.
Sin embargn, se ha demestrado que kb premist de unicidad por si sola es
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insuficiente para determinar b reconstruccion de un drbol hlogenetico, va que
no siempre da por resuliado un drbol filogenético dnico, en virlud de que b
inversion, como cualguicr otro cardcler, debe pasar a través de una elapa de
polimorfsmo (Farris, 1978).

Por ejemplo:

Supdngase que cuakguier sitio de inversion de un cromasoma individual
puede maostrar salo uno de los dos tipos de inversion allernmativos, A 6 [,
de bos cumles A es el tipo ancestral v D el derivado, La evolucion de tal
sitio ocurre cuando un cromosoma que muestra el nuevo tipo O surge
en un individuo pertenccicnie a una poblacibn original homocigitica para
A La poblacion tiene entonces una condicion heterocigotica lamada H.
Una vez en esla condicion, una poblacion puede pasar a la fjacidn del
sitio corsiderado en cualquicra de dos formas: volviéndose una poblacion
homocigitica para el tipo de inwersidn A o para el tipo D. El postulado
de unicidad requiere que se consideren solamente aquellos drboles
filogendtices en que s¢ postule s6lo una ransicin desde la condicién
homocigitica A hasta la condicion heterocightica 1 para coakquier sitio.
Las transiciones desde la condicion H hasta cialquiera de kas condiciones
A d D no imvolucr el origen de ninglin tipo nuevo de inversidn y,
asi, no son cubiertas por ¢l postulado de unicidad. Puoesto que son
poblaciones v no individuos los que figaran en b rmas de un drbol
Mogenético, la inclusion de | condicion H en ¢l modelo bioldgico
del problema es necesara por razones bioldgicas. El hecho es que el
lipo de inversion ancestral A puede ser “sabvado™ en una poblacién
heterocighticn ¥y reemerger en alguna poblacién descendiente en wna
condiciin homocigitica; esto hace posible que un drbol filogénetico de
cibquicr forma sea siempre congruente con el posiulado de unicidad.
Por cjemplo, todos los drboles de la figura siguiente son conskslentes con
los datos hipotéticos correspondientes, dadas las poblaciones ancestrales
heterocigiticas adecuadamente (como es necesario). Asi, si la inversion
apomirixa mostcaci o no relaciones de grupo hermano entre X e Y
d(-pq:r::!r de ciertis probabilidades que son seméjantes en sus propiedades
a aquillas de los dates moroligicos (Farris, 1978).

Se ha sugerido que bos drboles Dlogenélices que disminuyen el ndmero
de transiciones desde L condicion heterocighlica asta las condiciones
derivadas son la mejor solucion al problema bajo el princpio metodoldgico de
parsimonia (Farris, 1978). Afortunadamente | mayoria de los investigadores
parecen haber seguido esta pauta con Jos datos de inversiones cromosomicas,

aum cuando sus trabajos no estaban inscritos en la Sistemdtica filogenética
seresu Hennig, Eslo significa que:

a) Los datlos cromosomicos se mancjan en forma similar a olros carcicres.

b) Se puede tener certa confianza en que ks hipdtesis filogenéticas
publicadas previamente basadas en datos cromosomicos se correlacionan
fuertemente con ¢l andlisis flogenélico de ofros caracieres,

<) Cusndo la similitud morfoligica evita o impide el andlisis filogenético en
esle nivel, pueden usarse los datos cromosdmices para producir hipdtesis
genealégicas y sentar kas bases de clasilicaciones filogenéticas (Farris, 1978
¥ Wiley, 1981).

Une de los problemas no resuelios &3 la evaluacion y comparacion de las
tasas de evolucion cromosomica {divergencia evolutiva-relaciones patristicas).
En algunos grupos, tales como las tortugs, la evoluion cromosémica parece
haber procedido muy lentamente, mieniras que en olros, especialmente los
mamileros, la tasa de evolucion la sido mucho mds ripida (Duellman,
|985). Las tasas son altamente variables aun dentro de alpunos grupos de
mamiferos, por ejernplo, se ha encontrado sélo un rearreglo cromesdmico en
seis pfneros de murciélagos gosofagineos, pero se han reconocido mds de 100
rearreghos en olros seis géneros (Haiduk y Baker, 1982). Al parecer, la evolucidn
cromosdmica no procede de manera regular en el tempo; come consecuencia
de ello, ka correlacion entre la distancia cromosdimica y la distancia txondmica
no &5 universal (Reig 1983), wl como ocurre generilmente con bos carackeres
morfologicos, en donde una evaluacion fenética —por similitud total— no
coincide con una evaluacién gencaldgica, que os lo que requerimos. No
obstante, esto po quiere decir que ks diferencias en las tasas de cambio no
nos permita la reconstrucciin de relaciones genealdgicas, sino mds bien no
nos permite inferir liempos de divergencia entre los tua

Por olra parie, como en cualquier caricier de origen diploide, es necesario
enfatizar que bos datos carioldgicos no permiten establecer limites v relaciones
enfre especies de ta que presentan ¢ fendmeno de ki uniformidad
cromashmic indra-tadn; el polimorfismo cromosbmico poblacional también
represents une limitacion de los datos cariotipicos (Reig, 19583).

Otro problema es la localizacion de los genes en ks cromosomas
(solo aceplablemente establecida en pocas especies, como en algunas de
ﬂm&jﬂlﬂd}; los experimentos de hibridacion, comao Imqu.e s¢ han realizda
con ranas (Wright ef al, 1983) estin empezando a proporcionar datos sobre
marcadores genéticos que permiticin la localizacidn de bos load para ciertos
genes en ofros grupos. De cualquier modo este aspecto no esti dentro de bos
objetivos de la Cariotaxonomia

FPROTEINAS

Las proleinas son macromoléculas poliménicas formadas por reskduos de la
hidrdlisis de aminadcidos (los mismes 20 amincicidos se encuentran en
todos los organismos). Las proteinas pucden estir compuesias por uno, dos
o mis polipéptidos; cada polipéplido es codificado por un gen. La secuencia de
aminodcidos en un polipéptido (estructura prinria) estd determinada por ka
secuencia de nucledtidos en el ADN que Jo codilica; ¢l niimero de diferencias
entre dos polipéptides o proteinas homdlogas Trecuentemente reflefa el
nimero de diferencias enfre sus genes correspondientes. La diferenciacién
prnética entre s especies v, por lo tanto, sus probables relaciones filogenéticas,
preden inferirse a partir del grado de dilerenciacion en la estruciura primaria
de sus proteinas (Dobzhansky of al, 1977).

Las estimaciones del grado de similitud entre proteinas especificas de
diferentes e, pueden hacerse mediante la comparacién de las composiciones
¥y secuencias de amincacidos de las proteinas seleccionadas para el andilisis.
Grogso modo hay dos formas bisicas de eaminar los cambios en dicha
composicion: 1. La aproxdmacion direcla mediante b determinacion de la
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VARIOS TRABAJOS PREVIOS sugerian que la tendencia evolutiva en Peromyscus era hacia el incremento de la canti-
dad de heterocromatina y del nimero de cromosomas con dos brazos (mediante inversiones pericéntricas y adiciones
de brazos cortos heterocromaéticos); si esto era correcto, entonces, tanto Peromyscus como el grupo hermano de Pe-
romyscus deberian haber tenido un cariotipo primitivo con todas (o casi todos) los cromosomas de tipo acrocéntricoy
solo heterocromatina centromérica. Para probar esta prediccion era necesario realizar comparaciones de grupo externo
examinando los cariotipos de otros géneros que se supusieran estrechamente relacionados con Peromyscus. Si los
patrones de bandeo de los cromosomas acrocéntricos de las especies de estos géneros difirieran de sus contrapartes
correspondientes de dos brazos en Peromyscus por una inversion pericéntrica y solo exhibieran heterocromatina en
las regiones centroméricas, estas serian fuertes evidencias de un cariotipo esencialmente acrocentrico primitivo para
Peromyscus.

Se seleccionaron para las comparaciones a Neotomodon, por ser considerado el pariente mas cercano a Peromys-
cus, y a Baiomys, como un pariente mas lejano; ambos géneros tienen un nimero cromosomico diploide de 48, al
igual que Peromyscus. Se encontrd que el cariotipo de Baiomys taylori era muy similar al cariotipo de Peromyscus
critinus, que previamente habia sido sugerido como el mas primitivo para el género Peromyscus, ambos cariotipos
diferian s6lo por inversiones pericéntricas en los pares 1, 22 y 23, con dos brazos en Peromyscus y acrocentricos en
Bayomis. El alto grado de similitud entre los cariotipos podia explicarse por:

4) una estrecna relacion filogenética entre estas especies. (Pero esta explicacion fue rechazada porque varias evi-
dencias morfologicas la contradecian).

b) Convergencia. Esta explicacion también se rechazo porgue requeria eventos convergentes independientes (inver-
siones pericéntricas) en tres pares de cromosomas homélogos.

c) Simplesiomorfias, Los autores interpretaron la similitud cariotipica de esta manera. Si las caracteristicas cariotipi-
cas compartidas por P. critinus y B. taylori eran simplesiomdrficas, entonces se podia sospechar que estos
elementos estaban presentes en el cariotipo primitivo del género Peromyscus; previamente se habia sugerido que
el cariotipo primitivo del género estaba constituido por cromasomas de dos brazos en los pares 1, 22y 23y que
los demas cromosomas debian haber sido acrocéntricos, con excepcion de los pares 2, 3, 6y 9, cuya morfo-
logia no podia ser sujeta a hipotesis todavia. Los cromosomas en los pares 2, 3, 6 y 9 son acrocentricos en B,
taylori, Io cual sugirid que estos pares también eran acrocéntricos en el linaje pre- Peromyscus. Lo anterior a su
vez implicaba que algunas especies de Peromyscus que presentaban cromosomas con dos brazos en los pares
2, 3, 6y 9 poseian este caracter como una sinapomorfia, [ver abajo]. Por otra parte, todos los cromosomas de
B. taylori (48) fueron acrocéntricos, y solo presentaron heterocromatina centromérica; &sto apoya la hipotesis de
que el cariotipo primitivo del género Peromyscus consistia principalmente de cromosomas acroceéntricos, con los
pares 22 y 23 con dos brazos y el par 1 de morfologia desconocida; ademas, dicho cariotipo debid contener sélo
heterocromatina centromérica.

Encuanto a Neolomodon, los especimenes examinados de N. alstoni (2n=48) tuvieron 30 cromosomas acrocéntri-
cos y 16 con dos brazos, con solo heterocromatina centromeérica; sin embargo, se enconltraron inversiones pericéntri-
cas sinapomorficas en los pares cromosomicos 2, 3, 6 y 9 entre N. alstoni y P. melanotis, R maniculatus, P. polio-
notus, P. gossypinus y P, floridanus, lo que indicaba que estas especies de Peromyscus y N. alstoni compartieron
un ancestro comin después de las inversiones de los pares de cromosomas 2, 3, 6y 9. Con estas evidencias dichos
autores concluyeron que Neotomodon y Peromyscus Son congenéricos.
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secuencia de amincdcidos de la misma vy 2. La aproximacion indirecta
mediante la inmunologia. Una tercera forma de andlisis es por electroforesis,
que puede considerarse una aproximacion indirecta.

Secuencia de Aminodcidos de las Proteinas

Un resumen ilusirado del procedimiento comin para establecer b secuencia
de aminwicidos de un polipéplide o una proteina, puede hallarse en
Dobeztansky of al. (1977). La primera proteina de la cual se obluve ka secuencia
de aminodcidos o estructura primaria fue b insulina, que consta de 51
aminodcidos. Durante los primenos afos de [a década de 1950 se demostnd que
las secuencias de aminodcidos de bas insulinas de vaca, cerdo, oveja, caballoy
ballena de esperma (cachalote), son idénticas, excepto por reemplazamdentos
en Ires aminicidos consecutivos. Los procedimientos para establecer la
secuendia primaria de ks proteinas son extremadamente laboriosos; a pesar
de esto, mas de 500 secuencias completas o parciales s¢ conocian yaen 1972,
debido a los esfuerzos de muchos investigadores en diversos laboratorios, v
muchas secuencias mds se han determinado afio con afio (Dobzhansky, ef al,

ayfr. il ),

El grade de diferencia o distancia entre cualquier par de proleinas
hemdloges de secuencia conocida puede medirse en dos formas: la primera
es simplemente contar ¢l niimero de diferencias de aminodcidos entre dos
secuencias dadas, y la segunda, que da mds informacién que la primera,
hace uso del codigo genético. El reemplazamienio de un aminodcido por olro
puede requeric una, dos o tres sustiluciones nudeolidicas en el triplete de ADN
correspondiente. Por ejemplo, en la posicion 66 el citocromo ¢ del hombre
tiene isoleucina, mientras que en el mono rhesus hay ireonina en Lal posicidn;
el mimero minimo de diferencias nucleotidicas entre los codones que codilican
esios dos aminodcidos es uno. Por ofro lado, en la posicion 20 ¢l hombre tiene
metionina y ¢l caballo tiene ghitamina; los codones correspondientes difieren

por no menas de dos nucledtidos.

El nfimero minimo de diferencias de nucledtidos se determina para cada
reemplazamiento de aminodcidos entre dos proleinas y lodas esas diferencias
se suman. Esto da el niimero minimo de cambios de nucledtidos que deben
haber ocurrido en ka evolucién por separado de los dos “genolipos™ que
codifican las proteinas comparadas (Ilamado ambién distancia de mutacion).
La distancia de mutacifn entre dos genes frecuentemenie s mayor que el
nimer de diferendias de aminodcidos entre kas proieinas correspondientes,
ademds, el niimero efectivo de diferencias nucleotidicas entre dos genes puede
ser mayor que su distancia de mutacién, pucsto que &ta mide sdlo ol ndmero
minimo de diferencias nucleotidicas.

Un ejemplo clisico de ba propasicion de filopenias mediante el uso de las
secuencias de aminodcidos en las proteinas, es b comparacién del citocromo
¢ realizada para 20 especies por Fitch y Margoliash (1967). Las secuencias de
aminodcidos ariginales empleadas por Fitch y Margoliash pueden ser utilizadas
para aplicar el método habitml de inferencia filogenética citado por Wiley
(1981); este autor ha ejemplificado tal uso: se parte de las secuencias de

aminodcidos de las posiciones 9 a 20 de los citocromes ¢ del hombre, del
mono rhesus y del aballo, y se inchiyen grupos externos compuesios de
“lodes los otros mamileres™ y “lodes los otros metazaarios™. Los citocromos
¢ son idénticos exceplo para las posiciones 19 v 20; aqui, los humanos
(Homo sapiens) y los monos rhesus (Macaca mulata) comparten isolevcina y
melionina, mientras que los caballos (Egnns) y los grupos externos comparten
valina y glutamina, Es mas aceptable (aplicando ¢l principio de parsimonia)
considerar [a presencia de isoleucina ¥ metionina (en las posiciones 19 v
20, respectivamente) como sinaporndrfica para los humanos y les monos
rhesus (Primates), que considerar [a presencia de valina o glutamina come
sinapomnbrfica, debidoa que el tdn Primates como grupo monofilético es mis
congruente con olros muchos datos que un grupo monofilético compuesto de
caballos, ballenas grises y canguros (entre otros mamiferos). Puede obtenerse
ura corroboracién adicional a esta conclusidn con ofros grupos externos: 4
especies de aves, una forfuga, una rna toro ¥ un alin tienen todos valina y
glutamina en las posiciones 19 y 20, respectivamente; por lo cual se puede
concluir que se trata de dos caracieres simplesiomériicos, de acuerdo al eriterio
de posicidn filogenética basado en la regla de grupo exierno (ver Hennig, 1968;
Wiley, 1981; LLorente, 1986).

Sin embargo, uno de los principales problemas de trabajar manualmente
las relaciones filogenéticas de los taa (cuando éstas son evidenciadas por las
secuencias de las proteinas) es el enorme nimero de comparaciones que
une wndria que hacer; considérese que en el ejemplo anieror solamente
¢l citocromo ¢ tiene de 103 a 112 aminodcides en su cadena Por esta
razin, ks llamados “sistematas bioquimicos™ han desarrollado algoritmos
de computadora, construidos sobre el principio de parsimonia mdxima,
que agrupan a los ta formando desdrogramas a partir de matrices de
distancias genéticas entre ellos (o distancias de mutacion). Tales dendrogramas
son comiinmenie interpretados como una representacion de las reladiones
filogenéticas de las especies; y, de hecho, estos algoritmos se aplican ambién
a otros daios, como bos que proceden de las enicas inmunolégicas o de las
técnicas de hibridacién de ADN-ADN (nuclear o mitocondrial). Ver reciadro 2.

Dobzhansky ef al (1977) sefalaron que los cambios evolulivos en las
proteinas pueden comprender no silo reemplazamientos de aminodcidos,
sino también adicones o deleciones de uno o mis amincdcidos en distintas
posiciones; las proteinas homélogas pueden diferir, por tanto, no silo en sus
secuencias de aminodicidos, sino también en la longitud de sus polipéplidos.
Las cadenas alfay beta de la hemoglobina humana son homélogas (codificadas
por genes que surgieron por duplicacidn ancestral); con lodo, ka cadena
alfa consta de 141 aminodcidos, micntras que b cadena beta de 146, Para
determinar el grado de similitud entre proteinas homdlogas debe tomarse en
cuenta ba pasible existencia de adiciones v deleciones. La similitud entre Las
cadenas alfa y beta de la hemoglobina puede aumentarse si las secuencias se
alinean sobre 148 posiciones y se supone que existen discontinuidades en las
posiciones 2, 48, y 56 a 60 de la cadena alfa, y en las posiciones 19 y 20 de la
cadena bela; asi, cada discontinuidad puede asignarse a una delecién en una
cadena o a una adicion en b olra
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La presencia de adiciones y deleciones de amincdcidos en proteinas
homélogas origina un problema: una proteina tipica consta de aproximada-
mente 100 o mis aminodcidos; es probable que cada uno de los 20 aminedic-
dos comunes se encuentre varias veces en aalquier proteina dada Si se loma
lalibertad de poncr discontinuidades en cualquier posicion, seguramente cual-
quier par de proteinas tendrd aminodicidos idénticos en varios sitios, va sea que
las proteinas sean homélogas o no (similitud estructural). Se han ideado va-
rios mélodos para decidir si las similitudes en la composicidn de aminodcidos
enire dos proleinas se deben a coincidencia accidental o a homologia. La de-
mostracidn de que dos proteinas estin relacionadas habia sido intentada, hasta
1970, usando dos criterios diferenies: 1. Mostrar que sus estructuras y funcio-
nes bioguimicas eran muy similares y 2. Mostrar que Las estructuras genélicis
subyacentes a las proteinas sun mids similares que lo que podria esperarse por
azr (Fich, 1970). Sin embargo, dos proteinas pueden parecer muy simika-
res porque descienden -—con divergenca— de un gen ancestral comin (es
dedir, son homdlogas) o porque descienden —con convergencia— de genes
ancestrales separados (es decir, son andilogas); las restriccionss impuestas por
una aptitud funcional pueden causar ka suficiente convergencia como para pro-
ducir una aparenite relacidn genética. Por lo tanto, ki demostracion de que dos
secuencias actuales son significativamente similares, ya sea por eriterios guimi-
cos 0 genéticos, deja ain sin decisitn la coestion de si su similited se debe a
un proceso convergente o es lo que queda de un proceso divergenie (Fitch, ap.
cil.).

Fitch (1970) imagind un mélodo mediante el cual es posible determinar
si dos proleinas comparadas tienen un ancestro comiin ¢ son de origen
independiente; tomé como ejemplo al citocromo ¢ de los hongos v de los
metazoarios, planteando el problema de la siguiente manera: para demostrar
que los cilocromes ¢ de los honpos y de los metazoos son en realidad
homdélogos, basta con sélo demostrar que las secuencias de los amincdcidos
de los cilocromes ¢ ancestrales de ambos grupos eran mes semejantes entre
si que lo que son los citocromos ¢ de los representanies actuales de esios dos
grupos (demostrar divergencia por similitud genética ancestral a partir de un
ancestro comin). El razonamiento en ¢l método de Fitch es ¢l siguiente:

1. Las secuencias de aminodcidos de las proleinas ancestriles de las actual-
mente comparadas pueden ser reconstruidas (es decir, delerminadas con
bastante aproximacién) por un métedo previamente descrito por Fitch y
Margoliash (1967). Este método supone evoluciin divergenie,

2. Unawez que se lleva a cabo el proceso de reconstruccion de las secuencias
polipeptidicas ancestrales, se puede calcular la probabilidad de que una
posiciin nucleotidica elegida al azar en una secucndia reconstruida, sea
de tipo convergente, si se supone que kas secuencias de partida no tienen
ningurea relacién entre si.

3. Esta probabilidad multiplicada por el niimero total de posiciones nu-
cleolidicas a ser examinadas, es el nlimero de posiclones que uno espe-
raria fuesen de tipo convergenie en la secuencia reconstruida

4. Posteriormente se reconstruyen las secuencias ancestrales y se obtiene su
distancia de mutacion

5. Si se encuentra un exceso —estadisticamente significativo— de posi-
ciones de lipo convergente en las secuendlas reconstruidas respecio a lo
predicho (distancia de mutacion observada entre las secuencias recons-
truidas mayor de lo esperado), se puede concluir que los dos grupos de
genes son probablemente de origen independiente.

6. Si, por otro lado, se encuentra un exceso estadisticamente significativo,
de posiciones de lipo divergente en las secuencias reconstruidas respecto
a lo predicho (siendo I distancia de mutaciin enlre &stas menor gue
ko esperado), se puede concluir que los dos grupos de genes vieron
probablemente un ancestro comiim.

Mediante este método, Fitch (1970) demestrd que un conjunto de 16
sepuencias de aminodcidos elaboradas al azar, no estaban relacionadas, y con

otro conjunto de 16 protinas reales, pero presuntamenie no relacionadas,
obliivo un resultado similar. Asimismeo, el método mostrd correctamente una
relacion de convergencia en un conjunio de 24 proteinas modelo que estaba
compuesto de dos grupos de evolucion independiente que convergieron hacia
la misma estructura quimica v, finalmente, mostrd correctamente una relacidn
de divergencia en un conjunio de 24 cilocromos ¢ compuesio de 5 hongos
¥ 19 metazoarios. Por otra parte, Fitch (gp. o) reconocéd dos tipos de
genes homblogos: 1. Genes ortdlogos, que son los descendientes de un gen
ancesiral presenie en el Glimo ancestro comiin de las especies que poseen
dichas genes (v que comienzan su evolucion separada en el momento en
queé las especies comespondientes tienen su Gllimo ancestro comiin) y que,
por tanto, su evolucidn refleja la evolucién de kas especies en las cuales se
hallan; y 2. Genes parilogos, que son los genes homélogos resultantes de
k2 duplicacion de un gen ancestral {y que evoludonan independientemente
unos de los otros desde el momento en que la duplicacién tene lugar). Estos
genes evolucionan independientemente durante la historia de la especiacion
del grupo examinado, Las relaciones filogenéticas entre las especies se deben
determinar comparando las estructuras primarias de proleinas ontdlogas, no
parilogas (Dobzhansky et al., 1977, Wiley, 1981}, y pueden hacerse inferencias
errbneas si bos genes o proteinas que se plensa que son oridloges en realidad
son parilogos. Una revisién de varios mélodos propuestos para distinguir
proteinas homblogas de andlogas puede hallarse en Fitch (1973).

Cuanto se ha expuesto aqui acerca de la comparacion de las secuencias
de aminodcidos de las proleinas, puede resumirse de b siguiente manera: si
las homologias entre kas proleinas son delerminadas correctamente ¥ se usan
algoritmos de matrices adecuados para el ardlisis de bos datos resultantes de las
secuencias, tales comparaciones son una fuente de datos filogenéticos, vilida
y muy il (Wiley 1981). Otra caracienistica de estas comparaciones es que
requieren de un procedimiento muy laborioso y cosioso para su investigacion,
por lo que el nimero de secuenclas conocidas es relativamente limitado
(Dobzhansky ef al., 1977).

La filogenia de Fitch y Margoliash (1967) basada en las secuencias del
cilocromo ¢, aungue cormesponde mids o menos bien con la flogenia de los
organismas determinada a partir del registro fdsil y de otras fuentes, ambién
presenta algunas discordancias (muy pocas). Sin embargo, a pesar de estas
relaciones “errdneas” (en funcin de la evidencia mds apoyada y reconocida),
es notable que el estudio de una sola proteina represente con mediana exactitd
la filogenia de uma muestra muy diversa de 20 orginismos, que son muy
divergenies desde hace mucho tiempo para olros caracteres.

Los cilocromos ¢ son profeinas de evolucion muy lenta, ¥ su conservacio-
nismo face pasible establecer el grado de relacidén entre organismas emparen-
tados lejanarmente, aungue también hace imposible el establecer relaciones en-
tre organismos estrechamente emparentidos. Afortunadamente hay proleinas
de tasa evolutiva diferente y las relaciones enire organismos muy emparen-
tades puede establecerse estudiando proteinas de evolucion ripida, como Las
anhidrasas carbénicas y los fibrinopéptidos en los mamiferes (Dobzhansky ef
al, 1977). Una idea de ka diversidad de protcinas que habian sido secuenciadas
en animales y plantas hasta 1973, puede oblenerse revisando los trabajos pre-
senitados en el Symposium “Evolutionary significance of proleins” realizado en
Boulder, Colorado. Varias de las presentaciones correspondientes aparecieron
en Systemalic Zoology en 1974 (4): 507-608).

Corvendria examinar la secuenciacion de proteinas de evolucién mids
rapida en grupos vivientes muy diversificados, cuyos caracieres morfoldgicos
y filogenia se conocen bien, con el fin de efectiuar comparaciones entre Jos
métodos referidos, analizando tanto las genealogias obtenidas por ambos
mélodos como las distancias “genélicas™ y “fenélicas”®, Si de este grupo
supuestamente “modelo” se tvieran fdsiles y un conocimiento adecuado de
su biogerografia histdrica, seria muy interesante analizar de modo integral
ks distintos componentes de su historia evolutiva (relaciones dadisticas,
patristicas, cronisticas y espaciales). Los resultados de todo esto serian
significativos para estudios en Especiaciin, Clasificacion y Biogeografia No
obstante, con el advenimienio de las 1écnicas de secuenciacidn de dcidos
nucleicos, la de proteinas ha venido cavendo en desuso, sobretodo por resultar
ahora totalmente impraictica para esios fines.
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Inmunalogia

Siguiendo a Dobehansky ef &, (1977), la comparacion de las proteinas usando
las wbenicas inmunologicas se leva a cabo de La siguiente manera: una profeing,
por ejemplo la albGimina, se purifica a partir de un animal, gue puede ser el
hombre; la proteina pusificada s¢ invecta ¢n un mamifero como el conejo,
lo que ocasiona que éste produzca una reaccidn inmunoldgica v elabore
anficuerpos contra [a proteina extrafia (antigeno). Los anticuerpos producidos
por ¢l conejo inmunizado reacclonarin por tanto no sélo contra ¢ antigeno
especilico usado (la albdmina humana en el ejemplo), sino también contra
olras proleinas relacionadas (tales como las albiminas de olros prinutes).
Entre mayor sea la similitud entre la proleina usada para inmundzar al conejo
¥ la proteina examinada, mayor serd b extension de la reaccidn inmunoldgica
El grado de disimilitud entre la albimina del hombre (o cubquier proteina
usada en la inmunizacidn original) v ks albiiminas de diferenies especics, s
expresa como "distancia inmunolbglea”.

Un método inmunolagico sensible y eficiente que requiere sélo pequefas
cantidades de profeina purilicada, es el de ka fjacién de microcomplemento.
El “complemento” es una serie de proleinas que achian secuencialmente y
que s¢ halla en el suero de los veriebrados. Cuando el complemento se afiade
a los antigenos ¥ anticuerpos, bajo condiciones experimentales adecuadas, se
fija dentro de la red tridimensional de bos complejos antigeno-anticuerpo.

La extensién de la reacclén antigeno-anticuerpo s¢ mide determinando la
cantidad de complemento fijada en b reaccion. Se adicionan glibulos rojos
adecuadamente preparados (*sensibilizados™) y cualquier complemenio no
fijado en los complejos antigeno-anticuerpo queda disponible para lisar las
células. La cantidad de cflulas lisadas se mide espectrofolométricamente.
El nOmery de globulos rojos lisados es proporcional a la cantidad de
complemento libre. Entre mayor sea la cantidad de oflulas lisadas menor
serd la extension de la reaccion antigeno- anticuerpo,

La fijacién de microcomplemento empleando vadas proteinas ha sido
usada para determinar distancas inmunokigicas en una variedad de organis-
mos, incluyendo anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Sarich y Wilson, 1967,
Goodman y Moore, 1971; Wallace, Kingy Wilson, 1973; Maxson y Wilson, 1975,
Wilson, Carlson y White, 1977; Gorman, Buth y Wyles, 1980). Dobzhansky f
al. (1977) ilustraron algunos ejemplos del uso de esta téenica

Como hay una buena correlacidn entre bas distancias inmunoldgicas y el
nimero de diferencias de aminadcidos entre las proteinas ortélogas de dos
especies (Champion ef &l 1974; Wilson, 1975), las écnicas inmunolgicas
producen una estimacion indirecta del nimero global de sustituciones de
aminodcidos que han ocurrido desde que las especies divergieron de su
ancesiro comin; sin embargo, Farris, Kluge y Mickevich (1982) sugieren gue
esto no s asi (ver mis adelante). Debido a que estos cambios se pueden
considerar estocisticos, uno puede construir un drbol filogendtico para las
especies comparadas (Wiley, 1981).

Las técnicas inmunoldgicas no llevan por si mismas a un andlisis cladista
clisico sensu Hennig (Wiley, 1981), ya que no comprenden comparaciones
de grupo externo de cada complejo de caracteres (proteinas) para el
reconocimiento formal de proteinas ortblogis primilivas (plesiomérficas) y
derivadas (apomdrficas). No obstante, el anilisis puede ser intuitivamenie
cladistico, en el sentido de que cualquier cambio que ocurra —después de
la separacion desde un ancestro comiin— representa innovaciones evolutivas
Gnicas v, asi, la similitod total puede ser ura medida relativa de similitud
sinapomérfica (Wiley, 1981). Sin embargo, deben hacerse dos suposiciones
Licitas:

I. Las similitudes ne homélogas no son de importancia significativa en el
anilisis. Esta suposicion debe permanecer siempre como tl, puesto que
s sustituciones de aminodcidos electivas no pueden delerminarse a
partir de los resultados,

2. Elalgoritmo usado agrupa sobre |a base de las similitudes sinapomdrficas.
Los datos inmunoligicos sélo pueden analizirse usando métodos fenetis-
tas de matrices; iema tratado en el recuadro 2.

Farris, Kluge y Mickevich (1982) criticaron ¢l wso de los datos inmunolig-
cos para determinar distancias entre bos oa v sefialaron un error comdin en
el uso del algoritmo de Fitch y Margoliash (1967). Eske algoritmo, para ha-
Hlar Jos drboles del minime porcentaje de desviacion estindard (% DS), es un
procedimiento de ensayo y error, un dirbol inicial, obtenido per agrupamicnto
fenético (de acuerdo a la similitud), es sujeto a una serie de pequefios rearre-
glos, conservando aquellos cambios que reducen el % DS, Rara vez el drbol de
% DS minimo es oblenido Eicilmente y los drboles que se obtienen sin seguir el
procedimiento cabalmente no son drboles en el sentido estricto de Fitch y Mar-
goliash (como se menciona en muchos irabajos), pues &stos serin bastante
similares a aquéllos producidos por el agrupamiento fenético inicial; ademds,
es bien conocido que tales agrupamientos sélo pueden ser interpretados ge-
nealigicamente — si es que se puede— cundo ks tasas de divergencia evo-
lutiva son invariables o casi lo son, ya que a menos que se suponga que la tasa
de divergencia es uniforme (o casi), no hay razén para pensar que los taxa
mutusmente mis similares estén también genealdgicamente més reladona-
dos. Al parecer, estos errores son comunes en el andlisis filogenético a partir
de malrices de distancias moleculares; Farris, Kluge y Mickevich (op. ait) han
sefialado que muchos “sistematas inmunoldgicos™ loman como un hecho bien
establecido la supuesta naturaleza uniforme de ka evolucién molecular,

Histbricamente, ¢l problema en particular se puede atribuir a Sarich
v Wilson (1967), quienes propusieron que la evolucion de la albGmina
procedia de una manera semejante a un reloj; desde entonces, varios
investigadores han insistido en que la evolucidn de bas proteinas procede
con uma tasa aproximadamente constinde v que la comparacién de esta
tasa con fosiles de edades conocidas vy eventos geoldgicos fechados da
una base solida para datar momentos secuenciales de divergencias de
linajes de organismos vivientes. Evidentemente, aquellas agrupaciones de toa
mubzmente s similares por agrupamientos fenéticos, produce drboles
consistentes con la hipdtesis del reloj molecular. Pero este concepto no es
un principio @ friord, sino un descubrimiento empirico, ¥ ks evidencias de
tal descubrimiento apuntan hacia la misma conclusidn: si bien la similitad
molecular esti generalmente bien correlacionada con la antigiedad de la
ancesiria comin, la correlacién dertamenie no es perdecta (Famis, Kluge
¥y Mickevich, 1982); esto implica la necesidad de usar un méledo que
permita que ks excepciones sean reconocidas como tales en la reconstruccitn
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filogenética. Mientras el agrupamiento fenético actia siempre como si [
similitud implicara relacién y no puede usarse legitimamente para lainferencia
gencaldgica, el mélodo de Fitch-Margoliash (al disminuir el % DS) —si se usa
adecuadamente— es capaz de agrupar sin presuponer una homogeneidad de
las tasas evolutivas, y én este punto, por lo menas, su uso esti bien fundado.

Otra tendencia comiin de los “sistermatas inmuneldgicos”, senalada por
Earris, Kluge ¥ Mickevich (1982), es que cuando las evidencias morfoligicas
entran en conflicts con las evidencias moleculares, se tienden a desechar las
primeras; muchos de estos conflictos son aparentes v se deben al mal proce-
samiento de los datos moleculares. En el futuro deberia recordarse que la cali-
bracidn original del " reloj molecular”™ se baso necesariamente en los liempos
de divergencia que a su vez s¢ derivaron de las filogenias basadas en la mor-
fologia. Por otra parte, los autores citados sefalaron que muchos “sisiematas
inmunolégicos” han trabajado sobre la premisa de que las distancias inmu-
nolégicas miden las diferencias entre las secuencias de aminaicidos de las
proteinas, pero ellos mismos (Farris, Kluge y Mickevich, 1979) sefialaron pre-
viamente que La correlacitn entre las distancias inmunologicas ¥ las secuencias
de aminodcidos generalmente no podria ser tan estrecha, ya que Las Gltimas
son mélricas, micntras que las primeras no lo son; esto también puede impli-
car que las distancias inmunologicas no puedan ser totalmente semejantes a
un reloj. Farris v sus colegas reconocicron, en conclusion, que el considerar
otras evidencias como irmelevantes o patentemente erroneas a la “luz de la in-
munologia”, tratar las distancias inmunoligicas meramente como semejanies
a un reloj {a pesar de las evidencias en contra) y llegar a filogenias “indispu-
tables” sin siquiera obtener el drbol de mejor ajuste, son actitudes mds bien
lipicas que excepcionales entre Jos “sistematas inmunolégicos™.

Wiley (1981) considerd que las técnicas inmunoligicas que usan algorit-
mos adecuados para ¢l tratamiento de los resultados (p. ej., el de Farris, 1972),
son una fuente vilida de datos filogenéticos. Tales ¥onicas son mucho menos
laboriosas y costosas que obtener la secuencia de aminodcidos de las proleinas,
y son también aplicables a divergencias muy antiguas, a diferencia de las téeni-
cas electroforéticas. No obstante, olro problema detectado en el andlisis de los
datos de kas téenicas inmunologicas, es el de ciertas discrepancias en los re-
sultados obtenidos con sélo una y con diferentes proteinas. Por ejemplo, se ha
encontrado en diferentes trabajos que mientras las lisozimas del hombre y el
oranguiin presentan mayor similitud que las lisozimas del hombre v del gorila,
las albiminas nusestran la relacion inversa, Adicionalmente, ks distancias in-
munaldgicas entre el hombre y ¢l babuino, cuando se usa suero antilumano,
es de 126; mientras que la misma distandia, cuando se usa suero antibabuino
es de sdlo G6. Pero estas incongruencias también se dan en olros caracieres,
incluso los morfolégicos, por lo que no son razon suficiente para desechar las
técnicas inmunolégicas de los estudios filogenéticos {(Dobzhansky ef al., 1977).
Mis bien serian una razén para desechar los mélndos fenctistas con los que
se analizan resultados de cualquier técnica (por sofisticada que sea) en los
estudios filogenéticos.

Electroforésis

Otra de las técnicas usadas para estimar las similitudes y diferencias entre Las
proteinas de los organismes es la electroforesis. Las proteinas que difieren en
su carga eléctrica neta pueden separarse mediante técnicas de electroforesis
en gel; no todos los cambilos de aminodcidos en la estructura primaria pueden
detectarse con esta Wécnica, sino s6lo los que determinen diferencias en la
carga eléctrica de las proteinas y ocasionalmente, aquéllos que cambien L
conformacion de las mismas. Por esta razén y también debido a la redundancia
del cédigo genélico (varios tripletes para alguncs aminedicidos), no todas las
diferencias alélicas pueden detectarse por la electroforesis de las proleinas
correspondientes, subestimindose asi la variacién genética en un 60 %; sin
embargo, las proteinas que se pueden distinguir mediante la electroforesis son
siempre producto de diferentes alelos. Un aspecto que &s importante anotar, es
que la electroforesis quieda limitada a proteinas para las cuales existen métodos
histoquimicos de purificacién o reconocimiento.

Con esta limitacién significativa, la electroforesis de las proteinas es un
medio de estimar diferenciacién genética entre diferentes poblaciones de
organismos, La Wenica supone a menudo que un nimero de genes (o

protemnas) pucden ser selecconudos para estudio sin saber (a priorr) si son
variables o cuan variables son; tambidén se supone que una muestra moderada
de food representa el genoma de los organismos estudiados. Entonces, las
eslimaciones de variacion gendtica oblenidas a partir del estudio de unos pocos
foci (o proteinas) pueden ser extrapoladas a la totalidad del genoma.

La electroforesis en gel para fines Laxondmicos &3 un método mediana-
mente simple de medir la diferenciacion genética entre las espedes; cuando
se estudian varios taa puede construirse un dend rograma que relleje la dife-
renciacion genética entre ellos. La aplicacion original de Ia electroforesis com-
prendid estimaciones de variabilidad genética en poblaciones de Drosopbila
pseudoobscura (Hubby y Lewontin, 1966), pero después fue aplicada al estu-
diode la variacién genética entre poblaciones intracspecificas e interespecificas.
En aios recientes, la electroforesis en gel se ha usado para estimar la diferen-
ciacion genélica entre especies estrichamente relacionadas en varios grupos
de organismos, desde plantas amales, pasando a través de insectos y otros in-
vertebrados, hasta peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (Dobzhansky of
al., 1977). Estos estidios han dado mucha informaciin relevante ¥ en muchos
casos crilica, acerca de las relaciones filogenélicas (cladisticas y patristicas).

Los datos oblenidos por electroforesis son frecuencias pinicas y genotipicas
para los alelos detectables electroforéticamente. Las frecuendas génicas y
genolipicas observadas en dos especies diferentes se transforman en medidas
de distancia genélica, usando cualguier método estadistico seleccionado entre
cierta variedad. Dos estadisticos usados ampliamente son ¢l de “distancia
genética”, D, y el de “identidad genética”, I, desarrollados por Nei (1972). La
distancia genética puede estimarse lambién empleando el métado desarrollado
por Rogers (1972). Redientermnente, los métodos de Nei y de Rogers han sufrido
algunas modificaciones (ver Duellman, 1985).

A partir de los valores de distancias genéticas de Nei o de Rogers pueden
construirse “drboles filopenétices™ (fenogramas); con tales valores se forma
ure matriz que integra s comparaciones entre bos pares de txa eaminados;
ésta puede procesarse por medio de distinios algoritmos. Los algoritmeos que
no hacen implidia la suposicion de una uniformidad de las tasas evolutivas
son prefenibles para la obtencidn de filogenias (Farris, 1979; Wiley, 1981; ver
el meouadro de algorilmos en este articulo).

Los datos electrofontlices imbién son susceplibles de tratarse de una
manera “cladista clisica” (criterio de posicion filogenética por medio de la regla
del grupo externo), como ha sido delincada por Wiley (1981). Por ejemplo,
Mickevich y Johnson (1976) analizaron datos electroforéticos codificando los
alelos de cada gen como ausentes o presentes en cada poblacion y calcularon
después el drbol de distancia minima de Wagner, en vez de usar mélodos
matriciales. Baverstock of & (1979) también consideraron la presencia o
asencia de los alelos de cada gen en las diferentes poblaciones y usaron
ademis grupos externos, lo que les permitié determinar b apomorfia o
plesiomorfia relativas de los alelos; usaron pocos dates, pero su andlisis es
interesante. De esta manera, bos datos electroforéticos no estin restringidos en
su andlisis a los métodos matriciales,

Los estudios electroforélicos son particularmente Gtiles para establecer hi-
logenias de taxa que exhiben poca o ninguna diferenciacion morfolégica (gro-
pos de especies cripticas, especies de un género o géneros muy relacionados)
y en gencral son mes sensibles para comparaciones de especies de divergencia
reciente. Sin embargo, no son efectivos para comparar organismos que estin
evolutivamente muy separados, porque ¢ muy probable que sean diferentes
electroforélicamente en todos o la mavoria de los food (Ayvala v Kiger, 1984).
Las enicas son relativamente “baratas™ y simples en comparacion con otras
técnicas de estudio de las proteinas (Dobzhansky ef al., 1977).

Siempre s¢ debe tener en cuenta que en las téenicas electroforéticas,
dos formas de una proteina se juzgan iguales si ticnen migraciones idénticas
{aunque podrian no serlo); mientras que siempre que dos proteinas migran
a diferentes velocidades se sabe que son estructuralmente diferentes, aungue
no s¢ sabe si difieren en uno, dos o més reemplazamientos de aminodcidos.
Las restricciones y problemas a los que estin sujelos para su andlisis los datos
electroforéticos en la reconstruccion filogenética fueron resumides por Wiley
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LOS ALGORITMOS SON procedimientos disefiados
para realizar un método; lales disehos de proced-
mientos pueden hacerse para ser procesados por
computadora. Exislen varios algoritmos concordan-
tes con las ideas fdlogenéticas; se agrupan bajo dos
eroques; algorimos de parsimoniay algoritmaos de
compalibilidad (Wiley, 1280). Bxsten también otros
algoritmaos no concordantes con ideas filogenélicas,
que son algoritmos de acuerdo a la idea de similitud
totad de los fenetistas, quienes siguen la hipolesis da
la no especificidad (Ehrlichy Ehrlich, 1967).

Uno de los algoritmos mas conocidos y em-
pieados por los sistematas bioquimicos es e de-
sarodlado por Fitch y Margoliash {1967). Fue me-
diante ese algortmo que estos autores realizaron
la comparacion de los citocromos ¢ de las 20 es-
pecies audidas anterdormente. Gracias al algoritmo
lograron analizar completamente las secuencias de
aminoacidos de las 20 especies y proponer un arbol
filogenético para las mismas. Un algoritmao de acep-
tacion genera entre los cladistas es of de Farris
(1972). 5in embargo existen muchos algoimos -
{erentes, tanto de orentacibn feneticista (similitud
total) como cladista (relaciones de grupo hermano
por sinapomorfias). Considerando que los algont-
mos de matrices Se usan para procesar y anairar
los datos que producen las diversas técnicas dis-
cutidas en este trabajo, este aspecto requiere espe-
cial atencin, Fitch (1984) publich una sede de con-
sideraciones sobre los problemas, peligros y pers-
peclivas polenciales de los algoritmos de matrices;
a continuacion se resumen algunos. de los puntos
mas importantes de su trabayjo,

Fitch mostrd que la construccitn de un arbol
fiogenético sobre la (nica base del principio de
parsimonia (como en & sjemplo del citocromo c)
£5 un procedimiento superior 8 cualqueera basado
en marices, ya que Se acerca mas a los cambios
histiricos ocumidos en la evolucion de los faxa, Esto
s¢ debe a que 5e plerde una parie de la informacion
conterida en la matriz caracler vs laxon, cuando
ésta se simplifica por dguna clase de proceso
algebraico promediador del conjunlo de nOMeros
que corntiene, al seguir un método fenetista, Pero,
si bien la parsimonia es mucho mejor, las técnicas
de matrices se siguen usando porque algunos
datos sdlo se oblienen de esa manera, como én &
caso de las distancias inmunologicas y los datos
de las técnicas de hebridacion de ADN's, o bien,
como ya s¢ ha mencionado, porque seria muy
lardado analizados a mano, como en & caso de las
secuencias de aminoacidos.

Fitch (1384) sefiald también las causas princi-
pales por las que los Agoitmos fallan o pueden fa-
Bar: una de éstas es la ocumencia de fenbmenos ho-
moplasicos (paralelismos, coMvergencias y rever-
siones); cuando esto se presenta, causa problemas
a usar los algoritmos, ya que la mayoria de eslos
lienen como caracteristica alguna clase de supo-
sicién implicita de una tasa de evolucidn uniforme
y progresiva (el método de distancia de Wagner de-
samollado por Famis en 1972, es una excepcion); de

este modo, tienden 3 arupar cOMO 126 hermanos a
aquélios cuyas diferencias son menores gue las que
hay entre ofros pares de taxa, esto es, pof cantidad
de divergencia. En consecuencia, esle emor ocurre
con mayor probabilidad en los casos en que se be-
nen tasas evolutivas con desigualdades suslancia-
les; ésta es la razon por la que el andlisis cladista
—uando 52 puede hacer—, da con mayor pro-
babilidad un resultado mds satisfactorio. Fitch de-
mostrd que los métodos feneticistas (por ejemplo ef
UPGMA) dan por resultado una topologia erronea de
los arboles cuando los datos incluyen paralelismos
u homoplasias en ks MismMos casos en que afros
méodos como el suyo propio (es decit, & de Kichy
Margofiash, 1967) y el de Farris (1972) resultan en
1a lopologia “comecta”).

Pero en @ método mismo de Fitch y Margoliash
(1967), aunque no se presupone explickamente una
uniformidad de las fasas evolutivas, 12 eleccidn
de qué vaiones hacer v el ofden en gue éstas
ocweTan son funcion de las diferencias relativas;
éslo equivale o se hace andlogo a una suposicidn
implicita de una igualdad rel@iva de las tasas
evolutivas, lo cual conduce en los arboles a ermores
similares a los qué causan las homoplasias que
Fitch (1984) discute.

Por otra parte, recuérdese que los agonimaos de
marices se han construido sobre la base del prin-
cipio de parsimonia maxima, por ello disminuyen o
nimero de sustituciones de aminoacidos necesa-
ras para explicar los datos de las secuencias; di-
cho en una forma mas general, dados los estadios
de caracler de los taxa y la topologia del arbol, tra-
tan de hallar & nomero minimo de cambios de es-
tadio. Sin embargo, Fitch (1564) también sefiald a-
gunos aspectos muy discutibles relaivos a la par-
simonia médma; uno de ellos es que la adicion de
un nuevo cardcler al analisis puede cambiar [a topo-
logla ded &rbol mas parsimonioso; otro es el que la
adicion de un nuevo taxdn al analisis también puede
alterar 1a estructura del abol mas parsimonioso, lo
que ofigina problemas si se quiere atadir un tawn
primitivo @ hipolético para “enwaizar ™ los diagramas
(convirtiéndolos en arboles) o bien definir los esta-
dios primitivos; finalmente, un lercer punio és que
& arbol mas parsimonioso puede ser inconsistente
con & arbol de madma compatibilidad de caracte-
TES,

Asimismo, Fitch mostrd algunos punios de
imerés relativos a los métodos de matrices usando
ejemplos artificiadles. En el pimero de elios, &
demuestra que medianie la eleccion adecuada de
los caracteres a combinar y considerar en conjunio,
uno puede crear delberadamente conjunios de
datos que hagan que diferentes métodos produzcan
diferertes arboles, usando cada métedo su propio
critesio, Mediante otro ejemplo, Fitch demuestra que
B UN Cas0 en que solo hay res arboles posibies,
no enraizados, como solucion, cada uno de tres
métodos (el de Fitch y Margoliash, 1967; e de
Farris, 1972 y ¢ procedimienio de parsimonia de
Fitch, 1384) produce un &rbol dilerente como "d

mejod . Demuesira también en olro ejemplo que los
datos pueden ser aditivos (que son supuestamente
idéneos paralos métodos), Bevando al “mejor abol™
con una topologia que No &5 la mas parsimoniosa,
Una breve discusion de los algoriimos puede
consultarse en Wiley (1980); comentarias sobre los
resultados del uso de diversos lipos de algoritmos
se presentan en ¢ trabajo de Hillis (1987).

Finalmente, Fitch {1984) citd el rabajo de Baum
(1984), quien presentd un conjunto de datos para
cultivares de Avena, cuya historia evolutiva era
“suficientemente” conocida a partir de los registros
de sus cruzas, v los andizd por medio de la
mayoria de los métodos generaimente disponibles:
ringuno dio la filogenia comecta, a pesar de que solo
conskderd un poco mas de 100 afos durante los que
& habian mantenido cruzas.

Lo anteriormente expuesto no quiere decir,
desde luego, que los métodos de matrices o
las técnicas que producen matrices no deban
emplearse; sin embargo, si implica que esios
métodes no son una solucion universal a los
problemas sistemaicos, pues tienen limilaciones
y se debe ser cauteloso y mwy critico en su
uso, No hay un méodo que lenga todas las
bondades y lampoco uno que no tenga defectos
(Fitch, 1584). Pero al construir arboles sobie |
base del principio de parsimonia, algunos son
mejores que otros (Wiley, 1981) y algunos agrupan
con base en simiitudes plesiomarficas mas que
apomorficas y producen diagramas de ramificacion
no genealdgicos (Mickevich, 1978).

La congruencia (simililed v diferencia en las
agrupaciones) endre las clasificaciones de los mis-
mos organsmos basadas en diferertes caracteres,
mide 1a estabilidad de una clasificacion confome se
consideran nuevas fuentes de informacion, 8o si-
guendo a Mickevich (1978). Este autor compard la
eslabilidad de 5 métodos fenetistas vy 3 métodos fi-
logenélico-numericos, hallando que todos los mélo-
dos fenelistas tienen —esencialmente— o mismo
comporlamiento inestable v que su estabilidad es
demosirablemente mas sensible a la cantidad de
evolucion homaplasica que o metodo de Wagner,
que fue el mas estable de los métodos flogenéti-
cos. Concluyd que dado que la metodologia filo-
genélica es mas estable que la agrupacion fenélica
debe usarse la Sislematica Cladista como sistema
de referencia general para la Biologia.

Puede sefalarse, a manera de conclusion
acerca de estos aspeclos, que |2 estrecha comes-
pondencia entre los dendrogramas producidos a
usar las técnicas que producen malrices de datos
y las hipdtesis filogenéticas reconocidas, apoyan la
idea de que estas lécnicas si usan Agodtmos de
agupacion adecuados (p. &., e de Fitch y Margo-
liash, 1967, o ¢ de Faris, 1972). son una fuente
importante de datos y de analisis filogenético (Fu-
tuyma, 1986); una lista de referencias sobre la ma-
tena ha sido dada por Wiley (1380; 1981) y Hikis
(1987).
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(1981) del modo siguiente: 1. Dos diferentes Joci genéticos pueden codificar
enzimas de movilidad electroforética idéntica; enlonces puede presentarse la
posibilidad de que entre mayor sea el ndmero de especies con que s¢ rale
pero mis lejana sea su relacidn filogenética, la probabilidad de ocurrencia
de homologias flsas (homoplasias) pueda ser mayor. Aqui, nuevamente
e métodos mds direclos para determinar homologias y analogiss en las
profeinas requieren el conocimiento de las secuencias de aminodcidos de las
mismas, pero estos mélodos generalmente no estin disponibles. Por ello, se
hace la suposicidn implicita de que los electromorfos son homdlogos. 2. La
electroforesis detecta sdlo aquellas sustituciones de aminoicidos que alteran
ta movilidad elecroforética de las proteinas y subestima constaniemente
las diferencias efectivas entre las especies. Asi, se debe hacer implicita b
suposichn de que la probabilidad de tener mutaciones que afecten b movilidad
electroforética es igual en cada poblacion ¥ también suponer que estas
mulaciones son uma muestra al azar de los cambios gendticos totales en la
enzima. 3. Las técnicas electroforéticas estan restringidas a profeims solubles
enagua, codificadas por genes estructurales.

Kitching (1983} resumid los trabajos previos sobre tonicas de electrofore
sis de enzimas en Lepidoplera y estudié el caso de los Danainae (Rhopalocera:
Nymplalidac), enfatizndo ¢ caso de Danaus plevippus, i monarca migra-
toria Encontrd que el uso de tales téenicas es de gran utilidad para casos de
relaciones filogenéticas infragenéricas y de muy poco valor para casos de géne-
ros, subtribus y tribus dentro de la subfamilia que estudid. No obstante, segin
Geiger (1981) y Pashley (1983), citados por Kitching, para Pieridae y Tortricidae
respectivamente, la utilizacion de tales ¥conicas a nivel supragené rico conduce
a palrones congruentes con aquellos derivados a partir de tenicas morfolog-
cas tradicionales. Para una discusion sobre las desventajas v limitaciones de
las wécnicas electroforéticas en la deteccién de la variacidn de enzimas dentro
¥ entre especies ¢s recomendable consultar el trabajo de Johnson (1977).

Wiley (1981) también sefald algunas conclusiones que s¢ han derivado de
los estudios electroforéticos, advirtiendo que muchos de eslos estudios han
sido mis bien fenetistas que filogendticos: |. Las poblaciones cocspecificas
son generalmente mds similares electroforéticamente que ks poblaciones de
diferentes especies. Generalizando esto, se han oblenide inlervalos empiricos
de diferencia dentro de los que suelen caer las distancias intracspecificas y bas
interespecificas, al wsar lanto el coeficiente de Nei como el de Rogers. Por olra
parte, aunque hay evidencia de correlacidn entre la similitud morfologicay la
similitud electiroforética, alguncs estudios han demostrado un desfasamiento
pronunciado entre ka similitud morfoldgica y la electroforética. Por esta razdn,
l4 electroforesis no es la panacea para tomar decisiones al nivel de espedie
(Wiley, 1981). 2. Las similitudes v diferencias en los electromorfos no son de
un Gpo diferente al de ofras fuentes de datos para la evaluacion de hipilesis
filogenéticas. Los datos clecirofonfticos pueden ser analizados por mélodos
filogenétices al igual que los caracteres morfolégicos, llevando 2 la misma
filogenia.

Alpunos autores han tratado de datar los eventos de especiacion con base
en los datos electroforéticos (2 semejanza de lo que se ha hecho con los
dates inmunolégicas), calibrando aguélios con éstos (Wilsen, Carlson y While,
1977). La critica realizada por Farris ef al. (1982) al mal uso de los datos
inmunolégicos por alguncs “sistematas inmunolégicos™ es aplicable en este
caso lambién al mal uso de los datos electroforélicos y atn mis, ya que éstos
s¢ han calibrado con datos inmunelégicos, calibrados a su vez con base en la
premisa de que ¢ “relof molecular” es un hecho, Farris (1979) sefalb que
muchos “sistematas bioguimicos™ parecen pensar que Jos datos moleculares
son tan maravillosos que revelan la “verdadera filogenia”, sean analizados
comeclaments o no.

Finalmente, Reig (1983) sefulé que las técnicas electmlonfticas sélo
permilen cuantificar distancias genéticas sobre la base de frecuencias de genes
que codifican proteinas, pero que la especiacion puede tener lugar con una
cantidad muy variable de diferenciackin al nivel de dichos genes. Los cambios
en las secuencias de ADN que intervienen en la regulacion génica parecen ser
el mecanismo mds importante en la diferenciacion de las especies y no son
detectados por este método. La especiacidn es un evento que puede resullar
de la diferenciacidn genética, pero también puede ser independiente de elka;

puede haber gran divergencia, grandes cambios genéticos sin especiacion v,
wrnbién, puede presentarse poca divergencia, muy pocos cambios génicos ¥
haber especiacién, Estos hechos han conducido a plantear finalmente que
cualquier tipo de diferencia o similitud debe interpretarse, para efectos de
estudios genealogicos, a la luz del conocimiento de bos procesos biokogicos
que intervienen en cada fuente de caracteres (morfoldgicos, genéticos,
bioquimicos, eic). La cladogénesis puede ser independiente (White, 1978),
pardlela (gradualismo filético) o causada por proceses anagenéticns (Wiley,
1981: LLorente, 1986).

OTRAS MOLECULAS ¥ METABOLITOS SECUNDARIOS

La presencia o la ausencia de varias moléculas en grupos de seres vivos ha ser-
vido también en Taxonomia; principalmente en la clasificaciin de las plantas.
El uso de metabolites secundarios (alcaloides, glicdsidos, terpencs, bivonoi-
des u otras micromobéculas) ha tenido ventajas, desventajas, polencialidades
¥ limitaciones. Un defecto fundamental de esios enfoques micromoleculares
(Takhiajan en Bendz y Santesson, 1974) es el hecho de que varias moléculas
no afines genealégicamente — por ser resultantes de evelucién convergente —
dificultan |a interpretacion de ks similitudes en direntes toa bajo andlisis,
aungue ko mismo sea aplicable a los caracieres morfologicos. No obstante, di-
cho enfoque parece ser muy (il a nivel genérico en las plantas y de limitado
valor en grupos superiores en las mismas. Estos hechos, el acceso creciente a
la informacion genética y ¢l reconocimiento de que la cantidad de informacién
evalutiva se incrementa de modo nolable con ¢l conocimiento de proteinas y
jcidos nucleicos, es lo que ba venido haciendo a un lado el estudio de las mi-
eromoléculas como fuente de informacidn relevante en estudios filogenéticos
v clasificatorios.
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Desde la década pasada las critics al uso de las micromoléoulas en
Taxonomia han sido severas (ver Irabajos en Bendz y Santesson, 1974), pero se
destaca en esa critica la diferencia entre ks ieenicas de obtencion, fuente o tipo
de caracteres, y los métodos de andlisis y sus filosofias de clasificacion bioldgica
subyacentes en las escuelas de pensamienio sistenitico (fenctismo, gradismo
y cladismo). A pesar de ello, ks estudios de rutas biosintéticas (el proceso,
no s0ko ks micromoléculas) o bien, nueves estudios de micromoléculas en
animales, de gran valor por su relacion microesiruciural, parecen promeler
informacidn muy valiosa y de gran significacion en tales investigaciones
evolulivas con propdsilos sislemdticos; éste es el caso del estudio reciente de
bos lipidos en inseclos que a contimecion se resume.

Lipidos

Cane (1983) scialo algunos de los problemas que se encuentran comiinmente
al inferir relaciones filogenéticas usando datos bioguimicos: 1. la determi-
nacion de Lis homologias v 2. el basar las hipdicsis filogenéticas en la pre-
sencia o ausencia de una sola y (nica molécula hasta el grado de exclisir datos
bioguimicos mis comunes peno menos diagnosticos Epﬁhhmas gue ambién
ocurren con otras fuentes de caracteres, como los mismos datos morfologi-
cos); ¥ sefalo timbién que los problemas encontrados al inferir relaciones fi-
legendticas usando datos bioguimicos pueden ser superables, especialmente si
s¢ aplica el andlisis cladistico a combinaciones discretas de moléculas que pue-
den ser cuantificadas, caracterizad s estructiuralmente, relacionadas biosintéti-
camente ¥ elegidas sin influencias preconcebidas. Cane (op. aif.) destachd que
less lipidos exacrinos de bos insectos son bastante adecuados para la tarea de
reconstruccion hlogenética de csos grupos. Sus argumenios son los siguientes:
los lipidos pueden ser definidos come un conjunto heterogéneo de sustancias
guimicas gue son relativamente solubles en solventes orginicos, pero que no s
mezclan en agua; son de distribucion universal en L naturaleza, ¢ incluyen al-
gunos de los lamados “metabolitos secundarios®, pigmentos, semioguimicos
(p. ., feromonas), grasas, ceras y otros, Las secreciones exocrinas de los insec-
108 estin compuiestas tipicamente por mezckas de lipidos, cuyos conslitiventes
generalmente pueden separarse por medio de cromatografia y cuantificarse.

La eleccidn de lipidos exderinos para los andlisis filogenéticos no necesita
ser influenciada mis que por la cantidad minima absoluta de cwlquicr
compuesto requerida para su Mentificacion exitosa (frecueniemente meros
nanogramos). Fata es um ventaja notable sobre ks inevitables cuestiones de
eleccidn de caracteres gue plagin a los morfalogos (Cane, 1983).

La oblencion, separacion-aislamiento e identificacion de los lipidos fre-
cuentemente 3 directt y reproducible; ademis, los lipidos exocrinos de los in-
secios @ menudo eskin compartame ntalizados convenientemente en glindulas,
lo cual ayuda a su diseccion y disminuye las oportunidades de contarminacidn.
Los esquemas biosintéticos de los lipidos de los insectos estin avanzando ripi-
damente y ofrecen un criterio similar 2 b ontogenia para estimar o evaluar
hipditesis filogenéticas,

Puesto que los lipidos exdcrinos son secretados comlnmenie como
mezclas de constituyentes cuyos componenies pueden ser cuantificados con
precision ¥ relacionados unos ¢on olros biosintélicamente, las filogenias
pucden inferirse usando tanto estructuras moleculares novedosas como olras
combiraciones compartidas.

La homologia puede establecerse tanto para el érgano secretor como
para la ruta biosintética de los lipidos analizados. Las funciones ecoligicas
vio fisioligicas de los lipidos exécrinos muchas veces pueden discernirse, lo
cual provee al investigador de hipdtesis & priord para anticipar convergencias,
radizcioncs, paralelismos y otros fendmenos evolutivos,

Finalmente, los lipidos exdcrinos ofrecen un conjunto de datos indepen-
diente que pueden complementar la informacidn morfoldgica y ecoldgica
para apoyar o refutar las clasificaciones existentes. Cane (1983) concluyd que
los. lipidos exécrinos poseen ventajas miltiples para un andlisis “quimiosis-
lemdtico” que no son compartidas en conjunto por ninguna olra clase de sus-
tancias. Aunque no lo sugirié explicitamente, otra ventaja aparente de los lipi-
dos es la gran cantidad de caracteres que se pueden analizar simultineamente.

En general, la iécnica para oblener kos datos lipidicos es la siguiente (Cane,
1983): primero se remueven las ghindulas respectivas de los insectos; de ellas
se extraen los lipides con algiin solvente orginico y posteriormente se separan,
ientifican y cuantifican, usando cromatografia de gases y el espectrometro de
masas. Los datos pueden ser manejados por métodos filogenéticos comunes,
amalizindolos tanto manualmente como con algoritmes de computadora; son
umbién posibles ks comparaciones de grupos externcs para distinguir Las
apomoriias y plesiomorfias y, finalmente reconocer las sinapomorfias,

Cane (1983) pudo usar hasta 101 lipidos diferentes para efeciuar un
andlisis cladistico de las relaciones entre algunos grupos de abejas. Su
principal problema fue que la cromatografia de gases/espectrémetro de masas
tienen un limite de deleccidn, que —aungue no arbitrario— subdivide al
continuo cuantitativoen ks categorias “detectado” y “nodetectado”, Para datos
micromoleculares, la “ausencia” de un compuesto particular es evidenciada
sdlo por su falta de deteccion ¥ considérese que ka “péndida™ de un caricter
(como en una reversion) puede significar solamente que ¢l lipido se ha vuelto
muy dilvido en la secrecitn como para ser lodavia detectado en el andilisis; ésta
¥ Olrs razones sugirieron que usar un codigo cuantitativo en ¢l andlisis por
compuladora seria ventajoso sobre el uso de un cidigo de presencia/ausencia,

Como conclusidn preliminar, se puede decir aqui que la “quimiosis-
temitica” parece tener un futuro prometedor si resultasen verdaderas y gene-
ralizables todas sus ventajas; pero eslo debe ser susientado por muchas inves-
ligaciones mds en grupos tondmicos variados, ya que estas afinmaciones son
conocidas desde Hundey (1940). Estos métodos ¥ 1écnicas son bastante recien-
tes, por bo que hay que esperar atn para definir con mayor confiabilidad sus
defectos y bondades, para poder asi detectar sus potencialidades y imitaciones.

ACIDGS NUCLEICOS

Cindtica de reasociacion y estabilidad térmica del ADN hibrido

Las ttenicas de hibridacion del ADN se usan para determinar cusinta similitad
ticnen entre si dos cadenas sencillas y “complementarias™ de ADN. Las
técnicas aprovechan tres caracteristicas del ADN: 1. Una doble hélice puede
ser desnaturalizada por calentamiento en uma serie de cadenas sencillas
de nucledtides 2. Partes de la doble hélice pueden ser rematuralizadas
incubando una mezcla de cadenas sencillas 3. El grado de renaturalizacion es
directamente proporcional a la similitud (complementariedad) de las cadenas
v esto puede medirse calentando la cadena hibrida para determinar su punto
de disociacién (Wiley, 1981).

Un excelente resumen de la técenica de hibridacion del ADN es el de
Dobzhansky ef af. (1977). Siguiendo a Wiley (1981}, las bases del andlisis son
las sipudentes:

1. Se marca radiactivamente el ADN de un arganisme.

2. Se desraturaliza el ADN de este organismo y se obticnen cadenas de
apraimadamente la misma longitd o se oblienen cadenas de ADN
=(inico” (la mejor y mds reciente de las Wenicas para el irabajo sistemiitico;
ver adelante).

% Se producen ks ADN hibridos mezclando bs cadenas del primer
organismo con ks de un segundo organismo.

4. Se elimina todo el ADN “libre”; es decir, el que no formo ADN hibrido,

5. Se determina el punto de disociacion del ADN hibrido ¥ la cantidad de
ADN del segundo organismo que la formado cadenas dobles con el ADN
del primer organismo, midiendo la cantidad de radiaciividad emitida por
la doble cadena hibrida durante el calentamiento,

Cuanto mayor s¢a la temperatura necesaria para desnaturalizar la cadena
de ADN hibrido, mds similar serd el ADN de las dos especies. En olras palabras,
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enlre s estable Wrmicamente sca o ADN hibrido, mas similares serin las
fibras de las dos espedies.

Pueden oblenerse dos medidas distintas a partic de b diferenciacion
del ADN por medio de L wWonica de hibridacion: 1. [a extension de I
reacciin de hibridacién y 2. la proporcion de pares de miledtidos que son
complementarios en las moléculas hibrdas, Para obtencr la segunda medida,
el ADN hibrido se calienta incrementando la temperatura a wa bisa de
1°C cada pocos minutos; el ADN dilphex gradualmente se disocia en fibras
sencillas que se recolectan a intervabos regulares ¥ la proporcion de ADN
diplex disociado en cada temperatura se grafica La proporciin de nucledlidos
no complementarios se determina comparando las curvas de disociacion e
bos diiplex del ADN hibrido y el ADN testigo, este diltimo formado por L
reasociacion de cadenas sencillas del ADN de un solo erganismo. El parimetro
critico llamado estibilidad wWrmica (TS) es [ iemperatury a a aml ef 50%
del ADN diplex se ha disociado. La diferencia (delta T5) entre ¢l TS del
ADN hibrido y el ADN iesligo es aproximadamente proporcional al nimero de
nuckedtidos no aparcades en ol ADN hibrido, En la achmlidad se supone que
Iz correspondencia ¢s de aproximadamente 19C dela TS = 1% de nucledtidos
no apareasdos.

Algunos cjemplos de filogenias oblenidas a partir de datos de hibridacidn
de ADN pueden consultarse en Dobzhansky ef &l (1977). Aunque muchas
filogenias semejanies no estin inscritas siguiende un andlisis cladista, Wiley
(1981) sefuld que las relaciones filogenélicas reconocidas por medio de
esa Wenica son sulicientemente similares a las relaciones genealigicas bien
establecidas {pero basadas en olros caracteres) como para inspirar confianza
en los resultbos obtenidos de tales andlisis.

Wiley (1981) advirtio que los primeros trabajos de hibridacion de ADN
se llevaron a cabo sin separar el ADN en secuencias (nicas y repetitivas; el
problema cra que uno nunca sabia realmente con aibes de ellas se estaba
trabajando, por ello ks resultades no eran confiables. Entonces se tenian
esperanzas on los resuliados obtenides usando séle segmentos (nicos, como
se hace en la actualidad,

Desde 1974, Sibley v Ablquist {19%3) han realizade la hibridacion del ADN
de mds de 1,000 especies de aves, representando todos los drdenes v 163
de las 174 familias de las mismas; estos autores han presentado, como una
conclision de sus estudios, una serie de consideraciones sobre las cualidades
y polencialidades de los datos de hibridizacion de ADN-ADN en I filogenia y
en b clasificacién de los organismos. Su trabajo comprende una descripcidn
cabal de la téenica de hibridacion del ADN.

Sibley v Ahlquist sefialaron las razones y ventajas de efectuar el anilisis
usando solamente kas sconencias de ADN no repetidas, eliininando las copias
de secuencias repetidas (Gstas secuencias pueden consistir desde unas pocas
hasta centenas de miles de copias); va que b tasa de reasoctacion s funcion
del niimere de copias, ks secuencias repetidas contribuyen a desproporcionar
las medidas procisas de comparacion de la radiactividad, aparentando mayor

similitud. Esto distorsionaria la equivalencia de los datos y ¢l andlisis, porgue
la fracciin de secuencias repelidas es variable aun dentro de una especie; no
pucde suponerse que las diferencias observadas entre las secuencias repelidas
de dos especies hayan ocurrido desde el momento de divergencia de las
mismas. Por otro lado, ks secuencias no repetidas compartidas entre dos
especies deben ser descendientes de ka misma secuencia ancestral comiin que
estuve presente en ¢l ancesiro comin més reciente {come los genes parilogos
v onldlogos, rt-:tpeﬂimnu'nm]-

Los mismos autores discuticron ambicn el problema del analisis de los
datos de hibridacion del ADN: considerando la relacidn entre la temperatura
de disociacson de un ADN hibrido y el porcentaje de apareamicnto de bases en
el mismo, definieren la “distancia genética”™ como una medida de esa relacidn.
Asi, un valor de delia TS es una distancia gendética promedio; pero la conversion
de medidas de cualquier clase —en lilogenias— requiere de un procedimiento
para oblencr una agrupaciin perirquica de los toa, elles usaron ura versidn
modificada del método de agrupacion por unidn promedio (average inkage),
que agrupa esencialmente por similitud “1odal” {en of sentido fencticista), Su
argumento de base para el empleo de esie método es que “la dnica razdn
para la ‘cercania’ e la verdadera homologia de bos caracteres, pero la distancia
puede resultar del fallo al identificar ks homologias existenies, Los datos de
hibridacion del ADN son especialmente compatibles con este punto de vista
porgue no hay razén conocida que no sea homologia entre Lis secuencias de
miledtidos, que explique la estabilidad Wrmica del ADN hibrido™,

Sibley y Ahlquist (1 983) dieron argumentos en favor de b exaditud con la
cual se miden kas diferencias en los puinios de disociacion de bos ADN hibridos
v ofrecicron ejempleos de que estas medidas son: 1. confiables (medido por la
reproducibilidad de los parimetros de las curvas de disociacion de los hibridos
ADN-ADN: hibridos idénticos mostraron lener propicdades casi idénticas, con
desviaciones bajas atribuibles a error experimental, 2. sengibles (pueden
discriminar entre especies estreclomenie relacionadas y morfolégicamenie
muy similares, e incluso pueden delectar polimorfismos genéticos), y 3.
reciprocas (kb distancia evolutiva del txdn A al tin B es la misma que de
Bad

Con respecio al problema de la homologia, estos autores consideran que
los conceplos v definiciones de genes pardlogos y ortdlogos de Fitch (1970)
no afectan la interpretacion de los datos de hibridacion del ADN, ya que en
el sentido mis general, todos los genes son homdlogos porque ¢ probable
que wdos ellos, en todos Jos organismos, se hayan originado por duplicacion
v divergencia génica a partir de las secuencias de nucledtidos preexistentes
que acompaiaron el origen de la vida Asi, el grado de complementariedad
por el cual se identifican los genes homélogos, declina gradualmente con el
tiempo. No obstante, a menudo pueden reconocerse homdlogos éntre genes
que comenzaron su divergencia hace cientos de millones de afics. De este
modo, genes “totalmente nuevos™ no surgen de ka nada, sino que son producto
de la duplicacién y divergencia de genes preexisientes. Lo anterior es muy
importante para la interpretacion de los datos de hibridacion del ADN y para
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el conceplo de homologia en las secuencias de ADN, de acuerdo i los antores
referidos.

Sibley y Aldguist (1983) argumentaron con diversos cjemplos Ly uniformi-
dad promedio en las tisas de evolucion del ADX; elbos encontraron evidencia de
gue la tasa de sustituciones de nucledtidos, medida en todo el genoma vy en el
tiermpo, &5 la misma en todos los linajes de aves. Esto implicaria que los valores
de dela TS podrian tomarse como medidas relativas del empo de divergencia
evoluliva. Asi, ks tasas de divergencia serian medibles por csta e v bos
valores de distancias resultanics podrin ser usados para reconstruir ks filo-
genias de los organismos vivientes en Wrminos de iempo relativo. Esta escala
de tiempo relativo podria convertirse 2 una escala absoluta mediante la cali-
bracion de los valores de ADN-ADN confra fuentes externas de datos: Rsiles v
evenios groligicos o geofisicos, Sibley y Ablquist (ap. i) propusicron gue un
delta TS de 1.0 es igual a aproximadamente 4.5 millones de aos,

Estos aulores lan ido atin mds lejos al abarcar aspectos de chsilacion,
sefalando que gracias a L uniformidad de la asa promedio de owlucion
genélica, ks relaciones gendticas y penealigicas son idénlicas y gue ks rangos
absolutos de las calegorias Livondmics podrian bisarse sobre sus edadis
de origen (de becho, proponen una escala para este efecto con base en sus
resultados en las aves). Desde liego, toda i clasificacion podria basarse
también en estos datos, ya que miden directamente la divergencia genolipica
y preden calibrarse contra el tiempo absoluto, alcnzando una clasificacion
cladisia oriodoxa e idealizada {sersw Hennig 1968; Wiley, 1961), ya que
la uniformidad de la tasa promedio de evolucion del ADN signilicaria que
la filogenia esti estrechamente relacionada con el tiempo; esto satishari el
criterio hennigiane de rangos de toa basados en el tiempo, en el cual b
categorias de igual edad de origen son equivalentes ¥ los grupos hermanos
corresponden a ignales rangos o calegonias Lvondmicas.

Evidentemente Sibley y Ahlquist son andientes partidarics del método de
hibridacidn def ADN. Su exposiciin de las grandes ventijas del métode pansce
comvineente excepto pordos pundos: 1. Argiven que no hay ninguna otra rzdn
que pucda explicar b hibridacién y estabilidad w@rmica del ADN, que no ses
la lsmologia entre las fibras sencillas hibradizadas; ¥ de este modo parecen
ignorar las posibilidades de considerar homoplisias en el método. Es decir,
tambicn pueden darse homoplasias a nivel de s secuencias de nucleotidos
gue expliguen ki estabilidad @rmica del ADN hibrido. Su argumentlo de
que los conceplos v definiciones de genes parilogos v ondloges no alects

la interpretacion de los datos de hibridaciin del ADN timpoce resulia iy
convincente. 2. Sefialan haber encontrade sas cvolutivas constantes a nivel
del ADN en todas las aves estieliadas v de ello desprenden sus argumentos
para: a) emplear méiodos fenetistas en el alises de sos dawos ¥ b) datar b
historia de a especiacion con Jos manges de Jos toa basades en so edad de
origen. Quedana por verse en el futiro si ésto es cierto para of caso de lis aves:
pera ya antersormente Dobzlansky of . (1977) sefalaron algunas foeres
discrepancias en las tasas de evelucion de nucledtides por unidad de tiempo
en varios linajes diferentes, aun considerendo erromes experimentales.

Dobzhansky ef al. (1977) sefalaron algunas cualidades de estas Wendcas,
que Fay que aterder para usarlas ¥ evilisrls en estislios de histoda evelutiva:
1. Son muy laboricsas y caris por la necesidasd de marcar el ADN con un
istlopo radizclive, 2. Los resultados =on muy semsibles a Bs condiciones
experimentales sadas, y 3. Los resuliados incorsisientes no son rares, aun
en un conjunto fmico de experimentos, sindo procedimicntos idénticos,

Secoencias de ADN Mitocondrial

Avise, Lansman vy Shade (1979 introdujeren al andlisis de ks poblicones
naturales una tenica modecular que incuye o wso de endomicleasas de
restriccion para comparar secuencis de AN mitocondrial (ADNmi). Pard ese
entonces et caro gue el ADNmde los animales se estaba volviendo k= pieza”
mejor conocida del genoma cucarionte ¥ gue Limbicn debido i sus propiedades
estaba adquiriendo un gran interts para bos genetistis de poblaciones v los
sistlematis. Bstas propicdades, expocsias detalladamente por Wilson of al
(1985), son las siguientes: 1. EI ADN mitocondrial llegd a ser b unidad mejor
conecida del ADN eucarionte porque o s Licil de purilicar que cualguier
segmemlo especifico de ADN nuclear; esto se debe aua densidad de Notacion
peco Trecuente, un allo nimero de copias ¥ su presencia en un organelo
diferente al nicheo. 2. Bl ADNmit o5 Gicil de caraciorizar porgue os pequedio
¥ carece de muchos de Jos rsgos complejos del ADN noclear (tales coma
intrones ¥ secuencias repetitivasy, 3. ELADSml et disinbudo universsalmense
en el reino animal ¥ es nolablemente unifonme en contenido génico. Los ADN
milogomnditiles de lodos les orginismos multicelulacs probados y de algunos
profozostrios parcoen tener el mismo conjuito de 37 genes, gque especifican
22 ARMG, 13 ARNm y 2 ARNE, esios genes estin dispucsios apretadamente en
alrededor die 15 kilobases de ADN de doble cadena; su arreglo es nny estable
¥ solo se ban lallado cambiog en el onden de sus genes en comparaciones
entre diferentes phyla 4. Los tipos de cambio evolutive gue sufre el ADNmt
son relativamente simples, son principalmente sistitociones de bases y
adiciones mutacionales de longitod gue se acumulan predomimaniemente en
kis pequeias regiones no cod iicadoras, 5. ELADRmt ticne ina tasa de camibio
mucho mis ripida que el ADN nuclear. Alpunos trabajos han indicado que el
ADNmI acumula mutaciones a una velecklad casi 10 veces mavor (o mucho
muvor odavea) gue ¢l ADN nuclear, o gue Tace que Lis compariciones usando
ADNmE sean mucho mds sensibles que las que wan el ADN nuclear. 6. Hasta
donde s sabe, el ADNmit se hereda silo matemalmente v todos bos orginismaos
son haploides con respecto al ndmera de tipos de ADNmt irinsmitdos a la
sigusenie generacion (aungue poliploides con respecio al nimero di copias
de ADNmil por oflula). 7. De acuendo a o que se conooe, L recombinacion
no octrre en ¢l ADNmi (excepto, quizd, en ¢l asa de desplazamiento). Esta
propiedad, aneada a b anterior, sugieren que ol ADNmit poede ser una
herramicnta genealogica muy poderosa (ver adelante).

Desde sus inicies, para comparar ks secuencias de ADNmit se introdujo
el uso de endonucleasas de restriccidn (Wise, Lansman v Slade, 1979);
estas rompen en fragmentes especilices lis moliculis de ADN, aisladas a
partir de diverses organismos; luego bos Tragmentos son separados por su
tmano medianie electroforesis en gel Lis endosnxcleasas de restriccion
reconocen secuencias de nucledlidos particulares, especificas, de unos pocos
nucleitidos de extension: 4, 3 o O pares de bases de fargo, rompiendo los
enlaces fosfodicsier dentro de la secuencis, uno en cada Bibra del diple Si
los mucledtides en la secuencia de econocimiento no estin prodegidos por
mictilacion, wna engima de restriccon mmpe corssleniemente c30 secie ncia
en el ADN de cualquier orginismo. AL, las diferencias en los amanos de
los [ragmentos obtenidos digiriendo los ADN homalogos con una enzima
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dada, reflejan diferencias exactamente en los sitios de reconocimicnto en las
secuencias.

Las enzimas de restriccion son particularmente valiosas para comparar
fos ADNmit estrechamente relacionados. Hay varios métodos que hacen uso
de estas enzimas (Wilson ¢f al, 1985). Un primer método de gran poder de
resolucidn, usa un conjunto de apraximadamente 10 erzimas, capaces de
romper en secciones de 4 bases; asi, cada una de tales enzimas reconoce una
secuencia especifica de cuatro bases v corta el ADNmit dondequiera que haya
un sitio de reconocimiento; los fragmentos de ADNmU resultantes se hacen
detectables uniendo fosfato radiactivo a sus extremos. Una enzima tipica de
éstas corta el ADNmit de los veriebrades en aproximadamente 25 fragmentos,
la mayoria de los cuales son separables unos de otros por electroforesis en
un largo gel de poliacrilamida Los patrones de fragmentacitn, hechos visibles
con uma pelicula de rayos X, se comparan entonces para diferentes ADNmit
que se han iratado con la misma enzima Las diferencias entre los patrones
de fragmentos se deben generalmente a sustituciones de bases que puceden
generar pérdida de sitios de reconocimienio, aunque algunas veces son ol
resultado de adiciones. La enica que usa el marcaje terminal y ks enzimas
que rompen secuencias de cuatro bases es capaz de distinguir entre ADNmL
que difieren en menos de 0.05% de sus secuencias de bases ~—cuando se
usa un conjunto de 10 enzimas semejantes. También exisien métodos que
usan enzimas que reconocen secuencias de 6 u 8 bases, pero son de menor
poder de resolucidn debido al tamadio mayor de los fragmentos resultantes.
Un ejemplo del uso de este método puede hallarse en Avise of al. (1979); estos
autores amalizaron los patrones de fragmentos producidos por 6 endonucleasas
de restriccion que actuaron sobre los ADNmit de 23 muesiras de tres especics
de Peromtyscus (ver adelante).

Un segundo método de comparacién de los ADNmit incorpora la oblencidn
de mapas de resiriccion; ks localizaciones relativas de los sitios pueden
determinarse comparando los fragmentos producidos, digiriendo el ADNmi
con mezclas de dos enzimas de 6 bases, con aguellos producidos por cada
enzima sola Los mapas de restriccién resultantes mejoran la exactitud de Las
estimaciones del grado de divergencia de las secuencias v de la construccion
de drboles genealdgicos.

Un tercer método de comparacion de Jos ADN mitocondriales es el de
secucnciamiento de regiones clonadas de Jos mismos, Los métodos del ADN
recombimanie permiten la clonacion de regiones especificas del genoma
mitocondrial a partir de individuos v de especies estrechamente relacionadas.
El secuenciamiento de estas piezas clonadas de ADNmit da indicios de
naturaleza de los cambios evolutivos que tienen fugar en ¢l la técnica ha
demostrado que una gran proporcion de las sustituciones de bases que
ticnen lugar en las secuencias del ADN son transiciones silentes en Jos
codones, es decir, que no causan sustituciones de los aminadcidos codificados.
El secuenciamiento en secuencia de regiones codificadoras clonadas puede
usarse para evahuar la precision de las estimaciones de divergencia entre
secuencias hechas a partir de comparaciones de mapas de restriccidn de los
ADNmit completos. Este mélodo también facilita probar y enraizar drboles
intraespecificos para ADNmL Pero aunque las tcnicas de restriccidn son
valicsas para construir les drboles, lienen una debilidad potencial, ya que
la pérdida paralela de un sitio pucde considerarse como un estado derivado
compartido; las secuencias de fragmentos no tienen esta limitacitn y pueden
revelar si las mutaciones que causaron la pérdida del sitio en dos ADNMIL
diferentes, se deben al mismo cambio de base,

Si las secuencias contienen regiones codificadoras, surge otra ventaja: al
enfocar la atencin sobre los sitios silentes (los sitios donde ocurren las sus-
tituciones silentes, las cuales se acumulan ripidamente), uno puede traba-
jar sobre las ramificaciones recientes del drbol: enfocando la atencidn sobre
las sustituciones de acumulacion mis lenta que causan reemplazamientos de
aminodcidos, uno puede trabajar sobre tiempos anliguos de divergencia y en-
raizar el drbol.

La razén final para el entusiasmo por ka oblencidn de las secuencias
de bases de fragmenios clonados de ADNmt, es que tales fragmentos son
probablemente las dnicas formas de ADNmt que podrian recobrarse de los

70

restos orginicos de animales muerlos muchoe tiempo atrds, Fsls restos,
que abundan en nuseos, tumbas, suclo congelado y dmbar, representan
poblaciones anliguas y algunas veces ancesirales. Debido al alto niimero de
copias de ADNmt por céluly, la probabilidad de que estos restos contengan
fragmentos clonables de ADNmit es miles de veces mayor que [a probabilidad
de que exista un fragmento de cualquier picza especilica de ADN nuclear, del
que existe una sola copia (Wilson ef al., 1983).

Avise ef al. (1979) usaron los patrones de fragmentos generados por
los rompimientos de las endonucleasas de restriccion, a fin de calcular la
divergencia entre secuencias para Gida par de sus 23 muestrasde 3 especies de
Peromyscus (andlisis cuantitativo). Las estimaciones de divergencias entre las
secuencias de nucledtidos de todos los pares de muestras —usando diversas
enzimas— generan matrices; ka informacion contenida en tales matrices de
distancias puede ser analizada por cualquicra de los procedimientos existenies
para estimar dendrogramas y drboles lilogencticos (Fitch y Margoliash, 1967,
Farris, 1972; ver recuad ro sobre algoritmas eneste trabajo). Los autores citados
también analizaron los mismes datos desde v aproximacion diferente —
de mimraleza cualititiva— que enfuliza ks similitndes en los patrones de
rompimiento o digestion, mis que sus diferencias. La suposicion bisica de este
anilisis es que bos complejos fenotipos del patron de digestion no pueden ser el
resultado de evolucidn convergente a partir de lenotipos no relacionados. Asi,
los individuos o unidades familiares que comparten un patrdn multibandeado
despuds de La digestion del ADNmI, con una o niis enzimas, pueden asignarse
sin ambigiiedades 2 un origen evolutive comun. Por ejemplo, puesio que
todas las muestras examinadas de Peromysous polionofns comparticron un
patedn de digestion comin de dos fragmentos producidos por la enzima Bs(El,
dichos autores consideraron que kdas ellas pertenccian a un solo “linaje
matriarcal”. Evidentemente, este tipo de andlisis puede hacerse dentro del
marco conceptial del cladismo y con su metodologin usual, ya que implica la
presencia o ausencia de caractercs y evita asi los problemas que conllevan otras
técnicas bioquimicas, los cuales producen medidas de distancia abstractas
(Duellman, 1953).

Avise ef @l (1979) sefalaron que la principal fuente de error en bos ciboulos
del andlisis cuantitativo es la posibilidad de que fragmentos no homdlogos de
peso molecular similar puedan ser tomados como idénticos. Esta probabilidad
es mayor cuando se comparan muestras de secuencias ampliamente diferentes
o cuando se incluyen en el andlisis enzimas que producen un gran mimero
de fragmentos de peso molecular similar. A pesar de esto, ambos tipos de
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andilisis, ol cuantitative v el cualitativo, les llevaron a panoramas generales de
las relaciones evolutivas entre Lis poblaciones de Peroprysens que concordaban
con ks relaciones obtenidas previamente a partir de datos morfologices v
genélicos. Sin embarge. ellos concluyeron que la aproximaciin cualitativa
serid mds il ¥ poderosa porque no requicre extrapolaciones estadisticas n
suposiciones débiles para establecer la ancesiria comiGn de o entre ks muesiras
comparadas.

Un heclio que parece apoyar el punto de vista anterior es el siguiente:
Deliry y Shade (1983) demostraren que cxisle una gran asimetria entre las
probabilidades de ganar un nuevo sitio y las de pender un sitio ya existente
en el ADNmit: a pérdida de un sitio es un hecho mucho mis comiin, Ya que
la parsimonia de Wagner supone que las probabilidades de cambios hacia
adelante v de reversiones son igales, es una forma muy deficiente de apreciar
las relaciones partiendo de eslos datos, Por ofro lado, estos autores sefalaron
que la parsimonda de Dolle supone que la probabilidad de una pérdida es
muche mavor que la de una ganancia, encajande, por tinto, correclamenie
con los datos de los mapas de restriccion

Se la caleukaudo [a tasa de divergencia promedio en la molécuda de ADNmit
a lo large del tiempo, estableciéndose que ésta es de aproximadamente 2%
por millin de afos en muchos grupos de organismos; imbién se lan hecho
intentos por feclar los eventos de especiacion v de divergencia sobre la base de
tal sa (Avise ef al, 1979), suponicndo, como era de esperar, gue la evolucidn
del ADNmt ¢ comporta de manera semejante a un reloj. Pero Wilson of al
(1983) han scialudo gue aungue no s¢ conocen grandes alejamientos de dicla
tasa paara la molienla de ADNmi como un todo, en una regidn cspecilica de ella
se ha ohservade lo gue se podria considerar, quizd, como ¢l mayor alejamicnio
del comportamienio semejante 2 un reloj encontrado en estudios de evolucidn
molecular de los vertebrados.

Los aulores anteriores han apuntado que para evaluar objetivamente lis
polencialidades de las comparaciones del ADNmi, se requicren adn mis
esiudios comparatives del mismo, tanto con nuevas Wenicas come con las va
existentes; wmbién han indicado que todo el poder de resolucion de la 1éenica
estird disponible sélo cuando haya una manera de obiener ripidamente la
secuencla del ADNmL

Por su parte, Avise of al. (1979) mencionaron las siguiemes caracleristicas
para el anilisis del ADNmt usando enzimas de restriceion (caracteristicas que
lewcen paderosa a tl tienica en el andlisis de L estructura de poblaciones y de
L relaciones lilogenélicas de especies estrechamente relacionadas):

l.  Cada fenotipo de restriecidn complejo o3 dnico. Las posibilidades de que
un fenolipo idéntico surgiera por convergencia a pariie de fenolipes no
relacionados son edirermadamente remolis,

B

Los fenotipos se lransmilen intacios, inalierados por la recombinacion
durante la reproduccitn sexual, de tl manera que cualguier cambio en
s secuencias solo puede surgie por mutacion

3. Las mutaciones que s fijan en un individuo dan por resultado un nuevo
fenotipo que puede ser relaciomado con su progenitor sin ambigiiedades.

4. Latasa de aparicién de nuevos fenotipos por mutaciin s significativa, pero
no inconirolablemenie alta Asi, Ia relacién entre bos individueos de una
poblacian es aparente a pesar de la presencia de polimorfismo ficlmente
detectable.

5 Los fenotipes sen Bidl y rdpidamente oblenibles. Preparaciones de 10
fenotipos pueden hacerse en un liempo razomablemente corto, aungue
5 un procedimicnio boriosa,

Unestodio reciente gue ilustra el enorme valor y ventajas de esta tcnica, o5
descrito por Cann (1987) en la investigacion acerca del origen del lombre. La
aulora apeva con sus resultados la hipitesis de un origen alricano para fomo
sdafrcns,

Wiley (1981) conchuyd, refifiéndose a olras Wenicas bioquimicas tales
como las electroforesis de proteinas, la inmunologia v otras, que dado que éstas
han originado gencalogias muy semcjantes a aquéllas basados en hipotesis
filogenéticas bien documentadas (andlisis cladistas), pueden considerarse
fuentes vilidas de datos filogenéticos, siempre que estos sean analizados
correclamente ¥ bajo las suposiciones referidas a lo largo del trabajo, Fsta
conchision puede hacerse extensiva a las comparaciones de secuencias de ADN
milocondrial; no obstante, son menos las suposiciones en este caso, pero la
1Ecnic es mas cara que la electroforesis,

Secuencias de ARN Rihosomal

El estudio de kas relaciones lilopenéticas entre los organismos también se ha
eleciuado usando el dcido ribonucheico (ARN): en espicial, el dcide mucleico
ribosomal {(ARNr). El uso de este dcido se ha generalizado més o menos
simultineamente al uso del ADN, a partir de linales de la década pasada, época
en la que se desarmollaron las téenicas necesarias para oblener |a secuencia de
nucledtidos de ambos dcides nucleices (Woese, 1981).

Los argumentos que cominmente se esgrimen a faver del uso del ARNT
son - —en buena medida— semcjantes a los que se han dado en favor del
uso del ADN: principalmente son argumentos que enfitizan Lis deficicncias y
limitaciones de las técnicas radicionales para of reconocimiento de caracieres
“significatives” en las relaciones filogenélicas enire los organismos, sobre todo
en ¢l ciso de grupos muy antiguos. Asi, Field ef ol (1988) sefalaron que, si
bien by cierlo acverdo en Jos agrupamicenios de twea en clases v phyla, hay
grandes dificultades en la determinacion de las relaciones filogenéticas entre
ks grupos mis lejanamente relacionados (phyla y reinos), v que es éste uno
de los grandes retos en la Sisterndtica Biokigica

Lo anterior cs debido a que bos diferentes phyla tienen “lipos estructurales™
bicn diferentes, con caracteristicas muchus veces restringidas 2 un solo phyvlum
{autapomorfias), lo que da por resultado que haya nusy pocos curacleres para
agrupar los phyka en unidades mayores o establecer sus relaciones filogené ticas
(a través de sinapomorfias); por otra parte, cuando lay carcieres comunes a
mis de un phylum, su homologia s comGnmente incierta. Tampoco existe un
registro [dsil que muestre la continuidad histdrica de caracteres que pudieran
usarse para establecer relaciones entre los plyla v, finalmente, los dalos
embrioligicos son de dificil interpretacion porque los proceses de desarrollo
no son sulicientemente entendidos: o debe dejarse de lado que los procesos
de especiacion y sus patrones, asi como fendmencs evolutives hasta ahora
no completamente comprendidos en estos niveles (2 gr endosimbiosis de
organtlos) impiden un tratamienio de absoluts equivalencia al realizado en
orginismos pluricelilares.

Todo loanteriormente mencionado es kit cunsa de que los drboles filogenét-
cos de eslos laa, basados en la anatomia, la embriologia y la paleontologia sean
muy especulativos y controvertides. Ademds, normalmente las relaciones filo-
genélicas se establecen agrupando organismos que comparien caracteristicas
homélogs derivadas, innovaciones que deberian reflejar una ancestria comiin
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Sinembargo, a nivel de phyla, frecuentemente es dificil determinar la direccién
del cambio evolutivo y saber cuiles son los caracteres derivados, va que tambifn
ha labido evolucion convergente, lo cual ha oscurecido tanto el establecimiento
de las verdaderas homologias como el de ka direccién de cambio (polaridad
evelutiva).

Woese (1981) dio argumentos similares a los anleriores para un caso
todavia mds extremo: el de la comprension de las relaciones filogenélicas
entre kas bacterias. Durante todo un siglo los microbidlogos han tratado de
establecer las relaciones entre las bacterias, investigando su gran diversidad
de formas, sistemas fisiologicos y ecologias. La variedad de lis bacterias es
bisicamente una varicdad dentro de la simplicidad y proporciona por ello poca
informacidn acerca de sus relaciones filogenéticas. Por ejemplo, bastoncillos,
esferas y espirbes, que son las formas bacterfales tpicas, son formas de
“evolucion ficil” y han evolucionado muchas veces; o mismo puede decirse
de algunos aspectos de la bioquimica bacteriana. Aungue es posible que hayan
caracteres baclerianos que pucdan ser buenos indicadores flogenéticas, hasta
el momento es imposible decir de antemano cudles lo son v cudles no. Y
aundgque existen microfésiles de bacterias de hasta 3 500 millones de afios
de antigiedad, estos [osiles no son estructuras muy informativas: poco puede
inferirse de la impresion de una pequefia esfera o bastoncillo.

Recientemente Hori y Osawa (1987:445) sefalaron: “Puesto que los
cambios evolutivos de tales caracteres (fisioldgicos ¥ morfologicos) son muy
complicados y la tasa de cambio es variable en diferentes grupos de organismos
o en dilerenles periodos evolutives, no puede tenerse mischa confianza en tales
sistemas (es decir, en los sistemas de clasificacion actuales del mundo vivo,
basados en caracteristicas fisiolégicas y morfolégieas.. )"

Por ofra parte, ambién se han dado argumentos y consideraciones tedricas
respecto al valor de los dcidos nucleicos en general v en particular, del ARNr per
se para el estudio de las relaciones llogenéticas entre los organismas:

1. Wocse (1981) argumentd que todas las entidades que en el inicio de
la vida pudieron autorreplicarse, tuvieron necesariamenie sislemas para ¢l
manienimiento y propagacion de la informacién genética y para traducir dicha
informacidn en proteinas v que, por ello, las grandes moléculas actuales que
intervienen en estos procesos (bos dcidos nucleicos) deben ener sus origenes
en bos mismos albores de b evolucion de ka célula (adn antes de la existencia
de los procariotas), por lo que uno esperaria que estas moléculas tuvieran las
propiedades de un “marcador filogenétion™; dicho de otro modo, ks oflulas
son un registro de su pasado en términos de las secuencias de nucledtidos
de sus dcidos nucleicos, o bien de las secuencias de aminodcidos de sus
proteinas (debido a a relacion colineal entre un gene y su producto, ya sea
éste una proleina o uno de los vanos tipos de ARN). Sin embargo entre linajes
muy antignos (por ejemplo de baclerias), aun proteinas como el cilocromo
¢ no estin distribuidas universalmente, no son esiricaments constantes én
su funcién v, por lo tanto, no son del todo comparables v pueden presentar
grandes diferencias de un linaje a otro (lo que no ocurre entre eucariotas), por
lo que las filogenias baclerianas resultantes de la comparacion de proteinas,
son incompletas & inciertas.

2. Woese (1981) y Field ef al. (1988) establecieron, refiriéndose al
problemna de la homologa, que lo que hace de los genes registros notables
del pasado evolulivo es que el "espacio™ de secuondia gentlica &s enorme,
a lal grado que en todo el curso de la evolucién sélo se ha producido una
pequedia parie de todas las secuencias genéticas posibles, lo que permite
inferir que si dos genes de una cadena de dcido nucleico que contenga un
niimero significativo de nucledtidos son semejantes, esto :6lo puede implicar
que Wuvieron un ancestro comin y que son por lanio homdlogos (crilerio
similar al que siguen Sibley y Ahlquist en el caso del ADN nuclear: homblogos
estructurales siempre indican ancestria comiin).

Basindose en los argumenios anleriores, Woese (1981) dio por sentado
que ¢l andlisis de las secuencias genéticas brinda dos tipos de informacidn:
puede revelar relaciones genealbgicas v es ala vez un registro de caracleristicas
ancesirales (las comparaciones de secuencias homélogas hace posible recons-
truir con cierta exactitud la version original del gene); tambien, considera que
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tales secuencias pueden medir tiempo evolutivo (funcionando como un “ reloj
molecular™); pero aqui es de nolar que no lay acuerdo entre todos los inves-
tigadores que han hecho uso del ARNr: para Field ef al. (1988) es definitivo el
hecho de que no puede suponerse que exista constancia en la tasa de cambio
de por lo menos un tipo de ARNr: el ARNr 185 (ver abajo), mientras que Horl y
Osawa (1987) consideran bien establecido que L tasa de cambio en cualquier
ADN o ARN es constante.

Adicionalmente, se han sefalado algunas venlajas practicas del uso del
ARNr en especial (Woese, 1981, y Field et al, 1988):

1. El ARNr es ficil de aislar en cantidades adecuadas, ya que una bacteria
lipica tiene de 10 000 a 20 000 ribosomas.

2. ElARNr parece haber mantenido una funcion constante duranie espacios
de tiempo evolutivo muy extensos en los diferentes linajes y asi, es
enteramente comparable.

3. Por lo menos en alguna parte de su secuencia el ARNr ha cambiado con
la suficiente lentitud como para que la secuencia ancestral no haya sido
modificada lotalmente.

4. El uso del ARNr garantiza que ks secuencias comparadas representan
genes lranscritos a ARNm ¥ no genes menores o inactivos,

Existen tres clases de moléculas de ARNr. En bacierias exisle uno “grande”
(ARNr 235), uno "pequeno” (ARNr 163) y uno “ muy pequefio™ (ARNr 55). Las
designaciones 23, 16 y 5 § se refieren a la velocidad con que las diferentes
moléculas se sedimentan en una centrifuga (medida en unidades Svedberg);
son por Lanto una medida indirecta del tamano molecular. El ARNr 238 tiene
aproximadamente 2000 nucledtidos de largo; el 168, apraximadamente 1540,
y el 58, silo 120. En edcariotas los tamadios son similares: 25-285, 185y 58,

S¢ han usado para la delerminacién de las relaciones gencaltgicas entre
los taxa dos de los tipos de ARNr sefalados, esto por distintas razones: Woese
{1981) reconocié que por su tamaio el ARNr 58 resultaba mis ficil de
caracterizar —era mds ficil determinar su secuencia de nucledtidos— que
la de los otros ARNr, pero senalo que no era el mas exaclo como indicador
de relaciones genealégicas, principalmente por razones estadisticas (el ARNr
58 algunas veces exhibe grandes diferencias andmalas en las secuencias de
un taxdn a olm y por su pequeno mano, lene asociados errores estindar
mayores en la construccién de dendrogramas filogenéticos que los ARNr mis
largos); por otro lado, ¢l ARNr 235 es el doble de largo y mis dificil de
caracterizar que ¢l ARNr 168, por Jo que considerd que este Gltimo era el mds
adecuado para el caso. Sin embargo, elegir al ARNr 165 como el mis adecuado
obliga a considerar sblo las secuencias mis conservadoras de éste para ol
andlisis, pues son las mis Gtiles para la investigacién de relaciones pencaldgicas
muy antiguas, ya que para organismos muy lejanamente emparentados no es
posible determinar ka “homologia™ entre nucledtidos en las partes de mayor
tasa de cambio de la molécula (Woese, 1981 Field ef al, 1988). De hecho,
ain conociendo completamente las secuencias de nucledtidos de las moléculas
165 o 185, sélo partes de ellas son (iiles en la determinacién de las relaciones

Sgicas. Aunque esto no fue considerado problemdlico por Woese (1981)
ni por Field ef af. (1988), Hori y Osawa sefialaron un problema a considerar
en el andlisis exclusivo de las regiones conservadoras, como s¢ verd abajo, al
tratar de las limitaciones de estas 1écnicas.

Hor y Osawa (1987), por olra parte, consideraron que el ARNr 55 es
particularmente adecuado para el andlisis de las relaciones gencaldgicas entre
organismos muy distantemente relacionados en virud de dos atributes: 1.
su baja tasa de sustitucion de nucledtidos (promedio + error estindar =
0.18 £ 0.05 sustiluciones/sito de nucletlida’l 0 E9 afos) v 2. su similitud
bisica de estructura entre todos los organismeos, asi como una longilud csi
igual {de aproximadamente 120 nucledtidos en todos ellos), lo que permite
alinear Biclmente sus secuencias para la construccion de los dendrogramas
filogenéticus.
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Una vez decidido el tipe de ARN mis adecimdo para el estudio, ka 1eenica
subsiguiente es similar para cualquicra de ellos: el primer paso es obviamente
elaistamiento del ARNry la oblencién de su secuencia de nucledlidos, va sea de
la molécula entera o de sus regiones conservadoras; después, las regiones de
estructuras primarias ¥ secundarias homologis en bis secuencias se alinean,
asignando discontinuidades o higeos para compensar en bis regiones donde
hay varacion en la bongited de las secuencias. Normalmente, las regiones de
* homologia cuestionable™ o donde hay grandes discrepancias en las longitdes
de las secuencias, se excluyen del andlisis para reducir los errores residuales
sistemilicos y amrosos, [avoreciendo de este modo que los errores en la
determimcion de las secuencias o en los alineamientos no contribuyan
mucho a la incertidembre en el onden de ramificacion del dendrograma
filogendético. Después se determinan las “distancias evolulivas™ entre cuda
par de sccuencias; es decir, el nimero promedio de mutaciones puntuales
fijas o sustituciones de bases por sitio de nucledtido que separan cada par
de secuencias {que han ocurrido desde L separacion de las dos secuencias,
eoricamente). Para ello existen formulas v faclores de correccion asociados
a ¢stas, los cuales consideran las mutaciones paralelas y superpuests y kis
discontinuidades o huecos de uno o mds nucledtidos de longitud hallados al
alinear las secuencias (ver Hori y Osawa, 1987).

Con s distancias “evolutivas” oblenidas de esta forma entre cada par de
orginismos comparados, se forma una malriz, a partir de la cual se oblicne
el dend rograma Tilogenético wsando mélodos de agrupacion lenétices, como
el UPGMA de Sncath y Sokal (1973} v otres métodos estadisticos semejantes
empleados en la constniccidn de dendrogramas.

Son muchos los trabajos taxondmicos que ya se han realizado wsando
el ARNE S6lo hasta 1981, los AHNr de casi 200 especies de bacterias
eucariotas habian sido caracterizados (Woese, 1981); quizd Jos resultados
mds espectaculares obtenidos con esta téenica son la demaostracion de que
la secuencia de nucledtidos del ARNr en los cloroplasios esti especificamente
relacionada con las secuencias de ARNr en las canobacterias v de gue el ARNr
en las mitocondrias de las plantas parece ser de tipo bacteriano, lo que ha sido
tomado — por muchos investigadores— como prueba del origen simbidtico
de esos organelos celubares a partir de procariontes.

También se podria sefalar lu ubicacion de Las "arquibacterias” (metandge-
nas, termoacidofilas y lalofilas extremas) como un nuevo reino en la historia
¥ ¢l orden matural de la vida (Woese, 1981, ver también Hori y Osawa, 1987),
basado en sus secuencias de ARNr. Lo que reveld b existencia de las arquibacte-
rias en esle caso, fueron diferencias gepdticas puramente cuantitalivas que no
decian nada de las diferencias cualitativas — fenotipicas— que pudiera haber
enire ks arquibacterias y las eubacierias (el resto de las bacterias conocidas) ;
si la separacion de las arquibacterias como un nuevo reino era justificada, la
inspeccidn detallada de éstas deberia probar que eran tan diferentes de las eu-
bacterias como cualquiera de ks dos lo es de los eucariontes; tal inspeccion
revield gue las arquibacierias son en verdad organismos atipicos que presentan
caracteristicas finicas, no encontradas en las demids baclerias; por ejemplo: en
los. lipidos que forman su pared celulir, en su ARN de transferencia, en la es-
tructura de su ARN polimerasa v en olras caraclensticas mas; esto sin que las
anquibacierias hayan sido examinadas a fondo todavia (Woese, 1981), Asi, el
anilisis del ARN en estos grupos ha resultado de valor predictive, lo que pare-
ceria un argumento mds a su favor.

Otros ejemmplos de grupos en Jos que se han oblenido dendrogramas
llogenélicos basados en las secuencias del ARNr 35 son: varios grupos de
cubacterias, prolozoarios, hongos, plantas “superiores”, meso ¥ melazoarios,
l.lrFll'th.\ celulares ¥ finalmente, una gl-w;nlli:.!.'wi::'-ll para oo los OFEANISMOS
vivos {Hori y Osawa, 1 987).

Algunos auteres que han trabajado con las secuencias del ARNr han
sefalido alponas de las limitaciones que existen en la construccidn de
dendrogramas hlogenéticos a partie de ellas. Hori v Osawa consideran 4
limitaciones fundamentales (enfocadas principalmente al uso del rARN 38):

1. La tisa de sistitucion de mecledtides en la molécala de ARNr puede variar
en cierio grado en diferentes grupes de organismos,

2. Los genes que codifican los ARNr son miembros de Bimilias multigénicas,
per lo que no es improbable que tales ARNr en los diferentes organismaos
comparados sean dedvados de genes parilogos (los genes que codifican
el ARNr 38 no exisien en una COpEL LNICE €N Ningln orgmismo); aun-
que sus secuencias son generalmente similares —mostramdo solo algu-
nas sustituciones de nucledtidos— s¢ ha documentado la existencia de
poblaciones con un ARNr heterogéneo en algunas especics animales, lo
que implica que a veces los genes del ARNr 38 pueden diversificarse con-
siderablemente entre organismaos, Asi, entre invertebrados y vertiebrados
pesdrian estarse comparando ARNr 35 derivados de dilerentes genes gue
se separaron dentro de su ancestro comiin y que han evoludionado inde-
pendicnlemente.

3. Elcontenido de las bases nitropenadas, guanina y citosina (G+C), en el
ADN gendmico se ha diversificado, }ﬂidl} del 25 al 75% entre bacierias y
cierios grupos de eucariotas, Recientemente se enconind que el contenido
de G+C del ARNr 55 reflefa més o menos el contenido de G+C en el ADN
gendmico de las eubacterias, mientras que en los cucariolas la presion de
mutacion que opera para alterar el contenido de G +C gendmico no pancce
alterar el contenide de G+C en el ARNr 55, No se sabe realmente como tal
presion de mutacion sobre el ADX gendmico afecta L tasa de sustitucion
nucleotidica en el ARNr, pero cabe suponer que podria influenciarka en
algunos grupos, y desviar kas comparaciones intergrupales,

4. Las incertidumbres anteriores se pueden aplicar a todos los ARN Los
ARNr mis grandes (16s, 18s, 23s) son mejores que el ARNr 58 para
reducir bos errores estindar en la construccion de los dendrogramas
filogenéticos. Sin embargo, cientas discrepancias en la posicion filogenética
de las arquibacterias entre dendrogranas oblenidos usindo ARNr 58 v 168
son alribuidas por Hori y Osawa a b influencia de la adicion de un gran
niumero de nucledtidos al ARNr 165 que parcce haber ocurrido después de
la erne rgencia de los cucariotas (la longitud del ARNr 165 de los procariotas
es de aproximadamente 1473-1567 nucledtidos, mientras que en el caso
de los eucariotas es de 1771-2305); 14l adickin podria haber influenciado
la tasa de sustitucion nucleotidica en algunos grupos, lo que allerania el
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andlisis aunque sélo se consideren las * regiones conservadas™ de los ARNr
en el mismo. En contraste, la longitud del ARNr 55 parece ser mds o menos
constanie en todos los organismos y Hori y Osawa suponen que tiene una
tasa de cambio constante en todos ellos,

Puede observarse que las limitaciones 1, 3 y 4 convergen hacia un punio:
la tasa de sustitucibn de nucleblidos probablemente no s b misma en
todos los grupos de organismos. Ello puede traer consigo problemas al tratar
de resolver las relaciones genealbgicas entre diferentes grupos. Por ejemplo,
Field ef al (1988) obtuvieron un dendrograma filogenético para todos los
grupos principales de animales, basado en kas secuencias del ARNr 188, En tal
dendrograma incluyeron 4 representantes de los artropodos: un “miriipodo”
(Spirobolus sp), un “cangrejo cacerola™ (Lémulus sp), un “camandin de las
salinas” (Arfemia sp) y una “mosca de la frula” (Drosopbda sp). La secuencia
de Limulus es de cambio lenlo o sfow dock (esto es, ha acumulado —
relativamente— pocos cambios en su secuencia, desde su divergencia a partir
de un ancestro comiin), mientras que otras secuencias son de cambio rapido
(fast dock). Incluir especies de cambio ripido en una filogenia introduce
un error sistemdtico; estas especies frecuentemente parecen divergir en el
dendrograma mds profundamente de lo que se supondria. Limulus y los
olros tres arlropodos generalmente forman un solo grupo cuando se incluyen
todos en el dendrograma; pero en algunos dendrogramas, Limulus parece
mis cercano a los prolostomados eucelomados, mientras que los olros tres
artrdpodos forman un grupo cerca de la base del dendrograma. Surgen asi dos
posibilidades: o la verdadera posicion del grupo de los artrdpodos es ka
rama muis profunda del grupo de los protostomados, posicién tomada por
Limulus cuando se deja a los otros artrdpodos fuera del dendrograma, o los
artrdpodas son polifilélicos, estando bos quelicerados emparentados con los
protostomados.

La limitacion anterior también surge del método de andlisis de b
informacién oblenida a partir de la secuendiacion del ARNr; esto es, de las
limitaciones inherentes a los métodos mairiciales para la construcciin de
dendrogramas filogenéticos; pero i bien es cierto que algunos caracteres sélo

pueden ser analizados de esta forma (por ejemplo, los andlisis inmunolégicos
en su versidn antigua), los datos de ks secvencias de nucledlidos también
son susceplibles de un andlisis cladista, que es mucho mds robusto que
uno fenelista en la investigicibn de las relaciones genealdgicas, como se
menciond previamente en este trabajo, en los apartados que tratan de
bos algoritmos y del amilisis comparado del ADN nuclear (ver recuadro).
En este conlexio debe recordarse también que si, debido a la nalraleza
de los datos obtenidos, el andlisis comparativo sélo puede realizarse con
mélodos matriciales, existen algoritmeos de agrupacién para ka construccién
de dendrogramas filogenéticos (como los de Fitch y Margoliash, 1967 y Farris,
1972) que han demostrado ser mejores que aquellos que agrupan con base en
ka similitud total de lo comparado (como el UPGMA arriba citado).

Debe hacerse énfasis en que las " distancias evolutivas™ son sélo indicadores
de disimilinnd 1otal entre organismos pues expresan las diferencias entre dos
secuencias nucleolidicas; por otra parte, el problema de conocer relaciones
gencaldgicas es mis complejo que el de clasificar secuencias exclusivamente
por su semejanza; tal semejanza o disimilitod, genotipica o fenofipica,
no equivale siempre a una estrecha relacidn genealdgica (Wiley, 1981).
Ello deberia ser considerado siempre al pensar en oblener dendrogramas
filogenéticos con metodologias feneticistas o simplemente al interpretar los
andlisis semejantes que aparecen en la literatura,

Finalmente, Field ef al. (1988) senalaron que no existen medidas simples
de conftabilidad para la posicién de los vértices de ramificacion de alguna
rama particular en un dendrograma filogenético obtenido por los métodos
arriba descrites. Tales métodos permiten caleular un error estadistico {error
estindar) para el cileulo de cada “distarcia evolutiva®, pero la conversidn
de eslos errores en cada par de secuencias a un error total para lodos los
vértices de ramificacion es compleja, aunque los dendrogramas sean simples.
Generalmente se considera “robusta” ka pesicidn de una secuencia dada sobre
el dendrograma si es relatiamente insensible 2 la eleccitn de los nucledtides
usados en el analisis y es independiente de los erganismes incluidos en el
dendrograma. Y por Gltimo, si bien el andlisis del ARNr puede ser de utilidad
para analizar filogenias muy antiguas, no lo es para filogenias mucho mis
recicnles.

CONCLUSIONES

Reig (1983) sefialé que, en general, las flilogenias macromoleculares tienen
mayor grado de vercsimilitud que las basadas sobre datos morfoligicos o
cromosdmicos, ya que el cambio evolutivo a nivel morfoldgico es sumamente
complejo y procede a diferentes ritmos (lo que determina que, por regla,
no s¢ correlacione linealmente con ¢l tiempo evolutive), mientras que ¢f
cambio cromosémico puede o no estar asociado a la divergencia evolutiva y
puede proceder a tasas muy diferentes aun entre linajes relacionados de un
mismo Laxon; por el contrario, los cambios macromoleculares detectados en
las proteinas o bos dcidos nucleicos presentan un patrén evolutive muy simple
¥ constante y su tasa de cambio es proporcional a los tiempos de las sucesivas
divergencias evolutivas.

A lo largo del presente trabajo se han ofrecido diversos argumentos v
opiniones que contradicen los sefialamientos de Reig, los cuales a su vez
contrastan con las conclusiones que sobre el tema ha expuesio Wiley (1981):
las téenicas bioguimicas no son la panacea para la reconstruccion filogenética,
pero proporcionan datos Gliles que es posible incorporar a los estudios
filogenéticos cuando se esti consciente de que tales datos son susceplibles de
ser analizados de la misma manera que otros tipos de dalos. El viejo adagio
de que “entre mds cerca del gene, mds cerca de la verdad” simplemente
no funciona. Entre mis cerca del gene, hay mds posibilidades de admitir
homoplasias que son estrucluralmente idénlicas, pero de origen distinio,
ya que no tienen caracleristicas quimicas o morfolégicas que permitan el
reconocimiento diferencial entre homélogos estructurales v filogenéticos,

Dados estos problemas, los datos bioquimicos deben analizarse cuidadosa-
mente con métodos que sean relativamente robustos para tratar los problemas
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de la no-hemologia. Técnicas tales como bos algoritmos del drbol de Wagner
usado por Mickevich y Johnson (1976) o ¢l método de parsimonia médxima de
Fitch (1971}, parecen aportar soluciones filogenélicas (sensu Hennig) para da-
los bioguimicos complejos. Los mélodos fenclistas estin bastante supeditados
a los problemas de ka no-homologia como para dar respuestis satisfactorias,

De acverdo a Cadle (1988) loy tres puntos blsicos de controversia
en la Sistermitica Molecular: 1. La capacidad de los datos moleculares en
el estudio de las relaciones evolutivas entre los taxa 2. La utilidad de los
datos moleculares en la consideracion de las relaciones cronisticas de una
hlogenia dada, v 3. Los métodos a wsar en la reconstruccion de relaciones
geneabigicas a partir de datos moleculares, sean en k forma de secuencias o
de medidas indirectas del parccido molecular. Este aulor senalo lo siguieme
respecto a esos puntos: los datos moleculares permiten proponer hipilesis
de relaciones hilogenéticas que pueden desamollarse independientemente de
aquellas derivadas de la morfologia; esto conduce a un examen de congruencia
entre ks resultados oblenidos de los andlisis de ambos conjuintos de evidencia,
del mismo modo como ocurre con los datos onlogenéticos al examinar
relaciones evolutivis. Los datos moleculares o los morolégicos, por si solos,
no son la respuesia a Guda problema filogenético; existe una Gnica historia
filogenética, de modo que conjuntos de evidencia congruenles entre si apuntin
al descubrimiento de ese patron historico. En abstracto, no existe superioridad
de un conjunto de ciracieres sobre ¢l otro; por olra parie, es de esperarse
una gran complementaricdad entre ambos tipos de estudios en la Alogenia y
clasificacion de los seres vives.

Las crilicas a las bases logicas subyacentes a los mélodos de andlisis
de distancias, continian siendo muy sélidas, por lo cual los resultados de
la interpretacion de las distancias en filogenda, con base en csos métodos,
sepuiran siendo cuestionadas por muchos autores. Hay dos problemas
inferrelacionados en la criiica al wso del conceplo de reloj molecular: 1. Ia
existencia real de los relojes v 2. su calibracion, esto es, si en realidad existen;
pues aungue l naturaleza dependiente del tiempo para la evolucion molecular
sea un hecho, su regularidad debe ser empircamente probada en cada caso,
calibrando el “reloj” en cada estirpe o linaje (Cadle, 1988). Por otra parte, es
de esperarse que on un mismo linaje haya variacion en las tasas de cambio del
ADN nuiclear v el ADN mitocondrial.

Hills (1987) admiud que durante las dos dltimas décadas se pre-
senld un gran debate sobre los enfoques morfologico y molecular, pero que
—actilmente— las investigaciones moleculares en la Sistemdtica son indis-
pensables v se realizan de la misma forma en varios grupos taxondmicos. Con-
tinit ¢l desacuerdo en algunos aspectos, pero en olros hay cierlo consenso;
en cuanio a fos conjunios de caracteres (morolégicos v moleculares), éstos
ticnen tanto venlajas como desventajas, polencialidades ¥ limitaciones, Lo an-
terior ocurre debido a la naturaleza de las teonicas de oblencion U observacion
¥ sus resultados, asi como a ks mélodos de andlisis que se les aplican Lo
datos morloldgicos o moleculares parten de suposiciones, cn ambos casos dis-
cutibles, ¥ lodavia debemos esperar una creciente polémica; en ambos casos,
los fendmenos epigenéticos relacionados con la diferenciacion cn el organismo
v siss expresiones fenolipicas promelen anadir ura mayor complejidad a esta
problematica,

Hillis (1987) enumerd algunas ventajas para ambos conjunios de carac-
teres —muoleculares y morfologicos—; aqui se resumen: en el primer caso
destachd que los datos moleculares pueden ser mayores en ndmero que los
morfologicos & gr ADN + ARN. Los datos moleculares tienen mayores posibi-
lidades de aplicacion v comparacion que los morfoldgicos, ya que estos (ltimos
dependen de las influencias ambientales para su expresion, por lo que hay me-
nor posibilidad de confusion en el estudio de tales caracieres moleculares (ADN
+ ARN + protcinas), ademis, los caracteres morfoligicos pueden ser incom-
parables de una clase o de un plilium a otros, En el segundo caso advirio que
para los estudios morfoligicos hay muestras muy numerosas y accesibles en
museos, reconociendo que un niimero considerable de especies slo son co-
nocidas por el tipo 0 a través de pocos ejemplares, o bien ¢s prohibiliva su
recoleccitn para estudios bioguimicos por su rareza o peligro de extincion. Los
estudios morfoligicos pueden utilizar la evidencia fisil, no asi —en general—
los estudios moleculares; el criterio de grupo exiemo para determinar posicion

genealdgica tiene el auxilio o la complementariedad del método ontogenético,
de un modo mucho mds accesible, en ¢l caso de los daiws morfolégicos. Fi-
nalmente, los problemas para financiar los estudios sistemiticos Eivorecen a
los estudios morfolégicos, pues aun ciando hay teenicas ciras en morfologia,
a menudo son baratas, mientras que en ¢l caso de los caracteres molecidares
éstas son normalmente mds caras, tanto por el equipo como por los reactivos;
ademds del mantenimiento del laboratorio y la necesidad de muestras frescas
o “crioconservadas”.

El desarrollo de métodos de andlisis que admitan diferencias en las tisas de
cambio, a la vez que permitan pruebas estadisticas de congruencia o consenso
-—entre conjuntos de datos oblenidos independicntemente (morfoligicos y
mobecubares)— quizi serd prometedor en el fuluro, Ciertas incongruencias
aparentes pueden ser complementarias en la reconstruccion filogenética de
un laxdin dado.

Un punto central de esta problemilica seguird siendo el alto costo
de los estudios; por caros que éslos resulien, sin embargo, contimuarin
efecizindose en aquellos tua en los que las téenicas v los métodos de andlisis
puedan ser examinados y contrastados. Las tecnicas de oblencidon de datos
mobeculares estin progresando a pasos agigantados v sus resultados conliniian
siendo espectaculares, pero sblo los cshudios combinando varos enfoques
(Anatomia Comparada, estudios moleculares comparados v el uso del método
ontogenético) permitirin una mayor cerleza y cohesidn de datos, hipdtesis y
teorias en ki Historia Evolutiva

Es evidente que muchas de las técnicas aqui mencionadas son muy poco
accesibles o no lo son en absoluto para la mayoria de los Ldnomos en
Mexico y de muchos paises en ¢l mundo. Precisamente, por esta razon, deben
enfalizarse dos puntos: 1) Las fuentes de datos tradicionales (morfologia y
desarrollo ontogenético) siguen siendo relativamente accesibles y validas y
2) Mis que las propias Wicnicas de obtencidn de datos comparados, son
importanies los conceptos subyacenices a su andlisis. Entonces, para hacer
Taxonomia de buen nivel, s totalmente prioritaria una solida formacion tedrica
y conceplual del axdnomo, en comparacion al conocimiento de L Wenicas
softsticadas disponibles, sobre todo cuando se estd en las primeras etapas en
la Taxonomia de muchos grupos. Tal formacion, en principio, no es inaccesible
en nuesiro pais y obtenerla debe ser un requisito indispensable para todo
taxonomo profesional.
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