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CONFER ENC IA 

MORFOLOGIA Y MOLECULAS: BASES COMPLEMENTARIAS OE LA 
SISTEMA TICA MODER NA 

Rafael 0. de Sa• y David M. Hints• 

RESUMEN 

El augede las tknicu molecular .. en laa u "maadoa d6eadu ha traldo nuev09 .,toques en &a. estuc1os 
sistematicos. Aquf pres.ntaremos una revisi6n del uso, lu aplicaciones, y los problemas de las principeJes 
metodologlas de trabajo. Cada una de estas tjaijeu es aplicable a algl.ll09 prob6emas • inaprq:>iada para otros, 
yes Important& entender laa supoaieionee y llmitaeiones de cada t6cnica. Condulmo9 que el uso combinado de 
los enloques morfol6gicos y molecular• otcxga mejor reeoluci6n a los problemas s~. 

ABSTRACT 

The development of molecular techniques during the last two decades ha brought new awroaches to the 
analysis of systematic problems. Here we pr&Mnt a review of the uses, applca1:ions, and problems at eacn at 
the major different methodologies. Each technique is us«ul f« some problems ~ lnawopria for others, and 
it is important to realize the &SSU1t1>tions and limitations of eacn technique. We argue that. combined approach 
of morphological and molecular techniques providee tM beet rMOlutlon of systematic problems. 

INTROOUCCION 

La ciencia de la clasificaci6n despert6 intents desde los tiempos de Arist6teles. Esta cienc:ia no 
ha permanecido estatica sino que ha renovado y reevaluado sus bases filos6ficas c eando una 
metodologia de trabajo estrlcta. 

Los estudios morfol6gicos, embiol6gieoe y de anatomla oomparada, han 'do pioneros y 
fundamentales en la bUsqueda de las relaciones evolutivas de los organismos. La s· matica de 
este siglo se caracteriza por el desarrollo de clasificaciones buadas en las relaciones geneal6gicas 
de los organismos (excepto la escuela fenetica que agrupa organismos en base a semejanza 
estrictamente fenotfpica). En las ultimas dos decadas dos cambios princip es han modificado la 
ciencia de la clasificaci6n: 1.· el desarrollo de la sis matica filog netica, y 2.· la ap caci6n de 
tecnicas moleculares en sistematica. Sobre el primero hay abundante literature (Hennig, 1968; 
Eldredge y Cracraft, 1980; Mayr, 1974;Wiley, 1081, 1986; Farm, 1983;y trabajos a I crtados). En 
este trabajo nos referiremos al segundo de estos cambios. 

Como sistematicos que trabajamoe diariamen •con datos morfol6gicos y moleculares. consi
deramos ambos enfoques complementarlos y crMmos errOn.o el comun debate sobre la superio
ridad de uno u otro metodo. Ambos ofrecen ventajes y desventaja.s. ~ro los mejores r u ados se 
obtlenen al utlllzartos en comblnaci6n (Colt ... 1980; H' tis, 1087; H Jr y de S-. 1 ~; Goodman et 
al., 1987 Mlchvich y Johnson, 1 Q76; Miyamoto, 1 QSI). Comenzaremos por defin r en que consist• 
el trabajo del sistematleo. Algunoa colega• cientlficos posMn la imp,..si6n que trab ·ar en 
sistematica consist• en encontrar y des<:ribir nuevoe taxa. sin realiz.ar ningun otro aport• al campo 
de la biologla. La descripci6n de nuevos Wea es casi exclusiva en el trabajo del s' matk:o ~ro su 
aporte no finallza alll. La teorla evofutiva unifieO las ciencias biol6g cas basandose en que todos los 
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estan r faetonados por ancestros comunes. Lu clasiflcaciones biol6glcas deben, en 
xto darwiniano, ref! ar fa historia de estos ancestros comun . Aclaremos est• punto con 

un •i pto. Una per90na sin tormaet6n cientifica dirfa que un cocodrilo es ma~ parecldo a un lagarto 
qu. 8 una g 'na. Justamente n mostrar que v rd deram nt , que filogeneticamente, el cocodrilo 

9 m · 1 ( 9 m s C«cano evolutivamente) a la galllna qu• al lagarto es dond• radlca la funcl6n 

del s· atico (G uth' et al., 1988). 

ENFOOUE MORFOLOGICO 

Los caract res morfologicos representan un subconjunto d•I total de caracteres presentes en 
un indviduo. Hactendo usode f6sil y ejemplares conservados en mus.os, los estudlos morfol6glcos 

lizan la informac16n acumulada por cientos de alios (Arratia, 1987; Cannattela, 1985; Gaffney, 
1975. 1979; Gauth1 r et al., 1988; Kemp, 1982) y proveen informaci6n ontogenetica, necesaria en 
muches casos para comprender la evoluci6n o polaridad de los caracteres con que se ti:abaja (De 
Ou roz. 985: Rnk. 1982 ; Kluge. 1985, 1988). Los datos morfol6gicos son codificables en estados 
discretos de caracter, ej. present• o ausente, y estructuras con forma X o Y, es decir estados de 
carac er no con ·nuos. Actualmente, la obtenci6n de sinapomorffas (caracteres derivados y 
compart:dos) de datos continuos es problematics. Los caracteres morfol6gicos ofrecen un claro 
concepto de homologia. refiriendose a caracteres derivados de un ancestro comun. Esto facilita el 
econoamientode sinapomorff as las cuales son elementos b8sicosde las clasificaciones filogeneticas. 

Por u 'mo. pero no por ello de menor importancia (especialment• para bi6logos y estudlantes 
atinoamencanos con limitados presupuestos asignados a investigaci6n) otras tres caracterlsticas 
de los estudios morfol6gicos son : 1.- utilizaciOn de equipo mfnimo, 2.- las tecnicas de trabajo son 
relativamente econ6micas, y 3.- los datos son de obtenci6n rapida. 

ENFOOUE MOLECULAR 

Primero analizaremos en forma global las ventajas y problemas def enfoque molecular, · 
segtidamente presentaremos eada una de las tecnicas desarrolladas en los ultimos al'los. Las 
secuenciu de AON proveen el mayor numero de caracteres independientes aplicables en anallsis 
logene 'cos e un gran espectro de tiempo, en teorla desde el origen mlsmo de la vida. En algunas 

espec1es esta crfra alcanza los 400 trillones de caracteres (Hillis, 1987) y s61o una pequefia fracci6n 
sido utinzada. Actualmente se halla a disposici6n (Gen Bank, versi6n 55) la informaci6n de 

apro ·madamente 20 millones de pares de bases, cifra que se dupllca cada al'lo. Las tecnicas 
moleculares requieren de tejidos frescos o congelados, ellminando la posibilidad de utilizer 
e19mplares conservados en museoe o f6silea. La polarizaci6n de los caracterea nose puede reallzar 
a traves de comparaciones ontogeneticas ya que en general los datos moleculares carecen de 
informaci6n ontogenetica. Ademas, eatu tecnicu presentan problemas aun no resueltos en fas 
bues loeOflcas Y de metodologla de anallsls, y requleren un alto costo econ6mico ademaa de una 
mayor int.nsldad de trabajo. 

La 8ietematlca m<>*:ular engloba varies tecnic:a de trabajo apropladas para algunoe probl•
mas pero 1ncorrectu P~~ otros. Oue~emos recordar que nuestro lnteres se llmita a las apllcaclonea 
mo~utar en sis miltica y filogen1a, y que el siguient. an&lisis puede ser inaproplado sl no se 
ma •ne en dicho contexto. 

Electroforesis de protefnas: 

Esta lien~ ~u• u~a de las p~meraa metodologfu desarrolladaa yes Utll para problemas que 
van dftde anal a mvel poblecionaJ (AVIM, 1974; Buth, 1984; Selander y Whittam, 1983) h sta 
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la reconstrucci6n de filogeniaa de taxa cercanoe (Avlse et al., 1980; F1Sher y Whitt, 1979; Simon, 
1979). Por ejemplo, Echelle et al. (1983), realizaron un estudios en el genero Menidilt cone objeto 
de clarificar el status de dos especies (beryl/Ina y peninsula•). Los datos eleclroforeticos indicalon 
la existencia de una nueva • pecie unia.xual, M. clarckhubbsi, y su orig n hfbrldo a pertir de M. 
beryl/Ina y un ancestro similar a M. penin•ulae. FinaJmente se elabof6 una h'p6 d• la filog ·a 
del genero. La electroforesis de protelnu se destaca por ser la teenica mh econ0mica, facll de 
aprender, y por produclr datos discretos al utilizar cada locus como un caracter y sus aleios como 
los estados del caracter (Buth, 1984). Algunos autores han utillzado los alelos como caracteres 
(Mlckevich y Johnson, 1976), pero en general loe alelos representan formas de expreslOn de un 
mismo locus y no pueden considerara. csracteres independientes en los anatisis filogeneticos. 

Sin embargo, esta tecnica subestima la diversidad molecular al ser aplicable a un lim1tado 
numero de genes y los datos provenientes de diferentes laboratorios son de diffcil comparact6n por 
su suceptibilidad a varlaciones en las condiciones de trabajo. Aquadro y Aviae (1982) al varier las 
condiciones electroforeticas ( ej. variaci6n de pH, en los geles, en los buffers, en la temperatura, so 
de diferentes medios, etc.) obtuvieron diferente nl1mero de electromorlos (en dicho estucfo se pas6 
de s61o reconocer 8 electromorfos a identificar 35). Esto se conoce como "variaci6n oculta" (-hidden 
variation). 

Al analizar los datos electroforeticos se puede optar por uno de dos caminos: se pueden 
incorporar datos de frecuenciaa geneticaa en medidas de distancias geneticas, o se usan los datos 
directamente en estados discretos (ej. presente/ausente). Algunos autores consideran que los 
datos de frecuencia no tienen informaci6n filogenetica (Farris, 1985) y sogieren su e 'minac10n de 
los estudios filogeneticos. Las frecuencias genicas se utilizan para es 'mar vana.s medidas de 
distancia genetica, la mas usada en sistematica es la distancia genetics de Nei (Nei, 1972). La Tabla 
I ilustra los problemas planteados al utilizer la distancia genetics de Nei. 

Tabla I. Medidas de distancia genetica aplicando Nei. L - locus, A - a • e 

EjemploA 
L A Caso1 

x 
a 1.0 
b 

2 a 0.5 
b 0.5 
c 
d 

Caso 1. Nei D - 0.41 
Caso 2. Nei D -1.10 

y 

1.0 

0.5 
0.5 

Caso2 

w z 
0.5 0.5 
0.5 0.5 

1.0 

1.0 

Ejemplo B 
L A Caso1 

a 
b 

2 a 

3 

b 
c 
d 

a 
b 
c 
d 

x 
1.0 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

Caso 1. Nei 0 - 0.603 
Caso 2. Nel 0 - 0.603 

y 

1.0 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

w 
1.0 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

Caso2 

z 

1.0 

0.5 
0.5 

0.5 
0.5 

En el ejemplo A d09 pares de •specie• (X-Y, W-Z) con doe loci cada una son Id nt en un 
locus y dif r ntes en el otro. Olrlamos qu. lad' tancia gene ca entr las• pecies en ambos ca 
eslamlsma,peroapllcandolafOrmuladeNeiobt n moevaloresd' r nt ... Enel e mploBocurre 
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lo eontr rlo. En l cuo 1, las dos es~• son i~tlcas en 1 locus y diferentes en los otros dos locl, 
tru que en el caso 2 las dos • peciea difieren en s6lo un locus. En el caso 1 la dlvergenoia 

g ntre las .species es de 213 yen el cuo 2 de V3 de los loci, pero aplloando Nel obtenemos 
valor s ~ntioos d 0.693. Los- valor•• de Nel de estos •i•mplos nos llevarfan a oonoluslones 
equivocadas sobr• la distancia genetlca entr• las •species. Una posibl• soluci6n a est• problems 
fue propues por H ms, (1 984). 

T &cnicas ouantitatlvas. -

E las tecnioas ouantitativas se destaoen la oomparaoi6n de protelnas usando metodos 
unol6gioos (C ampion et al. , 1974; Friday, 1980) y la oomparaci6n de iloidoa nuoleloos a travb 

de hibridaci6n (Brownell, 1983; Houde. 1987; Sibley y Ahlquist, 1983, 1987; Templeton, 1985). 
La 'aoi6n por micro-oomplementaoi6n (FMC), desarrollada en los atlos 60, es la tecnica 

inmunol6gica mas usada (Cadle y Gorman, 1981; Maxton y Maxson, 1986; Maxson y.Szymura, 
1984). Esta astima la divergencia entre dos taxa en unidades de dlstanoia inmunol6gica (0.1.) a 

aves de la oantidad de oomplemento utilizado (fljado) en las reaociones de reoonocimlento 
especifioo entre antlgenos y antiouerpos. la FMC presenta 3 problemas prinoipales. Primero, los 
valores de 0.1. asumen una oonstanoia en la evoluoi6n molecular (reloj molecular biol6gioo) que es 
muy debatida en el presente. Ademas, el tiempo de divergenoia entre las espeoies se estima 
indirectame . utilizando como indicador el registro f6sil o lntervalos de oonfianza de baja preoisi6n 
(Fig. 1 ). Los otros dos problemas se refieren a la replicabilidad y reoiprocidad de los experimentos. 
Se ha cues 'onado la replicabilidad de las oondiciones de trabajo de estos experimentos. La 
eoiprocidad se refiere a que al obtener un valor de divergenoia de 10 0.1. entre el antlgeno de la 

espec' e A y el anticuerpo de la espeoie B se debe obtener un valor ldentieo al realizer el experimento 
eolprooo (anticuerpo de A- antfgeno de B). Esta reciprocidad a veoes nose oumple yen algunos 

estudios nose realizan los experimentos reolprooos. 

Va l ores 

de 
D.I. 

0 40 80 120 

Mlllones de anos 

Fig. 1.- En este eiemplo hipotetico, la estimaoi6n del tlempo para el punto a utillzando intervalos de 
oonfianz.a de 95% r..uta ser entre 20 y 100 mlllones de atlos. 
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Los •studios de hibridaci6n de AON,•• ba.san en la temperatura de .. paraci6n y renaturalizaciOn 
de cadenas de AON hibrldo. La .. paraci6n de las cadenaa a temperaturas relativamente bajas
lndica una gran diferencla en el contenido de bases y un mayor grado de diverg ncia en1re 
especies. Esta ti1cnica permit• obtener datos en un tiempo relativam•nt• breve, pero prnenta los
mismos problemas de las tecnicu lnmunol6gicu. 

Laa tecnicas cuantitatlvas (y la siatemttica molecular en general) requieren de mayor cuidado
en el uso del t9rmino homologla. Homologlu pueden surgir vfa especiaci6n, entonces hablamos
de ortologla y correspond• al concepto tradicional de homologfa. Pero homologfu tambien pueden
surglr via duplicaci6n genica, llamada paralogfa. o a traves de invui6n genetic& (•J. retrovirus) y se
denominaxenologia (Patterson, 1987). Losbi61ogosmoleculare:snos' maticos, utilizanel ermino
homologfa para indicar similitud ya sea ht& el resultadode deacendencia comun ode convergencia. 

Mapas de restricci6n 

Estos estudios se basan en el reconocimientode ciertas secuencias de AON por endonucleasas
especificas y producen datos discretos qu• son Utiles para .studios deade nivel poblacional hasta
reconstrucci6n de filogenias relativamente antiguas (Cann et al., 987). Se puede trabajar con AO 
mitocondria l (mtAON) o nuclear, siguiendo asf herencia materna o mendeliana respectivamente. El 
mtADN es de am plia distribuci6n en la escala zool6gica, posee caracterlsticas comunes que fac an
su aislamiento e identificaci6n, y no presenta mayor complejidad genetica (A vise et al., 1987; Moritz 
et al., 1987). Estas caracterfsticas, y su estricta herencia mate ma, hacen del mtADN oo instn..me o 
ideal para estudiar problemas de hibridaci6n, flujo geni<:o, biogeografla, eventos de colonizac:i6n, 
yfilogenia (Avise etal., 1984; Brown, 1983;Carretal., 1987;Kesslery Avise, 1985;Spolsky y Uzze •
1986, Wright et al. , 1983). 

Del AON nuclear, el AON ribo96mioo (rADN) ha sido recientemente utilizado en est! dos · 8tioos 
(AppelsyDvorak, 1982;Hi isyDavis, 1986, 1987; Wil9onetal., 1984). SrADNoonsistedeun~de
unidades repetidas, cada unidad presents regiones conaervadas que man con regioc ies de evduci6r'l 
mas rapida (Cortadas y Pa\'00, 1982; T anhauser et al., 1986). Las secuerrias oonservadas codifican para 
los rRNA (18s. 5.8s, y 28s) y su evoluci6n est& &mitada fl.nc:ionalmente por la estrud1.n sea..rdaria que 
deben formar (Wheeler y Honeycut, 1988). las regiones con mayor tasa de eYOk.JciOn oorT9SpOf'lden a 
secuenciasque notranscriben o seruenciasque son e iminadas luegode la transcripci6n. Estas sec:uencias 
con diferentes tasas de evoluci6n proveen informaci6n que abarca ll1 gan espectro de · mpo. 8 rADN 
forms una familia de AON altamente repetitivo (BrittBn y Kohne, 1968) lo que su identificaci6n, 
clonaci6n y purtficaci6n, y las unidades ribo9omales eYOluc:ionan en formaoonoertada ( o99a homogeneidad
intraespecifica y het rogeneidad interespeeffica) (Dover, 1982; Dowry Coen. 198). 8 AON ctoropl8.stic:o 
( cpADN) en plantas ofreoe aplicaciones similares a las desaitas para el rDNA (Curtis y Clegg. 1984: P er
et al. , 1983; Palmer y Zamir, 1982; Zurawshi y Oegg, 1987). 

Las teen leas de restrlcci6n son de costo relativamente altos y requieren una in nsa dedicaci6n
por parte de los investigadores. Entr• los puntos no resueltos en la metodologla de 1s1S se
destaca el problems de la ganancia versus la perdida de sitios de restricci6n. Por ejemplo, una
secuencla con 6 pares de bases reconocida por una endonuc asa tie,,. 18 posib' 'dades d ser
perdida (Fig. 2). Cualquier combinaci6n que incluya la sustituciOn de ooa de estas 6 bases, ocasiona
la perdida del sit lo de reconocimiento. Una wz perdido est• sitio, exist• una so1a s.ustituci6n posjble
para recuperar dlcha secuencia. Se deduce entonc.s que es mucho mas comlin perder que ganar
(18 a 1 en nuestro ejemplo) sltios de reconoclmiento enzimatico. Se ha sugerido uti ur el concepto
de parsimonia de Dolio (DeBry y Slade, 1985; Templeton, 1983&, 1983b) que asume que la 
posibllldad de perder sltlos es lnflnltam nt• mayor que la de g . Est• cam'no sobr pesa s 
ganancias, lo cual puede llevar a conclualones err6neas en reconstruccione logen'ticas si
ocurren ganancias paralelas (convergencia). 



SOL. SOC. ZOOL. URUGUAY (21 epoea) 
(Act. V Reun. lberoam. Cons. Zool. Vert.) 

GCA~GTATTC GGATTC 
CAATT°"-."- /~ACTTC 
TAATT~ ~ATTTC 
AAATTO--- --GAATTC::::,_-GAGTTC 

GAATTT--::::::::~ ~~AAATC 
GAATTG-"""' ~ ~ '--GAACTC 
GAATTA AAGTC 

GAATGC GAATCC GAATAC 

(Vol. 8 

Fig. 2.- Repres ntaci6n de las 18 posibles cambios que pueden ocurrir como consecuencia de una 
sola sustitucion en un sitio de reconocimiento enzimatico compuesto por 6 bases. Cada uno de estos 
cambios llevan a la perdida del sitlo de reconocimiento. 

Secuenciaci6n 

La secuenciaci6n directa del AON puede ser aplicada a todos los aspectos de las lnvestigacio
nes sistema ·cas, a pesar que se ha utilizado. principalmente para reconstrucciones filogeneticas 
(Bremer, 1988; Reid et al., 1988; Goodman et al., 1985; Miyamoto et al. , 1987). Considerando cada 
par de bases como un caracter independiente se obtienen un gran numero de datos codificables en 
estados d'scre os. La principal desventaja es el extremado costo y dedicaci6n que requiere . 
Ademas, hay que tener cuidado con la identificaci6n de homologf as no ort61ogas. A pesar que cad a 
par de bases se considera un carilcter independiente, a veces no lo son. Por ejemplo, en el caso 
de una secuencia de AON ribosomal que al transcribirse en ARN ribosomal forma estructuras de 
asas, cualqu er cambio de un nucleotido a la altura de la base del asa (Ag. 3), producira un camblo · 
corresponcfien e para mantener la estructura secundaria, o sea que sl estos cambios se consideran 
independientes ser&n contados doblemente. 

UG 
A A 

G G 
C U CG 

C C AU 
CG CG 
UA GC 
CG AU 
GC UA 
AU AU 
UA UA 
AU GC 
CG UA 
GC 

-AUGGCUAUACCUUU U A UGCUAGCGUUAAUAGC -

Fig. 3.- Estructura a.cundar'a d I rARN. La austltuci6n de un nucle6tldo en la secuencla de AON qu• 
fOl'mara la base def aaa del ARN sere acompal\ada del cambio OOl'reapondlent• del nucl~tldo 
opuesto para man ener eata es1ructura aecundaria. 
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CONCLUSIONES 

DHd• el punto de vista atomista, cada individuo .. el producto de una combinaci6n de 
caracteres de diferente naturaleza. En los estudios siatematlcos, los mejorn resultados .. obtienen 
al uttllzar el mayor numero de caracterH poeible. El ueo de dates morfol6glcos y molec:u. " en 
combinacl6n ofre<:e excelentes poeibilidadea de trat>.jo. Anal in egrados de da oe morlol6gicoe 
y moleculares han sido escasos, pero su incremento en la ultima d9cada es claro y bien recibido por 
la comunidad cientifica. La larga htstoria de acumulaci6n y anaJlsls de informaciOn morlol6gica 
provH el marco de referencia necesario e indica los problemaa aun no resueltos que pueden ser 
abordados con tecnicas moleculares. La sistematica molecular surge como consecuencia del 
desarrollo de nuevas metodologlas y tecnologlu de alta preeisi6n que carac:tertzan la segunda 
mitad de este siglo. 

Ambos enfoques, el morfol6gico y el molecular, preseman ventajas particulares, pero tambijn 
ambos pl ante an problem as al realizar los anaJisis. Los resultados obtenidos dependerande la orma 
en que se colecten y analicen los datos, y no de caracteristicas intrlnsicas de losdatoe. Es decir que 
la carencia de una metodologla de anallsis rigurosa afectara a ambos datos por igual. 

Sin desconocer el aporte e impacto que las tecnicas moleculares han enido en el campo 
sistematico, creemos que se de be continuar estimulando toe es1udios morfol6gicos debido a su otal 
vigencla. Las tecnicas moleculares son Utiles para resolver problemas sistematicos ya que se 
pueden aplicar a un gran espectro de tlempo (Fig. 4). Esto no significa que esta.s eenicas son de 
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·gu utilidad en cada probl ma. Sise trabaja con taxa cercanament• relacionadoe lo mas aproplado
y efeetivo .s utJlizar electroforesis de protelnas. En caso de encontrar baja diversldad electroforetlca

enfrentar prob m de hibndaci6n o ujo genetico, se puede optar por utlllzar AON mltocondrlal.
Por con no st se ncuentra una alta diversid d qu• hace Im posible los anelisls, se pued• trabajar
con cuan · ativ s. o buscar genes oon caracterlsticas mas conservadas y en est• caso el 
o ribosOmlCO s una macromoi.cuta id I. Finalmente la secuenciaci6n directa de AON se puede

ao icar a todos los mveles de analisis, pero por sus caracterlsticas es mas apropiado para estudios
de t a no r ac1onados cercanamente. 
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