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CONFERENCIA

MORFOLOGIA Y MOLECULAS: BASES COMPLEMENTARIAS DE LA
SISTEMATICA MODERNA

Rafael O. de S4&* y David M. Hifis*

RESUMEN

EIawodoMtMmmbwhrumthaMhMmmmhm
sW.MMmewmum,mm.ymmabm
metodologias de trabajo. Cada una de estas Wcnicas es aplicable a aigunos problemas e inapropiada para otros,
y o8 importante entender las supasiciones y limitaciones de cada técnics. Concluimos que el use combinado de
los enfoques morfolégicos y moleculares otorgs mejor resolucién a los problemas sistemiticos.

ABSTRACT

The development of molecular techniques during the last two decades has brought new approaches to the
analysis of systematic problems. Here we present a review of the uses, applications, and problems of each of
the major different methodologies. Each technique is useful for some problems but inappropriate for others, and
it is important to realize the assumptions and limitations of each technique. We argue that a combined approach
of morphological and molecular techniques provides the best resolution of systematic problems.

INTRODUCCION

La ciencia de |a clasificacion despertd interés deede los tiempos de Aristiteles. Esta cienciano
ha permanecido estética sino que ha renovado y reevaluado sus bases filosdficas creando una
metodologia de trabajo estricta.

Los estudios morfolgicos, embiolégicos y de anatomia comparade. han sido pioneros y
fundamentales en la bisqueda de las relaciones evolutivas de los organismos. La sistemitica de
este siglo se caracteriza por ¢l desarrolio de clasificaciones basadas en las relaciones genealégicas
de los organismos (excepto la escuela fenética que agrupa organismos en base a semejanza
estrictamente fenotipica). En las Ultimas dos décadas dos cambios principales han modificado la
ciencia de la clasificacion: 1.- el desarrolio de la sistemitica filogenética, y 2.- la aplicacion de
técnicas molecuiares en sistematica. Sobre el primero hay abundante iiteratura (Hennig, 1968;
Eidredge y Cracraft, 1960; Mayr, 1974; Wiley, 1081, 1988; Farris, 1963; y trabejos alli citados). En
este trabajo nos referiremos al segundo de estos cambioces.

Como sistematicos que trabajamoe diariamente con datos morfolégicos y moleculares, consi-
deramos ambos enfoques complementarios y creemos erréneo el comin debate sobre la superio-
ridad de uno u otro método. Ambos ofrecen ventajas y desventajas, pero ios mejores resuitados se
obtienen al utilizarios en combinacion (Colles, 1980; Hillis, 1987; Hillls y de S&, 1968; Goodman et
al., 1987 Mickevich y Johneon, 1978; Miyamoto, 108]). Comenzaremos por definir en que consiste
el rabajo del sistemético. Algunos colegss cientificos poseen la impresion que trabajar en
sistematica consiste en encontrar y describir nuevos taxa, sin realizar ningin otro aporte al campo
de |a blologle. La descripcion de nuevos taxa es casi exclusiva en el trabejo del sistematico pero su
aporte no finaliza alll. La teorfa evolutiva unificd las ciencias bioldgicas basandose en que todos los
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organiemos elacionados por ancestros comunes. Las clasificaciones bioibgicas deben, en
ol contexto d:wir“nn'nno reflejar l::istoriudo estos ancestros comunes. Aclaremos este punto con
mmUmmanMimwaqnunmdﬂbumhpmcldo.un lagarto
qmaumgﬁn.Jmmonmm”wm.qwﬂogonémmo, el cocodrilo
umhm(umhmmonb).hmqndMndmdondlalammm
del sistemético (Gauthier et al., 1968).

ENFOQUE MORFOLOGICO

Los caracteres moriolégicos representan un subconjunto del tolal de caracteres presentes en
unindividuo. Haciendo uso de fosiles y ejemplares coneervados en museos, los estudios morfolégicos
utilizan la informacién acumulada por cientos de aftos (Arratia, 1987; Cannattela, 1985; Gaffney,
1975, 1979; Gauthier et al., 1988; Kemp, 1962) y proveen informacién ontogenética, necesaria en
muchos casos para comprender la evolucion o polaridad de los caracteres con que se trabaja (De
Queiroz, 1985; Fink, 1982; Kluge, 1985, 1988). Los datos morfolégicos son codificables en estados
discretos de caracter. ej. presente o ausents, y estructuras con forma X o Y, es decir estados de
caricler no continuos. Actusimente, la obtencién de sinapomorfias (caracteres derivados y
compartidos) de datos continuos es problemdtica. Los caracteres morfolégicos ofrecen un claro
concepio de homologia, refiriéndose a caracteres derivados de un ancestro comin. Esto facilita el
reconocimiento de sinapomorfias las cuales son elementios bésicos de las clasificaciones flogenéticas.

Por Gitimo, pero no por ello de menor importancia (especiaimente para bidlogos y estudiantes
latinoamericanos con limitados presupuestos asignados a investigacion) otras tres caracteristicas
de los estudios morfolégicos son: 1.- utifizacién de equipo minimo, 2.- las técnicas de trabajo son
relativamente econdmices, y 3.- los datos son de obtencion rapida.

ENFOQUE MOLECULAR

Primero analizaremos en forma giobal las ventajas y problemas del enfoque molecular,
seguidamente presentaremos cada una de las técnicas desarroiladas en los Ultimos afios. Las
secuencias de ADN proveen el mayor nimero de caracteres independientes aplicables en analisis
fogenéticos en un gran espectro de iempo, en teoria desde el origen mismo de la vida. En sigunas
especies esta cifra aicanza los 400 triflones de caracteres (Hillis, 1987) y s6lo una pequefia fraccién
ha sido utiizada. Actueimente se halla a disposicién (Gen Bank, version 55) la informacién de
aproximedamente 20 millones de peres de bases, cifra que se duplica cada afto. Las técnicas
moleculares requieren de tejidos frescos o congelados, elminando la posibilidad de utilizar
ejempiares conservados en musecs o fosiles. La polarizacién de los caracteres no se puede realizar
- través de comparaciones onogenéticas ya que en general los datos moleculares carecen de
informacién ontogenética. Ademis, estas técnicas presentan problemas ain no resusitos en las
bunMeuydomobdobghdomM,yroqubnnunammooonémlooudomitdo una
mayor intensidad de trabejo.

ums«mmww«.«um opiadas para algunos proble-
mas pero incorrectas pere otros. Queremos recordar que nuestro 3:::« se Ilm‘l’t‘- a la'gapncaciomo

moloqduuonsisbmiﬂoayﬂlog«ia,yquod i andlisis ina ol
- - - siguiente puede ser inapropiado si no se

Electroforesis de proteinas:

Eshlbmicahnumdolupﬁnuumotoddogiudounoﬂadu (
. d y o8 (bl para problemas que
van desde andlisis a nivel poblacional (Avise, 1974; Buth, 1984; Selander y Whittam, 1983) hasta
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la reconstruccion de filogenias de taxa cercanoce (Avise et al., 1960; Fisher y Whitt, 1979; Simon,
1979). Por ejemplo, Echelie ot al. (1963), realizaron un estudios en el género Menidia con el objeto
de clarificar el status de dos especies (beryfiina y peninsules). Los datos electroforéticos indiceron
la existencia de una nueva especie unisexual, M. clarckhubbei, y su origen hibrido a partir de M.
beryliina y un ancestro similar a M. peninsuise. Finaimente se eiabord una hipbiesie de la filogenia
del género. La electroforesis de proteines se destaca por ser la técnica més econdmica, fécil de
aprender, y por producir datos discretos al utilizar cada locus como un carécter y sus alelos como
los estados del cardcter (Buth, 1984). Algunos autores han utilizado ios alelos como caracteres
(Mickevich y Johnson, 1978), peroc en general los alelos representan formas de expresiotn de un
mismo locus y no pueden considerarse caracteres independientes en los andlisis fllogenéticos.

Sin embargo, esta técnica subestima la diversidad molecular al ser splicable a un limitado
numero de genes y los datos provenientss de diferentes isboratorios son de dificil comparacion por
su suceptibilidad a variaciones en las condiciones de trabejo. Aquadro y Avise (1082) al veriar las
condiciones electroforéticas (ef. variacién de pH, en los geles, en los buffers, en la temperatura, uso
de diferentes medios, etc.) obtuvieron diferente nimero de electromorfos (en dicho estudio se peséd
de sélo reconocer 8 electromorfos a identificar 35). Esto se conoce como “variacién ocuita” (=hidden
variation).

Al analizar los datos electroforéticos se puede optar por uno de dos caminos: se pusden
incorporar datos de frecuencias genéticas en medidas de distancias genéticas, o se usan ios datos
directamente en estados discretos (ef. presente/ausente). Aigunos autores consideran que los
datos de frecuencia no tienen informacion filogenética (Farris, 1985) y sugieren su eliminacion de
los estudios filogenéticos. Las frecuencias génicas se utikzan para estimer varias medidas de
distancia genética, la més usada en sistemética es la distancia genética de Nei (Nei, 1972). La Tabla
| ilustra los problemas pianteados al utilizer la distancia genédtica de Nei.

Tabia |. Medidas de distancia genética aplicando Nei. L = locus, A = aliele

Ejemplo A Ejempio B
L A Casot Caso 2 L A Casol Caso 2
X | 4 w Z X Y w Z
1 a 1.0 1.0 0.5 0.5 1 fal 1.0 1.0 1.0 oo
b om—- o 0.5 0.5 b eons oo e 1.0
2 a 05 ees 10 —on 2 a 0S5 e 05 05
b 0s e oo e b 0.8 = 0s 0.8
(-] oeoe 0S8 oo = -] == 0Ss o= o
d e 08 - 10 d D 05 oo ———
3 a 0.8 —- 08 05
b 05 — 08 08
] ese 0Ss - R
d e 0S8 — oeon
Caso 1. Nei D = 0.41 Caso 1. Nei D = 0.693
Caso 2. NeiD = 1,10 Caso 2. Nei D = 0.693

En ol ejempio A dos pares de especies (X-Y, W-Z) con dos loci cada una son idénticas en un
locus y diferentes en el otro. Dirlamoe que la distancia genética entre las especies en ambos casos
s la misma, pero aplicando la férmuia de Nei cbtenemos valores diferentes. En el ejemplo B ocurre
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bmb.Endcnoi,hodoonpodnaonidhuoquIocmydfonmuonloootmodoobd.
mientras que en el caso 2 las dos especies difieren en sélo un loous. En el caso 1 la divergencia
WmmmndoZMyondeaoZdovadoloobd.poroap“candoNoiobtonomos
valores idénticos de 0.693. Loe valores de Nel de estos ejempios nos llevarian a conciusiones
equivocades sobre la distancia genética entre las especies. Una posible solucién a este problema

fue propuesta por Hills, (1984).
Técnicas cuantitatives.-

Entre ias técnicas cuantitativas se destacan la comparacién de proteinas usando métodos
inmunolégicos (Champion et al., 1974; Friday, 1960) y la comparacién de écidos nucleicos a través
de hibridacion (Brownell, 1983; Houde, 1987; Sibley y Ahiquist, 1983, 1987; Templeton, 198S5).

La facién por micro-complementacién (FMC), desarroliada en los afics 60, es la técnica
inmunolégica mas usada (Cadle y Gorman, 1961; Maxson y Maxson, 1986; Maxson y. Szymura,
1084). Esta estima la divergencia enire dos taxa en unidades de distancia inmunolégica (D.1.) a
travée de la cantidad de complemento utilizado (fijado) en las reacciones de reconocimiento
especifico entre antigencs y anticuerpos. La FMC presenta 3 problemas principales. Primero, los
valores de D.|. asumen una constancia en la evolucién molecular (reloj molecular biolégico) que es
muy debatida en el presente. Ademis, el tiempo de divergencia entre las especies se estima
indirectamente, utilizando como indicador el registro fésil o intervaios de confianza de baja precisién
(Fig. 1). Los otros dos problemas se refieren a la replicabifided y reciprocidad de loe experimentos.
Se ha cuestionado la replicabliided de Ias condiciones de trabajo de estos experimentos. La
reciprocidad se reflere a que al obtener un valor de divergencia de 10 D.. entre el antigeno de la
especie Ay el anticuerpo de la especie B se debe obtener un valoridéntico al realizar el experimento
reciproco (anticuerpo de A - antigeno de B). Esta reciprocidad a veces no se cumple y en aigunos
estudios no se realizan los experimentos reciprocos.

95 %
§ . ! . )

“f = a -

F .o

3 A

Valores il _,..--‘§ »
d e . lf - LI} . : w\"":“ ;
D . l . P, ; = ‘.‘,p"ﬂ*
‘.“‘ ! - :..#‘."";# »
:"f .-:"F‘ -~
e

Millones de aftos

Fig. 1.- En este ejempio hipotétioo, la estimacién del tlem :
4 po para el 0 a utilizando inte
confianza de 95% reswita ser entre 20 y 100 miliones de .f:,._ punt intervalos de
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Los estudios de hibridacién de ADN, se basan en la temperatura de seperacion y reneturalizacién
de cadenas de ADN hibrido. La separacién de las cadenas a temperaturas reiativaments bajas
indica una gran diferencia en el contenido de bases y un mayor gredo de divergencia entre las
especies. Esta técnica permite obtener datos en un tiempo relativamente breve, pero presenta los
mismos problemas de jas téonicas inmunoiégices.

Las técnicas cuantitativas (y ia sistemética molecular en general) requieren de mayor cuidedo
en ol uso del término homologia. Homologias pueden surgir via especiacién, entonces hablamos
de ortologia y corresponde al conceplo tradicional de homologia. Pero homologias también pueden
surgir via duplicacién génica, llamada paralogia, o a ¥avés de invaeién genética (ef. retrovirus) y se
denomina xenologia (Patierson, 1987). Los biblogos molecuiares no sistem éticos, utiizan el érmino
homologia para indicar similitud ya sea ésta ¢l resuitado de deecendencia comin o de convergencia.

Mapas de restricciéon

Estos estudios se basan en el reconocimiento de ciertas secuencias de ADN por endonuciessss
especificas y producen datos discretos que son Utiles para estudios desde nivel poblacional hasta
reconstruccion de filogenias relativamente antiguas (Cann et al., 1967). Se pueds trabajer con ADN
mitocondrial (MtADN) o nuclear, siguiendo asi herencia materna o mendeliana respectivamente. El
mtADN es de amplia distribucion en la escala zoolégica, posee caracteristicas comunes que facilitan
su aislamiento e identificacién, y no presenta mayor complejidad genética (Avise et al., 1967; Moritz
etal., 1987). Estas caracteristicas, y su estricta herencia materna, hacen del mtADN un instrumento
ideal para estudiar problemas de hibridacién, fiujo génico, biogeografia, eventos de colonizacién,
y filogenia (Avise et al., 1984; Brown, 19683; Carr etal., 1987; Kessiery Avise, 1985; Spolskyy Uzzel,
1986, Wright et al., 1983).

Del ADN nuciear, ol ADN ribosémioco (rADN) ha sido recierfemente utiizado en estudios sistemadticos
(Appeis y Dvorak, 1982; Hilis y Davis, 1986, 1987; Wiison et al., 1984). El rADN consiste de un conjunto de
unidades repetidas, cada unidad presenta regiones conesrvadas que alleman con regiones de evolucion
mis répida (Cortadas y Pavon, 19682; Tanhauser et al., 1988). Las secuencias conservades codificen pera
los rRNA (18s, 5.8s, y 28s) y su evolucion esth imitada funcionsiments por la estruciura secundaria que
deben formar (Wheeler y Honeycut, 1988). Las regiones con mayor tasa de evolucién cormesponden a
secuenciasque notranacriben o secuencias que son eliminadas luegode la ranecripcién. Estas secuenciss
con difereries tasas de evolucion proveen informacién que abarca un gran espectro de lempo. B rADN
forma una familia de ADN aitamente repetitivo (Britien y Kohne, 1968) lo que faciila su identificacion,
clonaciény purificacidn, y les unidades ribosomales evalucionan en forma concertada (o see homogensidad
intraespecifica y heterogeneidad interespecifica) (Dover, 1982; Dover y Coen, 1961). Bl ADN cloropléstico
(cpADN) en plantas ofrece aplicacionee similares a las deecritas para ¢l rDNA (Curtis y Clegg, 1984; Paimer
ot al., 1963; Paimer y Zamir, 1982; Zurawshi y Clegg, 1987).

Las técnicas de restriccion son de costo relativamente aitos y requisren una intensa dedicacion
por parte de los investigadores. Entre los punios no resueitos en la metodologia de andlisis se
destaca el problema de la ganancia versus la pérdida de sitios de restriccion. Por ejempio, una
secuencia con 6 pares de bases reconocida por una endonucieasa tiene 18 posibilidades de ser
pérdida (Fig. 2). Cuaiquier combinacién que inciuya la sustitucién de una de estas 6 bases, ocasiona
la pérdida del sitio de reconocimiento. Una vez perdido este sitio, existe una sola sustitucién posible
para recuperar dicha secuencia. Se deduce entonces que es mucho mias comin perder que ganar
(18 &8 1 en nuestro ejempio) sitics de reconocimiento enzimético. Se ha sugerido utilizar ¢l concepto
de parsimonia de Dollo (DeBry y Slade, 1085; Templeton, 1983a, 1983b) que asume que la
posibiiidad de perder sitice es infinitamente mayor que la de ganar. Este camino sobrepeea les
ganancias, lo cual puede evar a conclusionee eréneas en reconstrucciones fllogenétices si

ocurren ganancias paralelas (convergencia).
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GCATTC GTATTC GGATTC

CAATT ACTTC
TAATT?% %Amc

GAATTF—— —GAAATC

GAATT // \ AACTC

GAATTA AAGTC
GAATGC GAATCC GAATAC

Fig. 2.- Representacién de las 18 posibles cambios que pusden ocurrir como consecuencia de una
sola sustitucion en un siio de reconocimiento enzimético compuesto por 6 bases. Cada uno de estos

cambios llevan a la pérdida del sitio de reconocimiento.

3

La secuenciacion directa del ADN puede ser aplicada a todos los aspectos de las investigacio-
nes sistemdticas, a pesar que se ha utilizado principaimente para reconstrucciones fllogenéticas
(Bremer, 1988; Field et al., 1988; Goodman et al., 1985; Miyamoto et al., 1987). Considerando cada
par de bases como un carécter independiente se obtienen un gran numero de datos codificables en
estados discretos. La principel desventaja es el extremado costo y dedicacién que requiere.
Ademds, hay que tener cuidado con la identificacién de homologias no ortélogas. A pesar que cada
par de bases se considera un carécter independiente, a veces no lo son. Por ejemplo, en el caso
de una secuencia de ADN ribosomal que al transcribirse en ARN ribosomal forma estructuras de
asas, cuaiquier cambio de un nucléotido a la altura de la base del asa (Fig. 3), produciré un cambio-
correspondients para mariener la estructura secundaria, 0 sea que si estos cambios se consideran
independientes serin contados doblemente,

va
A A
G o
¢ U  res
c ¢ :
v
ce -
oc
ce
AU
ac
AU
UA
ac
ce -
ec | L
e AUGGCUAUACCUUS ¥ A UGCUAGCOUUANUAGG e

Fig. 3.- Estructura secundaria del rARN. La sustitucion de un nucledtido en la secuenciade ADNque

brmuihbasoddmddARNwﬁacompMddcambiooormpondom.ddnucbbﬂdo
opuesio para mantener esta estructura secunderia.
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CONCLUSIONES

Desde el punto de visia atomista, cada individuo es el producto de una combinacién de
caracteres de diferente naturaleza. Enios estudios sisteméticos, ics mejores resultados se cbtisnen
al utilizar el mayor nUmero de caracteres posible. El uso de datoe morfolégicos y moleculares en
combinacién ofrece excelentes posibilidades de rabsjo. Andlisis integrados de datos morfolégicos
y moleculares han sido escasos, pero su incremento en la Giima década es claro y bien recibido por
ia comunidad cientifica. La larga historia de acumulacién y andlisis de informacién morfolégica
provee el marco de referencia necesario e indica los problemas ain no resueiios que pueden ser
abordados con técnicas moleculares. La sistematica molecular surge como consecuencia del
desarrolio de nuevas metodologias y tecnologias de alta precision que caracterizan la segunda
mitad de este siglo.

Ambos enfoques, el morfolégico y el moleculer, presentan ventajas particuleres, pero también
ambos plantean problemas al realizar los andlisis. L os resultados obtenidos dependerin de la forma
on que se colecten y analicen los detos, y no de caracteristicas intrinsicas de los datos. Es decir que
la carencia de una metodologia de andlisis rigurosa afectard a ambos datos por igual.

Sin desconocer el aporte ¢ impacto que las técnicas moleculares han tenido en el campo
sistemético, creemos que se debe continuar estimulando los estudios morfolégicos debido a su total
vigencia. Las técnicas moleculares son Utiles para resolver problemas sistemiticos ya que se
pueden aplicar a un gran espectro de iempo (Fig. 4). Esto no significa que estas lécnicas son de

a BILLONES DE ANOS
) 1 ] 3 4

ALLOZIMAS
INMUNOLOGIA

ADN HYBRIDACION
RESTRICCION mtADN |
RESTRICCION rADN

SECUENCIACION
b MILLONES DE AROS
Q_23p sp Tp 1po
ALLOZIMAS
INMUNOLOGIA
ADN HYBRIDACION Fig. 4.- a. Grétfica del espec-
fro de tiempo al cual se pue-
RESTRICCION mtADN den aplicar las diferentes téc-
nicas molecuiares, b. la mis-
RESTRICCION rADN -~ - — =

SECUENCIACION tiempo més reducido.



26 BOL. SOC. ZOOL. URUGUAY (28 époas) [Vol. 8
(Act. V Reun. bbercam. Cons. Zool. Vert.)

igual utifided en cada problema. Si se trabaja con taxa ceroanaments relacionados lo mas apropiado
y electivo es utilizar electroforesis de proteinas. En caso de encontrar beja diversidad electroforética
al enfrentar problemas de hibridecién o flujo genético, se puede optar por utiiizar ADN mitocondrial.
Por ol contrario si se encuentra una aita dversided que hacs imposible los andlisis, se puede trabajar
con téenicas cuantitativas, o buscar genes con caracteristicas mas conservadas y en este caso el
ADN ribosbmico es una macromolécula ideal. Finaimente la secuenciacion directa de ADN se puede
aplicar a todos los niveles de andlisis, pero por sus caracteristicas es mas apropiado para estudios

de taxa no relacionados cercanaments.
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