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INTRODUCCION A LA
EcoLoGgiA MOLECULAR

Luis E. Equiarte y Valeria Souza

a Ecologia Molecular es una novedosa y vigorosa rama de la Ecologia. De

manera resumida la podemos definir como el empleo de herramientas

moleculares para resolver problemas ecolégicos. Tal aplicacién ha abierto la
puerta para el estudio de problemas que hace pocos afos nos parecian insolubles
aunque fascinantes y centrales. Al mismo tiempo ha generado nuevas preguntas
y campos de conocimiento, tanto en lo ecolégico como en lo evolutivo.

La Ecologia Molecular se ha enfocado al uso de marcadores genéticos para
resolver problemas poblacionales, como queda claro de hojear cualquier nimero
de la revista Molecular Ecology. Y trata de resolver los problemas clasicos de la
ecologia de poblaciones: ;como definir una poblacion?; ;dénde acaba y donde
inicia?; ;cémo definir a las especies?; ;como analizar a las poblaciones hibridas?
y icudles son realmente las especies que les dieron origen?

Otros problemas clasicos dentro la Ecologia Molecular han sido su uso para
llevar a cabo analisis de paternidad, pregunta central en el estudio de la conducta,
la evolucién de los sistemas reproductivos y la seleccion sexual. intimamente re-
lacionado con el andlisis de paternidad esta la estimacién directa del flujo génico,
y en este tenor, la Ecologia Molecular rapidamente se confunde con la Genética
de Poblaciones, disciplina que le da sustento a todos los andlisis formales con
marcadores moleculares.

Adicionalmente, la Ecologia Molecular ha tratado de usar los marcadores ge-
néticos para decidir si un organismos pertenece o no a una especie, y esta idea ha
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sido llevada a niveles exquisitos en su uso en bacteriologia, donde se ha revelado
una diversidad insospechada de microorganismos, muchos de los cuales no se
habia presumido su existencia previamente (i.e., todo el dominio Archaea), ya que
no se pueden cultivar con los métodos tradicionales de la microbiologia.

Y se han abierto nuevas avenidas. Por el lado de la filogenia, la Ecologia Mo-
lecular nos puede dar elementos para realizar estudios comparativos y entender,
en un marco riguroso y formal, la evoluciéon de las adaptaciones y la morfologia.
También se han usado con éxito ideas filogenéticas para definir prioridades de
conservacion. Recientemente, se ha desarrollado un nuevo campo que sugiere por
fin una sintesis entre los estudios poblacionales y los estudios macroevolutivos,
en un contexto ecoldgico. Este es el estudio de las tasas de especiacién, que junto
con relojes moleculares nos permiten explorar mejor las radiaciones evolutivas,
para tratar de contestar ;por qué surgen mds especies?, ;por qué a esos ritmos,
a esos tiempos?

También es muy importante mencionar un avance que consideramos critico
dentro de la Ecologia Molecular: el estudio de los Metagenomas. La idea de Me-
tagenoma es muy basica, de fuerza bruta: secuenciar el genoma completo de
todos los organismos de un lugar. Lo que generalmente se hace es juntar una
muestra de agua, sedimento o suelo, separar a los procariotes (ya que el genoma
de los eucariotes es demasiado grande para ser secuenciado de esta forma) y de
estos organismos secuenciar una muestra, mas o menos aleatoria, de este total
de ADN. Los detalles técnicos son complicados, pero la idea es que con este
método se podria saber no sélo los genes, sino a partir de su analisis tener una
idea de las funciones bioquimicas que realizan los organismos y asi inferir como
estd funcionando el ecosistema. Es decir, a partir de los genomas hacer inferen-
cias ecoldgicas a nivel ecosistema y fisiologia (ademas de aportar datos sobre la
diversidad, abundancia, filogenia y evolucion de todos los microorganismos de
una localidad).

En otras palabras, la Ecologia Molecular incide a todos los niveles de andlisis de
la ecologia moderna: a nivel de las poblaciones, para definirlas, para conocer su
historia y sus parametros evolutivos, paternidades, adecuaciones y flujo génico. A
nivel evolutivo es claro que nos da datos para analizar a los organismos, poblacio-
nesy comunidades en términos de Genética de Poblaciones y Evolucion Molecular,
ynoayuda en la estimacién de los pardmetros evolutivos clasicos (seleccién natural,
deriva génica, mutacion, migracion, endogamia). A nivel fisioldgico y funcional nos
ayuda a descubrir las adaptaciones y vias bioquimicas. A nivel comunidades sirve
para definir las especies que existen y sus densidades, particularmente en el caso
de microorganismos, y a veces a detectar patrones coevolutivos y de interaccién.Y
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anivel de los ecosistemas nos da elementos para comprender su funcionamiento,
en especial en relacion a mas famosos caja negra, los microorganismos.

La Ecologia Molecular, como una disciplina reconocida, es relativamente
reciente. El nombre (aplicado a su concepcion actual, por ejemplo, el Dr. Jaime
Mora lo usé para su laboratorio, el Centro de Fijacion del Nitrégeno, UNAM, con
objetivos y metas diferentes a los que usamos actualmente) surge a finales de
los aflos 1990. En particular, podemos citar el libro Genes in Ecology de la British
Ecological Society, derivado de un simposio celebrado en 1991, y la aparicion
en 1992 de la revista Molecular Ecology. En 1998 G.R. Carvhalo edité Advances in
Molcular Ecology, y recientemente (2004) aparecié un primer libro de texto sobre
el tema, An introduction to Molecular Ecology, de T. Beebee y G. Rowe, dirigido a
estudiantes avanzados de licenciatura.

En particular en México, alrededor del Instituto de Ecologia de la UNAM se ha
estado formando un vigoroso grupo de jévenes investigadores trabajando en el
area de la Ecologia Molecular, derivado de un sélido conjunto de investigadores
interesados en el estudio de la Ecologia de Poblaciones de plantas y animales, con
una fuerte base cuantitativa y de genética de poblaciones. El inicio fue relativa-
mente lento, por la falta de infraestructura fisica y de entrenamiento en Biologia
Molecular, pero recientemente el desarrollo ha sido impresionante y muy exitoso.
Este libro es resultado de esta interaccion y desarrollo.

Este libro esta dirigido a personas con una formacion bioldgica con énfasisenla
ecologiay evoluciény con conocimientos basicos de genética general, estadistica
y biologia molecular. La mayor parte de los capitulos, aunque comienzan “desde
el principio’; tiene un caracter avanzado, y su objetivo es guiar a los estudiantes
de los ultimos aios de licenciatura, y principalmente a estudiantes graduados y a
cientificos interesados en iniciar investigaciones en los diferentes subtemas que
componen el campo de la Ecologia Evolutiva. Cada capitulo pretende ser una
guia a los desarrollos e ideas mas importantes, para que posteriormente el lector
pueda adentrarse con mas seguridad y claridad en estos campos. Los lectores que
lo juzguen necesario pueden revisar conceptos bésicos de evolucién y genética
de poblaciones en el texto que compilamos Juan Nufez-Farfan y Luis E. Eguiarte
(Evolucion Biolodgica, 1999, UNAM, Conabio, México).

Esta obra esta dividida en cinco partes. En la primera, denominada Teoria,
revisamos en cuatro capitulos los aspectos tedricos fundamentales en los que se
sustenta la Ecologia Molecular, relacionados con la Genética de Poblaciones y con
la Evolucién Molecular. Iniciamos analizando, a nivel molecular, la fuerza evolutiva
mas importante para los ec6logos, la seleccion natural, que es el motor bésico de
la adaptacion y de los procesos poblacionales. Amanda Castillo hace una actua-
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lizada revision del tema, describiendo los métodos estadisticos para detectarla a
nivel molecular, ejemplifica los avances y termina describiendo los programas de
computadora desarrollados recientemente para este tipo de analisis.

A continuacién revisamos dos fuerzas evolutivas que se han estudiado con
gran éxito recientemente usando marcadores moleculares. El primer trabajo, de
Erika Aguirre, describe el flujo génico, tanto su estimacién directa como indirecta,
y algunos avances genealdgicos y de coalescencia. Alejandra Moreno revisa las
diferentes ideas, metodologias y férmulas para estimar el tamano efectivo y para
entender el papel de la deriva génica, tocando diferentes métodos relacionados
con la coalescencia y revisando las perspectivas para su estimacion y estudio. La
seccion cierra con una revision de las ideas y métodos de reconstruccion filogené-
tica por Ledn Martinez Castilla, donde se examinan los conceptos relacionados con
arboles filogenéticos, y los diferentes métodos de reconstruccion filogenética.

El siguiente apartado contiene cuatro capitulos y trata de los algunos temas
fundamentales de la Ecologia Molecular. Inicia con el tema central dentro de esta
disciplina, el estudio de la paternidad en las poblaciones naturales, donde Jordan
Golubov y Jorge Ortega pasan revista a la teoria y ejemplos de estudios tanto en
plantas como en animales. Posteriormente, se analizan dos problemas clasicos
de la ecologia molecular en plantas. Primero el de la endogamia y de su principal
determinante en plantas, la tasa de fecundacién cruzada en plantas, cuya autoria
pertenece a César Abarca y Adriana Lépez. En segundo lugar se encuentra el
andlisis de Maria del Carmen Mandujano de los niveles de clonalidad en angios-
permas, quien inspecciona la literatura sobre el uso de marcadores moleculares,
sus problemas evolutivos y técnicos y sus perspectivas.

Otra faceta central de la Ecologia Molecular es un tema“sintético’, que usa da-
tos y métodos de diversas fuentes y tradiciones, pero que nos permite redondear
ideas y conceptos tanto de Ecologia Molecular como de Genética de Poblaciones.
Nos referimos a la Genética de la Conservacion, una de las aplicaciones potencial-
mente mds importantes de la Ecologia Molecular, que ha recibido recientemente
considerable atencidn, tanto en libros de texto, simposios y revistas especializa-
das y de la cual Martha Rocha y Jaime Gazca presentan una interesante revision
actualizada.

Los métodos de la Ecologia Molecular nos han ayudado a entender y definir
mejor a las especies, poblaciones y en general alos proceso ecoldgicos y evolutivos
en los microorganismos. La tercera parte de este libro contiene cuatro capitulos
donde se usan métodos de ecologia molecular para estudiar diferentes aspectos de
estos organismos. En un primero trabajo, Rodolfo Salas revisa los avances en mé-
todos para detectar la recombinacién en microorganismos, tanto bacterias como
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hongos. También discute los estudios empiricos y los programas disponibles para
su estimacién. En muchos microorganismos no se han observado directamente
procesos o0 mecanismos sexuales o de recombinacion, por lo que los marcadores
genéticos y métodos estadisticos y de Genética de Poblaciones son la mejor, y a
veces la Unica herramienta para medir la magnitud de esta recombinacién. No
debemos olvidar que estos métodos se pueden utilizar para estudiar los niveles de
recombinacion en otros genomas y organismos, tema que seguramente va a tener
un desarrollo muy importante usando datos derivados de los proyectos genémicos
y para analizar incidencias de enfermedades y susceptibilidades congénitas.

Como ya mencionamos, una aplicaciéon clasica de la Ecologia Molecular ha sido
la de tratar de definir que es una especie, principalmente dentro de microorganis-
mos, y derivar reglas para precisar los criterios de pertenencia de un organismo a
una especie dada. Rene Cerritos desarrolla este tema considerando ejemplos tanto
de bacterias como de hongos. El siguiente capitulo es, en parte, una aplicacion de
las ideas enunciadas en el anterior. En él Claudia Silva y Pablo Vinues analizan la
Ecologia Molecular del grupo de los rizobios, importantes simbiontes mutualistas
de las leguminosas, y exploran su ecologia, su diversidad, las especies y linajes
que existen, asi como su radiacién evolutiva y biogeografia y echan mano de
estas evidencias para adentrarse en el entendimiento de las especies de rizobios,
ayudandonos a acercarnos a una mejor comprension de lo que es una especie en
bacterias, lo cual constituye uno de los problemas mas importantes y paradéjicos
de la microbiologia contemporanea.

Para concluir con el tépico de los microorganismos, Ana Escalante revisa los
métodos e ideas usados para estudiar a las comunidades bacterianas con méto-
dos de Ecologia Molecular, otro de los temas clasicos de nuestra disciplina, que
realmente ha abierto el estudio de los microorganismos a la ecologia moderna a
todos los niveles, especialmente al de las comunidades.

La cuarta parte de esta obra revisa tres estudios concretos donde se usan
conceptos y métodos de Ecologia Molecular en eucariontes para ejemplificar al-
gunos de sus usos y aplicaciones y para ilustrar las preguntas que se trabajan, sus
relaciones con otras disciplinas y sus limitaciones. Las zonas hibridas entre especies
han sido consideradas un excelente laboratorio natural para entender el proceso
de la especiacion y analizar fenédmenos evolutivos relacionados a la adaptacion,
seleccion natural y flujo génico. Antonio Gonzalez describe los avances recientes
en su estudio en plantas y animales con una perspectiva de Ecologia Molecular.

A continuacion se presentan dos revisiones sobre la filogeografia. Ella Vazquez
repasa el tema de la filogeografia en general. Nos expone un poco de la historia
de estas ideas y las caracteristicas del genoma mitocondrial en animales, para



6 L. EGUIARTE Y V. SOUZA

concluir discutiendo algunos ejemplos de estudios con mamiferos y otros ver-
tebrados. Blanca Hernandez, junto con sus colaboradores, nos ilustran sobre los
patrones filogeogréficos encontrados en diversos estudios de filogeografia con
aves, especialmente en el territorio mexicano, discuten diferentes metodologias,
como son el uso de las distribuciones de mismatches y el Nested Clade Analysis, y
comparan datos de la literatura con sus propios resultados recientes.

La quinta seccién trata de los métodos moleculares propiamente dichos. Mi-
roslava Renteria, estudiante de doctorado, inicia con una revisién de los métodos
utilizado. A continuacién, Aldo Valera y Luisa Falcén, nos muestran con detalle
el primer paso en (casi) todo estudio de Ecologia Molecular, la extracciéon de
ADN o ARN. Y discuten diferentes métodos de extraccion del ADN y RNA, para
varios grupos de organismos, con énfasis en bacterias y plantas. El siguiente
capitulo, escrito por Laura Espinoza, trata de la “piedra angular” de la Ecologia
Molecular, la cual abrié las posibilidades ilimitadas del campo, la PCR (reaccion
encadenada de la polimerasa). Esta autora nos ofrece un serie de principios, de
ideas y de consejos para poder llevar a cabo PCR exitosos. Por ultimo, Andrea
Gonzalez y Xitlali Aguirre nos presentan el ISSR, un método muy sencillo que ha
sido usado exitosamente para estudios en plantay animales, y que creemos que
debe contar con una difusién mayor, dado lo sencillo, econémico y reproducible
que ha resultado.
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LA SELECCION NATURAL
A NIVEL MOLECULAR

Amanda Castillo Cobidn

Las dos ideas principales derivadas de la teoria Darwin-Wallace sobre la evo-
lucién de las especies senialan que los organismos son producto de una historia
evolutiva, es decir, de ancestria-descendencia a partir de modificaciones de
un ancestro en comun. Ademas, que el mecanismo principal de la evolucion
es la seleccion natural de estas variaciones hereditarias (Futuyma, 1986). A
partir de estas ideas se generaron dos campos de estudio dentro de la biologia.
Por un lado el estudio de la historia evolutiva de los organismos, y por el otro,
la elucidacion de las fuerzas evolutivas que moldean la biodiversidad y las
adaptaciones que producen (Futuyma, 1986). El papel de la seleccion natural
es ampliamente aceptado dentro de la comunidad cientifica, sobre todo en
cuanto a caracteres morfoldgicos se refiere, es decir, a las variaciones fenotipi-
cas, de las cuales se tienen abundantes ejemplos (Lack, 1947; Wiesenfeld, 1967;
Bishop y Cook, 1975; Jope, 1976; Grant, 1986; Sato et al., 1999; Zhang et al.,
2002). Sin embargo, la importancia de la seleccion natural a nivel molecular
es materia de un continuo debate.

La seleccidn se refiere a la reproduccion diferencial de algunos fenotipos/
genotipos sobre otros bajo ciertas condiciones ambientales que prevalecen en
un momento determinado (Futuyma, 1986; Li, 1997). En otras palabras, es
un mecanismo evolutivo que genera un cambio en las frecuencias relativas
de los fenotipos/genotipos, de acuerdo a su adaptacion relativa dentro de la
poblacién. Durante mucho tiempo se creyd que la seleccion era la principal

11
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fuerza que mantenia la variacion fenotipica y genotipica. Sin embargo, a
partir del desarrollo de nuevas técnicas para el estudio de la variacion a nivel
ADN y proteinas se inici6 de manera formal el estudio de la evolucién a nivel
molecular (Zuckerkandl y Pauling, 1965). Los resultados de toda una serie
de trabajos de genética de poblaciones con diferentes organismos arrojaron
informacion acerca de la naturaleza de la variacién a nivel molecular y tra-
jeron como resultado la evidencia de que existia una gran variacién genética
contenida en las proteinas y genes, misma que no podia ser justificada del todo
por efectos de la seleccion natural. Estas ideas culminan con la propuesta de
la teoria neutra de la evolucion (Kimura, 1968, 1983).

De acuerdo con la teoria neutra de la evolucion molecular, la mayor parte de
la variacion al nivel molecular no es mantenida por la seleccion tipo darwiniano
(seleccion adaptativa o positiva), sino resultado de un balance entre la deriva
génica y las mutaciones neutras a casi neutras (Kimura, 1983; Ohta, 1992).
Es decir, la mayor parte de la variacion a nivel molecular ocurre de manera
aleatoria y no tiene importancia adaptativa. En su conjunto, los postulados de
la teoria neutra parecian regir en buena medida a la evolucién molecular.

Debido a estas ideas, se ha generado un gran debate entre las discusiones de
si existen pruebas para demostrar la presencia de la seleccion positiva a nivel
molecular, y se han desarrollado numerosos métodos para su deteccion.

TiPOS DE SELECCION

Basicamente, la seleccion natural a nivel molecular puede ser considerada
de dos tipos: seleccion positiva (que incluye a la seleccion balanceadora o
diversificadora, y a la adaptativa darwiniana) y seleccion negativa (purifica-
dora; Li, 1997).

La seleccion positiva adaptativa es el mecanismo evolutivo mediante el
cual nuevos mutantes poseen adecuaciones mayores que el promedio de la
poblacidn, y las frecuencias de dichos mutantes se incrementan en la siguien-
te generacion (Li, 1997). Por otra parte, en la selecciéon negativa los nuevos
mutantes poseen adecuaciones menores que el promedio de la poblacién, y
la frecuencia de estos mutantes disminuye en las siguientes generaciones (Li,
1997). La seleccion positiva balanceadora promueve la diversidad genética
y la seleccion negativa disminuye o purga esta diversidad eliminando las
variantes de la poblacion.

Elestudio de la adaptacion a nivel molecular se ha abordado sélo de manera
reciente como un intento de evaluar cudl es el papel de la seleccion a nivel
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molecular, ya que inicialmente la mayor parte de los estudios parecian indicar
que la seleccion adaptativa tendria un papel secundario (Suzuki y Gojobori,
1999). Pero ;qué tal si los métodos desarrollados no eran lo suficientemente
sensibles para detectar la seleccion de manera inequivoca y directa? ;Cémo
podemos aprovechar toda la informacion contenida en las bases moleculares
para inferir el papel que la seleccién positiva juega dentro de la evolucién
molecular?

THE NEUTRAL EXPECTATION

De manera historica la seleccion positiva es estudiada indirectamente cuando
un grupo de genes parece desviarse del modelo neutral, es decir, al no encajar
en las predicciones neutrales se supone de forma indirecta que estas desvia-
ciones son producto de la seleccion que las estd modificando. Es entonces que
para poder detectar la participacion de la seleccion en una region del genoma
o en un gen en particular, lo primero que se tiene que probar es el rechazo
de la hipdtesis nula de que la seleccion no ha actuado en las secuencias en
cuestion. Los postulados de la teoria de Kimura (1968, 1983) nos permiten
establecer qué patrones de evolucion de las secuencias se deben esperar si
existen desviaciones del modelo neutro originadas por la mutacién yla deriva
génica sin la participacion de la seleccion.

Un resultado particularmente importante derivado del modelo neutro es
que la tasa de cambio a la cual un nucleétido es remplazado (sustituido) por
otro dentro de una poblacién es igual a la tasa de mutacién o cambio de ese
sitio sin importar el tamafio poblacional. El nimero de mutaciones se encuen-
tra en balance con la baja probabilidad de que cada mutacion se fije en una
poblacion grande. Ademas, la teoria neutra hace predicciones acerca de los
patrones de polimorfismo esperados dentro de las secuencias de las mismas
especies. Por ejemplo, la probabilidad de que dos muestras tomadas al azar
difieran en una posicion particular del genoma se determina por la siguiente
relacion: 6 = 4N p (8 = diversidad genética, N, = tamafio efectivo poblacional,
1 = tasa de mutacion), o para el caso de un organismo haploide 6 = 2N u. Esta
ecuacion tiene sentido, pues dos individuos poseen mayor probabilidad de
ser diferentes si la poblacion es grande o la tasa de mutacion es alta. Este tipo
de predicciones hacen que la teoria neutra sea tan importante y central a la
biologia evolutiva moderna.
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ADAPTACION A NIVEL MOLECULAR

El estudio de la adaptacién molecular se ha realizado a partir de dos aproxima-
ciones estadisticas diferentes. La primera es la distribucion del polimorfismo
en las secuencias de ADN y la segunda es la determinacién de las sustituciones
sinénimas y no-sinénimas en secuencias codificantes de ADN, utilizando el
codén como minima unidad evolutiva. Ambas aproximaciones hacen uso
de las predicciones del modelo neutral para determinar la participacién de
la seleccion positiva.

METODOS BASADOS EN LA DISTRIBUCION DEL POLIMORFISMO

Los primeros trabajos desarrollados para el estudio de la selecciéon a nivel
molecular fueron los basados en la distribucién del polimorfismo en la se-
cuencia de ADN. Estos trabajos clasicos son la prueba de Tajima, el método
de Fu-Li, que es una especie de modificacion a la prueba de Tajima, la prueba
de Hudson-Kreitman-Aguade y el método de McDonald-Kreitman.

Para entender con mayor facilidad los fundamentos de las pruebas basadas
en la distribucion del polimorfismo en el ADN es necesario definir algunos
parametros basicos en genética de poblaciones que ademas son fundamentales
en las predicciones de la teoria neutra.

Uno de estos parametros es el de la diversidad genética, que puede ser des-
crita por dos estimadores: 77 (pi) y 0 (teta). El primero (7) se refiere a la diver-
sidad nucleotidica, que es el numero de nucleétidos diferentes por sitio entre
dos secuencias tomadas al azar (Nei y Li, 1979). El segundo (0) es calculado a
partir de la expresion 6 = 4N y (Kimura, 1968). Sin embargo, es dificil tener la
determinacion exacta de los pardmetros N, (tamafio efectivo poblacional) y u
(tasa de mutacion), por lo que una manera indirecta de estimar 0 es utilizando
el numero total de sitios segregativos en un grupo de secuencias (un sitio segre-
gativo es un sitio en donde las secuencias difieren), 6 = K/a, donde K es igual
al nimero total de sitios segregativos en una muestra de secuencias dadaya =
1+ 1/2+ ...+ 1/n-1 (n = nimero de secuencias en la muestra; Watterson, 1975;
Tajima, 1983). Se deduce de estas expresiones que 7 se ve afectada mayormente
por los alelos que poseen mayor frecuenciay es independiente del tamafio de la
muestra, mientras que 0 si se ve afectada por el tamano de la muestra y por la
deriva génica, es decir, por los alelos poco frecuentes (Tajima, 1983, 1989).

La relacidn que existe entre ambos estimadores permite determinar si las
secuencias se encuentran bajo el modelo neutral o se desvian del mismo. Si
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ambos estimadores dan el mismo resultado en cuanto a variacién genética,
quiere decir que el polimorfismo observado es neutro y se encuentra distribui-
do aleatoriamente. En cambio, si existen diferencias entre ambos quiere decir
que la seleccién estd afectando alguno de ellos promoviendo su incremento
o decremento: si existe seleccion positiva, ésta incrementard las frecuencias
alélicas y eso se reflejard en el incremento de m; si existe un mayor nimero
de alelos deletéreos en la muestra, 6 se verd incrementada (Watterson, 1975;
Tajima, 1983, 1989). De esta forma, si determinamos estadisticamente las di-
ferencias entre ambos podremos detectar de manera indirecta la participacion
de la seleccién positiva o negativa en el mantenimiento del polimorfismo en
las poblaciones.

Prueba de Tajima

Esta basada en la deteccion de las diferencias entre los estimadores 'y 0
con la determinacién de la D de Tajima, calculada a partir de la siguiente
expresion:

m-0
D= " /Wm-0

Si D resulta negativa quiere decir que 0 posee un valor mayor que m, lo que
indica la presencia de mutaciones deletéreas. En cambio, si D resulta positiva
quiere decir que 1t tiene un mayor valor que 6, indicacion de que algunos alelos
se encuentran bajo seleccién positiva (por ejemplo, seleccién balanceadora)
incrementando sus frecuencias. Si D es igual a cero quiere decir que no existe
diferencia alguna entre ambos estimadores y nos encontramos bajo equilibrio
neutral (Tajima, 1983, 1989).

Método Fu-Li

Fue desarrollado con la misma légica que la prueba de Tajima; la diferencia
reside en que los autores consideran la distribucion de las mutaciones en una
genealogia de muestras tomadas al azar a partir de una poblacién dada.
Suponen que las mutaciones antiguas tendran que encontrarse con mayor
probabilidad en las ramas mas antiguas de la genealogia, mientras que las mu-
taciones originadas mas recientemente en las ramas mds nuevas. La parte mas
antigua de la genealogia consiste de las ramas internas y la parte mas reciente
de las ramas externas. Si existe seleccion negativa purificadora se observara un
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exceso de las mutaciones en las ramas mas externas. Por otra parte, si existe
algun tipo de seleccidn positiva se vera una disminucién de las mutaciones en
las ramas externas. Al comparar el nimero de mutaciones en ramas internas
y externas con los valores esperados de acuerdo al modelo neutral se tendra
una prueba estadistica sobre la participacion de la seleccion(Fu y Li, 1993).
La prueba consiste en aplicar la siguiente expresion:

n,n/a-1I
\NVin, n/(a-1)]
donde

Yle = nimero de mutaciones en ramas externas
7’11. = numero de mutaciones en ramas internas

G=

Ambos métodos parecen ser suficientemente efectivos para determinar si
existe seleccion, aunque un estudio mostrdé que la prueba de Tajima es mas
efectiva (Simonsen et al., 1995). Sin embargo ambos métodos asumen que
las poblaciones presentan un equilibrio entre mutacién y deriva génica por
suficiente tiempo y toman como base el modelo de sitios infinitos, lo cual
no siempre es valido sobre todo al estudiar secuencias codificantes de ADN
donde las tres posiciones de los aminoacidos poseen distintas probabilidades
de cambio.

Hudson-Kreitman-Aguadé (HKA)

Esta prueba es uno de los primeros intentos por determinar la participacion
de la seleccion a partir de las desviaciones del modelo neutral. Describe si
existen diferencias entre el polimorfismo intrapoblacional y el polimorfismo
entre diferentes poblaciones.

De acuerdo a los postulados de la teoria neutra, si todo el polimorfismo
existente es neutro no deberian existir diferencias entre la variacion genética
dentro de los individuos de una especie de una poblacién especifica y entre
poblaciones distintas de la especie, ya que todo el polimorfismo es originado
al azar. En este caso se realiza una prueba donde se registra la correlacion entre
la diversidad genética intrapoblacional y entre poblaciones.

Se considera un numero de loci (m) al azar en las poblaciones 1y 2 y se
toma para cada loci las secuencias n,y n, de las poblaciones 1y 2, que presentan
un numero determinado de sitios segregativos o polimorficos K, del locus i
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dentro de la poblacién 1y K, dentro de la poblacion 2, y donde el nimero de
diferencias entre las dos secuencias del locus i es D.. Los pardmetros K, y K,
(i =1,..., m) son las medidas del polimorfismo intrapoblacional y la D, es la
medida de la variacion entre las poblaciones (Hudson et al., 1987).

Por otra parte, se realizan la determinacion de los valores esperados de
estos pardmetros bajo el modelo neutro y el modelo HKA prueba si existen
diferencias estadisticamente significativas entre los pardmetros observados y
los esperados (E) mediante la siguiente expresion:

X2= é’; [K,-E(K)]/V(K) +I_§ [K,)]?/ V(Kzl.)+§ [D,-E(D)]/ V(D)

La determinacion de los parametros esperados y de las varianzas de estos
parametros se obtiene usando las siguientes expresiones a partir del modelo
neutral:

E(Kzi) = 0191
V(K,)=a0,+ (b6

donde

a,_1+1/2+..+1/n-1
b, _1+1/2°+ ..+ 1/(n-1)

Si la variacion genética observada es muy diferente a la esperada por la
teoria neutra, entonces se sugiere que la seleccion esta participando en el man-
tenimiento del polimorfismo en las poblaciones. Los postulados del modelo
HKA son los siguientes: 1) las generaciones son discretas; 2) todas las muta-
ciones son neutras; 3) el nimero de sitios en la secuencia es suficientemente
grande para que cada mutacién ocurra en un sitio que no ha sido mutado
con anterioridad (modelo de sitios infinitos); 4) las mutaciones ocurren de
manera independiente en cada locus; 5) el nimero de mutaciones por locus
en cada generacion tiene una distribucion de Poisson; 6) no existe recombi-
nacion entre los loci; 7) los loci no se encuentran ligados genéticamente; 8)
las especies 1y 2 poseen los tamaios poblacionales N'y Nf, respectivamente;
9) ambas especies son derivadas de un ancestro comun en el tiempo T con
un tamano poblacional de 2N(1+f)/2 (promedio entre las poblaciones de las
especies A y B; Hudson et al., 1987). Estos postulados hacen que esta prueba
no sea tan efectiva cuando se tienen muestras poblacionales pequenas, cuan-
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do las secuencias son muy divergentes entre si y existe alta recombinacion, y
cuando se trabaja con muestras grandes de loci diferentes que se encuentran
ligados genéticamente.

McDonald-Kreitman

Esta prueba estd basada en principios muy sencillos, en los que se consideran
las relaciones entre las diferencias sindnimas y no-sindnimas entre y dentro de
las especies. La idea es parecida a la descrita por la prueba HKA, pero en este
caso se prueba si el cociente de las sustituciones no-sinénimas a sinénimas
entre las especies es el mismo que dentro de las poblaciones.

Por ejemplo, consideremos una regién codificante de ADN y tomamos
dos secuencias m, y m, a partir de dos especies cercanamente relacionadas 1
y 2. S6lo tomamos en cuenta los sitios que son variables entre las secuencias
y descartamos los invariables. Dentro de estos sitios variables agrupamos dos
categorias diferentes. Los sitios que son variables en un nucleétido (por ejem-
plo, G) en todos los miembros de la especie 1, y que difieren en otro nucleétido
(por ejemplo, A) en todos los miembros de la especie 2, los denominamos
sitios fijos. Son sitios fijos ya que son iguales para cada poblacién en cada
especie. Todos los demas sitios variables son considerados polimorficos. Estos
sitios polimorficos serdn diferentes dentro de las poblaciones de cada especie
o entre las poblaciones de cada especie. Ambos tipos de sitios son clasificados
en los que poseen sustituciones sinénimas y no-sindnimas. La hipdtesis nula
en la prueba de McDonald y Kreitman es la siguiente:

E (nf)/Esfz E (nP)/EsP

donde
n_= sitios fijos con sustituciones no-sinénimas

5= sitios fijos con sustituciones sinénimas
n, = sitios polimorficos con sustituciones no-sinénimas

s, = sitios polimoérficos con sustituciones sindnimas

Para ilustrar mejor las diferencias entre los parametros estimados se puede
construir una tabla de contingencia donde se comparen ambos tipos de sitios
con sus respectivas sustituciones como lo realizado por McDonald y Kreitman
(1991), al realizar las comparaciones entre tres especies de la mosca de la fruta
Drosophila (tabla 1).
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Tabla 1. Tabla de contingencia (2x2) para sitios fijos y polimdrficos
y sus respectivos tipos de sustitucion, resultado de la comparacion del gen
de la Adh entre D. melanogaster (12 secuencias), D. simulans (6)
y D. yakuba (24)

Sustituciones Sitios fijos Sitios polimorficos Total
Sin6nimas sf (17) sp (42) sf+sp (59)
No-sindénimas nf (7) np (2) nf + np (9)
Sumatoria sf + nf (24) sp + np (44) 68

Se aplicd una prueba de Fisher a estos resultados que mostr6 que existian
diferencias estadisticamente significativas entre los cocientes de los sitios fijos
y los sitios polimérficos (n/s, = 7/17 y n /s = 2/42), siendo un poco mayor
el cociente de los sitios fijos que el de los polimoérficos, lo que sugiere que la
seleccion positiva promovia un pequeno incremento en las sustituciones no-
sinénimas entre especies.

Una debilidad de este método es que no contempla la existencia de susti-
tuciones multiples en un mismo sitio; algunos estudios posteriores sugieren
que si esto se toma en cuenta no se puede rechazar la neutralidad para el gen
de Adh en las tres especies de la mosca de la fruta (Whittam y Nei, 1991). Ade-
mas, ya que la teoria neutra incluye la participacion de la seleccién negativa
y mutacion, la prueba de McDonald y Kreitman no necesariamente descarta
la neutralidad. Por lo mismo es necesario ser cuidadoso en la interpretacién
de los resultados obtenidos utilizando este método.

METODOS BASADOS EN SUSTITUCIONES NUCLEOTIDICAS

En cada coddn, que corresponde a un tipo de aminodcido, se encuentran tres
posiciones denominadas primera, segunda y tercera posicion, correspondien-
tes a las tres bases que lo integran. Cada una de estas posiciones se ve afectada
por distintas tasas de mutacion, por lo que ni la mutacion ni la seleccion es
uniforme en cada uno de los codones.

Por ejemplo, de acuerdo al c6digo genético si un cambio es introducido en
la primera posicion en su mayoria sera un cambio sinénimo y un porcentaje
bajo correspondera a un cambio no sinénimo, es decir se mantendra codi-
ficando para el mismo tipo de aminodcido. Si un cambio se introduce en la
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tercera posicion, en su mayoria correspondera a un cambio sinénimo. Por
otro lado, si un cambio se introduce en la segunda posicion, éste repercutira
directamente en el tipo de aminoacido para el cual estd codificando. Por lo
tanto, la segunda es la inica posicion que nos brinda la posibilidad de eva-
luar un cambio que potencialmente podria ser adaptativo y que estara sujeto
directamente a la seleccion natural.

Existen numerosos métodos para la estimacion de las tasas de sustitucion
y pueden ser clasificados en tres grupos: a) métodos evolutivos, b) métodos
basados en el modelo de Kimura-2 parametros, y c) métodos de maxima
verosimilitud basados en un modelo de sustitucién de codones.

Métodos evolutivos

1) Detectando seleccidn positiva con el método de Nei-Gojobori

Dentro de los métodos evolutivos, éste y su modificacion (ver mas adelante)
son los mas utilizados. En el método de original las sustituciones sinénimasy
no-sindénimas se determinan calculando el nimero observado de sustituciones
sinénimas y no-sinénimas y el nimero de sitios con sustituciones poten-
cialmente sinénimas y no-sinénimas. Los sitios potencialmente sindnimos
y no-sinénimos son descritos a partir de cada codén asumiendo que existe
igual probabilidad de cambio para todos los nucledtidos. El numero de sitios
potencialmente sinénimos (s) y no-sinénimos (n) para un codén especifico
es calculado con la siguiente relacion:

5=22ﬁ
n=23-s

donde f;, es la proporcién de cambios sinénimos (cociente del nimero de
cambios sindnimos y no-sinénimos excluyendo mutaciones sin sentido en la
posicion 7). Por ejemplo, en el caso del coddn de la fenilalanina:

TTT
s=0+0+1/3

porque todos los cambios en la primera y segunda posicién generan un cambio
no-sinénimo y en la tercera posicién 1 de cada 3 posibles cambios produce
una sustitucion sinénima (TTC; tomado de Nei y Kumar, 2000).
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Como todos los cambios restantes originan una sustituciéon no-si-
nénima,

n=3-1/3=8/4

En el caso de que cualquier cambio origine un codén de término, éste no
sera tomado en cuenta para el calculo.

Para obtener el numero total de sitios sinénimos (S) y no-sinénimos (N)
en una secuencia entera usamos la formula:

§=3.s
donde s = valor de s para el codén j
C= numero total de codones
S + N = 3C (numero total de nucle6tidos comparados)
Aplicando esta férmula en un ejemplo, tenemos la comparacion de dos codo-
nes TTG- Leuy AGA- Arg, cada uno en una secuencia dada. Para la transicion
de Leu a Arg existen 6 escenarios evolutivos posibles:

1) TTG (Leu) - ATG (Met) - AGG (Arg)- AGA (Arg)
2) TTG (Leu) - ATG (Met) - ATA (Ile) - AGA (Arg)
3) TTG (Leu) - TGG (Trp) - AGG (Arg) - AGA (Arg)
4) TTG (Leu) - TGG (Trp) - TGA (Alto) - AGA (Arg)
5) TTG (Leu) - TTA (Leu) - ATA (Ile) - AGA (Arg)
6) TTG (Leu) - TTA (Leu) - TGA (Alto) - AGA (Arg)

Como los escenarios 4 y 6 involucran un codén de término, no son tomados
en cuenta para el estudio. El nimero de sustituciones sinénimas en los esce-
narios 1,2,3y5son 1,0, 1 y 1, respectivamente, mientras que para el caso de
las sustituciones no-sindénimas es 2, 3, 2, y 2, respectivamente. Ya que asumi-
mos que los 4 escenarios son igualmente probables, tenemos que Sd= 3/4 'y
Nd=9/4 (tomado de Kumar y Nei, 2000). Podemos obtener las sustituciones
sinénimas y no-sinénimas en la comparacién de dos secuencias sumando los
valores de todos los codones. Esto es,

Sd = 221 de
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Nd = Zj;ndj

donde sd, y nd, corresponden a los niimeros de las diferencias sinénimas y
no-sinénimas para el codén jy C es el numero de codones comparados.

Por lo tanto, Sd + Nd es igual al nimero total de diferencias entre dos
secuencias comparadas. A partir de esto podemos estimar la proporcion de
cambios sinénimos (PS) y no-sinénimos (PN) como:

Sd
PS="-

S

Nd
PN==4"

donde Sy N se refieren al numero promedio de sitios sinénimos y no-sind-
nimos para dos secuencias comparadas.

A partir del modelo de Jukes-Cantor (1969) para calcular el nimero de
diferencias de nucleétidos (d) entre dos secuencias, tenemos la siguiente
relacion:

d=-(3/4) In [(1- (4/3)p]

donde

p =1-q eslaproporcion de nucleétidos diferentes entre dos secuencias
y g es el numero de nucledtidos idénticos entre dos secuencias.

Podemos usar esta misma ecuacion para determinar el nimero de sustitu-
ciones sindnimas y no-sinénimas por sitio remplazando p por PS o PN. Esta
ecuacion nos da buenos resultados, siempre y cuando las frecuencias de las
bases A, T, G y C sean casi iguales y no exista una desviacion en el cociente
de transiciones y transversiones, es decir, que ambos cambios sucedan con la
misma probabilidad (Ota y Nei, 1994). Para el calculo de la varianza de dS'y
dN podemos usar la misma férmula de la varianza basada en el método de
Jukes-Cantor (Ota y Nei, 1994):
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V(PS)
V(ds) =145 ps)
vN) = VPN
(1-4/3 PN)?
donde,

V(PS) = X ,(sdi - PSsi)’ / &
V(PN) = Zjil(ndi - PNni)’ / N?

Otra forma de calcular sus varianzas es el método de bootstrap, siempre
y cuando las muestras de Sd, Sn, S y N sean suficientemente grandes (Nei y
Kumar, 2000).

Como vimos con anterioridad, para detectar seleccidon positiva a nivel
molecular es necesario mostrar que dN es significativamente mayor que
dS. Un método muy simple es ver las diferencias entre las tasas de sus-
titucién sinénima y no sinénima D= dN - dS y su varianza V(D) (Neiy
Kumar, 2000). Siempre y cuando nuestra muestra sea grande la distribucion
aproximada de D es la normal y, en este caso en particular, la V(D) = V
(dN) + V(dS), por lo que tendriamos la siguiente relacién a usar en una
prueba estadistica de Z:

Z=D/s(D)
donde
s(d) =V (D)*

Como estamos interesados en saber si dN > dS y se analiza como una
prueba de una cola con un infinito nimero de grados de libertad. La varianza
de D también puede ser calculada a mediante una prueba de bootstrap, en
donde se toma como unidad de muestreo sucesivo los codones en lugar de
los nucledtidos de la secuencia y se procede a realizar multiples repeticiones
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de los parametros Psb, Pnb, dsb, dnb de PS, PN, dS, dN y se obtienen las va-
rianzas de estos valores.

También podemos calcular el error estaindar de D mediante bootstrap y
luego usar una prueba de Z (sila muestra es grande) (Efron y Tibshirani, 1993).
Una forma mas adecuada en el caso de que la secuencia de nucledtidos sea
pequena es calcular directamente dSy dN'y sus varianzas y usar la hipotesis
nula de que ambas son iguales (dN = dS) con una prueba de Z. Otra forma
es construir una tabla de contingencia para las sustituciones sindnimas y
no-sinénimas calculadas directamente de la secuencia y realizar una prueba
de Fisher (Zhang et al., 1997). Si el valor de P es menor a 0.05 entonces la
hipoétesis nula de evolucidn neutral es rechazada.

Método modificado de Nei-Gojobori

Al realizar el calculo del nimero de sitios sinénimos y no-sinénimos el mé-
todo de Nei-Gojobori asume que la sustitucion de los 4 nucleétidos sucede
de forma azarosa, es decir con la misma probabilidad para cada uno. En
la practica esto no es necesariamente cierto ya que puede existir un mayor
nimero de sustituciones de un tipo de nucledtido u otro. El cociente de
transiciones (cambio de purina por purina o pirimidina por pirimidina) es
usualmente mayor que el de transversiones (cambio de purina por pirimi-
dina y viceversa).

En este caso, se espera que el nimero de sitios potenciales que producen
sustituciones sinénimas sea mayor que el determinado por el método de
Nei-Gojobori, ya que las transiciones en la tercera posicion son en su gran
mayoria sindnimas y seran mas frecuentes. Para corregir este detalle se propuso
modificarlo utilizando como base el modelo de dos pardmetros de Kimura
(Kimura-2; Kimura, 1980; Ina, 1995), en este modelo la proporcion de tran-
siciones del total de cambios es dada por la siguiente relacion:

a/a+2B=R/1+R

a = transiciones, cada nucledtido puede tener un cambio transicional, por
ejemplo A (purina) a G (purina).

B = transversiones, 23 tomando en cuenta que cada nucledtido puede tener
dos cambios transversionales, por ejemplo, A (purina) puede cambiar a T
(pirimidina) o C (pirimidina).
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R = cociente de transicién/transversion, que es igual a 0.5 cuando las transi-
ciones y las tranversiones se producen con la misma probabilidad.

Teoricamente, la modificacion al método de Nei-Gojobori se apega mads al
proceso real de sustituciones en una secuencia de ADN. Sin embargo, deter-
minar el cociente de transiciones/transversiones (R) en los sitios sindnimos
0 no-sindénimos es complicado y usualmente se cae en sobreestimaciones de
cambios sindnimos. Por otra parte, cuando se sobreestima este cociente se
puede concluir que las sustituciones no-sinénimas son significativamente
mayores a las sindnimas, cuando no es el caso.

Hay que sefalar que la mayor parte de las veces los patrones de sustitucion
son mas complicados que los descritos por el modelo de Kimura-2, y bajo
ciertas condiciones tanto el método de Nei-Gojobori como su modificacién
pueden sobreestimar las sustituciones sinénimas sobre las no-sinénimas, ha-
ciendo dificil la deteccion correcta de seleccion positiva. Lo recomendable es
usar ambos métodos, y si ambas versiones detectan la presencia de seleccion
positiva se tiene una mayor seguridad acerca de las conclusiones derivadas
de este analisis.

Métodos basados en el modelo de dos pardmetros de Kimura
(Kimura, 1980)

Ademas de la modificacion al modelo de Nei-Gojobori, existen otros métodos
que intentan detectar la seleccion basados en el modelo de Kimura-2. Entre
los mas importantes encontramos el método de Li-Wu-Luo, el de Pamilo-
Bianchi-Liy el de Cameron y Kumar.

Li-Wu-Luo

Li y sus colaboradores (1985) desarrollaron otro método considerando la
degeneracion del cddigo genético. Los sitios en los codones pueden ser cla-
sificados en 4-veces degenerados (L,), 2-veces degenerados (L,) y 0-veces
degenerados (L,). Un sitio es reconocido como 4-veces degenerado si todos
los cambios posibles en ese sitio son sindnimos, 2-veces degenerado si uno
de tres cambios o dos de tres cambios es sinénimo y 0-veces degenerado si
todos los cambios son no-sinénimos o se refieren a mutaciones sin sentido
que generan codones de término.
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Por ejemplo, la mayoria de los cambios en la tercera posicion son 4-veces
degenerados, mientras que todos los cambios en la segunda posicion son 0-
veces degenerados. Bajo esta regla podemos calcular los tres tipos de cambios
L, L, y L, para dos secuencias que quieran ser comparadas. Se comparan
las dos secuencias codon por coddn y se clasifica cada diferente nucleétido
segun sea una transicion o transversion. Entonces se calcula la proporcion de
transiciones (Pi) y transversiones (Qi) en cada clase (i) de nucleétido (i=0,2 6
4) tomando en cuenta la probabilidad de verosimilitud de ocurrencia de cada
aminodacido (se denomina en inglés likelihood occurrence, es un parametro
de probabilidad de que se encuentre presente un determinado aminoacido).

Ellos estiman la proporcion de cambios transicionales y de transversiones
con la siguiente relacion:

Ai=1/21n(a)-1/4 (b)
B,=1/21n(b)

donde
a=1/(1-2Pi-Q)
b.=1/(1-2Q)

Pi = nimero de transiciones tomando en cuenta la clase de sitio (0,2 6 4)
Qi = numero de transversiones tomando en cuenta la clase de sitio (0, 2 6 4).

Sabemos que la mayoria de las sustituciones en los sitios 4-veces degenera-
dos son sindnimas y todas las sustituciones en los sitios 0-veces degenerados
son no-sindnimas. Sin embargo, para los sitios 2-veces degenerados las tran-
siciones (A,) son en su mayoria sinonimas, mientras que las transversiones
(B,) son en su mayoria no-sinénimas. Si suponemos que la probabilidad de
sustitucion de cada uno de los 4 nucledtidos (A, G, Cy T) se lleva a cabo con
la misma frecuencia, los autores de este método sugirieron que 1/3 de los
cambios en los sitios 2-veces degenerados son potencialmente sinénimos y
2/3 son potencialmente no-sinénimos. Bajo estas ideas propusieron que dSy
dN pueden ser estimados con la siguiente relacion:

3[L,A,+L,(A,+B)]
L,+3L,

ds =
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3[L,(A,+B,+L,B,]
3L,+2L,

dN =

A su vez, estas férmulas se basan en ciertos supuestos, el primero y mas evi-
dente es que el tipo de sitio en una determinada secuencia puede no corres-
ponder al mismo sitio o sitio homologo en la secuencia contra la cual se esta
comparando. Es decir, en una secuencia puede tratarse de un sitio 4-veces
degenerado, mientras que en su equivalente este sitio puede ser un sitio 2-veces
degenerado, lo que sucede con frecuencia si trabajamos con secuencias muy
divergentes. En este caso en particular la mitad de los sitios son considerados
2-veces degenerados y la otra mitad 4-veces degenerados.

El segundo supuesto es que los cambios sin sentido son considerados
cambios no-sinénimos (lo que es totalmente incorrecto). Se sabe que este
tipo de cambios suceden con una probabilidad de 4%, por lo tanto, se espera
que el método de Li-Wu-Luo sobreestime las sustituciones no-sinénimas
(dN). Aunado a esto tenemos casos especificos de ciertos aminoacidos donde
surgen problemas en las determinaciones, tal es el caso de la leucina donde
en la tercera posicion de sus tres codones (2-veces degenerados), algunas
transversiones son sindnimas.

Otro caso es el de la arginina, en donde las transiciones en las primeras
posiciones de 4 de sus codones (2-veces degenerados) son no-sinénimas con
excepcion de un coddén en donde el cambio genera una mutacion sin sentido.

A pesar de estos detalles este método proporciona estimados parecidos
al de Nei-Gojobori con precision, siempre y cuando se trate del andlisis de
muchos codones (>100) y secuencias poco divergentes entre si.

Pamilo-Bianchi-Li

Este método es una extension del anterior (Pamilo y Bianchi, 1993; Li, 1993). Los
autores notaron que las transiciones que resultan en cambios sinénimos suceden
solo en los sitios 2-veces y 4-veces degenerados, como las transversiones en los
sitios 4-veces degenerados son también sinénimas, el nimero total de sustitu-
ciones sindnimas por sitios sindnimos se estima de la siguiente manera:

as=(L,A,+L,A)(L,+L)+B)
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Y por lo tanto las sustituciones no-sinénimas,

dN=A +(L,B,+L,B)/(L,+L,)

Cameron y Kumar

Ninguno de los métodos anteriores toma en cuenta casos especificos como la
arginina, aunque en primera instancia esto no parece tener importancia, pues
se trata de un solo aminoacido, pero en algunos genes de mamiferos (como
la protamina) es un problema real, ya que sus proteinas son precisamente
ricas en arginina.

Utilizando las mismas férmulas del método de Pamilo-Bianchi-Li, Came-
ron (1995) y Kumar et al. (2000) dividieron los sitios 2-veces degenerados en
sitios 2-veces degenerados simples y complejos. Los sitios simples se refieren
a sitios en que las transiciones dan lugar a un cambio sinénimo y dos trans-
versiones generan sustituciones no-sinénimas o sin sentido. Todos los casos
restantes se incluyen en los sitios 2-veces degenerados complejos.

Métodos de verosimilitud con modelos de sustitucion
de nucleétidos

Como alternativa a los métodos descritos anteriormente surgen los mo-
delos basados en la aproximacién de méaxima verosimilitud. En estos
modelos se pretende incluir algunos detalles que los demas no incluian
como es el caso de que una clase de sitio (0-veces degenerado, por ejemplo)
haya cambiado en el tiempo, ademas de la inclusion de multiples tasas de
sustitucion para un sitio determinado (Muse y Gaut, 1994; Goldman y
Yang, 1994).

Dos modelos surgieron al mismo tiempo utilizando esta aproximacion.
Uno de ellos es el trabajo llevado a cabo por Muse y Gaut (1994), utilizando
como modelo el genoma del cloroplasto, y el segundo fue desarrollado por
Goldman y Yang (1994). Ambos se basan en un modelo especifico de sus-
titucion de codones y en la determinacién de la mayoria de los parametros
del modelo por el método de Maxima Verosimilitud descrito por Felsenstein
(1981). En estos trabajos se supone que cada sitio en la secuencia evoluciona
de manera independiente de sus sitios vecinos y de los sitios homologos en
las otras secuencias. De esta forma el pardmetro de méxima verosimilitud de
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cada sitio (algo asi como la probabilidad de observar dicho nucleétido en un
lugar especifico de la secuencia) es el producto de la maxima verosimilitud
de cada uno de los sitios.

Comenzaremos por detallar el funcionamiento de estos modelos anali-
zando los trabajos desarrollados por Goldman y Yang (1994), Yang y Nielsen
(2000) y Nielsen y Yang (1998), entre algunos, ya que son los mas desarrollados
y sobre los cuales se basan en la actualidad la mayoria de los trabajos de estudio
de adaptacion molecular con el método de maxima verosimilitud. Los autores
definen el parametro W como el cociente de sustituciones no-sinénimas y
sinénimas (dN/dS), que al igual que en los demas modelos mide la relacién
entre los dos tipos de sustituciones. Si un cambio en un aminodacido es neutral
se fijara con la misma probabilidad que una mutacién sinénimay W = 1. Si
el cambio en el aminoacido es deletéreo la seleccion negativa o purificadora
reducira su probabilidad de fijaciéon y W < 1. S6lo cuando el cambio de un
aminoacido tiene una ventaja selectiva se fija con una mayor probabilidad que
una mutacion sinénimay W > 1. Por lo tanto, un valor de W significativamente
mayor a uno es una evidencia de seleccion positiva. El modelo de sustitucion
de codones con el cual determinan la tasa de sustitucion del codén i al j (i#f)
esta dado por las siguientes condiciones:

0, si iy j difieren en una posiciéon
Tij, para transversiones sinénimas
qij KTj, para transiciones sindnimas
wTTj, para transversiones no-sinénimas
WKTTj, para transiciones no-sinénimas

donde

nj — frecuencia del codon j en equilibrio (tomado de la frecuencia del codon
en la muestra en estudio)

K - cociente de transiciones y transversiones determinado a partir de la
muestra

w - dN/dS

Si se quiere considerar la sustitucion a través de un tiempo ¢ la probabilidad
de transicion esta dada por:

P(t) = {pij (1)} = &
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donde

p;(t)es la probabilidad de que el codén i se convierta en el j en un tiempo
tQes igualap,.

Después de que se realizan las determinaciones de los parametros co-
rrespondientes se procede a realizar pruebas estadisticas que nos permitiran
determinar si la tasa de sustitucion no sinénima es significativamente mayor
que la sinénima.

En el caso de los métodos basados en méaxima verosimilitud se utiliza
una prueba de maxima verosimilitud con modelos alternativos donde se
fijan varios valores a W'y se comparan con los obtenidos en la muestra. Dos
veces el logaritmo de la funcién de verosimilitud obtenida para cada modelo
se compara con una distribucién de x* con un grado de libertad y se prueba
la hipétesis nula de que W es igual o mayor a uno (Goldman y Yang, 1994;
Nielsen y Yang, 1998; Yang y Nielsen, 2000; Yang y Bielawski, 2000). Si éste es
el caso, entonces se puede decir con una alta probabilidad que existe seleccién
positiva actuando en el gen en estudio.

Como podemos ver, hemos trabajado definiendo el cociente de dN/dS para
toda la secuencia del gen y lo que obtenemos siempre es un valor promedio
de todos los sitios de esta secuencia. En este caso s6lo detectamos la seleccion
si ésta es en promedio mayor a uno, lo cual no sucede en la mayoria de los
casos (Goldman y Yang, 1994; Nielsen y Yang, 1998; Yang y Nielsen, 2000;
Yang y Bielawski, 2000). Sin embargo, esto no quiere decir que no existan
sitios particulares dentro de la secuencia que se encuentren seleccionados
positivamente. Silo que pretendemos es detectar cudles aminoacidos dentro
dela secuencia se encuentran bajo seleccion positiva con el modelo de méxima
verosimilitud, entonces la prueba de seleccion involucra dos pasos.

El primero es probar si existen sitios dentro de la secuencia donde W
sea mayor que 1, lo que se lleva a cabo con la determinacién del cociente de
verosimilitud comparando un modelo en donde se tengan sitios que posean
una W > I, con otro modelo donde no existan esos sitios; el segundo paso
implica la aplicacion del teorema de Bayes para identificar los sitios donde
realmente existe seleccion positiva (Goldman y Yang, 1994; Nielsen y Yang,
1998; Yang y Nielsen, 2000; Yang y Bielawski, 2000).

Para poder tener una mayor comprension del método, haremos un pa-
réntesis para explicar con un modelo cémo es que funcionan estas pruebas
(tomado de Yang y Bielawski, 2000). Supongamos que tenemos una poblacién
hipotética dividida en dos grupos G1 y G2 que corresponden al 60% y 40%
de la poblacion total, respectivamente. En el grupo G1 ocurre un tipo de en-
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fermedad en una proporcion de 1% y en el grupo G2 de 0.01%. Supongamos
ahora que hacemos un muestreo al azar de 100 individuos de la poblacion
total (incluyendo G1 y G2), ;cudl es la probabilidad de que 3 de ellos estén
enfermos?

La probabilidad (D) de que un individuo tomado al azar de la poblacion esté
enfermo es un promedio entre los dos grupos G1 y G2, y esta definida por:

p=P(D)=P(G1)x P(D G1) + P(G2) x P(D G2) = 0.6 x 0.01 + 0.4 x 0.001
=0.0064

De igual manera la probabilidad de que el individuo no esté enfermo es:

P(D,)= P(G1) x P(D, G1) + P(G2) x P(D, G2) = 0.6 x 0.99 + 0.4 x 0.999
=0.9936

lo que es lo mismo que I - p (de la primera ecuacion).

La probabilidad de que 3 de cada 100 individuos posean la enfermedad
esta dada por la probabilidad:

100! p* (1 - p)”

P= 3971 =0.0227

Si esta tltima ecuacion involucra un parametro desconocido, por ejemplo,
la probabilidad de aparicién de la enfermedad en el grupo G1, éste puede
ser estimado maximizando esta formula. En este caso, la ecuacién nos da la
probabilidad de observar el dato de la muestra y se le denomina la funcién
de verosimilitud.

La segunda cuestion involucra realizar el razonamiento de forma inversa,
es decir, calcular la probabilidad de que un individuo de la muestra tomada al
azar que se encuentre enfermo pertenezca al grupo G1. Es aqui que usamos
el teorema de Bayes:

P(G1 D) = P(G1) x P(D G1)/P(D) = 0.6 x 0.01/0.0064 = 0.94

Por lo tanto, la probabilidad de que un individuo enfermo pertenezca al
grupo I es mayor, de la misma forma la probabilidad de que un individuo
sano pertenezca a este grupo es mayor.

Para el caso del estudio de la seleccion positiva, la D del ejemplo correspon-
de a un sitio de la secuencia y Gi es la clase de sitio i a la que pertenece con un
determinado valor de Wi. La probabilidad de observar un dato determinado
en un sitio es un promedio de las clases de sitios. Entonces, el producto de las
probabilidades de clases de esos sitios constituye la verosimilitud a partir de las
cual se estiman los parametros desconocidos, tal como la distribucién de W
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sobre los sitios y la longitud de las ramas de los arboles filogenéticos o genea-
logias. Después de que éstos parametros son estimados, se utiliza el teorema
de Bayes para el calculo de la probabilidad de que cualquier sitio pertenece
a una clase determinada de valores de W, y dentro de ellos se encuentre el
modelo de seleccién positiva cuyos valores seran mayores a uno.

Una de las ventajas de los modelos basados en maxima verosimilitud es
que no necesitan de las reconstrucciones filogenéticas, ademas de que pueden
incluir ciertos parametros caracteristicos del proceso evolutivo del ADN, tales
como el cociente de transiciones/transversiones y el uso de codones.

Métodos basados en reconstrucciones filogenéticas

Dentro delos métodos que intentan determinar la seleccion a nivel intragénico
llaman la atencion los trabajos que incluyen una reconstruccion de los posibles
ancestros basandose en una filogenia o genealogia determinada. Uno de los
trabajos mds sistematicos es realizado por Suzuki y Gojobori (1999). Los au-
tores calculan el nimero de sitios sinénimos y no-sinénimos a lo largo de un
arbol filogenético construido a partir del modelo de distancia del vecino mas
cercano (neighbor-joining), y luego prueban sila proporcion de sustituciones
no-sinénimas difiere del modelo neutral (i.e. W = I). Las tasas de sustitucion
las calculan a partir del modelo de Nei-Gojobori. Para cada sitio en el codon
se infiere su secuencia ancestral a partir de cada nodo del arbol.

Otro trabajo basado en reconstrucciones genealdgicas es el realizado por
Fitch y colaboradores (1997) donde basicamente usan el modelo de maxima
parsimonia para la reconstruccion de una genealogia y a partir de ella cal-
culan los cambios en cada sitio de cada codén a lo largo de las ramas de las
genealogias obtenidas asumiendo que las tasas de sustitucion son constantes
en todos los sitios de los codones (lo que en general no es cierto). Estos mé-
todos necesitan de muestras grandes para ser eficientes y no tener varianzas
muy grandes, recordando que a partir de las reconstrucciones filogenéticas
ya existen errores dependiendo del modelo evolutivo usado, asi es que hay
que tener cuidado en su implementacién.

En conclusion, la mayoria de los métodos presentados aqui son vigen-
tes en la literatura de investigacion de los procesos evolutivos moleculares.
Todos son efectivos dependiendo del tipo de datos y las caracteristicas de la
muestra a usar, sobre todo si trabajamos con secuencias muy conservadas y
poco divergentes entre si a través del tiempo. Sin embargo, lo que si es claro
es que cuando trabajamos con secuencias poco conservadas y divergentes
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entre si, los métodos de maxima verosimilitud y las reconstrucciones basadas
en modelos de distancia resultan ser mas efectivos que los demas (Zhang y
Nei, 1997). Por ejemplo, la probabilidad de reconstruccion correcta de las
secuencias ancestrales, utilizando como modelo la secuencia de la lisozima
C, es de 98.7% para el método de maxima verosimilitud contra 91.3% para
los métodos de méaxima parsimonia (Yang et al., 1995).

En la tabla 2 se comparan las tasas de sustitucion obtenidas con varios de
los métodos anteriormente descritos en la subunidad a, de las globinas entre
humanos y orangutanes (142 codones; tomado de Yang y Bielawski, 2000) y
el gen mitocondrial parala NADH deshidrogenasa de humanos y chimpancés
(603 codones; modificado de Nei y Kumar, 2000).

Como podemos observar no existe una diferencia importante entre los
distintos modelos para estos genes.

GENES DONDE SE HA DETECTADO SELECCION POSITIVA

Hemos intentado dar un panorama de los diferentes métodos utilizados en la
actualidad para el estudio de la seleccion positiva a nivel molecular, aunque
no existe un consenso acerca de cudl es el mejor de ellos. En general existe
una amplia gama de trabajos y autores que usan indistintamente todos los
métodos descritos en el presente trabajo con resultados muy parecidos.

Lo mds importante es conocer la muestra de datos que vamos a utilizar y
todas las peculiaridades que exhibe, como el cociente de transversiones/tran-
siciones y el uso de codones. También es importante tener una reconstruccion
filogenética adecuada. De esta forma aseguraremos que el modelo que esco-
jamos para determinar las tasas de sustitucion y calcular la relacion dS/dN es
el que mas se ajusta a nuestros datos. Otra sugerencia es la comparacion de
resultados utilizando varios métodos y hacer acopio de toda la informacion
de evolucién molecular y biolégica a la que tengamos acceso, lo que siempre
garantizard la obtencion de mejores resultados.

En la tabla 3 se resume la mayoria de los ejemplos registrados en los que
se ha detectado seleccion positiva mediante la determinacién del cociente
dN/dS (modificado de Yang y Bielawski, 2000)

En la literatura la mayoria de los trabajos sefialan que la mayor parte de la
evolucion molecular esta dominada por procesos neutros y selecciéon negativa
o purificadora, como Kimura (1983) y otros autores (Ohta, 1992; Li, 1997) han
discutido. Pero ;qué sucede cuando estudiamos los genomas completos? ;acaso
la seleccién actua de la misma forma que a nivel génico e intragénico?
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Tabla 2. Tasas de sustitucion de nucledtidos de la subunidad a,
de las globinas y de la NADH deshidrogenasa determinadas
con distintos métodos

Método dN ds dN/dS  Referencia
globinas a2
Nei-Gojobori 0.0095 0.0569 0.168  Neiy Gojobori, 1986
Li 0.0104 0.0517 0.201  Li, 1993
Ina 0.0101 0.0523 0.193 Ina, 1995
Yang y Nielsen 0.0083 0.1065 0.078  Yang y Nielsen, 2000
NADH deshidrogensasa
Nei-Gojobori 0.0379 0.4151 --- Kumar y Nei, 2000
Li-Wu-Luo 0.0378 0.4277 - Kumar y Nei, 2000
Modificacién a Nei-Gojobori ~ 0.0438 0.2730 - Kumar y Nei, 2000
Ina 0.0438 0.3031 --- Kumar y Nei, 2000
Pamilo-Bianchi-Li 0.0438 0.3018 --- Kumar y Nei, 2000
Cameron-Kumar 0.0438 0.3018 --- Kumar y Nei, 2000
Goldman-Yang 0.0442 0.2872 - Kumar y Nei, 2000

Tabla 3. Genes involucrados en actividades celulares de varias clases
que se encuentran bajo seleccion positiva segun diferentes

métodos moleculares

Gen y actividad celular Organismo Método Referencia

Sistema inmune

Quitinasas clase I Arabisy Arabidopsis  Li-Wu-Luo Bishop et al., 2000.

Colicinas Escherichia coli Nei-Gojobori  Riley, 1993.

Defensinas Roedores Nei-Gojobori  Hughes y Yeager,
1997.

Inmunoglobulinas VH Mamiferos Nei-Gojobori  Tanaka y Nei, 1989.

Genes del Complemento

de Maxima

Histocompatibilidad Mamiferos Nei-Gojobori  Hughes y Nei, 1988.

(Contintia)
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Tabla 3. Genes involucrados en actividades celulares de varias clases

que se encuentran bajo seleccion positiva segun diferentes

métodos moleculares (continiia)

Gen y actividad celular Organismo Método Referencia
Inhibidor de la Dicotiledoneas --- Stotz et al., 2000.
poligalacturonasa

y legumbres

Genes de grupo sanguineo Primates y roedores ~ Nei-Gojobori Kitano et al., 1998.
RH (RH50)

Ribonucleasas Primates Nei-Gojobori Zhang et al., 1998.
Gen de la transferina Salmones Nei-Gojobori Ford et al., 1999.
Interferon- w tipo I Mamiferos Nei-Gojobori Hughes, 1995.

Inhibidor de la proteinasa w-1 Roedores

Evasion de la respuesta a sistema inmune

Gen de la capside

Genes CSP, TRAP, MSA-2
y PF83

Region codificadora del
antigeno delta

Gen de la envoltura de

la capside

Glicoproteina gH

Hemaglutinina

Genes del antigeno de la
invasion del plasmido
Antigeno-1 de la superficie
del merozoito (MSA-1)
Proteina de la membrana
externa

Genes de la
poligalacturonasa

Porina 1 (porB)

Glicoproteinas Sy HE
Sigma 1

Gen determinante de la
virulencia

Virus FMDV
Plasmodium
falciparum

Virus de la hepatitis D

Virus HIV

Virus de la
pseudorabia

Virus humano

de la influenza tipo A
Shigella

Plasmodium
falciparum
Chlamydia

Hongos patégenos

Neisseria gonhorreae 'y
N. meningitidis
Coronavirus del ratéon
Reovirus

Yersinia

Nei-Gojobori

ML*
Nei-Gojobori

Cameron

Ina
Nei-Gojobori
Nei-Gojobori
Nei-Gojobori

Nei-Gojobori

Nei-Gojobori

Nei-Gojobori
Nei-Gojobori
Nei-Gojobori

Goodwin et al.,
1996.

Haydon et al., 2001.
Hughes y Hughes,
1995.

Wu et al., 1999.

Yamaguchi-Kabata y

Gojobori, 2000.
Endo et al.,, 1996.

Fitch et al., 1997.
Endo et al., 1996.
Hughes, 1992.
Endo et al., 1996.
Stotz et al., 2000.
Smith et al., 1995.
Baric et al., 1997.

Endo et al., 1996.
Endo et al., 1996.

(Contintia)
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Tabla 3. Genes involucrados en actividades celulares de varias clases

que se encuentran bajo seleccidn positiva segin diferentes

métodos moleculares (continiia)

Gen y actividad celular

Organismo

Método

Referencia

Reproduccion

Proteina de 18 kDa
involucrada en la
fertilizacién

Gen Acp26Aa
Proteina que une al
androgeno

Hormona de puesta

de huevos

Gen de caja homedtica Ods
Gen de caja homedtica Pem

Protamina P1

Lisina del esperma
RNAsa S

Gen de la diferenciacion
testicular Sry

Digestion

Caseina K

Lisozima

Toxinas

Conotoxina

Fosfolipasa A2

Haliotis (Abalone)

Drosophila
Roedores
Aplysia californica

Drosophila
Roedores

Primates
Haliotis (Abalone)

Rosaceae
Primates

Bovinos
Primates

Gastropodo Conos

Serpientes crotalinas

Nei-Gojobori

Li-Wu-Luo
Li
Nei-Gojobori

Li

Nei-Gojobori
Nei-Gojobori
Nei-Gojobori

Pamilo-
Bianchi-Li

Ina

Miyata y
Yasunaga

Vacquier et al., 1997.

Tsaur y Wu, 1997.

Karn y Nachman,
1999.
Endo et al., 1996.

Ting et al., 1998.
Sutton y Wilkinson,
1997.

Rooney y Zhang,
1999.

Vacquier et al., 1997.
Ishimizu et al., 1998.
Pamilo y O’Neill,
1997

Ward et al., 1997.
Messier y Stewart,
1997.

Duda y Palumbi,
1999.
Nakashima et al.,
1995.

(Contintia)
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Tabla 3. Genes involucrados en actividades celulares de varias clases
que se encuentran bajo seleccién positiva segiin diferentes

métodos moleculares (continiia)

Gen y actividad celular Organismo Método Referencia

Transporte de electrones y sintesis de ATP

Subunidad FO de la ATP E. coli Nei-Gojobori Endo et al., 1996.

sintetasa

Isoforma COX7A Primates --- Schmidt et al., 1999.

COX4 Primates --- Wu et al,, 1997.

Citoquinas

SF de granulocito- Roedores --- Shields et al., 1996.

macrofago

Interleucina-3 Primates --- Shields et al., 1996.

Interleucina-4 Primates --- Shields et al., 1996.

Miscelaneos

CDCé6 Saccharomyces Nei-Gojobori Endo et al., 1996.

cerevisiae

Hormona de crecimiento Vertebrados Nei-Gojobori Wallis, 1996.

Cadena B de la hemoglobina  Peces antarticos ML Bargelloni et al.,
1998.

Gen Jingwei Drosophila --- Long y Langley,
1993.

Péptido C3 de la prostateina ~ Rata Nei-Gojobori Endo et al., 1996.

*ML: Método de Maxima Verosimilitud

LA SELECCION A NIVEL GENOMICO

La gran cantidad de secuencias almacenadas en las bases de datos (GenBank,
EMBL, entre algunas) representan tanto un reto como una oportunidad parala
genética de poblaciones y la gendmica en cuanto al desciframiento de la histo-
ria evolutiva que contienen, asi como para entender los mecanismos evolutivos
que han moldeado la diversidad molecular observada. De la misma forma
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han llevado al desarrollo de nuevos métodos de analisis que puedan manejar
esta gran cantidad de datos y que nos permitan llevar a cabo interpretaciones
efectivas acerca de los procesos evolutivos. Esta tarea es especialmente dificil
si tomamos en consideraciéon que muchos procesos evolutivos nos pueden
llevar a resultados similares.

El advenimiento de la era de la genémica ha generado la disponibilidad
de una gran cantidad de genomas completos, lo que se ha convertido en una
herramienta poderosa para el estudio de la actuacién de las distintas fuerzas
evolutivas a gran escala. Esto hace que podamos hacer comparaciones de
alta resolucion y poder estadistico gracias al nimero de genes involucrados
en el estudio.

Se han descrito hasta la fecha dos trabajos importantes que parecen descri-
bir los papeles que tiene la seleccion a nivel gendmico, curiosamente ambos
implican el estudio de dos dominios: el de las bacterias y el eucarionte, y de
esta misma forma los resultados parecen ser antagdnicos.

El primer estudio corresponde a la comparacion entre las tasas de susti-
tucion de los denominados genes esenciales y no esenciales de tres especies
bacterianas: Escherichia coli, Helicobacter pyloriy Neisseria meningitidis (tabla
4; Jordan et al., 2002). En este trabajo los autores asignan la categoria de genes
esenciales apoyados en los datos experimentales (sobre todo de mutantes) que
existen de E. coli, extrapolandolos a los genes homologos en las otras especies
bacterianas. Las tasas de sustitucion fueron obtenidas mediante el método
de Pamilo-Bianchi-Li (Li, 1993; Pamilo y Bianchi, 1993). Mostramos a con-
tinuacion la tabla 4, que es una modificacion de la descrita en dicho trabajo,
donde podemos ver la comparacién entre las distintas tasas de sustitucion
sinénima (Ks) y no-sinénima (Ka) y el cociente de relacién entre ambas Ka/Ks
(equivalente a dN/dS).

Como podemos observar, parece existir una diferencia significativa entre
los genes esenciales y no esenciales dentro del genoma de E. coli. De igual
manera observamos que este patron se repite para H. pyloriy N. meningitidis.
Ademas, al parecer las tasas de sustitucion son mayores en éstos dos tltimos
patégenos en comparacion con las observadas para E. coli, lo que parece in-
dicar que estos organismos evolucionan mas rapidamente (tabla 4). Uno de
los resultados mas importantes de este estudio es el hecho de que los autores
no detectan seleccion positiva en todo el analisis, aunque no descartan la
posibilidad de que en algunas regiones especificas de algunos genes exista
este tipo de seleccion. Concluyen que, en el caso particular de las bacterias,
la seleccién negativa o purificadora es casi la regla en la evolucion a nivel
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Tabla 4. Comparacidn de las distintas tasas de sustitucién de nucledtidos

y el cociente (Ka/Ks) entre genes esenciales y no esenciales de tres especies bacterianas

Ks (xse)

Ka (+se)

Ka/Ks (+se)

Escherichia coli
Genes esenciales
No esenciales

0.02699 £0.0021
0.051 £0.0010

0.00111 £0.0010
0.00360 +0.0002

0.0450 £ 0.007
0.0840 £0.002

Helicobacter pylori

Genes esenciales 0.11133 +0.0041 0.01289 +0.0011 0.1132 +0.009

No esenciales 0.03524 +0.0031 0.02164 +0.0014 0.1614 £0.008
Neisseria
meningitidis
Genes esenciales 0.06537 £0.0069 0.00476 +0.0007 0.0732 £ 0.010
No esenciales 0.09156 £0.0059 0.00960 +0.0009 0.1765 £ 0.019

proteinas. Es decir, que la tasa evolutiva estd determinada por la proporcién
de sitios que poseen altos coeficientes selectivos contra las mutaciones dele-
téreas (Jordan et al., 2002). En otras palabras, estos resultados sugieren que la
seleccion purificadora es la principal fuerza moldeando la historia bacteriana
a nivel genoémico.

El segundo trabajo analiza el papel que juega la adaptacion a nivel geno-
mico dentro del género Drosophila (Smith y Eyre-Walker, 2002). Se basan en
la determinacion de la proporcidon de aminodcidos que se sustituyen debido a
seleccion positiva durante la divergencia de las especies D. simulans y D. yaku-
ba utilizando todos los genes homologos existentes para ambas especies. Los
valores de las sustituciones sindnimas y no-sindnimas son calculados a partir
del modelo de maxima verosimilitud desarrollado por Yang y colaboradores
(Goldman y Yang, 1994; Nielsen y Yang, 1998; Yang y Nielsen, 2000; Yang y
Bielawski, 2000), que ya han sido descritos ampliamente. Se correlacionan
estos parametros con el polimorfismo de tipo sinénimo o no sinénimo a lo
largo de la secuencia de los distintos genes. Las conclusiones de este trabajo
muestran que aproximadamente un 24% de las sustituciones de aminodcidos
entre ambas especies de mosca de la fruta son producto de la seleccion positiva.
Finalmente, determinan que existen aproximadamente 270,000 sustituciones
de aminodcidos seleccionadas positivamente durante la divergencia de las
dos especies. Esto implica (tomando el tiempo de divergencia entre ambas
que es de 6 millones de afios) que estas dos especies han sufrido en promedio
una sustitucion del tipo adaptativo cada 45 anos ¢ cada 450 generaciones
(si contamos 10 generaciones por ano), lo que indicaria que para el caso de
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este grupo de eucariontes la seleccion natural de tipo darwiniano (positiva)
posee el papel principal dentro de la evoluciéon molecular, a diferencia de su
contraparte procarionte.

PROGRAMAS COMPUTACIONALES PARA
DETERMINACION DE SELECCION POSITIVA

Anteriormente se presentd una revision de los métodos y de los resultados
directos del estudio de la participacion de la seleccion a nivel molecular, pero
en la practica ;como determinamos el cociente dN/dS y como aplicamos las
distintas pruebas estadisticas para probar que existe seleccion positiva en una
muestra de secuencias de nucle6tidos o amino acidos? y ;como realizamos
reconstrucciones filogenéticas?

Existen varios paquetes de programas computacionales cuyo objetivo
principal es el andlisis y la determinacion de distintos parametros evolutivos,
y que incluyen también la mayoria de las pruebas estadisticas necesarias en
cualquier estudio de genética. A continuacidn describo cinco de los principales
paquetes utilizados en la mayoria de los trabajos que descritos en el presente
capitulo y en la literatura cientifica.

PAML (PHYLOGENETIC ANALYSIS BY MAXIMUM LIKELIHOOD)

Suautor es Ziheng Yang y se encuentra accesible de forma gratuita por la red en
la siguiente direccion : abacus.gene.ucl.ac.uk/software/paml.html. La version
actual es la 3.13 (agosto de 2002). Puede ser instalado en computadoras con
sistema operativo Windows 95/98/2000/NT , PowerMac y Unix. La mayoria
de los trabajos de estudio de seleccion positiva usan este paquete, que incluye
los siguientes programas y tipos de analisis:

o Baseml. Analisis bajo el modelo de maxima verosimilitud, célculo de
topologias de arboles filogenéticos, calculo de largo de las ramas y pa-
rametros de sustitucion bajo varios modelos evolutivos (Jukes y Cantor,
Kimura-2, etc.), andlisis de reloj molecular, reconstruccién de secuencias
ancestrales, etc.

« Basemlg. Lo mismo que el anterior s6lo que incluye el modelo de distri-
bucién del pardmetro gamma.

o Codonml. Andlisis de méxima verosimilitud de secuencias codificantes
usando modelos de sustitucion de codones (Goldman y Yang, 1994), uso de
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codones, calculo de tasas de sustitucion sinénimas y no-sinénimas, prueba
estadistica de seleccion positiva basado en cociente dN/dS, reconstruccion
de secuencias de codones ancestrales.

« aaml. Analisis de maxima verosimilitud de aminoacidos bajo varios mode-
los (Poisson, Dayhoff, etc), calculo de reloj molecular, parametro gamma,
y reconstruccion de secuencias de aminoacidos ancestrales.

o Pamp. Analisis basados en parsimonia.

« Mcmctree. Estimacion de filogenias de secuencias de ADN por método
Bayesiano, calculo de probabilidades posteriores por método de Monte
Carlo.

» Yn00. Método descrito por Yang y Nielsen (2000), incluye Nei-Gojobori
(1986).

HYPHY (HYPOTHESIS TESTING USING PHYLOGENIES)

Fue desarrollado por Sergei Kosakovski y Spencer Muse, sigue siendo la versiéon
piloto, los autores no han liberado una version formal final, pero se puede
obtener de forma gratuita desde la siguiente direccion: 222.hyphy.org. La ver-
sion es la .95 beta. Se puede instalar en computadoras con sistema operativo
Windows 95/98/2000/NT, MacOX y Unix. Algunos de los andlisis que incluye
son: analisis de uso de codones, frecuencia de nucleétidos y aminoacidos, ana-
lisis de agrupamiento, comparacion entre distintos modelos con pardmetros
W diferentes basados en los trabajos de Yang et al. (Goldman y Yang, 1994;
Nielsen y Yang, 1998; Yang y Nielsen, 2000; Yang y Bielawski, 2000), analisis
de reloj molecular, descomposiciones de estrella, anélisis de topologia.

Este paquete de programas es muy accesible a los usuarios, con ventanas
muy claras y un tutorial muy completo. Por otra parte es una forma mas sen-
cilla de aproximarse a los mismos modelos de Yang et al. (Goldman y Yang,
1994; Nielsen y Yang, 1998; Yang y Nielsen, 2000; Yang y Bielawski, 2000) que
en el programa de PAML parecen un poco mas complicados y tienen menos
instrucciones sobre su uso.

MEGA (MOLECULAR EVOLUTIONARY GENETICS ANALYSIS)

Desarrollado por Sudhir Kumar (Kumar et al., 2000). Se puede bajar de forma
gratuita a través de la siguiente direccion: www.megasoftware.org. La version
actual es la 2.0. Se puede instalar en computadoras con sistema operativo
Windows 95/98/2000/N'T, para Macintosh sélo si tiene un emulador de PCy
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para SUN Workstation con Softwindows 95. No posee un limite de tamafio y
nimero de secuencias, éste estara dado por la capacidad de la computadora, lo
que lo hace muy adecuado incluso para el analisis de genomas completos.

Una gran innovacién de este programa es que posee un editor de textos
que es muy facil de usar, sin limite al nimero y tamano de secuencias y que
nos permite agregar la extension necesaria para el uso de otros formatos
para otros programas, cualquier formato es muy facil de convertir en MEGA
pues tiene un transformador integrado. Es bastante completo en cuanto
al tipo de analisis que desarrolla, incluye: célculo de distancias genéticas,
construccion de genealogias bajo todos los modelos evolutivos existentes,
incluye dos pruebas de seleccion, una de neutralidad (Tajima D), determi-
nacion de contenidos de GC, frecuencias de aminoacidos y uso de codones,
determinacion de tasas de sustitucion por método de Nei-Gojobori y método
modificado de Kumar.

DNASP

Desarrollado por Rozas y Rozas (1999), este es uno de los mejores paquetes;
su unica limitante es el nimero de nucleétidos que puede analizar, aproxima-
damente 16,000 pares de bases, que para fines practicos es bastante amplio
pero no muy adecuado para estudios a nivel gendmico. La version actual es
la 3.98.6. Incluye los siguientes analisis: varias pruebas de neutralidad como
Hudson-Kreitman-Aguade (HKA), Tajima, McDonald y Kreitman; analisis
de coalescencia, polimorfismo de ADN, varias pruebas de uso de codones,
determinacion de tasas de sustitucion por el método de Nei-Gojobori, flujo
génico, desequilibrio de ligamiento y recombinacion.

Se puede acceder de manera gratuita en la red a través de la siguiente
direccion: www.ub.es/DNAsp/ y se puede instalar para sistema operativo
Windows 95/98/2000/NT y en Macintosh si tiene un simulador de PC como
Softwindows.

PHYLIP (PHYLOGENY INFERENCE PACKAGE)

Creado por Joe Felsenstein (Felsenstein, 1993), se puede bajar en el siguiente
sitio: //evolution.genetics.washington.edu/phylip.html/. Este paquete es uno de
los pioneros en el andlisis de evolucién molecular y construccion filogenética,
que ademas de incluir métodos de distancia como el vecino mas cercano (NJ)
y Méaxima Verosimilitud, incluye el método de parsimonia.
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El autor fue el primero en aplicar maxima verosimilitud al analisis genético
y casi todos los trabajos que lo utilizan derivan de su método. Es un buen sitio
para consultar qué otros programas de analisis evolutivo existen dependiendo
de qué modelos se quieren utilizar. El autor lo mantiene muy actualizado, es
bastante descriptivo y uno de los mas utilizados en cualquier estudio filoge-
nético. Se puede instalar en casi cualquier plataforma Windows en todas sus
versiones, Macintosh y UNIX.
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FLujo GENICO: METODOS
PARA ESTIMARLO Y MARCADORES
MOLECULARES

Erika Aguirre Planter

El flujo génico se refiere a todos los mecanismos que generan movimiento de
genes de una poblacion a otra. Las poblaciones de una especie pueden inter-
cambiar genes en mayor o menor grado, ya sea genes nucleares o genomas
uniparentales como la mitocondria o el cloroplasto, debido al movimiento
de gametos, semillas, individuos juveniles o adultos (en animales y en el caso
de algunas plantas), asi como por eventos de extincion y recolonizacién de
poblaciones enteras (Slatkin, 1985a), aunque cabe mencionar que los migran-
tes que no se reproducen en la poblacién a la que migraron no contribuyen
al flujo génico.

El estudio del flujo génico ha sido un tema vital en biologia evolutiva, ya
que es un componente importante en la estructura de las poblaciones. An-
teriormente se pensaba que el flujo génico en general era muy restringido y
de poca importancia evolutiva (Levin, 1981). Sin embargo, se ha observado
en distintas especies que los niveles estimados de flujo génico generalmente
son altos (Riesberg y Burke, 2001) y que pueden actuar como una fuerza que
mantiene integrada a la especie, ademads de influir en procesos ecologicos. Por
ejemplo pueden determinar la persistencia y adaptacion de poblaciones locales,
las tasas de extincion de las especies, la evolucion de los rangos de distribucion
de las especies y otras propiedades ecoldgicas (Whitlock y McCauley, 1999).
Asimismo, si el flujo génico entre poblaciones de una especie es alto, todas
ellas evolucionan de manera conjunta (a menos que sea contrarrestado por
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seleccion o deriva génica), pero si es muy bajo, empiezan a divergir, lo que
puede contribuir al aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes
evolutivamente independientes (Slatkin, 1994).

En biologia de la conservacion se ha tratado de estimar el flujo génico
actual tratando de entender el movimiento de genes a una escala regional o
de paisaje. Por ejemplo, existen estudios que consideran que las poblaciones
fragmentadas pueden tener una dindmica de metapoblaciones a través de la
extincion y recolonizacion de distintos fragmentos, aunque actualmente no se
tiene una metodologia clara en la que las estimaciones de flujo génico permitan
relacionar los modelos de metapoblaciones con la ecologia del paisaje.

Para tratar de medir estas tasas de flujo génico se han utilizado métodos
directos e indirectos. En este capitulo abordaremos con especial énfasis los
indirectos, ya que son los que se basan en datos moleculares.

METODOS DIRECTOS

Se basan en observaciones o experimentos que miden el grado de dispersion
de gametos o individuos, por ejemplo con la captura y recaptura de individuos
marcados. Puede también hacerse un analisis de parentesco para identificar
padres y después cuantificar el patrén del movimiento de genes. Los anali-
sis de parentesco nos permiten estimar la distribucion de las distancias de
dispersion y examinar el movimiento de genes por polen y semilla. Existen
distintos modelos para el analisis de parentesco, pero el modelo general uti-
liza la progenie de madres conocidas para asignar la paternidad a un grupo
de donadores o padres potenciales y asi cuantificar el movimiento de genes
(véanse los capitulos 5 y 6 de este libro).

En este sentido, Meagher (1986) present6 un andlisis de paternidad en una
poblacion de plantas en el que cuantificé la varianza en el éxito reproductivo
como una funcién de la distancia. Modificaciones subsecuentes a este método
han sido utilizadas para el estudio del movimiento de genes en poblaciones
(Devlin y Ellstrand, 1990; Roeder et al., 1989; Smouse y Meagher, 1994),
aunque la estimacion directa de flujo génico que dan se basa generalmente
en uno o dos episodios reproductivos.

A raiz del uso de los métodos directos, se concluye que en la mayoria de las
especies la dispersion es muy localizada, aunque esto no quiere decir nece-
sariamente que el flujo génico en poblaciones sea muy restringido. Esto se
debe a que se subestima la frecuencia de la dispersion a larga distancia, que
puede ser dificil de detectar, no se toman las extinciones y recolonizaciones
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como una fuente de flujo génico y no se detectan eventos raros que pueden
ser importantes (Slatkin, 1985a). Asimismo, las estimaciones de flujo génico
obtenidas con este tipo de datos no pueden ser interpretadas como flujo génico
entre poblaciones, ya que miden la migracién en un area determinada que no
es necesariamente una poblacion, y en un periodo dado, por lo que no puede
ser considerado flujo génico en una escala evolutiva. De la misma manera, las
medidas directas de dispersién no necesariamente reflejan el movimiento de
genes, porque no se sabe si el migrante se reproduce exitosamente (Whitlock
y McCauley, 1999).

Sin embargo, al reflejar el flujo génico instantaneo, los métodos directos
aportan detalles, como la etapa de la historia de vida en la que la dispersion
ocurre, que nos dan una idea de las condiciones ecoldgicas favorables para la
dispersion. Por ello, estos métodos son apropiados para el estudio del movi-
miento de genes en una escala ecoldgica o fina.

METODOS INDIRECTOS

Gracias al desarrollo de técnicas y analisis moleculares, es posible estimar
el flujo génico de una manera detallada y con mayor resolucién. Se basan
principalmente en observar la distribucién espacial de alelos en las pobla-
ciones para hacer inferencias de los niveles o patrones de flujo génico en las
poblaciones (Slatkin, 1985a).

La mayoria de los modelos tedricos de flujo génico surgen de los conceptos
desarrollados por Sewall Wright y suponen que los organismos estdn formando
poblaciones discretas -modelo de islas- que se diferencian por mutacion y deri-
va génica (Wright, 1943) o bien que forman poblaciones con una distribucién
continua -modelos de aislamiento por distancia- en donde la probabilidad de
flujo génico disminuye al incrementarse la distancia espacial.

El modelo usado comuinmente para estimar flujo génico es el modelo de
islas infinitas (infinite islands model) de Wright (1951; figura 1). Este modelo
considera condiciones en equilibrio entre un numero infinito de islas o subpo-
blaciones de igual tamafio, que intercambian migrantes entre cualquiera de
las islas con igual probabilidad, a una tasa constante. Las poblaciones pueden
ser tratadas como réplicas, y el modelo se puede caracterizar con sélo dos
parametros: tamano poblacional (N) y tasa de migracion (m). La importancia
de la deriva génica es proporcional a 1/N, mientras que la importancia del
flujo génico es proporcional a m (Slatkin, 1985a).
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Figura 1. Modelo de islas infinitas, donde m es la tasa de migracién

Wright (1951) introdujo un método para dividir el coeficiente de endoga-
mia en una poblacién subdividida en un componente debido a apareamien-
tos no aleatorios dentro de poblaciones (F,) y otro componente debido a la
subdivision entre poblaciones (F ). F,, es definido como:

F,=(H, - Hs,)/HT

donde H es el promedio de la heterocigosis esperada en la poblacion total,
para todos los loci, y H, es el promedio de la heterocigosis esperada dentro
de subpoblaciones para todos los loci.

F_ mide la variacién de las frecuencias alélicas entre poblaciones, y por
tanto la diferenciacion genética entre ellas. Se relaciona con la migracion dela
siguiente manera: la tasa a la que un alelo se fija en una poblacién es inversa-
mente proporcional al tamafio efectivo de la poblacién, N, (N por simplicidad).
Esta tasa de fijacion puede ser contrarrestada por el flujo génico que llega de
otras poblaciones a una tasa m. Estos factores llegan a un equilibrio en donde
F es aproximadamente:

F ~1/ (4 Nm+1) para genomas diploides
F ~1/(2Nm+1) para genomas haploides

F, puede estimarse mediante aloenzimas o datos moleculares de ADN y
el flujo génico efectivo puede posteriormente calcularse en el equilibrio de
manera tedrica como:



FLujo GENICcO 53

Nm=% (1/F, -1)  para organismos diploides
Nm=7% (1/F, - 1)  para organismos haploides

Bajo este modelo, de acuerdo con Wright (1969), una tasa de migracion >1
en cada generacion es suficiente para contrarrestar la diferenciacion genética
debida a deriva génica.

Una medida similar es la propuesta por Crow y Aoki (1984), en la que
existe un numero finito de islas (modelo de n-islas), en el que el equivalente
para alelos multiples de F, es el pardmetro G (Nei, 1973) definido como:

G,~1/ (4Nma + 1)
Donde a = [n/ (n-1)]* y n es el numero de subpoblaciones

Este modelo asume que las poblaciones estan en equilibrio y que las islas
intercambian migrantes entre si con igual probabilidad a una tasa constante.

Otro modelo relacionado con el flujo génico, como se mencioné ante-
riormente, es el de aislamiento por distancia, que examina la relacion del
flujo génico entre pares de poblaciones (M, equivalente a Nm entre pares de
poblaciones) con la distancia geografica (Slatkin, 1993). Bajo este modelo, los
valores de M se estiman a partir de valores de 0 entre pares de poblaciones (que
es una medida de diferenciacion entre poblaciones, Weir y Cockerham 1984)
y se aplica una regresion de log10M en log10k (k= distancia geografica). Para
determinar si existe una relacion lineal significativa entre el flujo génico y la
distancia geografica entre poblaciones se utiliza cominmente una prueba de
Mantel (1967), ya que los valores de M para los diferentes pares de poblaciones
no son independientes (figura 2).

Figura 2. Gréfica entre k = distancia geografica entre pares de poblaciones

y M = flujo génico entre pares de poblaciones

- m e boge m
- < ".- -
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Otro método para estimar N es el de alelos privados (Slatkin 1981, 1985b),
en el que con base en muestras de distintas localidades se obtiene p(1), que
es la frecuencia promedio de alelos que sdlo estdn en una muestra. Slatkin
(1985b) encontro6 que para el modelo de islas y el de stepping stone log, [p(1)]
estd linealmente relacionado con log, (Nm), por lo que:

log10[p(1)] = aloglO(Nm) + b

donde p(1) esla frecuencia promedio de los alelos privados y a y b son constan-
tes que dependen del niimero de individuos muestreados en cada subpoblacion
y son determinadas por datos simulados (ver Slatkin, 1985b). Este método yla
estimacion de Nm a partir de F, son parecidos, al basarse en la distribuciéon
de las frecuencias alélicas entre poblaciones. Sin embargo, simulaciones han
demostrado que el método de alelos privados es mas sensible a errores en la
coleccién de datos (Slatkin, 1994).

En muchos aspectos F es un pardmetro ideal que nos da una idea de
la historia de las poblaciones estudiadas, dando informacién acerca de la
importancia evolutiva del flujo génico y la deriva génica. Es relativamente
facil obtener los datos necesarios para calcular F, y luego Nm. Sin embargo,
una critica comun a los estimadores de flujo génico como F que utilizan la
variacion en las frecuencias alélicas, es que asumen un modelo poco real que
considera un numero infinito de poblaciones, donde hay ausencia de selec-
cién o mutacion, que el flujo génico no es afectado por la distancia geografica
entre poblaciones y que cada poblacion esta en un equilibrio entre migracion
y deriva (Niegel, 2002).

Slatkin y Barton (1989) revisaron la relacién entre F., y flujo génico, tanto
teoricamente como mediante simulaciones y encontraron evidencia para
apoyar el uso del modelo de islas. Concluyeron que en una poblacién subdi-
vidida que estd en equilibrio demogréfico, tanto el método de F, como el de
alelos privados proveen estimados razonablemente correctos de Nm bajo una
variedad de condiciones.

Por otro lado, Whitlock y McCauley (1999) sefialan que existe evidencia
de que muchos de los loci a partir de los cuales se estima F, estdn sujetos a
seleccion, que puede tanto sobreestimar (si la seleccion favorece los mismos
alelos en diferentes areas) como subestimar (si la seleccion favorece diferen-
tes alelos en distintas dreas) los valores de F. Por ejemplo, cuando la tasa de
migracion es muy baja (y en ausencia de deriva génica), la seleccién puede
dominar el patrén de diferenciacion, ya que el ligamiento a alelos sujetos a
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seleccion local puede aumentar la F, (Whitlock y McCauley, 1999). Por otro
lado, Slatkin y Barton (1989) encontraron que la F,, en el modelo de islas no
es muy sensible a la seleccién que favorece a uno o dos alelos, sino que sélo
es importante si diferentes alelos se encuentran favorecidos en distintas lo-
calidades geograficas. El supuesto de que los alelos sean neutros o de que la
seleccion no esté alterando el indice puede evaluarse por el grado de consis-
tencia entre los diferentes loci a partir de los cuales se obtiene F,. Si con cada
loci polimoérfico se obtiene aproximadamente el mismo valor de F , es muy
probable que la seleccidon no esté determinando el valor encontrado.

La tasa de mutacion también puede afectar los patrones de diferenciacion
genética entre poblaciones. En el caso del estimador F,, éste no es muy sensible
a las tasas de mutacion, solo si los tamafios poblacionales son pequeiios (de
1000 o menores) y las tasas de mutacién son mucho menores que las tasas de
migracion (Crow y Aoki, 1984). En marcadores como microsatélites, las tasas
de mutacién pueden ser muy altas, lo que puede disminuir F, y sobreestimar
Nm (Hedrick, 1999). Para resolver este problema, Slatkin (1991) definié F en
términos de tiempos de coalescencia entre alelos y desarrollo el indice R , que
es relativamente insensible a tasas de mutacion y mas apropiado para loci que
mutan en forma de paso a paso (step-wise model). Sin embargo, R tiene una
mayor varianza que otras medidas de diferenciacion entre subpoblaciones y es
muy sensible a violaciones del modelo de mutacion paso a paso (Gaggiotti et al.,
1999), por lo que no es claro si en la practica ofrece ventajas sobre F,, incluso con
marcadores que teéricamente se ajustan al modelo de mutacion paso a paso.

Otro problema en relacion a la estimacién de F_, es el del equilibrio. El
tiempo en generaciones requerido para que F, esté cerca del equilibrio es
1/[2m+1/(2N)], donde m esla tasa de migraciéon y N es el tamaio poblacional
(Crow y Aoki, 1984). Cuando no hay flujo génico (m=0), el tiempo prome-
dio requerido para el equilibrio seria 2N. Si existieron poblaciones grandes
que estuvieron histéricamente en contacto y que actualmente se encuentran
aisladas, estarian fijadas para distintos alelos en el equilibrio, pero el tiempo
requerido para aproximarse a ese equilibrio podria ser mayor a la edad de la
mayoria de estas especies. Esto también podria ocurrir si los sitios muestrea-
dos han sido recientemente colonizados y por lo tanto las poblaciones todavia
no estarian en equilibrio. En estos casos, los estimados darian estimaciones
de flujo génico diferentes de cero atin entre especies que han estado aisladas
reproductivamente durante mucho tiempo (Niegel, 2002).

El modelo de islas es una abstraccion conveniente que aisla los efectos
opuestos de deriva génica y flujo génico, y aunque F, no siempre da estima-
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ciones “exactas’, es poco probable que estos estimados estén sobrestimados
por varios érdenes de magnitud (Niegel, 2002). Este mismo autor propone que
el nimero de poblaciones no tiene que ser infinito, ni necesariamente muy
grande para que F, dé una estimacién acertada de Nm, y que la mutacion y
la seleccién sélo son importantes cuando las poblaciones son muy grandes.
También demuestra que aunque el flujo génico esté limitado por distancia, se
espera que el valor total de F, sea similar al obtenido por el modelo de islas
(Slatkin y Barton, 1989). El problema del uso de F, surge cuando la deriva
génica es un proceso débil (los tamanos efectivos de las poblaciones son gran-
des). F,, puede pensarse como un balance entre deriva génica y flujo génico y
valores muy pequefios de flujo génico (<<1) pueden acercar F_a 0.

En conclusion, los datos y simulaciones indican que el uso de F para esti-
mar Nm es util y sencillo. Los métodos indirectos tienen la ventaja de poder
incorporar los efectos de todos los componentes histéricos de la dispersion
y generar un promedio de la variacion en la dispersion a través del tiempo.
Finalmente, los niveles de flujo génico estimados con F, reflejan flujo génico
histdrico, no el flujo génico que esta ocurriendo en el presente.

METODOS GENEALOGICOS

La distribucion de la variacion genética en poblaciones estd fuertemente in-
fluenciada por las fuerzas microevolutivas que estan actuando, como el flujo
génico y la seleccion, asi como por la historia filogenética de las poblaciones y las
especies (Schaal et al., 2003). Es por ello que el uso de estadisticos tradicionales
para determinar la estructura de las poblaciones, como los que se mencionaron
anteriormente, no toman en cuenta las relaciones evolutivas entre los alelos y
no permiten distinguir entre efectos historicos y procesos recurrentes.

Muchas secuencias de ADN cuentan con una alta variacién molecular
neutral que puede ser utilizada para reconstruir su genealogia. En este con-
texto, el uso de secuencias para inferir procesos evolutivos en el pasado a nivel
poblacional, ha sido enriquecido por el concepto de filogeografia propuesto
por Avise (1994; véase el capitulo 14 de este libro), que examina la distribucion
de la genealogia de alelos o haplotipos en un contexto geografico, utiliza la
informacion histérica contenida en los genes y caracteriza la subdivision de
poblaciones al reconocer patrones geograficos de la estructura genealogica a
lo largo del rango de distribuciéon de una especie.

A nivel poblacional es preferible el uso de redes de haplotipos en lugar de
arboles filogenéticos, ya que la inferencia cladistica de relaciones filogenéticas
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requiere que las variantes genéticas no formen linajes reticulados (Schaal et
al., 1998). Las genealogias trazan las relaciones evolutivas entre haplotipos o
alelos (Schaal et al., 2003) que permiten reconstruir los procesos evolutivos
con los principios de la coalescencia. Los métodos que utilizan estos princi-
pios tratan de modelar el pasado utilizando un proceso estocastico, esto es, la
coalescencia, basado en el concepto de que los alelos en una poblacién pueden
ser rastreados hacia atras en el tiempo hasta el punto en el que coalescen en
un alelo ancestral comun (véase el capitulo 9 de este libro).

Laidea principal detrds de la coalescencia es que en ausencia de seleccion
los linajes muestreados pueden ser vistos hacia atras en el tiempo “escogien-
do” al azar a sus padres y cuando dos linajes escogen al mismo padre hay
un evento de coalescencia. Eventualmente todos los linajes coalescen en un
mismo y unico linaje, por ejemplo, el ancestro comin mds reciente (Rosenberg
y Nordborg, 2002). Los métodos genealogicos son utilizados para estimar los
parametros del proceso genealdgico que da como resultado a cada arbol. El
proceso de coalescencia es una herramienta matematica poderosa que puede
ser utilizada para estimar parametros poblacionales como las tasas de mutacion
0 migracion y otros procesos (Rosenberg y Nordborg, 2002).

Templeton et al. (1987, 1995) y Templeton (1998) han propuesto un
analisis basado en los principios de coalescencia para conocer las relaciones
entre poblaciones, que es el andlisis de clados anidados (nested clade analysis
o NCA; ver capitulo 15). Este analisis permite obtener informacion de pro-
cesos histdricos, como estimaciones mas cercanas y mas realistas de flujo
génico, deriva génica o expansion, ademas de ayudar a estimar parametros
mas complejos y modelos reales de estructura poblacional en un contexto
geografico. Avise (2000) propone que los cambios en tamanos poblacionales
o en niveles de flujo génico a través del tiempo dejan patrones que pueden
reconocerse y que son marcas de historias poblacionales particulares. Por
ejemplo, se predice que una poblaciéon que se ha estado expandiendo va a
presentar una filogenia en forma de estrella en (Avise, 2000). En el analisis de
Templeton et al. (1995), se reconstruyen redes de haplotipos que se unen en
clados anidados con el programa TCS (phylogenetic network estimation using
statistical parsimony; Clement et al., 2000). Este algoritmo de anidamiento
agrupa haplotipos y después clados, dependiendo del numero de cambios
mutacionales, separandolos paso a paso hasta que todos los haplotipos/clados
quedan agrupados y unidos en grupos de uno, dos o mas pasos mutacionales,
donde el ultimo nivel de anidamiento comprende la red entera (Templeton et
al., 1987). La relacién entre haplotipos/clados y la geografia se puede exami-
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nar a través de un andlisis estadistico llamado de permutaciones, utilizando
por ejemplo el programa GEODIS (A tool to perform the NCPA; Posada et
al., 2000), que permite evaluar si existen asociaciones significativas entre la
ubicacion geografica y las posiciones del haplotipo o del clado. En clados en
los que hay una asociacién significativa, se puede hacer un analisis de dis-
tancia comparando la distancia del clado D, que mide el rango geografico de
un clado en particular y la distancia del clado anidado D , que mide cémo
un clado en particular se distribuye geograficamente en relacion a sus clados
evolutivamente mas cercanos o clados hermanos (clados en la misma catego-
ria de anidamiento). En particular, la distancia del clado D_mide la distancia
promedio que existe entre un individuo que posee un haplotipo del clado de
interés y el centro geografico de todos los individuos que poseen haplotipos
del mismo clado. La distancia del clado anidado D, mide la distancia promedio
que existe entre un individuo que posee un haplotipo del clado de interés y el
centro geografico de todos los individuos que poseen haplotipos del siguiente
nivel de anidamiento, que contiene al clado de interés (Templeton, 1998). Los
contrastes entre estas medidas de distancia entre clados externos (clados que
no son nodos interiores en la red de haplotipos) y clados internos inmediatos
son importantes para discriminar las causas potenciales de la estructuracion
geografica de la variacion genética (Templeton et al., 1995; Templeton, 1998).
Para determinar si las distintas medidas de distancia son significativas se
realiza un analisis de permutaciones, el cual simula la hipétesis nula de una
distribucién geografica al azar para todos los clados dentro de una categoria
o nivel de anidamiento (Templeton, 1998). Los resultados se interpretan
utilizando la clave de inferencias de Templeton (2004), que proporciona una
serie de criterios que permiten discriminar entre el papel que han jugado los
eventos de flujo génico, el aislamiento por distancia, la expansion y los eventos
de colonizacién a larga distancia en los procesos histéricos que generan las
relaciones observadas entre haplotipos/clados.

Aunque estos patrones descriptivos ayudan a entender como usar datos de
genética de poblaciones para reconstruir la historia de una especie, el proble-
ma es que muchas veces el mismo patrén puede ser explicado por diferentes
historias poblacionales; por ejemplo la filogenia en forma de estrella puede
deberse a una poblaciéon continua que se ha fragmentado. Existen muchas
estructuras o historias poblacionales que son compatibles con un conjunto
de datos particulares, por lo que el objetivo es medir qué tanto los datos apo-
yan un escenario sobre otro. Los métodos de méaxima verosimilitud pueden
usarse para escoger un modelo o parametros de un modelo que sean los que



FLujo GENIcO 59

apoyen mejor los datos. Antes, estos métodos asumian una forma particular
de la distribucion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, pero mas re-
cientemente se han calculado con base en modelos de coalescencia. Beerli y
Felsenstein (1999, 2001) desarrollaron un método que estima simultaneamente
los tamanos efectivos de muchas poblaciones, asi como las tasas de migracion
entre cada par de poblaciones. Este método puede implementarse con el
programa MIGRATE. Hay otros métodos para inferir cambios histéricos en
la estructura poblacional que serdn més apropiados que F , para estimar el
flujo génico entre poblaciones grandes que actualmente experimentan niveles
bajos de flujo génico.
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TAMANO EFECTIVO
DE LA POBLACION

Alejandra Moreno Letelier

El tamario efectivo poblacional fue mencionado por primera vez por S. Wright
en su trabajo sobre deriva génica, en el que considera a éste como el factor
determinante de la tasa de decaimiento de la heterocigosis: el numero de
heterocigotos en una poblaciéon disminuira a una tasa de (4N), donde N es
el tamafio poblacional (Wright, 1930).

En el proceso de deriva génica, los alelos presentes en un momento dado
en una poblacion de individuos diploides son sélo una muestra de los alelos
presentes en la generacidn previa, ya que algunos de ellos no fueron transmi-
tidos a la siguiente generacién unicamente por azar, y asi sucesivamente hacia
el pasado (Futuyma, 1986). Con el paso del tiempo, las siguientes generaciones
presentarian cada vez menos copias de los alelos originales y cada vez los indi-
viduos se volverian mds homdcigos, aumentando también la probabilidad de
que sus alelos sean idénticos por descendencia (ver capitulo 6). En este proceso
gobernado por el azar, la pérdida de heterocigocis va también acompariada
de cambios en las frecuencias alélicas, ya que un alelo que por azar deje mas
descendencia aumentaria su frecuencia en la poblacién.

Puede entonces considerarse que la probabilidad de que un alelo esté
representado en la siguiente generacion por i numero de copias, depende
del nimero de copias total (2N, donde N es el tamaino de la poblacion) de la
generacion parental y las frecuencias de los alelos. Eventualmente el muestreo
azaroso de alelos de una generacion a otra llevara a la fijacion de una de las
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copias (frecuencia de 1) y a la pérdida de la otra (frecuencia de 0) generan-
do conjuntamente la pérdida de heterocigocis en la poblacion (Futuyma,
1986).

La tasa de pérdida de variacién y de heterocigosis por deriva génica es
mas alta en poblaciones pequenias, aunque ocurre en todas las poblaciones
finitas, a menos que la mutacién y la inmigracién contrarresten el proceso
y lo hagan mas lento. Por ello resulta necesario tener un estimado confiable
del tamaio de la poblacién para entender el proceso de la deriva génica y la
pérdida de variacion.

;sQUE SIGNIFICA EL TAMANO EFECTIVO?

Labase intuitiva del concepto de tamafio efectivo de la poblacién (N)) propues-
to por Sewall Wright esta asociada al tamafo poblacional que es relevante en
términos evolutivos, esto es, el numero de individuos reproductivos, ya que
son éstos los que contribuyen a la generacion siguiente en términos demo-
graficos y sobre todo genéticos (Wright, 1969; Hedrick, 2000). Sin embargo,
no existe una definicién muy precisa de este concepto, por lo que la mayoria
de las definiciones se refiere al nimero de individuos en una poblacién cuya
heterocigosis decrece a una tasa k=1/2N, donde N es el nimero poblacional
(Merrel, 1981). Dicha poblacién, considerada como ideal, debe cumplir las
siguientes condiciones:

o Elndimero de hembras debe ser igual al de machos.

o Elapareamiento es al azar (panmixia).

« Todos los individuos contribuyen genéticamente a la siguiente generacion.

o Lafecundidad por familia tiene una distribuciéon de Poisson, es decir, que
los individuos reproductivos unicamente se reemplazan en la poblacién a
la siguiente generacion.

« La poblacion estd en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Si una poblaciéon cumple con todos estos requisitos, el tamano efectivo es
igual al tamafio censal. Sin embargo las variaciones en uno de estos supuestos
(o en varios) afectan el tamafio efectivo de la poblacién y por consiguiente, la
forma de calcularlo, como veremos a continuacidn.
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METODOS DE ESTIMACION DIRECTOS
SEXOS SEPARADOS

Si se considera un organismo dioico, la mitad de los gametos proviene de los
individuos de un solo sexo, por lo que el tamaio efectivo depende del numero
de individuos de cada uno:

I/N=%N,+%N,_ loquesignifica N =4N,N /N, + N

donde el nimero restrictivo es el del sexo menos numeroso (Merrel, 1981;
Hedrick, 2000).

FLUCTUACIONES TEMPORALES EN EL TAMANO POBLACIONAL

La mayoria de los estimados de N, se basa en que la poblacién permanece
estable en el tiempo, sin embargo, cuando existe variacion ciclica a través del
tiempo que afecte los tamafios demograficos, el tamaio efectivo de la pobla-
cion a largo plazo también se vera afectado por los tamanos poblacionales
menores, ya que los descendientes de un periodo de tamafo poblacional
muy pequeilo, seran los sobrevivientes de un cuello de botella. En este caso
de poblaciones fluctuantes Sewall Wright considera la media armoénica de los
tamanos poblacionales como el tamaiio efectivo de la poblacién:

/N, =T [1/N,+ I/N,+ /N, + ... 1/N,]
donde T es el nimero de generaciones (Merrel, 1981).
ENnpDOGAMIA

La endogamia se refiere al apareamiento no aleatorio en donde la probabilidad
de que un individuo sea autdcigo (con alelos idénticos por descendencia) es
mayor que para una poblacién panmictica. Por lo tanto, la endogamia repre-
senta una violacién al supuesto de la panmixia, y reduce el nimero real de
individuos reproductivos. Ademas, una endogamia intensa, producida por
ejemplo por autofertilizacion, también reduce la heterocigosis, y el tamafio
poblacional es mas parecido al de una poblacién haploide (Hedrick, 2000).
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En este caso: N, = N/(1+ F), donde F es el coeficiente de endogamia (véase el
capitulo 6 de este libro).

OTROS METODOS DE ESTIMACION

Un problema de los primeros indices del tamano efectivo fue que muchos de
los parametros eran dificiles de estimar en campo, ademas de que no consi-
deraban la migracion, las diferencias en historias de vida de las especies o la
estructuracion poblacional (ver capitulo 2). A partir de esos primeros indices
se han desarrollado muchos otros, con grados variables de complejidad, que
pueden lidiar con una o varias violaciones al modelo de poblacién ideal. Es
muy importante considerar que la eficacia y la exactitud de estos métodos
dependen de la informacién disponible para las poblaciones y de la historia
natural particular de la especie que se esté trabajando.

METODOS ECOLOGICOS Y DEMOGRAFICOS

METODOS PARA POBLACIONES AISLADAS Y GENERACIONES
SOBRELAPADAS

Estructura de edades

En especies que tienen poblaciones de individuos prereproductivos y pos-
treproductivos, la tasa de nacimientos y muertes puede variar por factores
ambientales y genéticos dependiendo del grupo de edad al que pertenezcan.
Entonces, los individuos de distintas edades tendran una contribucion diferen-
cial alas siguientes generaciones (Nei e Imazumi, 1966). Estas consideraciones
demograficas pueden ser integradas a métodos para calcular N :

N=NL

donde N es el nimero de individuos nacidos en un afio dado que llegan a repro-
ducirse y L es el tiempo generacional (Eguiarte et al., 1993; Hedrick, 2000).

Estructura de edades y diferencias en fecundidad

Este método es uno de los mas clasicos y considera el nimero de individuos
nacidos en un afio dado (N)), el tiempo generacional (L) y el pardmetro i que
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significa la suma de todas las edades del cuadrado de la sobrevivencia especifica
de cada edad por la fecundidad especifica para las edades:

N=NL

Se supone una estructura estable de edades y que la poblacién no esta
creciendo (Crow y Kimura, 1984; Eguiarte et al., 1993).

Diferencias en el éxito reproductivo

Este método es uno de los méas empleados y confiables en el célculo de N, ya
que aborda una de las violaciones mas comunes de la poblacién ideal: que la
progenie por familia no tenga una distribucién de Poisson (Eguiarte et al.,
1993; Hedrick, 2000). El supuesto principal es que la poblacién tenga una
estructura estable de edades y un tamafo constante. El tamano efectivo se
calcula:

4(N0-2)L
V+2

Ne =

donde N es el nimero de individuos nacidos en una temporada, L el tiempo
generacional y V es la varianza en el tamafio de las familias (Eguiarte et al.,
1993). Sin embargo, muchos de estos pardmetros son dificiles de obtener para
especies con generaciones muy largas (Storz et al., 2001).

Existe una variante que considera la varianza en el éxito reproductivo especifico
de cada sexo, lo que permite el estudio de sus efectos sobre el tamano efectivo
para cada sexoy paraloci heredados uniparentalmente (mitocondria, cloroplasto
o cromosoma Y). Por ejemplo, en especies que presentan poliginia la varianza
del éxito reproductivo de los machos es mucho mayor que la de las hembras, por
lo que su tamaiio efectivo es menor. Lo mismo para loci heredados uniparental-
mente, cuyo tamano efectivo es 4 veces menor al de los loci autosomales (Storz et
al., 2001). El calculo del tamano efectivo para genes autosomales es:

! [2+var(x,) ZH X )+ Cmvar(x,)]
— =12+ + + ? +
N 16N var cov(X, N, var (X,
[2+var(X)+2( f)cov( fmﬁ)+( f)2var( )]
16N,

f
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donde N, es el numero de individuos de sexo i (i=masculino o femenino) y
X, es la progenie neta (de toda la vida) de sexo j (j=masculino o femenino)
para cada padre de sexo i. Para loci mitocondriales y de cromosoma Y las
férmulas son:

{2+2[var(X )]}
I N,
NY  {242[var(X)]}
N,

En este método, los datos individuales entran en una simulacidn de cerca
de 1000 repeticiones para obtener los estimados de N

En el caso de que la poblacion esté creciendo puede usarse un método
basado en la varianza del éxito reproductivo que es :

Nk -1
(k-1) +%

donde k es el numero promedio de la progenie por cada padre y V, es la va-
rianza en el éxito reproductivo (Hedrick, 2000).

Varianza del éxito reproductivo

Este método requiere de estimados del potencial reproductivo parcial (de
una temporada) y la media y varianza de la sobrevivencia de los individuos.
A partir de estos estimados, el tamarfio efectivo poblacional basado en el po-
tencial reproductivo a lo largo de la vida N, , se calcula:

4N - 4
t S +2

virs

donde N es la poblacién muestreaday §?, esla varianza en el éxito reproduc-
tivo a lo largo de la vida. En poblaciones pequeias, el que algunos individuos
vivan un poco mas aumenta muchisimo la varianza en el éxito reproductivo
(Barrowclough y Rockwell, 1993; Tremblay y Ackerman, 2001).
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Cuando el calculo del éxito reproductivo a lo largo de la vida se complica
por tiempos generacionales muy largos, se pueden aplicar simulaciones basa-
das en individuos que ademas permiten evaluar los efectos de la estocasticidad
demogrifica. En este caso se necesita informacion demografica como las tasas
de sobrevivencia y fertilidad especificas de cada edad para simular el destino
reproductivo de cada individuo en una cohorte (Stroz et al., 2001). También
pueden hacerse simulaciones del éxito reproductivo y sobrevivencia para cada
sexo. Con base en estas simulaciones se obtiene el éxito reproductivo para cada
individuo en su tiempo de vida, lo cual es directamente aplicable al método
de Barrowclough y Rockwell (Tremblay y Ackerman, 2001).

Método de Orive

Utiliza las variables demograficas descritas anteriormente pero ademas in-
cluye un modelo de matrices de estructura de edades o tamanos. El estimado
del tamafio efectivo se basa en el tiempo de coalescencia y es muy util para
organismos diploides, con reproduccion sexual y generaciones sobrelapadas.
Sus supuestos son que el tamano poblacional debe ser constante y con una
estructura de edades estable. El estimado de tamafio efectivo depende de la
probabilidad de reproduccién y de transicién entre las categorias para cada
poblacién (Orive, 1993; Tremblay y Ackerman, 2001).

Método de Nunney

Calcula el cociente del tamafio efectivo entre el tamafio censal (N/N) de una
poblacion y utiliza datos demograficos. Es necesario que la especie en cues-
tién cumpla con los supuestos de apareamiento aleatorio (panmixia), que la
sobrevivencia de machos y hembras sea independiente después de la madurez
sexual, que el éxito reproductivo tenga una distribucién de Poisson y que la
proporcién de adultos que intenta reproducirse sea conocida.

N, 4r(1-r)T

N rA(1+L) + (1-r) A, (1+A)+(1-r=1,, +7I,

Los parametros son los siguientes: tiempo de maduracion (M), longevidad
de los adultos (A), tiempo generacional (T), varianza en el éxito reproductivo
de las hembras (Ibf), varianza en el éxito reproductivo de los machos (I, ) y
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proporciones sexuales de los adultos (). Un aspecto que puede influenciar
los calculos es el sistema de apareamiento. En general, para ciertos animales
se asume que los machos se aparean varias veces con un nimero aleatorio de
hembras, y que las hembras lo hacen una sola vez. Apareamientos multiples
por parte de las hembras aumentaria los estimados de N, (Antolin et al., 2001;
Nunney, 2002).

Métodos para poblaciones aisladas y generaciones discretas

El método de Heywood (1986) se basa en el de Kimura y Crow (1970) que
describe el tamaiio efectivo como una funcién de la distribucion de la progenie
entre los padres. El modelo de Heywood reformula el anterior, considerando
la varianza en el éxito reproductivo. Este método es adecuado para especies
con generaciones discretas, donde la varianza del éxito reproductivo asociada
al tiempo de vida es minima, ya que todos los individuos tienen periodos de
vida cortos y muy similares. La estimacion se hace de la siguiente manera:

1
N=larpeay+ 1N

donde b es la variable con la cual se mide el éxito reproductivo (nimero de
flores, nimero de semillas, nimero de hijos, etc.), s’y X son la varianza y
la media de la variable, F es el coeficiente de endogamia y N el numero de
muestra (Tremblay y Ackerman, 2001).

Otro método aplicable a especies con generaciones discretas es el de Waples,
especialmente para especies que presentan bancos de semillas o tiempos de
maduracion sexual variables, ya que esto actiia como una forma de alma-
cenamiento genético. Incluye también la posibilidad de que el tamano de la
poblacién sea fluctuante y se expresa como N = TN,, donde T es el tiempo
promedio a la madurez sexual (Nunney, 2002).

M¢étodo para poblaciones continuas: tamario del vecindario

En muchos casos, no se pueden aplicar los métodos anteriores, ya que no
es posible delimitar claramente las poblaciones que tienen una distribucion
muy grande y continua. Para salvar este problema se introdujo el concepto
de tamano del vecindario (Wright, 1943) que permite evaluar los efectos de
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tamarios finitos en especies con este tipo de distribucién (Hedrick, 2000). El
tamafio del vecindario esta determinado por la capacidad de dispersion del
organismo en cuestion, que en el caso de animales puede ser medida directa-
mente (aunque en animales migratorios puede complicarse). En plantas tiene
que considerarse la tasa de fecundacion cruzada, la dispersion del polen y la
de las semillas (Eguiarte et al., 1993; véanse los capitulo 5 y 6 de este libro).
El tamano de vecindario es el numero de individuos en un circulo cuyo radio
es el doble de la desviacién estindar del flujo génico por generacién (V2V).
Si se conoce la densidad de los individuos (d) y el drea del circulo del vecin-
dario (4nV), se puede estimar el tamano efectivo de la poblacién como sigue
(Hedrick, 2000):

Ne=2nVd

A veces, el célculo del tamario efectivo utilizando este método no es lo
suficientemente preciso debido a otros factores que desvian a la poblacion del
ideal. Sin embargo, conociendo el tamaiio del vecindario, es posible conside-
rarlo como una poblacién aislada y aplicar cualquiera de los otros métodos
desarrollados para este tipo de poblaciones, pero cuyos supuestos se apeguen
mejor a las caracteristicas de la especie bajo estudio (Eguiarte et al., 1993).

METODOS INDIRECTOS

Como vimos anteriormente, se pueden obtener estimados de N con métodos
ecoldgicos utilizando informacién demografica. Estos estimados nos dan
como resultado el tamaiio efectivo actual, en tiempo ecologico (instantdneo) y
muchas veces, de una generacion a otra. Por su parte, los estimados de tamafio
efectivo con métodos genéticos son un promedio a lo largo de un periodo
de tiempo que esta determinado por la tasa de mutacion por generacion del
locus bajo estudio (Beerli y Felsentein, 1999).

Otros métodos pueden estimar los tamanos efectivos a corto plazo al ana-
lizar los efectos de la deriva génica sobre las medidas genéticas, ya que si el
tamano efectivo histdrico de la poblacion ha sido pequeno, se espera encontrar
mas evidencia de deriva génica, mientras que si el tamafno efectivo ha sido
grande no se obtendra mucha senal de deriva en los datos (Hedrick, 2000).
Pueden entonces compararse con diversos métodos los datos reales con lo
esperado por deriva génica para estimar el tamario efectivo de la poblacién.
A continuacién enlistamos los mas utilizados:
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METODOS DE MEDICION DE CAMBIOS GENETICOS

Como se menciond anteriormente, es posible inferir N a partir de los cambios
en la composicion genética de una poblacion a través del tiempo. Por ejemplo
la disminucion de la heterocigocis debida a la deriva génica seria:

1 L
H (L)=H,(0) (1-5 )
o bien, con base en las fluctuaciones temporales de las frecuencias génicas,
donde P(L) es la frecuencia génica al tiempo L (con Q = 1-P) :
1 _ [P@)-PO)P

2N, LP(0)Q(0)

ESTIMADOS BASADOS EN FST

La estructuracién poblacional es uno de los factores que pueden influenciar N..
El modelo mas sencillo para ejemplificar esto es el modelo de islas, donde la
poblacién esta subdividida en un ntimero aleatorio de islas con reproduccion
panmictica dentro de ellas, salvo por la recepcion ocasional de migrantes, todos
ellos con la misma probabilidad de llegar a una de las islas desde cualquier otra
(figura 1; Wright, 1969; ver capitulo 2). En este caso, se espera que la subdivi-
sién aumente N, en toda la poblacion (Laporte y Charlesworth, 2002), como lo
muestra la férmula: N =ND/ (1 -F, t), donde N es el nimero censal y D el nimero
de subpoblaciones. En cualquier caso F, puede calcularse independientemente
usando datos de fruecuencias génicas (Nichols et al., 2001):

2Var (p)
T 1-G

donde Var(p) es la varianza del alelo p en i nimero de subpoblaciones
y G, es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar (con reemplaza-
miento) de la especie completa sean idénticos por descendencia: G, = p* +
q’ (Gillespie, 1998).

Sin embargo, la subdivisién poblacional puede reducir el tamano efectivo
poblacional cuando cada una de las islas contribuye de manera desigual ala poza
de migrantes. Considerando estos casos se han desarrollado otros métodos como
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el modelo de stepping stone o piedras de paso. En este modelo N,=2nNm, donde
N, es el tamafio efectivo poblacional del vecindario (Slatkin y Barton, 1989).

Figura 1. El modelo de islas de Wright asume tamafio poblacional igual

y que el intercambio de migrantes de una isla a otra ocurre con la misma pobabilidad ()

METODOS DE MAXIMA VEROSIMILITUD Y
COALESCENCIA

La maxima verosimilitud de un pardmetro discreto dado un conjunto de
datos, es la probabilidad de observar esos datos dado ese valor del parametro
(Williamson y Slatkin, 1999; ver capitulo 4).

Este tipo de métodos se ha desarrollado mucho en los ultimos afos, sobre
todo porque ofrecen estimados mas robustos que los métodos tradicionales
basados en F , ademas de que algunos de estos métodos pueden incluir la
estimacion de eventos de migracion, cambios de tamafio poblacional y otras
violaciones al modelo de poblacion ideal (Berthier et al., 2002; Beerli y Fel-
senstein, 1999; Kuhner ef al., 1998; Williamson y Slatkin, 1999).

Uno de los modelos mas sencillos es el que considera las frecuencias alélicas
deloci neutrales y no ligados tomados al azar de una poblacién, a generaciones

ty t, ty.t. Esto se basa en el modelo de Wright-Fisher en que la varianza
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en las frecuencias alélicas con valor inicial de p es p(1-p)/2N, después de una
generacion, por lo tanto, si se conoce la varianza de las frecuencias alélicas en
distintas generaciones, es posible aproximar N, (Williamson y Slatkin, 1999).
Este método, como la mayoria de los métodos basados en los estadisticos F,
tiende a sobreestimar N, pero posee intervalos de confianza menores y posee la
flexibilidad suficiente para modificar alguno de los supuestos, como el tamafo
poblacional, ya que permite incluir datos de crecimiento exponencial de la
poblacidén. Sin embargo, es muy demandante computacionalmente y no puede
lidiar con eventos de seleccion, migracién y mutacion que también pudieran
cambiar las frecuencias alélicas (Williamson y Slatkin, 1999).

Como alternativa a los métodos de maxima verosimilitud tradicionales,
existen los métodos que utilizan el algoritmo de aproximacién Metropolis-
Hastings cadena de Markov Monte-Carlo y que generan todas las posibles
genealogias y eventos de migracion para buscar el escenario que mejor explique
los datos, ademas de que acepta distintos modelos de mutacion: modelo de
alelos infinitos para marcadores electroforéticos; el modelo paso a paso para
microsatélites y el modelo de sitios finitos para secuencias de ADN (Beerli
y Felsenstein, 1999). Este modelo consiste en dos poblaciones con tamaos
efectivos N, y N, ,) (que no tienen que ser iguales), y que intercambian mi-
grantes a tasas m, y m,. Los pardmetros que se calculan son:

?z 4N m

donde ? es el nimero efectivo de migrantes, N, el tamafio efectivo de la
poblacién y m es la tasa de migracioén por generacion.

Adicionalmente se calculan otros pardmetros que “absorben” el de tasa de
mutacion que generalmente no se conoce como 6 =4N, ;my M=m/m (Beerli
y Felsenstein, 1999), que puede luego sustituirse en:

y = ezMi = 4Ne(i)mi

A partir de esto, se aplican métodos de maxima verosimilitud.

En métodos anteriores no se podian obtener estimados de coalescencia
en presencia de migracion, pero el presente método especifica los momentos
y lugares de los eventos de migracion. Cabe notar aqui que los parametros
iniciales necesarios para calcular N, y los eventos de migracion (0 y M), son
obtenidos de manera independiente usando F . Este método inicialmente no
admitia variaciones temporales en el tamafio poblacional, pero una variante del
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mismo con un muestreo de genealogias Metropolis-Hastings permite calcular
0 v la tasa de crecimiento de la poblacién (Kuhner ef al., 1998).

Este conjunto de métodos son utilizados por el programa LAMARC (http://
evolution.genetics.washington.edu/lamarc.html/) y sus distintas variantes
dependiendo de los supuestos iniciales y de los estimados de interés.

Existen otros métodos que utilizan méxima verosimilitud y coalescencia,
como el propuesto por Berthier et al. (2002), en el que se toman dos muestras
de una poblacién cerrada en distintos tiempos (figura 2).

Figura 2. Modelo de mdxima verosimilitud . La poblacién es la linea punteada, a  es la
muestra mas reciente (+=0) y la muestra mas antigua es aT tomada al tiempo t=T. Se supone

que a, tiene una genealogia y a, representa sus fundadores

Pasado (t=T)

a AN a, Tiempo (t)
Genealogia

— Presente (t=0)

Para un locus, cada una de las muestras representa un vector (a,y a,), de
n,y n,cromosomas con k alelos distintos. Para el nimero de alelos distintos
se considera el total de los observados en las muestras, donde cada una de las
muestras tiene <k alelos (k, y k). Se supone que las muestras son indepen-
dientes con probabilidades p(a |n, k, x) y p(a |t, N, n, k, x), donde N es el
tamario efectivo de la poblacion y x es la frecuencia genética paramétrica al
tiempo T. Las muestras en cada loci m también se suponen independientes
y por lo tanto, su verosimilitud general seria L (T, N b Xp Xy e xm), que se
obtiene multiplicando las probabilidades a través de todas las muestras y a
través de todos los loci (Berthier et al., 2002). También se utiliza el algoritmo
Metropolis-Hastings para integrar x. Cabe hacer notar que este método no
funciona en presencia de migracion, pero si tiene mayor precision que los
métodos basados en F,, (Berthier et al., 2002).
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También se han hecho algunas modificaciones a los métodos de maxima
verosimilitud, siendo una de ellas el llamado método de pseudo-méxima
verosimilitud (Seo et al., 2002). Es llamado asi porque en algunos métodos
comunes de maxima verosimilitud, los intervalos de tiempo a la coalescencia
son estimados y no conocidos con certeza, lo que afiade ruido a los calculos.
El método de pseudo-maxima verosimilitud calcula ¢ independientemente
y luego es incluido a la funcién de maxima verosimilitud.

A 1 2

N="——-—Xi(I)
o

siendo 7 el numero de secuencias, i el nimero de linajes ancestrales y ¢, la
duracién del periodo de tiempo con i linajes.

Sin embargo, este método no puede tomar en cuenta los niveles de incerti-
dumbre de los parametros calculados independientemente, como por ejemplo
los de la genealogia, para hacerlo seria necesario adoptar una aproximacion
bayesiana (Seo et al., 2002; Drummond et al., 2002).

METODOS DE COALESCENCIA

A partir de datos genéticos es posible calcular el tiempo de divergencia
entre alelos dentro de una poblacion usando como base la teoria de coa-
lescencia. Con estos analisis se puede determinar la genealogia de los
alelos, el tiempo hacia el pasado en que divergieron de uno solo y para-
metros demograficos como el tamarfio efectivo histérico de la poblacion
(Furlong y Brookfield, 2001). Esto es posible debido a que la probabilidad
de coalescencia varia de forma reciproca al tamano efectivo poblacional,
como lo muestra la formula t= N, (1-1/n) donde 1 es el numero de ge-
neraciones a la coalescencia de n alelos de un locus muestreado al azar
en una poblaciéon (Hughes y Verra, 2001). También puede calcularse el
tiempo de coalescencia de manera independiente con base en las tasas
de sustitucion de nucledtidos de una secuencia: [ = n /2N, donde T es el
numero de sustituciones sinénimas pareadas y A _es la tasa de sustitucion
(Hughes y Verra, 2001).

Los tiempos entre eventos de coalescencia estdan determinados por distri-
buciones exponenciales negativas independientes, donde para un evento de
coalescencia en que i linajes disminuyen a i-1, entonces t= 2N[i(i-1)], donde
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N es el tamaiio efectivo haploide de la poblacién. En este caso N debe ser
constante a través del tiempo.

Sin embargo, estos primeros analisis son muy limitados en cuanto a los
supuestos de tamano poblacional constante y a la ausencia de seleccion natural.
Violaciones a este punto pueden tener distintas implicaciones: por ejemplo en
el caso de un barrido selectivo o selective sweep todos los alelos serian producto
de un solo alelo ventajoso de origen muy reciente, lo que generaria un patrén
similar a la expansién poblacional (Furlong y Brookfield, 2001). Aunque
también puede darse el caso de que, en efecto, haya existido una expansion
demografica en el pasado, y al contrario de una poblacion constante, los eventos
de coalescencia no son independientes entre si, sino que unos proceden de
otros en un periodo de tiempo muy corto, dando como resultado tiempos de
coalescencia pequefos y ausencia de linajes que divergieron muy temprano
en el tiempo (Furlong y Brookfield, 2001).

Un ejemplo de como se puede calcular el tiempo de coalescencia rela-
cionado con N, en casos de que la poblacién haya crecido en el pasado fue
desarrollado originalmente por Slatkin y Hudson:

In [(2rNin(1- P))]
R W

donde P es la probabilidad de que la coalescencia pase en t generaciones, r la
tasa de crecimiento poblacional y n el tamano muestral (Furlong y Brookfield,
2001).

Existen también otros métodos basados en coalescencia que pueden ser
aplicados a poblaciones con otras violaciones a la poblacién ideal, por ejemplo
el desarrollado por Laporte y Charlesworth (2002) para poblaciones subes-
tructuradas y para loci con distintos patrones de herencia. Bajo este modelo
se pueden estimar los tiempos de coalescencia pareados y probabilidades de
identidad por descendencia de alelos en una metapoblacién con un esquema
de migracion arbitrario. Se basa en que la probabilidad de que un par de genes
coalesca es de: P, = I/2tN..

Los individuos en cada deme (grupo de individuos con reproduccion
panmictica) son divididos en machos y hembras, que tienen diferentes propie-
dades demograficas y migratorias. A partir de lo anterior se pueden obtener
estimados de N, con fuerte base biologica. Por ejemplo, para loci autosomales,
la expresion seria:
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1 _~)2 2
N (1+F) 1+i+ (lc)AVf_i_CAVf

N
s 4 [N, N, N, N,

y para genes con herencia materna:

1 2[1+(1-cPAV,]
" N

eA f

donde AV, y AV, sonlos excesos sobre una distribucién de Poisson del total de
progenie per capita para hembras y machos respectivamente; F es el coeficiente
de endogamia; N,y N, el nimero de hembras y machos; y ¢ es la proporcién
de machos en los adultos reproductivos (Laporte y Charlesworth, 2002).
Cabe hacer notar que este método, aunque basado en coalescencia, requiere
ciertos datos demograficos para estimar las probabilidades de coalescencia
y las desviaciones a la distribucién de Poisson en la progenie. Sin embargo,
es bastante versatil porque permite el calculo de la coalescencia y de tamafio
efectivo para distintos escenarios y con diferentes tipos de datos, ademas de
que es mas adecuado que los métodos clésicos de F, para estimar tamafios
efectivos en presencia de migracion especifica a un sexo (p.ej. filopatria) y de
fuerte diferenciacion entre subpoblaciones (Laporte y Charlesworth, 2002).

GENES CON HERENCIA UNIPARENTAL

Genes como los de mitocondria, cloroplasto y cromosoma Y han sido muy
utilizados en anos recientes para establecer relaciones entre organismos y
para estudios de genética de poblaciones (Hedrick, 2000). Han resultado es-
pecialmente utiles en disciplinas como la filogeografia, ya que al ser haploides
permiten reconstruir filogenias sin el inconveniente de la recombinacion (que
genera reticulacion de ramas) y estimar tiempos de coalescencia con mayor
exactitud (ver capitulo 15).

En el caso de estos genes, si la proporcion de los sexos es igual, su tamaio
efectivo es igual a N /4, ya que solo se heredan por uno de los padres y cada
uno de los padres sélo tiene una version del gen. Sin embargo, sila proporcion
de sexos no es igual, en el caso de genes de herencia materna (mitocondria y
cloroplasto en la mayoria de los casos) el tamafio efectivo es: N,= N, /2, que
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significa la mitad del tamano efectivo para las hembras. Si consideramos el
cromosoma Y o el cloroplasto cuando se hereda paternalmente (como en
coniferas) N= N, /2 (Hedrick, 2000). Lo anterior solo es valido si no existen
diferencias ligadas al sexo en las tasas de mutacion o si el éxito reproductivo
o la tasa de migracion es similar entre los sexos. Por ejemplo, si existe una
varianza muy grande en el éxito reproductivo de los machos aumentara el
tamano efectivo para los genes del cromosoma X en comparacién con los
genes autosomales, ya que la transmisién del cromosoma X es el doble para
hembras que para machos (Charlesworth, 2001).

IMPLICACIONES EVOLUTIVAS

Dado que la variacion genética es la materia prima sobre la cual puede actuar
la seleccion natural y dar origen a adaptaciones, se ha llegado a considerar
su presencia como indicador de la buena “salud” de una poblacién, mientras
que su ausencia limitaria la capacidad de respuesta de una poblacién a un
medio cambiante en el corto y largo plazo (Amos y Harwood, 1998; véase
el capitulo 8 de este libro). Como se menciono al inicio de este capitulo, el
tamario efectivo de la poblacion determina la tasa de pérdida de esta variacion
por deriva génica, fendmeno que puede calcularse es:

H=H,(1-1/2N)

donde H,y H, son la heterocigosis inicial y al tiempo ¢, respectivamente.

En este contexto, es de esperarse que un gran tamaio efectivo reduzca la
pérdida de variacion por deriva génica y se mantenga la diversidad por largo
tiempo, asi como la efectividad de la seleccién natural sobre dicha variacion
(Cruzan, 2001; Kawata, 2001). Sin embargo los niveles de variabilidad no
siempre corresponden a lo predicho por la teoria, ya que algunas especies con
alta variacion tienen poblaciones pequefias y demograficamente en peligro,
mientras que otras con crecimiento exponencial sélo presentan unos pocos
genotipos distintos, como las plagas, lo que hace que la relacion entre N, y el
nivel de pérdida de variabilidad sea mas complejo (Amos y Harwood, 1998).
Por ejemplo, durante los procesos de colonizacion y expansion del rango de
distribucién de una especie, pueden ocurrir muchos efectos fundador en las
poblaciones pioneras, reduciéndose N, a pesar de que el tamafio censal sea
grande (Nichols et al., 2001). Esto puede reducir la variacion genética de toda
la especie al terminar el proceso de expansion del rango a niveles menores que
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lo esperado por el tamaiio histérico de la especie en su conjunto. Lo mismo se
observa en metapoblaciones, ya que en cada subpoblacién N, es generalmente
muy pequeno y en el proceso de extincion y recolonizacién puede perderse
mucha variacion.

Otro efecto de la reduccion de N, y que cobra gran importancia a la luz
de la biologia de la conservacion es la depresion por endogamia, que es la
reduccion en la adecuacion de los individuos producto de apareamientos
entre parientes, lo que expone los alelos deletéreos a la accién de la seleccion
natural y puede reducir atin mas la variacion genética, mas alla que la deriva
génica por si sola (Amos y Harwood, 1998; Thévenon y Couvet, 2002). Y si
aunado a esto, la accion de la deriva génica es muy severa, estos alelos deletéreos
pueden llegar a fijarse en la poblacion y a la larga reducir la adecuacion de la
poblacién entera y no de unos pocos individuos (Cruzan, 2001).

La variacién genética se produce en primera instancia por mutacién y
bajo el modelo de mutacion de sitios infinitos; el equilibrio de la variacion
neutral en una poblaciéon panmictica y cerrada esta determinado por el pro-
ducto de la tasa de mutacion y el tamaio efectivo de la poblaciéon (Cherry,
1998; Charlesworth, 2001). Con base en esto se han relacionado el tamafo
efectivo y la tasa de sustitucion (k) (Cherry, 1998; Seo et al., 2002). Dentro
del marco de la teoria casi neutral de la evolucion, la probabilidad de fijacion
de un alelo mutante con un coeficiente de seleccion (s) depende del tamafo
efectivo dela poblacion (N) y esigual a: S = 2N s para una poblacién haploide.
Los supuestos de esta afirmacion son que existe una distribuciéon constante
de s entre mutantes y la tasa de mutacion también es constante. Entonces, si
se considera una distribucion exponencial de s la relacion es k oc 1/N, y si se
considera una distribuciéon gamma, k oc 1/\/N (Cherry, 1998). Esto predlce
que la probabilidad de fijacién de las mutaciones favorables con coeficientes
de seleccién pequefios va a ser mayor en poblaciones con N, alto, y menor
en poblaciones con N, pequefio ya que en estos casos la deriva génica actia
con mayor fuerza que la seleccion, y dichas mutaciones se comportan como
neutras. Lo mismo sucede con las mutaciones ligeramente deletéreas, que en
poblaciones grandes son eliminadas por la seleccién, mientras que en pobla-
ciones pequefias se comportan como neutras (Cherry, 1998).

Si se considera un modelo donde la mayoria de las mutaciones son de-
letéreas y los coeficientes de seleccion tienen una distribucién constante,
en una poblacion pequenia la deriva fijara una fraccion de ellas, generando
un decremento en la adecuacion, mientras que en una poblacién grande se
eliminaran, generando un incremento en la adecuacién (Cherry, 1998). Pero
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esta afirmacion es poco realista, ya que en algiin momento debe alcanzarse un
balance que mantenga la adecuacién en un estado estable. Uno de los meca-
nismos para mantener ese balance considera la distribucién de los coeficientes
de seleccion una vez ocurrida la mutacion, basandose en la idea de que si se
han acumulado muchas mutaciones deletéreas en una secuencia codificante,
quedan ya pocas maneras de empeorar la adecuacion de esa secuencia y mas
formas de mejorarla (Cherry, 1998). Por otro lado, es necesario también con-
siderar que aunque Unicamente la mutacién puede generar nueva variacion
dentro de una poblacion, la migracién puede aportar esa variacion proveniente
de otros sitios, por lo que no sélo el tamario efectivo de la poblacién es deter-
minante para el mantenimiento de la variacion genética y la adecuacion, sino
también la posibilidad de intercambiar genes por migraciéon de individuos
o gametos de poblaciones cercanas. Esto hace posible que poblaciones muy
pequenas puedan persistir a lo largo del tiempo gracias al efecto de rescate
de los migrantes (Cruzan, 2001).

CONSIDERACIONES PRACTICAS SOBRE LOS METODOS
INDIRECTOS

Los métodos indirectos se basan principalmente en el uso de marcadores
moleculares para estimar la variacion neutral a nivel intraespecifico, por lo
que sus resultados dependen en gran medida de que estos marcadores sean
los adecuados. Por ejemplo, los marcadores con una baja tasa de evolucion
podrian subestimar el tamano efectivo, mientras que aquellos que evolucionan
rapidamente sobreestimarian N, (Avise, 2000). También hay que tomar en
cuenta la homoplasia, ya que alteraria los resultados de los métodos basados
en coalescencia o para el caso del tamaifio del vecindario, sobreestimaria el
flujo génico en la poblacion (Cuenca et al., 2003).

Por lo anterior, es necesario considerar las caracteristicas de los marcadores
moleculares a utilizar, ya sea su tasa de mutacion, tasa de recombinacion, si
pueden estar sujetos a seleccion natural, etc., ya que estos elementos pueden
afectar las estimaciones y por lo tanto deben ser considerados de manera
explicita en los modelos (Nordborg y Innan, 2002).

APLICACIONES

A pesar de la vaga definicion del tamano efectivo de una poblacién existen
numerosas aplicaciones de este concepto en la literatura. Entre las mas im-
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portantes actualmente estan la filogeografia, la epidemiologia y la biologia de
la conservacion (véase el capitulo 8 de este libro).

FILOGEOGRAFiA

La filogeografia es una disciplina que se enfoca en explicar los patrones de
distribucién geografica de la variacién genética en las poblaciones, como
producto de procesos histéricos y contemporaneos (Cruzan y Templeton,
2000). La estructuracion genética de las poblaciones, y ala larga, la formacién
de nuevos linajes evolutivos, es producto de los patrones de flujo génico, la
migracion, la deriva génica y la dindmica demografica de las poblaciones, de-
terminada en parte por factores internos a las poblaciones como por factores
externos como cambios climaticos y geoldgicos (Schaal et al., 1998).

Para reconstruir esta historia se construyen genealogias de genes y uti-
lizando como marco la teoria de la coalescencia, se pueden inferir eventos
demograficos pasados y recientes que dejan huella en la estructura genética
de las poblaciones. Por ejemplo, los métodos filogeograficos pueden ayudar a
estimar los tamafios poblacionales de una especie en el pasado y cémo fueron
sus fluctuaciones, asi como detectar si éstas se dieron por posibles cuellos de
botella, por expansion del rango o por colonizacién a larga distancia, y sus
consecuencias en la evolucion de la especie (Nichols et al., 2002; Cruzan, 2001;
Vila et al., 1999; véase el capitulo 14 de este libro).

Cabe mencionar que el empleo de marcadores haploides es de gran utili-
dad, ya que su N, es la mitad de la de los genes nucleares y presentan mayor
resolucion para detectar cambios poblacionales (Schaal et al., 1998; Cruzan
y Templeton, 2000).

EPIDEMIOLOGIA

Tradicionalmente, la demografia histérica se ha aplicado al estudio de po-
blaciones de mamiferos, peces, reptiles y algunas especies de plantas, pero
recientemente se ha considerado como una herramienta muy util en el
control de enfermedades porque permite conocer la dindmica poblacional
de los patogenos a lo largo de la historia (Hughes y Verra, 2001). La utilidad
de estos métodos se basa en que si se puede determinar que un patogeno es
descendiente de un solo o pocos ancestros, tendrd muy poca variacién gené-
tica y por lo tanto menos variacién preexistente para responder a vacunas y
tratamientos, mientras que si ha tenido tamanos efectivos poblacionales muy
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grandes en el pasado, tendra mayor variacion y por lo tanto mayor base de
accion para la seleccion natural (véase el capitulo 1 de este libro). Estos dos
escenarios requieren estrategias de control de la enfermedad con distintos
grados de complejidad (Hughes y Verra, 2001).

Un enfoque novedoso del calculo del tamario efectivo se ha aplicado al
estudio de la evolucion de la fase asintomatica del SIDA. Se ha demostrado que
existe una correlacion negativa entre el tamafio efectivo poblacional, dentro
de un paciente, del virus VIH-1 y la tasa de evolucion de las secuencias del
virus, como lo predice la teoria casi neutral o de las mutaciones ligeramente
deletéreas. Bajo este modelo la tasa de fijacion de los alelos depende del tamafio
efectivo poblacional y de los coeficientes de seleccion, por lo que sila mayoria
de las mutaciones son ligeramente deletéreas, los coeficientes de seleccion
serdn negativos en su mayoria, siendo entonces la seleccion negativa la que
dirige la evolucion viral a tamafos poblacionales altos. Pero esta correlacion
podria también ser producto de la reaccion del sistema inmune del paciente,
ya que cuando el sistema inmune es muy fuerte, las secuencias virales estaran
bajo una presion de seleccién muy fuerte, lo que reducird N, pero aumentard
su tasa de evolucion. El entendimiento de este fendmeno llevaria a compren-
der mejor cuadles son los factores que determinan el desarrollo rapido de la
enfermedad en unos pacientes, y una fase asintomatica muy larga en otros
(Seo et al., 2002).

CONCLUSION

El concepto de tamario efectivo de la poblacidn, a pesar de ser un poco vago
y a veces hasta oscuro, ha resultado muy util en la biologia, no sélo por sus
aplicaciones sino también por su papel en el desarrollo de modelos teéricos
como la coalescencia o la teoria neutral de evolucién molecular, que actual-
mente constituyen la base de disciplinas como la filogeografia y la sistematica
molecular que representan nuevas formas de contestar las preguntas clasicas
de la biologia evolutiva.

Es necesario el desarrollo de mas y mejores métodos para calcular el ta-
mailo efectivo poblacional, sobre todo que incorporen con mayor flexibilidad
las caracteristicas de las especies en su estado natural, relajando los supuestos
y utilizando métodos con mayor poder estadistico que puedan lidiar con la
incertidumbre de mas parametros. Esto es aplicable principalmente a los
métodos genéticos, porque la inferencia del tamano efectivo de la poblacion
es indirecta y depende mucho del modelo en el cual se basa. Por otra par-
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te los estimados ecolégicos requieren de mucha mas informacién que los
métodos genéticos, aunque arrojan resultados mas exactos para obtener el
tamano efectivo instantaneo de la poblacion. La desventaja de estos métodos
contra los estimados genéticos es que se requiere un conocimiento mucho
mas completo de la biologia de la especie y de datos demograficos confiables,
lo que no siempre esta disponible, especialmente en especies con tiempos
generacionales muy largos. Por otra parte, el inconveniente de los estimados
genéticos son sus incertidumbres muy altas, sobre todo si para calcularlos se
tuvo que calcular muchos pardmetros indirectamente. Sin embargo, en algunos
casos, como la demografia historica, son la tnica alternativa.
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RECONSTRUCCION DE LA HISTORIA
DE CAMBIO DE LOS CARACTERES

Leén Martinez Castilla

Una de las concepciones fundamentales de la biologia es que los seres vivos
contemporaneos estdn conectados entre si por relaciones de parentesco y que
descienden de ancestros comunes mds o menos alejados en el tiempo. Intui-
tivamente, entre mds reciente haya sido el ancestro comun de dos seres vivos
(u otras entidades bioldgicas como poblaciones, especies, taxa superiores)
mayor debe ser la similitud entre estos organismos. La metéfora clasica del
proceso evolutivo de separacion y diferenciacion de las entidades bioldgicas es
un arbol cuyas ramas (es decir, los linajes de organismos) se bifurcan siempre.
Recientemente esta metafora ha debido modificarse un poco para incorporar
el hecho de que a veces los linajes de seres vivos, o por lo menos de aquellos de
sus componentes que usamos para inferir sus parentescos, se fusionan entre
si en lugar de bifurcarse siempre (véanse los capitulos 9 y 13 de este libro).
El propésito de la reconstruccion filogenética es tratar de inferir las rela-
ciones de parentesco o de ancestria-descendencia de un conjunto de datos
representativos de entidades biologicas. A menudo estos datos son secuencias
de nucleétidos o aminodcidos, como las que se consideraran en este capitulo,
y ademas de permitir reconstruir la filogenia de las especies pueden usarse
para establecer como estan relacionadas diferentes poblaciones de una misma
especie o incluso diferentes miembros de una familia multigénica. Los niveles
de organizacién a los que pertenecen las entidades que se pueden estudiar
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en un marco conceptual filogenético incluyen no sélo las especies, sino las
poblaciones, los genes, los organismos individuales, etc., que en general se
denominan, en la jerga filogenética, unidades taxonémicas operacionales
(OTUs por sus siglas en inglés).

Una vez que se ha reconstruido la filogenia de las entidades estudiadas, ésta
se puede usar para hacer pruebas de hipdtesis en una gran variedad de dreas
de la ecologia, la evolucion y la biomedicina. Por ejemplo, la reconstruccion
filogenética se ha convertido en un componente indispensable de los estudios
basados en el método comparativo que tratan de establecer si una determinada
caracteristica de un organismo es producto de la seleccion natural o de otros
proceso evolutivos. Las reconstrucciones filogenéticas también son necesa-
rias para conocer e interpretar la secuencia de cambios que ha sufrido una
caracteristica a través de la historia del linaje de los organismos que la poseen;
determinar si un sistema de organismos relacionados ecolégicamente cons-
tituye un ejemplo pertinente de coevolucion; hacer estudios de biogeografia
y filogeografia (véanse los capitulos 13, 14 y 15 de este libro); determinar las
relaciones de ortologia y paralogia entre genes cuando se comparan geno-
mas de diferentes especies (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002);
estimar tiempos de divergencia entre grupos de organismos (Aris-Brosou y
Yang, 2002); reconstruir proteinas ancestrales (Chang et al., 2002); encontrar
residuos o aminoacidos de una proteina que se encuentran bajo el efecto de
la seleccion natural y por lo tanto parecen ser criticos para la adecuacion del
organismo del que son parte (Bush et al., 1999; Nielsen y Huelsenbeck, 2002;
Anisimova et al., 2002); detectar puntos de recombinacion (p. €j., se han uti-
lizado métodos filogenéticos bayesianos para determinar qué cepas del virus
de inmunodeficiencia humana surgieron por recombinacién [Suchard et al.,
2002; véase el capitulo 9 de este libro]); identificar mutaciones que probable-
mente estan asociadas con enfermedades (Fleming et al, 2001); y determinar
la identidad de patégenos emergentes (Rota et al., 2003; Hughes et al., 1993;
Anderson et al., 1999; Lanciotti et al., 1999).

Cualquier comparacién de mas de dos secuencias relacionadas por pa-
rentesco presupone, asi sea implicitamente, una filogenia subyacente. Para
algunos analisis las comparaciones entre pares de secuencias son suficientes
(por ejemplo, BLAST), pero incluso estos algoritmos pueden volverse mucho
mas poderosos si se considera la informacion de mas de dos secuencias simul-
taneamente (por ejemplo, PSI-BLAST). Tomando en cuenta el potencial de la
gendmica comparada y su relativo bajo costo, incluso investigadores que no
tienen interés en la evolucion de los organismos o de los genes per se podrian
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estar al tanto de las aproximaciones filogenéticas. Sin embargo, la multitud
de métodos contrastantes y la diversa terminologia de la sistemadtica puede
resultar intimidante para quien busca simplemente aplicar los métodos para
contestar preguntas de tipo practico, de manera que vale la pena familiarizarse
con sus detalles.

ARBOLES, GENES Y ORGANISMOS

La nocidn central del quehacer de la sistematica es el arbol filogenético. Un
arbol es un grafo, una estructura matematica que describe cémo se relacio-
nan entre si, por cualesquiera tipos de relacion, los diferentes elementos de
un conjunto. Un drbol filogenético es un grafo que describe las relaciones de
parentesco, ancestria y descendencia, entre un conjunto de genes, de organis-
mos, de especies o de taxa superiores. Las relaciones de parentesco se infieren
a partir de un conjunto de caracteristicas representativas que pueden ser mas
o menos compartidas entre las entidades bioldgicas cuyas relaciones se intenta
dilucidar, lo que, a grandes rasgos, permitira concluir que estan emparenta-
das en mayor o menor grado. En este capitulo se parte del supuesto que las
caracteristicas representativas son secuencias, ya sea de acidos nucleicos o de
los aminodcidos que constituyen proteinas.

Podemos imaginar que las secuencias son como hojas que se encuentran en
las puntas del arbol filogenético. Como se supone que las entidades biologicas
estan emparentadas a través de ancestros, las ramas conectan a las secuencias,
pero indirectamente, siempre a través de una secuencia ancestral hipotética,
generalmente no observable (excepto en casos de evolucion extremadamente
rdpida, como la de los virus que infectan a un hospedero, en donde es vélido
postular que algunos virus muestreados son descendientes de otros observados
un poco antes durante un estudio). Aqui usaremos los términos arbol, arbol
filogenético y filogenia de forma intercambiable.

EL LENGUAJE DE LOS ARBOLES

Formalmente, un érbol consiste en nodos conectados por ramas (también
Ilamadas bordes o aristas). Los nodos terminales (también llamados OTUs,
hojas o taxa terminales) representan secuencias u organismos de los que te-
nemos datos, puede tratarse de entidades bioldgicas extintas o vivientes. Los
nodos internos representan a los ancestros hipotéticos y el ancestro de todas
las secuencias comprendidas en el drbol es la raiz del arbol (figura 1).



90 Teoria

Figural. Un drbol simple y sus términos asociados

Nodo terminal
(Hoja)

\cho interno

(Ancestro hipotético)

Los nodos y ramas de un arbol contienen diferentes clases de informacion.
Por ejemplo, algunos métodos de reconstruccion de filogenias buscan recons-
truir las caracteristicas de cada ancestro hipotético, otros tratan de estimar el
grado de divergencia que ha ocurrido entre cada nodo del arbol, que puede
ser representado como longitudes de ramas. El nimero de ramas que llegan
o salen de un nodo se denomina el grado de ese nodo. Si un nodo tiene un
grado igual o superior a tres entonces es una politomia, mientras que un ar-
bol que no tiene politomias se considera completamente resuelto. Un arbol
que tiene politomias puede representar diferentes situaciones. Por un lado,
es posible que los diferentes linajes que se derivaron del nodo politémico se
separaran al mismo tiempo en vez de secuencialmente o al menos tan rapido
que nuestros métodos no nos permiten distinguir el orden especifico de sepa-
racion. Alternativamente, la politomia puede indicar que la informacién que
tenemos no permite decidir por uno de los 6rdenes de ramificacion posibles,
quizd porque diferentes partes de nuestro conjunto de datos se contradicen
entre si. Al primer caso se le llama politomia dura, mientras que al segundo
se le llama politomia blanda.

Los arboles filogenéticos pueden representarse mediante una notacion
compacta, basada en paréntesis anidados, ademas de la representacion gra-
fica convencional. En la figura 2 se puede ver un ejemplo de esta notacién
compacta, llamada formato Newick o New Hampshire.

Los arboles pueden contener diferentes tipos de informacion acerca de las
relaciones que hay entre sus OTUs. El tipo de arbol que contiene la informa-
ciéon mas simple es el cladograma, que simplemente muestra qué tan reciente
es la ancestria comun entre los nodos terminales. La figura 2 indica que las
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Figura 2. Un arbol y su representacion en notaciéon compacta

(((A.B),C).(D,E))

secuencias A y B comparten un ancestro mas cercano de lo que cualquiera de
las dos comparte con C. Nétese que se podria hacer girar las ramas alrededor
del nodo interno del que surgen y la informacién sobre qué tan reciente es la
ancestria comun de las OTUs, lo que también se conoce como la topologia
de un drbol, no cambiaria.

El arbol aditivo es otro tipo de arbol que contiene informacién adicional
acerca de la cantidad de cambio evolutivo que separa a las OTUs, asignando
diferentes longitudes a las ramas del arbol. Por ejemplo, en la figura 3 se supone
que la secuencia A adquiri6 cuatro substituciones desde que su linaje se separd
del de la secuencia B. A los arboles que contienen este tipo de informacién
también se les llama drboles métricos o filogramas.

Figura 3. Un arbol aditivo que representa la cantidad de cambio evolutivo que ha tenido
lugar desde la divergencia de las secuencias A, B y C. Los niimeros representan las

sustituciones de una secuencia a otra

A
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Los arboles ultramétricos son un tipo especial de arbol aditivo en el que
los nodos terminales estdn todos a la misma distancia de la raiz del arbol y
sirven para representar el tiempo que separa a los grupos de secuencias.

Figura 4. Un arbol ultramétrico que muestra el tiempo de divergencia

en millones de afios entre las secuencias A, By C

Tiempo (millones de afos)

ARBOLES ENRAIZADOS Y NO ENRAIZADOS

Los arboles pueden estar enraizados (o polarizados) o no. Un érbol enraizado
contiene un nodo del cual descienden, en tltima instancia, todos los demas
nodos, de manera que tiene una direccionalidad que corresponde al tiempo
evolutivo: entre mds cerca esté un nodo del nodo raiz, mas viejo sera. De esta
manera, los arboles enraizados nos permiten definir relaciones de ancestria-
descendencia: si dos nodos estan conectados por una rama o serie de ramas,
aquel que esté mas cerca de la raiz sera ancestro del que esté mas cerca de
la punta. En un érbol que no esta enraizado no podemos definir el orden de
aparicion de los eventos evolutivos, por lo que su utilidad es mds limitada en
el estudio de la evolucion. Algunos de los métodos de reconstruccion filogené-
tica generan arboles que no estan enraizados y por lo tanto no hacen ninguna
diferencia entre los arboles de la figura 5. El nimero de posibles arboles no
enraizados NoE, para n secuencias es:

NoE = (2n-5) (2n-7)... (3) (1)
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para n > 2. El nimero de posibles drboles enraizados E, paran >3 es
E = (2n-3) (2n-5)... (3) (1) = (2n-5) NoE,

como se puede ver, el nimero de arboles no enraizados posibles, y ain mas
el de los enraizados crece muy rdpidamente con el aumento del numero de
secuencias. Por ejemplo, para 20 secuencias hay 8 200 794 532 637 891 559 000
arboles no enraizados posibles. Esto plantea una dificultad para los métodos
de reconstruccién de filogenias que tratan de estimar cual de todos los arboles
posibles representa la estimacion 6ptima de la filogenia real.

Figura 5. Un drbol enraizado para el ser humano (H), el chimpancé (C), el orangutan (O),
el gorila (G) y el gibon (G). Los siete arboles enraizados cada uno en una rama diferente

corresponden al arbol no enraizado

<
B
O G H
Enraizado en 1 W W Enralzado en 2
/ %)j
B!ralzw:v Enrauadow Enraizado en 5

w" /S S
Enraizado en 6 WB’”GRMD en’T

RECONSTRUCCION DE LA HISTORIA DEL CAMBIO DE LOS
CARACTERES

Si bien es muy interesante para nosotros conocer cudles son las relaciones
filogenéticas entre las entidades bioldgicas, a menudo esto es s6lo un primer
paso en una investigacion que tiene otros objetivos. Por ejemplo, podemos
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estar interesados en saber si determinado cambio evolutivo, como seria una
sustitucion nucleotidica, ocurrié en alguno de los linajes que estamos estu-
diando; quiza también podria interesarnos saber si el hecho de que un mismo
aminoacido se encuentre en la misma posiciéon en dos proteinas es conse-
cuencia de procesos de evolucién independientes o bien se explica porque el
ancestro comun de esas macromoléculas también poseia ese aminoacido en esa
posicion. Para poder abordar cuestiones de este tipo es necesario reconstruir
la historia del cambio de los caracteres.

Si planteamos que determinados caracteres (secuencias de nucleétidos, de
aminoacidos o incluso observaciones sobre la morfologia de diferentes orga-
nismos) estan conectados por un arbol filogenético, podemos plantear que
algunos de ellos son ancestrales y otros son derivados. Es decir, postulamos
que en los organismos actuales hay caracteres que se parecen a los de sus an-
cestros lejanos (caracteres ancestrales o primitivos) y que hay otros caracteres
que en los organismos actuales se encuentran como una versiéon modificada
de los que tenian sus ancestros (caracteres derivados).

Si una macromolécula tiene en una posicion dada el mismo nucleétido o el
mismo aminoacido que el ancestro comun de todas las otras macromoléculas
con las que la estamos comparando, entonces dirfamos que ese caracter se
encuentra en un estado ancestral o plesiomoérfico. En cambio, si en esa posi-
cion hay un nucledtido o un aminoacido diferente del que tenia el ancestro,
el estado de ese caracter para esa secuencia seria derivado o apomorfico. Los
caracteres apomorficos que sélo estan presentes en una de las secuencias es-
tudiadas se denominan autoapomorfias (formas derivadas aisladas) mientras
que los estados de caracter derivados que estén presentes en varias secuencias
se llaman sinapomorfias (formas derivadas compartidas).

Cuando dos o mas secuencias tienen un estado de caracter idéntico (por
ejemplo el mismo nucledtido en la misma posicién), la similitud puede ex-
plicarse porque las secuencias heredaron ese estado para ese caracter de su
ancestro comun, en cuyo caso se trataria de una homologia. También es posible
que la similitud se deba a que cada secuencia adquirié independientemente
ese estado de caracter, sin que el caracter tuviera ese estado en el ancestro
comun, en cuyo caso se trataria de una homoplasia. S6lo la homologia refleja
adecuadamente la ancestria comun de los organismos. La homoplasia no es un
buen indicador de las relaciones filogenéticas porque la similitud homoplasica
no refleja la ancestria comun (Page y Holmes, 1998; Morrone, 2000).

La homoplasia puede deberse a que las secuencias comparadas hayan
adquirido el estado de caracter independientemente a partir de la misma
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Figura 6. Arboles que muestran la terminologia usada para describir los diferentes patrones
de estados de caracter ancestrales (O) y derivados (®); tomado de Page y Holmes (1998)

Apomorfia Plesiomofia

Autoapomorfia

Sinapomorfia Homoplasia

condicién ancestral (en cuyo caso se habla de paralelismo) o a partir de
diferentes condiciones ancestrales (y entonces se habla de convergencia).
La homoplasia también puede deberse a la pérdida secundaria de una ca-
racteristica derivada (es decir, perder esa caracteristica después de haberla
ganado), lo que hace que el estado de caracter parezca ancestral (Page y
Holmes, 1998).

ANCESTROS

Toda filogenia de entidades bioldgicas presupone la existencia de ancestros
—entidades de cuyos descendientes obtenemos los caracteres que usamos para
reconstruir las relaciones filogenéticas. Estos ancestros estan representados
en los nodos internos de los arboles y son generalmente hipotéticos, aunque
la obtencién de ADN fésil y los estudios de evolucion experimental o de
seguimiento a largo plazo de infecciones por bacterias y virus plantean la
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problematica de construir filogenias en las que se puedan incluir en los nodos
internos caracteres observados actuales.

MEDIDAS DE DISTANCIA

Existen varias medidas de la divergencia que hay entre dos grupos de datos
que pueden usarse para estimar el nimero de cambios evolutivos que ha
ocurrido entre dos secuencias bioldgicas desde que existi6 su ultimo ancestro
comun (distancia evolutiva). Esta distancia puede representarse en los arboles
filogenéticos, lo que ha motivado la creacién de una serie de métodos que
buscan convertir estas distancias pareadas en arboles que relacionen mas de
dos secuencias.

Para que una medida de distancia pueda usarse para reconstruir una fi-
logenia debe tener varias caracteristicas. La primera es que debe de tratarse
de un métrico ;Qué es un métrico? Supongamos que d(a,b) es la distancia
entre las secuencias a y b, entonces, d sera un métrico si cumple con estas
condiciones:

1) d(a,b) 2 0. Esto se conoce como no-negatividad.

2) d(a,b) = d(b,a). Es decir, simetria.

3) d(a,c) <d(a,b) + d(b,c). Esto se llama desigualdad triangular
porque equivale a asegurar que las distancias entre las tres secuencias a, b
y ¢ se pueden representar geométricamente como un triangulo.

4) d(a,b) = 0siy solo si a=b. Esto se conoce como “distintividad” e indica que
secuencias que no sean idénticas deben de estar a una distancia diferente
de cero.

Las condiciones 1, 2 y 4 generalmente se cumplen para datos obtenidos
directamente de secuencias moleculares, pero medidas indirectas como la
hibridacion ADN-ADN o mediciones de reaccién inmunoldgica cruzada
no siempre obedecen estas condiciones, particularmente la nimero 2 (Page
y Holmes , 1998).

Si, ademds, una distancia satisface el criterio de que

5) d(a,b) < max[d(a,c), d(b,c)]
entonces la distancia, ademas de ser un métrico, es ultramétrica.

Esto implica que las dos distancias mas grandes son iguales y definen un
triangulo isosceles. Desde el punto de vista evolutivo, las distancias ultra-
métricas implican que existe una constante de divergencia entre secuencias;
que las distancias que sean mas similares entre si también seran las que
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estén mds cercanamente emparentadas y que la distancia total entre la raiz
del arbol y cualquiera de sus puntas es constante.
Para que una distancia sea una medida valida de cambio evolutivo debe
también la condicion de aditividad:

6) d(a,b) + d(c,d) < max[d(a,c)+d(b,d), d(a,d)+d(b,c)]
lo que es equivalente a exigir que de las tres sumas
d(a,b)+d(c,d), d(a,c)+d(b,d) y d(a,d)+d(b,c)

las dos mds grandes sean iguales.

Para comprender mas claramente la aditividad, considérese a D, una ma-
triz simétrica nxn donde todos los valores en la diagonal son iguales a cero y
todos los demads valores son estrictamente positivos. Sea A un drbol a cuyas
ramas estan asociados valores, que tiene por lo menos # nodos y en donde
los nodos terminales de A estan etiquetados con las hileras de la matriz D.
El arbol A se considera un arbol aditivo para la matriz D si para cada par de
nodos etiquetados 7,j, la ruta que los conecta tiene un peso (o una distancia)
exactamente igual a D, .

Por lo tanto D, representa la suma de las longitudes de ramas en el camino
que hay entre iy ] en el arbol A.

A B C D E
Alo|12|9]1w0] 7 A C
B 0|6 |4 15 X 3
C 0| 7] 1 4
D 0|13
E 0 >

3
3
1
E B D

ARBOLES DE CONSENSO

Si quisiéramos integrar dos o mds reconstrucciones filogenéticas que se refie-
ren al mismo grupo de taxa o de OTUs, pero que se generaron con métodos
diferentes o con juegos de datos diferentes (por ejemplo, diferentes secuencias
genéticas; con secuencias moleculares por un lado y con datos morfolégicos
por el otro; con diferentes juegos de bootstraps (véase la seccién Evaluacion
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estadistica de arboles) o cuando se trata de reunir la informacién de un grupo
de arboles igualmente parsimoniosos) podriamos usar los arboles de consenso,
que muestran la informacién que hay en comun en un conjunto de arboles.
Cuando existe conflicto entre dos o mas arboles filogenéticos, el arbol de con-
senso se representa como una politomia (una politomia blanda, pues existe
incertidumbre sobre cudl es el orden correcto de ramificacion).

Existen diferentes criterios sobre cudl es el aspecto relevante que se trata
de plasmar en el arbol de consenso. Por ejemplo, en un consenso estricto sélo
se incluyen aquellos agrupamientos filogenéticos que estan presentes en todos
los arboles que se estdn tratando de integrar.

Es posible que algunos agrupamientos estén presentes en la mayoria de los
arboles considerados pero no en todos, informacion que podria perderse en el
arbol de consenso estricto. Para rescatarla podriamos hacer un consenso de ma-
yoria en el cual estaria representado cualquier agrupamiento que se encontrara
en mas de la mitad de los drboles considerados (Page y Holmes, 1998).

RECONTRUCCION DE ARBOLES FILOGENETICOS

La reconstruccion de arboles filogenéticos con datos moleculares intenta extraer
la informacién evolutiva que se encuentra en los genomas y proteomas de los
organismos, pero ;en qué parte de dichos genomas o proteomas se encuentra la
informacién mas adecuada para construir una filogenia? Obviamente, la respuesta
dependera del motivo por el que queremos reconstruir la filogenia. Por ejemplo, no
recurririamos al mismo tipo de secuencias si tratiramos de dilucidar las relaciones
entre grupos de organismos que se formaron en las etapas tempranas de la vida,
que si nos interesaramos por las relaciones entre las variedades que pertenecen a
especies de origen relativamente reciente como el maiz, o si nos interesara hacer
un diagnostico de las variedades patdgenas de una bacteria.

Podria ser también que no quisiéramos reconstruir una filogenia a partir
de datos moleculares, sino que nos interesa la historia de las moléculas en
si, y no buscamos usarlas como evidencia sobre las relaciones genealdgicas
de los organismos estudiados. Es decir, puede interesarnos mas la evolu-
cién de las moléculas que la historia de los organismos de donde provienen
(Morrone, 2002). Para decirlo muy concretamente, no todos los genes
sirven para la reconstruccion filogenética, ya que la informacion evolutiva
no esta distribuida uniformemente en las moléculas informacionales. Para
entender qué criterios hay que tomar en cuenta al escoger la secuencia o
grupos de secuencias para un analisis de filogenia molecular, haremos un
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breve repaso sobre como la informacion filogenética puede conservarse o
perderse en las moléculas.

ARBOLES DE GENES Y ARBOLES DE ESPECIES

A primera vista podria creerse que existe una relacion biunivoca entre las
filogenias de genes y las filogenias de organismos, de manera que las primeras
nos dan las segundas. Sin embargo, hay varias razones por las que esto no es
necesariamente asi. Una es que la duplicacién de genes puede hacer que una
misma especie tenga varias secuencias distintas pero relacionadas entre si.

En el ejemplo de la figura 7, cada una de las tres especies A, B y C tiene
dos copias, a y B, de un gen. Una filogenia para los seis genes nos permite
recuperar la filogenia organismal correcta ((A,B),C) a partir tanto de los genes
a como de los P. Sin embargo, si por desgracia secuencidramos unicamente
los genes 1, 3 y 5 y no supiéramos que son parte de un drbol de genes mads
grande, inferirfamos que el arbol organismal es ((A,C),B) porque el gen 3 de
la especie C esta relacionado mds cercanamente con el gen 1 de la especie A
de lo que esta relacionado con el gen 5 de la especie B, aunque la especie B
esta mas relacionada con la especie A que con la especie C.

Figura 7. Filogenia para tres especies A, By Cy seis genes que se derivan de una duplicacién
que originé a dos clados pardlogos de genes a y . Los genes al-3 son ortdélogos entre si, al
igual que los son los genes B 4-6; sin embargo, cada gen o es paralogo con cada gen  puesto
que lo que los separé fue un evento de duplicacién y no un evento de especiacion (Page y
Holmes, 1998)

A
14 Ortélogos Ortélogos
A B Cc A B C
1 2 3 4 5 6
a B

Pardlogos 4u

=
Duplicacién génica—"
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Esto ilustra que la filogenia organismal s6lo se puede inferir correctamente
si tenemos un juego completo de genes o si nos limitamos a usar genes que no
hayan sufrido duplicaciones. Es decir, necesitamos genes que sean ortélogos
entre si. Dos genes homologos son ortdlogos si su ancestro comin mas reciente
no sufrié una duplicacién génica, en caso contrario se dice que son pardlogos
entre si. En la figura 7, los genes 1-3 son ort6logos entre si, al igual que lo son
los genes 4-6, pero cualquier par de genes a y f son paralogos entre si.

Otra complicacion surge cuando se pretende conocer el grado de asociacion
entre dos filogenias —por ejemplo una de organismos y otra de genes; una de
especies de parasitos y otra de sus hospederos; o una filogenia de organismos
confrontada a un esquema de la historia de los eventos geoldgicos que han
afectado las regiones en que se encuentran (Morrone, 2002; Page y Holmes,
1998)- y algunos de los linajes relevantes no fueron detectados e incluidos en
el estudio. Esta falta de deteccion puede tener razones ontoldgicas — los linajes
faltantes no han sido detectados porque realmente desaparecieron, o un organis-
mo ancestral perdié una de las copias de una duplicacién génica y por lo tanto
sus descendientes muestran, de forma derivada, una sola copia del gen —o bien,
metodoldgicas- su ausencia se debe a que nuestro muestreo fue incompleto.

Incluso si estamos seguros de que nuestro estudio ha usado tnicamente
genes ortologos entre si, la posibilidad de que los diferentes alelos hayan so-
brevivido diferencialmente puede tener como consecuencia que la filogenia
de los alelos no corresponda exactamente a la filogenia de los organismos.
Consideremos un par de alelos ortélogos e imaginemos que retrocedemos
en el tiempo; en alguin momento llegaremos a un nodo que representa a su
ancestro comun mas reciente. Se dice que en este nodo los alelos coalescen y
el tiempo que hay que retroceder desde las puntas de las ramas del arbol hasta
que los alelos coalescen se llama tiempo de coalescencia.

En el ejemplo que se muestra en la figura 8 los alelos 3 y 4 tienen un punto
de coalescencia que esta dentro del tiempo que lleva existiendo el linaje orga-
nismico B. Por el contrario, los alelos 1 y 2 tienen un tiempo de coalescencia
mas antiguo que antecede al tiempo de aparicion de su linaje, es decir, son mas
viejos que el linaje A. Ademas, aunque tanto el alelo 1 como el 2 se encuentran
en la misma especie, no son el pariente mas cercano el uno del otro.

La presencia de un par parafilético de alelos en el linaje A puede tener
consecuencias en el tiempo evolutivo. Imaginemos que poco después de la
divergencia de las especies A y B, y mientras todavia existieran los alelos 1y
2, la especie A divergiera en las especies A y A,. En este caso, la especie A
hereda el alelo 1 yla especie A, hereda el alelo 2. Dicho de otra forma, los dos
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Figura 8. Un arbol de genes para cuatro alelos de un mismo gen (1-4) en dos linajes de
organismos separados por especiacion A y B. Los alelos 3 y 4 coalescen dentro del linaje B
(es decir, se separaron después de que el linaje B se hubiera formado y son exclusivos de este
linaje) pero los alelos 1 y 2 son mas viejos que el linaje A. En particular, los alelos 1 y 2 no
forman un grupo monofilético, el alelo 2 es mas cercano a los alelos 3 y 4 que al otro alelo
presente en el linaje A (el alelo 1). Los alelos 3 y 4 tienen un tiempo de coalescencia mas

reciente que el tiempo de aparicion del linaje B (Page y Holmes,1998)

Especiaciéon

Tiempo

o = Coalescencia

linajes de alelos, 1y 2, fueron repartidos (sorted) entre los descendientes de A.
Noétese que aunque las tres especies tienen juegos monofiléticos de alelos, los
alelos que se encuentran en A, estdn en realidad mds cercanamente emparen-
tados con los de la especie B que con su especie hermana A . Si utilizdramos
la filogenia de estos alelos para inferir la filogenia de las tres especies A , A)y
B concluiriamos incorrectamente que el drbol de especies seria (A, (A, B)).
Este ejemplo ilustra el problema de la reparticion de linajes (lineage sorting).
Si los alelos de un linaje no son monofiléticos antes de que ese linaje sufra
especiacion, la distribucion y las relaciones de estos alelos no necesariamente
reflejaran la filogenia de los organismos.

La reparticion de linajes se convierte en un problema para las filogenias
organismales si el tiempo necesario para que coalescan dos alelos dentro de
un linaje es mayor que el intervalo entre eventos sucesivos de especiacion.
La figura 10 muestra una extrapolacion alternativa de la figura 9, en la que la
especie A se divide en dos especies hijas mas tardiamente. Cuando A especia,
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Figura 9. Una posible extrapolacién sobre el futuro de los drboles de genes y de especies que
se muestran en la figura 2. En este caso, la especie A divirgié en las especies Ay A,. Los dos
alelos, 1y 2, presentes en A cuando especio, fueron heredados por A, y A, respectivamente.

El alelo 3 se extinguid

A A B

1

<\

2
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sus descendientes reciben un conjunto monofilético de alelos. En este caso, la
filogenia de alelos refleja fielmente la filogenia de las especies.

La diferencia entre la figura 9 y la 10 es el tiempo que pasa entre eventos
sucesivos de especiacion en el mismo linaje. Debido a una combinacién de
eventos fortuitos y de selecciéon natural, los linajes de alelos podran persistir,
radiar o extinguirse. Entre mas largo sea el intervalo entre los eventos de es-
peciacidn, mayor es la probabilidad de que estos procesos desemboquen en
linajes con un conjunto monofilético de alelos (Page y Holmes, 1998).

REDES

Hasta aqui hemos dado por sentado que la mejor manera de representar las
relaciones evolutivas entre secuencias y organismos es mediante un arbol,
pero ;qué pasaria si en realidad la historia evolutiva no es un proceso de
ramificacion arborescente, de bifurcacion y divergencia?

Por ejemplo, la misma metafora del “4rbol genealdgico” es enganosa. Un
arbol tiene una sola raiz y cuando sus ramas se separan no se vuelven a unir,
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Figura 10. La misma situacion que en la figura anterior, pero aqui el linaje A se divide mds
tardfamente en dos especies, para cuando el alelo 2 ya se ha extinguido. Por lo tanto, las
especies Ay A, heredan un conjunto monofilético de alelos

Especiacion

Especiaciéon

Tiempo

O — Coalescencia

mientras que en una genealogia, cada vez que nace un descendiente producto
de un apareamiento las ramas de los padres se fusionan. En general la historia
de cada gen individual puede representarse razonablemente bien como un
arbol, sin embargo, cuando un gen ha sufrido recombinacién, una red puede
ser una mejor representacion. Una red es un grafo que contiene uno o mas
ciclos, es decir un conjunto de nodos entre los cuales es posible trazar un ca-
mino que comience y termine en el mismo nodo sin visitar ningtin otro nodo
mas de una vez. Dicho de otra forma, una red es un grafo en el que, para al
menos un par de nodos, existe mas de un camino que los conecta.

En general cuando los datos con los que se quiere reconstruir una historia
evolutiva se pueden subdividir en regiones que han tenido diferentes historias,
las redes pueden ser una alternativa para la representacion de las relaciones
filogenéticas (Page y Homes, 1998). Un caso es el de la recombinacién, pero
lo es también la transferencia horizontal, que provoca que el genoma de al-
gunos organismos tenga secuencias que no contienen informacion histérica
propia de su linaje sino, al menos en parte, de otros linajes que fueron los que
“donaron” la secuencia al linaje donde se observa hoy.
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HOMOLOGIA Y ALINEACION

Dado que los estudios de sistematica y ecologia molecular son en tltima
instancia estudios de biologia comparada, es importante enfatizar que
los datos que van a representar cada unidad taxonémica en un analisis
filogenético deben ser homdlogos a los datos de las demas unidades taxo-
nomicas. No hacerlo seria equivalente a caer en el error proverbial de com-
parar peras con manzanas. Nosotros usaremos la acepcion evolutiva de la
palabra homologia, es decir, consideraremos que dos o mds estructuras o
procesos son homologos entre si, siy solo si adquirieron su estado actual
por herencia directa de su ancestro comun (Page y Holmes, 1998; Morro-
ne, 2002; Schuler, 2001; Barton, 2001). Un corolario de esta afirmacidn es
que no hay grados de homologia: los caracteres, que pueden ser génicos
(moleculares), estructurales, morfolégicos o funcionales (metabolicos,
regulatorios, conductuales), son homologos o no lo son. De esta manera, es
valido decir que dos caracteres son 60% idénticos, pero no esta justificado
decir que son 60% homologos (Fitch, 2000). Pero nétese que esta definicion
de homologia no exige que la totalidad de los caracteres de un gen o de una
proteina tenga que ser homologa con la totalidad del otro gen o proteina.
Como han sefalado Fitch (2000) y Hillis (1994) un gen puede construirse
a partir de dominios. Cuando esto ocurre, el término de homologia no se
aplica al gen completo, sino que se tiene una serie de dominios, cada uno
de los cuales es pardlogo a un dominio similar de un gen diferente. Hemos
de reconocer que no todas las partes de un gen tienen la misma historia y
que en esos casos, el gen no es la unidad a la que se aplican los términos
ortologia, paralogia, etc.

Usemos un caso concreto para ejemplificar esto: la enterocinasa tiene
por lo menos 6 dominios, uno de los cuales se relaciona con un receptor de
lipoproteina de baja densidad. Si el dominio que es homoélogo al receptor de
lipoproteina constituye el 20% de la enterocinasa, entonces la enterocinasa es
solamente 20% homologa al receptor de lipoproteina, independientemente
de cual sea su porcentaje de identidad. Al mismo tiempo, si este dominio en
comun constituyera la mitad del receptor de lipoproteina, el receptor seria 50%
homodlogo a la enterocinasa. Si las proteinas son de diferentes longitudes, las
homologias no son las mismas en las dos direcciones. De acuerdo con Fitch
(2000), ésta es la tinica situacién en la que se justifica hablar de porcentaje de
homologia, aunque Hillis (1994) sugiere que hablar de homologia parcial se
presta a menos confusiones.
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Notese también que determinar si una caracteristica de una entidad bioldgica
(tratese de secuencias moleculares, de mediciones morfoldgicas o de patrones de
restriccién) es homologa de otra requiere conocer previamente las relaciones evo-
lutivas de las especies (u otras entidades bioldgicas) que tienen esas caracteristicas.
Ellector astuto habra notado que aqui esta agazapado un problema de circularidad:
queremos asegurarnos de que algunas secuencias son homologas para poder re-
construir su filogenia, pero para saber si son homologas necesitamos conocer sus
relaciones filogenéticas. Una manera practica de escapar de este dilema consiste en
invocar un criterio independiente del de homologia para establecer en un primer
paso qué regiones de las secuencias se pueden considerar instancias derivadas de
la misma region de un gen y por lo tanto se pueden comparar. Probablemente el
criterio independiente de asignacién de homologia mas intuitivo sea la similitud.
Considérense las siguientes dos secuencias de nucleétidos:

Secuencial ATGCGTCGTT
Secuencia 2 ATGCGTCGT

Claramente son muy similares, pero no son idénticas. Para compararlas
podemos recurrir a una herramienta grafica llamada matriz de puntos. Estas
matrices se construyen poniendo cada una de las secuencias que se desea
comparar en los ejes de un grafico bidimensional y colocando un punto en
donde las dos secuencias concuerden. Si las dos secuencias fueran idénticas,
se podria dibujar una diagonal continua desde el cuadrante inferior izquierdo
hasta el superior derecho.

Como la secuencia 2 es una subsecuencia de la secuencia 1, hay una ruta
continua a través de la diagonal de la matriz (ruta 1 en la figura 5) que co-
rresponde al alineamiento:

ATGCGTCGTT

[T
ATGCGTCGT

Pero se podrian crear otros alineamientos. En la figura 5 la ruta 2 que se
desvia de la diagonal principal corresponde al alineamiento:

ATG - - - CGTCGTT

| |11
ATGCGTCGT
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Figura 11. Una matriz de puntos para dos secuencias. En este ejemplo se muestran dos
posibles “rutas” que corresponden a dos diferentes alineamientos posibles de las secuencias
(Liy Graur, 1991)

& d ® 4
T oA
HA
FA

AT 6B G & GT &

En este caso la primera subsecuencia CGT de la secuencia 1 queda alineada
con la segunda subsecuencia CGT de la secuencia 2. Esto requiere postular
un hueco (en inglés gap, el término usado mas habitualmente) en la secuen-
cia 1 con una longitud de 3 bases. Ademas, esto es equivalente a formular la
hipoétesis de que en un momento dado ocurrié al menos un evento adicional:
la insercion de las tres bases CGT en la secuencia 2, o bien, la supresion co-
rrespondiente en la secuencia 1 (estas dos alternativas, insercion o supresion,
se engloban en el término indel). Ahora imaginemos alinear la secuencia 1
con una tercera secuencia de la siguiente manera:

Secuencial ATGCGTCGTT

RN
Secuencia 3 ATCCGTCAT

En este caso las dos secuencias difieren en las posiciones tercera y octava;
este emparejamiento imperfecto es llamado a menudo mismatch. La hipdtesis
implicita es que, como minimo, ocurrieron dos sustituciones en una de las
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secuencias desde que ambas surgieron de su ultimo ancestro comun. Por
ejemplo, es posible que la secuencia ancestral fuera idéntica a la secuencia
1 y entonces la secuencia 3 habria sufrido al menos dos sustituciones. Otra
posibilidad es que la secuencia ancestral fuera

secuencia ancestral hipotética ATACGTCAT

en cuyo caso tanto la secuencia 1 como la 3 habrian sufrido cada una al
menos dos sustituciones, etcétera. Notese que también es posible que desde la
separacion del dltimo ancestro comun ambas secuencias hayan sufrido mul-
tiples sustituciones en las posiciones en las que difieren o incluso en aquellas
en las que son idénticas.

En general, es posible alinear dos secuencias postulando alguna combina-
cién de indels y sustituciones. Podemos calcular el costo de un alineamiento

C=s+ph

donde s es el numero de sustituciones, / es la suma de las longitudes de los
huecos y p es la penalidad por huecos que especifica el costo de un hueco
relativo al de una sustitucion. Por ejemplo, si los huecos son el doble de cos-
tosos que los emparejamientos imperfectos (mismatchs), entonces p = 2. La
penalidad por huecos también implica que estamos haciendo una suposicion
acerca del proceso por el que divergieron las secuencias que tratamos de
alinear; asi, si creemos que las inserciones y deleciones son raras, p deberia
tener un valor alto.

La tarea del alineamiento de secuencias consiste en encontrar el alineamien-
to con el costo minimo para una funcién o esquema de costos seleccionado.
Existen varios algoritmos (Goad y Kanehisa, 1982; Waterman, 1984; Lipman
y Pearson, 1985; Waterman et al., 1991) que lidian con el alineamiento local
de dos secuencias, que son particularmente ttiles para trabajar con proteinas,
ya que se trata de una aproximacion mas adecuada que el alineamiento global
(Schuler, 2001).

ALINEACION DE PROTEINAS
Aunque el concepto de funcién de costo para la alineacion de proteinas es

similar al de nucleétidos, el modelo detras del costo asignado a un mismatch
entre aminoacidos es mds complejo, pues hay que tomar en cuenta las dife-
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rentes posibilidades a nivel de codones en las que un aminoécido puede ser
sustituido por otro. Por ejemplo, una cisteina codificada por el triplete UGU
puede ser remplazada por una tirosina mediante una dnica sustitucion de
nucledtidos (UAU), pero remplazarla con una metionina (AUG) requiere tres
sustituciones de nucledtidos. Por lo tanto, alinear una cisteina con una tirosina
es menos costoso que alinearla con una metionina. El costo del remplazo entre
cualquier par de aminodcidos define una matriz de costos que puede usarse
para evaluar cuantitativamente la calidad de un alineamiento.

Ademas de los costos implicitos en la sustitucion de un triplete por otro,
las matrices de sustitucion de aminodacidos pueden reflejar otros criterios de
asignacion de costo como, por ejemplo, el grado de similitud fisicoquimica
entre diferentes aminodcidos, o bien la frecuencia con la que determinada
sustitucion se ha observado empiricamente en bases de datos de alineamientos
curados por expertos. Por ejemplo, las matrices BLOSUM (Henikoff y Hee-
nikoff, 1992) se derivan de la base de datos Blocks, un conjunto de alineamien-
tos sin huecos de regiones de familias de proteinas (Gibas y Jambeck, 2001).
Las matrices PAM se derivan de un modelo de distancia de alineamientos de
secuencias cercanamente emparentadas. Una “unidad” PAM es equivalente
a un cambio promedio en el 1% de las posiciones consideradas en el alinea-
miento (Dayhoft et al., 1978; Gibas y Jambeck, 2001).

ALINEACION DE MAS DE DOS SECUENCIAS

Hasta ahora hemos enfocado la discusion en el alineamiento de pares de
secuencias, pero la filogenia de dos entidades es trivial: entidad 1 - entidad
2. Asi que si queremos reconstruir filogenias no triviales es necesario alinear
mas de dos secuencias. Tedricamente los algoritmos de programacién dind-
mica (Eddy, 2004) usados para alinear pares de secuencias (Gupta et al., 1995)
podrian extenderse a cualquier nimero de ellas, pero los requerimientos de
memoria de estos algoritmos crecen exponencialmente, por lo que la ali-
neacion de mads de cuatro secuencias se vuelve prohibitiva (Thompson et al.,
1999). Para superar este problema se han desarrollado varias aproximaciones
heuristicas y hoy en dia existen numerosos programas que usan estrategias
fundamentalmente diferentes (Thompson et al., 1999). Tradicionalmente, el
enfoque mas popular ha sido el método de alineamiento progresivo (Feng
y Doolittle, 1987). Programas de computadora basados en este método son
MULTIALIGN (Barton y Sternberg, 1987), MULTAL (Taylor, 1988), PILE
UP (Wisconsin Package) y CLUSTAL X (Thompson et al., 1997), que es una
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interfase grafica para CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Estos programas
usan un algoritmo de alineamiento global (Needleman y Wunsch, 1970) para
construir un alineamiento de la totalidad de la longitud de las secuencias.
En contraste, el programa PIMA (Smith y Smith, 1992) usa un algoritmo
de programacion dindmica local (Smith et al., 1981) para alinear unicamente
los motivos més conservados. Por su parte, el programa T-Coffee (Notredame
et al., 2000) se basa en la implementaciéon de un algoritmo progresivo que
puede corregir los alineamientos locales erréneos generados durante la etapa
de comparaciones iniciales y se ha vuelto una de las herramientas con mejor
desempeno cuando se trata de alinear secuencias poco conservadas entre si
gracias a la posibilidad de incorporar datos heterogéneos (evolutivos y estruc-
turales) y de bloques conservados aislados a la informacién usada.
Recientemente han surgido numerosos algoritmos que ofrecen enfoques
nuevos al problema del alineamiento multiple, muchos de los cuales tienen
en comun aplicar estrategias iterativas para refinar y mejorar el alineamiento
inicial. El programa DIALIGN (Morgenstein et al., 1996) se basa en compara-
ciones segmento a segmento en lugar de residuo a residuo. El programa PRRP
(Gotoh, 1996) optimiza un alineamiento progresivo global al subdividir iterati-
vamente las secuencias en dos grupos que son subsecuentemente realineados.
El programa SAGA (Notredame y Higgins, 1996) usa un algoritmo genético
para seleccionar el alineamiento que optimiza una funcién objetivo.
Recientemente se ha comenzado a incorporar la tecnologia de los modelos
markovianos ocultos (HMM por sus siglas en inglés). Por ejemplo, el pro-
grama HMMT (Eddy, 1995) usa un método de recocimiento simulado para
maximizar la probabilidad de que un HMM represente efectivamente a las
secuencias por alinear. El programa MUSCLE (Edgar, 2004) usa una nueva
funcién objetivo, llamada logaritmo de la expectativa, que estima rapidamente
las distancias entre secuencias al basarse en la similitud de las subsecuencias en
lugar de la similitud de los caracteres y hace un refinamiento del alineamiento
al realinear todas las posiciones elegidas con criterios evolutivos. Todas estas
caracteristicas le confieren a MUSCLE una gran exactitud en sus alineamien-
tos asi como la capacidad de alinear en minutos conjuntos del orden de 5000
secuencias. Un inconveniente de MUSCLE es que sélo es capaz de alinear
secuencias de aminodcidos, pero, en los casos en los que nos interese alinear
secuencias codificantes, esta limitacion se puede remediar mediante el uso de
programas que transfieran la informacion de un alineamiento de proteinas a
sus secuencias codificantes correspondientes, como, por ejemplo, el progra-
ma protal2dna (disponible como programa instalable en http://ftp.pasteur.
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fr/pub/GenSoft/unix/alignment/protal2dna y como servidor accesible por la
red mundial en http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/protal2dna.html ).
Quien se interese en comparaciones criticas de métodos de alineamiento puede
consultar los articulos de Notredame (2000) y de Thompson et al., (1999). El
sitio de red mundial del paquete de andlisis filogenético PHYLIP ( http://evo-
lution.genetics.washington.edu/phylip/software.html ) incluye una seccién
actualizada regularmente con referencias a programas de alineamiento.

Tras esta introduccion a algunos aspectos fundamentales de la alineacion de
secuencias bioldgicas estamos listos para discutir como es que la informacion
filogenética se puede ir difuminando con el paso del tiempo y qué podemos
hacer para recuperarla.

EL PROBLEMA DE LAS SUSTITUCIONES MULTIPLES

Cuando comparamos sitios homologos en dos secuencias de ADN nuestra
observacion es simplemente si las secuencias, en esa posicion, son iguales o
no. Desde esa perspectiva el maximo nimero posible de diferencias entre
dos secuencias en una posicion dada es uno. Ademds, un sitio tiene uno de
cuatro estados posibles (A, C, G o T si es ADN), lo que significa que si en un
sitio dado ha ocurrido mas de una sustitucion desde el momento de la sepa-
racion evolutiva de las secuencias que estamos comparando, perdemos todo
registro de las sustituciones previas a la ultima. Por ejemplo, si en posiciones
homologas los seres humanos tienen una adenina (A) y los jitomates una
guanina (G), sabemos que ha ocurrido al menos una sustitucién desde que
se separaron los linajes de los humanos y de los jitomates, pero es posible que
hayan ocurrido muchas mds sustituciones y de esas no podemos estar seguros
(figura 12; Page y Holmes, 1998).

En el caso (a) dela figura 12 sélo ha ocurrido una sustitucion en la historia
de uno solo de los dos linajes y eso se ve reflejado correctamente en el numero
de diferencias entre las secuencias. Notese que el nimero de sustituciones
que ha ocurrido efectivamente desde la separacion de los linajes es pequeiio,
entonces es muy probable que la mayoria de las sustituciones sean sustitu-
ciones simples porque la probabilidad de que un sitio mute mas de una vez
es pequefia. En cambio, entre mayor sea el nimero de sustituciones, mayor
es la probabilidad de que un mismo sitio haya sufrido multiples sustituciones
(lo que en inglés se denomina multiple hits).

En todos los casos excepto (a), el numero de sustituciones que realmente
ocurrid (sustituciones reales) es mayor al que estarfamos contando si simple-
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mente compararamos las dos secuencias descendientes. Los tres tltimos casos
pueden ser ain mads engaiosos, ya que las dos secuencias descendientes son
idénticas y sin embargo esa similaridad no la heredaron directamente de su
ultimo ancestro comun. Todos los métodos de inferencia filogenética depen-
den de que la similaridad entre secuencias u otros conjuntos de caracteres
a comparar se deba principalmente a la homologia y lo menos posible a la
homoplasia (Page y Holmes, 1998).

Figura 12. Seis tipos de sustitucién de nucledtidos.

En cada caso el nucledtido ancestral era A (Page y Holmes, 1998)

(a) Sustitucion simple (b) Sustitucion multiple (¢) Sustitucion coincidente
1 cambio, | diferencia 2 cambios, 1 diferencia 2 cambios, | diferencia

(d) Sustitucion paralela (e) Sustitucion convergente (1) Reversion
2 cambios, ninguna diferencia 3 cambios, 0 diferencia 2 cambios, 0 diferencias

Si las mutaciones fijadas han sido relativamente comunes (o si la proba-
bilidad de que una mutacién se fije no es uniforme a lo largo de una secuen-
cia), es posible que un sitio dado haya sufrido multiples sustituciones que
van borrando, a medida que pasa el tiempo y ocurren mds sustituciones, la
informacion o, si se prefiere, nuestro grado de certeza sobre las relaciones
filogenéticas. Entre mas tiempo pase, el simple nimero de diferencias entre
secuencias es un indicador menos confiable del verdadero nimero de sustitu-
ciones que han ocurrido desde que las secuencias divergieron de su ancestro
comun (Page y Homes, 1998).
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En el caso de la figura 13 los pares de secuencias que han divergido mas
recientemente muestran aproximadamente 17 sustituciones por cada millén
de anos. Esto nos haria esperar que los pares de especies que se separaron
hace 20 millones de afios mostraran alrededor de 340 diferencias. En realidad,
entre ellas sélo se observan de 94 a 103 sustituciones.

Como se puede ver, a medida que se acumulan sustituciones entre dos
secuencias éstas empiezan a saturarse, es decir, la mayor parte de los sitios que
cambian ya han cambiado antes, por lo que las sustituciones mas recientes
tienen poco o ninglin impacto en el numero total de diferencias observadas
entre las secuencias.

MODELOS DE SUSTITUCION

Dado que las distancias observadas pueden subestimar la verdadera mag-
nitud del cambio evolutivo, se han desarrollado métodos de correccion de
distancia para convertir las distancias observadas en medidas de distancia
evolutiva verdadera. Muchos de ellos dependen de modelos que describen
cémo se supone que estan ocurriendo los procesos de evolucion molecular.
Estos modelos estan relacionados entre si, pero difieren en los aspectos del
proceso de fijaciéon de mutaciones que toman en cuenta. Por ejemplo, algunos

Figura 13. Ntimero de sustituciones nucleotidicas entre pares de secuencias mitocondriales

de bovidos, contra el tiempo estimado de divergencia (Janecek et al., 1996)
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modelos pueden suponer que los diferentes nucle6tidos no se encuentran en
la misma proporcidn en las secuencias, o que las transiciones (mutaciones que
cambian una purina por otra purina o una pirimidina por otra) ocurren con
una frecuencia diferente que las transversiones (sustituciones de una purina
por una pirimidina o viceversa), mientras que otros incluyen la posibilidad
de que la tasa de sustitucion varie entre los diferentes sitios de las secuencias
(Page y Holmes, 1998; Brinkamn y Leipe, 2001).

La idea fundamental detras de los modelos de sustitucion, ya sea que
traten de secuencias de nucleétidos, de codones o de aminoécidos, es que
ciertas sustituciones pueden ser mas frecuentes que otras. En general, son
mas frecuentes las sustituciones entre bases bioquimicamente similares, entre
codones que codifican para un mismo aminodacido y en aminoacidos similares.
En el caso del ADN, los cuatro tipos de transiciones (de purina a purina o
pirimidina a pirimidina, A>G, G—=>A, C—T, T->C) son habitualmente mds
frecuentes que los ocho tipos de transversion (de purina a pirimidina o el
inverso, A—>C, A—>T, C>G, G->T y sus reversas), por lo que se plantea que
las transiciones deben ser menos costosas e implicar una menor distancia
que las transversiones.

Los esquemas de costos se pueden fijar a priori para que el método de
inferencia filogenética calcule un costo exacto para cada sustitucion postu-
lada. Las matrices de costo fijo son equivalentes a las matrices de peso de
estados de caracter (Brinkamn y Leipe, 2001; Morrone, 2000) y se aplican
en la reconstruccion de filogenias por maxima parsimonia. Cuando se uti-
lizan dichas matrices el método se llama mds apropiadamente ‘parsimonia
ponderada’ o ‘parsimonia sopesada’ (Wheeler, 1986; Goloboft, 1998). Para
los métodos de reconstruccidon basados en distancias o en maxima verosi-
militud los costos se pueden derivar de matrices de tasas instantdneas que
representan estimados de maxima verosimilitud de la probabilidad de que
determinado tipo de sustitucidon ocurra. Una somera introduccion al calculo
de las tasas instantaneas de cambio en el marco de la inferencia filogené-
tica por maxima verosimilitud se encuentra en las presentaciones de Peter
Foster (http://www.bioinf.org/molsys/data/idiots.pdf y http://www.bioinf.
org/molsys/data/like.pdf).

Supongamos que la probabilidad de cualquier sustitucién permanece
constante a lo largo del tiempo y que la composicion de bases nucleotidicas
se encuentra en equilibrio. Entonces, la forma mas simple de una matriz de
sustituciones sera:
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P, P P, P,

P CcA p cc P cG p cr ecuacion A
P.= P, P, Py, Py

p.P_P_ P

TA TC TG T

donde P, . es la probabilidad de que un sitio que al principio de un intervalo
de tiempo t tenia el nucledtido A, se encontrara con el nucledtido C al final
del intervalo. La mayoria de los modelos son simétricos, de manera que P, .
= P_,. Los elementos que se encuentran en la diagonal corresponden al caso
en que no ha habido (aparentemente) cambio en el sitio. Si asignamos los
numeros 1-4 a los nucleétidos (A=1, C=2, etc.), entonces el valor de los ele-

mentos diagonales esta dado por

P.=1-Y P. ecuacion B
) i )

Dicho de otra forma, la probabilidad de observar A en un sitio dado en el
tiempo 0 y nuevamente en el tiempo ¢ es uno menos la probabilidad de obser-
var la sustitucion de A por C, G ¢ T. La composicion de bases de la secuencia
se puede representar mediante un vector

f=U, et ecuacién C

en el que f, es la frecuencia en el equilibrio del nucledtido A, etc. En algunos
modelos f, = f. = f, = f, , 0 sea que las cuatro bases estin presentes en la
misma proporcion, mientras que en otros modelos pueden tener diferentes
proporciones relativas (Page y Holmes, 1998).

Mediante la simple especificacién de la probabilidad de una sustitucion
nucleotidica dada y de la frecuencia de bases esperada, se puede generar una
enorme variedad de modelos de sustitucion. El mas simple y el primero en
haber sido propuesto, es el de Jukes y Cantor (1969; modelo JC) y parte del
supuesto de que las cuatro bases nucleotidicas tienen la misma frecuencia
relativa y de que todas las sustituciones son igual de probables. Bajo este
modelo la distancia entre dos secuencias esta dada por

d=3/41In(1- 3/4p) ecuacién D

donde p esla proporcién de nucleétidos que son diferentes en las dos secuen-
cias yIn es la funcién logaritmo natural. Usando las ecuaciones A y C podemos
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representar el modelo Jukes-Cantor con la siguiente matriz de probabilidades
de sustitucion y el vector de composicion de bases:

X

A a a a
Cla * a a

P=Glaa * «a f=11/4,1/4, 1/4, 1/4]
Tla a a *

donde a es la probabilidad de una sustitucion y esa probabilidad es la misma
para todas las sustituciones posibles (como hay doce sustituciones posibles,
cada sustitucion ocurre con probabilidad 1/12). Los valores de los elementos
diagonales vienen dados por la ecuacién B (Page y Holmes, 1998).

A pesar de que so6lo una de cada tres sustituciones posibles es una transi-
cién, como ya senialé la observacion empirica es que las transiciones son gene-
ralmente mas frecuentes que las transversiones; el modelo de dos parametros
de Kimura (1980; modelo K2P) incorpora esta observacion. En este modelo,
si la tasa de transiciones por sitio es a y difiere de la tasa de transversiones
(B), la tasa total de sustitucion por sitio sera (a+2f); por cada nucleétido hay
tres cambios posibles, uno de los cuales es una transicion y los otros dos,
transversiones. En el modelo K2P el nimero de sustituciones nucleotidicas
por sitio esta dado por:

d=1/21In[1/(1-2P-Q)] + 1/4In [1/(1-2Q)] ecuacion E
donde Py Q son las diferencias proporcionales entre las dos secuencias compa-

radas debidas a transiciones y transversiones, respectivamente. Este modelo tiene
la matriz de probabilidades de sustitucion y el vector de frecuencias de bases:

.~
Il

f=1[1/4,1/4, 1/4, 1/4]

HoO O >
w e ™ x>
e xo 0
xma 0
x> o o H

pes]

Obviamente, si « = 8 el modelo K2P se convierte en el modelo JC.

El modelo de Felsenstein (1981; modelo F81) fue el primero en permitir que
las frecuencias relativas de los nucledtidos de las secuencias variaran, lo que
estaria reflejando el hecho de que en determinadas secuencias, ciertos nucleo-
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tidos son mas frecuentes que otros y por lo tanto ciertas sustituciones tienen
mayor probabilidad que otras. El modelo F81 tiene la siguiente forma

A C G T

A * Ho o I«

C I« * Hoa IlLa
P=G | la Il « * T« f= [HA, 1,11, HT]
T I« Hcoc HGa

e |

X~

donde T, es la frecuencia de la i-ésima base promediada sobre las secuencias com-
paradas. Notese que si IT, = IT_=1II_=1II, entonces el modelo F81 es igual al JC.

Modelos aun mas refinados aparecieron posteriormente, incluyendo el
modelo de Hasegawa, Kishino y Yano (1985) y el de Kishino y Hasegawa
(1989), que esencialmente conjuntaban las aportaciones de los modelos K2P
y F81 al generar un modelo que permitia tanto un sesgo en la proporcion de
transiciones y transversiones como frecuencias desiguales de nucleédtidos.
Esta tendencia culminé con la formulacién del modelo general reversible
en el tiempo (GTR por sus siglas en inglés) que no sélo permite frecuencias
desiguales de nucleétidos, sino también que cada una de las seis posibles rutas
de sustitucion (A>C, A&G, AT, CoG, CoT y GoT ) sea recorrida a
una tasa diferente (Rodriguez et al., 1990).

En un intento de hacer una descripcion lo mas fiel posible de los procesos
que subyacen a la divergencia de secuencias, los modelos han continuado
refinandose. Por ejemplo, se ha afiadido la variacion en las tasas de sustitucion
en los diferentes sitios de las secuencias (Churchill et al., 1992; Yang, 1993,
1994). Uno de los métodos mas comtinmente aplicados para ello es el gama
discreto, que presupone que las tasas relativas se distribuyen de acuerdo a
una distribucién gama. Valores grandes del parametro a de esta distribucion
corresponden a una pequena varianza en las tasas relativas (las tasas de todos
los sitios son casi las mismas) mientras que valores pequefios llevan a una
distribucion sesgada de las tasas relativas (la mayoria de las tasas son pequefias
pero algunos sitios tienen tasas muy elevadas de sustitucion; Swofford et al.,
1996; Yang, 1996; Huelsenbeck y Crandall, 1997; Lewis, 1998, 2001b).

Algunos programas permiten la modelacion de la heterogeneidad de las
tasas entre los sitios, por ejemplo sitios totalmente invariables (Swofford, 2000);
modelos de tasas especificas a sitios, en los que existe una tasa de sustitucion
diferente para las diferentes posiciones dentro de genes, como intrones y
exones, asi como para diferentes regiones de una proteina o posiciones dentro



HISTORIA DE CAMBIO DE LOS CARACTERES 117

de los codones (Swofford, 2000); modelos markovianos ocultos que permiten
un grado de correlacion entre las tasas de sitios que son adyacentes (Felsens-
tein, 1999) y modelos gama discretos en los que el parametro o puede variar
entre subconjuntos de los sitios (Yang, 1997). También es posible combinar
un modelos de sitios invariables con un modelo gama discreto (Swofford,
2000; Lewis 2001Db).

MODELOS QUE INCORPORAN FALTA DE INDEPENDENCIA
Y SELECCION NATURAL

Otros modelos, conocidos como modelos de codones y modelos de estructura
secundaria (Lewis, 2001b) permiten que la distribucion de tasas de sustitu-
cion refleje la dependencia entre los sitios nucleotidicos de un mismo codén
y entre los sitios que se aparean en las regiones de tallo de un gen de rARN,
respectivamente. Esto contrasta con los métodos basados en parsimonia y los
métodos tradicionales basados en maxima verosimilitud, en los que se pre-
supone que todos los sitios son evolutivamente independientes. Por ejemplo,
en genes codificantes para proteinas los tres sitios nucleotidicos que forman
un codén no pueden evolucionar independientemente unos de otros si existe
seleccion para el aminodacido correspondiente (Lewis, 2001b). Muse y Gaut
(1994) y Goldman y Yang (1994) desarrollaron independientemente modelos
que toman en cuenta este aspecto. Para mantener un niimero razonable de
parametros introducen algunas restricciones, por ejemplo, no se permite mas
de una sustitucion en un instante dado (la tasa del cambio AAA - AGC serd
cero), pero se permite que ocurran dos cambios consecutivos en periodos
infinitesimales de tiempo.

El modelo de Muse y Gaut asigna tasas a todos los demds cambios posibles
(que requieren mas de dos mutaciones puntuales) con base en dos pardmetros
que representan la tasa de sustituciones sindnimas y no-sinénimas respecti-
vamente (Muse y Gaut, 1994; Lewis, 2001b). De esta forma, estimando so6lo
cinco parametros (los dos parametros de tasa mencionados y tres parametros
de frecuencia de nucledtidos) se puede especificar toda la matriz de 61 * 61
probabilidades de transicion. El modelo de Hashegawa, Kishino y Yano (1985)
que se menciond anteriormente también requiere cinco parametros, pero en
su caso los dos pardmetros de tasas representan las tasas de transiciones y
transversiones.

El modelo de Goldman y Yang (1994) va un paso mas alld, al permitir
tanto un sesgo de transiciones/transversiones como uno de sustituciones
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sinénimas/no-sinénimas. Ademas, este modelo permite que las diferencias
bioquimicas entre los aminodcidos especificados por cada coddén jueguen
un papel en la determinacion de la tasa a la que ocurren los cambios entre
aminoacidos. Por ejemplo, el cambio de un residuo hidrofébico por otro
puede ocurrir a una tasa mas alta que el cambio de uno hidrofébico por uno
hidrofilico (Lewis, 2001b). Los modelos de codones estan implementados en
los programas computacionales HYPHY (Muse y Kosakovsky-Pond, 2000)
y PAML (Yang, 1997), pero en esos programas estan enfocados sobre todo
a calculos posteriores a la busqueda de arboles filogenéticos. En cambio, el
programa MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) utiliza los modelos de
codones en la busqueda de arboles filogenéticos.

También se ha intentado anadir realismo a los modelos de sustitucion
para describir la dependencia evolutiva de sitios nucleotidicos que estan
frente a frente en las regiones de tallo de los RNAs con estructura secundaria
(Lewis, 2001b), como los desarrollados independientemente por Tillier y
Collins (1995) y Muse (1995). Recuérdese que la seleccion natural favorece
las mutaciones compensatorias en estos sitios para preservar la estabilidad
de las regiones de tallo y la estructura secundaria necesaria para la actividad
catalitica de estas moléculas de ARN.

MODELOS DE CAMBIO EN AMINOACIDOS

Aligual que con las secuencias de nucleétidos, la divergencia entre secuencias
de aminodcidos puede modelarse recurriendo a una matriz de sustituciones
(que denotaremos como M) que describa las probabilidades, para un tiempo
dado, de las mutaciones (0 mas apropiadamente, sustituciones o reemplazos)
del aminoacido 7 al aminodcido j

Pr {aminodcido i > aminodcido j} = Ml.].

Esto corresponde a un modelo en el que los aminoacidos mutan aleato-
riamente e independientemente unos de otros pero de acuerdo con probabi-
lidades predefinidas asociadas a cada aminoacido; esas son propiedades de
un modelo markoviano de evoluciéon y aunque es muy simple, es uno de los
mejores. Se pueden construir matrices que modelen las propiedades de los
aminoacidos tales como tamario, carga, hidrofobicidad, etc.; sin embargo, la
modelacion de dependencias que describan como se relacionan las caracte-
risticas de un aminodcido con las caracteristicas de sus vecinos no es posible
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con este mecanismo (aunque se pueden incluir derivaciones del modelo
markoviano que permitan dependencias -es interesante notar que ningin
esquema de costos de sustitucion actualmente en uso considera la posibilidad
de aumentar la duracidn de su “memoria’, es decir calcular el valor de la ali-
neacion de oligémeros en lugar de bases o aminoacidos individuales, lo que
equivaldria a usar modelos markovianos de orden superior). Por otra parte, las
diferentes frecuencias con las que los aminoacidos aparecen en la naturaleza
se pueden incorporar al modelo, aqui las denotaremos con fi. El modelo es
generalmente simétrico, es decir, que la probabilidad de que el aminoécido i
mute a j es la misma que comenzar con j y terminar con i.

En contraste con los modelos de sustitucion de nucledtidos y de codones,
los de remplazo de aminodcidos se han basado en un enfoque empirico.
Margaret Dayhoft y sus colaboradores elaboraron un modelo de evolucién
de proteinas que desembocé en la creacién de un conjunto de matrices de
sustitucion ampliamente utilizado (Dayhoff et al., 1978). En esta aproxima-
cidn, las tasas de remplazo son derivadas de alineaciones de secuencias de
proteinas que son por lo menos 85% idénticas; esta restriccion asegura que
la probabilidad de que una sustitucién observada sea consecuencia de un
conjunto de mutaciones sucesivas sea baja. Las matrices Dayhoft se utilizan
frecuentemente en la exploracion de bases de datos basada en el alineamiento
de pares de secuencias, asi como en el alineamiento de multiples secuencias,
pero también son de utilidad en aplicaciones filogenéticas.

En nuestra definicion, la matriz M implica cierta cantidad de mutacion
(medida en unidades PAM -por las siglas en inglés de point accepted muta-
tions, es decir, mutaciones de una posicion aceptadas o fijadas o sustituciones
realmente observables al comparar secuencias). Una matriz de mutacion
PAMI se refiere a una cantidad de mutaciones que hard que cambien, en
promedio, el 1% de los aminodcidos. Los elementos diagonales de M son las
probabilidades de que un aminodcido dado no cambie y (1-M,) es por lo tanto
la probabilidad de mutar de i a cualquier otro aminoacido. Si tenemos un
vector de probabilidades p, el producto Mp nos da las frecuencias esperadas
después de un periodo evolutivo equivalente a una unidad PAM1. Nétese
que el tiempo cronolégico no depende linealmente de las distancias PAM y
que las tasas de evolucion pueden ser muy variables para diferentes especies
y diferentes proteinas.

Dayhofty colaboradores (1978) presentaron un método para estimar la
matriz M a partir de la observaciéon de 1572 mutaciones aceptadas entre
34 superfamilias de secuencias cercanamente emparentadas. Una matriz
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Dayhoft se calcula a partir de la matriz de mutaciones PAM-250. Las cel-
das de la matriz Dayhoft se relacionan con la matriz PAM-250 mediante
la férmula:

D, = 10log,, [(M250)ij /f]

Mas recientemente, Jones et al. (1992) y Gonnett et al. (1992) usaron una
metodologia similar a la de Dayhoft pero con bases de datos modernas. El
modelo de Jones y colaboradores ha sido implantado en analisis filogenéticos
con cierto éxito. Jones et al. (1994) también han calculado una matriz de
remplazo de aminoacidos especificamente para proteinas transmembrana-
les, que tiene valores notablemente diferentes de los de las matrices Dayhoft,
las cuales estan sesgadas hacia proteinas globulares solubles en agua, sobre
representadas en la muestra original de 34 superfamilias.

Adachiy Hasegawa (1995, 1996) pusieron a punto un modelo general mar-
koviano reversible de sustitucién de aminoacidos que usa una matriz derivada
de los reemplazos inferidos entre proteinas mitocondriales de veinte especies
de vertebrados. Estos autores han mostrado que este modelo tiene mejor des-
empeifio que otros al tratar con filogenias de proteinas mitocondriales.

Henikoff y Henikoff (1992) usaron una aproximacion diferente: apro-
vecharon su base de datos de alineamientos locales sin huecos de proteinas
lejanamente emparentadas para derivar la serie de matrices BLOSUM. Las
matrices de esta serie se identifican con un numero (por ejemplo, BLOSUMS50)
que se refiere al porcentaje minimo de identidad de los bloques de aminod-
cidos alineados usados para construir la matriz. Estas matrices se calculan
directamente sin extrapolaciones y son andlogas a matrices de probabilidades
de transicion P(T) para diferentes valores de T, estimadas sin referencia a
ninguna matriz de tasas Q. A menudo, las matrices BLOSUM tienen un mejor
desempeno que las matrices PAM en busquedas de similitud local pero no
han sido usadas muy ampliamente en filogenias.

Nei (1987) propuso un modelo no-empirico simple de sustitucion de
aminodacidos que supone que las frecuencias de sustituciones siguen una
distribucion Poisson. Este modelo da estimaciones precisas del nimero de
sustituciones de aminoacidos cuando se comparan especies cercanamente
emparentadas.

Algunos programas de analisis filogenético, notablemente PHYLIP inclu-
yen la posibilidad de calcular matrices de distancia para aminoacidos con el
método de Kimura (1983). Se trata de una férmula para aproximar la distancia
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PAM midiendo la fraccién de aminodacidos p que difiere entre dos secuencias
y computar la distancia como

D=1 (1-p-0.2p°)

Es un método muy répido para obtener el nimero de sustituciones por
proteina pero tiene algunas limitaciones, ya que no toma en cuenta qué
aminodcidos difieren o hacia qué aminodcidos cambian, de manera que
se pierde informacion. Las unidades de la medida de distancia son la frac-
cién de aminoacidos que difieren, como en el caso de la distancia PAM. Si
la fracciéon de aminoacidos que difiere es mayor a 0.8541, la distancia se
vuelve infinita.

MODELOS QUE PERMITEN VARIACION DE LAS TASAS ENTRE
DIFERENTES POSICIONES DE LAS SECUENCIAS

Los primeros modelos de evolucion de secuencias suponian que todos los
sitios variables evolucionaban a la misma tasa (Penny et al., 2001), pero
pronto se introdujeron dos aproximaciones que permitian flexibilizar esta
suposicion. Una de ellas consiste en ajustar una distribucién de probabili-
dad para las tasas (Uzzell y Corbin, 1971); la otra fue el llamado modelo de
covarion (Fitch y Markovitz, 1970; Fitch, 1971). Bajo el modelo de Uzzell y
Corbin de tasas a través de sitios (RAS por sus siglas en inglés), cada sitio
tiene una tasa caracteristica (o intrinseca) que se mantiene durante todo
el periodo de tiempo abarcado por la divergencia de las secuencias que se
estan estudiando. Los sitios difieren en esta tasa intrinseca y la variacion
se puede modelar con una distribucion de probabilidad. Para un analisis
detallado ver Chang (1996). Un avance significativo fue la introduccion
por Yang (1993, 1994, 1996) de un modelo que permitia tasas de sustitucion
variables entre sitios dentro de un marco de maxima verosimilitud. Yang
mostro que anadir un solo pardmetro -la forma de una supuesta distribucion
gama para las tasas- aumentaba la verosimilitud de los analisis por muchos
o6rdenes de magnitud (Galtier, 2001). Presumiblemente esto se debe a que las
restricciones selectivas varian entre los sitios. Tomar en cuenta este efecto
mejoraria enormemente nuestra representacion de la evolucion molecular.
Ademas de la distribucion gama, se han usado otras distribuciones teéricas
(por ejemplo, Waddell et al., 1997) y distribuciones medidas empiricamente
(Van de Peer et al., 1996).
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Sin embargo, un problema de los modelos RAS es que requieren estric-
tamente que cada sitio mantenga su tasa durante toda la evolucién y que
no hay una explicacion bioquimica de porqué un sitio deberia mantener su
tasa intrinseca por largos periodos evolutivos. Cuando se consideran largos
periodos de tiempo, los sitios que son criticos para la funcién de una macro-
molécula pueden cambiar, haciendo que la tasa evolutiva de un sitio dado
cambie a lo largo de la filogenia. Esta idea se introdujo hace mas de treinta
afios por Fitch y Markowitz (1970) y Fitch (1970) quienes lo llamaron pro-
ceso de covaridn. Esta terminologia viene de la idea de que la tasa de un sitio
puede ser modificada por una sustituciéon que ocurra en un sitio diferente
de la molécula, con el cual, por lo tanto, covariaria. El modelo de covarion
postula que aunque algunos sitios son criticos para la funcién y no pueden
cambiar nunca, la mayor parte de los sitios puede alternar entre evolucionar
libremente en algunos taxa, o ramas de la filogenia, y estar fijados en otros,
alternancia que seria resultado de cambios leves en la estructura secunda-
ria y terciaria de las macromoléculas. En la mayor parte de los programas
computacionales de andlisis filogenético (PAUP*, MEGA2, Phylip, MrBayes,
HyPhy, PAML, etc.) es posible usar modelos que incorporen variaciéon de
tasas entre sitios de tipo RAS. La incorporacion de heterogeneidad de tasas
con modelos de tipo covarion no se ha implementado ampliamente aunque
se encuentra disponible en la version 3 de MrBayes. Actualmente es posible
imaginar extensiones a los modelos de covarién (Penny et al., 2001) como
incorporar una categoria adicional de sitios que no variarian en absoluto a
lo largo de la historia evolutiva u otros que nunca estarian restringidos, que
podrian mejorar la deteccion de sitios que evolucionan lentamente, lo que
seria de gran utilidad para estudiar divergencias muy antiguas.

ELECCION DEL MODELO

Paralos anilisis filogenéticos basados en distancias, como los de maxima vero-
similitud, el investigador debe escoger un modelo para describir cémo evolu-
cionaron las secuencias que estd analizando (atn si esto significa simplemente
escoger una familia de modelos y dejar que el programa de estimacién de
filogenias infiera los parametros [Holder y Lewis, 2003]). Entre mds complejo
sea un modelo, mejor se ajustara a los datos, pero también aumentara mas la
varianza de los parametros estimados. Las estrategias de selecciéon de modelos
(Posada y Crandall, 2001; Goldman y Wheelan , 2000; Ota et al., 2000; Suchard
et al., 2001; Abascal et al., 2005) tratan de encontrar el nivel de complejidad
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apropiado con base en los datos disponibles. Una complejidad excesiva del
modelo puede llevar a que los datos sean intratables computacionalmente
(Holder y Lewis, 2003) de manera que las preocupaciones pragmaticas pueden
pesar mas que la correccion estadistica, lo que hace atractiva la velocidad de
los métodos de neighbor joining y de parsimonia.

Existen programas para seleccionar el modelo mas adecuado para describir
una alineacion, tanto de nucleétidos (Posada y Crandall, 1998; Nylander, 2004)
como de aminoécidos (Abascal et al., 2005). Asimismo, existen pruebas para
determinar si para un juego de datos dado es mas adecuado un modelo tipo
RAS o uno tipo covaridn (Tuffley y Steel, 1997; Lockhart et al., 1998, 2000 ).

SECUENCIAS NO ALINEABLES Y METODOS QUE NO
REQUIEREN ALINEACION

Cuando las secuencias de diferentes taxa varian en longitud, la corresponden-
cia u homologia entre las diferentes posiciones puede ser dificil de identificar
sin ambigiiedad. Cuando se estudian divergencias profundas, la proporcion de
sitios afectados por esta ambigiiedad puede ser alto, a veces de mas del 40%
(Lee, 2001; Wheeler, 1995; Lutzoni et al., 2000; Gatesy et al., 1993; Janke et
al., 2001; Stanhope et al., 1998). La mayor parte de los estudios filogenéticos
adoptan la estrategia de descartar, antes de los analisis, los sitios que no se
pueden alinear inequivocamente entre todos los taxa (Swoftord et al., 1996),
bajo el supuesto de que contienen poca informaciéon evolutiva. Por ejemplo,
las terceras posiciones de los codones son habitualmente descartadas bajo el
pretexto de que evolucionan demasiado rapido, pero pueden contener una
mejor sefal filogenética que las posiciones primera y segunda (Lee, 2001;
Sennblad y Bremer, 2000). En general, al tratarse de las regiones que evolu-
cionan mas rapidamente de los genomas, los sitios de alineamiento ambiguo
pueden contribuir a resolver divergencias temporalmente muy cercanas y a
estimar mejor las tasas de evoluciéon molecular.

Los primeros métodos que trataron de rescatar los sitios ambiguos trataban
de identificar todos los alineamientos plausibles mediante programas que con-
templaran todo un rango de parametros relevantes (transiciones/transversiones,
apertura de huecos, extension de huecos, etc.; Lee, 2001). Los alineamientos
multiples generados con diferentes combinaciones de valores de los pardmetros
se analizan separadamente y sdlo se aceptan las relaciones filogenéticas que
aparecen en todos (o la mayoria) de los alineamientos. La mayor desventaja es
la necesidad de numerosos analisis que toman mucho tiempo.



124 Teoria

En el método de elision también se genera un rango de alineamientos
plausibles pero en lugar de analizarlo separadamente, se concatenan en una
unica matriz grande y se evalian en un solo analisis (Lee, 2001; Wheeler, 1995;
Thornton y DeSalle, 2000). Habra regiones que a pesar de ser ambiguas se
alinearan consistentemente para determinados grupos de taxa y apareceran en
todas las combinaciones de parametros por lo que tendran el mismo peso que
las regiones completamente libres de ambigiiedad; mientras que las regiones
cuyo alineamiento varie entre juegos de parametros tienen un menor peso,
pero aun en esas regiones se rescatan bloques consistentes.

Una critica posible al método de elision es que no toma en serio el concepto
de homologia, pues cada base debe tener una historia individual pero no es
tratada como si la tuviera (Lutzoni et al., 2000). Es cierto que la homologia es
una relacion de todo o nada, pero la precision de la inferencia de homologia
(es decir, el alineamiento) no es absoluto sino probabilistico (Lee, 2000; Mit-
chinson, 1999) por lo que parece razonable darle un peso diferente a cada una
de esas inferencias. Al darle menor peso alos alineamientos que se encuentran
so6lo en regiones restringidas del espacio de parametros, el método de elision
hace la suposicion razonable de que tales alineamientos son menos probables.
Por otro lado, existe un problema metodologico que tiene que resolverse: la
implicita duplicacién de matrices (y de caracteres) en el método de elisiéon
plantea problemas para la estimacidn de la robustez de un arbol, porque las
aproximaciones mds populares (el bootstrap no paramétrico y las pruebas
Kishino-Hasegawa y Shimoidara-Hasegawa, [Goldman et al., 2000]) son
métodos de remuestreo que suponen independencia de caracteres.

Recientemente Wheeler (1999) y Lutzoni et al. (2000) desarrollaron in-
dependientemente un método que trata la totalidad de una regién de alinea-
miento ambiguo como un unico caracter homdlogo cuyos diferentes estados
de caracter posibles corresponden a cada distinta variante de la secuencia
(Lee, 2001). Este método, llamado alineamiento a nivel de fragmento, con-
sidera todas las alineaciones posibles, pero incluye en el analisis final sdlo
aquella que es mas consistente con el resto de la evidencia presentada por
los caracteres, de manera que no plantea interrogantes respecto al concepto
de homologia subyacente. Una dificultad practica, en cambio, es que si la
region ambigua es muy variable, el nimero de estados de caracter para esa
region puede volverse intratable para programas convencionales de analisis
filogenético, como PAUP* (Swofford, 2000), aunque tales dificultades pueden
evitarse en POY (Giribit, 2001; Gladstein y Wheeler, 1996), un programa
disefiado para este tipo de analisis. Una limitante quiza mas significativa es
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que la matriz de alineacion a nivel de fragmento, a diferencia de la de elision,
es muy dificil de analizar por maxima verosimilitud, aunque el desarrollo de
modelos de maxima verosimilitud para datos no moleculares (Lewis, 2001b)
podria conducir a métodos estadisticos explicitos que sirvieran para este tipo
de alineamientos.

Los fundamentos del analisis comparativo de secuencias que hemos
discutido hasta ahora contienen un sesgo relativo al trato que se da a las mo-
léculas bioldgicas como secuencias lineales de unidades discretas similares
a las representaciones lingiiisticas, pasando por alto, en cierta medida, su
naturaleza como estructuras tridimensionales y el caracter dinamico de la
evolucion molecular (Vinga y Almeida, 2003). La recombinacion genética y
en particular el rearreglo (shuffling) a nivel genémico son una fuente de con-
flicto potencial para la comparacion de secuencias mediante alineamientos,
pues los rearreglos rompen la contigtiidad que se presupone esta conservada
entre segmentos homologos. Ademas, actualmente no existen métodos es-
tadisticos para estudiar la evoluciéon de genomas completos (Li et al., 2001)
que permitan modelar los procesos especificos de la evolucion en ese nivel
de organizacion (rearreglos, duplicaciones, etc.). Con el fin de superar esas
limitaciones, recientemente se ha formulado una variedad de métricos de
similaridad entre secuencias que no dependen de comparaciones posicion
por posicién y que han llevado a implementar algoritmos que pueden ser
usados en la reconstruccion filogenética a partir de genomas completos, asi
como en sistemas rapidos de clasificacion y en el anlisis filogenético basado
en secuencias relativamente cortas pero muy dificiles de alinear. Muchos
de estos métodos son robustos ante la variacion extrema del tamaio de las
secuencias comparadas y algunos son robustos ante la repeticion interna de
motivos, dos problemas que los métodos basados en alineamientos no han
resuelto del todo.

Los métodos de comparacion independientes del alineamiento se pueden
agrupar en dos grandes categorias: los métodos que analizan la frecuencia de
“palabras” (sub-segmentos de longitud fija dentro del conjunto de datos; en
general, silalongitud dada es de L simbolos, los sub-segmentos se denominan
L-palabras o L-tuplos) y los que no involucran el conteo de estos segmentos
de longitud fija.

Los métodos basados en la frecuencia de palabras comienzan haciendo
un mapeo de las secuencias a vectores (listas) definidos por el conteo de
cada L-tuplo. La légica es que secuencias similares compartiran en cierto
grado su composicion de palabras. De cierta forma esto es una extension del



126 Teoria

uso de la diferencia en contenido de GC como una medida de la disimilitud
de secuencias. Hay que senalar que los métodos basados en frecuencias de
palabras, a pesar de ser libres de alineamiento, ain son dependientes de la
longitud pues las comparaciones se hacen para una longitud de palabras fija.
Sin embargo, algunos utilizan la informacion derivada de todas las posibles
longitudes de palabras para poder lograr completa independencia de la
contigiiidad de los segmentos conservados. Entre los métodos basados en
frecuencias de palabras se pueden destacar la distancia euclidiana propuesta
por Blaisdell (1986) quien fue el primero en mostrar la posibilidad de medir
la disimilitud entre secuencias demasiado diferentes como para poder ser ali-
neadas, aunque todavia se puedan reconocer como emparentadas. Es notable
que con este método pionero se pudieran corroborar relaciones filogenéticas
obtenidas con métodos convencionales. El método de distancias euclidianas
se ha generalizado para volverse de distancias euclidianas ponderadas, que
ha sido incorporado en el programa de cémputo STACK (Christoffels et
al., 2001). Otros métodos basados en frecuencias de palabras se basan en la
estructura de correlacion (a grandes rasgos, el concepto describe cémo la
presencia de una subsecuencia afecta la probabilidad de la presencia de otra
subsecuencia), un enfoque utilizado para clasificar proteinas basdandose en
sus frecuencias de dipéptidos (Petrilli, 1993). Otro métrico interesante se
ha propuesto recientemente (Stuart et al., 2002a y b ) en el que la distancia
entre dos secuencias se basa en el angulo entre los vectores de conteo de los
L-tuplos. Este métrico tiene la propiedad interesante de no ser sensible a las
repeticiones, pues si la secuencia X es comparada con su repeticion XX, sus
vectores de conteo tendran la misma direccion en el espacio y el dngulo entre
ellos sera cero. Esto se traduce en un filtrado automético de repeticiones, lo
que permite distinguir a las secuencias sélo con base en su composicién de
L-tuplos (Vinga y Almeida, 2003).

Ademas, existen al menos dos métodos que no dependen de longitudes
fijas de palabras, lo que constituye una independencia absoluta del supuesto
de conservacion de contigiiidad entre caracteres. El primero de estos métodos
(lamado mapas universales de secuencia) se basa en la propuesta de utilizar
funciones iterativas que aparecen frecuentemente en la teoria del caos para
representar secuencias biologicas (Jeffrey, 1990; Almeida y Vinga, 2002). El
segundo enfoque se basa en usar la compresion informacional de las secuencias
como una medida de su complejidad. En este contexto, la compresion infor-
macional se refiere a los procesos que permiten que un archivo de cémputo
ocupe menos espacio de memoria mediante la eliminacién de la redundancia
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sin perder la parte esencial de la informacion que contiene. Los lectores tal vez
estén familiarizados con la compresion informacional pues es la idea detras
de programas como Stufflt y de formatos como el MP3. El grado en el que la
compresion conjunta de pares de secuencias es mas efectiva que la compresion
independiente se puede usar como medida de la similaridad. Concretamente,
Liet al. (2001) usan el programa GenCompress (Chen et al., 1999) para com-
primir los archivos que contienen cada par de las secuencias que se quieren
comparar. La proporcién en que se pueden comprimir los archivos con las
secuencias yuxtapuestas es una medida de la similitud entre las secuencias.
Todos los métodos de comparacion libres de alineamiento expuestos aqui
han sido implementados por Almeida y Vinga (2002) en programas en el
lenguaje MATLAB y estan disponibles en http://www.bioinformatics.musc.
edu/resources.html. Serfa interesante que se lograra su implementacion en
lenguajes de mds amplio acceso. Es importante subrayar que los métodos de
comparacion de secuencias independientes de alineamientos, a pesar de ser
muy poderosos en los casos en los que no se puede resolver la contigiiidad
de los caracteres, conllevan un costo que quiza sea muy alto si nuestro interés
en la filogenia consiste en estudiar la evolucion de los caracteres con los que
se infiere dicha filogenia. En efecto, los métodos libres de alineamiento des-
echan la informacion relativa a la comparacion caracter por caracter y para
fines practicos tratan cada secuencia como si tuviera un solo caracter, por lo
que se imposibilitan estudios que busquen elucidar el orden de cambio de los
caracteres contenidos en las secuencias comparadas. Sin embargo, queda la
posibilidad de usar los métodos libres de alineamiento para reconstruir una
filogenia con el juego de secuencias A y suponer que dicha filogenia es valida
para el juego de caracteres B cuya evolucion se estudiara.

METODOS DE ESTIMACION DE FILOGENIAS

Los métodos de inferencia de arboles filogenéticos se pueden clasificar en
aquellos basados en distancias y los basados en caracteres. Los primeros cal-
culan las distancias entre cada par de secuencias de acuerdo a alguna medida
predeterminada, generalmente la cantidad de disimilitud entre secuencias, y
desechan los datos reales, usando unicamente las distancias fijadas para derivar
los arboles. Los segundos derivan los arboles que optimizan la distribucion de
los patrones de datos reales para cada caracter; las distancias pareadas no son
fijadas sino determinadas por la topologia del arbol (pero de todas formas,
dado un drbol, existe una distancia entre cada par de secuencias), y por ello
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se ha propuesto que seria mas correcto que los métodos de distancias y los
métodos de caracteres se llamaran, respectivamente, métodos de construccion
de arboles y métodos de busqueda de arboles.

METODOS BASADOS EN DISTANCIAS

Un método de distancias podria reconstruir el arbol verdadero (el que
representara la serie de eventos de divergencia entre las unidades taxono-
micas estudiadas en el orden en que ocurrid) si todos los eventos estuvieran
adecuadamente representados en las secuencias (Swofford et al., 1996;
Brinkman y Leipe, 2001). Sin embargo, como vimos anteriormente, al sa-
turarse las secuencias el grado de divergencia alcanza un limite maximo,
por lo que muchos métodos basados en distancias buscan corregir esto
mediante el uso de una matriz de tasas que supone que una proporcion de
las identidades observadas debe de ser consecuencia de mutaciones multi-
ples, y que esa proporcién aumenta junto con el grado de divergencia total.
Estas correcciones han sido incorporadas por programas de estimacion de
filogenias como MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001) que incorpora distancias
corregidas como la de Tamura-Nei para comparar secuencias de nucledti-
dos, o las distancias corregidas de Poisson o gama al comparar proteinas.
La correccion de distancia de Poisson corrige para sustituciones multiples
en un sitio dado pero presupone igualdad en las tasas de sustitucion entre
sitios e igualdad en las frecuencias relativas de los aminodcidos. La dis-
tancia gama representa una mejoria respecto a la correcciéon de Poisson al
tomar en cuenta la desigualdad en las tasas de substitucion entre sitios; sin
embargo, para que sea de utilidad, requiere que se estime el parametro «
que describe la forma de la distribucién gama. Valores habituales de este
parametro son « =2.25 cuando se emplean las matrices Dayhoff para com-
parar las secuencias, o bien a =0.65 cuando se calcula la distancia Grishin,
pero estos valores sdlo se dan aqui a titulo indicativo (ver Nei y Kumar,
2000). El programa PAUP 4.0 (Swofford, 2000) incluye la posibilidad de
usar un modelo estimado por maxima verosimilitud a partir de las propias
secuencias que se comparan.

Los métodos de distancia son menos demandantes en poder de calculo y
mucho mas rapidos que los basados en maxima verosimilitud pero apelan a
los mismos modelos de evolucion molecular, siendo probablemente ésta su
principal ventaja. La desventaja es que, para fines précticos, los datos reales
son desechados (Brinkman y Leipe, 2001b; Lewis, 2001; Morrone, 2001) es
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decir, la informacion contenida en la comparacion caracter por caracter se
colapsa en una tnica medida de distancia entre cada par de secuencias.

* METODO DE AGRUPAMIENTO POR PARES NO PONDERADOS
CON MEDIA ARITMETICA (UPGMA)

Es un algoritmo de agrupamiento que une ramas en un arbol basdandose en el
criterio de maximizar la similitud entre pares y entre promedios de pares ya
unidos. En sentido estricto, no es un método de distancia evolutiva (Li, 1997).
UPGMA puede generar una topologia acertada con las longitudes de ramas
verdaderas solo si la divergencia entre secuencias se apega a un reloj molecular
(Swofford et al., 1996), condicién que raramente se cumple en la practica.

* NEIGHBOR JOINING

Se aplica habitualmente cuando se construyen arboles de distancia, indepen-
dientemente del criterio de optimizacién. El arbol completamente resuelto se
‘descompone’ a partir de un drbol ‘estrella’ (completamente no resuelto) por
el procedimiento de insertar ramas entre el par de vecinos mas cercanos (o
mas aislados de los demas) y el resto de los nodos terminales del arbol (figura
14). El par de vecinos mds cercanos queda entonces consolidado dando por
resultado un nuevo arbol ‘estrella’ y el proceso se repite hasta obtener un
arbol resuelto. Es un método comparativamente rapido (Brinkman y Leipe,
2001) que, al igual que los métodos de evolucién minima (ver mas adelante),
descubre la filogenia correcta si las secuencias analizadas cumplen con el
supuesto de homogeneidad de tasas de divergencia.

* METODOS DE MINIMOS CUADRADOS

El método Fitch-Margoliash (FM; Fitch y Margoliash,1967) y otros similares
tratan de calcular el valor minimo posible para la suma de las diferencias
cuadradas entre las distancias pareadas observadas y las distancias pareadas
esperadas para una topologia dada y escogen la topologia que minimiza esta
diferencia (Nei, 1996). Cavalli-Sforza y Edwards (1967) han sugerido el uso
de este método para la obtencidn de distancias genéticas a partir de datos de
frecuencia de genes en poblaciones (Nei, 1996). Un problema de los métodos
de minimos cuadrados es que pueden dar longitudes negativas de ramas lo que
hace que la precision de la topologia obtenida no sea muy buena (Nei, 1996;
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Figura 14. Descomposicion de estrella. Los algoritmos de construccion de arboles tales
como neighbor-joining o los de minimos cuadrados, usan este algoritmo una vez que han
calculado las distancias entre los terminales. Los terminales mds similares se unen y se
inserta una rama entre ellos y el resto de la estrella. Subsecuentemente, la nueva rama se
consolida de manera que su valor es la media de los dos valores originales de A y B, dando
una estrella con #-1 terminales. El proceso se repite hasta que s6lo queda un terminal
(modificado de Brinkman y Leipe, 2001)

B D B D

(A+B)/2

A

Nuevo terminal (los terminales originales se
descartan para los calculos subsiguientes)

Kuhner y Felsenstein,1994; Saitou y Nei, 1987; Sourdis y Krimbas, 1987). Se
ha propuesto rectificar esto imponiendo la restriccion de que las longitudes de
ramas calculadas sean positivas (Cavalli-Sforza y Edwards, 1967; Felsenstein,
1988). Cabe mencionar que el método de neighbor-joining también puede
producir ocasionalmente arboles con ramas de longitudes negativas.

*METODOS DE EVOLUCION MINIMA

Las longitudes de las ramas de un arbol se estiman a partir de la distancia
entre todos los pares de secuencias y para todas las posibles topologias se
calcula la suma total (S) de las longitudes de ramas. El arbol que se escoge al
final es aquel que tiene el menor valor de S. Las longitudes de ramas pueden
estimarse mediante el algoritmo de Fitch y Margoliash (1967) u otro algoritmo
de minimos cuadrados. Rzhetsky y Nei (1993) han mostrado que el arbol que
minimiza S corresponde a la topologia correcta si se utilizan estimadores sin
sesgo de las substituciones de aminodcidos o de acidos nucleicos, lo que implica
que este método es valido si hay uniformidad en las tasas de divergencia de
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las secuencias (reloj molecular). También han mostrado que el método con-
verge en la filogenia correcta sélo si hay un nimero suficientemente grande
de nucleétidos o aminoacidos.

Otra reserva sobre el método de evoluciéon minima: tiende a ser oneroso
en recursos computacionales, por lo que Rzhestsky y Nei (1994) recomiendan
una estrategia en la que primero se construye el arbol de neighbor-joining (NJ)
y luego un conjunto de topologias cercanas al arbol NJ se evaltian para encon-
trar una que tenga una S aun menor que la del arbol NJ. Este drbol provisional
de evoluciéon minima es el punto de inicio para una nueva iteraciéon de este
mismo procedimiento que se repite hasta que no se pueda encontrar un arbol
con una S aiin menor y el ultimo arbol encontrado se considera el arbol de
evolucion minima. Kumar (1996) desarrollé una extension de este algoritmo
que hace una exploraciéon mds completa (sin ser exhaustiva) del espacio de
arboles posibles incluso cuando el nimero de secuencias es muy grande.

METODOS BASADOS EN CARACTERES

Los métodos anteriores calculan las distancias entre todos los pares de secuen-
cias representativas de los taxa a estudiar de acuerdo con algun criterio prees-
tablecido y después desechan los datos efectivamente disponibles (Brinkman
y Leipe, 2001). En cambio, los métodos basados en caracteres encuentran los
arboles que optimizan la distribucion de los patrones efectivamente observados
para cada caracter. De esta forma, las distancias entre cada par de secuencias
no estan univocamente determinadas (no son unicas) pues dependen de la
topologia de la filogenia en la que se midan.

El problema de la reconstruccidn filogenética, desde el punto de vista de
la maxima parsimonia, consiste en encontrar un arbol bifurcado que tenga
las diferentes secuencias observadas asociadas a las puntas de sus ramas
(lo que se llama un grafo etiquetado) y que permita postular una historia
de ancestria y descendencia entre las secuencias observadas y sus ancestros
hipotéticos que requiera tan pocos cambios (substituciones de nucleétidos
y aminodcidos) como sea posible (Fitch, 1977), es decir, el arbol mads par-
simonioso.

Esta forma del problema de la busqueda del arbol mas parsimonioso basada
en el uso de datos moleculares difiere de las que usan otro tipo de datos en
que no se especifica a priori qué estados de caracter son derivados y cuales
ancestrales y en que los cambios de estados de caracter no se consideran irre-
versibles. Es importante notar que a menudo existira mas de un arbol con el
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mismo nimero minimo de cambios de estado de caracter por lo que no serd
posible inferir un unico arbol filogenético (Li, 1997).

El primer paso en la busqueda de los arboles mas parsimoniosos con datos
moleculares consiste en definir cudles son los sitios informativos. Un sitio nu-
cleotidico o aminoacido es informativo si nos permite preferir ciertos arboles
sobre otros y esta decisiéon no podemos tomarla utilizando aquellos sitios en
los que so6lo hay un tipo de nucleétido (o aminoacido) ni para aquellos sitios
en los que hay un solo tipo de nucledtido no singular (un caracter singular es
aquel que solo estd representado una vez en un sitio dado, por ejemplo, en la
siguiente alineacion, la adenina A del sitio 2 es una singularidad y todos los
nucledtidos del sitio 4 son singularidades).

Sitio
Secuencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 A A G A G T G C A
2 A G @ C G T G C G
3 A G A T A T C C A
4 A G A G A T C C G
* * *

Si no tomamos en cuenta los sitios que s6lo contienen un tipo de carac-
ter o un solo tipo que no es singular, nos quedamos sélo con las posiciones
que pueden afectar la estuctura del arbol mds parsimonioso, es decir, las
posiciones informativas o que contienen discordancias. Una discordancia
es la presencia en dos taxa de nucledtidos diferentes, no singulares (Fitch,
1977). Otra forma de ver los sitios informativos es pensar que son aquellos
en los cuales hay por lo menos dos tipos de nucleétidos y todos los tipos
presentes se encuentran en por lo menos dos de las secuencias estudiadas.
En la alineacion anterior sélo las posiciones marcadas con un asterisco son
discordantes e informativas desde el punto de vista de la parsimonia. Cuando
estudiamos cuatro unidades taxondmicas operativas, como es el caso en el
ejemplo de esta alineacion, sélo hay tres darboles posibles que las conecten,
los llamaremos I, IT y III:

Como hemos visto, estos arboles se pueden representar de una manera
mas compacta: arbol I ((1,2),(3,4)); arbol IT ((1,3),(2,4)); arbol III ((1,4),(2,3)).
Obsérvese como se distribuiria el caracter 5 de nuestro ejemplo en cada uno
de los tres posibles arboles (postulando estados ancestrales hipotéticos en los
nodos internos) (modificado de Li y Graur, 1991):
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Para el sitio 5, el arbol I requiere postular una sola substitucion (el paso de
G a A o bien de A a G en la rama ancestral marcada con un diamante) para
explicar la distribucion actual de los caracteres, mientras que el drbol IT y el
arbol III requieren cada uno postular dos sustituciones. El lector debe analizar
los caracteres 7 y 9 de esta manera para saber cual es el arbol que requiere
menos cambios para la totalidad de los caracteres informativos.

Cuando se esta estudiando mas de cuatro unidades taxonémicas opera-
tivas la situacion es un poco mas complicada pero el principio es el mismo:
inferir cudl es el minimo ndmero de sustituciones requeridas por un arbol
dado (Li, 1997).

Para poder contar el numero de sustituciones a lo largo de un arbol dado
se necesita postular las secuencias ancestrales de cada uno de los clados
implicitos en ese arbol. Por ejemplo, para el arbol ((((A, B),(C, D)),E),F),
G) se requiere postular estados de caracter para el ancestro del clado (A,B),
del clado (C, D), del clado ((A, B),(C, D)), del clado (((A, B), (C, D)),E),

N\, /Y vy
/N /N /N

etc. Fitch (1971, 1977) propuso un algoritmo que hoy es estandar para
inferir dichos estados ancestrales mediante parsimonia. En este algoritmo,
un nodo interno representa un ancestro que, a diferencia de las unidades
taxonomicas observadas denotadas por las puntas de las ramas, puede tener
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mas de un estado de caracter para cada sitio de su secuencia asociada. El
conjunto de estados de caracter para un sitio dado de un nodo interno sera
el resultado de la operacion de interseccion de los conjuntos de sus nodos
inmediatamente descendientes si dicha interseccién no es un conjunto va-
cio, y el resultado de la operaciéon de union de los conjuntos de sus nodos
inmediatamente descendientes si la interseccion es vacia. En la figura 15
se representa en las puntas de las ramas el estado de caracter para un solo
sitio en una secuencia de ARN en seis taxa.

Al aplicar este algoritmo, cada vez que se necesita usar la operacion de
union para formar el conjunto de estados de caracter de un nodo interno, eso
implica que evolutivamente debid ocurrir una substitucion en esa posicion
durante el periodo histérico denotado por las ramas que conectan al nodo
interno con sus nodos descendientes. Por lo tanto, si contamos el nimero
de uniones obtenemos el niimero minimo de substituciones requeridas para
explicar la distribucién actual de los estados de caracter dado un arbol filo-
genético. En nuestro ejemplo, este numero es cuatro (denotado por los nodos
1, 2,3 y5delafigura 15a). En la figura 15b se muestra la existencia de otros
104 arboles no enraizados y 944 enraizados para conectar seis OTUs, aqui
hay dos de ellos (modificado de Li, 1997).

Cada uno de estos drboles requiere tres uniones para formar los conjuntos
de los nodos internos e implican tres substituciones. Precisamente, ése es el
nimero minimo de substituciones requeridas para explicar las diferencias
entre los nucleétidos en la posicion que estamos estudiando porque en ella
se presentan los cuatro tipos de nucledtidos, por lo que a partir de un solo
nucleotido ancestral deben haber ocurrido por lo menos tres cambios muta-
cionales. Existen muchos otros arboles que requieren tres substituciones, por
lo tanto, un sitio informativo puede favorecer a muchos arboles alternativos,
a diferencia de lo que ocurre cuando tenemos so6lo cuatro OTUs (Li, 1997).
Aunque es facil inferir el numero de substituciones minimas requeridas, es-
timar el orden exacto en que ocurrieron los cambios es a menudo mas dificil
(véase Fitch 1971, 1977 para el procedimiento).

El procedimiento de estimar el nimero de sustituciones requeridas por
un arbol dado debe aplicarse a todos los drboles que se estén considerando.
En la practica, para mas de 20 OTUs, no es factible evaluar todos los arboles
posibles (exploracion exhaustiva) por lo que es necesario recurrir a explora-
ciones heuristicas en las que se evaliia un subconjunto de todos los arboles
posibles con la esperanza de que en ese subconjunto se encuentre el o los
arboles éptimos (Page y Holmes, 1998).
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Figura 15. (a) uno de los 945 posibles drboles enraizados que conectan seis OTUs (ndtese
que el algoritmo de Fitch no exige arboles enraizados); en (b) se muestra que se puede
incluir a A como posible nucledtido ancestral en los nodos 1, 2 y 4 ademas de los que se
indican en (a) porque A es un posible nucleétido ancestral comtn (nodo 5) de las seis
secuencias (Li, 1997; figura de Fitch, 1971)
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MAXIMA VEROSIMILITUD

El concepto de maxima verosimilitud se atribuye generalmente a Ronald Fisher
quien lo describi6 en 1922 (Fisher 1922, 1950). Depende de una completa
especificacion de los datos y de un modelo probabilistico que describa los
datos. La probabilidad de observar los datos dado el modelo que se ha tomado
cambiara dependiendo de los valores que tomen los parametros del modelo.
En la estimacién por maxima verosimilitud se trata de escoger el valor de un
parametro que maximiza la probabilidad de observar los datos.

Para familiarizarnos con el concepto de verosimilitud pensemos en el pa-
radigma por excelencia de la probabilidad: echar volados. Con una moneda
buena la probabilidad de obtener dguila o sol es, en ambos casos, de 0.5, pero
supongamos que queremos averiguar si la moneda es buena por lo que hay
que estimar la probabilidad de cada resultado. En la aproximacién de maxima
verosimilitud los elementos son (a) los datos, (b) un modelo que describa la
probabilidad de observar los datos que tenemos y (c) el criterio de maxima
verosimilitud (Huelsenbeck y Crandall, 1997). El modelo que describe la pro-
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babilidad de observar /i dguilas en n lanzamientos es la distribucién binomial
que tiene la siguiente forma:

Pr [h|pn] = (;) p* (1-p)™*

donde p es la probabilidad de obtener aguila, el coeficiente binomial () da
el nimero de h resultados exitosos en #n pruebas (de lanzamientos) y la barra
vertical significa “dando por supuesto”

Pr [k | p,n] debe de leerse “probabilidad de h dados p y n”

Si los resultados individuales son independientes entre si, la funcion de
verosimilitud es simplemente la probabilidad conjunta de observar los datos
bajo el modelo supuesto. En el caso de los volados, bajo la distribucién bino-
mial, esta funcién es:

Lp| h,n)=(})p" (1-p)*

A menudo se prefiere usar el logaritmo de la verosimilitud para facilitar
los célculos sin que esto afecte cudl es el valor de p que maximiza la verosi-
militud.

Supongamos que en 10 lanzamientos obtenemos seis aguilas y cuatro
soles. Si graficamos L como funcién de p en este caso observaremos que la
verosimilitud se maximiza en donde p corresponde a la proporcién de veces
que obtuvimos aguila en nuestro experimento, es decir en 0.6. De hecho esta
es una forma numérica de obtener un estimado de méxima verosimilitud del
valor de p. Este valor también se puede encontrar analiticamente buscando
el punto en el que la pendiente de la derivada de la funcién de verosimilitud
respecto a p es cero. Si lo hacemos encontraremos que este estimado es p =
h/, o sea que en este caso el estimado de p es simplemente la proporcién de
aguilas observadas en nuestro experimento.

Matematicamente, los estimados de maxima verosimilitud se consideran
consistentes y eficientes (es decir, convergen al valor correcto a medida que crece
el nimero de datos y tienen poca varianza) pero a menudo no son libres de sesgo
(por ejemplo, el estimado de maxima verosimiltud de la varianza de la poblacion
en una distribucién normal es sesgado; Huelsenbeck y Crandall, 1997).

Vale la pena subrayar la distincién entre probabilidad y verosimilitud.
Pr(O|H) es la probabilidad de las observaciones O dada la hipdtesis H; si
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se considera como una funcién de O, define una distribucion estadistica
discreta o continua. Asi, si sumamos (o integramos) sobre todas las posibles
observaciones O, obtenemos la unidad. Por otra parte, la verosimilitud esta
basada en datos fijos O y se puede ver como una funcién de las hipétesis o de
los parametros cuando estos y aquellas varian. Pero esta funcién de ninguna
manera origina una distribucién estadistica y nada en su definicién implica
que si se sumara sobre todas las hipdtesis posibles (si tal cosa fuera posible)
o se integrara sobre todos los posibles valores de pardametros, se obtendria
algtn valor en especial (particularmente, nada indica que se obtendria la
unidad). No hay ningtn significado especial asociado a ninguna parte del
area bajo la curva de verosimilitud, o a la suma de las verosimilitudes de dos
o mas hipotesis (Edwards, 1992).

Conceptualmente, la aplicacion de la méxima verosimilitud en filogenética
es tan sencilla como en el caso del volado. El siguiente ejemplo esta tomado
de Huelsenbeck y Crandall (1997). Comencemos con un alineamiento de
secuencias de ADN de s=4 taxa:

Taxon 1 ACCAGC
Taxon 2 AACAGC
Taxon 3 AACATT
Taxon 4 AACATC

las observaciones son los patrones en cada sitio (columna) del alineamiento,
por ejemplo, X = {AALAA}Y X = {C,C,T,C} parala primera y la sexta colum-
nas. La muestra consiste en # vectores (tantos como haya sitios en el alinea-
miento) similares a los vectores x, y x_ . En el alineamiento hay dos vectores
(x, y x,) que contienen el mismo patrén. Cuando estudiamos alineamientos
de nucledtidos, existe un total de r=4°=256 patrones posibles para s especies (o
unidades taxonomicas operacionales, en general). Como hay un niamero finito
de patrones posibles podriamos representar nuestros datos como el numero
de veces que observamos cada uno de estos patrones, entonces nuestra matriz
de datos original se convertiria en:

Taxonl AAAAAAAAA.C.C.C.G.TTT
Taxon2 AAAAAAAAA.A.C.C.G.TTT
Taxon3 AAAACCCCG.A.C.T.T.TTT
Taxon4 ACGTACGTA..A.C.C.T.CGT
Namero 200000000...1...1...1...1... 000
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y ahora tenemos una matriz de 4 por 256 con los 256 patrones posibles nu-
merados 1,2,...,r. La mayor parte de los patrones posibles no se observan en
nuestros datos, lo cual se refleja en que la linea que indica el nimero de veces
que se observé un patrén contiene muchos ceros, pero si se observan cinco
de los patrones (que ahora llamamos V= {A,AALAL Vo= {C,A,A A} Vo=
{C,C,C,C}y,,= {C.CT.C yy,,,= {G,G,T.T}), la cantidad de sitios en que se
presenta cada uno de los patrones estd contenida en el vector n (n,=2, n =1,
n,=1,n,=1,n_=1,ytodos los demés n=0).

La méaxima verosimilitud presupone un modelo explicito para los datos (por
ejemplo, en el caso de los volados, se presuponia una moneda sin sesgo, con la
misma probabilidad de dar aguila que sol). En este ejemplo, como en el de la
moneda, se considera que los datos son variables aleatorias, pero en vez de dos
resultados posibles, ahora hay r = 4° posibles resultados en el caso de secuencias
de ADN. Por lo tanto, los datos se pueden describir con una distribuciéon mul-
tinomial (una generalizacién de la binomial) que tiene la siguiente forma:

n r

Prin,n,..n|p,p,..pl= n,n,..n) i

en donde el primer factor del lado derecho es el nimero de maneras en que
n objetos se pueden agrupar en r clases, n, es el numero de observaciones del
i-ésimo patrén y p, es la probabilidad de que ocurra el patrén i. Un estimado
de méxima verosimilitud de p, es _ p,=n/n (es decir, la probabilidad de la clase
i-ésima es la proporcién del tiempo que fue observada). La verosimilitud pue-
de entonces calcularse, suponiendo una distribucién multinomial, igualando
la verosimilitud a la ecuacién anterior. Sin embargo, al usar la distribucion
multinomial no se puede estimar la topologia ni otros pardmetros bioldgicos,
de manera que para poder estudiarlos se presuponen modelos que incorporan
informacién filogenética.

Aligual que el modelo de probabilidad multinomial, los modelos filogené-
ticos especifican al probabilidad de observar diferentes patrones. Un modelo
filogenético de datos moleculares debe de incorporar al menos un érbol (1)
que conecte a las secuencias asi como longitudes (v) de ramas, expresadas en
términos de numero esperado de cambios por sitio y un modelo de cambio
para las secuencias. Considérese s6lo uno de los patrones de sitio de nucleé-
tidos (el y,, ) para el drbol de la figura 16 (véase pagina siguiente).

Como no conocemos la identidad de los nucleétidos en los nodos internos
i, j y k, la probabilidad de observar el patrén de sitio 176 es la suma de 64
términos (las 4° = 64 posibles asignaciones de nucleétidos a los nodos i, j y
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k). Esta probabilidad se puede expresar:

Pr(y,={GGTT} |1, Vl..v, O]

4
=2
=1

1

IS

> 7o (Vy ©) Py (v, ©) p, (v, ©)

k=1

-
I
—

donde se asume que los nodos internos tienen los nucleétidos A, C, G
o T silos nodos i, j o k son iguales a 1, 2, 3 0 4 respectivamente, 7. es la
frecuencia en el equilibrio del nucleétido i y p (v, ©) es la probabilidad
de observar los nucleétidos x e y en los dos extremos de una rama dada
la longitud de la rama y otros parametros, ®, del modelo de sustitucion.
Si en lugar de nucleétidos se estdn considerando aminodacidos la ecuacién
involucra la suma sobre 20° = 8000 posibles asignaciones de aminoacidos
en los nodos internos.

Si suponemos que cada sitio evoluciona independientemente de los otros,
la verosimilitud de un arbol t es:

n r
L ®ly,ay)= (0, Py v el

donde v es un vector que contiene las longitudes de las ramas y r es el nimero
de patrones posibles para s secuencias. El método de Felsenstein (1981) consiste
en escoger el arbol que maximice la verosimilitud como el mejor estimador dela
filogenia. En principio, para encontrar dicho drbol se debe hacer el célculo para
cada uno de los (2s-5)! arboles no enraizados posibles, pero afortunadamente
existen métodos que calculan la verosimilitud sumando todas las posibles asig-
naciones en los nodos internos (Felsenstein 1981), optimizando las longitudes
de las ramas (Lewis, et al., 1996) o bien explorando el universo de los arboles
(Swofford et al., 1996). Ademas, recientemente se han desarrollado programas de
computo que pueden calcular eficientemente arboles de méxima verosimilitud
para conjuntos de datos de cientos de secuencias y miles de sitios (Guindon y
Gascuel, 2003; Stamatakis et al., 2004).

Para calcular la probabilidad de observar un determinado patrén de sitios
hay que especificar las probabilidades de transicion pij(vi, ). Imaginemos un
caso muy simple en el que so6lo existen dos estados de caracter (0 y 1). La tasa
de cambio de 0 a 1 o de 1 a 0 en una cantidad infinitesimal de tiempo ¢ esta
descrita por la matriz de tasas Q

-Am, Am,
Q= {qij} = (—Aﬂo /\710)
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Figura 16. El método de méaxima verosimilitud supone que las secuencias observadas (aqui,
el patron 176 del ejemplo del texto) se relacionan mediante un drbol (t) con longitudes
de ramas (v,,...., v,) especificadas en términos de sustituciones esperadas por sitio. La
probabilidad de observar los datos (aqui, el patrény,. ) es la suma sobre todas las posibles
asignaciones de nucleétidos a los nodos internos i, j y k. (Huelsenbeck y Crandall, 1997)

G G T T

V1 Vo V3 V4

donde A es la tasa de cambiode0alode1a0ym ym, son las frecuencias
en el equilibrio de 0 y 1 respectivamente. Para calcular la probabilidad de
observar un cambio en un intervalo arbitrario de tiempo se hace el siguiente
célculo: P(t, ®) = pl,j(t, ) = e¥ (Cox y Miller, 1977). El vector ® contiene los
pardmetros del modelo de substitucién (en este caso ©® = {n,, 7, } ). Para
muchos modelos de substitucion la matriz de probabilidades de transicion
P(t, ®) se puede calcular analiticamente, por ejemplo, las probabilidades para
el caso de dos estados son:

n+(1-m e m-1-m e
Pt ©) ={p,(t ©)] = ( m,- et l-nl)e'”)

Sin embargo, para matrices de tasas mas complicadas, la matriz de pro-
babilidades se tiene que calcular con métodos numéricos (Huelsenbeck y
Crandall, 1997).

Como ya se menciono, para encontrar el arbol que tenga la méxima ve-
rosimilitud, se deberia, en principio, explorar la totalidad del universo de los
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arboles asociados a determinado numero de taxa, pero al igual que sucede
con otros métodos esto es practicamente imposible, incluso para un numero
moderado de taxa (Swofford et al., 1996). Como la verosimilitud de un arbol
no depende sélo de la topologia sino también de valores de parametros que
no siempre se pueden encontrar analiticamente, incluyendo la longitud de las
ramas, los problemas de computo en la reconstruccién por maxima verosi-
militud son particularmente dificiles (Guindon y Gascuel, 2003), por lo que
los métodos practicos se basan en aproximaciones heuristicas. Por ejemplo,
programas populares como PAUP* (Swofford, 2000) o PHYLIP (Felsenstein,
1999) buscan los arboles con las mas grandes verosimilitudes mediante el
algoritmo de ‘trepar colinas’ en el que primero se van afiadiendo uno a uno
los taxa al arbol de acuerdo con determinada regla (por ejemplo, la adicién
de ramas, stepwise addition, combinada con el intercambio de ramas, branch
swapping; Nei y Kumar, 2000) y evaluando el efecto sobre la verosimilitud
al mismo tiempo que se optimizan las longitudes de las ramas. Cuando la
posicion de inserciéon de una rama es la mejor entre todas las posibles (en la
etapa de agregacion de ramas) o cuando un rearreglo produce un arbol mas
verosimil (en la etapa de rearreglos) el arbol producido se toma como punto
de partida para la siguiente iteracion. Existen programas que implementan
nuevas versiones del algoritmo de trepar colinas y logran velocidades de cal-
culo similares a las de métodos basados en distancia o parsimonia (Stamatakis
et al., 2004; Guindon y Gascuel, 2003; Lemon y Milinkovitch, 2002; Ranwez
y Gascuel, 2002; Adachi y Hasegawa, 1996; Olsen et al., 1994). Por ejemplo,
el programa PHYML (Guindon y Gascuel, 2003) ajusta simultaneamente y
progresivamente la topologia y las longitudes de ramas de manera que la ve-
rosimilitud se incrementa en cada iteracion hasta que se alcanza un 6ptimo.

APROXIMACIONES BAYESIANAS

Las aproximaciones bayesianas se basan en una cantidad llamada la
probabilidad posterior de un arbol, una medida que puede ser interpretada
como la probabilidad de que un drbol dado sea el que describe correctamente
la historia de la muestra taxonémica que estamos estudiando (Huelsenbeck
et al., 2001). La probabilidad posterior es proporcional al producto de la
probabilidad a prioriy de la verosimilitud (Holder y Lewis, 2003). Mas con-
cretamente, la probabilidad posterior esta dada por el resultado algebraico
a veces pomposamente llamado teorema de Bayes que podemos expresar
en términos de filogenias como que la probabilidad posterior de un arbol i,
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incluyendo las longitudes de sus ramas y un modelo de substituciones, dados
los datos, es decir el alineamiento (todo lo cual podemos notar como Pr[arbol
i | datos]), es igual al producto de la probabilidad de los datos dados el arbol,
las longitudes de ramas y el modelo de substitucién multiplicada por la pro-
babilidad a priori del arbol y el todo dividido por la probabilidad de los datos.
La probabilidad a priori, o previa, de un arbol i (que podemos notar Pr[arbol
i]) es la probabilidad que le asignamos antes de hacer cualquier observacion.
Como casi siempre se considera que los arboles son a priori equiprobables,
para una alineacion de tres secuencias, cada uno de los tres posibles arboles
que las conecten tendra una probabilidad previa de 0.33. La probabilidad de
los datos dados el arbol 4, las longitudes y el modelo de substitucion (Pr[datos
| arbol i]) requiere hacer suposiciones especificas sobre el proceso que generd
los datos. Después de haber leido la seccion anterior es facil darse cuenta que
la probabilidad de los datos dados el arbol y los parametros es, de hecho, la
verosimilitud de la alineacién.

Los métodos bayesianos de reconstruccion filogenética estan cercanamente
emparentados a los de maxima verosimilitud; son similares a estos en que tam-
bién requieren plantear un modelo explicito de cambio de caracteres y en que los
‘mejores’ arboles son aquellos que son consistentes tanto con ese modelo como
con los datos del alineamiento. Por otra parte existe una diferencia sutil entre
los métodos de maxima verosimilitud y los bayesianos pues mientras aquellos
buscan el arbol que maximiza la probabilidad de observar los datos —es decir,
el alineamiento—dado el modelo de substitucion y dicho arbol, los métodos
bayesianos consideran que el mejor estimado de la filogenia es aquel arbol que
tiene la maxima probabilidad de ser observado dados un modelo de substitucion
y el alineamiento. Otra diferencia importante es que la maxima verosimilitud
no trata a las variables del modelo como variables aleatorias mientras que en
el analisis bayesiano todo, tanto datos como parametros, es considerado como
variables aleatorias, lo que significa que la incertidumbre acerca de tal o cual
parametro esta descrita por la distribucion de probabilidad posterior.

Aunque la probabilidad posterior es facil de formular, calcular la probabili-
dad posterior de una filogenia es computacionalmente oneroso pues requiere
hacer sumas de todos los arboles posibles y, para cada arbol, integrar sobre
todas las posibles combinaciones de longitudes de ramas y todos los posibles
valores de los parametros de los modelos de substitucion (Huelsenbeck et
al., 2001). Afortunadamente existen varios métodos numeéricos para obtener
una aproximacion de la probabilidad posterior de un arbol. El objetivo de
estos métodos es andlogo a lo que se intenta hacer en los métodos de maxima
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verosimilitud, al usar algoritmos como el de trepar colinas, es decir, se trata
de encontrar, mediante un proceso que involucra ensayo y error, los arboles
optimos o cercanos a los dptimos. Probablemente el método mas til de op-
timizacion numérica en inferencia filogenética bayesiana sea el método de
Monte Carlo con cadenas de Markov (MCMC por sus siglas en inglés; Huel-
senbeck et al., 2001). La idea del algoritmo MCMC es que en cada iteracion
del algoritmo se “propone” un nuevo arbol (lo que incluye variaciones en la
topologia, los parametros del modelo de sustiticion y el vector de longitudes
de ramas). El nuevo drbol se obtiene por perturbaciéon de un érbol que se
habia propuesto previamente, por lo que es probable que ambos sean mds o
menos parecidos. Si el nuevo arbol tiene una mejor probabilidad posterior
que el viejo, se toma como punto de partida para la siguiente iteracion (es
“aceptado”); si, en cambio, el nuevo arbol tiene una menor probabilidad pos-
terior que el viejo, sdlo es aceptado si el cociente entre su probabilidad y la
del arbol actual es mayor que un nimero tomado al azar en el intervalo 0,1
(Lewis, 2001b; Lewis y Holder, 2003). Si los primeros desplazamientos en el
espacio de los arboles se descartan, la distribucién de los puntos visitados es
una buena aproximacion de las regiones con arboles de mayor probabilidad
posterior. De hecho se dice, no sin ironia, que este algoritmo garantiza encon-
trar el arbol de mayor probabilidad posterior si se ejecuta durante un tiempo
infinito (P. Vinuesa, com. pers.). Esto apunta hacia una dificultad potencial
del algoritmo consistente en que s6lo da buenos resultados si se deja correr
lo suficiente, pero es dificil saber de antemano cuanto tiempo es suficiente.
Afortunadamente, las implementaciones mas recientes del MCMC bayesia-
no en reconstruccion filogenética (notablemente el programa MrBayes 3.01
[Ronquist y Huelsenbeck, 2003]) La ventaja es que si guarda un registro de
los arboles visitados se puede saber en que regiones del espacio de los arboles
ha pasado mas tiempo el algoritmo de exploracion, lo cual es un indicador de
cuales son los arboles (y también los subclados) que estan mejor soportados
estadisticamente, y esta informacion se obtiene al mismo tiempo que se esta
buscando los arboles éptimos.

Otra ventaja de los métodos bayesianos es que permiten usar modelos
evolutivos muy complejos, que incluyan, por ejemplo, combinaciones de
secuencias biologicas cada una de las cuales puede estar sujeta a circunstan-
cias evolutivas diferentes e incluso permiten analizar conjuntamente datos
de secuencias moleculares (de acidos nucléicos y aminoacidos), datos de
patrones obtenidos con enzimas de restriccién y datos morfolégicos (Lewis,
2001b; Holder y Lewis, 2003).
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Los métodos bayesianos comparten con los métodos de méxima vero-
similitud otro aspecto atractivo: su robustez frente al artefacto conocido
como “atraccion de ramas largas”. Imaginemos a las unidades taxondmicas
A, B, Cy D representadas por secuencias moleculares; las secuencias de By
D son relativamente parecidas entre ellas pero las secuencias de A y C son,
cada una, bastante diferentes de las otras tres secuencias. En un caso asi se
dice que en cualquier arbol que conectara a las cuatro secuencias las ramas
que conectaran tanto a A como a C serian ramas largas. Ahora bien, como
vimos anteriormente, cuando las secuencias estan conectadas al arbol por
ramas largas es mas probable que tengan similitud homoplasica con otras
secuencias que también estdn conectadas por ramas largas y en esas circuns-
tancias, un método que presuponga que todos los tipos de substituciones
de caracteres son igualmente probables (como, por ejemplo, la maxima
parsimonia) tenderd a agrupar a los taxa A y C por un lado y a los taxa B
y D por otro (incluso si ((A,B),(C, D)) es el arbol correcto) y, en general el
efecto serd que las secuencias de ramas largas pareceran atraerse entre si.
En contraste con esto, los métodos que plantean un modelo explicito de
substituciones de cracteres en el que diferentes tipos de substitucién tengan
diferentes probabilidades (como los métodos de maxima verosimilitud y los
bayesianos) son mucho mas robustos frente a la atracciéon de ramas largas
porque sus calculos incorporan las probabilidades de todos los cambios
posibles, incluyendo la posibilidad de que las similitudes entre secuencias
sean homoplésicas, y ponderan todas las posibilidades de acuerdo al mo-
delo de substituciones bajo el cual se plantea que estan evolucionando las
secuencias. Sin embargo, hay que enfatizar que esta robustez solo existe
si el modelo de substitucidn supuesto es el correcto o por lo menos tiene
altas probabilidades de ser cercano al correcto, de otra forma los métodos
de méxima verosimilitud y bayesianos corren el riesgo de ser incluso mas
enganosos que los de maxima parsimonia. Aqui la regla pragmatica es que
si no se sabe cuales son los modelos de substitucion de mejor describen a
las secuencias con las que trabajamos es mejor hacer una aproximacion con
maxima parsimonia, y que si se plantea usar los métodos que suponen mo-
delos probabilisticos hay que hacer todo esfuerzo por encontrar el modelo
que con mayor probabilidad describe a nuestros datos.
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EVALUACION ESTADISTICA DE ARBOLES
BOOTSTRAP NO PARAMETRICO

Una vez que se obtiene una estimacion de la filogenia que mejor describe
las relaciones entre nuestros datos, la pregunta que surge inmediatamente es
;qué tan bien soportan los datos las relaciones que se muestran en el drbol?
(Holder y Lewis, 2003). Una de las formas mas populares de evaluar la confia-
bilidad de una inferencia filogenética es el andlisis de bootstrap (Efron, 1979;
Felsenstein, 1985). El primer paso en un analisis de bootstrap es remuestrear,
con reemplazo, las columnas del alineamiento de secuencias, es decir, en el
alineamiento remuestreado (“de bootstrap”) determinada columna del alinea-
miento original puede aparecer dos o mas veces, mientras que otras columnas
pueden no estar representadas para nada.

Si se reconstruye un nuevo arbol con el alineamiento remuestreado y se
obtiene un arbol similar al arbol obtenido con los datos originales, eso incre-
menta nuestra confianza en la reconstruccion inicial; si, en cambio el nuevo
arbol se ve muy diferente del arbol original eso puede ser una indicacioén de
que este es poco confiable (o quizd mas exactamente, de que la informacion
evolutiva esta distribuida en forma muy heterogénea en los datos del alinea-
miento). Al remuestrar numerosas veces (digamos, unas mil veces, generando
mil alineamientos de bootstrap) es posible asignar intervalos de confianza a
cada rama interna del arbol. Si por ejemplo, ciertas secuencias aparecieron
formando un grupo monofilético en el 74% de los arboles generados a partir
de los remuestreos, diriamos que ese agrupamiento tiene un soporte por
bootstrap de 74% y nuestra confianza en la monofilia de ese grupo sera mayor
que la de un grupo con un soporte de, digamos, 25%. En general, el bootstrap
se considera una medida conservadora de la confiabilidad (Hillis y Bull, 1993;
Zarkhikh y Li, 1992; Holder y Lewis, 2003; ver también Felsenstein y Kishino,
1993; Efron et al., 1996) por lo que un valor de bootstrap de 70% o mas puede
ser indicador de buen soporte y las afirmaciones basadas en agrupamientos
con menos de 50% de soporte deberian hacerse con cautela.

LA PROBABILIDAD POSTERIOR BAYESIANA
La inferencia bayesiana toma una postura diferente frente al problema de la

confiabilidad de las reconstrucciones filogenéticas. En lugar de buscar un tnico
arbol que represente la filogenia dptima o correcta, se busca muestrear todala
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distribucién de probabilidad posterior de las filogenias posibles y para lograrlo
los arboles se muestrean de forma proporcional a su probabilidad posterior
(recuérdese que el algoritmo MCMC pasa mas tiempo en la regiones del es-
pacio de parametros correspondientes a los arboles con mayor verosimilitud
o mayor probabilidad posterior). Una vez que se tiene una muestra con esas
caracteristicas, es posible discernir los elementos comunes a los arboles con
mayor probabilidad posterior. Por ejemplo, se puede construir un arbol de
consenso de los drboles de la muestra y en ¢l se puede indicar el numero de
veces que aparecié determinado agrupamiento en los arboles de la muestra
(es decir, la probabilidad posterior de ese agrupamiento). Esto es grosso modo
equivalente a hacer un analisis de bootstrap en un andlisis de parsimonia o
maxima verosimilitud, pero es mucho mas rapido (Huelsenbeck et al., 2001;
Larget y Simon, 1999; Yang y Rannala, 1997). Algunos autores han indicado
que la credibilidad de los clados medida mediante la probabilidad posterior
es demasiado laxa (Suzuki et al., 2002) pero es probable que ambos estadis-
ticos estén midiendo cosas diferentes y no sean directamente comparables
(Douady et al., 2003.)

Existen otras pruebas para evaluar la confiabilidad de las reconstrucciones
filogenéticas que son un poco menos conocidas que el bootstrap y la proba-
bilidad posterior y evaltian aspectos ligeramente diferentes. Algunos de estos
métodos se han aplicado principalmente en el contexto de la méxima parsi-
monia; por ejemplo la prueba de permutacion (Archie, 1989; Siebert, 1992;
Morrone, 2000) evalta si los datos tienen mds estructura jerarquica de la que
se esperaria por azar, mientras que la medida de soporte de ramas propuesta
por Bremer (1988, 1994; Morrone 2000) trata de determinar que tan bien
soportado esta un grupo explorando si ese grupo también ocurre en arboles
ligeramente menos parsimoniosos. La diferencia en longitud entre los arboles
mas cortos que incluyen al grupo y los arboles mas cortos que no lo incluyen
(el nimero de pasos extra que se necesitan para colapsar al grupo) es lo que
se llama indice de decaimiento o soporte de Bremer. El soporte total de un
arbol es la suma de todos los indices de decaimiento de ese drbol.

BOOTSTRAP PARAMETRICO

Cuando hemos tratado de determinar cual es el modelo de substitucién
que mejor se ajusta a nuestros datos es posible aplicar una versiéon del
bootstrap que aprovecha esa informacion: el bootstrap paramétrico. En esta
prueba, en lugar de generar pseudorréplicas de nuestros datos mediante
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remuestreo con substitucién, generamos réplicas simuladas basadas en
la probabilidad de que ocurra cada una de las substituciones posibles de
acuerdo a nuestro modelo. Estos sets de datos simulados se analizan des-
pués de forma similar a las pseudorréplicas del bootstrap no paramétrico
(Huelsenbeck et al., 1996)

ARBOLES ALEATORIZADOS (SKEWNESS TEST)

Varios autores han sugerido que la forma de la distribucion de las longitudes
de los arboles que se pueden generar con un alineamiento dado es un buen
indicador de la presencia de senal filogenética de buena calidad en dicho
juego de datos (ver Hillis y Huelsenbeck, 1992). La idea basica es que si el
arbol mas corto (en el sentido de mas parsimonioso) no se encuentra signifi-
cativamente a la izquierda de la distribucién de las longitudes de los arboles
posibles, existen pocas razones para esperar que un analisis filogenético reve-
lara informacion sobre las relaciones histéricas de los taxa estudiados. Hillis
y Huelsenbeck (1992) han preparado un estadistico para medir el grado de
sesgo en la distribucién de las longitudes de los arboles y tablas de valores
criticos para determinar la presencia de sefal filogenética de buena calidad
en un alineamiento dado.

PRUEBAS PARA DETERMINAR SI HAY DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS ENTRE FILOGENIAS ALTERNATIVAS

Kishino y Hasegawa (1989) y Hasegawa y Kishino (1989) (ver Goldman et al.,
2000) introdujeron métodos que sirven para determinar si las verosimilitudes de
dos topologias alternativas para un juego de datos son significativamente diferen-
tes, lo que nos puede ayudar a decidir, entre otras cosas, si la topologia de mayor
verosimilitud es realmente una estimacién mucho mejor de la historia de los taxa
estudiados que otras topologias. Goldman y colaboradores (2000) introdujeron
mejoras a los métodos de Hasegawa y Kishino e indican cuales son los potenciales
errores a evitar a | usar estas pruebas. Este tipo de pruebas esta disponibles en
software comercial o disponible gratuitamente (P. ej. PAUP* [Swofford, [2000],
PAML [Yang, 1997] o HYPHY [Kosakovsky-Pond et al., 2005]).
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METODOS QUE PUEDEN COLOCAR OTUs
CONTEMPORANEOS EN NODOS INTERNOS
Y OTRAS NOVEDADES

Los métodos que hemos mencionado se basan en supuestos acerca de los
procesos evolutivos que permiten simplificar el analisis de los datos y la inter-
pretacion de los resultados, pero que también representan, en cierto sentido,
simples caricaturas de la realidad que, seguramente, es mucho mas compleja
que los supuestos. Por ejemplo, hemos visto que los modelos de substitucion
de nucleétidos se han vuelto cada vez mas complejos en un intento de capturar
tanta informaciéon como sea posible acerca de la evolucion de las secuencias
pero incluso los modelos mas complejos desarrollados contienen sélo una
fraccién de los elementos que pueden afectar dicha evolucién. El buen uso
de los métodos de reconstruccion filogenética y de los modelos evolutivos
asociados a ellos depende de estar conscientes de cudles son sus supuestos,
a veces solo implicitos, que es lo mismo que decir cudles son sus alcances y
cudles sus limitaciones.

Entre los supuestos implicitos de los métodos de reconstruccion filogené-
tica que hemos visto estan la idea de que el proceso evolutivo es esencialmen-
te bifurcante y la de que no podemos saber cémo eran los ancestros de los
taxa cuya filogenia queremos reconstruir. La primera idea implica sobre todo
una vision en la cual las unidades taxondmicas se forman por la particion
de unidades taxondmicas ancestrales (por ejemplo, dos poblaciones actuales
son consecuencia de la separacion de una poblacién ancestral y las especies
actuales se derivan de la separacion y posterior diferenciacion de grupos que
originalmente pertenecian a la misma especie). En esta visiéon una vez que
los grupos se separan no se vuelven a unir, es decir ningdn taxén actual serfa
el producto de la fusién de otros taxa. El arbol filogenético, con sus ramas
siempre bifurcadas, es el icono apropiado de este supuesto metodologico. No
obstante, sabemos que las unidades taxondmicas a veces son consecuencia
de la fusion de otras unidades, existen especies viables que son el producto
de la hibridacién y las poblaciones dentro de una misma especie guardan
el potencial de fusionarse entre si. Incluso unidades taxondmicas muy re-
motamente emparentadas podrian intercambiar partes sustanciales de su
informacion genética. Ademas, incluso si no hay hibridacién o transferencia
genética horizontal, el hecho de representar la informacion filogenética como
un unico arbol tiende a hacernos perder de vista el conflicto que puede
existir entre diferentes caracteres de un mismo alineamiento, algunos de
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los cuales podrian constituir evidencia a favor de ciertos drboles mientras
que otros caracteres podrian apoyar a otros drboles, pero esta informacion
no queda representada en un solo arbol. Los métodos que se mencionan a
continuacién intentan resolver estas limitaciones.

DESCOMPOSICION POR BIPARTICIONES

Este método se basa en el concepto de splits o biparticiones, que consisten
en separar a los taxa estudiados en dos grupos mutuamente excluyentes.
Las biparticiones informativas son aquellas que indican agrupamientos
filogenéticos no triviales, es decir aquellas en las que ambos grupos conten-
gan al menos dos taxa. Por ejemplo, si tenemos los taxa A, B, C, D y E, las
biparticiones triviales son {{A},{B,C,D,E}}, {{B},{A,C,D,E}}, {{C},{A,B,D,E}},
{{D},{A,B,C,E}} vy {{E},{A,B,C,D}}, pero entre las biparticiones no triviales
estan, {{A,B,C},{D,E}}, {{A,C},{B,D,E}} y {{A,B},{C,D,E}}. Notese que las
dos ultimas biparticiones son incompatibles entre si, es decir, no puede
haber un arbol en el que estén agrupados los taxa A y B a la exclusiéon de
los demads taxa y ademas estén agrupados los taxa A y C a la exclusiéon de
los demas taxa (Page y Holmes, 1998). Ahora bien, es posible que algunos
de los caracteres de un alineamiento le den mas credibilidad a un drbol
que incluya la biparticion {{A,C},{B,D,E}} mientras que un numero igual o
casi igual de caracteres soporten a los arboles que contengan la biparticion
{{A,B},{C,D,E}}, entonces, si elegimos que nuestros datos queden resumi-
dos por los drboles que contienen aquella biparticion, por ejemplo el arbol
((A,C),(B,(D,E))), perderemos la informacion de que los datos también
favorecian en cierto grado los arboles con la biparticion {{A,B},{C,D,E}},
por ejemplo ((A,B),(C,(D,E))). Sin embargo, podemos recurrir a otro tipo
de representaciéon para mostrar la informacion de que los datos favorecen
a biparticiones incompatibles entre si. La figura 17 muestra un diagrama de
descomposicidn en biparticiones en el que se muestra la incompatibilidad
entre las dos biparticiones de nuestro ejemplo.

Aungque los diagramas de descomposicion de biparticiones (también lla-
mados “redes”) pueden ser dificiles de leer al principio, logran representar
mas informacion contenida en los datos que los arboles filogenéticos y ofrecen
interesantes posibilidades para el analisis exploratorio de datos moleculares
especialmente en escalas temporales cortas (Page y Holmes, 1998. Para una
introduccioén ala descomposicion de biparticiones ver Bandelt y Dress, [1992]
y Dopazo et al., [1993]).
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Figura 17. Diagrama de descomposicién en biparticiones

Una de las razones por las que puede existir conflicto entre diferentes ca-
racteres es la transferencia horizontal de genes, un fenémeno que puede ser
extremadamente comun en la ecologia microbiana y sin duda ha obscurecido
las reconstrucciones de las divergencias profundas de la historia de la vida.
Se ha sugerido que parte de la dificultad de resolver el origen profundo de los
eucariontes se podria deber a que el genoma de estos seria producto de una
fusién entre los genomas de una bacteria y de un metanégeno (McInerney y
Wilkinson, 2005; Martin y Muller, 1998) pero la aplicacion de los métodos filo-
genéticos habituales a los datos de genomas de bacterias, arqueas y eucariontes
no han podido producir historias inequivocas sobre las relacion entre los tres
dominios. Un nuevo método llamado reconstruccion condicionada (Lake y
Rivera, 2004) podria arrojar luz sobre en esta y otras cuestiones en las que la
transferencia horizontal puede haber obscurecido las relaciones entre taxa. El
método se basa en un modelo markoviano de evolucién genémica (anélogo a
los modelos de substitucion de nucledtidos que hemos revisado) que supone
que en la historia de los genomas se pueden ganar o perder estocasticamente
los genes produciendo patrones de ausencia o presencia de genes ortélogos
en los genomas muestreados. Los conflictos entre los patrones de ausencia y
presencia de ort6logos son analogos a los conflictos debidos a las substituciones
multiples en los métodos tradicionales y por la misma razén son un problema
que se puede resolver si el fendmeno se puede modelar adecuadamente y no
ocurre a tasas excesivamente altas.

Una innovacién de este método es que puede usarse para determinar si
el conflicto entre diferentes reconstrucciones se puede resolver mediante el
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planteamiento de relaciones ciclicas (topoldgicamente similares a las redes de
la descomposicién de biparticiones) en lugar de relaciones con una topolo-
gia de arbol, por lo que la reconstruccion condicionada puede, en principio,
detectar eventos de fusién genémica, representandolos como ciclos (McIne-
reney y Wilkinson, 2005). Ademds, como sélo la remocion de los genomas
que serian resultado de fusiones puede romper los ciclos, esto puede servir
para identificar a los genomas quiméricos. Potencialmente, esta misma idea
se podria extender para ayudar en la identificacion de genes cuya presencia
en determinado genoma se debe a transferencia horizontal.

EL aALcoriTMO EBURST

Los métodos tradicionales de reconstruccion filogenética y de agrupamien-
to de poblaciones parecen prestarse mal para la representacion de eventos
evolutivos recientes como los que caracterizan a la diversificacidon de po-
blaciones microbianas con genotipos muy similares pues intentan recons-
truir sus relaciones sin un modelo realista de la manera en que surgen y se
diversifican los complejos clonales y tampoco permiten identificar cuales
son los genotipos fundadores de las diferentes poblaciones El algoritmo
eBURST (con una implementacion disponible en http://eburst.mlst.net)
permite extraer este tipo de informacidn a partir de datos de tipificacion
por secuenciacion multilocus (MLST por sus siglas en inglés) u otros tipos
de datos multilocus (Feil et al., 2004). El algoritmo se basa en encontrar
aislados que compartan entre si un niumero minimo de alelos de los genes
convencionales en la tipificaciéon multilocus. El nimero minimo de alelos
compartidos es definido por el usuario y diferentes grados de astringencia
puden servir para analizar diferentes aspectos de la ecologia de los patégenos
estudiados. Cuando las reglas para definir a un grupo son lo suficientemente
astringentes, los agrupamientos obtenidos con eBURST pueden ser legiti-
mamente considerados complejos clonales y ademas es posible identificar
cudl es el genotipo fundador (Feil et al., 2004).

El algoritmo eBURST ha sido utilizado exitosamente para describir los
patrones poblacionales de Neisseria meningitidis y de Campylobacter jejuni,
organismos con altas tasas de recombinacion, resolviendo correctamente
la mayor parte de los complejos clonales de meningococos en un fundador
primario rodeado de descendientes variantes en un sélo locus, un patron mas
facil de interpretar que el que se obtendria representando este tipo de datos
mediante un dendrograma.
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Los métodos que acabamos de mencionar requieren de mayor escrutinio
tedrico y empirico. Los métodos basados en modelos explicitos generalmen-
te funcionan bien cuando el modelo es el adecuado, pero el impacto de las
violaciones a sus supuestos (especialmente en el caso de la reconstruccion
condicionada) ain no han sido suficientemente explorados. No obstante,
estos métodos tienen el potencial de convertirse en el “siguiente paso” en el
desarrollo de herramientas para el estudio de la evolucion y la ecologia con
datos moleculares, especialmente en la medida en que su popularizacién vaya
mostrando cudles son las practicas correctas para su uso.
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LOoSs ANALISIS DE PATERNIDAD,
sPARA QUE NOS SIRVEN?

Jordan Golubov y Jorge Ortega

La paternidad es una de las preguntas centrales en la ecologia, pero muchas lineas
de investigacion en este tema no pudieron ser abordadas hasta hace poco menos de
30 aflos, dando recientemente origen a una gran industria en el humano relacio-
nada con los casos legales de parentesco o estudios forenses (Avise, 1994; Hughes,
1998). Aunque la teoria estaba desarrollada desde hace ya unos afios, la creacién
de sistemas de computo cada vez mas poderosos ha dado el soporte necesario para
que los analisis de paternidad sean posibles, y han ayudado a su vez a enriquecer
la teorfa. Por otro lado, el desarrollo de nuevos marcadores moleculares y sus
tecnologias han hecho que los andlisis de paternidad puedan realizarse a escalas
razonables (en términos poblacionales) y con costos cada vez menores.

Desde el punto de vista ecoldgico, la informacion sobre paternidad es
esencial para abordar temas como la identificacion de cepas bacterianas en la
epidemiologia, en donde se ha usado ampliamente el fingerprinting (ya que la
caracterizacion puede llegar a ser dificil; Welsh y McClelland, 1990), el analisis
de la diversidad clonal (Li y Ge, 2001), el impacto de la endogamia en una
poblacion (vease el capitulo 6 de este libro), la verificacion de lineas de paren-
tesco, determinacion del tamano efectivo de la poblacion (véase el capitulo 3
de este libro) y estimacion de la adecuacion poblacional por via masculina y
femenina (Devlin y Ellstrand, 1990; Ellstrand y Marshall, 1985).
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De cierta forma, la paternidad no puede ser totalmente determinada a
través de observaciones conductuales directas, ya que en muchas ocasiones
un individuo tiene mds de una pareja durante la temporada reproductiva y
es dificil identificar cual de las parejas generd la progenie. En otros casos,
como en tortugas marinas, no es posible identificar a los padres -que tnica-
mente se encuentran en el mar- y sélo conocemos a las madres. Cuando las
observaciones conductuales han mostrado no ser suficientes, los andlisis de
paternidad han generado resultados que no eran esperados dentro del sistema,
como el éxito yla frecuencia de copulas extramaritales en aves (Bekkum et al.,
2006; Vonhof et al., 2006) o han confirmado lo previsto teéricamente como
la adecuacion inclusiva en hormigas (Kronauer et al., 2006). Estos sistemas
requerian de marcadores moleculares que dieran informacién detallada sobre
la madre, los hijos y los padres putativos para resolver las incertidumbres sobre
paternidad (Fleischer, 1996).

La paternidad puede ser determinada a partir de alelos que se heredan a las
criasy que, si no estan presentes en los otros individuos, éstos pueden ser exclui-
dos como padres putativos. Para determinar la paternidad con mayor certeza es
necesario utilizar una gran cantidad de loci, los cuales proveeran de suficiente
informacion al sistema de caracterizacion genética de los individuos.

Existen diversos marcadores moleculares que se han utilizado para generar
lo que comtinmente conocemos como DNA fingerprinting o huellas dactilares
de ADN. Tradicionalmente estas “huellas digitales” se referian a los patrones
caracteristicos de un individuo, pero el término se ha utilizado también de
manera reciente para la caracterizacion electroforética y cromatografica de
proteinas y mas recientemente de moléculas de ADN (Anderson, 1974; Levin
et al., 1980). El término DNA fingerprinting fue inicialmente introducido por
Jeftries (1985) para describir el patron electroforético de los fragmentos de
ADN semejando un c6digo de barras que podia utilizarse como identificador
de individuos. Posteriormente, se ha utilizado el término de “perfil de ADN”
(DNA profiling) para describir el uso combinado de varios tipos de marcadores
moleculares para la caracterizacion de individuos.

En este capitulo se aborda en primer lugar las bases teéricas y metodolo-
gicas que han surgido para el anélisis de paternidad y en segundo término,
algunas de las preguntas y ejemplos de su aplicacion, principalmente de tipo
biolégico-ecolégico.
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LA TEORIA Y LOS METODOS

En la identidad genética de los individuos intervienen dos factores: la
herencia parental y la mutacién novedosa. La mutacién novedosa puede
ser generada por diversas razones como la duplicacién, desfasamiento
en las cadenas de ADN, errores en la replicacién y reparaciéon del ADN,
modificaciones quimicas y mutacién meiotica y/o mitdtica de ADN re-
petido. En organismos diploides, la recombinaciéon meiética provoca un
intercambio de genes de los progenitores de tal manera que los hijos son
el resultado de una mezcla de genes de ambos padres. Por otro lado, los
factores ambientales provocan cambios espontaneos del material genético
(i.e. mutacién), permitiendo su recombinacion. Estas mutaciones ocurren
aproximadamente cada 300 bases a lo largo del genoma humano (Vicard
y Dawid, 2004; Chakraborty et al., 1996), y son estables desde el punto de
vista evolutivo, ya que se mantienen a lo largo del tiempo, lo cual permite
utilizar los loci en los que se presentan para diferenciar individuos y po-
blaciones. Esta recombinacidén o mutacion esponténea genera, al amplificar
ciertas regiones del genoma con diversos marcadores moleculares, patrones
de bandeo distintos. Asi, la esencia de los analisis de paternidad radica
en identificar las similitudes y diferencias en estos patrones de bandeo
entre individuos de una poblacién, y por lo tanto se basa en la variacién
genética que se encuentre a nivel de ADN.

Para realizar los andlisis de paternidad se deben considerar dos aspectos:
el tipo de marcador molecular que se va a utilizar y la forma en que se va a
analizar mediante un modelo o una técnica computacional.

Para que un marcador molecular sea efectivo se debe considerar lo siguien-
te: (1) los marcadores utilizados no deben estar ligados; (2) cada marcador
debe ser especifico para un solo locus, de preferencia uno que esté caracteri-
zado en el cromosoma; (3) el marcador debe detectar un niimero grande de
alelos de manera constante y (4) se deben crear patrones de bandeo en geles
que sean facilmente interpretables. Los marcadores mas utilizados son los
microsatélites, que son una serie de repeticiones de un solo motivo compuesto
de 1 a 6 bases (Hancock, 1998), debido a que son marcadores codominantes
altamente polimorficos y densamente distribuidos en el genoma de los orga-
nismos eucariontes (Kashi y Soller, 1998) que generan mucha informacién y
son lo suficientemente especificos para diferenciar individuos dentro de una
poblacion. También existen otros marcadores como RFLPs, RAPDs e ISSRs
(véanse los capitulos 18 y 19 de este libro).
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Estos marcadores revolucionaron el mundo de la ecologia conductual y
la genética de la conservacion, debido a que es relativamente facil realizar
pruebas de paternidad en pequefias muestras de tejido, ya que su genética
permite hacer inferencias usando modelos genéticos explicitos basados en
la observacion de las frecuencias alélicas de determinados loci (Hancock,
1998). Actualmente los analisis con microsatélites se encuentran en una fase
de crecimiento y se han aplicado a un gran numero de especies (algunos refe-
renciados en GENBANK). Recientemente se ha incorporado también el uso de
secuencias de variacion del ADN que ocurren en un solo nucleétido o mejor
conocidas como SNPs (single nucleotide polymorphism), los microarreglos de
ADN (ADN microarrays) y SAGE (serial analysis of gene expression).

Los métodos para analizar la variaciéon en un marcador molecular com-
parten el principio de considerar que una gran proporcién de la informacién
genética es especifica del individuo y difiere entre individuos, por lo que el
analisis de esta fraccion diferente es la que puede proporcionar una identidad
especifica a cada uno de ellos. Sin embargo, hay dos problemas que pueden
afectar este andlisis. El primero es cuando dos secuencias muestran mas dife-
rencias de las que se esperarian por mutacion simple, especialmente cuando
no se tienen estimaciones de las tasas de mutacion de la secuencia que se estd
probando, lo que dificulta la asignacion de la paternidad, ya que ninguno de
los padres (aun cuando el padre real se encuentre dentro del grupo de padres
putativos) tendria una buena probabilidad de ser asignado. El segundo pro-
blema es cuando hay coincidencia entre dos secuencias, y en estos casos la
pregunta principal es si la coincidencia se debe a una mutacién por azar o a
un origen comun. En los humanos éste tltimo caso es casi imposible, ya que
2 genomas humanos tipicos difieren en cerca de 3 millones de sitios y no hay
dos personas que sean idénticas. Esta variacion es tan obvia que los sistemas
de deteccion sblo necesitan unos cuantos sitios de variacion (i.e. HLA, MHC,
etc.) para poder asignar la paternidad de manera relativamente confiable.

La manera mas sencilla de establecer patrones de parentesco (o similitud) en
la poblacion es por medio de conteos directos de las frecuencias de las bandas
generadas por los marcadores moleculares en una muestra aleatoria, pero re-
presentativa de la poblacion. Este método es relativamente sencillo y es similar a
otros indices utilizados en ecologia que buscan la similitud entre dos individuos.
La férmula general para el coeficiente de Dice, denominado D, es:

D=2+N, /(N +N,)
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donde N, es el nimero de bandas que es compartido por los dos carriles a
y b, cada uno correspondiente a un individuo. N y N, son el nimero de bandas
presentes en cada carril, respectivamente. El valor de este indice, también
denominado S —coeficiente de Neiy Li- se acota entre 0y 1, donde 0 significa
que no tienen bandas en comun y 1 que todas las bandas se comparten.

Hay otros indices, como el coeficiente de Jaccard que toma la forma:

$=N,/N,+N,-N,

Ambos indices s6lo toman en cuenta datos que se comparten y no, como
con marcadores dominantes, la ausencia de bandas.

Aunque sencillo, este método puede realizarse sélo por pares de in-
dividuos y dado que es tinicamente un indice de similitud, no tiene un
valor estadistico, esto es, no se puede asignar una variacién ni un grado
de error a la estimacion. La asignacién de paternidad en estos casos se
asigna a aquel individuo que comparta la mayor cantidad de bandas con
el sujeto en consideracién. El problema mas claro al que nos enfrentamos
es que si utilizamos varios marcadores podemos tener casos en los que
no podemos distinguir entre los miembros de un grupo de padres; otro
problema es que al aumentar la muestra, las comparaciones son cada vez
mas laboriosas.

Existe otro método que incorpora modelos desarrollados para genética de
poblaciones. En éste se considera que dentro de la poblacion no existe dife-
renciacion en subpoblaciones, por lo que cada alelo se considera una muestra
aleatoria e independiente del acervo genético de la poblacion, y la frecuencia
alélica de cada locus puede multiplicarse para calcular la frecuencia real en la
poblacion (Lewontin y Hartl, 1991; Chakraborty y Kidd, 1991). De esta manera
podemos obtener una multitud de datos, que en teoria son independientes, que
nos darfan informacion acerca del parentesco. Un segundo avance es considerar
las frecuencias alélicas dentro de cada poblacion y acotar los padres putativos
a aquellos individuos cuyas frecuencias alélicas se parezcan mas a nuestra
muestra.

Los métodos de asignaciéon de paternidad que incluyen el célculo de al-
gun grado de error pueden dividirse en tres grandes grupos: 1) métodos de
exclusion, 2) métodos de asignacion fraccionada y categorica, y 3) métodos
de reconstruccion genotipica. Todos ellos tratan de reconstruir patrones de
parentesco entre los diferentes individuos de una poblacion.
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ExcLUSION

Se basan en las reglas de herencia mendeliana y utilizan las incompatibi-
lidades entre parientes y progenie para rechazar hipdtesis particulares de
parentesco. Por ejemplo, si se considera un locus autosémico neutral con
dos alelos A y B en una poblacién bajo equilibrio de Hardy-Weinberg,
esperarfamos una proporciéon de genotipos con el siguiente arreglo 25%
AA, 50% ABy 25% BB, y por lo tanto una frecuencia alélica en donde p =
g Siuna madre de genotipo AA tiene hijos de tipo AA, entonces todos los
individuos dentro de la poblacién con genotipo BB pueden ser excluidos
como padres y la probabilidad de exclusion especifica seria de 0.25 o 25%.
La exclusion es un método que puede definir y asignar (en teoria) al par
de padres de cada miembro de la progenie, especialmente en condiciones
donde son pocos los padres potenciales y se tienen marcadores altamente
polimoérficos.

Un problema asociado a este tipo de analisis es la exclusion estricta, donde
los errores en la tipificacion de las bandas, los alelos nulos y los alelos falsos
pueden llevar a exclusiones falsas. Si tenemos alelos falsos como artefacto,
incrementa la posibilidad de exclusion de padres putativos por la presencia
de alelos no compartidos. Ademas, este método puede ser impractico cuando
se tiene un gran nimero de padres, ya que el nimero de loci necesario para
excluirlos incrementa y bajo la exclusion estricta, un solo error al comparar
los alelos puede llevar a descartar un padre putativo.

ASIGNACION FRACCIONADA Y CATEGORICA

Cuando la exclusion completa no es posible, podemos recurrir a diferentes
métodos probabilisticos que puedan discriminar entre los candidatos de un
grupo de datos. El método de la asignacion fraccionada y categdrica calcula las
probabilidades (por maxima verosimilitud) de asignarle un progenitor a una
progenie. Este método probabilistico se basa en el teorema de Bayes y determina
la probabilidad de una hipétesis dados los datos que se tienen: P (Hipotesis |
Datos). En términos generales el teorema de Bayes especifica lo siguiente:

P (hipotesis | datos) = P (hipdtesis) P (datos | hipétesis) / P (datos)

La parte izquierda de la ecuacion es lo que se llama la distribucién de
probabilidad posterior (la cantidad de interés). P(datos | hipotesis) es el
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likelihood (maxima verosimilitud) que refleja la probabilidad de observar
los datos dada la hipétesis. El denominador es simplemente una constante
de normalizacién que refleja la probabilidad de los datos dados todos los
posibles resultados.!

El método fraccionado se basa principalmente en calcular el logaritmo
de la proporcion de la maxima verosimilitud (likelihood ratio o LOD) para
determinar probabilisticamente si un individuo es el padre de la progenie. El
valor obtenido se divide entre la probabilidad de que el genotipo de la proge-
nie dado un gene de un progenitor y el otro tomado de una muestra aleatoria
de la poblacién. En el caso en que las relaciones progenitor progenie sean de
cero, entonces no se le asigna progenitor a la progenie. El valor obtenido se
coteja con el valor de los otros posibles padres y el de valor més alto de LOD
es considerado como el padre mas probable de la progenie.

Por ejemplo, asumiendo que los loci no se encuentran ligados, tenemos los
genotipos ( 2,3 y4) en un locus autosémico para tres individuos (B la progenie,
C la madre por ejemplo y D el padre real entre muchos padres putativos), en
donde conocemos el genotipo de la madre (C) pero no del padre (D).

El valor de LOD para que D sea el padre de B es:

Valor LOD (D es padre de B) = log, T Sgb | 8. 8,)
T /g, |8.)

donde T (gb|gc, gd)” es la probabilidad de transicion mendeliana (en for-
ma de matriz) de gb sobre el valor de los loci de ambos padres (gcy gd) y T°
(gb|ge) es la transicién de gb dado que conocemos el valor de gc.
Por ejemplo, si tenemos un locus con dos alelos a, y a, con frecuencias p,
y p, la matriz de transiciones T(gb|gc, gd) tiene la forma:
P(aa, |aa,aa)P(aa |aa
P(aa,|aa

aa)P(aa |aa,aa)
aa)P(aa,|aa,aa)P(aa,laa

1’ 1’

2’a1a2

1’ 1’

1 Las probabilidades condicionadas se calculan como: P(A|B) = P(A|B)/P(B). En términos sencillos
estamos diciendo que la probabilidad del evento A dado el evento B, es el resultado de la probabilidad
de un evento conjunto entre el espacio muestral en donde ha ocurrido el evento B. Para nuestro caso de
paternidad, esto significa que P(A | B) es la probabilidad de que el hijo A sea producto del progenitor B,
y seria la probabilidad de compartir alelos, entre todos los alelos de padres posibles (ver capitulo 4).
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y T(gb|gc, gd) es la probabilidad de segregaciéon de g, dado un gen de g y

tiene la forma

T(g |g)= Plaa, laa)Paa, laa,)
P(aa,|aa)P(aa,laa,)

Tenemos como resultado las matrices

T(g,|g.8)=105025

0.510.5
Yy
T(g,1g)= p,0.5p,
p, 0.5(p1+p2)

La asignacion fraccionada genera un valor acotado entre 0 y 1 a cada pro-
genie de todos los padres no excluidos. Este mismo método puede ampliarse
amuchosloci, de tal manera que los valores de LOD pueden sumarse para dar
valores aditivos de LOD. La proporcion de la progenie asignada a cada padre
es proporcional a la verosimilitud de que sea el padre comparado con todos los
demas padres no excluidos. Es decir, se utiliza la misma férmula mencionada
pero cambiando los valores asignados a los locus (ver detalles en Devlin et
al., 1988). La diferencia con la exclusién completa es que no asignan el valor
a un solo padre, sino que puede asignar la progenie a varios padres compati-
bles, lo cual incrementa el numero de padres putativos para un individuo. Se
podria considerar que la exclusion es bioldgicamente mas real (un hijo solo
puede tener un padre), pero el método fraccionado es estadisticamente mads
poderoso (Smouse y Meagher, 1994).

De estas dos rutas de desarrollo de los analisis de paternidad, la exclusion
y la maxima verosimilitud (Adams et al., 1992; Milligan y McMurry, 1993),
desafortunadamente ninguna ha generado resultados 6ptimos (Milligan y
McMurry, 1993). La primera sélo es utilizada para determinar parentesco en
poblaciones aisladas, pequenias o controladas, porque necesita altos niveles de
variacion, entre 20 y 40 loci polimérficos (Chakraborty et al., 1988), mientras
que la segunda no siempre puede asignar paternidad de manera adecuada,
especialmente cuando la probabilidad de paternidad es igual entre dos o mas
individuos dentro de una misma poblacion. Aunado a esto, se ha demostrado
por simulacion que estadisticamente la aproximacién por maxima verosimili-
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tud sobrerepresenta como posibles padres a individuos altamente homocigos
(Devlin et al., 1988).

RECONSTRUCCION GENOT{PICA PARENTAL

Este método utiliza los genotipos multilocus de un padre, que forzosamente se
conoce a priori, y de la progenie para reconstruir los genotipos de los padres
desconocidos que contribuyen al arreglo gendmico de la progenie (Jones,
2001). La asociacion de alelos entre loci provee de informacidn acerca de los
genotipos paternos que contribuyen al arreglo de la progenie.

Las técnicas actuales reconstruyen con algoritmos el nimero minimo de
genotipos paternos necesarios para explicar el juego de datos de la proge-
nie. Para el caso en que la madre es conocida, todos los posibles genotipos
paternos consistentes con al menos un hijo de la progenie son probados en
combinacion para determinar el nimero minimo de padres que explican el
arreglo completo de la progenie. Esta técnica es muy exigente en términos
de célculos en programas de computadora y no es consistente cuando hay
arreglos de progenie con mas de seis padres putativos (Jones et al., 1998;
Jones y Ardren, 2003).

También deben considerarse las dificultades asociadas al tipo de marcador
(dominante y codominante), los de colecta (nimero y tipo de individuos
colectados, sesgo en la colecta, etc.), y el programa utilizado, ya que algunos
ignoran o dan un valor diferente a los alelos nulos, loci que se encuentren
ligados, tipos de mutacién, posibilidades de consanguinidad, entre otros
(Smouse y Charkraborty, 1986). En la tabla 1 se muestran algunos de los
programas que realizan andlisis de paternidad y parentesco, sin olvidar que
deben tomarse en cuenta los algoritmos que emplean y los marcadores para
los cuales fueron disefiados.

APLICACION EN ANIMALES

Los andlisis de paternidad basados en marcadores moleculares en animales
fueron inicialmente abordados por Jeffries y colaboradores (1985). Actualmen-
te hay un auge de estos estudios (ver los tultimos niumeros de revistas como
Molecular Ecology) debido a que permiten identificar patrones de cortejo
y determinar la adecuacién de los individuos, principalmente en sistemas
sociales, donde algunos patrones conductuales no pueden ser observados
directamente. Con estas herramientas se han encontrado evidencias de c6-
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pulas extra pareja en aves y mamiferos y se han desarrollado nuevas teorias
sobre su efecto en la seleccion sexual (Fleischer, 1996); también se ha podido
cuantificar y describir con certidumbre el sistema de apareamiento presente
en una poblacion (e.g. poliginia, poligamia, monogamia, etc.).

Asimismo, la identificacion de la paternidad provee de informacion directa
sobre el esfuerzo reproductivo, transmision de atributos fenotipicos heredables
(célculo de heredabilidad), entre otros aspectos. Como ejemplo, en las po-
blaciones de macacos (Macaca mulatta), donde existe una fuerte dominancia
jerarquica, se consideraba que el jefe de la tropa o macho alfa tenia ventajas
en adecuacion sobre los individuos de menores rangos. Sin embargo, Duvall
et al. (1976) mostraron que solo el 24% de la progenie producida durante un
afo era del macho alfa, por lo que la adecuacion se encontraba distribuida
entre varios miembros del grupo. Los anlisis de paternidad identificaron asi
que en estos macacos el estatus social y la frecuencia de cépulas son malos
indicadores del éxito reproductivo masculino.

Por otro lado, los analisis de parentesco han revolucionado la sociobio-
logia de aves. Por ejemplo, se pensaba que los paseriformes eran aves mo-
ndgamas por excelencia (Gill, 1990; Lack, 1968), pero se ha incrementado
la evidencia de paternidad multiple, en donde de 8 a 35% de los casos los
padres putativos no son los padres reales, lo cual confirma que los sistemas
de apareamiento en este grupo tienden a ser promiscuos (Griffith et al.,
2002; Westneat y Stewart, 2003). Otro caso es el de las avestruces Struthio
camelus, cuyos machos son territoriales. La evidencia molecular mostr6 que
los machos son los padres de huevos de individuos en territorios vecinos,
y esto se debe a que las hembras ponian sus huevos en nidos de hembras
vecinas, distribuyendo asi el riesgo de un ataque por depredadores (Kimwele
y Graves, 2003).

En peces e insectos los analisis de paternidad se desarrollaron a mediados
de los noventa; destacan los trabajos de deteccion de nuevas mutaciones en
camadas grandes, el descubrimiento de nuevos sistemas de apareamiento a
detalle y el estudio de formas de cuidado parental.

Hasta ahora, la evidencia molecular de parentesco se ha combinado con
evidencia demografica conductual, pero su relacion con la conservacion de las
especies es mas reciente (Gibbs et al., 1990; Kempenaers et al., 1992). Desde
este punto de vista, los marcadores moleculares han servido para detectar
cuellos de botella y otros importantes eventos histéricos en una poblacion,
estimar el tamano efectivo de las poblaciones, detectar procesos de seleccion
(véase el capitulo 1 de este libro), determinar parentesco y sexo, estructura
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de poblaciones, tasas de dispersion, procesos de migracion, dietas, tamafos
poblacionales, estatus de algunas enfermedades y detectar niveles de intro-
gresion (véase el capitulo 8).

APLICACION EN PLANTAS

Las aplicaciones de los andlisis de paternidad se encuentran intimamente
ligadas al sistema de apareamiento y la estructura clonal del organismo de
estudio. Dada la comun propagacion vegetativa en plantas, los analisis de pa-
ternidad han ayudado a identificar y separar ramets de genets (ver capitulo 7).
Esta separacion es de suma importancia desde el punto de vista demogréfico
(la contabilidad de individuos en campo no es necesariamente el numero de
genotipos en el ambiente) y genético (en cuanto a la definicién de unidades
de seleccion y cuantificacion de la adecuacion), ya que se pueden tener errores
demograficos con diversas implicaciones. Algunos trabajos han identificado
genets dentro de una poblacion (Graham et al., 1997), ademas de describir y
correlacionar la identidad de cada individuo a nivel espacial (Maddox et al.,
1989; Burke et al., 2000; Clark-Tapia, 2004).

Como se mencion6 anteriormente, una de las aplicaciones mds impor-
tantes de estos analisis es la estimacion de la adecuacidn, que cuenta con dos
componentes, el femenino y el masculino (Richards, 1997). El componente
femenino comunmente contempla la eleccion de polen adecuado para la ferti-
lizacién y la produccion de semillas y elementos relacionados con su dispersion
(basicamente la produccion de frutos). El componente masculino consiste
en la produccion de polen vy la fertilizacion exitosa de évulos del mismo ge-
notipo (autogamia o geitonogamia) o de diferentes genotipos (xenogamia).
En ambientes controlados y aun en ambientes naturales, los componentes
femeninos son relativamente faciles de cuantificar, ya que la produccion de
semillas da una idea general de la ganancia en adecuacion por via femenina.
Por el contrario, el componente masculino es mas dificil de seguir. Muchos
estudios se enfocan en la produccién de polen y algunos estiman su flujo por
medio de marcadores fluorescentes. Sin embargo, la mayoria tiene supuestos
que no siempre se cumplen en condiciones naturales (Campbell, 1991), y
la remocién de polen no siempre puede ser correlacionada con el éxito de
apareamiento (Ashman, 1998). La importancia de estudiar el componente
masculino se vuelve evidente, cuando se considera el principal elemento que
influye en la evolucion de los despliegues florales (Bell, 1985; Bertin, 1988) y
un importante componente del flujo génico que moldea la diversidad genética
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entre y dentro de las poblaciones (Levin y Kerster, 1974) (véanse los capitulos
16 al 19 de este libro) .

Sin embargo, pocos estudios han usado la asignacion de paternidad para
describir cuantitativamente el flujo de polen, basicamente por dos razones:
1) las bases tedricas se desarrollaron hace varias décadas, pero las técnicas
moleculares necesarias para asignar la paternidad se limitaban a la variacién
que se podia detectar con isoenzimas, y 2) para poder determinar con exactitud
la paternidad, es necesaria una gran cantidad de informacién molecular, que
incrementa los tamafios de muestra y causa que los estudios se limiten a unos
cuantos individuos o a poblaciones muy pequefias. Con los nuevos marcadores
y técnicas moleculares (véanse los capitulos 16 al 19 de este libro), el andlisis
de una gran cantidad de alelos es posible, ademas de las nuevas herramientas
tedricas (Luikart y England, 1999; Lewis y Snow, 1992), que incluyen caracteres
masculinos en el analisis (Smouse et al., 1999).

Aun con el desarrollo de mas marcadores, que pueden obtenerse de ma-
nera rapida y relativamente barata (ver capitulo 18), las poblaciones naturales
siguen siendo problematicas, simplemente porque una proporcién del flujo
de polen (en algunos casos >60%) provienen de individuos que se encuentran
fuera de la poblacion muestreada (Streiff et al., 1999; Dow y Ashley, 1996;
Krauss, 1999) y sdlo en algunos casos la paternidad puede asignarse con cierta
precision (Krauss, 1999).

CONCLUSION

El potencial de los andlisis de paternidad es mucho mas amplio de lo que se
podria pensar. En principio, poder identificar el flujo de gametos dentro y entre
poblaciones es uno de los principios bésicos de la genética de poblaciones.
Ademas, hay un claro impacto sobre los tamanos efectivos de la poblacion si
se conoce el numero y el éxito reproductivo de cada uno de los padres dentro
de la poblacion. En términos conductuales, el desarrollo de estas técnicas ha
ayudado a describir sistemas complicados de cortejo, conducta y estructura
social en muchos vertebrados y hasta en invertebrados. Desde el punto de vista
ético, el uso de marcadores moleculares para la conservacion de las especies
permite detener la extincion de las mismas y adecuar su manejo con bases ge-
néticas firmes que no supongan un fracaso en cualquier accion establecida.
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Tabla 1. Programas de computo para la aplicacion de distintos métodos de analisis de

paternidad y parentesco con marcadores moleculares. DC= diploide codominante,

DD = diploide dominante, LS = loci ligados al sexo, C = loci citoplasmicos

Método Programa  Marcador Sitio
Exclusion PROBMAX DC,DD  http://www.uoguelph.ca/~rdanzman/software/
PROBMAX/
NEWPAT DC,LS  http://www.zoo.cam.ac.uk/zoostaff/amos/
newpat.html
ALLELIX DD http://www.allelix.net
ASPEX DC http://aspex.sourceforge.net
GASSOC DC http://www.mayo.edu/statgen
MERLIN DC http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/
Merlin
ERPA DC http://www.mds.qmw.ac.uk/statgen/dcurtis/
software.html
KINSHIP DC http://gsoft.smu.edu/
Asignacién CERVUS DC http://helios.bto.ed.ac.uk/evolgen/
categdrica cervus/cervus.html
ACT DD http://www.epigenetic.org/Linkage/act.html
BQTL DC http://hacuna.ucsd.edu/bqtl/
FASTER DC http://www.hoschl.cz/faster/
GENEHUNTER DC http://www.thcrc.org/labs/kruglyak/
Downloads/index.html
PAPA DC http://www.bio.ulaval.ca/contenu-fra/
professeurs/Prof-I-beratchez.html
FAMOZ DC,C, http://www.pierroton.inra.fr/genetics/labo/
DD Softeware/Famoz/
PARENTE DC http://www2.ujf-grenoble.fr/leca/membres/
manel.html
Asignacion PATRI DC http://www.biom.cornell.edu/Homepages/
fraccionada Rasmus_Nielsen/files.html
Reconstruccion GERUD DC http://www.biology.gatech.edu/professors/
genotipica labsites/jones/parentage.html
parental
BAMA DC http://www.rni.helsinki.fi/~mjs/
BLOCK DC http://www.cs.auc.dk/~claus/block. html
FTM DC http://www.genealogy.com/soft_ftm.html
GAP DC http://icarus2.hsc.usc.edu/epicenter/gap.html
GRR DC http://bioinformatics.well.ox.ac.uk/GRR/

(Contintia)
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Tabla 1. Programas de computo para la aplicacion de distintos métodos de analisis de
paternidad y parentesco con marcadores moleculares. DC= diploide codominante,

DD = diploide dominante, LS = loci ligados al sexo, C = loci citoplasmicos (continiia)

Método Programa Marcador Sitio

MENDEL DC http://www.genetics.ucla.edu/software/
mendel5

PANGAEA DC,DD http://www.stat.washington.edu/thompson/
Genepi/pangaea.html

COPE DC http://www.infobiogen.fr/services/ CoPE

AMP DC http://watson.hgen.pitt.edu/biblio/
Bibliography.html
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TABLA 1
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LA ESTIMACION DE LA ENDOGAMIA

Y LA RELACION ENTRE LA TASA DE
FECUNDACION CRUZADA Y LOS SISTEMAS
REPRODUCTIVOS EN PLANTAS CON FLORES:
UNA INTERPRETACION DE SU SIGNIFICADO
EVOLUTIVO

César A. Abarca Garcia y Adriana Lépez Villalobos

La producciéon de genotipos variables es uno de los efectos bioldgicos mas
claros y generales de la evolucidn del sexo en eucariontes. (Hickey, 2000). Sin
embargo, algo asombroso de ésta generalidad es que en muchos grupos de
plantas y animales multicelulares la evolucién del sexo esta ligada a una com-
binacién compleja de mecanismos reproductivos que impactan la estructura y
evolucion de las especies, particularmente por la forma en que permiten que
recombinen los genes dentro del genoma (Holsinger, 2000).

Un claro ejemplo de la complejidad de los mecanismos de reproduccion
son los sistemas reproductivos y de apareamiento que han surgido inde-
pendientemente tanto en plantas como en animales (Reynolds, 1996; Sakai
y Weller, 1999; Webb, 1999). Tradicionalmente el sistema de apareamiento
se define como los caracteres reproductivos que determinan los patrones de
apareamiento en los organismos. Es decir, quién se aparea con quién y coémo
lo hacen (Barrett y Eckert, 1990; Barrett et al., 1996; Vogler y Kalisz, 2001).
Los sistemas reproductivos, en cambio, se refieren a la forma en que se en-
cuentran acomodadas espacial y temporalmente las estructuras reproductivas
masculinas y femeninas dentro de los individuos en una poblacion (Darwin,
1887). Evidentemente los sistemas reproductivos tienen consecuencias directas
sobre el sistema de apareamiento.

La diversificacion en forma y funcion de las flores esta asociada con una
amplia variedad de estrategias de apareamiento y sistemas reproductivos.
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En las plantas la reproduccion involucra el proceso previo y posterior a la
polinizacién, que se traduce en la fertilizacion de 6vulos. Las plantas influyen
en su reproduccion a través de rasgos florales que afectan el movimiento
de polen dentro y entre sus propias flores, asi como entre flores de otras
plantas y a través de mecanismos fisioldgicos que gobiernan el destino del
polen una vez que éste llega al estigma. La mayoria de las especies presen-
tan flores perfectas, es decir, las estructuras que producen el polen y los
6vulos, estan juntas en una sola flor (hermafroditas), pero también han
evolucionado estrategias en donde las funciones reproductivas (femenina
y masculina) estan separadas en diferentes estructuras en la misma planta
(monoicas) o bien completamente separadas en diferentes plantas (dioicas).
Existen estrategias asociadas a los sistemas reproductivos que promueven
la fecundacion cruzada, disminuyen el desperdicio del polen y evitan los
efectos negativos de la endogamia; como la separacion temporal (dicogamia)
y espacial (hercogamia) de las estructuras reproductivas y los sistemas de
incompatibilidad que impiden la autofertilizacion.

Los multiples disefios florales influyen de manera directa en la frecuencia
con la que se unen los gametos de los individuos no emparentados para formar
un cigoto. Por ejemplo, las flores hermafroditas autocompatibles con poca
hercogamia aumentan sus probabilidades de autofecundacién y por lo tanto
de endogamia, pues aumentan la interferencia polen-estigma. En cambio, la
fecundacion cruzada se promueve con disefos florales especializados (como
las especies con polimorfismo estilar o heterostilia) y/o cuando la cantidad
de néctar y polen que atraen a los polinizadores aumenta. Por tanto, dichos
atributos florales repercuten directamente sobre la distribucion de la diver-
sidad genética de las poblaciones, pues reducen o aumentan la endogamia
(Holsinger, 2000).

Diversos estudios empiricos han mostrado, por ejemplo, que las plantas
asexuales o que se autofecundan presentan menos alelos por locus, tienen
menores niveles de diversidad genética dentro de sus poblaciones y que éstas
estan mas diferenciadas entre si que especies con fecundacion cruzada (Schoen
y Brown, 1991; Charlesworth y Charlesworth, 1995; Awadalla y Ritland, 1997;
Charlesworth y Yang, 1998; Dvorak et al., 1998; Kraft et al., 1998; Liu et al.,
1999; Savolainen et al., 2000; Baudry et al., 2001; Wright et al., 2002). Es por
ello que las consecuencias evolutivas de promover la fecundacion cruzada
y el mantenimiento de altos niveles de variacién genética, ha sido un tema
ampliamente debatido en la literatura (Fisher, 1930; Muller, 1932; Lewontin,
1971; Williams, 1975; Maynard Smith, 1978; Crow, 1988; Charlesworth,
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1993). La evidencia teérica indica la importancia de mantener la variabilidad
genética, particularmente porque aumenta las probabilidades de respuestas
adaptativas (Holsinger, 2000), sin embargo, la evidencia empirica ain no es
concluyente al respecto (Hickey, 2000). Conocer en qué medida los sistemas
reproductivos en las angiospermas promueven la fecundaciéon cruzada es
importante para aportar elementos a la discusion de sus consecuencias en
términos evolutivos.

En este capitulo se revisan los principales métodos que estiman la endo-
gamia en una poblacidn, con énfasis en la tasa de fecundacion cruzada, parti-
cularmente a través de marcadores moleculares co-dominantes y dominantes.
Posteriormente se compara la tasa de fecundacion cruzada en diferentes
sistemas reproductivos en las angiospermas. Finalmente se discute como la
tasa de fecundacion cruzada es afectada por el sistema reproductivo y sus
principales consecuencias evolutivas.

LAS DISTINTAS FORMAS DE MEDIR LA ENDOGAMIA

El término endogamia es usado para describir varios fendmenos relacionados,
todos ellos referentes a situaciones en donde los apareamientos ocurren entre
parientes (endogamia biparental) o consigo mismos (endogamia uniparental)
y que tienen como consecuencia que dos alelos homdlogos heredados a la
progenie sean idénticos entre si por descendencia de un alelo ancestral en
comun (Waser, 1993). Es decir, los eventos que tienen como consecuencia
apareamientos endogdmicos, incrementan los niveles de homocigosis en una
poblacion (Hartl, 1980, 2000; Hedrick, 2000).

La endogamia puede ser estimada directamente por medio de un pedigree
o arbol genealdgico, particularmente cuando tenemos informaciéon de los
miembros fundadores de una poblacién y de su descendencia, o indirecta-
mente por medio de un marcador morfolégico o molecular.

ESTIMACION DE LA ENDOGAMIA POR MEDIO DE PEDIGREES

Lainformacién derivada de un pedigree se usa para determinar el coeficiente
de endogamia F, definido como la probabilidad de que dos alelos homdlogos
sean idénticos por descendencia (ipd), esto es, que ambos sean copias de un
alelo ancestral comun. En un individuo, esta probabilidad de ipd depende de
la relacion de ancestria que poseian sus progenitores (Hedrick, 2000). Por
ejemplo, si un individuo heterdcigo A A, se reproduce por autofecundacion,
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tiene un 50% de posibilidades de heredar 2 alelos ipd, pues tiene la probabilidad
que % de su progenie sea A A y %4 A A ; de esa forma, ambas probabilidades
suman 0.5. El otro 50% corresponde a progenie heter6ciga. Ahora veamos
como se calcula el pedigree de un individuo endogamico producido en la
segunda generacion.

Cuando tenemos un pedigree como el de la Figura 1, en el que dos pri-
mos hermanos My N que poseen un abuelo A heterécigo (A A,) producen
un hijo endogamico L, podemos calcular el coeficiente de endogamia F
de ese individuo L. Para ello, primero se omiten todos los individuos no
emparentados, pues no contribuyen en nada a la endogamia. Después y
sabiendo que el abuelo poseia un genotipo heterdcigo, se calcula la pro-
babilidad de que siendo L A/A| 6 A A , estos alelos sean ipd. Esta proba-
bilidad Pr es igual a la probabilidad de que el alelo A o A, pasen por tres
generaciones a través de los dos progenitores. Es decir, para el primer caso
enel que Les A A

la Pr de que A, pase por medio de M = (1/2) (1/2) (1/2) = 1/8
yla Pr de que A pase por medio de N = (1/2) (1/2) (1/2) = 1/8

donde 1/2 representa la probabilidad de segregaciéon de un alelo entre
generaciones. Debido a que la probabilidad de que A pase por descendencia
hasta L depende de ambas probabilidades, la probabilidad de A A, en L = (la
probabilidad de que A, pase por medio de M) (la probabilidad de que A pase
por medio de N) = 1/64.

Del mismo modo, en caso de que L sea A A, tiene la misma probabilidad
y se calcula de la misma forma, por lo que el coeficiente de endogamia del
individuo L 6 la probabilidad de ipd promedio es:

F=Prde AA +Pr de AA =1/32

EL COEFICIENTE DE ENDOGAMIA A PARTIR DE LOS CAMBIOS
EN LA VARIABILIDAD GENETICA

Debido a que la mayoria de las veces no tenemos la genealogia de los indivi-
duos y no sabemos cuanta endogamia habia en las generaciones anteriores,
a Wright (1965) se le ocurrié que podiamos asumir que en la poblacién
ancestral todos los alelos eran tnicos. Es decir, que no habia endogamia en
esa poblacion (F=0).
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Figura 1. Pedigree de un individuo endogédmico L, producto del apareamiento de dos primos
hermanos N y M con un ancestro A heterdcigo. % se refiere a la probabilidad de heredar un

alelo idéntico por descendencia

A
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De esta forma y sabiendo que con apareamientos endogamicos aumenta la
tasa a la que se producen genotipos homocigos, pensé que la endogamia que
habia ocurrido entre generaciones se podia estimar calculando el descenso
relativo en los niveles de variacion genética que no deberian ocurrir en una
poblacion en donde los apareamientos fueran al azar. Para medir esta desvia-
cion en la frecuencia de heterdcigos en una poblacion, Wright desarroll6 lo
que se conoce como el coeficiente de endogamia (f,), definido como:

f.=1-(H/H)

En donde H es la heterocigosis observada y H, es la heterocigosis que
esperamos cuando los apareamientos se dan al azar. Este coeficiente puede
tomar un valor de -1 a 1. Si es de 0 no hay endogamia y la poblacién esta en
equilibrio de Hardy Weinberg. Cuando el valor es negativo, significa que hay
un exceso de heterdcigos y si es positivo que hay un exceso de homdcigos,
ya que cuando H, < He se asume que en esa poblacion se produjeron mas
apareamientos endogamicos de lo que se espera por azar.
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LA TASA DE FECUNDACION CRUZADA CON MARCADORES
MORFOLOGICOS

En muchos organismos hermafroditas, donde cada individuo puede pro-
ducir una gran cantidad de hijos, como en la mayoria de las angiospermas,
la progenie proviene de la combinacién de la fecundacién cruzada y de la
autofecundacion. La tasa a la que se producen un tipo u otro de cruzas tiene
un significado evolutivo importante. Por ejemplo, tedricamente una tasa de
autofecundacion alta puede ser seleccionada en contra cuando incrementa la
frecuencia de homocigos. De manera que muchos genes recesivos con efectos
deletéreos se expresan y disminuye la adecuacion de los individuos producto de
la autofecundacion. En esas circunstancias, cualquier mecanismo que evitara
o disminuyera la endogamia y sus efectos negativos, seria favorecido por la
seleccion natural (Barrett y Eckert, 1990). Sin embargo, la autofecundacion
también puede favorecerse en condiciones ecoldgicas particulares como
cuando hay baja densidad de polinizadores, recurrentes cuellos de botella o
efecto fundador (Loyd y Webb, 1992).

Los primeros modelos y estimaciones de la tasa de fecundacion cruzada utili-
zaron caracteres morfoldgicos, ya que algunas especies presentan dos variedades
morfoldgicas en una misma poblacion que segregan de manera mendeliana, lo
que puede ser utilizado para estimar la tasa de fecundacion cruzada.

Datura stramonium es uno de esos casos raros en la naturaleza que tienen
una caracteristica invaluable, que el color del tallo segrega mendelianamente
(Cuevas, 1996). Los tallos rojos corresponden al genotipo homécigo dominan-
te'y al heterocigo, mientras que los tallos verdes al genotipo homdcigo recesivo.
Con esa informacidn se calcul6 la tasa de polinizacién cruzada denominada
t para una poblacién natural del estado de Morelos, siendo

t=H/p

donde H es la fraccion de individuos heterdcigos observados en la progenie
de una planta de tallo verde (homociga recesiva) y p la frecuencia del alelo
marcador que se estim¢ a partir de la poblacidn parental, que en este caso es
el alelo dominante que determina el tallo rojo. H fue calculada dividiendo el
nimero de plantulas rojas, entre el total de plantulas germinadas por fruto
(Allard y Workman, 1963).

La tasa promedio de polinizacion cruzada de la poblacion fue de 17.1%,
la mas alta reportada para esta especie (esto quiere decir que 17 individuos
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sobre 100 son producto de la cruza entre genotipos parentales diferentes).
Esta variacion puede deberse a factores genéticos o ecologicos que influyen
directamente sobre el tipo de apareamientos en una poblacion. En el caso de
la poblacion de D. stramonium de Morelos, una t promedio mas grande que
en otras localidades de Estados Unidos, parece estar correlacionada con una
mayor actividad y eficiencia de sus polinizadores (esfingidos).

LA TASA DE FECUNDACION CRUZADA CON MARCADORES
MOLECULARES CO-DOMINANTES: UNA REVISION DE LOS
MODELOS DESARROLLADOS EN LAS ANGIOSPERMAS

La segregacion alélica de uno o varios loci en la progenie de individuos
hermafroditas puede deberse, como ya se menciono, a la combinacion de
autofecundacion y fecundacion cruzada, a partir de la cual se desarrolld el
denominado modelo de apareamiento mixto (Hayman, 1953). Sin embargo,
antes de analizar este modelo revisaremos el modelo de apareamientos al azar
y luego el modelo de autofecundacion completa.

En condiciones silvestres es dificil saber quién o quiénes fueron los dona-
dores de polen de los frutos que observamos en una planta, pero podemos
extraer su ADN y el de su progenie y reconstruir los eventos de apareamiento
que dieron origen a tales frutos gracias a un marcador molecular co-domi-
nante como las isoenzimas, o dominante como los RAPDs (véase capitulo 18
en esta obra).

Modelo de apareamientos al azar

Silos apareamientos en una poblacidn se dan al azar, se espera que la distribu-
cién genotipica de la progenie se comporte en términos del modelo de Hardy-
Weinberg. Supongamos que tenemos los tres genotipos maternos posibles para
un locus con dos alelos, el heter6cigo A A, y los dos homocigos A A, y A A..
Con apareamientos al azar esperamos una distribucion de los tres genotipos
de la progenie como la mostrada en la Tabla 1, en donde p y q representan la
frecuencia de los alelos A, y A, en el polen de la poblacién.

Las casillas izquierda inferior y derecha superior se encuentran vacias, por-
que en un evento de fecundacioén cruzada es imposible que una madre A Ay
A A, produzcan hijos A)/A)y A A, respectivamente. Silos apareamientos son
aleatorios, la distribucion genotipica de la progenie dependera de la frecuencia
de cada uno de los dos alelos en el polen (A y A ) y del genotipo materno.
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Tabla 1. Proporcion genotipica esperada en la progenie

en el modelo de apareamientos al azar

Genotipo Genotipos en la progenie
materno

AlAl AIAZ AZAZ
AA p qau -
AA, Yp “B(p+q) 1 q
AA p q

Aunque en muchas poblaciones naturales es dificil esperar estas frecuen-
cias genotipicas debido a que, por ejemplo, muchos fenotipos se aparean con
fenotipos iguales (apareamientos asortativos positivos), el modelo si constituye
una valiosa hipétesis nula (Ritland y Jain, 1981; Ritland, 1983).

Modelo de apareamientos con autofecundacién completa

La forma mas extrema de endogamia en organismos que se reproducen sexual-
mente es la autofertilizacidn. En estos casos, la tasa de fecundacion cruzada
denominada t es igual a 0 y la de autofecundacion que podemos denominar
s seriaigualas=1-t, es decirs = 1.

En este modelo (Ritland, 1985; Weir, 1996) consideremos un locus diploide
que segrega para dos alelos A, y A, con una frecuencia de p y q en el polen.
Con autofertilizacion esperariamos una proporcion genotipica de la progenie
como la dela Tabla 2, donde H , P, y Q_ representan las frecuencias genotipicas
de A A, A A yAA, respectivamente.

Tabla 2. Proporcion genotipica esperada en el modelo

con completa autofertilizacion

Genotipo Genotipo de la progenie

materno AA AA, AA,
AlAl po __________
AA “H % H % H
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La principal diferencia entre ambos modelos es que en el de apareamientos
aleatorios las casillas intermedias representan la frecuencia de los dos alelos en
el polen que donarian cada uno de los tres genotipos, y en éste, las casillas inter-
medias representan a los genotipos esperados después de la autofecundacion.

Modelo de apareamientos mixtos

Este modelo resulta de una combinacién de los dos anteriores, es decir, del
de autofecundacion (s) y del de fecundacion cruzada (t) (Ritland, 1983). En
éste caso también podemos calcular la proporcion de cada uno de los tres
genotipos de la progenie a partir de una madre con un genotipo heterdcigo
A A, uhomécigo A/A y A A,. Como puede apreciarse en la Tabla 3, p y q
representan la frecuencia de los alelos A y A, en el polen, y t y s la tasa de
fecundacion cruzada y de autofecundacion, respectivamente.

Tabla 3. Distribucién genotipica de la progenie

en el modelo de apareamientos mixtos

Genotipo Genotipo de la progenie

materno AA AA, AA, Otro genotipo
AA s+tp tq 0 - e
AA, Yas+ %t %t(p+q) Yas+ %t tl-p-q)
AA tp s+tq  -----

En éste modelo, al igual que en los anteriores, las casillas vacias correspon-
den a los genotipos que no se pueden producir.

A partir de este modelo podemos obtener una estimacion directa de la tasa
de fecundacion cruzada t, si consideramos por ejemplo, que la proporcién
esperada de progenie heteréciga con una madre homoéciga A A es:

H=tq
pues de esta expresion podemos despejar t como:

t=H/q
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y si tenemos que N | es la progenie heterdciga del total de la progenie (N)
segregada, entonces la estimacion de la tasa de fecundacion cruzada es:

t=N_,/qN

y como s + t =1, entonces también podremos saber qué proporcion de la
progenie proviene de autofecundacion, simplemente comos =1 - t.

Cuando tenemos marcadores moleculares muy variables como los microsa-
télites (ver capitulo 18), entonces las madres heterdcigas son muy informativas.
Es posible hacer una estimacion de la tasa de fecundacién cruzada usando
toda la progenie heterdciga, excepto la A A (parte derecha de la Tabla 3):

t=H/1-p-q

donde H es la progenie heteréciga distinta al genotipo materno.

Sin embargo, cuando estimamos tinicamente la tasa de fecundacion cruza-
da y autofecundacion, podemos estar sobre-estimando la ultima, debido a que
una parte de los apareamientos endogamicos se pueden dar entre parientes
(endogamia biparental).

Generalmente, cuando hay endogamia biparental en una poblacién existe
estructuracién espacial en forma de parches conformados por individuos
emparentados que se cruzan entre si. Si hay endogamia biparental, la t estard
sesgada a una parte de la poblacion. Por lo tanto, si calculamos la diferencia
que existe entre la tasa de fecundacion cruzada calculada a partir de multiples
loci o mutilocus (t_) yla tasa calculada a partir del promedio de un solo locus
o unilocus (t ), tendremos una medida de la endogamia biparental.

Cuando hay endogamia biparental en una poblaci6n la diferencia entre t _
-t siempre positiva, esto es t_ >t , pues t_estard sesgada o restringida a una
parte de la poblacion.

La tasa de fecundacion cruzada a partir de marcadores dominantes

La tasa de fecundacion cruzada en plantas ha sido tradicionalmente obtenida
con isoenzimas. Sin embargo, en ausencia de suficiente polimorfismo, pueden
emplearse distintos marcadores dominantes obtenidos con PCR, que generen
de preferencia un alelo dominante (presencia de banda) en baja frecuencia
en la poblacion. Antes de continuar, hay que recordar brevemente que cuan-
do utilizamos marcadores dominantes se asume que la presencia/ausencia
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de bandas corresponde al fenotipo de un locus con dos alelos, en el que la
presencia de la banda indica un genotipo homocigo dominante o heterécigo,
mientras que la ausencia indica un genotipo homdcigo recesivo (Williams,
1990; ver el capitulo 18).

Imaginemos que obtenemos el fenotipo de siete individuos de una misma
familia, pero que no conocemos el genotipo materno, justo como se muestra
en la Fig. 2. En esas circunstancias un alelo dominante (presencia de banda)
que se encuentre en alta frecuencia en la poblacién sera el marcador menos
informativo. La presencia de la banda A en todos los hijos no nos permite saber
sila planta materna es homociga recesiva, homociga dominante o heterdcigay
por lo tanto, tampoco podremos discriminar qué hijos provienen de un evento
de fecundacioén cruzada. Es decir, esta configuracion no es informativa para
detectar los eventos de fecundacién cruzada.

Por su parte, la ausencia de la banda B en pocos hijos sugiere que el ge-
notipo materno podria ser heterécigo u homdcigo recesivo y aunque esta
configuracién de bandas es mds informativa, los eventos de fecundacién
cruzada tampoco podran ser discriminados con certeza si nos basamos sélo
en este marcador. Finalmente, la configuracién mas informativa es cuando el
marcador esta presente en pocos hijos (banda C). En este caso podemos inferir
que la planta materna tiene un genotipo homaocigo recesivo y la progenie que
tiene el marcador es heterdciga y producto de fecundacion cruzada.

Figura 2. Representacion hipotética de la segregacion de un marcador dominante
entre la progenie (individuos 1 a 7) de una familia en la que no se conoce el genotipo

materno. A, By C representan bandas de distintos pesos moleculares

lo~]

ESTIMACIONES DE LA TASA DE FECUNDACION
CRUZADA EN POBLACIONES NATURALES DE
ANGIOSPERMAS

Un amplio porcentaje de las angiospermas son plantas hermafroditas que
poseen diversos mecanismos florales que evaden los efectos negativos de la
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endogamia. Por lo tanto, promueven la fecundacion cruzada. Sin embargo, a
pesar de las ventajas de la fecundacion cruzada, la transicion evolutiva més
frecuente entre las estrategias reproductivas en las plantas es el cambio a
sistemas predominantemente de autofertilizacion. En la literatura cientifica
se ha propuesto que tanto la autofecundacién como la fecundacion cruzada
pueden ser puntos estables y alternativos en la evolucion de los sistemas
reproductivos (Shemske & Lande, 1985; Barret y Eckert, 1990; ver Apéndice
1) y que muchos de ellos se encuentran en transicion evolutiva hacia estos
puntos alternativos (Charlesworth, 1982). Sin embargo, varias combinaciones
espacio-temporales de las estructuras reproductivas (como el monoicismo),
permiten que una proporcion de la progenie sea producto de fecundacion
cruzada y otra de autofecundacion. Por lo tanto, permiten las ventajas que se
han propuesto para ambas estrategias reproductivas (fecundacion cruzaday
autofertilizacién). Por una parte, la progenie de fecundacion cruzada tiene las
ventajas de la recombinacién (mayor variaciéon genética), mientras que por
otra, la progenie de autofertilizacion asegura el mantenimiento del genotipo
parental, el cual generalmente se encuentra bien adaptado a las condiciones
ecoldgicas prevalecientes. De esta forma, tedricamente una estrategia mixta
puede ser favorecida y estable (Uyenoyama, 2000). De manera que en especies
con sistemas mixtos, esperariamos que la tasa de fecundacion cruzada fuera
intermedia. Hay que recordar que una estrategia mixta, al menos teérica-
mente, podria presentar ventajas selectivas al permitir mds combinaciones
genotipicas que podrian propagarse en diversas circunstancias ecoldgicas
(Holsinger, 2000).

En los sistemas reproductivos asociados a un sistema de incompatibilidad,
es esperable que la tasa de fecundacion cruzada sea de uno o cercana a uno,
mientras que en las especies autocompatibles (que aparentemente no poseen
algin mecanismo para reducir la autofecundaciéon), cercana a cero. Sin em-
bargo, si los atributos del sistema reproductivo no se encuentran asociados a
un sistema de incompatibilidad, la tasa de fecundacion cruzada deberia ser
mixta. Si es asi, la distribucion de la tasa de fecundacion cruzada resultaria en
un continuo desde el 0 al 1, lo cual se contrapone a la distribucion bimodal,
reportada en otros trabajos (Barrett y Eckert, 1990; Barrett et al., 1996).

Con el fin de mostrar la relaciéon de los sistemas reproductivos en las
angiospermas y la tasa de fecundacion cruzada, se realizé una revision de la
literatura publicada a partir de diferentes bases de datos. El criterio para incluir
un articulo en nuestro anlisis implicé el reporte de la tasa multilocus (t )
estimada a partir de cualquier marcador molecular, asi como la descripcion
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del sistema reproductivo y la presencia/ausencia de sistema de incompatibi-
lidad. Los articulos seleccionados abarcaron un periodo entre 1974 y el 2006.
Primero se generd una distribucion de la tasa de entrecruzamiento multilo-
cus para todas las especies sin considerar el sistema reproductivo (Figura 3).
Posteriormente, se agruparon a las especies o poblaciones de una especie, en
los diferentes sistemas reproductivos (Figura 4). Con base en la distribucién
realizamos un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para evaluar si las
diferencias en la tasa de fecundacidn cruzada promedio entre los sistemas
reproductivos eran estadisticamente significativas.

Se incluyeron un total de 131 trabajos que abarcaron 33 familias de an-
giospermas, 86 de los cuales fueron realizados en especies hermafroditas
(47 autocompatibles y 39 autoincompatibles), 2 en especies androdioicas,
20 en ginodioicas, 7 en plantas enantiostilicas, 10 en heterostilicas (4 con
especies distilicas, 3 con tristilicas y 3 con poblaciones monomorficas), 4
en especies monoicas y 2 con polimorfismo estilar. Las estimaciones fueron
divididas en 20 categorias o sistemas reproductivos, algunas de las cuales
corresponden a especies y otras a poblaciones de una especie con variacion
en el sistema reproductivo. Las enzimas fueron el marcador predominante
(116 articulos), pues solamente 8 trabajos se realizaron con microsatélites,
2 con RAPDs y 2 con AFLPs.

El resultado mas importante del analisis, fue el haber encontrado una
distribucién continua de ¢, (Fig. 3) para 118 especies de angiospermas. Esta
distribucién contradice la hipotesis clasica que asume que la autofecunda-
cion y la fecundacion cruzada son puntos alternativos en la evolucion de los
sistemas reproductivos en las angiospermas. Como puede verse en la Fig. 3,
t_no sdlo sigue una distribucion continua, sino que los valores intermedios
son abundantes. Consideramos que el hecho de que tantas especies se en-
cuentren en categorias intermedias significa que una estrategia mixta puede
ser evolutivamente estable.

Aunque la tasa de fecundacion cruzada promedio varié significativamente
entre los sistemas reproductivos que analizamos, claramente no sigui6 una
distribucion bimodal, pues todos los sistemas reproductivos que no presentan
un sistema de autoincompatibilidad, se encuentran en categorias intermedias
de la distribucion (Fig. 4).

El valor promedio mas alto fue para las especies hermafroditas autoincom-
patibles, cercano a 1. El valor mas pequeno es el de las especies monomorficas
compatibles derivadas de especies heterostilicas. El resto de los sistemas que
no difiere mucho del valor més pequefio podrian considerarse mixtos, ya que
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Figura 3. Tasa de fecundacion cruzada multilocus (¢, ) de todas las especies

sin importar el sistema reproductivo ni el sistema de incompatibilidad
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poseen valores entre 0.40 y 0.80 (Fig. 3). Algo que vale la pena resaltar es que
las diferencias en la tasa de entrecruzamiento resultaron ser significativamente
diferentes de cero (F = 4,2448; 6 gl; p < 0.0014). Es decir, las caracteristicas
morfolégicas y fisiologicas asociadas al sistema reproductivo repercuten direc-
tamente en la tasa de fecundacion cruzada.

Debido a que en algunos de los sistemas reproductivos la muestra fue
muy pequeia (por ejemplo PEC, ADC, DIIC y TIC ) no fue posible realizar
las pruebas de comparaciones multiples para detectar las diferencias entre las
categorias reproductivas. Por otra parte, en muy pocos trabajos se reportd la
tasa de entrecruzamiento unilocus y la multilocus, cuya diferencia permite
tener una estimacion de los apareamientos entre parientes. Sin embargo, en
las 6 especies en las que si se reporto, varié de 0.06 a 0.38.

También resulté sorprendente que las especies hermafroditas autocompa-
tibles presentaran una tasa de fecundacion cruzada alta, resultado que podria
ser interpretado de dos formas. Por una parte, el sistema reproductivo no ha
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Figura 4. Tasa de fecundacion cruzada multilocus (¢, ) de veinte categorias en las cuales
se agruparon distintos sistemas reproductivos tanto compatibles como incompatibles.
HC= hermafrodita compatible. EC= enantiostilica compatbile. HEC= hermafrodita con
hercogamia y compatible. PEC= hermafrodita con polimorfismo estilar y compatible.
DIC= distilica y compatible. DEC= dicégama y compatible. GDC= ginodioica, dicégama
y compatible. GC= ginodioica y compatible. EIC(L)= enantiostilica con incompatibilidad
labil. DC= dicégama y compatible. ACD= endrodiodica, dicogama y compatible. TIC(L)=
trstilica con incompatibilidad labil. AIC= androdioica incompatible. DIIC: distilica con
incompatibilidad. TIC= tristilica con incompatibilidad. El cuadro representa la media, el

rectangulo el error estandar y los bigotes la desviacién estandar
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sido descrito en detalle, por lo que es probable que en esta categoria estén
mezclados varios mecanismos que promueven la fecundacién cruzada. Por
otra parte, Husband y Schemske (1996) revisaron la magnitud de la depresion
por endogamia () en plantas y encontraron que el promedio es de 0.23 en las
especies que se autofecundan. Este resultado sugiere que las mutaciones con
efectos deletéreos, aiin en especies muy endogamicas, son dificiles de purgar.
Por lo tanto, el muestreo de hijos en una familia podria estar sesgado a la
progenie que proviene de fecundacién cruzada, ya que es la que en promedio
sobrevive mds y esto sobreestimaria la tasa de fecundacion cruzada.
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Es importante mencionar que aunque existen varias revisiones sobre el
tema, algunas de ellas congruentes con los resultados obtenidos aqui (Vogler
y Kalisz, 2001), éste es el primer trabajo donde se analiza cémo varia la tasa
de fecundacién cruzada entre diferentes sistemas reproductivos. Una de las
principales diferencias de este trabajo respecto a lo reportado en la literatura,
esta relacionado con la propuesta de Schemske y Lande (1985), que sefiala que
el sistema de apareamiento en gran medida esta determinado por la magnitud
de la depresion por endogamia (). Tedricamente cuando § < 0.5 se espera que
se favorezca la evolucion de la autofecundacién y cuando es mayor a 0.5, la
fecundacion cruzada. Es decir, en las especies hermafroditas autocompatibles
una elevada tasa de entrecruzamiento podria estar determinada en parte por
la depresion endogamica. Ellos pusieron a prueba su hipétesis y sugirieron
que las categorias intermedias de ¢, pocas en su revision, debian ser inestables
y que se encontraban en transicion evolutiva a un sistema reproductivo que
promoviera la tasa de fecundacion cruzada o a la autofecundacion. Posterior-
mente los trabajos de Barrett y Eckert (1990) y Barrett et al. (1996) apoyaron
esta hipotesis de la estabilidad de la autofecundacion y la fecundacion cruzada.
Cabe hacer notar que en esos trabajos la tasa de fecundacion cruzada se analiz6
de acuerdo al sindrome de polinizacion de las especies (concepto discutido en
Herrera, 1996), agrupando en cada categoria muchos sistemas reproductivos.
Esta manera de agrupar a las especies puede sesgar los datos hacia uno u otro
lado de la distribucién, debido a que la agrupacion en sindromes de polini-
zacion no toma en cuenta atributos asociados a los sistemas reproductivos.
En nuestra revisién agrupamos a las especies en sistemas reproductivos y
estrategias como la hercogamia, dicogamia y el sistema de incompatibilidad
que, como ya se menciond, son mecanismos que disminuyen la endogamia
y/o promueven la fertilizacién cruzada. Sugerimos que la interpretacion de la
tasa de fertilizacion cruzada debe tomar en cuenta estrategias reproductivas
y no los sindromes de polinizacion.

Una tasa de fecundacion cruzada mixta como la encontrada en este trabajo,
tedricamente podria ser mas estable que puntos alternativos como la autofe-
cundacién estricta o la diecia. Es decir, no existe una razén tedrica clara para
asumir que una estrategia reproductiva mixta es inestable. Ante los retos que
impone la heterogeneidad ambiental, una poblacién con una estrategia de
reproduccién mixta puede mantener las ventajas de una mayor diversidad
genética producto del entrecruzamiento o bien asegurar su permanencia en
la comunidad via reproduccion asexual. Por ejemplo, para Phacelia dubia 'y
Thymus vulgaris (ginodioicas), se ha reportado variacion en la magnitud de
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(8) asociada a las familias maternas. Sobre esta variacion, la seleccion natural
podria favorecer a ciertos genotipos en ciertas circunstancias ecoldgicas, y a
otros cuando éstas cambiaran, generando un escenario de seleccién depen-
diente de las frecuencias. Ante escasez en el nimero de polinizadores, cuellos
de botella o efectos de fundador serian favorecidos los genotipos en donde la
(8) sea menos severa (Del Castillo, 1998; Thompson y Tarayre, 2000).

En las angiospermas la endogamia biparental es el resultado de caracte-
risticas florales y ecoldgicas. Por ejemplo, una dispersiéon limitada de polen'y
semillas, asi como la interaccion entre las plantas y sus polinizadores, influyen
en la distribucién espacial de los genotipos en la poblacién y en el tipo de
cruzas (Hardner et al., 1998). La endogamia biparental es un componente que
tiene un fuerte impacto en la dinamica evolutiva de las poblaciones al grado
que contribuye a la depresién endogamica disminuyendo la viabilidad, el vigor
o la adecuacién de la progenie de cruzas entre individuos enparentados con
respecto a la progenie de individuos no emparentados (Lewis, 1981; Fenester,
1991; Waser, 1993). Los efectos de la endogamia tienden a ser mas severos en
especies de fecundacion cruzada obligada, en donde la endogamia biparental es
el inico modo de (8), mientras que en especies autocompatibles o con sistemas
mixtos esperariamos que fuera menor (Heywood, 1993). Debido a que existe
una relacion negativa entre (8) y la adecuacién de los individuos, la endogamia
biparental podria tener un costo reproductivo alto. A pesar de la importancia
de conocer la magnitud de £ -f_ésta es reportada en mucho menor medida
que la uniparental y las estimaciones indirectas no nos permiten conocer el
grado de parentesco y la magnitud de la depresion por endogamia biparental
y su relacion con la evolucién de los sistemas reproductivos en plantas.

Encontramos algunos reportes de la tasa de entrecruzamiento con mar-
cadores moleculares dominantes. Tradicionalmente, la tasa de entrecruza-
miento se ha estimado a través de marcadores moleculares codominantes,
particularmente enzimas, debido a que se pueden distinguir los tres genotipos
(homécigos de ambos tipos y heterécigos). Sin embargo, existen especies en
las que los niveles de variacidon genética con enzimas practicamente no existen
y la tnica forma de poder obtener la variacién genética necesaria para una
estimacion como la tasa de fecundacién cruzada, es a través de marcadores
muy variables como los RAPDs, AFLPs o ISSRs. Sin embargo, hasta la fecha
adn son pocos los estudios en donde se reporta dicha estimacion, por lo que
es muy dificil llegar a conclusiones generales.

Aunque la relacion entre el sistema reproductivo y la tasa de fecundacion
cruzada estan intimamente ligados, no es muy comun todavia encontrar es-
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tudios o trabajos en donde se haya calculado la tasa de fecundacion cruzada
Y, a su vez, caracterizado finamente el sistema reproductivo de una especie.
Aun asi, pensamos que la revision aporta elementos para evaluar las reper-
cusiones que podria tener la variacion de un sistema reproductivo en la tasa
de fecundacion cruzada. Es decir, mas que comportarse como entidades en
transicion a puntos estables y alternativos, tanto las especies con individuos
que funcionan como entidades reproductivas discretas (como en la heteros-
tilia), como aquellas que presentan variacion cuantitativa, son mas dindmicas
espacial y temporalmente de lo que se ha asumido en los modelos tedricos e
interpretado a partir de datos empiricos.
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Apéndice 1. Definicion de los sistemas reproductivos cominmente

descritos en la literatura y alguna de sus caracteristicas generales

Diecia: poblacion de plantas en donde una
proporcion de los individuos produce flores
estaminadas o masculinas (generalmente el
50%) y la otra proporcion produce flores pis-
tiladas o femeninas. La diecia estd considerada
como la maxima separacion de las funciones

sexuales en plantas (Gebber, 1999).

Monoecia: poblaciones de plantas en donde
cada individuo posee flores pistilidas y esta-
minadas. A diferencia de la diecia, aqui las
flores masculinas y femeninas estan separadas
dentro de un mismo individuo mas que entre
éstos. Algo interesante es que la diecia puede
evolucionar a partir de la monoecia (Gebber,
1999).

Heterostilia: polimorfismo genético en el que
dentro de una poblacion coexisten dos (disti-
lia) o tres (tristilia) morfos o formas florales
que difieren reciprocamente en la longitud
de las anteras y los estambres (hercogamia

reciproca). Este polimorfismo ademds esta
acompafiado por un sistema de autoincompa-
tibilidad que evita la fecundacion intra planta
e intra morfo y una serie de caracteristicas
morfo-fisioldgicas asociadas con las diferentes

morfologias florales (Barret, 1992).

(Contintuia)
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Apéndice 1. Definicion de los sistemas reproductivos comtiinmente

descritos en la literatura y alguna de sus caracteristicas generales (continiia)

Ginodioicismo: Coexistencia de plantas
hermafrodita y plantas hembra en una misma
poblacion. La frecuencia de hembras puede
variar entre poblaciones y entre aios dentro
de una poblacién. Ademds se ha propuesto
que el ginodioicismo constituye uno de los
primeros pasos y quizds el mds importante en
la evolucion de la diecia (Gebber, 1999).

Androdioicismo: Coexistencia de plantas
hermafrodita y plantas macho en una misma
poblacion. En un principio el androdioicismo
también era considerado como una via de
evolucidn a la diecia. Sin embargo, ahora se
sabe que la mayoria de las veces constituye una

reversion de la diecia (Panel, 2002).

Dicogamia: término general utilizado para
referirse a poblaciones de plantas hermafro-
ditas donde las funciones sexuales masculina
y femenina de cada individuo se separan tem-
poralmente. Cuando la funcién sexual que pri-
mero madura es la masculina, se les denomina
protandricas. Cuando por el contrario, la que
primero madura es la femenina, entonces se les

conoce como protoginicas (Gebber, 1999).

W
W
y
y

(Contintia)
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Apéndice 1. Definicion de los sistemas reproductivos cominmente

descritos en la literatura y alguna de sus caracteristicas generales (continiia)

Enantostilia: Poblaciones de plantas compues-
tas de dos formas florales. Las formas florales
estan caracterizadas por presentar las estruc-
turas reproductivas femeninas y masculinas de
forma especular, como en un espejo. Hay es-
pecies en las que en cada planta se encuentran
las dos formas florales en un mismo individuo,
como en las monoicas y en otras por el con-
trario, se encuentran separadas en individuos,
como en las dioicas. Practicamente no existen

trabajos al respecto (Barret, 2004).

Hercogamia: Separacion espacial de las anteras
y los estigmas en una misma flor. La hercoga-
mia reciproca se refiere a la coincidencia en
la misma posicion del estigma y las anteras
de dos tipos de flores ejemplo: las plantas

heterostilicas.

Polimorfismo estilar: este polimorfismo hace
referencia a poblaciones de plantas con dife-
rencias en el largo de los estilos. Generalmente
estan compuestas de plantas con hercogamia
aproximada donde los estigmas estdn por en-
cima de las anteras y otro tipo de hercogamia
menos frecuente es la reversa en donde los

estigmas quedan por debajo de las anteras.

Sistema de incompatibilidad: Mecanismo
fisioldgico que impide la autofertilizacién.
Esta basado en la habilidad de las células de la
epidermis estigmdtica para distinguir la pre-
sencia de polen genéticamente similar, inhibir
la germinacién y el subsecuente desarrollo del
tubo polinico (Nasrallah, 1997).

Ty
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LA CLONALIDAD Y SUS EFECTOS
EN LA BIOLOGIA DE POBLACIONES

Maria C. Mandujano Sdanchez

La clonalidad y sus efectos en la biologia de poblaciones pueden entenderse
si partimos del hecho de que buena parte de la teoria en ecologia, genética,
fisiologia, conducta y evolucion se ha desarrollado usando los individuos como
punto focal; por ejemplo, la ecologia se define como la ciencia que estudia las
interacciones que regulan los patrones de distribucién y abundancia de los
individuos (Krebs, 1985). El desconocimiento de la biologia de poblaciones
de especies clonales estriba precisamente en que las teorias ecologicas y evolu-
tivas se han desarrollado para entender organismos unitarios (Harper, 1977),
mientras que las especies clonales forman mas de un individuo con la misma
composicion genética, lo que dificulta la definicién de individuo. Por ello los
estudios de las plantas clonales se han desarrollado recientemente.

En sus inicios los trabajos genéticos y demograficos utilizaron como
sistemas de estudio especies que no tuvieran “complicaciones™: plantas
de ciclo de vida corto (generalmente anuales), sin propagacion vegetativa
(aclonales) y hermafroditas (Bierzichudek, 1982). Ya que de manera general
los modelos poblacionales y los genéticos se han desarrollado para especies
unitarias, primordialmente animales (incluido el hombre), la problematica
que se mencionara en este capitulo sobre estudiar o modelar la clonalidad
podria generalizarse a otros atributos que dificultan el entendimiento de
la biologia de las especies, como el dioicismo, el cambio de sexo mediado
por condiciones ambientales, la presencia de generaciones superpuestas, la
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estructura poblacional por tamaio y la longevidad prolongada. La tendencia
a estudiar organismos de ciclo de vida simple se refleja en la proporcion de
estudios demograficos y genéticos de especies con esas caracteristicas que se
puede observar en el trabajo de revision de los atributos de historia de vida
de 66 especies de plantas elaborado por Silvertown et al. (1993). Estos auto-
res compilaron y analizaron informacién de todos los trabajos demograficos
publicados hasta 1993, observando que en esta muestra de estudios el 68% de
las especies son herbaceas y el 44% presentan clonalidad. Entre las causas de
este sesgo destacan la facilidad para completar los estudios demograficos en
corto tiempo y el uso directo de los modelos teéricos (basados en el individuo)
para estimar la mortalidad y la adecuacion. En cuanto a los estudios genéticos,
gran parte de los trabajos que se han realizado con plantas clonales incluyen
un muestreo dirigido (ver Silva y Eguiarte, 2003; Clark-Tapia et al., 2005) con
el objetivo de evitar en lo posible colectar individuos que presenten el mismo
genotipo (ramets de un genet, ver mas adelante). En este sentido, existe un
rezago considerable en cémo modelar la biologia de las poblaciones clonales,
ya que inicialmente se considero la clonalidad como un “ruido ambiental” que
complicaba considerablemente la modelacion de la biologia de las poblaciones,
ya que lleva a sobreestimar el nimero de individuos (genets) y porque los
patrones de distribucion espacial que se generan por la clonalidad afectan los
supuestos de la reproduccion aleatoria por dos mecanismos: aumentando la
endogamia o disminuyendo la adecuacién por depresion endogamica.

La conceptualizacion de lo que es un individuo es una de las cuestiones
centrales en las plantas clonales. La principal separacion se ha realizado entre
los individuos unitarios y los individuos clonales (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los organismos unitarios, aclonales y clonales.

*Excepcion son los gemelos univitelinos

Atributo Organismo unitario ~ Organismo aclonal ~ Organismo clonal
Unidad de construccién Unitario Modular Modular
Crecimiento Determinado Determinado o indeterminado
Indeterminado

Integracién (conexién  Si St Potencialmente
fisica entre partes) independientes

(Contintia)
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Tabla 1. Caracteristicas de los organismos unitarios, aclonales y clonales.

*Excepcion son los gemelos univitelinos (continiia)

Atributo Organismo unitario ~ Organismo aclonal ~ Organismo clonal
Movimiento Moviles Sésiles Sésiles y

desplaza

miento local
Dispersion de Grandes distancias Grandes distancias  Localizadaya
propagalos o vastagos grandes distancias
Ejemplo Animales, todos Gimnospermas, Algas, pastos

en la clase aves manglares marinos, nopales

y mammalia*

Si esta separacion no es clara, las conclusiones que se obtengan de cual-
quier estudio tendran problemas importantes. Por ejemplo, existen al menos
cuatro aspectos en los que se ha identificado claramente esta problematica:
i) los organismos clonales tienen la capacidad de fragmentarse en piezas mas
pequenias, lo que hace que las estimaciones demograficas sean muy dificiles
tanto de medir como de analizar; ii) conforme los clones se desarrollan y
crecen se puede especular que la diversidad genética dentro de estas pobla-
ciones disminuye; iii) la forma en la que los organismos clonales ocupan el
espacio -si colonizan el espacio como falange o guerrilla (Harper, 1985) y si
estan conectados o desconectados- dificulta explicar su integracion funcional
o su sobrevivencia; y iv) por su demogratia fragmentada y la acumulacién
de mutaciones somaticas es dificil establecer claramente cudl es la unidad de
seleccion en estos organismos, por ejemplo se ha estimado que la longevidad
de clones de Larrea tridentata hasta de 10,000 afos (Vasek, 1980) y se ha
observado que un mismo genet del nopal rastrero puede presentar ramets de
nueve tallas distintas (Mandujano et al., 2001).

ORGANIZACION JERARQUICA EN PLANTAS CLONALES
Y DEFINICIONES OPERATIVAS

En la literatura existe mucha variacion en la terminologia de plantas clonales,
por lo que resulta importante tratar de aclarar los conceptos. La confusion
tiene un origen filosofico, ya que algunos autores consideran que la clonalidad
es una forma de crecimiento, mientras que otros consideran que es una forma
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de producir progenie. En esta seccidn se presentan diferentes definiciones de
poblacién, individuo, mdédulo, genet y ramet. Asimismo, dado que las especies
clonales funcionan en diferentes etapas de su vida como conjuntos y que poten-
cialmente pueden independizarse fisioldgicamente, los organismos modulares,
que son clonales, pueden estudiarse en distintos niveles de organizacion.

El médulo esla unidad de construccion basica que se repite o itera a medida
que el individuo crece, es el nivel mas sencillo; se defini6 originalmente como
una hoja, una yema axilar y un entrenudo, pero dependiendo del organismo
puede definirse y corresponder a otra estructura (Harper 1977, 1985). Asi, el
modulo apropiado para la descripcion de un organismo como un conjunto de
partes depende de la especie bajo estudio. Por ejemplo una penca o cladodio
en Opuntia (Cactaceae), un tubérculo en Mammillaria (Cactaceae), un bulbo
en una orquidea, entre otros (figura 1). El médulo per se o una agrupacion
de ellos puede originar una unidad, individuo u organismo potencialmente
independiente (unidad denominada ramet). Todos los organismos que se
formen (juntos o separados por cualquier mecanismo) producto de un cigoto
forman un genet (algunos utilizan el término clona; Harper 1985; Jackson et al.,
1985; Tiftney y Niklas, 1985), que es un individuo con la misma composicién
genética (de cualquier tamano y ocupando cualquier extension), por lo que
un ramet es una parte del genet.

Figura 1. Genet de un nopal hipotético (Opuntia spp.). El tamao del genet es de 6 cladodios
o pencas, cada cladodio es un ramet, aunque este nopal puede llegar a fragmentarse y

formar ramets de diferente talla

Ramet: 3 cladodios

Ramet: 1 cladodio
Genet: individuo
con 6 cladodios

Ramet: 2 cladodios
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El problema es en realidad definir unidades real o potencialmente inde-
pendientes para hablar entonces de “crecimiento clonal” o reproducciéon o
propagacion vegetativa. Posiblemente la base para iniciar cualquier trabajo con
especies clonales sea caracterizar con claridad el nivel en el que se elaboraran
las conclusiones, ya sea poblaciones, genets, ramets o0 médulos (figura 2).

Figura 2. Niveles de organizacion en las plantas clonales. Se muestran los médulos, ramets,
genets y una poblacién modelo de 2 genets con una forma de vida cespitosa, similar a

Ferocactus robustus (Cactaceae)
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Dentro del circulo gris se ejemplifica una forma de clonacion del tipo fision o fragmentacion a partir de
una planta focal originada de semillas que se establece (tiempo t) y crece (tiempo t+1), posteriormente
la planta establecida se divide en dos mds pequefias (tiempo £+2) y sigue su crecimiento a la siguiente
estacion (tiempo t+3). Todos los individuos dentro del circulo gris conforman el genet 1. En el circulo
blanco se ejemplifica otra forma de fragmentacion en la que la planta original nacida de semilla sufre
muerte tisular de unos médulos (por envejecimiento, falta de recursos, enfermedad, etc.) y con el
tiempo queda separada en dos individuos sin ninguna conexion. Todo los individuos que estan en el
circulo blanco son el genet 2. El nimero de individuos se modifica a través del tiempo, en este ejemplo
no representamos nuevo reclutamiento via semilla por lo que el nimero de genets es siempre igual a
dos, el nimero de ramets se modifica en el tiempo, 3 ramets en ¢ + 2, y cuatro ramets en f +3

Entenderemos a las poblaciones como un conjunto de individuos de la
misma especie que comparten un espacio y un tiempo determinados y se
reproducen entre si (Begon et al., 1996; Silvertwon y Lovett-Doust, 1993;
Gotelli, 1995). Generalmente existe una definicion practica del individuo
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fisiologico que no esta basada en un criterio genético estricto, en donde un
individuo es cualquiera que se vea claramente separado como una unidad
independiente en su parte vegetativa aérea (sensu Cook, 1979). De alli es
evidente que en las poblaciones de especies clonales habra mas de un in-
dividuo fisiolégico con un mismo genotipo, aunque posiblemente su talla
tendera a adjudicarle distintas posibilidades de sobrevivencia y fecundidad
(Caswell, 1985). Otra propuesta interesante de individuo es la elaborada por
Janzen (1977), quien sugiere que en las especies de organismos unitarios y
en las aclonales existe un unico individuo que es la unidad evolutiva; por el
contrario, en las especies clonales existen varias unidades evolutivas, ya que
considera implicitamente que habra copias del individuo genético (ramets)
que tendrdn cada una un posible destino diferente como unidad evolutiva
independiente.

La mayoria de los trabajos publicados sobre ecologia de poblaciones de
plantas clonales presentan andlisis al nivel de ramet (Huenneke y Marks, 1987;
Eriksson, 1988; Nault y Gagnon, 1993; Madujano et al., 2001) ya que no se
puede diferenciar un genet de un ramet si no se usan técnicas moleculares
(ver Eriksson, 1993; Liston et al., 2003; Clark Tapia et al., 2005). Un niimero
reducido de investigaciones se han realizado a nivel de demografia de médulos
(v.g. Lopez Portillo et al., 1996; Golubov et al., 2004) y la mayor parte de la
investigacion en plantas clonales es en el campo ecofisioldgico (Watson, 1984;
Wijesinghe, 1994; Falinska, 1995).

TIPOS DE CLONACION Y FRECUENCIA DE CLONALIDAD
EN LAS PLANTAS

Tiffney y Niklas (1985) estimaron que el crecimiento clonal se presenta en
aproximadamente 70% de las angiospermas (figura 3), mds frecuentemente
en las monocotiledoneas que en las dicotileddneas, aunque se presenta tam-
bién en muchas otras familias taxondmicas. Como resultado, las especies
clonales son elementos importantes en todas las floras y estan presentes en
todos los hébitats, tanto terrestres como acuaticos. Sin embargo, la clonalidad
puede presentarse como un requerimiento ontogenético en algunos taxa y el
crecimiento clonal puede expresarse como una opcioén ecoldgica (Mogie y
Hutchings, 1990). Es decir, aunque no sea parte de su programa de desarrollo,
ciertas condiciones ambientales pueden favorecer o propiciar la apariciéon de
la clonalidad en cualquier planta, debido a la presencia de tejido no diferen-
ciado en los meristemos.
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Figura 3. Mas de la mitad de las familias de plantas vasculares cuentan con especies cuyos
representantes tienen un ciclo de vida complejo, esto es, que su fecundidad y sobrevivencia
dependen del tamarfio o estado de desarrollo, la edad no afecta su conducta demogréfica y

pueden generar vastagos de origen sexual, asexual, y clonal
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Independientemente del origen y la capacidad del taxén para clonar, los
diferentes tipos de crecimiento se han agrupado en cuatro categorias: 1)
crecimiento establecido, dado por el inicio del desarrollo de un organismo
individual a partir de un propagulo; 2) crecimiento restaurativo, donde el dafio
local del individuo se repara -como sanar o cicatrizar una herida a través de
la formacion de tejido calloso; 3) crecimiento regenerativo, que involucra la
reparacion y el reemplazo de 6rganos daiados -como el crecimiento de una
rama que se ha cortado; y 4) el crecimiento reproductivo, dado por la dupli-
cacién del individuo fisioldgico (Tiffney y Niklas, 1985; tabla 2).

El crecimiento reproductivo o propagacion vegetativa - que es la que nos
interesa- puede ser de dos tipos: i) reiteracion traumatica, definida como la
produccién de un nuevo individuo inducida por estrés (como la produccion
de bulbilos en los magueyes por dailo mecanico del escapo floral; Arizaga y
Ezcurra, 2002) o bien ii) la reiteracién programada, como la produccién de
un nuevo individuo por un meristemo como parte normal del desarrollo (en
todas las especies con estolones, tipico en gramineas).

Estos tipos de produccidon de ramets pueden a su vez subdividirse en
dos tipos de crecimiento con conexién y sin conexidén a la planta madre
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(clonal growth linked and nonlinked; Tiffney y Niklas, 1985). El crecimiento
clonal sin conexion a la planta madre se caracteriza porque las estructuras
pueden ser dispersadas mads alld de la planta madre por vectores biéticos o
abioticos, no por el crecimiento de una rama o raiz, y la descendencia no
tiene una conexidn vascular. La propagacion sin conexion incluye todas
las formas de pseudoviviparidad, bulbilos, frutos abortados o plantlets,
la planta completa y semillas formadas por agamospermia, asi como to-
das las estructuras que sean comparables con la semilla en cuanto a sus
funciones ecoldgicas.

La propagacion clonal sin conexiones se ha agrupado en cuatro grupos
distintos: i) un meristemo axilar se desarrolla y forma a una planta adulta
independiente de la madre; ii) gema/bulbilo, las nuevas plantas se producen
a través del crecimiento de un callo, una unidad indiferenciada de tejido dis-
persable o del crecimiento de una planta pequena especializada, diferente de
la madre y capaz de ser dispersada - en ambos casos, la unidad de dispersion
no es morfolégicamente madura hasta que es dispersada y se establece; iii)
la agamospermia, que incluye todas las formas de crecimiento clonal en las
que no se presenta el proceso meidtico y se forman embriones diploides de
manera asexual -en plantas con semillas un gametofito no reducido puede
formarse directamente de tejido diploide del esporofito del évulo o de una
megaspora no reducida (Pimienta Barrios y del Castillo, 2002); y iv) la poliem-
brionia por divisién que se refiere a la produccion de mas de un embrién a
partir de un solo cigoto fecundado (gemelos; Tiffney y Niklas, 1985; Pimienta
Barrios y del Castillo, 2002). En algunas especies clonales las estructuras
sexuales pueden modificarse y dar origen a un nuevo individuo vegetativo,
un fenémeno denominado pseudoviviparidad. Este fenomeno se ha repor-
tado para varias familias como Crassulaceae, Oxalidaceae, Polygonaceae,
Saxifragaceae, Bromeliaceae, Poaceae, Juncaceae, Liliaceae y Gesneriaceae, y
es muy comun en ciertas especies de los géneros Opuntia'y Cylindropuntia en
Cactaceae (Anthony, 1954; Hicks y Mauchamp, 1999; Palleiro 2000; Palleiro
et al., 2006), en Agave macroacantha de la familia Agavaceae (Gentry, 1998;
Arizagay Ezcurra, 1995) asi como en especies de ambientes extremos como el
articoy el desierto (Elmqvist y Cox, 1996). Las combinaciones de crecimiento
reproductivo detalladas anteriormente nos arrojan un total de siete tipos de
organismo clonal (tabla 2).



LA CLONALIDAD Y SUS EFECTOS EN LA BIOLOGIA DE POBLACIONES 223

Tabla 2. Tipos de crecimiento reproductivo o propagacién clonal.
*Reproduccion asexual, en donde existe desarrollo embrionario

pero no hay recombinacidn, solo es el genotipo materno

Tipo de organismo

i) Reiteracién

traumatica con conexion Tocones de arboles 1
sin conexién Esquejes (rama o tallo
que se introduce en II

la tierra y produce una
nueva planta)

Hojas (p. €j. violetas africanas)

ii) Reiteracion

Crecimiento reproductivo

programada con conexion I
sin conexion Meristemo axilar v

Gema/bulbilo/plantlet v

Semilla* Agamospermia VI

Poliembrionia VII

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA CLONALIDAD

Las ventajas de la clonalidad son una ventana casi inexplorada hasta muy
recientemente y producto de una visiéon mas novedosa, en donde ciertos
autores consideran que la clonalidad es una adaptacion (Mogie y Hutchings
1990, Mandujano et al., 2001). Esto se debe a que la clonalidad puede apa-
recer como una opcion ecolégica que permite alterar diversos atributos de
historia de vida a favor de la dispersion de un genet (genotipo) en el tiempo y
en el espacio. Por ejemplo, permite que algunas especies anuales, inmoéviles y
monocarpicas se transformen en especies perennes, “méviles” y policarpicas
(Mogie y Hutchings, 1990). Un ejemplo es el de las especies del género Agave,
cuya roseta es monocarpica pero al producir hijuelos vegetativos el genet es
iteroparo (Arizaga y Ezcurra, 1995, 2002).

Otra ventaja es que es relativamente poco costosa, ya que no se necesitan
los accesorios necesarios de la reproduccion sexual para atraer a los polini-
zadores, como la produccion de flores y recompensas como néctar, aromas
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y polen para poder formar semillas; asimismo, permite mantener genotipos
eficientes que han sido exitosos en el medio ambiente (ver Eguiarte et al.,
1999). En contraste, tiene la desventaja de que las plantas pueden tener una
dispersion reducida (en comparacion con las semillas), porque generalmen-
te los propagulos clonales son mas grandes y no cuentan con mecanismos
desarrollados de dispersion. Sin embargo, esta limitacion se puede librar
produciendo semillas asexualmente como en la agamospermia o en algunos
casos propagulos muy moéviles como los de las especies acudticas y marinas
(Reusch et al., 1998; Richards et al., 2004).

Estudios detallados sobre la clonalidad en filogenias de muchos grupos
sugieren que ha evolucionado mas de una vez de manera independiente, que
las estrategias de produccion de tipo de propagulo son muy diversas y que
no es un atributo ancestral, lo que apoya la idea de que la clonalidad es un
caracter adaptativo (Tiffney y Niklas, 1985; Mogie y Hutchings, 1990).

DEMOGRAFIA: ESTRUCTURA Y DINAMICA

Como se menciond al inicio de este capitulo, el desconocimiento de la biolo-
gia de poblaciones de especies clonales estriba en que las teorias ecologicas y
evolutivas se han desarrollado para organismos unitarios. Como hemos visto,
existen 3 niveles de organizacion en los que puede analizarse la demografia
de una especie: el modulo, el ramet y el genet, aunque lo mas frecuente es
analizar la estructura poblacional en los dos ultimos niveles. Una de las ra-
zones por las que la demografia de plantas no provee la misma informacion
que la demogratfia de los animales, es porque en el primer caso, el conteo de
individuos no es tan simple. En plantas no siempre estamos contando el nd-
mero de individuos genéticos (genets) sino a los ramets, por lo quela tasaala
que la poblacién crece o decrece siempre estd sobreestimada. Este es el gran
problema en demografia de plantas clonales, por lo que entonces tenemos que
definir el nimero de individuos o genets en nuestra poblacion y el nimero
de ramets que contiene. Sin embargo, la gran ventaja de estudiar la respuesta
demografica o de historia de vida a nivel de ramets es que podemos evaluar
el desempefio del mismo genotipo en distintos escenarios: tamanos, edades
y estados de desarrollo, entre otros.

Podemos hacernos exactamente la misma pregunta que en cualquier
estudio de ecologia de poblaciones: ;qué determina el crecimiento de una
poblacion? sin olvidar que lo relevante es definir si nuestra poblacion es de
modulos, de ramets o de genets.
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Los procesos que determinan el nimero de individuos en nuestra pobla-
cién seran la natalidad o nimero de individuos que nacen en una poblacién
(B), la mortalidad o nimero de individuos que mueren en la poblacién (D)
y la migracion (individuos que inmigran I y los individuos que emigran E).
Cabe mencionar que los procesos migratorios son generalmente ignorados
en los modelos, ya que en la mayoria de los casos son muy dificiles de medir
(véanse los capitulos 2 y 5 de este libro).

El modelo basico que determina el numero de individuos en cualquier
intervalo de tiempo (N,) y que originalmente fue desarrollado para genets,
pero que opera en la misma forma para ramets o modulos es (ecuacion 1):

N, =N+B+I-D-E (ecuacién 1)

t+1

N, =AN,

t+1
Para cualquier tiempo: N, = AN,

inicial

(ecuacion 1.1)

N =b-d-I-E (ecuacién 2)
N, =N, e" (ecuacién 2.1)

A partir del modelo sencillo expresado en la ecuacién 1 se han desa-
rrollado todos los modelos que permiten medir la tasa de crecimiento de
cualquier poblacidn, generalmente haciendo la elecciéon del modelo de
acuerdo al ciclo de vida de la especie y a la duracién del mismo, al momento
en el que ocurre la reproduccion, o si las generaciones son discretas o so-
brepuestas. Por ejemplo, las expresiones mas elementales para describir el
numero de individuos de cualquier poblacién con crecimiento poblacional
discreto son las ecuaciones 1 y 1.1 o con crecimiento poblacional continuo
las ecuaciones 2 y 2.1. Las ecuaciones 1.1 y 2.1 se usan para la proyeccion
del tamafio poblacional en el tiempo. Ambos modelos pueden posterior-
mente utilizarse de manera similar en poblaciones que se estructuran o se
subdividen por edades, estadios de desarrollo o tamafo de los individuos
(ver Caswell, 2001).

La tasa de crecimiento poblacional se puede calcular directamente a partir
de estimar las tasas instantaneas de natalidad (b) y de mortalidad (d) de indi-
viduos b=B/N 'y d=D/N, respectivamente. El pardmetro maltusiano (r o tasa
intrinseca de crecimiento poblacional) puede estimarse directamente para
poblaciones no estructuradas como r = (b-d) individuos/ind/tiempo. Por otro
lado, la tasa finita de crecimiento poblacional denominada lambda () puede
estimarse al dividir el nimero de individuos en la poblacién de un tiempo al
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otro,donde A =N, /N, vy facilmente se puede ir de un modelo continuo a un
modelo discreto con la relacion entre las tasas de crecimiento de A = e" (InA =
1) (Gotelli, 1995; Caswell, 2001). Ambos estimadores nos dicen si la poblacion
esta creciendo. Si r vale cero, la poblacion se mantiene con el mismo niimero
de individuos (poblacién en equilibrio); si  es mayor a cero, es decir positiva,
su valor sefiala el nimero de individuos que se producen por cada individuo
existente en la poblacién en una unidad de tiempo; si r es negativa, entonces
la poblacién pierde los individuos que indica su valor, por cada individuo
presente en la poblacion, por eso es una tasa per capita. Por su lado, lambda
(1) es una tasa adimensional (no tiene unidades), siempre es positiva y nos
indica en qué proporcion esta cambiando la poblacidn, si es menor a uno la
poblacién disminuye y si es mayor a uno la poblacién crece.

En poblaciones estructuradas se puede trabajar con tablas de vida (pobla-
ciones estructuradas por edad; Gotelli 1995) o con modelos matriciales pobla-
cionales (para cualquier tipo de estructura; por ejemplo diferente sexo o estadio
de desarrollo; Caswell, 2001). Es importante senalar que en organismos clonales
generalmente no se conoce la edad y que pueden permanecer en la misma cate-
goria de estado o de tamario de un tiempo a otro, por lo que el modelo adecuado
es el de crecimiento discreto, matricial y de tipo Letkovitch (1965; Mandujano
et al., 2001). Este modelo matricial permite que el crecimiento de la poblacion
se estime por la iteracion de un vector de densidad poblacién por una matriz de
transiciones que resume los atributos demograficos (power method; Letkovitch,
1965; Caswell 2001) como natalidad, fecundidad y sobrevivencia. Esta matriz
se calcula con los datos del destino de individuos, etiquetados e identificables
claramente, de una temporada de crecimiento a otra, generalmente anual, y
sus fertilidades (figura 4, tabla 3; ver Golubov et al., 1999, para el estudio de
caso de un arbol; Mandujano et al., 2001, de un nopal; Golubov et al., 2004, de
modulos). Este modelo sigue la ecuacién:

n.,=A, (ecuacién 3)
donde 1, son los vectores poblacionalesen ty t + 1,y A es la matriz de tran-
siciones demograficas.

Hay que tomar en cuenta que en los organismos clonales tenemos procesos
demograficos diferentes a los que se presentan en organismos unitarios; estos
procesos ocurren de una estacion a otra (i.e., de t a t+1). Por ejemplo, la per-
manencia en el mismo estado de desarrollo (p. ej., plantula, juvenil, adulto);
el crecimiento o salto mas alla de la categoria de tamafio inmediata (p. ej. en



LA CLONALIDAD Y SUS EFECTOS EN LA BIOLOGIA DE POBLACIONES 227

Figura 4. Este es el ciclo de vida de un cactus clonal estructurado en 4 estadios o categorias
de desarrollo (circulos o nodos). La primera categoria corresponde a semillas, J1 y J2 son
las categorias de juveniles y la cuarta categoria es de los adultos. Los adultos son los tinicos
que se reproducen; cada individuos produce 80 semillas (flecha sélida) y 2 hijos clonales de
tamano J1 (flecha punteada). Las flechas debajo de los nodos indican la posibilidad de que
un individuo de la clase J1, J2 y adulto permanezca en el mismo estado de desarrollo de un
tiempo t a otro t+1. Las flechas inmediatras entre un nodo y otro indican la probabilidad de

transito o crecimiento de una categoria a la siguiente. Finalmente, la flecha de adulto a J2

indica el regreso de un adulto a la categoria J2 por achicamiento

épocas de muchos recursos los individuos tienen la capacidad de crecer acele-
radamente, mds que en una estaciéon promedio); el encogimiento a cualquier
talla menor (p. ¢j. si un individuo es comido por un herbivoro y pierde bio-
masa); el regreso a otro estado de desarrollo o la presencia de diferentes tipos
de recién nacidos (p. ej. los individuos que se pueden reclutar en la poblacién
se originan de semilla, estolones, raices, rosetas (chupones), cladodios caidos,
frutos abortados o escapos dafiados, entre otros; figura 4). El tipo de recluta,
hijuelo, vastago o de recién nacido es importante demograficamente porque
le puede conferir una adecuacion diferencial, ya que se ha demostrado que los
vastagos de origen sexual y clonal difieren en sus capacidades de sobrevivencia
y reproduccion, y presentan marcadas diferencias en cuanto al habitat en que
se establecen (Mandujano et al., 1998). Las especies de nopal son ejemplos
de organismos de ciclo de vida complejo: en Opuntia rastrera (Mandujano et
al., 2001) existen dificultades para caracterizar genets y ramets, los distintos
tipos de recién nacido, las ventajas de los tipos de hijos en diferentes habitats
y ademas, existe la cuestion de la relacion entre el tipo de hijo, el tamaro y el
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genotipo que se puede seleccionar (Caswell, 1985). El trabajo de Mandujano
et al. (2001) es un ejemplo de como se integra en un modelo demografico a
la clonalidad (crecimiento vs. fecundidad clonal).

DISTRIBUCION ESPACIAL DE INDIVIDUOS EN ESPECIES
CLONALES Y FRECUENCIA DE RECLUTAMIENTO
CLONAL EN LAS POBLACIONES

El patrén de distribucion espacial de los individuos en las poblaciones (uni-
forme, agregado o aleatorio) es uno de los temas mas trabajados en ecologia
(MacArthur, 1984). Ademas de describir como es el patron per se, se trata de
explicar sus causas y sus consecuencias. Generalmente se ha encontrado que
las especies de plantas clonales (primordialmente las terrestres) presentan un
patron agregado o contagioso (Reush et al., 1998; Palleiro, 2002; Shimizu et
al., 2002; Carrillo Angeles, 2006) cuyas explicaciones estdn relacionadas con
la baja dispersion de los propagulos (tabla 1). En este apartado es otra vez
muy importante delimitar la categoria en la que vamos a describir el patrdn,
porque los ramets pueden presentar una distribucién agregada, pero los
genets podrian distribuirse en el espacio de una forma aleatoria (figura 5).
También podria ocurrir que dos tipos de véstago presenten el mismo tipo de
distribucién espacial pero por causas ecoldgicamente distintas. Por ejemplo,
los ramets de Ferocactus robustus se distribuyen de forma agregada porque los
propagulos vegetativos se establecen cercanos a la planta progenitora, mien-
tras que los genets también se distribuyen de manera agregada pero porque
las plantulas se establecen asociadas a plantas nodrizas que las protegen de la
radiacion y de los herbivoros (Carrillo Angeles, 2006).

En general se espera que los vastagos que pueden dispersarse a grandes
distancias (p. ej. semillas) den origen a patrones de distribucion aleatorios. En
este sentido, se sabe que el reclutamiento de individuos mediante reproduccion
sexual suele ser poco frecuente en numerosas especies clonales y puede llegar
ano presentarse (Grant y Grant, 1980; Eriksson, 1988, 1993), particularmente
en especies de suculentas que habitan en zonas aridas en donde 1 semilla de
14 millones que se produjeron sea la que llegue a establecerse (Mandujano et
al., 1998; Mandujano et al., 2001). Muchas de estas plantas generan nuevos
individuos principalmente a través de propagacion vegetativa, la cual en una
base anual es de 100 a 50% mas frecuente que la reproduccion sexual (Arizaga
y Ezcurra, 1995; Mandujano, 1995; Mandujano et al., 1996; Arizagay Ezcurra,
2002) y generalmente produce patrones de distribucion agregada.
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Figura 5. El recuadro reticulado representa una parcela de 21 x 21 m (los cuadritos
son de 1 x 1 m) donde se localizan los ramets y genets de Opuntia rastrera (Cactaceae).
Los genets estan representados por las sombrillas que comparten el mismo color.
En este caso se observa que los mismos ramets estan agrupados, mientras

que el patron de distribucion de los genets no

¥ .

Por otro lado, la clonalidad parece estar relacionada con ciertos ambientes
caracterizados por presentar condiciones extremas y variables en el tiempo
(Grime, 1982; Elmqvist y Cox, 1996). En estos ambientes la propagacion ve-
getativa puede resultar ventajosa, ya que varios genotipos bien adaptados a
las condiciones pueden mantenerse y los individuos originados por esta via
pueden tener menos dificultades para establecerse. Sin embargo, aunque la
reproduccion sexual puede provocar la pérdida de genotipos bien adaptados,
es principalmente por este mecanismo que se forman nuevas combinaciones
genéticas que pueden resultar a su vez altamente ventajosas en un ambiente
particular (Willson, 1983; Eguiarte et al., 1999; Kanno y Seiwa, 2004).

La distribucién no aleatoria de los ramets en un drea particular, como ya
se ha dicho, provoca que los principales supuestos bajo los que operan tanto
los modelos poblacionales como los genéticos se violen, en particular el de la
panmixia. La expansion de clones en especies xendgamas (que se entrecruzan)
representard una desventaja en comparacion con la expansion de clones en
las especies autégamas (que pueden autocruzarse), ya que la propagacion
clonal puede interferir con los patrones de dispersion de polen, afectando las
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oportunidades de apareamiento de los genets (cruzas geitonogamicas intra-
ramet e inter-ramet de un mismo genet). La geitonogamia en especies auto-
incompatibles resultaria en la nula produccién de frutos y semillas, mientras
que en las especies autocompatibles llevaria a una reduccién en la produccion
de frutos y semillas por depresion endogamica. El efecto de la distribucion
espacial de las plantas clonales sobre el sistema de cruza y apareamiento es
uno de los campos de investigacion novedosos para empezar a explorar (ver
Handel, 1985; Charpentier, 2002) y sin duda nos permitird entender cémo
ha evolucionado la diversidad de historias de vida en los grupos de plantas
con estas caracteristicas.

ADECUACION EN PLANTAS CLONALES

Podemos determinar la adecuacion (sensu lato) de médulos, ramets o genets
siguiendo la misma metodologia. Puede intuirse que la mas dificil de esti-
mar es la adecuacion de los genets, ya que requerimos forzosamente de la
determinacion de la identidad genética de los ramets para agruparlos en los
distintos genets. Adicionalmente, la adecuacion del genet sera la adecuacion de
la sumatoria de la adecuacion de los ramets que lo conforman, en un tiempo
determinado. Esto estd estrechamente ligado al patrén de distribucion espacial
que presenta el genet y los ramets, aunque solamente hay un trabajo con este
enfoque (Carrillo Angeles, 2006).

De manera general, la adecuacion puede calcularse a partir de la propuesta
dela ecuacion de Euler-Lotka, que es la mas valiosa en el calculo de la tasa per
capita de crecimiento poblacional y se obtiene a partir de la informacién de la
tabla de vida. Sus principales supuestos son que las tasas de mortalidad y las
fecundidades (especificas de cada edad) son constantes, y que la poblacién ha
alcanzado una distribucién estable de edades (Hastings, 1996; ecuacion 4):

L
2lmer=1
x=1% X

donde [ es la tasa de sobrevivencia desde el nacimiento hasta la clase de edad
X, m_es la fecundidad en esa clase de edad x, r es el pardmetro maltusiano de
crecimiento de la poblacion, y e es el exponente o inverso de In. Sin embargo,
esta propuesta funciona para genets o bien para organismos unitarios, asi que
puede ser mas operativo estimar la adecuacion relativa de modulos, ramets o
genets, que puede estimarse siguiendo la propuesta basada en Charlesworth
(1980):
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wH = ZwHi

donde wH representa la adecuacion promedio del genet H y para conocerla
debemos obtener la adecuacién w de cada uno de los ramets (i-ésimo elemento
con genotipo H) demograficamente equivalente a la tasa reproductiva neta
denominada R , que puede ser estimada como R = m , donde [_es la sobre-
vivenciay m_lafecundidad del ramet x. Esto puede reescalarse para modulos
dentro de un ramet (figura 6).

Otramanera de estimar la adecuacion es la propuesta de utilizar los coeficientes
de sensibilidad como medida de la adecuacion (van Groenendael et al., 1988). La
sensibilidad (s,) es la medida absoluta de un cambio producido en la tasa finita
de crecimiento poblacional (A) por un cambio en cada elemento (a) de la matriz
A (tabla 3). Caswell (2001) ha demostrado que los elementos de la matriz de sen-
sibilidad (S= [sij]) pueden ser estimados directamente de los eigenvectores de A
como: s, = v,w/w v, donde v,y w, corresponden al i-ésimo y j-ésimo valor de los

Figura 6. El recuadro reticulado indica una parcela de 120 m? en donde se localizan los
ramets de una especie ficticia. Los diferentes genets estan representados por las sombrillas
que comparten el mismo color y letra, el tamafio de cada sombrilla indica la talla del ramet.
En este caso la adecuacién  w del genotipo H tendria que estimarse como la sumatoria de las

adecuaciones parciales de cada ramet (ver texto).
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Tabla 3. Modelo de matriz de transiciones (A) que representa la contribucion per capita de
un individuo en cierto estadio o tamaiio en el tiempo t a otro estado de los individuos en la

siguiente generacion ¢ + 1 en una poblacién

Tiempo f (o contribucion de la generacién en t)

A =121 Semillas JuvenilesI JuvenilesII Adultos n, w v
Semillas 0 80 1000 0.91 1.00
Tiempo t+1 Juveniles I 0.005 0.5 2 505 0.04 0.05
Juveniles II 0.3 0.8 0.1 150 0.04 0.04
Adultos 0.2 0.7 500 0.01 0.02

Muestra las regiones y entradas (au) de una matriz A de transiciones hipotética. El numero de categorias (columnas

j y renglones i, que siempre es simétrico) depende de la estructura poblacional de la especie de estudio. Las

entradas o elementos a, indican a las variables demograficas como probabilidades o como nimero de véstagos y los
subindices dan la referencia a la columna y la fila a la que corresponden. Las regiones en la matriz representan los
procesos demograficos y generalmente se conservan en las zonas que a continuacion se sefialan. En este ejemplo,

los individuos de la poblacion estdn agrupados en 4 categoria de estado (o en 4 estadios). En el primer renglén

las entradas o elementos de la matriz (a, ) representan la fecundidad por via sexual en nimero de véstagos de

la categoria reproductiva de Adultos I a la categorfa de semillas; los elementos diagonales (a, ) representan las
probabilidades de quedarse del tiempo t a t+1 en el mismo estado de desarrollo, no crecer o mantenerse igual. Los
elementos subdiagonales (“»j) representan el crecimiento y los elementos supradiagonales (u[(j) pueden representar

el encogimiento o retroceso a estados anteriores (p. ¢j. a,, = 0.1, indica que el 10% de los individuos adultos regresan

a la categoria de Juveniles IT de t a t+1) y la fecundidad por via clonal (p. ¢j. a,, = 2, indica que los adultos producen

en promedio 2 vastagos clonales de tipo Juveniles I de t a t+1). La columna n, del cuadro representa el vector de
densidades poblacionales, que indica el niimero de individuos presentes en cada categoria de estado en un tiempo ¢. El
vector w (estructura estable en proporcion) representa la proporcion de individuos que se encuentra en cada categoria
de estado en una poblacién que ha alcanzado la estructura estable y v (valor reproductivo) representa el nimero de
hijos que vale cada individuo en la categoria de estado i.

eigenvectores izquierdo y derecho respectivamente, y wv es el producto de estos dos
eigenvectores que resulta en un escalar. La sensibilidad se obtiene de los elementos
del vector de estructura poblacional (w) y de valor reproductivo (v) como:

s.=alb.=vw/Vw
) ) ]

La tasa de crecimiento poblacional (1) y los vectores w y v se obtienen por
diversos métodos, el mas sencillo es el método de potencia (power method),
que consiste en multiplicar la matriz A por el vector que contiene las densi-
dades poblacionales n,en un tiempo dado hasta que se alcance la estructura
estable de edades (tabla 4). Numéricamente la estructura estable de edades
(o de cualquier estructura de clase) se obtiene al dividir cada nj (el j-ésimo
elemento de cada vector) de t+1 entre ¢ hasta que la division de todos los
elementos da el mismo valor. Es interesante que este valor al que “convergen”
es A (tablas 3 y 4). Otro método es elevar la matriz A a una potencia sufi-
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cientemente grande (digamos 1000, A') pensando en que en ese numero
de iteraciones se alcanza la estructura estable y seguidamente se procede a
multiplicar esa matriz resultante por un vector n,. Los procedimientos refe-
ridos nos ayudan a estimar el vector de estructura estable (w). El vector v se
estima siguiendo exactamente el mismo procedimiento pero ahora usando
la matriz A’ (A’ transpuesta, que se obtiene cambiando los 4, de renglones
a columnas).Por definicién la sensibilidad si contiene en una celda més de
un proceso demogréfico o més de un genet, s, = (sh, + sk,) (sensibilidad del
genotipo h y k), la contribucién de cada s, es fa proporcion del valor a, de la
celda total (Flores-Martinez 1994; Mandujano et al., 2001).

El problema es que este método solamente funciona si la especie no es
clonal o si se ha construido una matriz de transiciones de cada genet. Lo
anterior se debe a que los modelos matriciales estdn basados en el supuesto
de que los individuos son unitarios. En el caso que nos ocupa, tendriamos
que descomponer cada genet en una matriz A, como se muestra en el apar-
tado de Analisis demografico-genético, en donde se presenta una propuesta
de como juntar la demografia y la genética y aplicar un método en donde se
descompone la contribucién proporcional de cada celda aij de una matriz A
(tabla 3; Mandujano et al., 2001).

ESTRUCTURA Y VARIACION GENETICA EN ESPECIES DE
PLANTAS CLONALES

En su concepto la genética de poblaciones en especies clonales no es distinta
a la de los organismos unitarios, por lo que requerimos obtener estimadores
de la diversidad genética como Ht (heterocigosis, como medida de diversidad
genética total en una especie), Hs (diversidad genética dentro de poblacio-
nes), Gst (diversidad genética entre poblaciones) y Ps (% loci polimérficos).
Hamrick y Godt (1989) mostraron que las especies clonales presentan niveles
altos de heterocigosis y que la diversidad genética no difiere entre especies
que presentan reproduccioén sexual con respecto a las que presentan tanto
sexual como clonal (tabla 5).

Sin embargo, estos indices de variacion y diversidad genética suelen esti-
marse con métodos que evitan muestrear ramets (como seleccion de distan-
cias a priori). Ellstrand & Roose (1987) propusieron un indice de diversidad
genética particular para las plantas clonales, que se aboca a contestar cual es
la cantidad de genotipos que encontramos en una poblacién y lo nombraron
como la “proporcién de descubrimiento de nuevos genotipos”. Esta propor-
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Tabla 5. Niveles de variacion genética y su distribucién entre poblaciones con diferente modo
de reproduccion, modificado de Hamrick y Godt (1989). Ht = diversidad genética total,

Hs = diversiad genética dentro de poblaciones, Gst =diversidad genética entre poblaciones

Promedio de Promedio Ps (% loci

Modo de Taxa poblaciones  deloci polimérfi-

reproducciéon  estudiados cos) Ht Hs Gst
Sexual 352 13.1 16.7 51.6 0.311 0.229 0.225
Sexual y asexual 54 9.2 15 43.8 0.305 0.236 0.213

cion de genotipos distinguibles se denota G/N, donde G= niimero de clonas
(genotipos distintos) y N = tamafio de muestra total (todos los individuos
fisioldgicos, ramets o genets) y toma valores de 0 a 1. Si G/N tiende a cero
tenemos una poblacién muy clonal, si por el contrario todos los genotipos son
distintos (G=N), tenemos que G/N vale 1 y nuestra poblacién u organismo
no es clonal (tabla 6). Existen otros indices como el de diversidad de Simpson
(Pielou, 1969):

D=1-X [n-(n-1))/(N(N-1)) (ecuacién 7)

donde 7, es el nimero de ramets del i-ésimo genet y N es el nimero total de
ramets. Asimismo se puede estimar la diversidad genética D en cualquier po-
blacion, basada en el indice de Simpon con una correccidon para poblaciones
pequefias D=1-X p°, (ecuacién 7.1; Molina Freaner y Clark Tapia, 2005).

De acuerdo con la hipoétesis del beneficio de la reproduccion sexual se
espera que la diversidad clonal (G/N) sea mayor en las especies sexuales
que en especies sexuales con dispersion restringida y menor que las que se
reproduzcan principalmente de manera clonal. El intervalo reportado en es-
pecies clonales abarca de G/N=0.01 (casi todo es un solo clon) a 1 (todos los
individuos muestreados son genéticamente distintos), con un promedio de
G/N =0.24 £ 1 e.e. 0.30. Sin embargo, hasta ahora la evidencia sélo permite
concluir que las poblaciones clonales pueden ser tanto o mds diversas que las
sexuales (unitarias, tablas 2 y 3). Pero tenemos que considerar que existen
sesgos en el muestreo, por lo que habra que invertir en determinar los tama-
nos de muestra que nos puedan representar la escala de ramet y de genet de
una manera significativa (por ejemplo Reusch et al., 1998; Ivey y Rhichards,
2001; Shimizu et al., 2002).
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Tabla 6. Diversidad genética en especies de plantas clonales. MDVM=método de deteccién

de la variacién molecular, Ho= Heterocigosis observada, PE=nimero de poblaciones

estudiadas. * Ellstrand & Rose, 1987 no indican los métodos usados en el trabajo original

Especies, familias

y modo de vida MDVM PE #deramets #degenets G/N Referencia
Anemone nemerosa  Isoenzimas 20 600 568 0.95 Stehlik y
(Ranunculaceae) Holderegger,
Herbécea 2000
Borrichia frutescens Isoenzimas 5 480 74 0.15 Richards et
(Asteraceae) al., 2004
Herbdécea rizomatosa

Calystegia collina Isoenzimas 32 960 205 0.21 Wolf et al.,
(Convolvulaceae) 1999
Herbacea

Carex bigelowii Isoenzimas 3 88 55 0.63 Jonsson et
(Cyperaceae) al. 1996
Herbdacea perenne

Carex curvula RAPD 1 116 15 0.13 Steinger et
(Cyperaceae) al. 1996
Herbdacea perenne

Cladium jamaicense Isoenzimas 18 46 5 0.11 Iveyy
(Cyperaceae) Richards, 2001
Pasto acudtico

Cryptomeria japonica RAPD 263 64 0.24 Shimizu et al.,
(Cupressaceae) Lefiosa 2002
Cyperus esculentus ~ Isoenzimas 200 9 0.05 Horak et al.,
(Cyperaceae) Herbacea 1987
Enteromorpha linza * 1075 13 0.01 Ellstrand y

(Ulvaceae) Alga marina

Roose, 1987

(Contintia)
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Tabla 6. Diversidad genética en especies de plantas clonales. MDVM=método de deteccién

de la variacién molecular, Ho= Heterocigosis observada, PE=ntimero de poblaciones

estudiadas. * Ellstrand & Rose, 1987 no indican los métodos usados en el trabajo original

(continiia)

Especies, familias

y modo de vida MDVM PE #deramets #degenets G/N Referencia
Erigeron annus * 300 17 0.06 Ellstrand y
(Asteraceae) Herbécea Roose, 1987
Ferocactus robustus RAPD 1 266 116 0.44 Carrilloy
(Cactaceae) Globosa Mandujano,
n.p.
Festuca rubra * 1481 167 0.11 Ellstrand y
(Poaceae) Herbécea Roose, 1987
Gaura biennis * 234 2 0.01 Ellstrand y
(Onagraceae) Roose, 1987
Arbustiva biannual
Haloragodendron RAPD, 4 53 6 0.11 Sydesy
lucasii isoenzimas Peakall, 1998
(Haloragaceae)
Arbustiva
Haworthia reinwardtii  * 145 18 0.12 Ellstrand
(Liliaceae) Herbacea y Roose, 1987
suculenta
Lycopodium lucidulum * 242 19 0.08 Ellstrand
(Lycopodiaceae) musgo y Roose, 1987
Oenothera biennis * 2200 46 0.02 Ellstrand
(Onagraceae) Herbécea y Roose, 1987
biannual
Poikilacanthus RAPD 4 277 68 0.25 Bush y Mul-
macranthus cahy, 1999
(Acanthaceae)
Arbustiva

(Contintia)
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Tabla 6. Diversidad genética en especies de plantas clonales. MDVM=método de deteccién

de la variacién molecular, Ho= Heterocigosis observada, PE=nimero de poblaciones

estudiadas. * Ellstrand & Rose, 1987 no indican los métodos usados en el trabajo original

(continiia)

Especies, familias

y modo de vida MDVM PE #deramets #degenets G/N Referencia

Populus tremuloides * 222 222 1.00 Ellstrand y

(Salicaceae) Lenosa Roose, 1987

Populus tremuloides ~ Micro- 4 15 11 0.73 Wyman

(Salicaceae) satelitales et al., 2003

Pueraria lobata Isoenzimas 20 960 202 0.21 Pappert et al.,

(Fabaceae) 2000

Trepadora

perenne

Salix exigua AFLP 49 11 0.22 Douhovinkoff

(Salicaceae) y Dodd, 2003

Lefiosa

Saxifraga cernua RAPD 2 93 13 0.14 Gabrielsen

(Saxifragaceae) y Brochmann,

Herbdacea 1998

Spartina alterniflora  Isoenzimas 5 480 447 0.93 Richards et al.,

(Poaceae) Pasto marino 2004

Spartina patens Isoenzimas 346 101 0.29 Silander, 1984

(Poaceae) Pasto marino

Stenocereus eruca RAPD, 4 120 100 0.83 Molina

(Cactaceae) Columnar isoenzimas Freaner y

postrada Clark-Tapia,
2005

Stenocereus gummosus Isoenzimas
(Cactaceae) Columnar
postrada

Molina Freaner
y Clark-Tapia,
2005

(Contintia)
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Tabla 6. Diversidad genética en especies de plantas clonales. MDVM=método de deteccién
de la variacién molecular, Ho= Heterocigosis observada, PE=ntimero de poblaciones
estudiadas. * Ellstrand & Rose, 1987 no indican los métodos usados en el trabajo original

(continiia)

Especies, familias

y modo de vida MDVM PE #deramets #degenets G/N Referencia
Taraxacum obliquum  * 12 64 1 0.02 Ellstrand
(Asteraceae) Herbécea y Roose
1987
Trifolium repens * 1487 11 0.01 Ellstrand
(Fabaceae) Herbacea y Roose 1987
Vaccinium stamineum RAPD 99 67 0.68 Kreher, Fore y
(Ericaceae) Arbustiva Collins, 2000
Wyethia reticulata Isoenzimas, 2 29 8 0.28 Ayres y Ryan,
(Asteraceae) Herbécea RAPD 1997
Zostera marina Micro- 1 95 54 0.57 Reusch et al.,
(Zosteracae) satélites 1998

Pasto marino

Promedio para todas las especies 0.29

Resultado del resumen que se presenta en la tabla 6 podemos concluir que
los marcadores que nos dan mayor informacién y de uso mas generalizado
en la determinacion de genets son los RAPDs (random amplified polymorphic
DNA; Hadrys, et al., 1992; véase capitulo 18 de este libro). Los RAPDs son se-
cuencias de DNA repetido o azaroso, con altas tasas de variacién, que nos dan
mucha informacién con un solo oligonucledtido y son relativamente baratos
y rapidos. Otro método equivalente es el uso de marcadores hipervariables
de secuencias repetidas (intersequence simple repeats ISSR; Wolfe et al., 1998;
tabla 5, véase capitulo 19 de este libro).Una ventaja de los ISSRs es que son
mas repetibles y las electroforesis pueden hacerse tanto en geles de agarosa y
teflirse con bromuro de etidio como en geles de acrilamida con tincién de ni-
trato de plata. Finalmente, con cualquiera de los dos marcadores, los genotipos
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de los ramets muestreados se evalian comparando los patrones de bandeo
(por presencia / ausencia de bandas) entre todos los individuos, utilizando
las distancias genéticas de Nei-Li (1979) calculadas como SG = 2mxy/ (m +m y),
donde m, es el nimero total de bandas compartidas entre pares de individuos,
mientras m_y m_son el nimero total de bandas presentes en una muestra. Esta
medida permite definir si cada par de individuos analizados tienen el mismo
genotipo o corresponden a un mismo genet, lo que puede determinarse con
base en tres criterios, que SG = 1 (i.e., todas las bandas son iguales entre los
dos individuos), SG = .95 a 1 (entre 95y 100% de las bandas son iguales) y
SG=.75a1 (del 75 al 100% de las bandas son iguales). Este ultimo criterio
permite salvar el error de similitud o parentesco por endogamia o por muta-
cién somatica, aunque la eleccion del criterio a seguir también dependera de
las caracteristicas de la especie bajo estudio.

Los datos publicados manejan en general rangos de 10 a 3 primers de
21 a 50 pares de bases, en muestras grandes (de 50 a ca. 300 individuos,
referencias en la tabla 6). Esto muestra por un lado que en especies con po-
limorfismo es facil caracterizar los ramets y que en las que la clonalidad no
es muy frecuente (o quiza la endogamia), con muy pocos primers se puede
obtener la identidad de genotipos y a partir de ese punto, calcular los indices
de diversidad genética.

ANALISIS DEMOGRAFICO-GENETICO

Finalmente voy a presentar una propuesta de como se puede vincular a la
genética y la demografia. Si contamos con buenos datos demograficos y la
identidad de los genotipos podremos juntar esa informacion en la construc-
cién de modelos matriciales. Cabe sefalar que sin duda es una perspectiva
demografica. Para cada poblacion estudiada de nuestra especie clonal el andlisis
formal de los ciclos de vida anuales (o promedio de varios afios de medicion,
de Steven 1989; Mandujano et al., 2001) puede hacerse utilizando modelos
poblacionales matriciales deterministicos, en los que el crecimiento de la
poblacién por unidad de tiempo es el producto de la matriz A por el vector
n como se mostro en la ecuacion (3) y en los tablas 3 y 4 (Caswell, 2001). En
esta seccion se define una matriz B, que es equivalente a la matriz A, pero la
denotaremos con otra letra para indicar que representa la demografia de un
genet diferente.

Se debe calcular una matriz de transiciones para cada genotipo (B, Bz,..,B”),
con las mismas dimensiones o categorias de talla para que puedan sumarse, y
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todas las matrices se sumaran para obtener una matriz de todos los genotipos
para la poblacién total (A =X (B,, B,,..,B, ) (ecuacién 8) por habitat, por afio
o las condiciones que estemos evaluando en nuestra especie. La matriz A de
genotipos se utilizara para estimar la tasa de incremento poblacional anual.
Las entradas de las matrices de los genotipos se calcularan considerando el
tamano de la poblacion por clase de tamaiio.

La informacién de una matriz de transicion A esta organizada por con-
tribuciones de la columna (j) al renglén (i), en donde el primer renglén co-
rresponde a la fecundidad F = niimero de semillas producidas por individuo
en la clase de tamaiio j. La diagonal principal contiene las probabilidades de
sobrevivencia en la misma clase de tamafio (P,). Las subdiagonales contienen
las probabilidades de crecimiento (G,), y las diagonales superiores corres-
ponden a la fecundidad vegetativa (V_; nimero de individuos vegetativos de
tamaio i producidos por un individuo en la clase de tamafio j ) y el regreso
de individuos a categorias de menor tamafio (R, = nimero de individuos de
tamano i al tiempo ¢ + 1, que estaban en la categoria j al tiempo ¢ / numero
total de individuos en la clase j al tiempo t, donde i<j; Mandujano et al., 2001,
figura 4). Cabe hacer notar que todas las matrices tienen la misma forma que
la expresada en la tabla 3, lo que cambia es la construccion de la misma.

Para cada tipo de vegetacion o habitat se construirdn matrices anuales,
basadas en los datos de cada temporada de crecimiento. El anélisis matricial se
puede realizar usando el método de potencias o con el programa MATLAB. Entre
otros parametros demograficos se puede estimar la tasa finita de crecimiento
(A, el eigenvalor dominante de la matriz), la estructura estable de edades (w,
eigenvector derecho asociado a 1), y el valor reproductivo (v, vector izquierdo
asociado a A). Las contribuciones absolutas y relativas a A de los procesos de
crecimiento, permanencia, regreso a clases menores, reproduccion sexual y pro-
pagacion vegetativa se pueden evaluar por analisis de sensibilidad y elasticidad
(Caswell, 2001; de Kroon et al., 1986) y por analisis de rutas (van Groenendael
et al., 1994). Como ya se menciond, la sensibilidad es una medida absoluta del
cambio producido en lambda por un cambio en cada uno de los elementos a,
de la matiz A, formalmente definido en la ecuacion 6. Las sensibilidades pue-
den también interpretarse como una medida de los coeficientes de seleccion
natural y en especial cuando se conoce la identidad genética de los individuos
(van Groenendael et al., 1988). Por otro lado, la elasticidad (Ez[et_j]), mide la
sensibilidad de A a cambios proporcionales en los coeficientes de la matriz A,
y se define como: e= (aij oN)/ (A 6aij), y puede ser calculada a partir de los ele-
mentos de la matriz S como: e= (aij/k) (sij) (ecuacion 9).
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Las elasticidades suman uno ((ZZeijzl; Kroon et al., 1986; Mesterton-
Gibbons, 1993), lo que vuelve este analisis ttil para estudios comparativos,
como el que se describe aqui. Los elementos de la matriz de elasticidad
pueden ser sumados por clase de tamafio o por proceso demografico (e.g.
Gotelli, 1991; Silvertown et al., 1993). Cuando una celda contiene mas de
un proceso demografico, como en el caso de los regresos y la propagacioén
vegetativa, y cuando una celda contiene mas de un genotipo, sus elastici-
dades son simplemente las proporciones correspondientes a los valores de
la celda en la matriz de transiciéon (Flores-Martinez, 1994; Mandujano et
al., 2001).

Las matrices de sensibilidad y elasticidad se deben calcular para todas las
matrices anuales y se realizara un analisis de ruta de cada genotipo. El analisis
de ruta es una extension de los andlisis de elasticidad (Van Groenendael et
al., 1994) y ha sido utilizado para explorar la ruta que mas contribuye a la
tasa de crecimiento poblacional (Nault y Gagnon, 1993). La extension que se
propone ofrece la oportunidad de comparar las rutas por las cuales los dife-
rentes genotipos pueden completar su ciclo de vida. Por ejemplo, el aplicarlo
sobre las matrices de genotipos en varios afios (variacién de condiciones
ambientales) permite estimar el éxito relativo de los genotipos en términos de
reproduccion sexual, propagacion vegetativa o la susceptibilidad de muerte
en distintos aflos y ambientes.

Di1sCUSION Y CONSIDERACIONES FINALES

Para entender la clonalidad, la teoria ecoldgica y evolutiva de biologia de
poblaciones desarrollada para organismos unitarios, con poblaciones con-
formadas por individuos derivados de reproduccion sexual, con crecimiento
y longevidad determinados, debe dar una mirada a la importancia -compa-
rativamente hablando- del nimero de especies con ciclo de vida complejo
que buscamos comprender. Se debe por lo tanto reconocer que las plantas
clonales han de estudiarse bajo el esquema de la definicién practica del in-
dividuo fisioldgico, que no esta basada en un criterio genético, en la que un
individuo es cualquiera que se vea claramente separado como una unidad
independiente en su parte vegetativa aérea (sensu Cook, 1985). Por ejemplo,
si la especie es muy clonal podriamos encontrar baja diversidad genética. Sin
embargo, el individuo fisioldgico podra enfrentar destinos distintos, en donde
serd relevante determinar cémo es la adecuacion a la luz de la interaccion
genotipo por talla o estado de desarrollo.
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En contraste al rezago empirico se ha establecido un desarrollo teérico
extenso sobre cudles son las ventajas y desventajas evolutivas de la presen-
cia de la clonalidad, sobre todo para tratar de entender como se mantiene
y cdmo es que se ha convertido en una “estrategia” tan frecuente (Jackson
et al., 1985). Ademas, diversos autores comparan las ventajas y desventajas
evolutivas de la clonalidad con respecto a la sexualidad, la longevidad de
especies clonales y se ha trabajado muy extensamente en aspectos ecofi-
sioldgicos que incluyen como se integran y funcionan las plantas clonales
(Williams, 1975; Willson 1979; Jackson et al., 1985; Bell, 1987; de Kroon y
van Groenenael, 1997).

Posiblemente la mayor limitante para entender cémo funcionan y evo-
lucionan las plantas clonales ha sido la carencia de herramientas genéticas
que permitan discernir si un individuo pertenece a un clon (ramet) o es un
individuo genéticamente diferente. Esta simple separacion que a nivel teérico
es muy simple, genet o ramet, operativamente en las poblaciones naturales es,
con algunas claras excepciones, imposible de evaluar si no se hace un estudio
genético. Sin embargo, ain queda mucho camino por andar para estudiar los
organismos clonales con una visiéon contrastante a los organismos unitarios.
Esto esta relacionado con las corrientes que conciben la reproduccién y la
propagacion clonal como crecimiento o como una forma de producir propa-
gulos; mi experiencia me hace inclinarme por la tltima.

Finalmente, pensemos en la paradoja de los gemelos de Einstein (Resnicky
Halliday, 1992): de dos gemelos idénticos, uno es enviado en un viaje al espacio
y vuelve, mientras que el otro permanecié en la Tierra. El gemelo que viaja lo
hace a % la velocidad de laluz y por el efecto de la dilatacion de tiempo debida
a la relatividad, el gemelo que parti6 experimenta una disminucién del paso
del tiempo y al volver serd 4 aflos mas joven que el gemelo que se quedd en la
Tierra. El hecho que nos interesa es que atin cuando estos dos gemelos tienen
un genotipo idéntico, la situacion que viven determinara que uno de ellos sea
mas joven, mientras que el que se quedo en la Tierra sera 4 afios mas viejo.
Asi tendremos historias distintas para cada ramet que seguramente conferirdn
al individuo fisiolégico destinos contrastantes. Finalmente, para entender la
clonalidad, pensaremos cémo serd la historia de un cigoto que puede producir
un numero indeterminado de propagulos y dispersarlos en tiempo y espacio
por una cantidad desconocida de generaciones.
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ECOLOGIA MOLECULAR
DE LA CONSERVACION

Martha Rocha y Jaime Gasca

Actualmente la diversidad de los seres vivos atraviesa por una crisis, ya que
muchas especies se encuentran amenazadas o en peligro y en el peor de los
casos, ya se han extinguido por efecto de las actividades del hombre. En los
ultimos afios se ha hecho una infinidad de estudios para comprender los
procesos ecologicos y evolutivos por los que atraviesan las especies y tratar de
proponer estrategias de conservacion que sean exitosas. Sin embargo, aun nos
encontramos en la fase de construccion del cuerpo tedrico que nos permitira
preservar de la mejor manera las especies, y se ha sugerido que se requiere de
un trabajo “transdisciplinario’, donde se involucren profesionales tanto de las
ciencias naturales como sociales. Dentro de las ciencias naturales se requieren
especialistas de diversas disciplinas como la taxonomia, la ecologia, la bota-
nica, la zoologia y la biologia evolutiva. En este capitulo nos enfocaremos en
el papel de los bidlogos evolutivos, en particular de los ec6logos moleculares,
y qué pueden éstos aportar a la teoria sobre la conservacion de especies.

La genética de poblaciones es una parte central de la teoria evolutiva mo-
derna, y sus aportaciones a la biologia de la conservacién han ido creciendo
conforme su teoria y practica han ido integrandose en la disciplina que ahora
se conoce como Genética de la Conservacion (Eguiarte y Pifiero, 1990).
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UN POCO DE HISTORIA

Los origenes de la genética de la conservacion se dan poco después de haber
surgido la biologia de la conservacién, cuando se hicieron evidentes varios
problemas genéticos asociados con las especies en peligro de extinciéon. Por
ejemplo, se resaltdo que la disminucién de los tamanos poblacionales iba
acompanada de la pérdida de diversidad genética y que la fragmentacion de
los habitats tenia un efecto en la estructura poblacional. Desde el punto de
vista evolutivo, se hizo entonces necesario entender los procesos de extincion
de las especies (Simberloft, 1988, Eguiarte y Pifiero, 1990).

Sobre las bases de la teoria de biogeogratia de islas, en los afios 70, se desa-
rrolld la teoria para el disefio de refugios y para la toma de decisiones al planear
los tamarios y formas dptimas de las reservas, asi como la conectividad entre
ellas. Enla década de los 80 comenzaron a usarse sistematicamente los analisis
genéticos en especies en cautiverio, se realizaron los primeros experimentos
en laboratorio y se avanzé en los estudios de metapoblaciones, enfocados en
la cuantificacion de la variacién genética y los tamafos poblacionales efec-
tivos. El avance en el uso de marcadores moleculares permitié a su vez una
espectacular recopilacién de datos genéticos de las poblaciones naturales de
especies amenazadas o en peligro y mostro la relevancia de los factores gené-
ticos, particularmente en casos como la depresion por endogamia (Mefte y
Carroll, 1994; Eguiarte y Pifiero, 1990; Primack et al., 2001).

En la década de los 90 los principales avances estuvieron relacionados con
los nuevos métodos moleculares y computacionales que permitieron nuevos
analisis y predicciones, dando mayor importancia al reconocimiento de las
unidades fundamentales de conservacion (especies, subespecies y ESU o
Unidades Evolutivamente Significativas -ver mas adelante).

El rapido avance de la genética de la conservacion se puso de ma-
nifiesto con la publicaciéon en el ano 2000 de la revista Conservation
Genetics (http://www.kluweronline.com/jrnltoc.htm/1566-0621) y la
reciente aparicion de libros como Introduction to conservation genetics
(Frankham et al., 2002), asi como la seccién Population and conservation
genetics en la revista Molecular Ecology. (http://www.blackwelloublishing.
com/journals/mec).
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PERO, :QUE RELACION GUARDAN LA GENETICA Y LA
CONSERVACION?

Uno de los objetivos clave de la genética de la conservacion es ayudar a mi-
nimizar las extinciones evitando los problemas relacionados con tamaros
efectivos pequenos (véase el capitulo 3 de este libro), como el efecto deletéreo
de la endogamia (depresiéon por endogamia; véase el capitulo 6 de este libro),
la pérdida de diversidad y la habilidad para evolucionar en respuesta a los
cambios ambientales, asi como los efectos deletéreos que ocurren por la cruza
entre individuos muy distintos (depresion por exogamia; Amos y Balmford,
2001; Frankham et al., 2002). Los anlisis genéticos también permiten estudiar
el efecto de la fragmentacion y la reduccion del flujo génico en poblaciones
estructuradasy el efecto de la acumulacion y pérdida de mutaciones deletéreas.
Por otro lado, con la genética también se puede dar soluciéon a problemas de
tipo taxondmico, por ejemplo establecer especies prioritarias para la conser-
vacidn, resolver incertidumbres taxondmicas, definir unidades evolutivamente
significativas y unidades de manejo, y en el ideal, poder proteger los procesos
evolutivos que mantienen la diversidad bioldgica (Moritz, 2002).

Una aplicacién mas de la genética de la conservacion en la préctica es la
identificacién de material bioldgico y su procedencia, ya que muchas veces
resulta muy dificil identificar si un organismo o producto (huevos, carne,
huesos, semillas, etc.) proviene de especies protegidas por la ley. Existen varios
ejemplos que han demostrado la efectividad de las técnicas moleculares para
detener el comercio ilegal de recursos biolégicos. Un caso particular ha sido
el de las ballenas, grupo en el cual muchas especies se encuentran amenazadas
y por tanto protegidas por la ley, y a pesar de esto se continda la caceria para
consumo de su carne. Baker y colaboradores (2000) desarrollaron métodos con
ADN mitocondrial para identificar la especie a la que pertenecian muestras de
carne de ballena, y encontraron que un 9% de la carne de mercados de Japon
y Korea proviene de especies amenazadas. Para el caso de los tiburones (cuya
aleta dorsal es muy apreciada en Asia), Shivji y colaboradores (2002) disefiaron
marcadores ribosomales especificos para varias especies, lo que facilitara el
reconocimiento de productos que provengan de tiburones protegidos. Las
técnicas anteriores no sélo sirven en analisis forenses, ya que también se han
usado para determinar la procedencia de organismos que han sido extraidos
de su habitat para su posterior reintroduccion (Frankham et al., 2002).
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ESPECIES EN PELIGRO, :A QUIE",N HAY QUE PROTEGER?

En principio, es necesario establecer los criterios para decidir si una especie
debe o no ser conservada, o mas precisamente, si se encuentra en un estado
critico donde la conservacion sea de caracter urgente. La Union Internacional
para la Conservacién de la Naturaleza (IUCN, International Union for Con-
servation of Nature and Natural Resources) ha determinado tres categorias:
“criticamente en peligro”, “peligro” y “vulnerable”, en donde se incluyen taxa
que se consideran en amenaza de extincion. Tales categorias se basan en tres
criterios principales: i) la disminucién de las poblaciones, que se refiere a una
reduccion del tamano de la poblaciéon en un 90%, 70% y 50%, para cada cate-
goria respectivamente, en los dltimos 10 afios o las ultimas tres generaciones;
ii) el drea de ocupacion, que propone dreas de de 100 km?, 500 km* y 2 000
km?, para cada categoria respectivamente y iii) los tamafos poblacionales, que
se miden en numero de individuos maduros y son de 50, 2 500 y 10 000 para
cada categoria respectivamente (UICN, 2001). Esta misma unién reconoce
tres niveles en que debe conservarse la naturaleza: la diversidad genética, la
diversidad de especies y la diversidad de ecosistemas (McNeely et al., 1990).

Como podemos ver, los analisis genéticos son fundamentales para estas
caracterizaciones, ya que nos permiten calcular tanto los tamaros efectivos de
las poblaciones (cabe sefialar, sin embargo, que segun el criterio iii) la UICN
reconoce tamanos poblacionales censales y no tamanos poblacionales efec-
tivos, lo que seria més adecuado), ademas de la diversidad genética, aunque
veremos mas adelante que hay muchos otros factores genéticos importantes
que deben ser tomados en cuenta.

PRINCIPIOS BASICOS EN GENETICA DE LA
CONSERVACION

CAUSAS GENETICAS DE LA EXTINCION, PROBLEMAS DE LAS
POBLACIONES PEQUENAS

El objetivo central de la genética de la conservacion en los tltimos afios ha sido
entender y disminuir los problemas genéticos enfrentados por las poblaciones
pequenas. A la fecha existen numerosos ejemplos donde los factores genéticos
parecen estar implicados en la disminucion de poblaciones de animales como
las panteras de Florida (Felis concolor), los pericos de Puerto Rico (Amazona
vittata), los lobos de la isla Royal (Canis lupus), el borrego cimarrén (Ovis
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canadensis), el pajaro carpintero (Dendrocopos medius) y los leones asiaticos
(Panthera leo persica), entre otros (Hedrick ,1995; O’Brien, 1994; Frankham
et al., 2002). Entre los factores genéticos que se han reconocido, la pérdida
de variacion genética y la depresion por endogamia han recibido la mayor
atencion, por lo que seran tratadas con mayor cuidado mas adelante.

Cuando las poblaciones son pequefias son mas propensas a la extincion, ya
que los factores estocasticos (tanto genéticos como demograficos, ambientales
y catastrofes) aceleran su decline (Primack et al., 2001) y las llevan a los llama-
dos vortices de extincion (Primack et al., 2001; Frankham et al., 2002). Estos
se inician cuando las poblaciones son pequeiias, demograficamente inestables
y tienen niveles altos de endogamia; la disminucién poblacional reduce la
adecuacion y se produce una retroalimentacion negativa, lo que refuerza el
decline, aumenta la depresion por endogamia y la susceptibilidad a eventos
estocasticos reduciendo aiin mas el tamafo poblacional, y asi sucesivamente
hasta llegar a la extincion (figura 1).

Figura 1. Cuando una poblacién es muy pequeiia, los fenémenos estocdsticos incrementan

el efecto de los problemas genéticos, por lo que la poblacion sufre un vértice de extincién
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Otro problema que se ha descrito es el llamado colapso mutacional (o
mutational meltdown). Lynch (1993) observé que las mutaciones deletéreas
se acumulan mas en poblaciones pequefias, ya que la seleccion es menos
eficiente. Cuando las poblaciones son grandes las mutaciones deletéreas son
removidas por la seleccion natural y ésta elimina a los individuos con mayor
carga genética. Si la poblacién comienza a declinar, el nimero de individuos
disponible para que se eliminen las mutaciones deletéreas disminuye, la purga
se vuelve cada vez menos eficiente, aumenta la carga genética de la poblacion
y la adecuacion disminuye (Lynch, 1993; Lande, 1995; Lynch et al., 1995). El
resultado es una retroalimentacion negativa similar al vortice de extincion
(Amos y Balmford, 2001).

Los cuellos de botella, por otra parte, son reducciones drasticas en los
tamarfios efectivos y pueden repercutir en los niveles de variacién genética.
Si las poblaciones permanecen pequenas por largos periodos de tiempo, el
efecto de error de muestreo es acumulativo. Esto genera cambios al azar en
las frecuencias alélicas, lo que se conoce como deriva génica (Hartl y Clark,
1997). Debido a que en poblaciones de mayor tamano las fluctuaciones no son
tan grandes, se espera que mantengan niveles de variacion genética mayores
que en las poblaciones pequenas.

Un ejemplo clésico del efecto de la deriva génica después de un cuello de
botella es el caso del elefante marino Mirounga angustirostris, que fue sujeto
a intensa caceria durante el siglo XIX, hasta casi llegar a la extincién. En
1892 fueron reportados 8 individuos (de los cuales mataron a 7) en la isla
de Guadalupe; para 1922 lentamente se iba recuperando una poblacién re-
lictual que contaba ya con 350 individuos que ademas comenzaron a recibir
proteccion legal y, para los afios 80 se estimé un nimero de entre 550,000 y
750,000 individuos. Los analisis genéticos mostraron que la poblacién tuvo un
20% de probabilidad de extincién y que poseia un monomorfismo genético
en isoenzimas debido al severo cuello de botella. Actualmente se cree que el
haber pasado por este cuello de botella puede tener repercusiones como la
vulnerabilidad a agentes infecciosos y la presencia de problemas en la repro-
duccion (Hoelzel et al., 1993).

Para poder entender mejor las consecuencias de los tamafos pequeiios, es
necesario identificar sila poblacion ha sufrido reducciones drasticas recientes
en su tamaio, para lo que se han desarrollado métodos estadisticos que infie-
ren los cambios en el pasado y modelos que ayudan a distinguir las razones
ecoldgicas de la reduccion (para una revision ver Beaumont, 2001).
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CAUSAS ECOLOGICAS DE LA EXTINCION: CONTROVERSIAS

Cuando comenzaron a acumularse evidencias de las causas genéticas de la
extincion, los estudios genéticos comenzaron a cobrar importancia en los
programas de conservacion. Sin embargo, algunos expertos en el area se dieron
cuenta de que las poblaciones se enfrentaban a otros problemas de mas corto
plazo, como las fluctuaciones de los tamafios poblacionales, el reclutamiento
y la sobrevivencia; mientras que la pérdida de diversidad genética o la depre-
sién por endogamia parecian menos tangibles y tener efecto mas bien a largo
plazo (Moritz et al., 1993).

En 1988, Lande public6 un articulo muy persuasivo en el que concluyé
que la estocasticidad ambiental y demografica pueden llevar a las poblaciones
pequenas a la extincion, antes de que los factores genéticos desempefien un
papel importante. Trabajos posteriores interpretaron esta critica como si no
se debiera confiar en los datos genéticos y solamente se debieran emplear
los datos demograficos (Caughley, 1994) o bien ser muy cuidadosos con los
resultados obtenidos de la genética (Caro y Laurenson, 1994). Sin embargo,
la critica de Lande era en el sentido de que no se emplearan solamente datos
genéticos sino también otros aspectos de la ecologia de las poblaciones. Asilo
demuestran Westemeier y colaboradores (1998), quienes encontraron cambios
demograficos y genéticos en el urogallo (Tympanuchus cupido) durante 35
afios y mostraron evidencias de que habia una interaccion de la genética con
la pérdida de habitat y la variacion estocastica, lo que daba como resultado
una disminucion de los tamafios poblacionales de manera similar al vortice
de extincion.

Mills y Smouse (1994) mostraron que los estudios de viabilidad poblacional
no necesariamente deben marcar una dicotomia entre los factores genéticos
y las fluctuaciones demograficas y ambientales, sino que tanto la estocasti-
cidad genética (endogamia) como las fuerzas estocasticas no genéticas son
sumamente importantes para determinar la probabilidad de extincion. Estos
autores hacen énfasis en que tanto la genética como la ecologia deben ser
tomadas en cuenta, asi como las interacciones entre ellas.

LA PERDIDA DE DIVERSIDAD GENETICA
La diversidad genética es sin lugar a dudas la materia prima para la evolucion,

ya que de ella dependen tanto la adaptacion como la especiacion. Los niveles
altos de diversidad pueden dar la habilidad para responder a enfermedades,
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parasitos, depredadores y cambios ambientales (Hedrick, 2001), y fue por ello
que los primeros trabajos de conservaciéon buscaban simplemente mantener
niveles de diversidad altos.

En general se han encontrado patrones en los niveles de diversidad con
los que se hacen inferencias en los estudios de conservacion; por ejemplo, las
poblaciones grandes, que se entrecruzan, tienen altos niveles de diversidad
genética, mientras que las poblaciones pequefias y asexuales tienen niveles
de diversidad bajos (Amos y Harwood, 1998).

No obstante, no siempre se cumplen las predicciones evolutivas con los
patrones de diversidad observados: algunas especies para las que se predice
poca variacion tienen niveles altos, mientras que otras especies presentan
mucha menor variacion de la esperada. Al parecer, no se puede generalizar
la regla de que altos niveles de diversidad significan buen estado evolutivo.
Por ejemplo, se encuentran especies muy abundantes e incluso invasivas que
tienen poca variacion (como las hierbas acuaticas y algunos pastos) y especies
con mucha variacién y cuyas poblaciones estan declinando (Baur y Schmid,
1996; Amos y Harwood, 1998).

Por otro lado, generalmente se asume que la reduccion en la diversidad se
correlaciona con una baja adecuacion, los ejemplos clasicos son la asimetria
en los dientes del chita (Acinonyx jubatus), los defectos anatémicos en el lince
(Linx pardinus) o el bajo reclutamiento en el trébol Trifolium hirtum (Baur
y Schmid, 1996).

Entre los muchos ejemplos de organismos en que se ha cuantificado la di-
versidad genética, mencionaremos el caso de la nutria marina (Enhydra lutris),
cuyas poblaciones han pasado por cuellos de botella debido al comercio de
pieles y tienen niveles bajos de variacion. Tal carencia de variacién pudo ser
resultado de la extensiva caceria, o bien a niveles de variacion histéricamente
bajos. Para comprobar esto, Larson y colaboradores (2002) analizaron marca-
dores mitocondriales en huesos de nutrias que vivieron antes del comercio de
pieles y los compararon con datos de las poblaciones actuales. Los resultados
mostraron una reduccién de al menos un 62% de los alelos y un 43% de he-
terocigosis en las poblaciones actuales, lo que apoyd la idea de la reduccion
debida a la caceria. Los datos obtenidos sugieren que debe llevarse a cabo
un monitoreo continuo de las poblaciones para determinar si la pérdida de
variacion genética pudiera tener un efecto en la sobrevivencia a largo plazo
de las nutrias marinas.
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EL PARADIGMA DE LA BAJA DIVERSIDAD EN ESPECIES RARAS O
AMENAZADAS

Analizar los niveles de diversidad en plantas resulta complejo por diver-
sas razones, entre otras por que pueden presentar sistemas complejos de
polinizacién y de dispersion (Falk y Holsinger, 1991). Recientemente se
han usado los patrones de distribucion espacial para definir a las especies
“raras” como aquéllas que presentan una distribucion espacial restringida
y en éstas enfocar los esfuerzos de conservacion (Rabinowitz, 1981; Kunin
y Gaston, 1993).

Se ha observado que la distribucién y niveles de variacion genética en las
poblaciones de especies raras son muy variables, y dependen de si la especie
ha sido histéricamente rara o la rareza ha sido reciente, en tal caso, muy
probablemente por causas humanas (Bevill y Louda, 1999). Debido a la com-
plejidad en el analisis de la diversidad en especies raras, una estrategia que se
ha seguido es comparar especies raras y comunes que pertenezcan al mismo
género. Los primeros trabajos indicaron que las especies raras tienen niveles
de variacién significativamente mas bajos que sus congéneres con amplia
distribucion (Karron, 1987; Frankham, 1995); sin embargo, también hay casos
en los que la variacién es sorprendentemente alta para especies raras y, por
otro lado, en algunos casos ambas especies (raras y comunes) tienen niveles
muy altos o muy bajos de variaciéon (Young y Brown, 1996).

Gitzendanner y Soltis (2000) publicaron una revisiéon de todos los tra-
bajos reportados donde se comparan especies raras y comunes y también
llegaron a conclusiones contradictorias: por una parte, el porcentaje de loci
polimérficos, el nimero de alelos por locus y la heterocigosis fueron menores
en especies raras que en las comunes; sin embargo, entre el 24% y el 29% de
las especies raras analizadas fueron tanto o mds variables que las comunes.
Posteriormente, Cole (2003) ampli6 la comparaciéon de congéneres raros y
comunes a un mayor nimero de especies y concluyé al igual que Gitzen-
danner y Soltis que los indices de variacién son menores en especies raras,
aunque la diferencia en los sistemas reproductivos afecta la manera en que se
estructura la diversidad, de modo que se pone de manifiesto que los niveles
de variacion también estan determinados por atributos ecoldgicos. Por lo
anterior, el alto porcentaje de especies raras con igual o mayor variacion que
las especies comunes hace necesaria la evaluacion de otros factores como los
atributos reproductivos, las formas de vida, la demografia, las estrategias del
ciclo de vida, los caracteres de respuesta al ambiente y las interacciones con
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otros organismos, ya que todos estos factores pueden afectar los niveles de
variacion genética (Bevill y Louda, 1999).

Actualmente las practicas de manejo estan generalmente centradas en man-
tener altos niveles de diversidad y no consideran que en algunos casos puede
ser normal que existan niveles bajos por razones historicas o ecoldgicas.

DIVERSIDAD Y SISTEMAS DE APAREAMIENTO

Tanto en plantas como en animales la estructura y diversidad genética refleja
en gran medida el sistema reproductivo de la especie. La variacién genética
es minima en individuos de una misma clona y la variacion se mide como el
numero de individuos por clona (Baur y Schmid, 1996); por ejemplo, se ha
encontrado falta de variacién en isoenzimas en gasterdpodos terrestres que se
auto-fertilizan (Baur y Klemm, 1989). Un trabajo interesante sobre los niveles
de diversidad se hizo con el género Styolanthes: S. humilis es una planta anual,
mientras que S. viscosa es perenne. Sawkins y colaboradores (2001) encontra-
ron que S. humilis tiene menor variacion genética que S. viscosa, lo cual puede
deberse a la diferencia en los sistemas reproductivos. Existen varias revisiones a
este respecto, por ejemplo, Loveless y Hamrick (1984) y Hamrick y Godt (1990)
compararon atributos de la historia de vida con la estructura genética en plantas.
Ellos observaron que las plantas que presentan tiempos generacionales cortos,
que eran polinizadas por animales, que tenian baja fecundidad y con baja dis-
persion de semillas, presentaban a su vez poco flujo génico, tamanos efectivos
reducidos y baja diversidad. En otro trabajo clasico, pero con animales, Nevo
(1983) encontro que el tamaio efectivo, la fecundidad y la amplitud de nicho
estaban positivamente asociados con la diversidad genética.

Una reflexiéon importante sobre los niveles de diversidad genética es que
éstos dependen del sistema reproductivo y de la historia de la especie; por ejem-
plo, es posible que parte de las especies que estan enlistadas como amenazadas
hayan sido siempre raras y hayan persistido en poblaciones pequeias durante
su historia, mientras que otras hayan sufrido recientemente una importante
reduccion en sus poblaciones, que eran anteriormente grandes y ahora deben
ser prioritarias para la conservacion (Moritz et al., 1993).

RESTAURACION DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Se sabe que los inmigrantes de poblaciones aledafias pueden prevenir la
extincion de poblaciones pequefias por el proceso llamado rescate genético
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(Ingvarsson, 2001) o restauracion genética (Hedrick, 2005). En mariposas,
aves y plantas se ha visto que las cruzas entre diferentes poblaciones generan
una heterosis (también llamado vigor hibrido) en donde la heterocigosis per
se tiene una influencia positiva sobre la adecuaciéon y ademas disminuye la
expresion de los alelos recesivos deletéreos. Por esto es importante mantener
el flujo génico entre las poblaciones que quedan en habitats fragmentados
para mantener aquellas que son sensibles a la endogamia (Keller y Waller,
2002).

En estudios experimentales con Drosophila se mostré que la adicion de un
solo inmigrante en una poblacién endégama puede tener un efecto impresio-
nante y mejorar la adecuacion hasta en un 50% (Spielman y Frankham, 1992).
Recientemente se publicé un ejemplo muy interesante de rescate genético en
el lobo gris escandinavo (Canis lupus), en donde la inmigracién de un solo
individuo provoco el aumento en la heterocigosis, se evité la endogamia, se
dispersaron rdpidamente los nuevos alelos en la poblacién y aumento6 la tasa
de crecimiento poblacional (Vila et al., 2003).

TAMANOS EFECTIVOS Y TAMANO MINIMO VIABLE (TMV)

Dado que los recursos tanto fisicos como monetarios necesarios para la con-
servacion de especies son enormes, resulta necesario tomar medidas de la
manera mas pragmatica posible, ya que por una parte la retencién de pocos
individuos puede tener efectos genéticos deletéreos, pero también puede resul-
tar contraproducente destinar demasiados recursos a una sola especie. En este
sentido, un aspecto importante en la caracterizacion genética de las especies
en peligro es poder calcular los tamafios efectivos (N,) de las poblaciones. La
metodologia para estimar N_ha sido revisada por Moreno (capitulo 3 de este
libro) y también puede verse la revision de Beaumont (2001).

En el ambito de la conservacion se ha llegado a la definicion de tamafno mi-
nimo viable (TMV) como “el nimero de individuos necesarios para asegurar
la supervivencia de una especie a largo plazo”; es el tamafo poblacional més
pequefio que tiene un alta probabilidad de sobrevivir en el futuro cercano.

Franklin (1980) sugiere que un tamaiio efectivo de 500 seria necesario para
mantener los niveles de diversidad encontrados en la naturaleza, basdndose
en un balance entre deriva y mutacion. Soulé y colaboradores (1986) sugieren
que el principal objetivo es mantener el 90% de la variaciéon en 200 afios. El
tamano estaria en funcion del tamano de la poblacién fundadora, la tasa de
crecimiento poblacional y el tiempo generacional.
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Debido al estado actual de amenaza de muchas especies, el desarrollo del
TMV resulta vital para la recuperacion de sus poblaciones. Diversos trabajos
han calculado los TMV para diversas poblaciones, como las de rinocerontes
de un cuerno de la India (Rhinoceros unicornis), que a pesar de mostrar nive-
les normales de variacion genética en isoenzimas (Dinerstein y McCracken,
1990), se han presentado argumentos que anticipan un lento deterioro gené-
tico a largo plazo (Frankham, et al., 2002). Otro ejemplo es el de los leones
dorados tamarinos (Leontopithecus rosalie) en donde se calculéo un TMV de
400 individuos para mantener el 98% de su diversidad genética dentro de los
préximos 100 aos (Ballou et al., 1998).

VARIACION EN CARACTERES CUANTITATIVOS

Hasta el momento nos hemos referido a los niveles de diversidad genética
segun los datos de marcadores de loci individuales, como son los marcadores
de ADN o las isoenzimas. Por otro lado, existe la genética cuantitativa, que
es un area de investigacion muy amplia que analiza caracteres poligénicos a
partir de valores fenotipicos que se distribuyen de manera continua, es de-
cir, caracteres cuantitativos (Falconer y Mackay, 1996; Cap. 11 en Hedrick,
2000). La preocupacion de los genetistas cuantitativos al hacer analisis de
conservacion con técnicas de loci sencillos es el estimar si la variacion esta
correlacionada con la variacién en caracteres ecoldgicos importantes que
le confieran al individuo la capacidad de sobrevivir a cambios del ambiente
(Storfer, 1996). Se ha visto que la diversidad que es resultado de la evolucion
adaptativa se mide preferentemente con la variacién fenotipica, ya que en
pocas ocasiones los analisis moleculares con pocos genes pueden predecir la
variacién en la adecuacion total.

Reed y Frankham (2001), con un meta-analisis, demostraron que las
medidas de marcadores moleculares sélo explicaban un 4% de la varianza
en caracteres cuantitativos y lo que mas llamo su atencién era que la relacion
era alin menor para caracteres de interés en conservacion, como aquellos
relacionados con la historia de vida. Esto se explica porque los marcadores
neutros evolucionan principalmente por deriva, mientras que los caracteres
cuantitativos lo hacen por seleccion, ya que estan directamente relacionados
con la sobrevivencia (Reed y Frankham, 2001; Frankham et al., 2002).

La heterocigosis en genes que afectan caracteres cuantitativos es proporcio-
nal a la varianza genotipica que estd determinada genéticamente (y no por el
ambiente), y el parametro que mide la importancia de esta varianza es llamado
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heredabilidad (Falconer y Mackay, 1996; Hedrick, 2000). Cuando la varianza
genotipica es muy baja, el riesgo de extincion es mds alto por la incapacidad de
responder a los cambios del medio ambiente. Estimar la heredabilidad puede
servir para indicar la respuesta a la seleccion y a su vez el potencial evolutivo
de las poblaciones, ya que la correlacion entre heredabilidad y adecuacion es
muy alta (Reed y Frankham, 2003).

Por otro lado se ha observado que los caracteres cuantitativos retienen
mas variacién en poblaciones pequefias y se recuperan mas rapidamente
de los cuellos de botella que las isoenzimas (Lande y Barrowclough, 1987).
Asimismo, existen muchos ejemplos en los que las especies exhiben niveles
de diversidad fenotipica muy alta y habitan en ambientes extremadamente
variables, aunque muestren niveles de diversidad isoenzimatica bajos (Reed
y Frankham, 2003).

DEPRESION POR ENDOGAMIA

El mismo Darwin reconocié la disminucion de la adecuacién cuando hay
endogamia. Durante muchos afios analizo el efecto de cruzas en plantas y
se dio cuenta de que la entrecruza era generalmente benéfica y la autocruza
perjudicial (Darwin, 1876). La endogamia, como sabemos, es una fuerza
evolutiva que actda cuando los apareamientos no son al azar sino entre in-
dividuos relacionados. En este caso los alelos idénticos por descendencia se
encuentran juntos con mayor frecuencia y se redistribuyen las frecuencias
de los genotipos aumentando los homoécigos. Las mutaciones deletéreas que
normalmente se van acumulando de manera recesiva aumentan (provocando
una carga genética para la poblacién), teniendo como resultado una reduc-
cién en la adecuacion que se conoce como “depresion por endogamia” (DE;
Hedrick, 2000; véase el capitulo 6 de este libro).

Existen dos explicaciones genéticas alternativas a la depresiéon por endo-
gamia; una es la dominancia, en donde la adecuacion baja por la homocigosis
en loci particulares con alelos recesivos deletéreos y que se encuentran en-
mascarados en las poblaciones no endégamas por los alelos dominantes no
deletéreos (Husband y Schemske, 1996; Byers y Waller, 1999; Charlesworth y
Charlesworth, 1999; Frankham et al., 2002). Por otro lado, esta la muy difun-
dida idea de la sobredominancia o vigor hibrido, en que la heterocigosis per se
tiene una influencia positiva sobre la adecuaciéon. Charlesworth y Charleswor-
th (1999) demuestran con experimentos en Drosophila y con evidencias en
plantas, que la hipotesis del efecto de los alelos recesivos, algunos mantenidos
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por mutacion y otros por seleccion balanceadora (por ventaja del heterdcigo),
parecen ser la principal causa de depresion por endogamia.

Un ejemplo de la repercusion que puede tener la DE se observé en Pinus
taeda en donde se calcul6 que la especie portaba al menos ocho equivalen-
tes letales (es decir, aquellos alelos que pueden causar la muerte en forma
homéciga) y una depresion del 98% en la progenie endégama (Remington y
O’Malley, 2000). Posiblemente hasta la fecha se haya subestimado el impacto
de la DE porque en muchas ocasiones los genes letales y sub-letales se expre-
san en estadios tempranos del desarrollo y sélo se desarrollan los heterécigos,
que son los que nosotros muestreamos, dando bajos niveles de endogamia.
Keller y Waller (2002), demuestran que hay DE en alrededor de 40 especies
de animales y plantas.

Las consecuencias de la DE abarcan diferentes aspectos de la biologia de los
individuos como reduccion en la fecundidad y la sobrevivencia. Se ha obser-
vado que en aves y mamiferos la DE afecta el peso al nacer, la sobrevivencia,
la reproduccion y la resistencia a enfermedades, asi como al estrés ambiental
y a la depredacion (Crnokrak y Roft, 1999; Hedrick y Kalinowski, 2000). En
plantas, se ve afectada la produccion de semillas viables, la germinacidn, la
sobrevivencia y la resistencia al estrés (Keller y Waller, 2002).

Existen dos ejemplos interesantes en los que se ha demostrado la depresion
por endogamia en ambientes naturales. La planta Clarkia pulchella demostrd
un mayor riesgo de extincion debido a la disminucién de los tamanos efectivos
y al aumento de la endogamia (Newman y Pilson, 1997). El otro trabajo fue
sobre una metapoblacion de mariposas del género Melitaea (Saccheri et al.,
1998), donde se mostrd que el riesgo de extincién aumentaba considerable-
mente si disminuia la heterocigosis y aumentaba la endogamia. En este mismo
trabajo se encontré que los componentes de la adecuacidon que se modificaban
con la baja heterocigosis eran la sobrevivencia de las larvas, la longevidad de
los adultos y el numero de huevos que eclosionan.

Con simulaciones en computadora se ha demostrado que la DE es un factor
probable que aumenta el riesgo de extincion en poblaciones que normalmente
son exdgamas en la naturaleza (Mills y Smouse, 1994).

También se ha demostrado que la endogamia hace a los individuos mas
susceptibles a la mortalidad debida al ambiente (Reed et al., 2002). Hay dos
ejemplos interesantes al respecto; en borregos de la especie Ovis aries los
homocigos eran mas susceptibles al parasitismo y su sobrevivencia menor
(Coltman et al., 1999). Otro caso es el de los gorriones Melospiza melodia,
donde las aves enddégamas morian con mayor frecuencia durante tormentas
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severas. Aunque la muerte era causada por las tormentas, la endogamia de-
terminaba quiénes eran los sobrevivientes (Keller et al., 1994).

¢Y SI SE PURGAN LAS POBLACIONES?

En los experimentos en los que por primera vez Darwin notd la depresion
por endogamia realizando cruzas controladas en Ipomea purpurea, noté que
después de varias generaciones de autocruza, surgian plantas con un sor-
prendente vigor a los que él llamé plantas “héroe”. Los descendientes de estos
héroes mantenian este vigor y Darwin concluyé que los cambios deletéreos, que
inicialmente producian depresiéon por endogamia eran eliminados de alguna
manera, siendo éste justamente el efecto de la purga (Byers y Waller, 1999).
Actualmente sabemos que este desarrollo superior de algunos individuos re-
sultado de autocruzas como el héroe de Darwin y la reduccion de la depresion
por endogamia en lineas autégamas son el resultado de la eliminacién prefe-
rencial de alelos recesivos letales (Byers y Waller, 1999). La endogamia expone
rapidamente los recesivos letales en los individuos homdcigos y la seleccion
natural reduce su frecuencia. Las mutaciones deletéreas en recesivos se purgan
mas facilmente en poblaciones pequefias o endégamas que en poblaciones
grandes con apareamiento al azar (Charlesworth y Charlesworth, 1999).

Una idea que se adoptd en los programas de manejo de especies en peligro
fue forzar la endogamia para purgar las mutaciones deletéreas de la poblacion.
Aunque en el caso en que la depresion por endogamia sea resultado de muchos
alelos deletéreos con efecto menor, el forzar la endogamia provocard que se
fijen estos alelos en lugar de purgarlos, produciendo una disminucién en la
adecuacion global (Hedrick y Kalinowsky, 2000).

A la fecha se han hecho varias revisiones importantes del efecto de la
purga, Ballou (1997) examind 25 estudios sobre mamiferos y Byers y Waller
(1999) 52 sobre plantas, y concluyeron que la purga sélo reduce la depresion
por endogamia en algunos caracteres, en algunas poblaciones y en un grado
limitado.

HIBRIDACION E INTROGRESION

La introgresion es la introducciéon en una poblacion de material genético de
otras especies o subespecies; dando como resultado una hibridacion entre dos
formas previamente diferenciadas (véase el capitulo 13 de este libro). Este pro-
ceso puede amenazar la integridad genética de una poblacién, cuando son in-
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troducidas especies exdticas dentro del rango de distribucién de especies raras
o cuando hay una alteracion del habitat en donde especies que se encontraban
aisladas entran en contacto e hibridizan. Una forma particular de introgresion
deletérea, en el caso de plantas, ocurre cuando entran en contacto poblaciones
tetraploides y diploides, dando como resultado poblaciones triploides estériles
(Young y Murray, 2000). También se ha observado la presencia de genes de
perros en varias especies de lobos (Randi y Lucchini, 2002). Para remediar
los efectos causados por la introgresion es necesario en principio eliminar
la especie introducida o translocar individuos puros a regiones aisladas o de
cautiverio, para después volver a fundar la poblacion.

Otro ejemplo es el de Gliricidia sepium, una leguminosa que se distribuye
desde México hasta Centroamérica, con gran importancia econémica porque
mejora la productividad de los sistemas agricolas. Dado que se entrecruza con
la especie G. maculata, que se distribuye en la peninsula de Yucatdn, Dawson
y colaboradores (1996) investigaron las posibles interacciones entre ambas
especies para poder definir estrategias de conservaciéon y manejo. Ambas
especies presentan plasticidad morfoldgica (lo que hace dificil identificar
hibridos), por lo que las técnicas moleculares permitieron determinar el flujo
génico dentro y entre las poblaciones asi como la posible introgresion. Se
identifico una zona hibrida que concuerda con la dispersion antropogénica,
lo cual representaria un mecanismo de erosiéon genética que en un futuro
puede poner en riesgo a las especies.

LOS ENFOQUES ACTUALES DE LA GENETICA DE LA
CONSERVACION

Conlos nuevos avances en los métodos de andlisis genéticos y la gran cantidad
de informacién que se ha obtenido con la liberacién de muchas secuencias
de ADN e genomas completos, no sélo se ha revolucionado la genética de
poblaciones, sino su aportacion a la conservacion. Ademas, cada vez parece
mas claro que en los programas de genética de la conservacion deben ser
incorporados datos de la taxonomia y ecologia de las especies, ademas del
empleo de nuevas herramientas moleculares y computacionales para deter-
minar el estatus de las especies que se quieren conservar.

Desde el punto de vista taxonomico se ha enfatizado en conservar aquellos
taxa que contribuyen a la biodiversidad global en una escala proporcional a
sus caracteristicas distintivas tanto morfoldgicas como genéticas (por ejemplo
organismos como el celacanto o el tudtara). Con el desarrollo de métodos
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filogenéticos se pueden hacer comparaciones de secuencias y calcular el largo
de las ramas en los arboles filogenéticos para estimar qué tan distintivos son
los taxa (Bowen, 1999). Por otro lado, los conocimientos actuales de genomas
y el desarrollo de la teoria de evolucién molecular han permitido aumentar
el conocimiento sobre la diversidad genética, asi como como identificar a los
grupos con alta capacidad de producir nuevas especies que seran la fuente de
futura biodiversidad (Erwin, 1991).

Otro enfoque que ha tomado auge en los ultimos afios es el de conservar
los procesos evolutivos y mantener la capacidad de respuesta evolutiva ante
los cambios ambientales (Erwin, 1991). Por ejemplo, Moritz (2002) propone
que generalmente existen zonas donde esta bien representada la diversidad
genética, y en estas areas se debe maximizar la proteccién de gradientes am-
bientales continuos, en donde interacttan la selecciéon y la migracién para
mantener la viabilidad de las poblaciones.

UNIDADES EVOLUTIVAMENTE SIGNIFICATIVAS Y UNIDADES DE
MANEjO

En afios recientes el problema de definir las prioridades de conservacién ha
recaido un poco mas en el area de la sistematica para tratar de entender las
“unidades evolutivas” que deben ser conservadas. Durante mucho tiempo en
biologia ha existido un debate sobre qué es una especie y sobre los diversos
conceptos de especie que se han generado (véase el capitulo 10 de este libro).
La mayoria de especies prioritarias se han propuesto a partir de un concepto
tipoldgico, lo que trae como desventaja el que no se considere la diversidad
real dentro de las especies, ni la variacion geografica, ni la posibilidad de
mantener su potencial evolutivo (Rojas, 1992).

En el contexto de la conservacion se requiere delimitar ciertas unidades
de conservacion, que han sido definidas como unidades evolutivamente signi-
ficativas (o ESU, por sus siglas en inglés) y que son “unidades poblacionales
que merecen manejo propio y que tienen una alta prioridad de conservacion”
segun la definicion de Ryder (1986). Estas unidades deben darnos una idea
acerca de los procesos evolutivos y la distribucién de la diversidad genética
parallevar a cabo estrategias de conservacion. Las ESUs no tienen que coincidir
forzosamente con la categoria de especie, ya que pueden tratarse de poblacio-
nes distintas genéticamente del resto o que han estado histéricamente aisladas
(Soltis y Gitzendanner, 1999; Fraser y Bernatchez, 2001). En este sentido, la
diferenciacion dentro de las especies hace que se tengan que conservar mas
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poblaciones para asegurar que se mantenga suficiente variacion genética para
asegurar la superviviencia de la especie.

La categoria de unidad de manejo (MU), por otra parte, ha servido para
reconocer poblaciones demograficamente distintas que deben ser manejadas
para asegurar la viabilidad de las ESU que son mas grandes. Las unidades
de manejo se han utilizado principalmente cuando se conoce la estructura
poblacional actual y no la estructura histérica (Moritz, 1994).

Por ejemplo, la serpiente mocasin mexicana Agkistrodon bilineatus presenta
una considerable variacion en el patrén de color, lo que representa un problema
taxonomico. Parkinson y colaboradores (2000) mostraron con datos molecu-
lares que la subespecie Agkistrodon bilineatus taylori merecia ser considerada
como una unidad aparte (y no una subespecie), lo que hace urgente un plan de
conservacion para ella, ya que ademas se encuentra en grave amenaza (mucho
mas que otras variedades). Se ha observado que la mocasin mexicana puede
ser criada con éxito en cautiverio, aunque se debe poner énfasis en mantener
a las distintas variedades como unidades separadas.

Por otro lado, la musarafia Sorex ornatus es una especie rara que esta sub-
dividida en nueve subespecies (Owen y Hoffman, 1983), de las cuales siete
tienen distribuciones en pequefios parches, S. o. ornatus se encuentra en Baja
California Norte y S. o. lagunae habita en la punta de Baja California Sur. Su
distribucién presenta barreras geograficas que generan diferencias genéticas,
ademas de que sus habitos muestran altos grados de especializacion, por lo que
las poblaciones se encuentran muy aisladas y con dispersion muy limitada.
Con técnicas moleculares se demostré que las poblaciones son genéticamente
divergentes, aunque se encuentren geograficamente cerca, y se encontr6 que
existen tres poblaciones que forman clados bien definidos (Maldonado et al.,
2001). Se propone que la especie tuvo alguna vez una distribucién continua
y que la explotacion de las tierras y mantos acuiferos fue aislando a las po-
blaciones, al grado que las poblaciones actuales de Baja California son muy
pequenas y fragmentadas y tienen una alta probabilidad de extincién. Por ello
se sugiere que los clados encontrados deben ser manejados como unidades
independientes, ya que pueden responder de manera independiente a los
cambios ambientales, es decir, que si una poblacion se extingue, dificilmente
va a poder recolonizarse la zona donde habitaba. Hay que considerar que las
poblaciones mexicanas, ademas de ser las mas amenazadas también son las
mas distintas genéticamente, por lo que es imperativo realizar acciones que
permitan mantener sus habitats para proteger a las pocas poblaciones exis-
tentes. Adicionalmente se encontrd que los resultados no concuerdan con los
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estatus taxonomicos propuestos, por lo que es necesaria una revisién para
determinar con mayor certeza las unidades de manejo.

Para el caso del borrego cimarrén Ovis canadensis se han hecho muchos
esfuerzos por mantener tanto la especie como sus subespecies (tradicional-
mente siete), sin embargo el valor taxonémico de las subespecies es bastante
dudoso, lo cual resulta muy importante para los programas de reintroduccion.
Ramey (1995) encontr6 que no hay datos moleculares que apoyen la existencia
de cinco de la siete subespecies, lo cual puede simplificar los programas de
reintroduccion.

METAPOBLACIONES

La estructura poblacional ha tenido una repercusiéon muy importante en los
modelos de biologia y genética de poblaciones. Metapoblacién puede referirse
casi a cualquier poblacion estructurada espacialmente, aunque la definicion
tradicional es la de Levins (1969): conjunto de poblaciones inestables, que
ocupan parches o segmentos de habitat discretos, que varian en area, grado de
aislamiento y calidad y cantidad de los recursos que requiere dicha especie. En
otras palabras, las metapoblaciones son un mosaico cambiante de poblaciones
temporales interconectadas por algiin grado de migracion (Levins, 1969). Una
metapoblacion cldsica persiste por un balance entre las “muertes “ (extinciones
locales) y los “nacimientos” (establecimiento de nuevas poblaciones en sitios
desocupados previamente) (Hanski, 1998). Dado que en las metapoblaciones
los eventos de extincion son recurrentes, y no eventos unicos y aislados, nos
permiten comprender mejor el fendmeno de la extincion, ya que dependen,
al igual que en las poblaciones pequenas, de la estocasticidad demografica,
genética y ambiental. El conocimiento acerca de los eventos de colonizaciéony
migracion permite considerar el efecto fundador y de deriva. Existen ejemplos
como el mono titi del Amazonas (Callicebus bernhardi), en donde el enfoque
metapoblacional ha permitido mantener algunas poblaciones muy pequefias
en fragmentos ya deteriorados del Amazonas y por otro lado una poblacién
nucleo en cautiverio (Primack et al., 2001).

La fragmentacion del habitat puede crear una metapoblacion de lo que fue
un gran poblacién con distribucién continua y sin pasar por cuellos de botella
se puede perder una gran diversidad (Gilpin, 1991; Hanski y Gilpin, 1997).
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FILOGEOGRAFIA

Con el desarrollo de técnicas moleculares que estudian el ADN de mitocon-
dria y de cloroplasto, se han construido filogenias de haplotipos en las que se
examina la distribucion geografica de la variacion genética; a esto se le conoce
como filogeografia molecular (véase los capitulos 14 y 15 de este libro). Dado
que la aproximacion de la filogeografia se basa mas en la representatividad de
los linajes, pueden protegerse los principales linajes histéricos dentro de las
especies, lo que tiene gran importancia porque una vez perdidos los linajes ya
no pueden ser recuperados (Avise, 2000). La filogeografia también ha permi-
tido, en estudios de animales, dilucidar como la historia evolutiva reciente ha
moldeado los patrones de diversidad dentro de las especies (Avise, 1998), por
ejemplo debido a eventos como las expansiones del rango de distribucion, la
fragmentacion y los cuellos de botella, que parecen haber tenido una mayor
influencia en los patrones de diferenciacion genética que lo que se habia cal-
culado previamente con modelos tradicionales de genética de poblaciones
(Schaal et al., 1998).

La filogeografia ha mejorado mucho la descripcion de la distribucién
geografica, las relaciones filogenéticas y distancias genéticas entre linajes de
animales, logrando tener una mejor comprension de la biogeografia regional
y areas de endemismo. Justamente, comparar los patrones filogeograficos
de varios grupos en una misma region es cuando podemos comprender la
historia de dicha region, lo que se conoce como biogeografia comparada
(Bermingham y Moritz, 1998).

Por otro lado, comprender las respuestas historicas de las especies a cam-
bios en el ambiente y la evolucién de areas evolutivamente aisladas es de gran
importancia para la conservacion, ya que puede ayudar a planear estrategias de
conservacion (Bermingham y Moritz, 1998; Moritz y Faith, 1998). Por ejemplo, la
distribucién original del jaguar (Panthera onca) abarcaba desde el sur de Estados
Unidos hasta la Patagonia, pero ha disminuido recientemente y en la actualidad
existen poblaciones fragmentadas de tamaiio variable, que se distribuyen desde
Meéxico hasta Brasil. Eizirik y colaboradores (2001) presentaron un estudio filo-
geografico sobre su historia poblacional y diversidad genética, encontrando que
la especie es joven y que ha tenido una reciente expansion poblacional, pero que
el tiempo ha sido insuficiente para generar diferenciacion regional, lo que a su
vez sugiere que mantuvieron altos niveles de flujo genético en grandes distancias.
No se detect6 evidencia alguna que sugiriera la reduccion de variacion genética,
aunque esto puede estar influido por el reciente origen de la especie; ademas,
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no encontraron subdivisiones que indiquen subespecies, lo que se contrapone
con la clasificacién de algunos autores. Asi, este trabajo sugiere que los planes
de manejo deben permitir la existencia de flujo génico entre poblaciones que se
encuentren aisladas, asi como entre ejemplares que se encuentren en cautiverio,
aunque también se deben considerar posibles adaptaciones locales que no hayan
sido detectadas por los marcadores moleculares.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Pese al debate que ha existido entre la importancia de los procesos genéticos en
el campo de la biologia de la conservacion, es claro ahora que la demografia,
ecologia y genética de poblaciones interactiian y afectan la persistencia de las
poblaciones pequefias (Eguiarte y Pifiero, 1990). Hoy en dia existe evidencia
de que los factores genéticos estdn involucrados en el riesgo de extincion en las
especies, aunque el efecto ocurre a diferentes escalas temporales. Por ejemplo,
el efecto mas rapido lo podria tener la deriva génica, ya que al aumentar las
cruzas entre parientes y la fijacion de la carga genética, se reduce la adecuacion
y se produce la depresion por endogamia (Keller y Waller, 2002).

Tal vez el papel de la endogamia se ha subestimado al no conocer exacta-
mente su interaccion con la seleccion y su efecto en la dindmica poblacional.
Los ultimos trabajos sobre depresion por endogamia dejan abierto un campo
de estudio muy amplio porque aiin no se han encontrado patrones generales
de como la DE varia entre diferentes taxa, ambientes y poblaciones con histo-
rias genéticas y demograficas contrastantes (Crnokrak y Roff, 1999; Hedrick
y Kalinowski, 2000; Keller y Waller, 2002).

Otra recomendacion importante es conocer los niveles de diversidad y lo
que éstos pueden decirnos sobre el riesgo de especies amenazadas; un ejemplo
claro es la falta de informacion sobre caracteres cuantitativos, en particular
en las especies en peligro que han mostrado bajos niveles de variacion. La
baja correlacion entre caracteres moleculares y cuantitativos da la idea de
que los primeros no pueden ser usados como el nico medio para evaluar
la diversidad, ya que no necesariamente reflejan el potencial evolutivo de las
poblaciones, principalmente para los caracteres relacionados con la historia
de vida o los caracteres adaptativos. Las especies en peligro han mostrado
niveles de variacion bajos, pero son muy pocos los estudios que han medido
la variacién cuantitativa. Seria importante poder comparar desde esta pers-
pectiva la reduccién en el potencial evolutivo entre especies en peligro y sus
congéneres no en peligro (Reed y Frankham, 2001).
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También es necesario comprender de mejor manera como los diferentes
procesos genéticos llevan al llamado vortice de extincion.

Por otro lado, los principios de la genética de la conservacién deben ser
evaluados de manera especial para cada especie, ya que se ha visto que el
efecto de la reduccion en los tamafios poblacionales depende del sistema
reproductivo, la seleccion natural, la demografia y la historia de las especies
(Moritz et al., 1993).

Por su parte, los enfoques nuevos como las herramientas filogeograficas, o
la conservacion de la complejidad taxonémica (Ennos et al., 2005), nos per-
miten evaluar de manera mas integral los diferentes procesos evolutivos, para
que la genética de la conservacion pueda brindar las herramientas necesarias
a los manejadores y aportar informacién practica relevante para priorizar y
medir la biodiversidad (Moritz, 2002).
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LA RECOMBINACION: RELEVANCIA
EVOLUTIVA Y METODOS DE ESTIMACION,
CON ENFASIS EN MICROORGANISMOS

Rodolfo Salas Lizana

La recombinacion es, en un sentido amplio, el intercambio de material genético
entre genomas diferentes. Es un fenémeno comun en todos los organismos,
incluyendo los virus (Holmes et al., 1999); también se han reportado casos
en los organelos mitocondria (Saville et al., 1998) y cloroplasto (Marshall et
al., 2001).

La recombinacién modifica profundamente los genomas. Su principal
contribucion en los eucariontes es la de generar combinaciones de alelos
en nuevos genomas (p.ej. Zhan et al., 2003). Ademas, principalmente en los
procariontes, permite integrar nuevos genes en los organismos (Kooning et
al., 2001; Ochman et al., 2000), asi como eliminar a otros (Ham et al., 2003;
Lawrence et al., 2001), regulando el tamafio del genoma. Es por esto que la
recombinacidn es invocada cada vez mas para explicar los patrones de varia-
cién observados en muchos genomas (Akhunov et al., 2003; Boucher et al.,
2001; Edwards y Brookfield, 2003; Heidelberg et al., 2000; Parkhill et al., 2001;
Raymond et al., 2002; Suyama y Bork, 2001).

Por otra parte, estimar o detectar la presencia de la recombinacion en
secuencias de ADN es de mucha utilidad, de tal manera que, como otros pa-
rametros de genética de poblaciones, nos puede ayudar a inferir qué tanto se
intercambian los genes entre los genomas en una poblacion, entre poblaciones
de una misma especie y entre especies diferentes (Awadalla, 2003), lo que de-
riva directamente en un mejor entendimiento de las dindmicas microbianas,
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sobre todo de las que influyen directamente en la cotidianeidad humana. Asi-
mismo, en un sentido mas practico, es una herramienta que permite mapear
genes de fenotipos de interés, como la virulencia, resistencia a enfermedades
o males genéticos en humanos.

MECANISMOS DE LA RECOMBINACION EN
EUCARIONTES

En la meiosis, la recombinacion puede ocurrir por rearreglos independientes
de genes en diferentes cromosomas (descritos por la segunda ley de Mendel;
figura 1) o por entrecruzamiento (crossing-over en inglés) entre genes homo-
logos en cromatidas no hermanas (Griffiths et al., 1999).

El arreglo independiente siempre produce el 50% de genotipos recom-
binantes, mientras que el porcentaje puede variar en el crossing-over entre 0
y 50%. Esto es porque durante un evento meidtico es posible que dos genes
homodlogos no se entrecrucen o que intercambien fragmentos de ADN de
tamano variable (figura 2).

El arreglo independiente puede producir genomas recombinantes al
ocurrir ordenamientos alternativos de las cromdtidas hermanas antes de la
haploidacién en la mitosis II (figura 1), sin que ocurra entrecruzamiento de
ADN entre cromosomas.

Durante la recombinacion por crossing-over se forman una o dos cadenas
dobles de ADN heteroduplex entre cromatidas no hermanas; una cadena
sencilla proveniente de cada uno de los ADNs parentales. El tamano de los
fragmentos recombinantes es variable porque la estructura heteroduplex
puede resolverse de dos maneras diferentes (Holliday, 1964). En la primera,
una escision horizontal, paralela a las cromatidas, genera dos dobles cadenas
con un fragmento de recombinacién idéntico al tamafo de la hebra hetero-
duplex pero que conservan el resto del material genético intacto (fendmeno
también llamado conversion genética sencilla). En la segunda, un corte vertical
hace que se intercambien las cadenas de ADN de las cromatidas a partir del
punto original donde se formd la cadena heteroduplex, produciendo grandes
fragmentos de recombinacién (también conocido como conversion genética
con recombinacion).

Durante la recombinacion por crossing-over en eucariontes pueden ocurrir
dos fendmenos de importancia evolutiva. Uno es la conversion de genes, que
ocurre cuando no se da intercambio reciproco de ADN, sino el reemplaza-
miento de una de las secuencias parentales por la otra, produciendo dos copias
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Figura 1. Recombinacion por arreglos independientes durante la meiosis. (A)
Los alineamientos diferentes se dan por el giro diferencial de los cromosomas antes de la
mitosis I, (B) de tal manera que cada una de las alineaciones (C) producira gametos con
diferentes genotipos. (Modificado de Grifiths et. al., 1999)
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del mismo locus en lugar de dos copias diferentes (Balding et al., 1992). El
otro es el entrecruzamiento desigual, que ocurre cuando hay un corrimiento
en la alineacion de las secuencias homologas antes del entrecruzamiento, lo
que produce copias extra en una de las cadenas recombinantes y supresiones
en la otra. El entrecruzamiento desigual ha jugado un papel muy importante
en la evolucién de familias multigénicas (i.e. por evolucién concertada) y en
la duplicacién de genes, en general (Ohta, 2000).
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Figura 2. Recombinacién por entrecruzamiento o crossing over durante la meiosis.

(A) Formacion de hebras Heteroduplex entre cadenas de adn de cromatidas no hermanas
y uniones tipo holliday. (B) Hay dos maneras de resolver las uniones Holliday, con un
corte horizontal o uno vertical que (C) producen fragmentos recombinantes de diferente
tamafio, como puede verse en (D) la representacion grafica de las cromatidas recombinantes
(modificado de Grifiths et al.,1999)
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MECANISMOS DE LA RECOMBINACION EN
PROCARIONTES

En los procariontes, la recombinacion puede ocurrir mediante varios pro-
cesos que tienen diferentes consecuencias genéticas. En estos procesos esta
implicado el reemplazamiento, el intercambio o la insercion de fragmentos
de ADN entre diferentes individuos, en fenémenos mejor conocidos como
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transferencia lateral de genes (Ochman et al., 2000); aunque también pueden
darse rearreglos de ADN dentro del mismo organismo (Alokam et al., 2002;
Liuy Sanderson, 1998; Sanderson y Liu, 1998). A diferencia de los eucariontes,
los procesos recombinatorios de los procariontes estan desligados completa-
mente de la reproduccion.

Existen tres mecanismos principales que generan algun tipo de recombi-
nacion en procariontes:

1) En la transduccion, fragmentos de ADN de un hospedero infectado con
el genoma de un virus pueden ser transportados por el mismo virus hasta otro
u otros hospederos. Los fragmentos pueden haber sido tomados al azar del
genoma del hospedero o s6lo haber tomado aquellos fragmentos adyacentes
al lugar de insercion del genoma viral. En cualquiera de los dos casos, el re-
sultado es la insercion de secuencias foraneas en un hospedero secundario.
La maquinaria del virus protege y ayuda a la insercién del material genético
transducido por él. La obtencién de genomas completos de varios procarion-
tes ha revelado la importancia de este proceso en la plasticidad gendmica de
algunos patégenos (Dobrindt y Hacker, 2001).

2) En la transformacion, una bacteria puede tomar ADN desnudo del
ambiente e incorporarlo a su genoma, sea el central o como plasmido. Existen
bacterias que son capaces de este proceso de forma ininterrumpida, como
Neisseria gonhorreae y Haemophilus influenzae, otras que s6lo cuentan con la
capacidad de incorporar ADN fordneo en ciertas etapas de su ciclo de vida,
como Bacillus subtilis y Streptococcus pneumoniae (Dubnau, 1999) y otras
mas que pueden ser inducidas de manera artificial, como Escherichia coli. Sin
embargo, existen limitantes al ADN foraneo que puede insertarse finalmente al
genoma: a) las enzimas de restriccion del receptor, que distinguen secuencias
especificas de ADN, pueden eliminar cualquier fragmento de ADN que no sea
compatible con el genoma de éste y b) existen secuencias de transformacion
(uptake sequences) que limitan la formacion de hebras heteroduplex, evitando
la recombinacién (Lorenz y Sikorski, 2000; Majewski y Cohan, 1998; Saunders
et al., 1999).

3) Durante la conjugacién, una bacteria donadora transfiere fragmentos
de ADN de diverso tamaro, del genoma central o plasmidos, a una bacteria
receptora, produciendo fragmentos recombinantes de muy diversos tamafios.
Al igual que en la transformacion, este fendmeno depende generalmente de
la distancia filogenética entre donador y receptor, aunque se han observado
transferencias de este estilo incluso entre dominios (Heinemann y Sprague,
1989).
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CONSECUENCIAS DE LA RECOMBINACION

La recombinacion sensu lato puede llevarse a cabo por mecanismos muy
diferentes, dependiendo del sistema de que se trate; sin embargo, las conse-
cuencias evolutivas de la recombinacién son las mismas en todos los casos
(Posada et al., 2002). Por un lado, genera nuevas combinaciones de alelos
parentales en los genotipos (Milgroom, 1996), ya sea por entrecruzamiento
de secuencias homdlogas o mezclando la diversidad genética entre cromo-
somas por rearreglos independientes o reemplazamiento. Asimismo, rompe
la correlacion genealdgica entre diferentes regiones de un genoma; es decir,
el ligamiento entre los genes (McVean et al., 2002).

A suvez, la generacion de nuevos genotipos por recombinacion permite la
dispersion de multiples mutaciones potencialmente benéficas (Fisher, 1932;
Miiller, 1932) y evita la acumulacién de mutaciones deletéreas (Miiller, 1964);
mientras que, al generar independencia entre diferentes regiones del genoma,
permite que fuerzas como la seleccion natural o la deriva genética actien
también de manera independiente sobre los diferentes alelos.

En los eucariontes, la recombinacion esta ligada a la reproduccion sexual,
predominante en animales y plantas, por lo que la recombinacién esta invo-
lucrada directamente con la funcién de diseminar alelos homogéneamente en
la poblacién, reduciendo la varianza genética y dandole cohesividad histérica
al linaje en donde ocurre (Maynard-Smith et al., 2000). Por el contrario, en
los procariontes el intercambio genético no esta limitado a la reproduccion ni
confinado a un linaje determinado, por lo que su efecto es diluir la cohesividad
histérica dentro de un linaje (Maynard-Smith et al., 2000), creando filogenias
en forma de red (véase el capitulo 4 de este libro).

En el nivel molecular, la recombinacién produce “mosaicos” de genes con
diferentes historias a lo largo del genoma. Estos patrones son poco evidentes
cuando la recombinacioén ocurre entre fragmentos parecidos y es facil de
identificar cuando se produce entre secuencias mas divergentes. Los diferentes
detectores y estimadores de la recombinacidn se sirven, de una u otra forma,
de estos patrones para inferirla. Sin embargo, otras fuerzas que modifican
los patrones de variacion genética, como la mutacion, la selecciéon natural y
la deriva, pueden interferir en mayor o menor escala sobre esta inferencia,
sin que, hasta ahora, se haya estudiado formalmente el problema (Posada et
al., 2002).

A su vez, la recombinacién afecta potencialmente cualquier inferencia
basada en los supuestos de la filogenia tradicional. Al independizar diferentes
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Figura 3. La recombinacién puede generar topologias ambiguas. Arriba, topologias
esperadas bajo los efectos de la recombinacion. Abajo, linajes con eventos recombinatorios
marcados con flechas horizontales. (A) topologia resuelta de un linaje clonal. (B) un evento

recombinatorio causa ambigiiedades en una de las ramas. (C) dos eventos de recombinacion

son suficientes para nublar la historia del linaje
A B &

Figura 4. Poblaciones clonales vs. poblaciones panmicticas. Las poblaciones clonales

conservan el mismo genotipo a lo largo del tiempo; mientras que las poblaciones

panmicticas generan nuevos genotipos por combinacién de los alelos de la poblacion

Poblacion clonal Poblacién panmictica
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regiones del genoma, la recombinacién permite que tengan diferentes histo-
rias y, como consecuencia, se producen en los analisis muchas homoplasias
o incongruencias filogenéticas (figuras 3 y 4). De tal manera que, si se aplica
la inferencia filogenética desconociendo la existencia de la recombinacion,
la heterogeneidad de tasas de substitucion se sobreestimar4, la hipotesis del
reloj molecular se rechazara falsamente y la longitud de las ramas terminales
de un érbol serd sobreestimada, produciendo dataciones mal interpretadas
(Posada, 2001; Posada y Crandall, 2002; Posada et al., 2002; Schierup y Hein,
2000a; 2000b). Un efecto similar puede esperarse en pruebas que buscan de-
tectar la seleccion natural (Anisimova et al., 2003) y en estudios que utilizan
la coalescencia tradicional para inferir parametros de demografia historica u
obtener estimados basados en sus simulaciones (Nordborg, 2001).

LAS POBLACIONES MICROBIANAS: CLONALIDAD VS.
PANMIXIA

Los microorganismos -hongos y bacterias haploides- tienen formas diferentes
de reproducirse e intercambiar material genético en comparacioén con los
organismos macroscépicos, lo que hace que la dindmica de sus poblaciones
también sea diferente.

Los microbios son capaces de alternar ciclos reproductivos sexuales y
asexuales e incluso no presentar ciclos sexuales, dependiendo de una multitud
de factores ecoldgicos y genéticos, que pueden variar en el tiempo y el espacio
(Anderson y Kohn, 1998). Debido a esto, sus poblaciones pueden encontrarse
en cualquier punto entre la panmixia y la clonalidad (figura 4).

En una poblacidén clonal, un mismo genotipo es replicado en muchos in-
dividuos y sélo puede surgir uno nuevo con la acumulacién de mutaciones.
La seleccidon natural actiia sobre los individuos, no sobre sus variantes alélicas,
haciendo que las mutaciones exitosas sean fijadas rapidamente y las mutacio-
nes letales purgadas. Sin embargo, fenémenos como el hitchhiking (avent6n)
ocurrirfan a nivel genémico (Grigg y Suzuki, 2003; Halliday y Carter, 2003),
por lo que se puede mantener una carga genética muy alta y, al mismo tiempo,
perderse diversidad genética.

En cambio, en una poblacién panmictica haploide cada individuo posee
un genotipo diferente. La seleccion natural acttia sobre loci independientes,
no sobre los individuos; ademas, al no haber alelos recesivos en organismos
haploides, se puede purgar la carga genética con relativa continuidad. De
la misma manera, el constante rearreglo de alelos puede generar genotipos
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exitosos mds efectivamente que en las poblaciones clonales; aunque puede
romperlos con la misma facilidad. Asimismo, los fenémenos como el hitchhic-
king s6lo pueden ocurrir en genes ligados.

Las poblaciones con estructuras intermedias entre la panmixia y la
clonalidad generalmente presentan ciclos epidémicos, en donde existe la
recombinacidn pero es opacada por la reproduccion asexual a gran escala,
sobre representando en la muestra sélo algunas clonas. Estas poblaciones
pueden tener cantidades muy variables de genotipos diferentes, depen-
diendo de la frecuencia con que ocurra la recombinacién y la dispersion
de individuos de origen puramente clonal. Sin embargo, un solo evento
de recombinacién libre es suficientemente poderoso para romper ligadu-
ras entre genes, purgar alelos deletéreos y generar nuevos genotipos en
una poblacion (Milgroom, 1996), por lo que atn en estas poblaciones la
recombinacién regird la evolucién en el largo plazo (Maynard-Smith et
al., 1993).

Cabe senalar que la diversidad genotipica es independiente de la diversidad
genética; es decir, el hecho de tener muchos genotipos diferentes no garantiza
un numero alto de alelos diferentes para cada locus y tener un nimero bajo
de genotipos en una poblacién no implica necesariamente que la variaciéon
genética también sea baja (ver capitulo 3). Por ejemplo, Pseudomonas stutzeri,
causante de gastroenteritis, posee una variacion genética muy alta (H = 0.876)
que no es explicada por la presencia de la recombinacién solamente (Rius
et al., 2001). En general, la recombinacién no genera alelos nuevos, sélo los
acomoda en diferentes combinaciones en un genoma, es independiente de la
variacion genética vista como nimero de alelos por loci.

EJEMPLOS DE RECOMBINACION EN BACTERIAS

La ocurrencia de la recombinacién en bacterias se demostré experimental-
mente hace més de cincuenta anos (Ledeerberg y Tatum, 1946). Sin embargo,
aun esta por descubrirse el papel que juega en las poblaciones naturales y
en los complejos de bacterias comensales y patégenas que han sido los mas
estudiados (Maynard-Smith et al., 2000).

Existen bacterias que son estrictamente clonales como Borrelia, causante de
laartritis de Lyme (Dykhuizen et al., 1992), y bacterias de estructura altamente
recombinante, como Helicobacter pylori, responsable de tlceras estomacales
(Suerbaum et al., 1998). La mayoria de las bacterias se encuentra en cualquier
punto entre estos dos extremos. De hecho, atin en las bacterias en donde la
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recombinaciéon domina la evolucién a largo plazo, éstas no pueden escapar
de la aparicion repentina de clonas de amplia dispersioén o epidémicas (Ma-
ynard-Smith et al., 2000).

No siempre es sencillo distinguir una poblacién con estructuras inter-
medias entre la clonalidad y la panmmixia porque existen muchas variantes.
Los casos mas estudiados se asocian a la dimension temporal, es decir, que la
recombinacion produzca en un tiempo dado una clona exitosa que se disper-
se eficazmente y luego desaparezca. Por ejemplo, Porphyromonas gingivalis,
causante de infecciones periodontales, posee clonas ventajosas de distribucion
mundial recurrente, aunque se ha detectado que la recombinacion es frecuente
(Frandsen et al., 2001). Un poco menos estudiados son los casos en los que
las estructuras poblacionales intermedias se deben a la dimension espacial,
en donde la recombinacion no parece verse coartada por el surgimiento de
clonas exitosas, sino por la geografia. Por ejemplo, el género Nodularia de
cianobacterias tiene recombinacién limitada geograficamente; cuando se
analizan todos los representantes de Nodularia en el Baltico, pareceria que
se trata de poblaciones clonales, pero cuando se subdivide la poblacién con
base en la geografia es posible detectar recombinacion entre ellas (Barker et
al., 2000). Un patron similar de aislamiento pudo observarse en Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, que presenta una aparente estructura clonal
cuando se analiza Norteamérica como un solo grupo de datos, pero cuando
se analizan parcelas por separado se encuentra evidencia de recombinacién
(Souza et al., 1992). Otro tipo de aislamiento que da estructuras intermedias
se presenta en otro rizobio, Rhizobium etli bv. phaseoli, donde se evidencid
una estructura recombinante dentro de cada uno de dos linajes, pero no entre
ellos (Silva et al., 1999), lo que hace pensar sobre una definicion bioldgica de
especie basada en los limites al intercambio genético (véanse los capitulos 10
y 11 de este libro).

También se han estudiado los alcances de la recombinacion en el genoma
de algunas bacterias. Por ejemplo, se sabe que en el meningococo Neisseria
meningitidis el 50% de los alelos surgidos por recombinacion estdn presentes
en cualquier otra parte de la poblacion, mientras que en el pneumococo
Streptococcus pneumoniae es el 80% (Feil et al., 2000a). Los fragmentos de
ADN recombinante son de 5 a 10 kb en ambos microorganismos, pero en el
primero, el intercambio de alelos se da en secuencias que divergen en pro-
medio un 4%, mientras que en el segundo es un 1%, lo que sugiere que existe
intercambio genético entre diferentes especies de Neisseria (Feil et al., 2001).
Ademas, en Neisseria pueden detectarse estructuras de mosaico que revelan
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la recombinacion entre genomas diferentes, probablemente de especies dife-
rentes, y también zonas de alta variacién que sugieren que la recombinacién
se da también entre individuos parecidos, probablemente de la misma especie
(Feil et al., 2001; Feil et al., 2000a).

Es posible que lo observado en Neisseria sea un patron generalizable a otras
bacterias patégenas con recombinacion recurrente. Sin embargo, la recombi-
nacion, seguida de la propagacion de clonas exitosas no siempre es la mecanica
de los patégenos. Se sabe que las cepas de Staphylococcus aureus que causan
infecciones sistemadticas en la tracto respiratorio no son clonas de reciente
aparicion, provenientes de las cepas de pacientes sanos (Feil et al., 2003), sino
que son las mismas, cuya mutacion mantiene una variacion suficientemente
alta como para enfrentar las defensas del hospedero y los tratamientos con
antibidticos. De hecho, la contribucion de la mutacién a la variacién en este
organismo es 15 veces la aportada por la recombinacién, lo que contrasta
con Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y Campylobacter jejuni,
en donde la recombinacion es, respectivamente, 5, 10 (Feil et al., 2003) y 50
(Schouls et al., 2003) veces mds importante que la mutacion.

Aun en bacterias cuyos loci no recombinan entre si, parece que la recom-
binacién por transferencia horizontal es un evento recurrente, aunque no
sepamos bien a bien sus origenes. Se ha podido estimar, por ejemplo, que
E. coli importa ADN fordaneo a una tasa de 16 kb por cada millén de afos
(Lawrence y Ochman, 1998) y que entre el 10 y 16% de su genoma se originé
por transferencia horizontal (Médigue et al., 1991), lo que equivale a las dife-
rencias encontradas entre su genoma y el de la patégena Salmonella enterica
(Ochman et al., 2000).

EJEMPLOS DE RECOMBINACION EN HONGOS
FILAMENTOSOS

La recombinacion en hongos se puede dar, como en el resto de los eucarion-
tes, por rearreglos independientes o por entrecruzamiento en la meiosis.
En pocos casos se pueden producir genotipos nuevos por la segregacion de
cromosomas enteros, en lo que se conoce como ciclo parasexual (Fincham et
al., 1979; Prado et al., 2003), por lo que la produccién de genotipos nuevos
esta casi confinada a la presencia de reproduccién sexual.

Los hongos producen una multitud de propagulos mitéticos y meidticos,
por lo que la estructura de sus poblaciones es parecida al modelo epidémico
de las bacterias. Sin embargo, existen poblaciones aparentemente panmicticas,
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como el hongo liquenizado Letharia (Kroken y Taylor, 2001) y el patégeno
humano Coccidioides immitis (Koufopanou et al., 2001). También se han en-
contrado poblaciones exclusivamente clonales, como Trychophyton rubrum,
el principal causante de dermatomicosis (Gréser et al., 1999).

Un fendémeno que puede alterar las inferencias sobre recombinacion en
los hongos es la posibilidad que tienen de autofecundarse, como es el caso de
Cryphonectria parasitica, en el que parte de la estructura clonal se debe a la
capacidad que tiene este organismo de alternar autofecundacion con fecun-
dacién cruzada y no a la mera produccién de esporas asexuales (Milgroom,
1996).

Aun mds, existen casos de poblaciones con estructura aparentemente
panmictica en los que no se han reportado estructuras sexuales, como es el
caso de Aspergillus flavus, un hongo productor de aflatoxinas (Geiser et al.,
1998) y Coccidioides immitis (Burt et al., 1996; Koufopanou et al., 2001) y no
siempre se ha podido identificar el origen de la variaciéon encontrada (Ander-
son y Kohn, 1998). En el caso particular de C. immitis, aun falta profundizar
sobre la supuesta estructura panmictica. Recientemente se ha encontrado que
las cepas responsables de la enfermedad no pertenecen a ninguna clona en
particular sino a varios complejos diferentes y sin relacién aparente. En otras
palabras, las epidemias no fueron causadas por clonas hipervirulentas, sino a
la disponibilidad de in6culo por el exceso de lluvias e inundaciones anteriores
al surgimiento de la epidemia (Fisher et al., 2000); la rdapida expansion de la
poblacion pudo contribuir con mutaciones a la variacion observada, por lo
que hace falta distinguir con detalle cual ha sido la contribucién neta de la
recombinacion.

Por otra parte, aunque algunos hongos han sido utilizados como orga-
nismos modelo para estudiar los mecanismos finos de la recombinacion
(p. ¢j. Holliday, 1964), se sabe muy poco de la importancia que tiene ésta
en poblaciones naturales; por ejemplo, los estudios sobre recombinacion se
han limitado a su deteccidn, no a la estimacidn de su frecuencia; esta ultima,
sin lugar a dudas, indicaria nuevas direcciones en el estudio de especies de
importancia humana, como C. immitis o los Aspergillus.

DETECTORES Y ESTIMADORES DE LA RECOMBINACION
Dos aspectos que se busca conocer cuando se estudia la recombinacion son

si ha ocurrido y con qué frecuencia. La deteccién de la recombinacion es
de interés para entender la evolucidn de los genomas bacterianos, para es-
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tudiar los modos de reproducciéon en los hongos (Kauserud y Schumacher,
2001; Koufopanou et al., 2001; Kroken y Taylor, 2001), para comprender la
evolucion de familias multigénicas (Schierup et al., 2001) y, recientemente,
los efectos de la recombinacion en la inferencia filogenética (Posada, 2001;
Posada y Crandall, 2001a; 2002; Schierup y Hein, 2000a; 2000b). Para detec-
tar recombinacidn no se necesitan datos poblacionales, se puede estudiar en
linajes diferentes y en familias de genes, sean ortélogos o pardlogos (véase el
capitulo 4 de este libro).

Estimar la frecuencia de la recombinacion se refiere a estimar el pardmetro
de la tasa de recombinacién poblacional (ver mas adelante). Conocer la fre-
cuencia de la recombinacion en una muestra puede ser ttil para predecir la
dindmica de la poblacion de interés; por ejemplo, qué tan pronto un patégeno
se hara resistente a un firmaco, cambiara de hospedero o disminuira su pato-
genicidad. En el caso de los hongos, se podria discernir con mayor precision
si la estructura panmictica observada en especies asexuales se debe a eventos
del pasado o a recombinacién consuetudinaria independiente del sexo. Para
estimar la frecuencia de la recombinacién se requieren datos poblacionales,
casi siempre secuencias de ADN de genes ort6logos.

DETECCION DE LA RECOMBINACION

Existen dos aproximaciones diferentes para la deteccion de la recombina-
cion. La primera, relativamente empirica, se basa en cualidades contingentes
de los o partes de los genomas; sirve principalmente para detectar eventos
de transferencia horizontal que involucran la inserciéon de secuencias en un
genoma. La segunda, mas formal, busca patrones que pudieran ser resultado
de la recombinacion, comparando generalmente alineaciones de secuencias
homoélogas; es ttil para detectar recombinacion tanto entre genes ortélogos
como paralogos, en cualquier nivel taxonémico.

METODOS EMPIRICOS

Los métodos empiricos para detectar recombinacién tratan de reconocer
secuencias anormales en relacion con otras partes del genoma por su composi-
cion nucleotidica (Lawrence y Ochman, 1997); las frecuencias de dinucle6tidos
(Karlin, 1998); el uso preferencial de codones (Médigue et al., 1991; Moszer
et al., 1999; Mrazek y Karlin, 1999) u otros patrones inferidos por cadenas
de Markov (Hayes y Borodovsky, 1998). Una vez detectadas estas anomalias
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y después de desechar aquellas que por su composicién de aminodacidos dan
estos patrones, se proponen regiones que hayan sido transferidas lateralmente
(Lawrence y Ochman, 1998). En general, estos métodos s6lo pueden aplicarse
cuando se tienen secuenciadas regiones vastas del genoma o genomas comple-
tos y solo son recomendables cuando se espera que la recombinacion sea un
fendmeno excepcional y reciente entre linajes diferentes. Ademas, los patrones
de uso preferencial de codones y composiciéon nucleotidica no siempre estan
relacionados con eventos de recombinacion, sino que pueden ser generados
por otras razones, como el nivel de expresion de la region analizada (Médigue
et al., 1991) y otras aun no bien definidas (Guindon y Perriere, 2001; Koski
et al.,2001). Atun los métodos que utilizan como evidencia a ortélogos posi-
cionales, en lugar de establecer homologia por similitud (Koski et al., 2001),
son poco efectivos cuando han ocurrido rearreglos, inversiones o supresiones
dentro de un genoma.

La comparacion de los diferentes métodos para detectar transferencia ho-
rizontal mostrd que sus resultados pueden sobrelaparse pero, en general, son
diferentes (Ragan, 2001). Esto se debe a que cada método busca sus propias
anomalias en la secuencia basandose en una descripcion diferente de lo que es
“normal” para un genoma dado (Lawrence y Ochman, 2002). En conclusion,
utilizar mas de un método es recomendable, aunque la comparacién de los
resultados debe ser escrupulosa (Ragan, 2002).

Alternativamente, es posible usar como evidencia de transferencia ho-
rizontal la presencia de remanentes de elementos translocables, secuencias
especificas de plasmidos conjugativos o sitios de unién a integrasas de fagos
en las secuencias adyacentes a ellas. Claramente, esta aproximacion sélo es
util cuando la recombinacion fue originada por conjugacion de plasmidos,
elementos moviles o transduccion.

METODOS FORMALES

Los métodos de deteccién de la recombinacion buscan, de una u otra for-
ma, los patrones de mosaico que ésta produce en el nivel molecular. Por
tratarse de métodos que no estiman parametros relacionados con la tasa
de recombinacion, se les ha denominado no paramétricos, aunque puede
haber diferentes clasificaciones. Posada y Crandall (2001b) y Posada (2002)
dividen los métodos no paramétricos en cinco categorias no exclusivas: los
métodos de similitud, de distancias, los filogenéticos, de compatibilidad y
los de sustitucion (tabla 1).
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Los métodos de similitud infieren la recombinacién cuando las sustitu-
ciones sindnimas en regiones variables exceden aquellas en regiones conser-
vadas. Estos métodos no han sido usados extensivamente, en parte porque
solo son ttiles en la deteccion de conversion génica en familias de genes y
solo pueden aplicarse a regiones codificantes (Feil et al., 2001; Marais et al.,
2001; Menotti-Raymond et al., 1991; Ohta y Basten, 1992). La seleccién na-
tural o el uso preferencial de codones podrian dar patrones que confundan
esta inferencia.

Los métodos de distancia buscan inversiones de patrones de distancia entre
secuencias (Weiller, 1998). En general, usan una aproximacion de ventanas
deslizantes (sliding windows en inglés) y la estimacion de algunos estadisticos
basados en distancias genéticas entre las secuencias. Como la filogenia no
necesita saberse, estos analisis son rapidos.

Los métodos filogenéticos infieren la recombinacién cuando las filogenias
de diferentes partes del genoma poseen topologias discordantes o cuando genes
ortdlogos de especies diferentes se agrupan. Se puede inferir la recombinacion
si la comparacion de secuencias adyacentes proporciona diferentes patrones
de ramificacién y, mas aun, cuando la consecuencia de tales cambios resulta
en la conciliacion de diferentes filogenias de secuencias en una sola filogenia.
Estos son los métodos mds usados en la literatura (Balding et al., 1992; Fitch
y Goodman, 1991; Grassly y Holmes, 1997; Hein, 1990; 1993; Holmes et al.,
1999; Husmeier y Wright, 2001; Koop et al., 1989; Martin y Rybicki, 2000;
McGuire et al., 1997; McGuire y Wright, 1998; 2000; McGuire et al., 2000,
Robertson et al., 1995a; Robertson et al., 1995b; Salminen et al., 1996; Siepel
y Korber, 1995; Siepel et al., 1995).

Para entender mejor los limites de los métodos filogenéticos, Wiuf et al.
(2001) distinguen tres diferentes escenarios de la recombinacién sobre una
filogenia. En el primero, dos linajes recombinantes coalescen entre ellos antes
de hacerlo con cualquiera no recombinante; en este caso, no hay ninguna
alteracion en la topologia de la filogenia y tampoco la hay en la longitud de
las ramas: el evento de recombinacién es indetectable (figura 5 Ay B). En el
segundo escenario, uno de los linajes recombinantes coalesce con uno no re-
combinante antes de hacerlo con el otro; en este caso, la topologia no se altera,
pero si las longitudes de las ramas, de tal manera que, si el método en turno
puede reconocer este tipo de incongruencias, el evento recombinatorio sera
detectable (figura 5 D y E). La tercera posibilidad es que al menos uno de los
linajes recombinantes coalesca con dos o mas linajes no recombinantes antes
de hacerlo con el otro, resultando en una topologia distinta para cada una de
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las regiones a los lados del punto de quiebre (figura 5-C). Este tipo de eventos
son los que mejor pueden detectarse por los métodos filogenéticos.

Por su parte, los métodos de compatibilidad tratan de probar la existencia de
particiones en la incongruencia filogenética basados en un analisis sitio por sitio;
no requieren conocer la filogenia de las secuencias analizadas (Drouin y Dover,
1990; Jakobsen y Easteal, 1996; Jakobsen et al., 1997; Sneath et al., 1975).

Los métodos de distribucion de sustituciones examinan las secuencias para
encontrar agrupaciones significativas de sustituciones o para que cumplan una
distribucion estadistica esperada (Betran et al., 1997; DuBose et al., 1988; Gibbs
et al., 2000; Imanishi, 1996; Maynard-Smith, 1992; Maynard-Smith y Smith,
1998; McVean et al., 2002; Satta, 1992; Sawyer, 1989;1999; Sneath, 1995;1998;
Stephens, 1985; Takahata, 1994; Valdés y Pifiero, 1992; Worobey, 2001).

EL DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

Un caso particular de deteccion de la recombinacién es el desequilibrio de
ligamiento (DL; Lewontin y Kojima, 1960). Se diferencia del resto de los

Figura 5. Tres diferentes escenarios de la recombinaciéon
sobre una filogenia (Wiuf et al. 2001)

A B
(s
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Muestras de alelos
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C: coalescencia
R: recombinacién

- Mutaciones

Muestras de alelos
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detectores de la recombinacion porque necesariamente utiliza datos multi-
locus (véase el capitulo 18 de este libro) y porque esta relacionado con otros
parametros de genética de poblaciones de una manera directa, por lo que, en
un contexto apropiado, también puede utilizarse de una manera paramétrica
(ver Feil et al., 2000Db).

Calcular el desequilibrio es ver qué tan asociados estan los alelos de varios
loci dentro de una misma muestra (Gaut y Long, 2003). Si la poblacion es
completamente clonal, siempre se presentaran los mismos alelos de varios loci
juntos; mientras que si es completamente panmictica, se observaran todas las
posibles combinaciones de alelos.

Existen muchos métodos para medir el DL, todos basados en los principios
antes mencionados y divergentes sélo por la solucion a problemas particulares.
El DL mereceria per se una revisién completa (p. ej. Gaut y Long, 2003), por
lo que sdlo se revisara el indicador mas usado entre los microbiélogos.

La medida més popular del DL es el indice de asociacion I, de Maynard-
Smith et al. (1993), que es una version mejorada de los indices de Brown et al.
(1980) y Whittman (1983). En ella se utilizan las frecuencias alélicas de varios
loci para establecer si todas las combinaciones de alelos estan presentes en
una muestra. El indice de asociacion se obtiene al calcular la diferencia entre
la varianza que se esperaria si todos los alelos estuvieran distribuidos alea-
toriamente y la varianza observada de esta distribucion. Si no hay diferencia
significativa entre las varianzas (I, = 0), se puede suponer que la recombina-
cion es libre en la muestra. Los valores diferentes de cero deben ser tratados
con cuidado pues pueden significar que la recombinacién esta ausente, pero
también que esta restringida a linajes aislados por la geografia, el hospedero,
etc. (Maynard-Smith et al., 1993; Souza et al., 1992).

Se han hecho variaciones a este indice para calcular la varianza de las
diferencias pareadas sin asumir una distribucién normal, obteniendo una
distribucién exacta por simulaciones de Monte Carlo (Haubold et al., 1998;
Haubold y Hudson, 2000), y una diferente estandarizacion de las covarianzas,
que elimina la dependencia del indice del tamafio de la muestra (Agapow
y Burt, 2001).

Cabe senalar que el DL es influenciado por factores historicos, diferentes
de la recombinacion, que afectan el tamaiio efectivo de la poblacién (ver capi-
tulo 3). Asi, la subdivision de poblaciones, los cuellos de botella y la seleccion
direccional suelen aumentar el DL; aunque sus efectos pueden ser transitorios
(Przeworski, 2002; Wall et al., 2002). El sistema de apareamiento también tiene
efectos: las especies que se autofecundan tienen tasas de recombinacién por
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meiosis mas altas que las que se entrecruzan (véase el capitulo 6 de este libro;
Charlesworth y Charlesworth, 1979).

El tipo de datos que utiliza el DL no permite su comparacién con los otros
métodos de deteccion, por lo que no sera incluido en la siguiente seccidn.

Por otra parte, David Robertson de la Universidad de Manchester, cred
una pagina con enlaces a la mayor parte de los programas que detectan o
estiman la recombinacion y que se mencionan en este capitulo: www.bioinf.
man.ac.uk/~robertson/recombination.

COMPARACION DE LOS METODOS NO PARAMETRICOS

Recientemente se han publicado comparaciones de varios métodos no para-
métricos para detectar recombinacién (Brown et al., 2001; Maynard-Smith,
1999; Posada y Crandall, ; Posada, 2002; Wiuf et al., 2001). Posada y Crandall
(2001b) y Posada (2002) hacen la comparacion mas completa al utilizar catorce
de los métodos con datos de simulaciones (Posada y Crandall, 2001b) y datos
empiricos (Posada, 2002), obteniendo resultados que concuerdan con las otras
comparaciones: los métodos varian ampliamente en su grado de certeza y su
capacidad de errar (dar falsos positivos), dependiendo de varios factores.

En primer lugar, son mutuamente excluyentes los métodos capaces de
detectar eventos raros de recombinacién y los que son sensibles a una recom-
binacién recurrente (Maynard-Smith, 1999). Muchos de ellos funcionan bien
cuando se espera que la recombinacion sea rara o cuando se quiere probar la
transferencia horizontal de genes entre linajes separados filogenéticamente y
pueden no ser utiles cuando la recombinacién es muy comun o ha ocurrido
hace mucho tiempo, si existen altas tasas de mutacion o si algunos de los
loci estudiados estan sujetos a seleccion natural o deriva genética (Maynard-
Smith, 1999).

La comparacion de los métodos con datos reales es bastante ilustrativa de
sus capacidades y limitaciones. Posada (2002) compara los resultados de 14
métodos (tabla 1) para detectar recombinacion en 24 grupos de datos, 12 de
los cuales son presumiblemente recombinantes y los 12 restantes no; ambos
provenientes de diversos organismos y de niveles taxondémicos variados (tabla
2). Como no se sabe si realmente hay recombinacion en los datos reales, Posada
(2002) genera un valor arbitrario R, que es un consenso de deteccion de los
14 métodos sobre un grupo de datos dado. Asimismo, utiliza R para definir el
desempeno de cada método, es decir, cuando un método fue capaz de detectar
la recombinaciéon cuando la mayoria (R > 0.5) de los otros lo hicieron (poder
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observado) y cuando dio falsos positivos (error observado), también a juicio
de la mayoria de los métodos (R < 0.5). En la tabla 2 se muestran estos valo-
res para cada locus, ademds de un valor de R, que es un consenso arbitrario
analogo al de Posada (2002), obtenido a partir de los resultados de las com-
paraciones con simulaciones de Posada y Crandall (material suplementario,
2001b), para un grupo de datos aproximado a la diversidad de las datos reales,
para una tasa de recombinacién p (p = 4N r, ver apartado de estimacion de la
recombinacion) de 16 y donde las secuencias simuladas fueron generadas con
el modelo de dos pardmetros de Kimura (1980), sin heterogeneidad de tasas
entre los sitios. Esta comparacion muestra que se puede inferir erréneamente
que no hay recombinacion haciendo uso de todos los métodos disponibles
a la vez y que los datos reales pueden tener combinaciones de divergencia,
heterogeneidad de tasas y recombinacion que superan por mucho las expec-
tativas con datos simulados.

De acuerdo con estos resultados, la comparacion de los métodos
con datos reales mostr6 que, en general, los métodos son sensibles a la
divergencia entre las secuencias; tienen menos certeza cuando se trata
de divergencias muy bajas (< 5%, con datos simulados) y dando algunos
falsos positivos con divergencias muy altas (6 > 100). Asimismo, la he-
terogeneidad de tasas dentro de los sitios puede generar falsos positivos
en algunos programas (i.e. la prueba de Homoplasia, RecPars, Rdp y
Triple), exacerbandose con la divergencia. Sin embargo, no se encontré
una relacion entre el nimero de secuencias, sitios, sitios informativos o
el uso de diferentes modelos de sustitucion y el poder de los diferentes
programas; tanto con datos simulados como con datos reales (Posada,
2002). De la misma manera, la mayor parte de los métodos infiere falsos
positivos de una manera aceptable; por debajo de 5% en simulaciones y
26% en promedio (NB al promediar la respuesta de todos los programas
con el parametro R, se estd subestimando la presencia de la recombinacién
y sobrestimando el error, con datos reales).

Los resultados de Posada y Crandall (2001b) junto con las inferencias de
Brown et al. (2001) y Wiuf et al. (2001) confirman que los métodos de susti-
tucion y de compatibilidad son los mejores para la mayor parte de los casos.
Sin embargo, es una buena idea estimar la divergencia entre las secuencias y
la heterogeneidad de tasas, ya que si la divergencia y la heterogeneidad son
bajas, la prueba de homoplasia (Maynard-Smith y Smith, 1998) es una buena
opcidn; mientras que, si la divergencia es del 5 al 20%, esta misma prueba
pierde todo su poder; mientras que Maximum Chi Square (Maynard-Smith,
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1992), la prueba de perfiles filogenéticos (PhyPro, Weiller, 1998), Reticulate
(Jakobsen y Easteal, 1996) y GENECONYV (Sawyer, 1989;1999), son las mas
apropiadas y no causan demasiados falsos positivos.

ESTIMACION DE LA RECOMBINACION
METODOS PARAMETRICOS

Los métodos paramétricos estiman la tasa de recombinacién poblacional (C
0 p), en donde p = 4N r, N, el tamario efectivo de la poblacién y r la tasa de
recombinacién por locus por generacion, relacionada con 6, en donde 6 =
4N pi (p es la tasa de mutacion por locus por generacion); es decir, se intenta
discernir entre la variacién generada por la mutacion (i) y aquella de origen
recombinante (). Como ambos estimadores dependen del tamano efectivo
de la poblacidn, la relacién entre 0 y p puede escribirse comoe=p /0 =71/ y;
siendo € la razén entre la tasa de recombinacion y la tasa de mutacién, ambas
por locus por generacion.

Se han empleado dos aproximaciones para la estimacion de p. Empirica-
mente, se observa la frecuencia del intercambio de secuencias entre marcadores
distantes, haciendo mapeo genético (p. ej. Ashburner, 1989; Bouftard et al.,
1997; Nagaraja et al., 1997; True et al., 1996). De manera formal, p se estima a
partir de patrones esperados de variacion en muestras de secuencias tomadas
al azar de una poblacion (Falush et al., 2001; Fearnhead y Donnelly, 2001;
Griffiths y Marjoram, 1996; Hey y Wakeley, 1997; Hudson y Kaplan, 1985;
Hudson, 1987;2001; Kuhner et al., 2000;2002; McVean et al., 2002; Wakeley,
1997). Sélo se revisaran estos ultimos (tabla 3).

Los métodos de estimacion de p basados en la variaciéon poblacional se
pueden dividir en los que buscan patrones usando estadisticos de resumen
(Hudson y Kaplan, 1985; Hudson, 1987; Wakeley, 1997), los que utilizan la
maxima verosimilitud (ML) o métodos bayesianos completamente (Falush
et al., 2001; Griffiths y Marjoram, 1996; Kuhner et al., 2000;2002; Nielsen,
2000; Nielsen sin publicar, descrito en Wall, 2000); y los métodos intermedios,
que aprovechan ambas aproximaciones (Fearnhead y Donnelly, 2001; Hey y
Wakely, 1997; Hudson, 2001; McVean et al., 2002; Wall, 2000).

A pesar de que los estimadores basados en estadisticos de resumen son
taciles de calcular, ignoran la mayor parte de la informacién contenida en
los datos. Por su parte, aunque las aproximaciones de ML pudieran ser me-
jores porque aprovechan todo el grupo de datos, aun no es posible utilizar
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estos métodos para muchos datos porque computacionalmente son muy
demandantes.

Para estimar sus parametros casi todos los métodos se basan en el mo-
delo de coalescencia con recombinacion (Griffiths y Tavaré, 1994; Hudson,
1983; Nordborg, 2001). En un modelo de coalescencia, la tasa a la cual las
muestras o las ramas coalescen en la genealogia depende del tamarfio de la
muestra (N) y el de la poblacién (N,). Entre mds individuos se muestreen,
mds pronto se podra encontrar un par de linajes que coalescan. Después de
eso, las mutaciones neutrales pueden colocarse aleatoriamente en ramas de
la genealogia a una tasa constante de 0 / 2 (para haploides 0 / 2 = 2N y). En
ausencia de recombinacion y a una tasa de mutacion (¢) constante, se espera
que las genealogias mas grandes tengan un mayor nimero de mutaciones y
que el tiempo al ancestro comuin mas cercano (TMRCA) de todos los alelos
muestreados de una poblacion estén relacionados directamente con el nivel
de polimorfismo observado en la poblacion.

En presencia de la recombinacion, el nimero de eventos recombinantes
que se observa en una poblacién también depende del TMRCA. Mientras la
poblacioén sea mas vieja, mayor es la probabilidad de que los eventos de re-
combinacién hayan ocurrido, ya sea entre individuos o en la historia ancestral
de la muestra. Los efectos de la recombinacion en una historia muestreada no
son una funcién de la tasa absoluta de recombinacion (p), sino del producto
de la tasa de recombinacién por gen por generacion (longitud de mapa ge-
nético) r, y el tamario efectivo de la poblacion N, (Awadalla, 2003). Al hacer
uso de la coalescencia, todos los métodos asumen un tamafio constante en
la poblacién, independencia de los sitios, evolucién neutral y un modelo
de sustitucion de sitios infinitos, con excepcion del método de McVean et
al. (2002), que puede utilizar diferentes modelos de evolucién, incluyendo
variacion en las tasas de sustitucion.

COMPARACION DE LOS METODOS DE ESTIMACION DE p

La comparacion de los diferentes métodos de estimacion de p no ha sido
tan exhaustiva como entre métodos de deteccién de la recombinacion.
Recientemente, Wall (2000) utiliza simulaciones de coalescencia neutra
que asume una poblacién panmictica, grande, sin cambios de tamafo en
el tiempo, sin selecciéon y con un modelo de alelos infinitos para compa-
rar los métodos basados en estadisticos de resumen de Hudson (1987) y
Wakeley (1997); los métodos intermedios entre verosimilitud y estadisticos
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de resumen de Hey y Wakeley (1997), tres diferentes estimadores de Wall
(2000) y los métodos de verosimilitud completa de Griffiths y Marjoram
(1996), Kuhner et al., (2000) y dos diferentes estimadores de Nielsen (2000;
descritos en Wall 2000).

Wall (2000) concluye que el mejor estimador es el de Kuhner et al. (2000),
porque tiene el segundo sesgo mas pequeno, el promedio del error estandar
mas pequefio y la mayor proporcion de estimados correctos medida por el
parametro g (Wall, 2000). EI método de Nielsen (descrito en Wall, 2000) es
también un buen estimador, aunque algunos pocos valores extremos aumentan
su error estandar promedio. En contraste, los métodos de Griffiths y Marjoram
(1996) y Nielsen (2000) casi siempre subestimaron el valor real (ambos son
estimadores que utilizan completamente la verosimilitud).

De los resultados obtenidos por Wall (2000), se puede concluir que inde-
pendientemente del sesgo y el error promedio estdndar, la credibilidad de los
estimadores aumenta conforme aumenta p, que a bajos valores de p algunos
son erraticos y que el aumento en la credibilidad es mas rapido superando el
umbral p = 46. Sin embargo, en datos reales, esta relacion sélo puede darse
en N, muy grandes, con r muy pequeiias o con N, constante y y muy altas, lo
que, si no es incluido en la prueba en cuestion, podria sobreestimar los va-
lores de p al confundir u con r. De hecho, Hudson (1987) y Wakeley (1997)
previamente notaron que sus estimados de p son efectivos sélo en grupos de
datos con diversidad y/o recombinacioén alta (p = 6 = 100).

Por su parte, Fearnhead y Donnelly (2001), al proponer su propio estimado
de p, basado en verosimilitud completa, hacen una comparacién con otros
métodos similares basados en la superficie de verosimilitud de éstos y no en
su capacidad de estimar p a partir datos simulados. De esta manera concluyen
que su método es cuatro veces mas eficiente que el propuesto por Griffiths y
Marjoram (1996) y mas preciso que el de Kuhner et al. (2000), aunque a decir
de Wall (2000) los métodos bayesianos (p. ej. Nielsen, descrito en Wall, 2000)
deben probar ser los mejores al no esperar un comportamiento asintético con
respecto a p, como los métodos de verosimilitud completa; comportamiento
que no es esperado con datos reales.

En cuanto a los métodos que aun no han sido sujetos de comparacion,
el método de verosimilitud compuesta de Hudson (2001) es promisorio, en
tanto que se puede utilizar con grupos de datos grandes (p. ej. Tenaillon et
al., 2002). Asimismo la extension que hacen McVean et al., (2002) al método
de verosimilitud compuesta (Hudson, 2001) podria ser ain mejor dado que
implementa el uso de diferentes modelos de evolucion, abriendo por primera
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vez la posibilidad de analizar secuencias que pudieran violar los principios de
la coalescencia, es decir casi todas (ver Fearnhead, 2003).

Finalmente, siempre sera mas sencillo calcular 6 que calcular p, no sélo
porque es conceptualmente mas dificil entender los efectos de la recombina-
cion en los patrones de variacion observados, sino porque los datos pueden
ser consistentes con un amplio rango de posibles tasas de recombinacion y
valores de 6 (Wall, 2000).

CONSIDERACIONES FINALES

La recombinacion es un fendmeno omnipresente en los sistemas bioldgicos.
Sin embargo, apenas estamos comenzando a entender sus implicaciones en
nuestros diferentes sistemas de estudio. En este sentido, la deteccion y la me-
dicién de la recombinacién sera de gran ayuda para comprender la dindmica
evolutiva de cepas o variedades de bacterias y hongos de la misma especie o
especies relacionadas.

El avance en los métodos de deteccidon de la recombinacion es notable,
las diferentes comparaciones entre ellos (Brown et al., 2001; Maynard-Smith
y Smith, 1998; Posada y Crandall, 2001b; Posada, 2002) han permitido un
acercamiento mds razonado a su aplicacién, dependiendo de los datos y los
objetivos de estudio. Por ejemplo, al buscar recombinacion en linajes viejos
putativamente asexuales de rotiferos, hongos y ostracodos, Gandolfi et al.
(2003) comparan varios métodos, encontrando coincidencias con los resul-
tados de Posada y Crandall (2001b) y congruencia entre los resultados del
programa Reticulate (Jakobsen y Easteal, 1996) y las filogenias reticuladas
reconstruidas con el método split decomposition (Huson, 1998). En el mismo
sentido, tanto split decomposition (Huson, 1998; véase el capitulo 3 de este
libro) como GENECONYV (Sawyer, 1989;1999) coincidieron en la ausencia
de recombinacion en el Vibrio cholerae O139 (Farfan et al., 2002), por lo que
el origen de varias clonas patdgenas puede no deberse a la recombinacion.

A pesar de las limitantes de los métodos de deteccion de la recombinacion,
éstos seguiran siendo utiles para todos los casos en los que primero se quiere
saber si hay o no recombinacién en un grupo de datos y mientras los méto-
dos paramétricos llegan a ser mas practicos. Paralelamente, es de esperarse
que los métodos empiricos, basados en caracteres contingentes, como el uso
preferencial de codones, cedan lugar a los métodos formales. Por ahora, com-
binaciones de ambos han arrojado resultados muy interesantes. Por ejemplo,
una combinacién de métodos filogenéticos de deteccion de la recombinacion
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y la comparacién de varios genomas de procariontes fotosintéticos sugiere
que los genes indispensables para la fotosintesis se han intercambiado hori-
zontalmente en muchas ocasiones (Raymond et al., 2002).

Por su parte, el desarrollo de métodos para la estimacion de la tasa de
recombinacién aun esta en pleno; de hecho, la teoria subyacente sigue de-
sarrollandose (p. ¢j. Slade, 2001; Wall, 1999; Wiuf y Hein, 1999, 2000; Wiuf,
2002) por lo que es de esperar que surjan nuevas propuestas en el corto plazo.
En especial, se espera que las nuevas propuestas analicen la influencia de otras
fuerzas evolutivas en la estimacion de la recombinacidn, como la seleccion
natural (Posada et al., 2002) que aiin no es integrada a los modelos actuales.

Asimismo, la influencia de la recombinacion en la inferencia filogenética
esta siendo considerada seriamente por varios autores (p. ej. Schierup y Hein,
2000a; Schierup y Hein, 2000b), de tal manera que el problema esta generando
nuevas propuestas de reconstruccion filogenética que integren la recombina-
cién en sus modelos (p. ej. Huson, 1998; Strimmer et al., 2003).

La importancia de la recombinacién también genera preguntas mas uni-
versales acerca de su origen y permanencia, tanto en las maneras sui generis
en que ocurre en los procariontes (Redfield, 2001; Vulic et al., 1999), como
en el sexo de los eucariontes (Otto y Lenormand, 2002) y la influencia que
pudo haber tenido en la evoluciéon de los genomas actuales, de procariontes
(Joyce et al., 2002; Ochman et al., 1999; Ochman et al., 2000) y eucariontes
(Duret, 2001). La combinacién de aproximaciones empiricas y formales, asi
como el desarrollo de herramientas cada vez mas poderosas nos ayudaran a
comprender mejor la naturaleza de este proceso y, en consecuencia, a manejar
sus resultados de una manera mas realista.
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LA ESPECIE COMO UNIDAD EVOLUTIVA:
USO DE MARCADORES MOLECULARES
PARA SU RECONOCIMIENTO

Y DELIMITACION, CON ESPECIAL
ENFASIS EN MICROORGANISMOS

René Cerritos Flores

Cuando Darwin publicé en 1859 El origen de las especies, se plante6 la idea de
que las especies pueden surgir de otras a causa de la acumulacién de modifica-
ciones por medio de la seleccidon natural, y de otras fuerzas atin no muy claras
para el autor. Darwin describi6 el proceso de especiacion pero no propuso
alguna forma de reconocimiento y delimitacién del producto de tal proceso
¥, por lo tanto, el libro no tiene un concepto formal de especie.

Es probable que Darwin no haya tenido idea de la gran tarea que nos
heredaria: a mas de un siglo de la publicacion de esta obra atin no se tiene un
concepto “natural” que sea funcional para la mayor parte de los organismos,
sobre todo aquellos que pertenecen al grupo de los procariontes (Bacteria y
Archea), asi como algunos grupos de hongos. En este capitulo analizaré los
trabajos que se han realizado para reconocer y delimitar especies con base en
la teoria evolutiva, haciendo énfasis en la repercusion que han tenido los mar-
cadores moleculares en la resolucién de este problema. Asimismo, explicaré
cuales son las principales limitaciones que se presentan al aplicar determina-
do concepto de especie a organismos con formas de vida muy distintas a las
comunmente estudiadas (plantas y animales), como los microorganismos.
Finalmente, haré énfasis en la importancia pragmatica que tiene reconocer y
delimitar entidades evolutivas, sobre todo en areas dedicadas ala conservacion
de la biodiversidad.
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DE LO NATURAL A LO ARTIFICIAL Y DE LO UNIVERSAL
A LO PARTICULAR

Desde el punto de vista bioldgico, una especie se podria describir simplemente
como un conjunto de individuos mas o menos parecidos que puede variar
en tamafio y composicion dependiendo del criterio que se use para hacer tal
agrupamiento. Cuando un agrupamiento se hace bajo criterios que reconozcan
y delimiten el resultado del proceso de especiacién estamos ante un grupo
natural; en caso contrario, un grupo artificial sera aquel en el que hay una
inclusion parcial o una inclusion de organismos que pertenecen a mas de una
entidad evolutiva (Ward, 1998). Estos criterios se fundamentan en teorias o
simples patrones que se obtienen en el estudio de modelos bioldgicos, es decir,
de los mismos organismos. Cuando estos modelos logran aplicarse a todas
las formas bioldgicas, estamos ante un criterio universal. De modo contrario,
cuando este modelo solo es aplicable a un grupo muy reducido de formas, se
esta ante un criterio particular.

Es sorprendente como estas agrupaciones cobran importancia cuando se
usan criterios naturales y, cuando es posible, universales para reconocerlas y
delimitarlas: pensemos que si agrupamos toda la biodiversidad en unidades
naturales bajo distintos criterios se pueden resolver muchas de las dudas
que en la actualidad siguen rondando en nuestras cabezas. Por ejemplo, si la
evolucion es gradual o por saltos, si la especiacion es simpatrica o alopatrica,
cuales son las velocidades de especiacion, cudl es la interaccion entre los
factores ambientales y la diversidad genética de las poblaciones; éstas son
algunas dudas que considero podrian resolverse con sélo aplicar métodos
naturales de agrupacion.

CRITERIO 1: SEMEJANZA ENTRE LOS CARACTERES
MORFOLOGICOS

En el reconocimiento de las especies la forma comunmente utilizada es intui-
tivamente muy sencilla: basta con la utilizacién de cualquier tipo de caracteres
morfolégicos, conductuales, fisiologicos u otros para descartar o en su defecto
integrar individuos a estas entidades bioldgicas. Por ejemplo, algunas tribus de
Nueva Guinea son capaces de reconocer con base en caracteristicas morfolo-
gicas y conductuales cerca de 137 tipos diferentes de aves, que corresponden
cada uno a una especie distinta utilizando marcadores moleculares (Avise,
2000). Este tipo de reconocimiento se formalizé antes de la teoria evolutiva,
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en especial con Linneo, quien introdujo en 1757 el concepto de especie como
una forma de reconocer y dar nombre a las distintas entidades bioldgicas
creadas por un ser superior, es decir, un Dios. Este tipo de reconocimiento a
través de cualquier caracter morfoldgico se conoce en honor a Linneo como
concepto linneano o morfoldgico de especie (Mayden, 1997). Posteriormente,
Darwin tomd esta misma forma de reconocimiento, aunque seleccionando
determinados caracteres como base para sustentar sus explicaciones acerca del
origen de las especies: el caso del tamafo y forma del pico de los pinzones de
las islas Galdpagos es un buen ejemplo para explicar los procesos evolutivos,
al menos a esta escala (Darwin, 1859).

Por lo general, este tipo de caracteres se asocian con el método fenéti-
co, que tiene como caracteristica principal la de tomar la mayor cantidad
posible de caracteres independientemente de su relacion ancestro-descen-
diente. El concepto fenético de especie forma grupos de acuerdo con la
similitud de una gran cantidad de caracteres (Sneath, 1976), incluyendo
los moleculares.

CRITERIO 2: LOS PROCESOS EVOLUTIVOS ORIGINAN UNIDADES
DISCRETAS

Sin duda alguna, el concepto de especie que mejor se apega a la idea de
Darwin acerca de la divergencia que se da entre los individuos de una
misma poblacidn, producto de la seleccion natural con el paso de las
generaciones y que culmina con la aparicién de nuevas especies, es el
sugerido por Simpson (1961) y Wiley (1978), conocido como concepto
evolutivo de especie. Este se define como un linaje (secuencia de pobla-
ciones ancestro-descendiente) que evoluciona separadamente de otros
linajes y que tiene una estructura evolutiva propia. Este concepto tiene la
facultad de englobar las distintas fuerzas evolutivas que actian sobre las
poblaciones; ademas, da la pauta para considerar procesos de extincién y
sobre todo de especiacion.

Sin embargo, por si mismo no permite reconocer a tales linajes, es decir,
este concepto no propone un método capaz de reconocer y delimitar especies
(Taylor et al., 2000). Asi, una conclusién anticipada seria que un concepto
de especie que describa y delimite a estos grupos verdaderamente existentes
sera aquel que englobe la idea de que las especies son unidades evolutivas
producto de la especiacién con una metodologia capaz de reconocerlas y
delimitarlas.



328 LA ECOLOGIA MOLECULAR DE LOS MICROORGANISMOS

CRITERIO 3: AISLAMIENTO REPRODUCTIVO

Una propuesta que se acerca a la resolucion de la problematica conceptual
y practica de las especies es el concepto bioldgico de especie formulado por
Dobzhansky (1937) y Mayr (1942). Ellos consideran que la especie es un grupo
de poblaciones naturales donde actual o potencialmente existe intercambio
genético y que este grupo de poblaciones esta aislado reproductivamente de
otros grupos andlogos. Al detectar eventos de reproduccion sexual se infiere
que el flujo génico esta actuando como fuerza uniformadora en las frecuen-
cias alélicas de las poblaciones y, por lo tanto, se considera que todas estas
poblaciones pertenecen a una misma entidad evolutiva. En contraste, cuando
se origina una barrera reproductiva o incluso geografica entre algunas po-
blaciones, ésta provoca que se diferencien genéticamente hasta que divergen
a tal grado que ocurre un proceso de especiacion. El método para reconocer
especies biologicas es en teoria muy sencillo y basta con registrar la existencia
de reproduccién sexual, ya sea en el campo o en laboratorio, entre individuos
que a priori sean considerados de la misma especie.

CRITERIO 4: UN NICHO, UNA ESPECIE

El concepto ecoldgico de especie propuesto por Van Valen (1976) se refiere a
un linaje (o grupo de linajes fuertemente relacionados) que ocupa una zona
adaptativa minimamente diferente a la de otros linajes. Una especie ecoldgica
puede verse como un grupo de individuos que asimila recursos de una manera
semejante y habita en determinadas condiciones abidticas y bidticas. La forma
de reconocer las especies ecologicas es correlacionando las condiciones y los
recursos del ambiente con algunas caracteristicas adaptativas, generalmente
morfologicas, de cada una de las poblaciones en evaluacién. El concepto
ecologico se desarrolla dentro de una concepcién adaptacionista, en la que
se supone que cuando ocurre alguna modificacion de las condiciones y/o los
recursos de determinado ambiente se crea un nicho vacio, el cual activa la
seleccion natural hasta que la poblacion alcanza un nuevo pico adaptativo
asociado a ese nicho y con ello se genera una nueva especie. No obstante, este
concepto también puede ser funcional dentro del punto de vista neutral, en
cuyo caso se argumenta que los organismos tienen la capacidad de modificar
su propio nicho de tal manera que muchos de los caracteres que se observan
en los organismos son producto de la deriva génica.
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CRITERIO 5: LAS RELACIONES ANCESTRO-DESCENDIENTE EN
LAS POBLACIONES

En cuanto al concepto filogenético de especie, éste ha sido desarrollado por
varios autores. Por ejemplo, esta el que plantea Cracaft (1983) definido como
el grupo mas pequeiio de organismos que es diagnosticablemente diferente
de otros organismos similares y dentro del cual hay un patrén de ancestro-
descendiente. Por otra parte, Nixon y Wheler (1990) definen la especie como
las agregaciones mas pequenas de poblaciones o linajes diagnosticadas por
una nica combinacién de estados de caracter que reflejen una relaciéon an-
cestro-descendiente.

Para reconocer y delimitar una especie filogenética primero se identifican
y analizan los atributos que reflejen una secuencia ancestro-descendiente en
los individuos de los grupos o poblaciones, para asi obtener los estados de
caracter. Posteriormente se realiza una comparacién interpoblacional por
medio de una matriz de los perfiles de cada poblacidn y finalmente, se divide
la matriz en grupos a partir de los diferentes estados de caracter. Cada uno
de estos grupos sera una especie filogenética. Los resultados de un analisis
filogenético se pueden representar en un cladograma donde los grupos o
clusters mas pequenos dentro de esta relacion son considerados unidades
evolutivas separadas.

El concepto filogenético asume que entre los grupos formados hubo un
proceso de especiacion, por lo que el flujo génico entre estos grupos es casi
nulo y que probablemente la seleccion natural, la deriva génica y la mutacion
actiian de manera diferencial sobre los caracteres de los individuos. Los carac-
teres que se toman para reconocer y delimitar especies filogenéticas pueden
ser fenotipicos (morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos o moleculares) o
genotipicos, siempre y cuando reflejen una relaciéon de ancestria en comtn
entre los grupos.

CRITERIO 6: INTERCAMBIO GENETICO

El concepto genético de especie fue inicialmente propuesto por Ravin (1963)
y surgié como una forma de resolver el problema de la aplicabilidad del con-
cepto bioldgico de especie en microorganismos tales como los procariontes.
En este sentido una especie es definida como un grupo de individuos con
capacidad de intercambiar informacién genética por medio de la conjugacion,
transduccién o transformacion. Ravin propone que la frecuencia del inter-
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cambio genético en procariontes puede ser un indice confiable para conocer
las relaciones filogenéticas entre los microorganismos que realizan un pro-
ceso de recombinacion: donador y receptor (véase el capitulo 9 de este libro).
Posteriormente, con el avance de las técnicas en biologia molecular, Wayne
et al. (1987) proponen con base en este concepto una manera de reconocer y
delimitar especies: aquellas muestras que tengan mas del 70% de hibridizaciéon
ADN-ADN seran consideradas como una misma especie.

CRITERIO 7: LA COHESIVIDAD

El concepto cohesivo de especie propuesto por Templeton (1989, 1998, 1999)
es sin duda el trabajo mas integrador y completo realizado no sélo en el nivel
tedrico, sino también en el nivel operacional en el reconocimiento y delimi-
tacion de unidades evolutivas. Asi, una especie es definida como un linaje
(secuencia ancestro-descendiente) donde las fuerzas genéticas y ecoldgicas
crean un grupo cohesivo unico de organismos con capacidad de entrecruza-
miento. En este sentido podemos redescubrir una especie como un grupo de
organismos que tiene una determinada respuesta a las fuerzas ecologicas, es
decir, a los factores ambientales (como humedad, temperatura, cantidad de
nutrientes y distintos tipos de interacciones) y a las fuerzas genéticas, tales
como la mutacion, la seleccion, la deriva o el flujo génico, que interaccionan
de tal manera que originan un grupo cohesivo unico.

Para demostrar la existencia de especies cohesivas es necesaria la aplicacion
de bases tedricas y de herramientas moleculares (véase el capitulo 18 de este
libro). Una vez que se reconocen los grupos en conflicto en la asignacion del
estatus de especie cohesiva, se genera una matriz de haplotipos a partir de uno
o mas marcadores moleculares. Sobre esta matriz de haplotipos se determinan
procesos de coalescencia (véase el capitulo 9 de este libro) y a partir de estos
puntos se producen anidamientos a los que se asigna el estatus de especie.
Finalmente se corrobora la existencia de cohesividad ecoldgica y genética
dentro de los grupos.

El uso de genealogias por haplotipos permite descubrir la variacion
genética, ya sea dentro de una especie (nivel poblacional) o entre especies.
Asi, por medio de este método se puede conocer la interfase entre evolucion
intraespecifica e interespecifica (Templeton, 1993, 2001). Esta interfase es
precisamente el limite entre una especie y otra. Para corroborar la cohesividad
ecologica se realiza un anlisis biogeografico y filogeografico (véanse los capi-
tulos 14 y 15 de este libro). Para el primer caso se correlaciona la distribucién
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espacial de las distintas variantes (en su mayoria morfoldgicas) de cada uno
delos grupos, y para el segundo se correlaciona la distribucién espacial de los
distintos haplotipos resultantes. Para corroborar la cohesividad genética, son
necesarios analisis de diferenciacion genética, tales como los estadisticos F'y
sus distintas variantes (Wrigth, 1951; Nei, 1982; Slatkin y Barton, 1989; véase el
capitulo 2 de este libro). Estos indices pueden evidenciar flujo génico o, en caso
contrario, aislamiento reproductivo entre los grupos en conflicto (Templeton,
1994). Una ventaja que tiene el concepto cohesivo frente a otros conceptos es
que los grupos permiten delimitar especies con criterios estadisticos.

LIMITACIONES DE CADA METODO PARA RECONOCER Y
DELIMITAR UNIDADES EVOLUTIVAS

Cada método que se usa para reconocer y delimitar especies desde el punto
de vista evolutivo trata de inferir procesos de especiacion, ausencia de flujo
génico entre grupos, o presion diferencial de la seleccion natural y la deriva
génica sobre las poblaciones en relacion con su ambiente. Sin embargo, en
ocasiones estas inferencias para formar grupos naturales resultan no ser fiel
reflejo de las unidades evolutivas existentes. A continuacién ampliaré cuales
son los problemas mas comunes que se presentan en el momento de reconocer
Y, sobre todo, de delimitar especies.

PROBLEMA 1: LOS CARACTERES MORFOLOGICOS Y LOS
MARCADORES MOLECULARES PUEDEN PRESENTAR
HOMOPLASIAS

Antes que nada, hay que recordar que en todos los analisis es necesario usar
caracteres de tipo homologo, es decir, que todas las variantes de ese caracter
(estados de caracter) provengan de un ancestro comun (Li, 1997). Sin em-
bargo, hay ocasiones en que las variantes de determinado cardcter provienen
de mads de un ancestro comun, lo que se conoce como homoplasias (véase el
capitulo 4 de este libro).

Los caracteres fenotipicos, principalmente morfologicos, conductuales y
en algunos casos fisiologicos y bioquimicos, estan expuestos a experimentar
convergencias evolutivas -un tipo de homoplasia- en donde los caracteres
tienden a converger en forma y funcién independientemente de la relacion
ancestro-descendiente. Ademads, un cardcter fenotipico es producto no solo
de lainformacion genética, también el ambiente y la interaccion entre genes 'y
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ambiente lo moldean; por ejemplo, puede ser que las diferencias encontradas
a nivel morfoldgico no existan a nivel genético y lo que se observe sea sim-
plemente producto de una plasticidad fenotipica. Entonces, cuando tomamos
caracteres con plasticidad fenotipica o que han experimentado convergencias
evolutivas, los limites de una especie pueden ser erréneos. El concepto fenético
y morfoldgico de especie por la metodologia que siguen estan muy expuestos
a producir grupos artificiales.

El reconocimiento de este tipo de caracteres en microorganismos es muy
dificil. Las bacterias, arqueas y en algunos casos los hongos presentan una
limitada cantidad de caracteres que pueden considerarse como homologos.
En el caso particular de los procariontes, el unico método que se aplica en el
reconocimiento y delimitacion de especies es el fenético, tomando en cuenta
caracteres como la forma celular (cocos o bacilos), el tipo de metabolismo
(respiracidon-fermentacion), la reaccion a las técnicas de tincién (gram+ o
gram-), pruebas bioquimicas (lactosa+ o lactosa-), la presencia en determi-
nado ambiente (mesofilas o extremdfilas), entre otras. La gran cantidad de
homoplasias que pueden existir en estos caracteres hacen de la sistematica
bacteriana un sistema completamente artificial, sobre todo en el nivel taxo-
noémico de especie (Cowan, 1968; Priest, 1993; Goodfellow et al., 1997). Las
especies descritas a través del método fenético enmascaran una gran cantidad
de entidades evolutivas. Ward (1998) demostré que la morfoespecie de cia-
nobacteria Synechococcus lividis enmascara al menos 11 entidades evolutivas,
cuando se aplica el concepto filogenético acompanado de una correlacion
ambiental (concepto ecoldgico). A partir de un muestreo a lo largo de un
gradiente de temperatura y usando la secuencia 16S rARN para reconstruir
la filogenia, llegd a la conclusion de que cada grupo dentro del cladograma
corresponde a aislados de un determinado gradiente ambiental.

Los caracteres fenotipicos no son los tinicos expuestos a homoplasias,
también los marcadores moleculares pueden experimentar convergencias
evolutivas, evolucion paralela y reversiones a estados ancestrales. Este tltimo
tipo de homoplasias ha sido estudiado en secuencias de ADN, en donde es
probable que en algunas posiciones (sobre todo en la tercera posicion de los
codones) existan redundancias por saturacidn, es decir, si el estado ancestral
de una posicion en la secuencia es A (adenina), los estados derivados de esa
secuencia pueden experimentar subsecuentes cambios (de A a G, de Ga C,
de Ca GydeGaA) hasta llegar nuevamente a presentar la misma base en la
misma posicion (véase el capitulo 4 de este libro; Li, 1997).
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PROBLEMA 2: NO HAY LIMITES ESTRICTOS EN EL AISLAMIENTO
REPRODUCTIVO

Respecto al concepto bioldgico de especie, éste puede tener algunas limita-
ciones metodoldgicas, sobre todo cuando se inducen eventos reproductivos
de manera artificial, sin contemplar el flujo génico actual. Detectar eventos
reproductivos de esta manera no es sinénimo de un intercambio de genes de
manera mas o menos constante entre los grupos. En estos casos es probable que
la reproduccion sexual esté desacoplada y permanezca ain cuando la variacion
genética y el aislamiento geografico sea muy grande (Taylor et al., 2000). Con
los analisis de entrecruzamiento se detecta el flujo génico potencial, mas no
el flujo génico real y actual (véanse los capitulos 2 y 9 de este libro; Hibbett et
al., 1995). Un caso que ejemplifica lo anterior es el que se refiere a la especie
morfoldgica del hongo Pleorotus ostreatus, en el que se reconocen ocho espe-
cies bioldgicas. Sin embargo, cuando se aplican andlisis filogenéticos, usando
marcadores moleculares y se correlacionan con las variantes ambientales en
cada una de las ocho especies bioldgicas, se reconocen un total de catorce
especies (Vigalis y Sun, 1994).

El concepto bioldgico pierde completa funcionalidad cuando se aplica a
poblaciones en proceso de divergencia y donde en algunos casos puede existir
flujo génico que origina grupos hibridos (Rieseberg, 1997). El término hibrido
se puede restringir a aquellos organismos que se generan por entrecruzamiento
entre individuos de diferentes especies (Rieseberg, 1997; véase el capitulo 13 de
este libro). Los hibridos pueden seguir dos rutas antagénicas. Primero, cuando
los hibridos son producidos durante un proceso de especiacion parapétrica o
simpatrica en el que existe entrecruzamiento parcial entre los grupos en diver-
gencia en una zona geografica y ambientalmente intermedia por largos periodos
de tiempo, los hibridos pueden desaparecer debido a la formacién de barreras
reproductivas definitivas entre los grupos progenitores. Cuando esto sucede se
puede hablar de dos entidades evolutivas y un grupo temporal de organismos
hibridos (Turner, 1971). Segundo, cuando los hibridos se aislan reproductiva-
mente de los grupos progenitores se puede originar una nueva especie, siempre y
cuando la zona hibrida se mantenga constante en el tiempo. Cuando esto sucede
estarfamos ante tres unidades evolutivas: los grupos progenitores y la incipiente
especie originada por hibridacion. La formacion de nuevas especies a través de
grupos hibridos se ha documentado extensamente en plantas (Knobloch, 1971;
Ellstrand et al., 1996; Riesberg, 1997; véase el capitulo 13 de este libro); en el
caso de animales y microorganismos se sabe muy poco.
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PROBLEMA 3: NO SE PUEDE HABLAR DE UN SOLO FACTOR
AMBIENTAL QUE EJERZA UNA PRESION SELECTIVA EN LAS
POBLACIONES

Los conceptos ecoldgico y cohesivo pueden no ser infuncionales debido
principalmente a la falta de recursos técnicos, estadisticos y conceptuales
para analizar conjuntamente todos los factores del habitat (condiciones y
recursos) que puedan estar promoviendo un cambio en las poblaciones,
y que finalmente conlleven a un proceso de especiacion (Templeton,
2001). Asimismo, aun no se sabe cual es el efecto que un cambio de una
determinada variable ecoldgica pueda tener en las poblaciones, ni como
la interaccion de distintas variables ambientales afecta y promueve los
procesos evolutivos.

PROBLEMA 4: UN SOLO MARCADOR MOLECULAR PUEDE NO SER
REPRESENTATIVO DE LA FILOGENIA DE LA ESPECIE

Con respecto al concepto filogenético, el principal problema que se podria
presentar al reconocer y, sobre todo, al delimitar unidades evolutivas seria que
la filogenia estuviera disociada de la tokogenia (Henning, 1966). El término
tokogenia se refiere al flujo génico actual en una poblacién. En tal caso, las
especies propuestas a través de la interpretacion de un cladograma no corres-
ponderian con los grupos que se formarian si se tomara en cuenta el grado
actual de flujo génico. Sin duda el uso de uno o varios caracteres adecuados
asi como la aplicacion correcta de los analisis estadisticos puede evitar esta
disociacion. David y Nixon (1992) proponen dos andlisis filogenéticos para
reconocer y delimitar especies. El primero, denominado Analisis de Agrega-
cion Poblacional (PAA), intenta separar grupos de acuerdo con atributos que
puedan ser tinicos en una poblacién determinada (p. ej. fijacion de alelos en
las poblaciones estudiadas). El segundo, el analisis de Agregacion Cladistica
de Haplotipos (CHA), agrupa las poblaciones que tienen haplotipos idénticos
en una sola especie filogenética. En estos anilisis se propone el uso de marca-
dores moleculares y en particular de secuencias de genes para la generacién
del cladograma. Diversos estudios han puesto a prueba estos dos analisis (De
Salle y Vogler, 1994; Escalada et al., 1996; Brower, 1999) pero Brower (1999),
al examinar las implicaciones que tiene el uso del PAA para delimitar especies
a partir de la secuenciacion de genes, llega a la conclusion de que este método
es inapropiado para inferir las unidades evolutivas. Uno de los problemas que
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presenta el PAA es que al usar datos como la secuenciacion de genes es casi
imposible identificar caracteres discretos (Crother, 1990).

El uso de los marcadores moleculares como herramientas en la recons-
truccion filogenética presenta problemas adicionales bajo este concepto de
especie. Particularmente, cuando se utilizan secuencias de genes muchas veces
se muestrea un solo locus. Cuando este locus presenta una segregacion de
polimorfismos ancestrales (polimorfismos interespecificos) la reconstruccién
filogenética puede ser incorrecta (Wu, 1991; 1992; Hey, 1994; Templeton, 2001;
véase el capitulo 4 de este libro). La segregacion de polimorfismos ancestrales
hace referencia a los alelos que permanecen en la poblacion aun después de un
proceso de especiacion. De esta manera, cuando se delimiten los grupos dentro
del cladograma, aquellos que compartan este tipo de alelos seran considerados
como una sola entidad evolutiva. Para solucionar tal problema se proponen
dos opciones: la primera es el andlisis de coalescencia (Hudson, 1983,1990;
Tajima, 1983; Nei, 1986; Takahata, 1989; Templeton, 1989, 1998, 2001; véase
el capitulo 2 de este libro) y la segunda es con el uso de varias genealogias de
distintos genes. La concordancia entre las reconstrucciones resultantes en cada
uno de estos genes es determinante en la delimitacion de especies (Felsenstein,
1985; Wu, 1991, 1992; Avise, 1994, 2000; Hibbett et al., 1995; Caccone et al.,
1996; Giraud et al., 1997; O 'Donell et al; 1998; Streelman et al., 1998; Franzot
et al., 1999; Taylor et al., 2000). Usando tres distintas secuencias de genes en el
complejo fungico Gibberella fujikuroi, O "Donell et al. (1998) encuentran una
concordancia entre las tres genealogias generadas, dando como resultado un
total de 45 especies, de las que 23 son registradas como nuevas.

PROBLEMA 5: BAJO EL CRITERIO DE HIBRIDACION ADN-ADN,
TODOS LOS PRIMATES PERTENECERfAMOS A LA MISMA ESPECIE

El concepto genético incurre en dos faltas graves. La primera se refiere a la
universalidad del concepto. Si aplicamos el criterio de que dos muestras que
presenten mas del 70% de hibridacion ADN-ADN sean consideradas como
la misma especie, todos los géneros de la familia de los primates serian consi-
deradas como miembros de una misma especie (Stanley, 1997). La segunda se
refiere a que el criterio de hibridacién no esta sostenido en algiin mecanismo
natural que pueda reflejar un proceso de especiacion, ademas, ain no se sabe
el papel que juega determinada secuencia en provocar especiacion y sobre
todo, es probable que esta correlacion no sea la misma en diferentes linajes
debido a una variacion en las tasas de evolucion (Maynard Smith, 1995; Em-
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bley y Stackebradt, 1997; Goodfellow et al., 1997). Al tomar unicamente la
hibridacién como criterio para delimitar especies, el concepto genético niega
laimportancia de determinadas regiones del ADN en conferir una identidad a
las especies. Es decir, asume que dentro de ese 70% de ADN total que hibridiza
todas las posiciones tienen la misma importancia, independientemente si son
secuencias codificantes o no. Sin embargo, es mas probable que esa identidad
se encuentre en el 30% del ADN total que no hibridiza.

PROBLEMA 6: CUANDO LA COHESIVIDAD NO ES TAN EVIDENTE

Un problema del concepto cohesivo puede surgir cuando las fuerzas ecolo-
gicas, las fuerzas genéticas y la reconstruccion genealdgica por coalescencia
(anidamientos de los haplotipos) delimitan de manera diferente los grupos
en evaluacién. En los pocos casos en que se ha aplicado el concepto cohesivo
jamas se ha visto una discordancia entre los grupos formados a partir de estas
tres formas de inferir unidades evolutivas (Gomez-Zurita et al., 2000; Car-
bone y Kohn, 2001; Templeton, 2001). No obstante, en el caso de que llegara
a presentarse un evento de discordancia, habria que volver a replantear los
tres tipos de inferencia. Para el caso de la cohesividad ecoldgica se tendrian
que hacer nuevas investigaciones que relacionen ciertos factores ambientales
con determinados atributos de los organismos; para el caso de la cohesividad
genética, es posible que los marcadores moleculares no sean totalmente neu-
tros o en su defecto, tengan una tasa de evolucion diferencial entre los grupos
en conflicto, en cuyo caso el uso de marcadores moleculares que si cumplan
estos requisitos es la solucion.

Un claro problema que se presenta al usar haplotipos para obtener la
genealogia de los grupos es la carencia de una base teérica que iguale estas
genealogias generadas por coalescencia con los verdaderos linajes de la po-
blacion (Templeton, 2001). Asimismo, cuando existe una gran cantidad de
alelos en un mismo locus los tiempos de coalescencia pueden ser erroneos
(Takahata, 1989; Wu, 1991). Un ejemplo claro es el de la tricotomia de los
linajes chimpancé-gorila-humano. Cann et al. (1987) encuentran que el tiempo
de coalescencia del linaje humano usando ADN mitocondrial es de 200 000
aflos, mientras que el tiempo de coalescencia usando genes del nucleo es de
400 000 afios; el tiempo estimado de divergencia del linaje humano usando
otros métodos llega a 5 millones de aflos (Wu, 1991).
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EL CONCEPTO DE ESPECIE EN MICROORGANISMOS, UN
PROBLEMA AUN NO RESUELTO

Los conceptos revisados en este capitulo fueron en su origen desarrollados
tomando en cuenta determinadas formas de vida. El concepto bioldgico, por
ejemplo, se construyd tratando de reconocer grupos en organismos con una
reproduccion sexual, principalmente animales y en algunos casos, plantas
(Petersen y Hughes 1999). El concepto ecologico se planted pensando ba-
sicamente en macroorganismos, en los que claramente puede hacerse un
analisis de correlacion entre la variabilidad morfoldgica de los grupos con los
recursos y condiciones del habitat (Van Valen, 1976). Es entonces evidente
que surge un problema de funcionalidad cuando queremos aplicar un deter-
minado concepto de especie a formas de vida distintas de aquellas para los
que inicialmente fue creado.

Los HONGOS Y SUS DISTINTAS FORMAS DE REPRODUCCION

En algunos grupos de hongos la aplicacién del concepto biolégico puede ser
impractico debido a que la formacion de meiosporas no se lleva a cabo. Rey-
nolds (1993) afirma que un 20% de toda la diversidad de hongos se reproduce
de manera asexual y no produce meiosporas (véase el capitulo 9 de este libro).
Algunas otras variedades son homotalicas y pueden producir meiosporas sin
la necesidad de una entidad complementaria. En hongos heterotalicos, la pre-
sencia de meisporas no es suficiente para inferir entrecruzamiento, por lo que
para reconocer y delimitar sus especies, es necesario cultivarlos en el laboratorio
para inducir posteriormente su entrecruzamiento. Sin embargo, un problema
relevante es que hay variedades que no son cultivables y en algunos casos es
casi imposible que en condiciones de laboratorio puedan entrecruzarse.
Considerando esta diversidad reproductiva la solucién para reconocer y
delimitar especies es el concepto filogenético. En una gran cantidad de estudios,
existe concordancia entre las genealogias de distintos genes, de manera que los
grupos descritos son considerados entidades evolutivas (Sullivan et al., 1995;
Giraud et al., 1997; Mayden, 1997; O 'Donell, 1998; May et al., 1999; Fisher
et al., 2000). Carbone y Kohn (2001), ademas de usar secuencias de genes,
aplican en Sclerotinia la teoria de la coalescencia para generar genealogias en
cada uno de los loci analizados con la finalidad de evidenciar los tiempos de
divergencia tanto de las poblaciones como de las especies del género. Usando
secuencias de haplotipos en nueve distintas regiones del ADN nuclear para
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385 individuos, obtienen una concordancia entre los nueve loci estudiados,
con los mismos tiempos de coalescencia tanto en el nivel poblacional como
en el nivel de especie. Asimismo, un analisis filogeografico de los nueve loci
sefiala que determinados haplotipos son exclusivos de ciertas regiones, per-
fectamente diferenciadas por una serie de factores ambientales.

LOS PROCARIONTES SE REPRODUCEN DE MANERA ASEXUAL
PERO PUEDEN EXPERIMENTAR TRANSFERENCIA HORIZONTAL
DE GENES

En los procariontes (Archaea y Bacteria), la aplicacion de cada uno de los con-
ceptos de especie se complica mas que en cualquier otro grupo de organismos.
La forma de vida de la mayoria de los procariontes es completamente diferente
de la de los organismos que se han tomado como modelo para desarrollar los
conceptos de especie desde el punto de vista evolutivo, a excepcion del genético.
La diferencia radica en dos procesos: la reproduccion y la recombinacion. Todos
los procariontes sin excepcion se reproducen de manera asexual, de tal manera
que las células progenitoras son idénticas a las células hijas, a menos que ocurra
alguna mutacién. Esta reproduccion estd desligada de la recombinacidn, de tal
manera que el flujo de genes se lleva a cabo de manera lateral u horizontal, ya sea
por recombinacién homéloga o no homologa de material genético cromosomal
o extracromosomal (plasmidos; ver capitulo 9). Por su parte, la recombinacion
puede suceder dentro de la misma unidad evolutiva o incluso entre entidades
evolutivas filogenéticamente muy distantes (p. ej. entre especies del dominio
Bacteria y especies del dominio Eucaria; Bushman, 2001).

La forma actual de reconocer y delimitar las especies procariontes descono-
ce por completo la dinamica evolutiva, ya que la metodologia, completamente
fenética, consiste en tomar cualquier tipo de caracteres morfoldgicos (forma
y tamano), fisioldgicos (actividad enzimatica) o moleculares (hibridacion
ADN-ADN o similitud entre las secuencias) para después compararlos con las
otras especies fenéticas. Desde hace unos 10 afos el inico marcador molecular
que se utiliza de manera extensiva para tal efecto es el gen que codifica para
la subunidad 16s del rARN. Para definir una especie utilizando este marca-
dor se aplica la regla universal del <97%: aquellos aislados que tengan una
diferencia mayor a 97% en la secuencia de este gen seran considerados como
especies diferentes (Stackebrandt y Goebel, 1994). Esta metodologia tiene
sus raices en la hibridacion ADN-ADN, propuesta como criterio a partir de
que se encontr6 que la mayoria de las especies definidas con base en analisis
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morfofisioldgicos presentan una diferencia minima de 70% cuando se realiza
este tipo de hibridacion.

El concepto bioldgico se podria ajustar sin problema a los procariontes,
siempre y cuando la frecuencia de recombinacién intraespecifica sea muy alta,
al grado de generar un monto de variacion en las poblaciones equivalente al
de la mutacion. Es importante mencionar que cuando la contribucion de la
recombinacion a la variacidon genética es muy baja, la mutacion es la fuerza
que la esta generando, por lo que consideramos que un buen parametro para
definir especies con base el concepto bioldgico la contribucién de la recom-
binacion vs. la de la mutacion a la variacion genética. Se sabe que en especies
como Staphylococcus aureus -un organismo clonal- la contribucién de la
mutacion a la variacion es 15 veces mayor que la de la recombinacion (Fiel et
al., 2003). En cambio, en Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae y
Campilobacter jejunila contribucién de la recombinacion es, respectivamente,
5,10 y 50 veces mas importante que la mutacion (Feil ef al., 2003; Schouls et
al.,2003). En este caso, la genética de poblaciones puede resolver el problema
de delimitacion de especies mediante los indices de diferenciacion genéticay
de recombinacién (p. ej. desequilibrio de ligamiento) (véase el capitulo 9 de
este libro). Por su parte, el concepto filogenético se puede aplicar siempre y
cuando la recombinacién no homdloga sea muy baja, ya que de lo contrario
cada gen tendra una historia filogenética muy diferente a la de la especie. Lo
anterior cobra mayor sentido cuando usamos marcadores moleculares ya que
si se utiliza una secuencia genética que tiene la propiedad de transferirse de
manera interespecifica, los andlisis filogenéticos reflejaran la filogenia de ese
gen y no la de la especie.

Enlaactualidad una de las controversias mas fuertes en el estudio evolutivo
de los procariontes es la que se refiere a la frecuencia de la recombinacion
homéloga en poblaciones naturales. Diversos estudios han corroborado que
el intercambio genético es extremadamente raro en poblaciones naturales
(Robert y Cohan, 1995; Feil et al., 1999, 2000; Cohan, 2001, 2002); analisis
con diversos marcadores moleculares sugieren que algunos genes o segmentos
de genes presentan una frecuencia de recombinacién igual o menor que la de
la mutacion (Selander y Musser, 1990; Maynard Smith et al., 1993; Whittam
y Ake, 1993; Robert y Cohan, 1995; Feil et al., 1999, 2000). Por otro lado, di-
versos estudios demuestran que la frecuencia de la recombinacion es muy alta
(Istock et al., 1992; Souza et al., 1992; Liu et al., 1998; Suerbaum et al., 1998;
Silva et al., 1999; Baker et al., 2000; Maynard-Smith et al., 2000; Frandsen et
al., 2001; véase la revision en el capitulo 9 de este libro). Es muy probable que
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la frecuencia de la recombinacion varie dependiendo de la forma de vida de
las entidades evolutivas: en casi todos los ejemplos en los que el intercambio
genético es bajo, las especies estudiadas son simbiontes patégenos suma-
mente virulentos (Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, cepas
patdgenas de Escherichia coli), mientras que los grupos donde se encuentra
una alta frecuencia de recombinacién son simbiontes mutualistas (Rhizobium
etli y muchas cepas de Escherichia coli). Los estudios de recombinacion en
organismos de vida libre son escasos, reportdndose sdlo el caso del complejo
Bacillus subtilis, que demuestra que la recombinacion es un evento sumamente
frecuente en la naturaleza (Istock et al., 1992).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que un buen muestreo que abarque
la mayoria de las variantes en una poblacién puede ser determinante en los
analisis de recombinacion. En varios andlisis en los que se determind una baja
frecuencia de recombinacién, los organismos muestreados se obtuvieron de
lugares sumamente distantes y en otros casos se obtuvieron muestras de una
sola linea clonal virulenta (Selander y Musser, 1990; Whittam y Ake, 1993;
Robert y Cohan, 1995).

En ausencia de recombinacion intraespecifica, Cohan (2001, 2002) propone
una serie de rutas evolutivas que los procariontes siguen para llegar a procesos
de divergencia y consecuentemente a la especiacion. Este autor afirma que la
mutacion es la unica fuerza evolutiva capaz de generar variacion genéticay que
la recombinacién en cualquier grupo bacteriano es despreciable. El modelo
predice que cuando se produce una mutaciéon adaptativa en una poblacion
clonal, todos los individuos que no presenten dicha mutaciéon desapareceran
producto de la seleccion periddica. Debido a la eficiencia que tiene esa nueva
variante ante una serie de recursos y condiciones dentro de un espacio dado
(nicho ecoldgico), la seleccién periddica modifica las frecuencias alélicas
drasticamente de 1 (los individuos con la mutacién adaptativa) a 0 (todos los
individuos que no la presenten). Un proceso de divergencia ocurrira cuando
las mutaciones adaptativas lleven a un subgrupo a modificar la forma de asi-
milar los recursos y a reaccionar de manera diferencial ante las condiciones del
medio. Esta divergencia ocasiona que la seleccion periddica no afecte al grupo
inicial y por lo tanto, estamos ante un proceso de especiacion (figura 1). Estos
grupos que se forman por una cohesion ecoldgica son llamados ecotipos; para
Cohan pueden ser considerados unidades evolutivas, independientes unas de
otras. Sin embargo, en presencia de recombinacién intraespecifica este modelo
evolutivo propuesto para procariontes puede no ser correcto (figura 1). Las
mutaciones adaptativas en conjuncién con intercambio genético ocasionan
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que la mutacion adaptativa se propague en la misma poblacién o incluso en
distintas poblaciones que presenten un nicho ecoldgico distinto, por lo que
la frecuencia de los recombinantes en la poblacién estara determinada por
procesos de seleccion natural y deriva génica, mas que por seleccion periodica.
Siendo cierto esto, un ecotipo no siempre puede ser considerado como una

unidad evolutiva, y puede ser que varios ecotipos conformen una especie.

Figura 1. Dos modelos que explican la dindmica evolutiva de las especies procariontes:
el modelo clonal propuesto por Cohan (2000, 2001)
y el modelo con recombinacién

MODELO CLONAL

ADA PAA AD
A R DA
AADCALA A

Existen mutaciones adaptativas, que

confieren una mayor adecuacién a
los individuos que las portan

AAd ) A

Ao A
AA A O
YW Sl

Existen mutaciones adaptativas, que
confieren una mayor adecuacién a
los individuos que las portan

0,000, A0 A A
Qo o‘&“n
Q09000 aA A

Una nueva especie se genera cuando

las nuevas variantes ocupan un nicho

ecolégico distinto, de tal manera que

la seleccion periddica de la especie A
no actua sobre la especie B.

Poblacion de
la especie A
N_ generaciones

Poblacién de
la especie A

N, generaciones
+x

Poblaciones de
la especie A y de la
nueva especie B

MODELO CON RECOMBINACION

ADADEA AAp A
Am%ﬁa& A

AApCADANA

Los nuevos alelos producto de la
mutacion se dispersan a otros
individuos, produciendo diversos
genotipos.

ADA A ADAAA
AANNANPA 9O
f_\A‘AQ AAOA

Los organismos que presentan
determinadas combinaciones alélicas
tienen mayor adecuacién que otras.

A DA £
AAA
AA 4O
AN @ O
Las especies pueden originarse
por aislamiento reproductivo o
geografico. Tanto la seleccién como

la deriva pueden hacer divergir las
poblaciones.




342 LA ECOLOGIA MOLECULAR DE LOS MICROORGANISMOS

CONSIDERACIONES FINALES

El reconocimiento y delimitacion de especies desde un punto de vista evo-
lutivo es de suma importancia en areas relativamente nuevas de la biologia.
La Biologia de la Conservacion, por ejemplo, busca conocer la riqueza
bioldégica de determinada region en un plano temporal para tomar medidas
de proteccion adecuadas al nimero de variantes biolégicas que ahi existan
(véase el capitulo 8 de este libro). La riqueza bioldgica de una regién puede
medirse en distintos niveles, desde el nivel genético hasta niveles taxoné-
micos superiores. En diversos trabajos se plantea la idea de tener unidades
formales para medir la biodiversidad (Avise, 1989; Waples, 1991, Moritz,
1994), como las unidades evolutivamente significativas (ESU) que han sido
propuestas por varios autores (Ryder, 1986; Waples, 1991; Dizon et al., 1992;
Avise, 1994; Moritz, 1994; Crandall et al., 2000; Fraser y Bernatchez, 2001;
véase el capitulo 8 de este libro). Una ESU se describe como un linaje en el
que el flujo génico esta restringido en relacién con otros linajes filogenéti-
camente muy cercanos, y que tiene una estructura evolutiva propia (Fraser
y Bernatchez, 2001). En sentido estricto una ESU es una especie evolutiva y
en el inicio del capitulo se plante6 la problemadtica metodoldgica que tiene el
concepto evolutivo de especie para reconocer y delimitar unidades evoluti-
vas. En tal caso la aplicacion de los distintos conceptos con una metodologia
propia pueden conducir al reconocimiento y delimitacion de las especies y
por consiguiente de las ESUs.

En el presente trabajo se revisé de manera general el uso y aplicacion de
los distintos conceptos de especie en microorganismos. Sin embargo, grupos
tan importantes como los protoctistas o algas no fueron abordados. Asimis-
mo, dentro de los grupos de los hongos y de los dominios Bacteria y Eucaria
existe una gran diversidad de rutas evolutivas, por lo que la funcionalidad de
los conceptos puede variar dependiendo de ellas.

Un problema que no se abarcé en este trabajo es el que se refiere a la
reestructuracion de la taxonomia en los niveles inferiores. Buena parte de
los grupos que tienen el nivel taxonémico de especie no corresponden a las
unidades evolutivas existentes, como el caso de una morfoespecie que puede
enmascarar varias unidades evolutivas. Cuando esto ocurre, sin duda hay que
tomar decisiones formales y universales para nombrar a éstas y darles un nivel
taxonémico determinado.

Los microorganismos han sido agrupados siguiendo un método simplista;
el de concebirlos como un mero conjunto de individuos con caracteristicas
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morfoldgicas y bioquimicas similares. Este método usado por los microbi6-
logos del siglo XIX no ha cambiado mucho hoy dia. El panorama puede ser
muy alentador, si al igual que en los macroorganismos vemos estos grupos
desde un punto de vista evolutivo, donde cada una de las fuerzas evolutivas
interactiian para generar entidades evolutivas con propiedades genéticas,
ecoldgicas y filogenéticas propias. Si asumimos lo anterior cualquier concepto
de especie puede ser aplicado en estos grupos para reconocer y delimitar las
unidades evolutivas, esas de las que tanto se habla en macroorganismos.
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ECOLOGIA EVOLUTIVA DE BACTERIAS
Y EL CONCEPTO DE ESPECIE:
EL CASO DE LOS RIZOBIOS

Claudia Silva y Pablo Vinuesa

En este capitulo se revisan aspectos clave de genética de poblaciones y
evolucion de procariontes, con énfasis en el grupo de las bacterias fijadoras
de nitrégeno conocidas como rizobios. En la primera parte abordamos la
ecologia y la evolucion de la interaccion rizobios-leguminosas. La segunda
parte toca el intercambio genético en bacterias y los conceptos de especie
empleados en biologia y en particular en bacteriologia. En la tercera parte
exponemos los resultados de nuestros estudios sobre genética de poblacio-
nes, filogenia y sistematica molecular de rizobios asociados a leguminosas
silvestres y cultivadas; en la tltima parte presentamos algunas conclusiones
a las que hemos llegado sobre la evolucidn bacteriana a través del estudio
de estos organismos.

LA INTERACCION RIZOBIOS-LEGUMINOSAS

EcoLoGfA DE LOS RIZOBIOS
Las bacterias que ocupan los nédulos de plantas leguminosas son un grupo po-
lifilético colectivamente llamado rizobios (Sadowsky y Graham, 1998; Sawada
et al., 1993). La caracteristica fenotipica que las distingue de otras bacterias

es su habilidad de disparar el desarrollo de 6rganos fijadores de nitrégeno,
llamados nédulos, en las raices o tallos de plantas hospederas especificas que,
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con una excepcion, son leguminosas (Long, 1989; van Rhijn y Vyerleyden,
1995; Sadowsky y Graham, 2002).

A pesar de que la simbiosis establecida entre rizobios y leguminosas es la
interaccién planta-bacteria mas estudiada (Spaink et al., 1998; Sadowsky y
Graham, 2002), el conocimiento que tenemos sobre la ecologia de los rizobios
es limitado y fragmentado (Sadowsky y Graham, 1998). Los rizobios cubren
un espectro ecoldgico muy amplio: se les encuentra como saprofagos en el
suelo y el agua dulce, viven como rizobacterias en la rizésfera de leguminosas
y otras plantas, y pueden colonizar el nicho ecolégico tnico de los nédulos
en los que, tras ser endocitados por las células del hospedero, se diferencian
en bacteroides. En sus historias de vida alterna estadios de vida libre en el
suelo y la rizoésfera, con estadios endosimbidticos en los que se alojan en un
compartimiento intracelular del tejido central del nédulo, denominado sim-
biosoma (figura 1; Brewin, 1998; Sadowsky y Graham, 1998).

La asociacion con los rizobios permite a las leguminosas colonizar exitosa-
mente habitats deficientes en nitrégeno, donde otras plantas crecen dificilmen-
te. La asociacion con las leguminosas beneficia directamente a las poblaciones
de rizobios dentro de los nddulos al proporcionarles proteccién y fuentes de
carbono, e indirectamente a las poblaciones de la rizosfera al suministrarles
compuestos necesarios para su crecimiento a través de los exudados de las
raices (Long, 1989; Brockwell et al., 1995; Sadowsky y Graham, 2002). Esta
interaccion se considera una simbiosis mutualista (Long, 1989; Spaink et al.,
1998), pero al no ser obligatoria, se trata mas de una relaciéon de protocoope-
racion que de mutualismo en sentido estricto (Cheng, 1991).

UBICACION TAXONOMICA DE LOS RIZOBIOS Y EVOLUCION DE
LA SIMBIOSIS

En la actualidad la clasificacién taxondmica de las bacterias estd basada
principalmente en las secuencias del gen rrs que codifica para la subunidad
16S de rARN (Woese et al., 1990; Weisburg et al., 1991; Ludwig y Schleifer,
1994). Esta clasificacion ubica a la mayoria de los rizobios en la subclase o de
las Proteobacterias (Willems y Collins, 1993; Young, 1993; Martinez, 1994;
Young y Haukka, 1996). En la clasificacién actual reconocida en el Manual de
Bergey (Madigan et al., 2000) los rizobios se encuentran en cuatro familias
del orden Rhizobiales: Rhizobiaceae, que incluye los géneros Rhizobium y
Sinorhizobium; Phyllobacteriaceae, que contiene a Mesorhizobium; Hypho-
microbiaceae, que incluye a Azorhizobium;y Bradyrhizobiaceae, que incluye
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Figura 1. Los rizobios son bacterias heterétrofas aerobias que viven en el suelo como saprofagos.
Cuando una leguminosa compatible estd presente se establece una estrecha comunicacién
quimica que es la base de la simbiosis. Las raices de las leguminosas exudan flavonoides que
activan la expresion de los genes de nodulacién de los rizobios, que se encargan de producir
y secretar los factores que disparan la organogénesis de los nddulos. Los rizobios infectan las
células de los nodulos, dentro de ellas se diferencian en bacteroides y llevan a cabo la fijacion
bioldgica de nitrégeno atmosférico. La planta provee de carbohidratos a los bacteroides dentro
del nédulo para sostener su metabolismo. Esta interaccion es una simbiosis protocooperativa
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Vida libre
Suelo/rizosfera

Comunicaciéon quimica
Especificidad

e}
© o
Factores de
nodulacién
>
>
>
Flavanoides
CH,0
N -> NH

Nédulos
endosimbionte

el género Bradyrhizobium. Los géneros de rizobios estdn filogenéticamente
relacionados con otras bacterias de vida libre o patogénicas, como Rhodop-
seudomonas, Afipia, Agrobacterium y Brucella (Willems y Collins, 1993; van
Berkum y Eardly, 1998; Sadowsky y Graham, 2002).

Sin embargo, el concepto de rizobios esta cambiando, ya que recientemente
se report6 una metilobacteria (a-Proteobacteria) noduladora y fijadora, pro-
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puesta como Methylobacterium nodulans (Sy et al., 2001). Asimismo, se esta
haciendo patente que la fijacion simbidtica de nitrégeno por f-proteobacterias
es mas comun de lo que se habia pensado: recientemente se han identificado
bacterias de los géneros Burkholderia y Ralstonia que son capaces de ocupar
nddulos de leguminosas y fijar nitrogeno (Chen et al., 2001; Moulin et al.,
2001; Chen et al., 2003).

La distribucion de los rizobios en las subclases a y p de las Proteobacterias,
con raices filogenéticas profundas y mezclados con bacterias no simbidticas
(Young, 1993; Martinez, 1994), genera preguntas sobre la evolucion de la sim-
biosis. ; Evoluciond independientemente en varios linajes de Proteobacterias?
;Surgio en su ancestro comun y se perdi6 en sus parientes no simbioticos?
sSe desarrolld en un linaje y fue transferido a otros? El tiempo de divergencia
calculado entre linajes de rizobios, por ejemplo Bradyrhizobium y Rhizobium,
muestra que su ancestro comun vivié antes del origen de las plantas terrestres
(Turnery Young, 2000), por lo que la hipétesis de un ancestro simbidtico que-
da practicamente descartada. Las reconstrucciones filogenéticas de los genes
nod indican un ancestro comun entre ellos (Ueda et al., 1995; Wernegreen y
Riley, 1999; Laguerre et al., 2001), por lo que la hipétesis de evolucion inde-
pendiente es poco probable. La hipdtesis mas apoyada por las evidencias es la
de un linaje simbidtico tnico del que se transfirié lateralmente la informacién
a otros (Young y Johnston, 1989).

LOS DIFERENTES COMPARTIMIENTOS DEL GENOMA DE LOS
RIZOBIOS

La arquitectura genomica de los individuos de los géneros Rhizobium y Si-
norhizobium esta constituida por un cromosoma circular y varios plasmidos
(Freiberg et al., 1996; Galibert et al., 2001; Gonzalez et al., 2003). El cromosoma
tiene entre 4 000 y 5 000 kilobases (kb, miles de pares de bases) y los plasmidos
pueden ser de tamano variable, de 25 kb hasta cerca de 2 000 kb. La mayoria
de los genes necesarios para establecer la nodulacion y fijacién de nitrégeno
se localizan en uno de los plasmidos, denominado plasmido simbiético. En
Mesorhizobium y Bradyrhizobium la presencia de pldsmidos es menos fre-
cuente; estas bacterias tienen un cromosoma de entre 8 000 y 9 000 kb y la
informacion genética para la simbiosis suele estar agrupada en una region del
cromosoma llamada isla simbiética (Kaneko et al., 2000, 2002; Romero y Bro-
om, 2004). Hasta el momento se han secuenciado los genomas completos de
S. meliloti 1021, M. huakuii MAFF 303099, B. japonicum USDA110 (Galibert
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et al., 2001; Kaneko et al., 2000, 2002), y estan en proceso de anotacion los
de R. leguminosarum 3841 y R. etli CFN42. Se conoce la secuencia completa
de los plasmidos simbidticos de S. fredii NGR234 y R. etli CFN42 (Freiberg
et al., 1996; Gonzélez et al., 2003).

Una de las islas simbidticas mejor estudiadas es la de M. loti R7A. Esta
cepa fue introducida junto con las semillas de Lotus corniculatus en un campo
de Nueva Zelanda donde no habia rizobios nativos capaces de nodular a esta
leguminosa. Siete aflos después se descubrié que los aislados de los nédulos
eran genéticamente diversos, pero compartian la misma isla simbiética cro-
mosomal (Sullivan et al., 1995). El analisis genético de los aislados permitié
comprobar que las poblaciones de rizobios nativos, desprovistos de la capa-
cidad de nodular a la leguminosa introducida, adquirieron por transferencia
lateral la isla simbidtica de la cepa introducida (Sullivan et al., 1996; Sullivan
y Ronson, 1998).

El genoma de los rizobios cuenta con caracteristicas que le permiten per-
der y adquirir informacion simbidtica frecuentemente en la naturaleza, y el
descubrimiento de que en condiciones naturales la informacion simbidtica
se transfiere y que la mayoria de los rizobios del suelo carece de informacién
simbiética, ha marcado un parte-aguas en nuestro entendimiento de la ecologia
evolutiva de los rizobios (Soberén-Chavez y Najera, 1988; Segovia et al., 1991,
1995, 1996; Wernegreen y Riley, 1999). El dinamismo del compartimiento
simbidtico del genoma de los rizobios les permite adaptarse a condiciones
ambientales cambiantes, como la presencia de una nueva leguminosa en un
sitio determinado. Los caminos evolutivos de la simbiosis pueden vislumbrarse
através de la comparacion de las historias evolutivas de los loci cromosomales
de mantenimiento y los loci adaptativos involucrados en la simbiosis (Wer-
negreen y Riley, 1999).

GENETICA DE POBLACIONES Y EVOLUCION EN
BACTERIAS

EL PAPEL DEL INTERCAMBIO GENETICO EN LA EVOLUCION
BACTERIANA

Existen dos procesos fundamentales en la transferencia lateral de informacion
entre bacterias. Uno mediado por recombinacién homologa, en el que se
sustituyen fragmentos de ADN existentes (véase el capitulo 9 de este libro), y
el otro mediado por recombinacion sitio especifica o aun ilegitima, en la que
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se introducen al genoma nuevos fragmentos de ADN (Snyder y Champness,
1997; Gogarten et al., 2002). La frecuencia y la naturaleza de estos procesos
tienen consecuencias sobre la estructura genética y los mecanismos de evo-
lucién de las bacterias.

En las poblaciones clonales, en las que las células madre dan lugar a dos
células hijas por fisién binaria, la variacion surge por mutaciones transferidas
a los descendientes de las células en que surgieron, y los nuevos linajes se
forman por la acumulacién de mutaciones sucesivas con el paso de las gene-
raciones. Este tipo de transferencia de informacién genética se conoce como
vertical, mientras que la transferencia horizontal se refiere al movimiento de
informacion genética entre células que no necesariamente comparten un an-
cestro reciente (Spratt y Maiden, 1999; Gogarten et al., 2002). Se conocen tres
mecanismos generales por los que las bacterias pueden transferir lateralmente
informacién genética: conjugacion, transformacién y transduccion (véase el
capitulo 9 de este libro). Estos mecanismos sexuales, 0 mas bien parasexuales,
difieren en muchos aspectos de los mecanismos sexuales de los eucariontes: son
unidireccionales, de un donador a un receptor; se transfiere sélo una fraccion
del genoma, que puede involucrar desde algunos pares de bases a cientos de
kilobases, dependiendo principalmente del mecanismo de transferencia; estan
desacoplados de la reproduccién, por lo que estos eventos no necesariamente
ocurren en cada generacidn: una frecuencia de recombinacién de 10° por
gen por generacion se consideraria muy alta (Cohan, 1994a; Maynard Smith,
1995; Gogarten et al., 2002).

La contribucidn relativa de la recombinacion en comparacion con la de la
mutacion en la generacién de nuevos genotipos varia entre especies y poblacio-
nes bacterianas, y conforme la primera aumenta, la clonalidad de la poblacion
disminuye. Existe un amplio espectro de estructuras poblacionales, cuyos extre-
mos son la alta clonalidad, como en Salmonella enterica, Pseudomonas syringae
y Borrelia borgdorferi, y la ausencia completa de clonalidad, como en Neisseria
gonorrhoeae, N. miningitidis y Helicobacter pylori, pero se considera que la ma-
yoria, incluyendo Escherichia coli, Rhizobium etli, R. gallicum y varias especies
de Bradyrhizobium, contiene elementos clonales y no-clonales (Dykhuizen et
al., 1992; Souza et al., 1992; Maynard Smith et al., 1993; Gordon et al., 1995;
Holmes et al., 1999; Silva et al., 1999; Spratt y Maiden, 1999; Maggi Solca et al.,
2001; Sakar y Guttman, 2004; Vinuesa et al., 2005c).

Silas poblaciones fueran sdlo clonales, los diferentes linajes que surgen por
mutacién serian independientes, estarian sujetos a los efectos de la seleccion
periddica y las filogenias derivadas de sus genes podrian equipararse con la
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evolucion de los linajes. Su estudio se relacionaria mas con el cladismo que
con la genética de poblaciones (Maynard Smith, 1995; Levin y Bergstrom,
2000). Si las poblaciones fueran no-clonales, se esperaria una diversidad ge-
nética elevada y escaso ligamiento entre genes, los supuestos de la genética de
poblaciones encontrarian cabida, pero los analisis filogenéticos de los genes
no podrian reconstruir la historia evolutiva de los linajes (Maynard Smith,
1995; Gogarten et al., 2002).

El gran reto en el estudio de la genética de poblaciones y las relaciones
evolutivas de bacterias estd en determinar las contribuciones relativas de los
procesos que generan la variacion genética (mutaciones puntuales y recombi-
nacion) y las fuerzas que subsecuentemente determinan sus caminos evolutivos
(la seleccidn y la deriva génica). Las relaciones entre estas fuerzas evolutivas
son complejas, y pueden diferir entre y dentro de especies bacterianas y entre
regiones de un genoma (Li, 1997; Nei y Kumar, 2000; Lawrence, 2002).

El estudio de la recombinacién en bacterias se ha enfocado en el analisis de
la estructura mosaico dentro de los genes, que aporta la evidencia molecular
de eventos de recombinacion intragénica, y del desequilibrio de ligamiento
entre alelos de diferentes loci, que provee de evidencia estadistica de recom-
binacién intergénica, asi como en la comparacion de los drboles genealdgicos
de diferentes genes que pueden reflejar historias evolutivas distintas para
diversas regiones del genoma (Maynard Smith, 1995; Spratt y Maiden, 1999;
Feil y Spratt, 2001; véase también el capitulo 9 de este libro). Cuando los datos
analizados son secuencias nucleotidicas, en ciertos casos es posible trazar la
historia de la recombinacién y determinar qué genotipos fueron los donadores
y receptores (Dykhuizen y Green, 1991; Yap et al., 1999; Wang y Martinez-
Romero, 2000; Brown et al., 2002; van Berkum et al., 2003).

Otro aspecto importante en la evolucion de las bacterias es la promiscuidad
del intercambio genético, ya que puede ocurrir entre linajes separados por
distancias evolutivas mucho mayores que entre los eucariontes (Cohan, 1994a;
Feil y Spratt, 2001). La comparacién del creciente nimero de genomas bac-
terianos secuenciados muestra que han experimentado importantes eventos
de transferencia lateral de informacién, dando origen a cromosomas mosaico
de secuencias ancestrales y de genes adquiridos horizontalmente (Nelson et
al., 1999; Galibert et al., 2001; PeARN et al., 2001; Wood et al., 2001; Welch et
al., 2002). En el caso de las bacterias que cuentan con una parte significativa
de su genoma en plasmidos, como es el caso de muchos rizobios, el analisis
de las secuencias de plasmidos completos muestra también una estructura de
mosaico en la que los elementos mdviles como transposones y fagos parecen
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tener un papel importante (Freiberg et al., 1996; Freiberg et al., 1997; Galibert
et al., 2001; Wood et al., 2001; Gonzalez et al., 2003).

Se han documentado muchos ejemplos sobre los cambios significativos en
el nicho y el fenotipo de una especie provocados por la adquisicion de material
genético. Por ejemplo, la adquisicion de plasmidos, islas de patogenicidad o
islas de simbiosis puede provocar el cambio entre ser simbionte comensal,
patogeno o mutualista (Sullivan y Ronson, 1998; Wood et al., 2001; Welch et
al., 2002). La transferencia de genes ecoldgicamente adaptativos permite la
diversificacion y especiacion bacteriana, por lo que estos eventos tienen un
gran impacto sobre la evolucion de las poblaciones de estos organismos. Esta es
una de las grandes diferencias y ventajas del intercambio genético en bacterias
con respecto al de los eucariontes; las bacterias no tienen que “reinventar la
rueda”: la transferencia de genes, operones e islas gendmicas crean nuevos
linajes con combinaciones iinicas que pueden explotar nuevos nichos y generar
nuevas especies o ecotipos a través de uno o unos pocos eventos evolutivos
(Ward, 1998; Lawrence, 1999, 2002; Gogarten et al., 2002).

Este tipo de eventos de recombinacion y transferencia lateral son los que
pudieron haber ocurrido durante la evolucién de la simbiosis entre rizobios y
leguminosas, y que ocurren actualmente en el campo. Dentro del grupo de los
rizobios existe evidencia de transferencia de islas simbioticas (Sullivan et al.,
1995; Sullivan et al., 1996; Vinuesa et al., 2004a) y plasmidos simbiéticos entre
especies (Segovia et al., 1991; Amarger et al., 1997; Brom et al., 2002), y dentro
de especies en condiciones naturales (Silva et al., en preparacion; Schofield et
al., 1987; Young y Wexler, 1988; Louvrier et al., 1996; Wernegreen et al., 1997;
Wernegreen y Riley, 1999; Silva et al., 2003) y de laboratorio (Hooykaas et al.,
1977, 1982; Hooykaas y Schilperoort, 1984; Truchet et al., 1984; Martinez et
al., 1987; Sivakumaran et al., 1997; Rogel et al., 2001).

Estimaciones de desequilibrio de ligamiento han evidenciado recombina-
cién homologa intergénica cromosomal en poblaciones locales de Rhizobium'y
Bradyrhizobium (Souza et al., 1992; Gordon et al., 1995; Silva et al., 1999, 2003;
Vinuesa et al., 2004a) y dentro de S. meliloti, S. medicae y los tipos A y B de R.
tropici (Gordon et al., 1995). Hay evidencia de recombinacién cromosomal
intragénica del gen ginll entre Rhizobium, Mesorhizobium 'y Bradyrhizobium
(Turner y Young, 2000), en el gen rrs entre especies de Rhizobium (Silva et
al., en preparacion; Eardly et al., 1996; Terefework et al., 1998), en el gen rrl
de especies de Bradyrhizobium (Parker, 2001), asi como dentro del operén
rrn (van Berkum et al., 2003). La evidencia de campo y laboratorio sobre la
importancia de la transferencia lateral en la evolucion de los rizobios se ha
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reforzado con el andlisis de los genomas completos y pldsmidos simbiéticos
secuenciados (Freiberg et al., 1997; Kaneko et al., 2000, 2002; Galibert et al.,
2001; Wood et al., 2001; Gonzalez et al., 2003).

A pesar del potencial de intercambio genético en bacterias, los procariontes
forman grupos fenotipicos y genéticos discretos que constituyen linajes genéticos
coherentes (Cohan, 1994b; Maynard Smith, 1995; Wernegreen y Riley, 1999; véase
también el capitulo 10 de este libro). El equilibrio de ligamiento dentro, pero no
entre grupos genéticos, sugiere restricciones genéticas a la recombinacion.

AISLAMIENTO SEXUAL EN BACTERIAS

Se plantea que la transferencia horizontal de informacién fue la fuerza primaria
en la evolucion celular (Woese, 2000), lo cual nos lleva a valorarla como una
caracteristica inherente a la evolucion bacteriana. Inclusive la organizacion
actual de los genes bacterianos en operones (grupos de genes que se transcri-
ben en el mismo mARN, generalmente involucrados en una misma funcion;
Lawrence y Roth, 1996; Snyder y Champness, 1997) sugiere que el genoma
de las bacterias ha sido evolutivamente disefiado por y para la transferencia
lateral de genes (Lawrence, 2000).

Se ha discutido mucho sobre el papel y la amplitud del aislamiento
sexual en bacterias. La vision conservadora de que la transferencia es mas
frecuente entre organismos relacionados y menos frecuente entre organis-
mos divergentes, es la mds aceptada y apoyada por las evidencias, por lo
que llamaremos aislamiento sexual a la disminucién de la frecuencia del
intercambio genético entre especies comparada con la que ocurre dentro
de especies (Majewski, 2001). Sin embargo, el grado de aislamiento sexual
depende de una multitud de factores que incluyen diferencia en microha-
bitats, diferencias en sus sistemas de restriccion-modificacién, divergencia
en secuencia y, en el caso de intercambio mediado por plasmidos, fagos
o transposones, diferencias entre los rangos de hospedero de los vectores
(Cohan, 1996). La transferencia lateral exitosa requiere: 1) disponibilidad
de una célula donadora o ADN libre, 2) incorporacién del ADN por la cé-
lula recipiente, 3) escape del ADN incorporado del sistema de restriccion
de la célula recipiente, 4) formacién del ADN heteroduplex, 5) escape del
heteroduplex del sistema de reparacion del recipiente, 6) funcionalidad del
producto en el entorno genético recipiente (Majewski, 2001). El aislamiento
sexual es resultado de la probabilidad de que una o més de estas condiciones
no sean satisfechas.
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Para la recombinacién homologa, la divergencia entre las secuencias es
el principal obstaculo; el grado de aislamiento genético esta en funcién de
la divergencia entre ellas (Matic et al., 1996; Vulic et al., 1997). Sin embargo,
no hay una discontinuidad obvia en esta funcién que pueda ser usada para
definir un nivel para distinguir las especies (Vulic et al., 1997). La recombina-
cion ilegitima no es afectada por la divergencia entre secuencias, ya que no se
basa en el mecanismo de recombinacién homologa, por lo que tedricamente
podria ocurrir entre cualquier grupo de organismos. En este caso, las demas
barreras al intercambio genético (como proximidad, resistencia a mecanismos
de restriccidn y vectores) parecen ser las mds limitantes (Majewski, 2001;
Gogarten et al., 2002).

No hay un consenso respecto a cudles genes son mds propensos a in-
tercambio genético y a persistir en los genomas recipientes. Por un lado se
propone que los genes mas conservados en secuencia e involucrados en el
mantenimiento celular, como los rARNs, son potencialmente mas propensos
al intercambio genético (Cohan, 1994a; Gogarten et al., 2002). Bajo esta vi-
sidn, la recombinacion de genes responsables de las adaptaciones especificas
de una poblacién tiene mayor penalidad selectiva que la recombinacién de
genes que se consideran funcionalmente intercambiables (Cohan, 1994a).
Por otro lado, se argumenta que es menos probable que los genes esenciales
(como los rARNS) se transfieran exitosamente, ya que el taxén recipiente
debe tener ortdlogos funcionales que han coevolucionado con el resto de la
maquinaria celular y es poco probable que puedan ser desplazados (hipdtesis
de la complejidad,; Jain et al., 1999; Woese, 2002)), mientras que los genes bajo
seleccion baja o transitoria (no esenciales) pueden beneficiar a los linajes que
los tienen, al otorgarles nuevas capacidades para explotar nuevos nichos (Ward,
1998; Gogarten et al., 1999). El hecho es que, aunque los genes de un genoma
pueden tener diferentes probabilidades de ser transferidos exitosamente (Jain
et al., 1999; Gogarten et al., 2002; Lawrence, 2002; Woese, 2002), ninguno
parece inmune a la transferencia lateral.

Se han reportado casos de transferencia tanto de genes adaptativos, como
islas de patogenicidad o simbiosis (Sullivan et al., 1995; Sullivan y Ronson,
1998; Perna et al., 2001; Welch et al., 2002; Vinuesa y Silva, 2004), genes
involucrados en adaptaciones a alta temperatura (Nelson et al., 1999) o en
resistencia a antibidticos (Dowson et al., 1989; Smith et al., 1992; Salyers et
al., 1995), como de genes de mantenimiento indispensables, con funciones
metabdlicas centrales (Doolittle et al., 1990) o en la maquinaria de sintesis
de proteinas (Brochier et al., 2000), en particular en el gen del 16S rARN
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(Martinez-Murcia et al., 1992; Mylvaganam y Dennis, 1992; Eardly et al.,
1996; Lan y Reeves, 1998; Yap et al., 1999; Sacchi et al., 2002; Hashimoto et
al., 2003; Schouls et al., 2003).

El debate sobre el impacto del intercambio genético en la evolucion
bacteriana continua, por lo que se plantea que es un tema que se encuentra
todavia en su adolescencia conceptual (Lawrence y Hendrickson, 2003) y
continuan los esfuerzos por aportar diversas evidencias a favor de posiciones
contrastantes. Por ejemplo, para demostrar que la coevolucion del rARN con
los otros componentes del aparato de traduccién no es impedimento para la
transferencia horizontal de estos genes, se gener6 una cepa de E. coli con todos
sus operones de rARN inactivados, la cual subsiste gracias a la introduccion
en un vector del operén de rARN de otros géneros bacterianos préximos
(Salmonella typhimurium o Proteus vulgaris), o incluso con algunos dominios
provenientes de Saccharomyces cerevisae (Asai et al., 1999).

En un andlisis basado en genomas completos agrupados por cuartetos, se
comparo la topologia generada por el rADN 16S con la de los demas genes
ortdlogos (Daubin et al., 2003). Encontraron que en la mayoria de las compa-
raciones entre genomas de géneros diferentes, pero relacionados, se converge
a una misma topologia; sin embargo, al analizar genomas de una misma es-
pecie o género la convergencia hacia una misma topologia es mucho menor,
sugiriendo que a niveles filogenéticos profundos la transferencia lateral no
obscurece las relaciones filogenéticas mientras que cuando los organismos
estan cercanamente relacionados el intercambio genético es mas frecuente.

El intercambio genético se reconoce como una importante fuerza de
cohesion dentro de las especies y el aislamiento sexual entre ellas puede es-
tar involucrado en los procesos de especiacidon. A continuacion analizamos
algunos de los conceptos de especie mas significativos.

GENERALIDADES SOBRE LOS CONCEPTOS DE ESPECIE

El concepto de especie ha sido uno sobre los que mas se ha escrito y uno de
los que mayor controversia ha causado en la biologia evolutiva (Mayr, 1970;
Mayden, 1997; Cohan, 2002; véase también el capitulo 10 de este libro). El
término especie se usa tanto para representar una categoria taxonémica como
para representar a los individuos que se ordenan en el sistema de clasifica-
cion. Estos términos tienen dos categorias filosoficas diferentes. La categoria
taxondmica de especie es una clase, que no tiene existencia real y que se usa
para ordenar objetos. Las especies como individuos, estan limitadas espacial
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y temporalmente, tienen cohesion intrinseca, se reproducen, participan en
los procesos naturales y cambian con el tiempo.

Gran parte de los problemas sobre los conceptos de especie se relacionan
con la confusiéon de estos dos significados criticamente diferentes (Mayr,
1970; Mayden, 1997; Cohan, 2002). Las reglas de nomenclatura formales han
reforzado la vision de las especies como clases y no como individuos. En la
literatura taxondmica, sistematica y evolutiva se han desarrollado al menos
22 conceptos de especie que pueden ser agrupados en tres clases basicas: la
primera incluye a los conceptos que requieren similitud, la segunda a los que se
basan en la monofilia y la tercera a los que requieren aislamiento reproductivo
(Hull, 1997; Mayden, 1997). A continuacién discutiremos algunos de los mas
utilizados y representativos. Para una revision mas exhaustiva recomendamos
el libro Species: the units of biodiversity (Claridge et al., 1997; véase también
el capitulo 10 de este libro).

La mayoria de los conceptos de especie estan basados en similitud, los mas
conocidos son los conceptos morfolégico, taxonémico, fenético y ecolédgico.
Las especies son, en el concepto morfologico “poblaciones separadas por una
discontinuidad en una serie de biotipos”, en el concepto taxonémico “todos
los especimenes que un taxénomo considere que son miembros de una misma
clase”, en la definicion fenética “el nivel de especie es aquel en el que distintos
grupos fenéticos pueden ser observados’, y en la definicién ecoldgica “son
linajes que ocupan una zona adaptativa minimamente diferente de la de
otros linajes”. Estas definiciones se basan en determinar que la variacién de
un conjunto de caracteres es menor dentro de un grupo que entre grupos,
y las especies son los grupos mas pequefios que exhiben el grado apropiado
de similitud.

Su principal problema es que no dan razones para escoger un nivel de
similitud sobre otro. Ademas, estas definiciones no permiten estudiar las es-
pecies como entidades histdricas que forman linajes; el tiempo simplemente
no entra en la ecuacion. Si tomamos en cuenta que la evolucion es un proceso
que ocurre a lo largo del tiempo, ninguna de estas definiciones puede tratar
a las especies como resultado de la evolucién. En gran medida se mantiene
una vision fijista y esencialista pre-evolutiva (Hull, 1997; Mayden, 1997). Sin
embargo, estos conceptos son aplicables a todos los organismos, por lo que
han sido los mas utilizados por los taxénomos y biélogos en general.

Entre los conceptos de especie basados en monofilia, el mas representativo
es el concepto filogenético, en el que una especie es el grupo monofilético
mas inclusivo definible por al menos una autoapomorfia (caracter derivado
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compartido). Las especies se delimitan por la distribucion de caracteres diag-
ndsticos fijos y se caracteriza por definir grupos monofiléticos. Este concepto
es universalmente aplicable a todos los organismos, aunque queda la duda
de si a todos los grupos monofiléticos mas inclusivos se les quiere aplicar la
categoria de especie. Ademas de la falta de un rango en el cual definir un grupo
monofilético como especie, este concepto no tiene dimensiéon temporal, por
lo que su significancia tedrica es limitada (Hull, 1997; Mayden, 1997). Los
conceptos basados en monofilia surgen de la creciente rama de la sistematica
filogenética y de la necesidad de una definicién de especie basada en linajes,
operacional y libre de procesos.

El concepto bioldgico de especie es el mas representativo de los conceptos
basados en el aislamiento reproductivo; plantea que las especies son grupos
de poblaciones que comparten un mismo acervo genético y que estan aisladas
reproductivamente de las otras especies (Mayr, 1970). La elaboracién de este
concepto fue fundamental en el pensamiento bioldgico, ya que se sustenta en
la teoria evolutiva. En primer lugar, reemplaza la interpretacion de las especies
como clases de objetos por la de individuos con realidad y cohesion interna
debida a la evolucion histérica de un programa genético compartido por los
miembros de la especie. En segundo lugar, provee de un criterio operacional
para definir a las especies, el flujo génico y su interrupcion. Sin embargo,
este concepto tiene muchas desventajas para ser utilizado como concepto de
especie. Muchas han sido revisadas exhaustivamente (Hull, 1997; Mayden,
1997; Cohan, 2002), por lo que sélo mencionaremos que no es universalmente
aplicable -todos los organismos con reproduccion asexual quedan excluidos-,
es un concepto relativista -una especie existe en funcion de otra- y con poca
perspectiva de linaje (Hull, 1997; Mayden, 1997).

Un concepto de especie que tiene gran importancia tedrica y que no cae
en ninguna de las categorias antes descritas es el concepto evolutivo. Bajo
este concepto, una especie es un linaje que evoluciona separadamente de
otros, que tiene sus propias tendencias y papeles evolutivos. Esta definicion
de especie es universalmente aplicable, tiene perspectiva de linaje y se fun-
damenta en la teoria de la evolucidn. El principal problema que presenta es
que es operacionalmente dificil, ya que se plantea que es la evolucion la que
produce linajes con identidad y cohesidn, y este proceso es dificil de medir
(Hull, 1997; Mayden, 1997). Para introducir mecanismos operacionales en
el concepto evolutivo, se cred el concepto cohesivo de especie, en el que una
especie es un linaje evolutivo cuyos limites surgen por fuerzas genéticas y eco-
légicas que crean comunidades reproductivas cohesivas. Bajo esta definicion,
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la tarea basica del investigador es identificar los mecanismos de cohesién que
mantienen a un grupo como un linaje evolutivo (Templeton, 1989). Sin em-
bargo, las definiciones cientificas tedricas no suelen introducir los criterios de
aplicacion en sus definiciones; incluir mucha terminologia o datos empiricos
dentro del cuerpo de una definicion puede ser contraproducente (Hull, 1997),
por lo que consideramos que el concepto evolutivo provee de una definicion
evolutiva mas clara.

Dada la necesidad teérica y practica de contar con un cuerpo teérico
que nos permita manejar la diversidad biologica, es necesario establecer un
concepto de especie que pueda ser aplicado a la totalidad del mundo vivo.
La solucién no es agrupar distintos componentes de varios conceptos. Por el
contrario, el agrupar criterios discordantes en un solo concepto ha generado
en gran medida el debate alrededor del concepto de especie (Mayden, 1997).
Consideramos que el concepto evolutivo es mejor, ya que tiene fundamento
tedrico y es aplicable a todo el mundo vivo. Es el tnico que es consistente
con el conocimiento tedrico y empirico que tenemos sobre la diversificacion
del mundo vivo, es consistente con el estatus de individuo de las especies y
engloba todos los tipos de entidades bioldgicas. El principal inconveniente es
que es poco operacional en su definicion, por lo que estamos de acuerdo con
Mayden (1997) en que el concepto evolutivo sea utilizado como el concepto de
especie primario y que los demas sean aplicados como conceptos secundarios
supeditados al concepto primario (figura 2).

LOS CONCEPTOS DE ESPECIE EN BACTERIAS

El desarrollo de técnicas cada vez mds avanzadas para explorar la diversidad
microbiana nos ha permitido conocer con mucha mayor profundidad la
biologia de las bacterias. Estas herramientas han aportado luz sobre la com-
plicada manera en que este enorme grupo de organismos se organiza, desde
el nivel ecolégico hasta el molecular. El desarrollo de técnicas que permiten
conocer la diversidad bacteriana no cultivable y la observacion in situ de sus
comunidades, ha abierto nuevos horizontes en la ecologia microbiana.
Existen mds de 100 genomas bacterianos completamente secuenciados
(www.ncbinlm.nih.gov). Su analisis comparativo ha mostrado la gran plastici-
dad gendmica y genética de las bacterias, también ha mostrado que el genoma
bacteriano es un mosaico y que la transferencia lateral de informacion genética
juega un papel importante en su evolucion (Lawrence, 1999; Doolittle, 2002).
Una conclusién derivada del mosaicismo presente en los genes y genomas de
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Figura 2. A) Genoma de la cepa tipo de Rhizobium etli CFN42 aislada de un nédulo de
frijol. El genoma consiste de un cromosoma circular y seis plasmidos (pA-F). La mayor
parte de los genes involucrados en la simbiosis se localizan en uno de los plasmidos, llamado
plasmido simbidtico (sym). B) Genoma de la cepa Bradyrhizobium japonicum USDA 110
aislada de un n6dulo de soya. El genoma consiste de un solo cromosoma circular y los genes

simbidticos se encuentran agrupados en una regién llamada isla simbidtica (sym)

A) Genoma de Rhizobium etli CFN42T (kb)

sym
pF 4,382 oD 371 pB 184

Cromosoma 4,382

pE 505 pC 251 pA 194

B) Genoma de Bradyrhizobium japonicum USDA 110 (kb)

Cromosoma 9,106 kb

las bacterias es que las filogenias derivadas de un solo gen no necesariamente
reflejan la historia evolutiva de los organismos (Nelson et al., 1999; Doolittle,
2002). Esta conclusion tiene fuertes repercusiones sobre la sistematica bac-
teriana, ya que ésta se basa en gran medida en las relaciones filogenéticas de
un solo gen, el gen r7s.

Aun con el gran avance que han experimentado recientemente las areas
de la ecologia y evolucion bacteriana, el concepto de especie empleado en
bacteriologia se ha mantenido al margen de muchos de estos descubrimientos
(Cohan, 2002). La sistematica bacteriana no ha incorporado los conceptos de
especie basados en teorias evolutivas. El Comité Internacional de Sistematica
Bacteriana es el encargado de establecer y recomendar los estandares minimos
para la descripcion valida de especies bacterianas y pretende proveer a los
bacteridlogos de una definicién uniforme de especie procarionte (Stackebryt
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et al.,2002). En la ultima nota taxondémica publicada por el comité, las especies
se definen de manera pragmatica, operacional y universalmente aplicable:
una especie es una categoria que circunscribe un grupo (preferentemente)
genomicamente coherente de aislados individuales que comparten un alto
grado de similitud en (varias) caracteristicas independientes, probadas bajo
condiciones altamente estandarizadas. La similitud ADN:ADN se mantiene
como el parametro reconocido para delimitar especies. Se ha adoptado un
nivel de 70% de similitud como el estaindar reconocido (gold standard) para
determinar si dos cepas pertenecen a la misma especie y se ha utilizado el
3% divergencia en secuencia del gen rrs como punto de corte para separar
especies (Stackebryt y Goebel, 1994; Stackebryt et al., 2002). Asi en bacterio-
logia se ha usado un concepto de especie arbitrario (Maynard Smith, 1995;
Ward, 1998). Es un concepto generado ad hoc para bacterias y no es aplicable
a todos los seres vivos, si se aplicara este concepto de especie a otros seres
vivos encontrariamos que, por ejemplo, todos los primates pertenecemos a
la misma especie (Maynard Smith, 1995; Ward, 1998).

La definicion de especie bacteriana actual se basa en el diagndstico de
similitud entre cepas. La concepcidn tipologica de las especies es persistente
en bacteriologia, ya que las especies se siguen considerando entidades estéticas
(que no evolucionan) definidas por atributos tipicos o esenciales (Mayr, 1970;
Ward, 1998). Se designan cepas tipo y sus caracteres fenotipicos y genotipicos
se consideran tipicos de todos los organismos que pertenecen a esa especie.
El concepto tipoldgico ignora el hecho de que las especies estan compuestas
de poblaciones naturales con una organizacion interna que les provee de una
estructura que va mas alld de una mera agregacion de individuos (Mayr, 1970).
El reemplazo del pensamiento tipolégico por el pensamiento poblacional ha
sido una de las mayores revoluciones conceptuales en biologia (Mayr, 1970),
pero al parecer ésta no ha llegado a la sistematica bacteriana.

En la definiciéon de especie actual no se incluyen las nuevas evidencias
y visiones sobre la evolucién bacteriana, pero algunos bidlogos evolutivos
han tratado de proponer conceptos de especie bacteriana basados en teorias
evolutivas y ecoldgicas. Dykhuizen y Green (1991) propusieron que se pue-
de aplicar el concepto bioldgico de especie a las bacterias. Sugieren que las
bacterias se pueden delimitar como grupos de cepas que recombinan entre si
pero no con cepas de otros grupos y proponen una aproximacion filogenética,
basada en secuencias de varios loci, para identificar los grupos que han, o no
han, intercambiado genes. Esta propuesta tiene la ventaja de incorporar la
teoria evolutiva a la sistemdtica bacteriana. Sin embargo, como ya mencio-
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namos, el concepto bioldgico de especie per se tiene varios inconvenientes
para ser usado como un concepto de especie en general. Dykhuizen y Green
(1991) hacen el esfuerzo de acoplar este concepto de especie a bacterias con
una estructura genética no totalmente clonal, como E. coli, pero ademas de
que pueden existir organismos del todo clonales, la rareza y la promiscuidad
en el intercambio genético entre bacterias hace que el concepto bioldgico
de especie no pueda ser aplicado ampliamente en este grupo de organismos
(Cohan, 1994b; 2002).

Cohan (2001, 2002) argumenta que el intercambio genético en bacterias no
puede evitar la divergencia, dada su rareza y promiscuidad, y plantea que el
aislamiento sexual es irrelevante para la evolucion de divergencia permanente
en el mundo bacteriano. Bajo esta vision, las especies asexuales estan sujetas a
su propia fuerza de cohesion, la selecciéon natural que purga la diversidad ge-
nética dentro de las poblaciones. En este fendmeno, conocido como seleccion
periddica, una nueva especie se forma cuando una linea asexual evoluciona
hasta ocupar un nuevo nicho ecoldgico, de modo que la nueva especie no
puede verse afectada por la seleccion que opera sobre los alelos adaptativos
de otra poblacién. Una vez que las poblaciones son lo suficientemente diver-
gentes como para escapar de los eventos de seleccion periddica de cada una,
pueden divergir permanentemente y alcanzan el estatus de especie, es decir,
son ecolégicamente distintas y estan irreversiblemente separadas. Este autor
apunta que estas propiedades universales de las especies no estan presentes
en las especies nombradas por los sistematicos, sino en los ecotipos, que son
organismos que ocupan el mismo nicho ecolégico, cuya divergencia es purgada
recurrentemente por seleccién natural. Las especies nombradas contienen
varios ecotipos, por lo que propone que se les reconozca utilizando una cla-
sificacion latina trinomial, nombrando su género, especie y ecotipo.

La propuesta de Cohan (2002) identifica las especies como grupos mo-
nofiléticos que comparten una historia evolutiva de seleccion ecologica y
aclara algunos de los posibles mecanismos de especiacion. Sin embargo, su
propuesta tiene como debilidades que la teoria evolutiva detrds de este con-
cepto puede ponerse en duda, ya que esta basada en el modelo clonal, y que
no toma en cuenta que muchos caracteres adaptativos estan codificados en
elementos moviles y extracromosomales. La propuesta de introducir en la
sistemadtica bacteriana el concepto de clona, complejo clonal o ecotipo dentro
de una especie ya existia; se gener6 en el sentido de incluir ecotipos que en la
actualidad se consideran especies o incluso géneros distintos, dentro de una
misma especie, como el caso de muchos patégenos humanos (Lan y Reeves,



368 LA ECOLOGIA MOLECULAR DE LOS MICROORGANISMOS

2001). Por ejemplo, Bacillus anthracis, B. cereus 'y B. thuringiensis son clonas
de una misma especie (Helgason et al., 2000) y la mayoria de las especies de
Shigella son clonas dentro de E. coli (Pupo et al., 2000).

Sin embargo, creemos que las especies, como conjunto de ecotipos, son la
unidad evolutiva principal. Las clonas forman parte de la totalidad de la especie,
a escala ecoldgica estructuran las poblaciones y a escala evolutiva contienen la
diversidad genética de la especie. Las clonas o ecotipos nacen y se extinguen, asi
como los individuos y las especies. Creemos que la introduccién de los ecotipos
en la nomenclatura de las especies bacterianas es plausible, y de hecho se hace,
como en el caso de serotipos, biovariedades, subespecies, etc. Sin embargo, no
es valido transferirles los atributos de la categoria y el concepto de especie. Por
ejemplo, dentro de la especie R. etli se reconocen tres ecotipos: los no simbio-
ticos aislados del suelo, la biovariedad phaseoli, aislada de nédulos de frijol, y
la biovariedad mimosae, aislada de nédulos de mimosas (Segovia et al., 1991;
Wang et al., 1999). Segovia et al. (1991) demostraron que la transferencia del
plasmido simbiético de la biovar phaseoli convertia en simbidticos alos R. etlino
simbidticos. Este ejemplo permite mostrar la manera en que diferentes ecotipos
se relacionan entre si y mantiene la dindmica evolutiva dentro de una especie.

TRES ESTUDIOS DE CASO CON RIZOBIOS

DIVERSIDAD DE LOS RIZOBIOS ASOCIADOS A FRIJOLES
CULTIVADOS BAJO EL SISTEMA DE MILPA EN MEXICO

Las evidencias arqueoldgicas, morfoldgicas y moleculares sugieren que el frijol
cultivado evoluciond a partir de su pariente silvestre (Phaseolus vulgaris) y
que fue domesticado en multiples sitios de Mesoamérica y la regién andina
de Sudamérica hace unos 4,000 anos (Singh et al., 1991; Kaplan y Lynch,
1999). La llegada de los europeos a América dispard la diseminacion de este
cultivo hacia Europa y otras partes del mundo, y probablemente los rizobios
americanos adheridos a las semillas fueron también transportados (Pérez-
Ramirez et al., 1998). Rhizobium etli bv. phaseoli es la especie que con mayor
frecuencia se encuentra nodulando los frijoles en América y se ha postulado
que las biovariedades phaseoli de diversas especies (R. leguminosarum, R.
gallicum y R. gardinii) que nodulan al frijol surgieron por la transferencia
lateral del plasmido simbiético proveniente de R. etli (Segovia et al., 1993;
Amarger et al., 1997; Martinez-Romero, 2003). Actualmente el frijol se cul-
tiva en todos los continentes y tiene gran importancia alimenticia y econé-
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mica (Graham y Vance, 2003) y es probable que fuera co-domesticado con
el maiz en Mesoamérica, ya que tradicionalmente se siembran juntos en el
agroecosistema conocido como milpa (Souza et al., 1997; Martinez-Romero,
2003). A continuacion presentamos los principales resultados del analisis de
la estructura genética de los rizobios asociados a frijoles cultivados bajo el
sistema de milpa en México.

San Miguel Acuexcomac es un pueblo cercano a la ciudad de Puebla,
donde se utiliza el sistema de milpa para cosechar maiz, frijol, calabaza y un
gran numero de hierbas que crecen en las parcelas y que se utilizan con fines
alimenticios y medicinales (Souza et al., 1997). Las variedades de frijol que
se siembran han sido heredadas de generacion en generacion y son ecotipos
conocidos como frijoles criollos o, en inglés, landraces. Con el objetivo de
conocer la distribucion espacial y temporal de la diversidad genética de los
rizobios asociados a estas plantas de frijol, un mismo dia muestreamos seis
parcelas de milpa y una de las parcelas la muestreamos durante tres aflos con-
secutivos (Silva et al., 1999; 2003). Para detectar la variacion genética de las
poblaciones de bacterias utilizamos como marcador genético la electroforesis
multilocus de isoenzimas (MLEE) (véase el capitulo 18 de este libro).

Encontramos una estructura genética estable espacial y temporalmente,
con una alta diversidad genética en las seis parcelas y en la parcela mues-
treada durante tres anos (H = 0.531 y 0.501, respectivamente), y una alta
dominancia ecoldgica (50% de los nédulos estuvieron ocupados por sélo 5
genotipos multilocus). En la muestra encontramos dos grandes grupos de
genotipos separados por una distancia genética de 0.7 (figura 3). Los analisis
de desequilibrio de ligamiento evidenciaron intercambio genético frecuente
dentro de los dos grupos pero no entre ellos, sugiriendo la existencia de una
barrera genética. Este resultado fue el primer indicio de que los grupos gené-
ticos podrian pertenecer a dos especies de rizobios, por lo que analizamos la
variacion genética en una muestra de 35 aislados usando otros marcadores
de cromosoma y plasmidos.

El conjunto de marcadores moleculares (incluyendo secuencia parciales
de tres genes cromosomales rrs, glnll 'y atpD, y dos genes simbidticos nifH y
nodB), aunados a experimentos de nodulacién, mostraron que los dos gru-
pos genéticos corresponden a dos especies previamente descritas, R. etli bv.
phaseoliy R. gallicum bv. gallicum (Silva et al., 2003). Ademas, los marcadores
asociados a los plasmidos mostraron evidencia de transferencia lateral de plas-
midos dentro de cada grupo pero no entre ellos (figura 3). Las conclusiones
principales del analisis de la estructura genética de los rizobios asociados a
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los frijoles cultivados en San Miguel fueron: 1) los frijoles de las milpas estan
nodulados por R. etli y R. gallicum; 2) ambas especies presentan una estruc-
tura genética poblacional epidémica, que es estable en las escalas espacial y
temporal analizadas; 3) el intercambio genético es una fuerza evolutiva im-
portante en moldear sus estructura genéticas; 4) aunque estas especies tienen

Figura 3. Dendrogramas que muestran las relaciones genéticas entre (A) genotipos
cromosomales y (B) perfiles plasmidicos, asi como las combinaciones cromosoma-perfil de
plasmidos para 108 aislados de R. etli y 18 de R. gallicum analizados en Silva et al. (2003).
El ndmero de aislados estd indicado en paréntesis. Las combinaciones cromosoma-perfil
de plasmidos de los ETs mas abundantes se indican con lineas enteras y el resto con lineas

punteadas
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la oportunidad ecoldgica para el intercambio genético, éste no es detectable,
al menos para las poblaciones que ocupan los nédulos del frijol.

En este caso los analisis de genética de poblaciones nos dieron indicios
de la existencia de dos especies en la muestra y los andlisis filogenéticos nos
permitieron establecer que se trataba de poblaciones de R. etli y R. gallicum.

BIOGEOGRAFIA Y GENETICA EVOLUTIVA DE POBLACIONES DE
R. GALLICUM Y ESPECIES RELACIONADAS

La poblacién de San Miguel Acuexcomac fue el primer reporte de R. gallicum
aislado de frijol en América (Silva et al., 2003). Esta especie fue descrita en Fran-
cia (Amarger et al., 1997) y ha sido aislada de frijol en Austria (Sessitsch et al.,
1997a, 1997b), Espafia (Herrera-Cervera et al., 1999; Rodriguez-Navarro et al.,
2000) y Tanez (Mhamdi et al., 1999, 2002). Para obtener una mejor perspectiva
sobre la poblacion de R. gallicum de México y ubicarla en un contexto filogené-
tico, secuenciamos cinco genes para algunos de los aislados de San Miguel y los
reportados en diversos continentes (Silva et al., 2005). Obtuvimos secuencias
parciales de tres genes cromosomales indispensables para el mantenimiento
celular (rrs, glnIly atpD) y dos genes ligados al plasmido simbidtico involucrados
en la interaccion simbidtica con plantas (nifH y nodB).

Los analisis filogenéticos mostraron que los alelos cromosomales de R.
gallicum forman un grupo monofilético con los de aislados de Medicago ru-
thenica, Coronilla varia, Amphicarpaea trispermay Gueldenstaedtia multiflora
de diferentes regiones de China (figura 4), mientras que sus alelos simbidticos
estan relacionados con los de algunas especies de Sinorhizobium asociadas a
alfalfa. Con base en criterios de taxonomia clasica (hibridaciones ADN:ADN)
estos aislados fueron clasificados como R. mongolense y R. yanglingense (van
Berkum et al., 1998; Tan et al., 2001). Nuestros analisis muestran que R. mon-
golense y R. yanglingense pertenecen al linaje evolutivo de R. gallicum y que
constituyen un nuevo ecotipo simbiético que proponemos nombrar biovar
orientale (Silva et al., 2005). R. mongolense y R. yanglingense ejemplifican el
error frecuente de crear nuevas especies o incluso géneros con base en ca-
racteres ecoldgicos codificados por elementos genéticos méviles, un asunto
ampliamente documentado para algunas bacterias patégenas de humanos
(Helgason et al., 2000; Pupo et al., 2000; Lan y Reeves 2001).

Con base en los resultados de los anlisis filogenéticos decidimos nombrar
al linaje evolutivo que incluye a R. gallicum, R. mongolense y R. yanglingense
como R. gallicum sensu lato (en sentido amplio), ya que R. gallicum fue la
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primera de las tres especies en ser descrita. En los analisis de genética de
poblaciones incluimos los aislados de R. mongolense y R. yanglingense como
la poblacién de China. Tanto los analisis filogenéticos como los de genética
de poblaciones basados en las secuencias de los genes glnIl y atpD mostra-
ron un patrén filogeografico en el que las poblaciones de Francia, Austria,
Espafia y Tinez no muestran diferenciacion significativa, por lo que pueden
considerarse como una misma poblacién, mientras que las de México y China
mostraron diferenciacion significativa con respecto a las demds.

Estos resultados indican que el flujo génico es una fuerza evolutiva que
da cohesion a la especie y que sélo las poblaciones separadas a mas de 10,000
km estdn genéticamente diferenciadas. En contraste, las secuencias del gen
rrs no mostraron evidencia de patrén filogeografico alguno, probablemente
por los altos niveles de recombinacién detectados para este gen, cuyas esti-
maciones estin basadas en el analisis de polimorfismos de ADN. Asimismo,
la inferencia filogenética mostr6 evidencia de transferencia lateral de alelos
rrs entre varias especies de Rhizobium (Silva et al., 2005). Estos resultados se
unen al cimulo de evidencias sobre la transferencia lateral del rADN entre
especies bacterianas y en particular entre rizobios. Por lo tanto, sugerimos
que para estudios sobre evolucion, sistematica y biogeografia de bacterias es
preferible utilizar como marcadores moleculares genes de mantenimiento
celular que codifican para proteinas.

Los analisis filogenéticos evidenciaron la transferencia de loci simbiéticos
entre diversos linajes de rizobios. Sin embargo, los analisis de genética de po-
blaciones mostraron que la recombinacidn entre los diversos alelos simbidticos
no es frecuente, probablemente por la presion selectiva a la que estan sujetos
estos genes involucrados en la interaccién con los hospederos. El hecho de
que cepas con fondos cromosomales monofiléticos (R. gallicum sensu lato)
posean genotipos simbidticos divergentes (biovariedades gallicum, phaseoli
y orientale) ejemplifica como una especie puede tener diferentes ecotipos
sin perder su identidad (Silva et al., 2005). Por esta razén, no compartimos
la propuesta de Cohan (2002) sobre que los ecotipos tienen las propiedades
esenciales de las especies.

En su conjunto los analisis filogenéticos y de genética de poblaciones
permitieron delinear el linaje evolutivo de R. gallicum sensu lato y dilucidar
el papel de las diferentes fuerzas evolutivas en moldear la estructura genética
de este linaje, haciendo énfasis en las historias evolutivas contrastantes de los
genes cromosomales de mantenimiento y los genes asociados al plasmido
simbidtico, asi como sus implicaciones en la sistemdtica bacteriana.
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Figura 4. Filogenia bayesiana inferida a partir de las secuencias concatenadas de los genes
ginll 'y atpD. En los nodos se muestran los valores de probabilidad posterior > 0.85 y los de
bootstrap de maxima verosimilitud > 60%. Las cepas con haplotipos idénticos se incluyen en
el mismo nodo terminal. Las cepas tipo se indican con una T. Las abreviaciones del género,
especie y biovariedad de las cepas son: Rgg = Rhizobium gallicum bv. gallicum, Rgp = R. gallicum
bv. phaseoli, Rm = R. mongolense, Ry = R. yanglingense, Rt = R. tropici, Ar = Agrobacterium
rhizogenes, Rep = R. etli bv. phaseoli, Rem = R. etli bv. mimosae, Rlv = R. leguminosarum bv.
viciae, Sml = S. meliloti, Smd = S. medicae, Bj = Bradyrhizobium japonicum . Figura adaptada
de Silva et al. (2005).
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GENETICA DE POBLACIONES, FILOGENIA Y BIOGEOGRAF{A DE
ESPECIES SIMPATRICAS DE BRADYRHIZOBIUM QUE NODULAN
LEGUMINOSAS GENISTOIDES ENDEMICAS DE LAS ISLAS
CANARIAS

Las Islas Canarias son de origen volcanico y estan situadas en el océano
Atlantico muy cerca de la costa noroeste de Africa. En este archipiélago las
leguminosas endémicas de la tribu Genisteae son de gran importancia eco-
légica, ya que son especies dominantes clave en las comunidades vegetales
de los ecosistemas canarios. En varios estudios se ha hecho patente que estas
leguminosas estan noduladas por bacterias del género Bradyrhizobium (Vi-
nuesa et al., 1998; Jarabo-Lorenzo et al., 2000). Para estudiar las poblaciones
de Bradyrhizobium aisladas de suelos de las Islas Canarias y areas continen-
tales cercanas (Marruecos y el sur de Espafia), hemos seguido un esquema de
analisis jerarquico utilizando varios marcadores moleculares con diferentes
niveles de resolucién taxondémica, que recomendamos para el analisis de
poblaciones bacterianas cuyo tamafio de muestra es grande.

Después del aislamiento de las bacterias de los nédulos, lo primero que
hicimos fueron fingerprints gendmicos utilizando primers (véase el capitulo 17
de este libro) con afinidad por secuencias palindromicas repetidas dispersas
en el genoma de las bacterias, conocidos como Rep-PCR (de Bruijn, 1992).
Esos fingerprints tienen un elevado nivel de resolucion para identificar clonas
-bacterias genémicamente idénticas-, pero no tiene resolucion en niveles taxo-
némicos superiores. A partir de la identificacion de aislados pertenecientes
a una misma clona, se seleccionaron aislados representativos de la variacion
genética para el siguiente analisis de tipificacion. El analisis del polimorfismo
de fragmentos de restriccién (RFLP; véase el capitulo 18 de este libro) de
amplificaciones del gen que codifica para la 16S rARN vy del espaciador in-
tergénico (ITS) 16S-23S rADN mostré que la mayoria de los aislados forman
un grupo independiente, para el cual no existian cepas o especies descritas,
cercano al grupo formado por aislados caracterizados como B. japonicum
(Vinuesa et al., 1998, 1999).

Otros aislados de Canarias mostraron RFLPs idénticos alos de B. japonicum
y un aislado tuvo un patrén diferente a los dos anteriores. Estos resultados
dieron los primeros indicios de que la mayoria de los aislados (70% de los
nddulos) pertenecian a una nueva especie, que recientemente describimos
como B. canariense (Vinuesa et al., 2005a, 2005¢). Experimentos de nodulacién
mostraron que los aislados de las leguminosas genistoides eran incapaces de
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nodular soya (Glycine spp.) y que las cepas aisladas de soya (como B. japonicum
y B. elkanii) eran incapaces de nodular a las leguminosas genistoides, lo cual
dio los primeros indicios de que los aislados de Canarias representaban una
nueva biovariedad o ecotipo nodulador (Vinuesa et al., 2005a, 2005c¢).

Las electroforesis de enzimas (MLEE) fueron el siguiente marcador mole-
cular que analizamos para conocer la dinamica poblacional de B. canariense.
Los analisis de genética de poblaciones mostraron que no existe diferenciacién
genética significativa entre las poblaciones insulares y continentales de B.
canariense, sugiriendo la existencia de flujo genético entre ellas. Los analisis
de desequilibrio de ligamiento (véase el capitulo 9 de este libro) mostraron
equilibrio para la poblacion de B. canariense y desequilibrio al analizarla
junto con los aislados de B. japonicum, indicando la posible existencia de una
barrera al intercambio genético entre estas dos especies simpatricas (Vinuesa
et al., 2005¢). Los marcadores moleculares que han aportado la informacion
concluyente sobre el estatus taxondmico y evolutivo de estas bacterias han sido
las secuencias nucleotidicas de cuatro loci involucrados en el mantenimiento
celular (atpD, ginlI, recA e ITS 16S-23S rADN) y dos genes involucrados en
la simbiosis (nifH y nodC). Los analisis filogenéticos basados en los genes
de mantenimiento muestran que entre los aislados de las leguminosas ge-
nistoides hay cuatro linajes principales: la nueva especie que describimos B.
canariense, la especie descrita B. japonicum, y dos linajes referidos como las
genoespecies a y B (Vinuesa y Silva 2004; Vinuesa et al., 2005a, 2005c). Estos
linajes forman grupos monofiléticos son un alto soporte en las filogenias de
los genes individuales como en la filogenia de especies generada a partir de
las secuencias congruentes concatenadas glnll+recA.

Por otro lado, las filogenias derivadas de los dos genes involucrados en la
simbiosis forman un grupo monofilético para los aislados de los cuatro linajes
cromosomales (figura 5). Este resultado evidencia eventos de transferencia
lateral de loci simbioticos entre fondos cromosomales pertenecientes a linajes
divergentes. A esta nueva biovariedad noduladora de leguminosas genistoides
la hemos nombrado genistearum (Vinuesa et al., 2005a, 2005¢). Los analisis de
genética de poblaciones basados en las secuencias de los loci de mantenimiento
refuerzan las conclusiones derivadas del andlisis de isoenzimas, mostrando
nula diferenciacion entre las poblaciones de B. canariense insulares y conti-
nentales, una muy significativa diferenciacion entre las poblaciones simpd-
tricas de B. canariense y B. japonicum, y recombinacion significativa entre los
miembros de cada poblacidn, pero no entre especies. Este tltimo resultado
fue también evidenciado con un anélisis de split decomposition (Huson, 1998;
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Figura 5. Filogenia de méxima verosimilitud para secuencias nifH de Bradyrhizobium.
En los nodos se muestran los valores de bootstrap > 70%. Con base en la correlacion entre
clados nifH y especificidad por hospederos se proponen por primera vez dos biovariedaes

para el género Bradyrhizobium: la biovariedad glycinearum de aislados asociados a soya y la
biovariedad genistearum asociada a leguminosas genistoides. Figura publicada en el estudio
de Vinuesa et al. (2005a).
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véase también el articulo 4 de este libro)) que mostré evolucion reticulada
dentro de las poblaciones pero no entre especies (figura 6).

El conjunto de resultados muestran que la migracién y la recombinacién
son importantes fuerzas de cohesion genética que mantienen la identidad de
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Figura 6. Analisis de split decomposition para las secuencias concatenadas atpD y recA. En
la gréfica se observan los patrones de evolucion reticulada dentro de las poblaciones de B.
canariense y B. japonicum. Sin embargo, no se observa ningun indicio de reticulacién que
involucre a las dos especies. Notese que la grafica estd representada con vértices iguales (no
proporcionales a la distancia genética). La linea punteada indica la rama mas larga cuando la

gréfica se hace proporcional a la distancia genética. Tomado de Vinuesa et al. (2005c¢).
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las especies; existe una barrera para el intercambio genético de genes de mante-
nimiento entre especies simpatricas, y que, sin embargo, la transferencia lateral
de genes simbidticos entre especies ha ocurrido. La distribucion geografica de B.
canariense bv. genistearum'y B. japonicum bv. genistearum incluye a las Islas Ca-
narias y reas continentales cercanas, Norteamérica y probablemente se extiende
a otras regiones (Jarabo-Lorenzo et al., 2003; Vinuesa ef al., 2005c). Creemos
que estas bacterias pueden estar siendo transportadas junto con las particulas
de polvo que surgen de Africa y son llevadas por las corrientes atmosféricas a
diferentes partes del mundo (Griffin et al., 2002; Prospero, 2004).

CONCLUSIONES

Todo parece indicar que los genomas bacterianos evolucionan por médulos:
genes organizados en operones, cromosomas con regiones variables moviles
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(casetes o islas) y arquitecturas gendmicas compuestas por varios replicones
(cromosomas y plasmidos). Esto produce genomas mosaico, con unidades
intercambiables que pueden estar o no presentes en los diferentes individuos
de una misma especie (Lan y Reeves, 2000). Ademas del recambio de infor-
macién genética entre individuos de una especie, la transferencia lateral de
informacién genética entre individuos de especies, géneros o incluso domi-
nios diferentes estd ampliamente documentada, en particular para genes que
confieren fuertes ventajas selectivas.

La mayoria de los estudios sobre evolucion bacteriana ha analizado po-
blaciones de bacterias patégenas de humanos. En nuestra opinién el estudio
de los rizobios ha ampliado la perspectiva acerca de la evolucion bacteriana.
Dado que la mayor parte del ciclo de vida de los rizobios ocurre en el suelo y
que sélo una fraccion de los individuos de las poblaciones entra en simbiosis,
podemos estudiar diversos aspectos del efecto selectivo del hospedero sobre
el genoma accesorio de los rizobios y la evolucién del genoma central de una
bacteria de vida libre. La ganancia o la pérdida de informacion simbidtica
produce ecotipos con la capacidad de ocupar nichos especificos (los nédulos
de una leguminosa particular) y dentro de una especie pueden existir dife-
rentes ecotipos a la vez. La informacion simbidtica puede ser transferida entre
individuos de una especie o incluso géneros o familias diferentes.

Del estudio de los rizobios nos queda una visioén de las especies bacterianas
como entidades cohesivas donde la recombinacién homologa dentro de las
poblaciones, la migracion y el flujo génico juegan papeles importantes, incluso
en la escala global. El examen de las comunidades microbianas asociadas a las
particulas de polvo transportadas entre continentes por tormentas originadas
en Asia y Africa parecen estrategias prometedoras para descubrir las vias de
dispersion de los rizobios, como ya se ha documentado para otras bacterias
y hongos del suelo (Griffin et al., 2002; Prospero, 2004).

En nuestra experiencia la delimitacion de especies bacterianas debe partir
de un buen muestreo de poblaciones, asi como de un esquema jerarquico
de analisis de la variacion genética donde se utilicen diferentes marcadores
moleculares y fenotipicos que permitan conocer la variaciéon de loci de man-
tenimiento y adaptativos, combinando analisis filogenéticos y de genética de
poblaciones para resolver problemas interrelacionados sobre ecologia evolu-
tiva y sistematica bacteriana. Aunque el gen rrs (16S rARN) es el marcador
genético mas utilizado, cada vez queda mas claro que por su frecuencia de
recombinacién y nimero variable de copias por genoma, no es el locus mas
adecuado para estudios filogenéticos y ecoldgicos. Es preferible analizar genes
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de mantenimiento que codifican para proteinas, ya que contienen mayor in-
formacion y existen mas herramientas para analizar sus procesos de evolucion
molecular (véase el capitulo 1 en este libro).

Los métodos clasicos utilizados en la delimitacion de especies bacterianas son
utiles para evaluar la similitud entre cepas, pero no es valido imponer puntos
de corte arbitrarios para delimitar especies. Creemos que el concepto de espe-
cie evolutivo es el que mejor puede manejar la enorme diversidad del mundo
vivo (figura 7). Este concepto tiene la capacidad de incluir el conocimiento que
tenemos sobre la ecologia y evolucion bacteriana, en particular, el papel funda-
mental del intercambio genético dentro y entre especies. Tenemos que aceptar
que las especies no son estdticas ni sistemas cerrados. Es importante incorporar
el pensamiento poblacional a la sistematica bacteriana para poder estudiar en
un marco mas amplio la variacion genética, las relaciones filogenéticas y los
caracteres y mecanismos ecoldgicos que dan cohesion a las especies.

Figura 7. Se plantea que el concepto evolutivo de especie sea el concepto primario y que los

demds conceptos de especie (basados en los criterios de similitud, monofilia y aislamiento sexual)

se utilicen como conceptos secundarios para aportar informacién que sustente al concepto

evolutivo. Se propone que las mejores herramientas para buscar las fuerzas de cohesion y delinear

a las especies son la genética de poblaciones y la filogenética, asi como estudios ecoldgicos y
fenotipicos. Adaptado de Mayden (1997)
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ECOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO
DE COMUNIDADES BACTERIANAS

Ana E. Escalante

Cuando se desea analizar a una especie o grupo bioldgico, es importante co-
nocer el contexto ambiental y biolégico en el que se encuentra. El contexto
bioldgico se refiere a las especies con las que coexiste y en muchos casos de
las que depende. El conjunto de especies que coexisten en un lugar y tiempo
constituye la comunidad (Begon et al., 1986).

En el caso de organismos macroscopicos es relativamente sencilla la ca-
racterizacion y el conteo de las diferentes especies presentes en ella, pero en
el caso de microorganismos esta caracterizacion se complica y es por ello que
en los dltimos afnos se han desarrollado diferentes estrategias, principalmen-
te moleculares, para identificar las especies o grupos de microorganismos
que constituyen la comunidad. Algunas de estas estrategias se explican y
discuten en este capitulo y también se mencionan algunos ejemplos de este
tipo de estudios. Pero antes de llegar a ello vale la pena establecer algunos
antecedentes sobre diversidad bacteriana y cultivo de microorganismos que
son relevantes para entender la importancia de desarrollar métodos finos
que nos permitan descubrir la mayor parte de la diversidad que existe en las
comunidades microbianas.

393
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EL PROBLEMA: COMUNIDADES Y DIVERSIDAD
BACTERIANA, MICROORGANISMOS CULTIVABLES
Y NO CULTIVABLES

La biomasa de microorganismos terrestres en la superficie de nuestro planeta
ha sido estimada como igual a la de todas las plantas marinas y terrestres y tal
vez sea el constituyente principal de la biomasa de la Tierra (Pedersen, 2000;
Whitman et al., 1998).

Los ambientes acuaticos parecen contar con menos diversidad que los
suelos y los sedimentos. En los ambientes acuaticos extremos (por ejemplo,
las pozas de desecacion con 22% de sal) la diversidad genémica procarionte
estimada por reasociaciéon de ADN parece corresponder a sélo 7 genomas
diferentes (Torsvic et al., 1998; @vreas et al., 2001; Ritz et al., 1997).

A pesar de que la diversidad genémica en el agua y el suelo puede ser
distinta, el nimero maximo de individuos que integran el taxén dominante
es el mismo, de aproximadamente 10*a 10° individuos por gramo o mililitro
(Torsvik et al., 2002). Este hallazgo sugiere que deben existir mecanismos
que controlen la densidad de los taxa y que deben funcionar de manera mas
o menos similar en todos los ambientes, mientras que los mecanismos que
controlan la abundancia total de la comunidad bacteriana funcionan de mo-
dos distintos en el agua y el suelo. Algunas ideas sobre los mecanismos que
controlan la diversidad procarionte son las siguientes.

INTERACCIONES TROFICAS

Hutchinson (1961) se preguntaba por qué hay tantas especies de fitoplancton
en un medio aparentemente homogéneo, en donde todas las especies presentes
parecen competir por el mismo tipo de nutrientes. Dentro de los procariontes
los competidores pueden coexistir si existe algin mecanismo de pérdida selec-
tiva de especies que evite que los competidores mas exitosos secuestren todos
los recursos (Bohannan y Lenski, 2000; Fuhrman 1999; Simek et al., 1999).
Por ejemplo, existe depredacion selectiva por tamaio llevada a cabo por
protozoarios, lo que permite la coexistencia de bacterias y fitoplancton de
diferentes tamafos y determina cémo se distribuye la biomasa en grupos
funcionales. Otra interaccién frecuente en el mundo de las comunidades
microscopicas es la parasitica entre virus y bacterias, que es generalmente
especifica y permite la coexistencia de varios taxa de bacterias en una comu-
nidad. Este tipo de interaccion ha sido asociada con la especiacién dentro
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de grupos funcionales (Torsvic et al., 2002), pues la transferencia horizontal
mediada por fagos favorece la diversificacion.

PERSPECTIVA EVOLUTIVA

En trabajos sobre evolucion experimental en bacterias se han observado altas
tasas de diversificacion; por ejemplo, a partir de una sola clona original se
obtienen tres cepas ecoldgica y genéticamente distintas surgidas experimen-
talmente en el transcurso de 800 generaciones (Helling et al., 1987; Rosen-
zweig et al., 1994), lo que ha sugerido que la gran diversidad bacteriana que
se detecta es simplemente una consecuencia de que las tasas de especiacion
son mayores que las tasas de extincion (Dykhuizen, 1998).

Esta idea deriva directamente de las observaciones experimentales en
condiciones Optimas de crecimiento que muestran una rapida adaptacién y
particion del nicho que lleva a una diferenciacion genética. Esta eventualmen-
te llevard a nuevas especies si se rompe el flujo génico entre las poblaciones
diferenciadas.

HETEROGENEIDAD ESPACIO/TEMPORAL

La complejidad estructural del suelo y los sedimentos es importante para la
diversificacion en el nivel de poblaciones, porque permite que los recursos
sean fraccionados y se creen nuevos nichos con los que se incrementa la
especializacion y division en especies ecoldgicas nuevas (Torsvic et al.,
2002).

La mayoria de las comunidades terrestres sufren perturbaciones intermi-
tentes como escasez de alimento, sequia, congelamiento/descongelamiento o
la actividad humana. Estas condiciones ambientales alteradas y los recursos
que se liberan crean oportunidades para que nuevas especies se establezcan.
Asi, la perturbacién asegurara que las comunidades incluyan una mezcla de
los diferentes estadios de sucesion (Connell, 1978). Sin embargo, una per-
turbacion fuerte y frecuente causara la desintegracion de los microhabitats
y la disrupcién de los limites entre poblaciones, lo que permitira que los
recursos locales estén disponibles para una mayor proporciéon de la masa
microbiana total (Torsvic et al., 2002), es decir mas individuos pero menos
especies.
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sCOMO MEJORAR LA RECUPERACION EN CULTIVO?

El interés en una mejor recuperacion de microbios en cultivo se fundamenta
principalmente en la posibilidad de obtener individuos sujetos de experimen-
tacion. El hecho de lograr tener en el laboratorio individuos microbianos abre
la puerta a estudios sobre evolucidn, ecologia y fisiologia entre otros, lo que
llevaria a un mayor y mejor conocimiento de estos organismos. El nimero de
especies microbianas existentes ha sido estimado entre 10°y 10° (Tiedje 1995).
Sin embargo, sélo se han aislado, descrito y/o caracterizado algunos miles.
Esto se debe, en parte, a que s6lo unos cuantos organismos de las muestras
ambientales crecen en medios nutritivos en cajas de petri (Young, 1997; Barer
y Harwood, 1999; Giovannoni y Rappé, 2000; Torsvic et al., 1990).

Los intentos para mejorar la recuperacion en cultivo han consistido en
general en manipular cuidadosamente los medios de cultivo y aumentar el
numero de interacciones entre especies dentro de una misma caja (Kaeberlein
et al., 2002), pero se ha tenido poco éxito en ello y el problema del mundo
no cultivable sigue siendo un reto importante de la microbiologia (Young,
1997).

Kaeberlein et al. (2002) probaron si los organismos no cultivables crecerian
si se les proveia de los componentes quimicos de su ambiente nativo. Para
permitir el acceso a estos componentes, colocaron a los microorganismos en
camaras de difusion (figura 1) y estas cimaras fueron incubadas en un acuario
que simulaba el lugar nativo de estos organismos. Efectivamente lograron
recuperar en cultivo cerca de 40% del inéculo original (se cont6 el nimero
de colonias formadas en relacion al nimero de células inoculadas), lo cual
representa una recuperacion en varios 6rdenes de magnitud mayor que la de los
intentos tradicionales de cultivo. Ademds de esta extraordinaria recuperacion
“primaria” en cultivo, se intentaron aislar colonias de la comunidad cultivable
y con este experimento se logrd el resultado mas significativo del trabajo.
La mayoria de las colonias aisladas transferidas a cajas de Petri (86+7%) no
crecieron y las microcolonias que lograron crecer (14%) eran cultivos mixtos.
Sélo unas pocas colonias grandes y que crecieron rapidamente fueron purasy
representaron el 0.054+0.051% del indculo original, lo cual es consistente con
lo que se ha reportado previamente en relacion a la recuperacién en cultivo.

Esta informacion lleva a conclusiones importantes sobre la ecologia de
los microorganismos, pues parece resaltar la importancia de posibles senales
especificas originadas por los organismos vecinos que indiquen la presencia de
un ambiente familiar. Esto significa que los microorganismos no creceran en
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Figura 1. Camara de difusién para cultivo in situ de microorganismos ambientales. A)
La cdmara estd formada por una “rondana” entre dos membranas de policarbonato con

un poro de 0.03 mm; B) Las cdmaras de crecimiento se incuban sobre la superficie de

sedimento marino (tomada de Kaebelein et al., 2002)

un ambiente extrafio (sin sus vecinos) aunque existan los nutrientes apropiados
(Kaeberlein et al., 2002), lo que podria explicar por qué no es posible aislar a
la mayoria de los microorganismos en medios artificiales como cultivos puros.
Sin embargo habria que abrir la discusion sobre si realmente son los vecinos
o hemos sido incapaces de determinar los micronutrientes necesarios para
lograr cultivos puros de la mayoria de los microorganismos.

¢QUE HACER CON LOS NO CULTIVABLES? METODOS
MOLECULARES Y OTROS METODOS

A pesar de la posibilidad de aislar porcentajes mayores de microorganismos
con estrategias novedosas de cultivo como la cdmara de difusion de Kaeberlein,
el porcentaje no cultivable sigue siendo un problema para la caracterizacion
de la comunidad total. Asi, se han desarrollado diferentes estrategias para
caracterizar a las comunidades microbianas sin necesidad de cultivo y a con-
tinuacidn explicaremos los fundamentos de las mas utilizadas.

PFLA (PHOSPHOLIPID FATTY ACID ANALYSIS)
En todos los microorganismos encontramos fosfolipidos exclusivos de las

membranas celulares, que pueden ser degradadas facilmente dejando libre al
componente fosfolipidico. Los fosfolipidos de las membranas son indicadores
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importantes de la biomasa microbiana activa y ademas se ha encontrado que
existen lipidos tinicos en grupos especificos de organismos, por lo que el ana-
lisis de fosfolipidos puede ser y ha sido usado para determinar la diversidad y
abundancia microbianas (Hill et al., 2000; Widmer et al., 2001).

Esta estrategia requiere que la muestra ambiental sea analizada cuantita-
tivamente por cromatografia de gases (GC) y espectrometria de masas (MS),
lo que genera datos sobre la presencia y abundancia de diferentes fosfolipidos
(Zelles y Bai 1993; Laczké et al., 1997). Los datos obtenidos sobre los acidos
grasos de las muestras pueden ser comparados con bases de datos publicas
(Laczko et al., 1997), 1o que permite la asociacion de ciertos PFLAs con orga-
nismos o grupos especificos. Asi, diferencias en los patrones de PFLA pueden
ser interpretadas en relacion con los cambios en la composicion de las comu-
nidades. Este método ha sido utilizado con éxito en estudios que demuestran
cambios importantes en comunidades microbianas asociados a practicas de
manejo de suelos (Tunlid et al., 1989; Bossio et al., 1998).

A pesar de la utilidad de este método existen algunas limitaciones
importantes (Haack et al., 1994). La primera es que no se conocen los
patrones de acidos grasos para todos los organismos, por lo que los datos
obtenidos de muchas muestras no pueden relacionarse con algin gru-
po. La segunda limitacion es que los patrones de acidos grasos son muy
susceptibles a cambios que no se deben necesariamente a la composicién
de la comunidad, por lo que pueden darse patrones falsos que originen
interpretaciones incorrectas. La tercera limitacion es que bacterias y hon-
gos producen diferentes cantidades de acidos grasos dependiendo de las
condiciones de crecimiento o estrés, por lo que a pesar de que los patrones
de PFLA puedan correlacionarse con la presencia de algunos organismos,
esto no significa necesariamente que esos patrones sean Unicos para esos
grupos en todas las condiciones.

TECNICAS BASADAS EN ACIDOS NUCLEICOS

De entre todas las moléculas celulares probadas hasta ahora, los acidos nucléi-
cos han demostrado ser las moléculas mas ttiles, pues han contribuido con
una nueva perspectiva al entendimiento de la estructura de las comunidades
microbianas. Una de las principales ventajas asociadas a los métodos con
acidos nucleicos es que puede analizarse a la comunidad microbiana en su
totalidad, incluyendo aquellos organismos que no han podido ser cultivados
en el laboratorio. Es por ello que estos métodos se han vuelto cada vez mas
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importantes en la ecologia microbiana (Pickup 1991; Stackebrant et al., 1993;
Amann et al., 1995; Holben y Harri, 1995).

Aun los anélisis de baja resolucion y amplia escala, como la reasociacion de
ADN, permiten la determinacién de la diversidad genética total de la comuni-
dad bacteriana (Torsvik et al., 1996). Electroforesis de productos de PCR (véase
el articulo 17 de este libro) de genes de rARN en geles desnaturalizantes de
gradiente (DGGE) permiten tener mayor resolucién y proveen de informacion
sobre cambios en el grueso de la estructura de la comunidad (Muyzer et al.,
1993). Cuando se combinan analisis de genes de rARN en DGGE con hibrida-
cién usando sondas filogenéticas o secuenciando se logra obtener la afiliacién
filogenética de los miembros dominantes en nimero que se encuentran en la
comunidad (@vreas et al., 1997). La hibridacion fluorescente in situ (FISH) de
células microbianas con sondas filogenéticas provee de informacion sobre la
composicion taxondmica de la comunidad (Hahn et al., 1992; Amann et al.,
1995). Finalmente, la clonacién de productos de PCR de genes de rARN de
la comunidad arroja informacion especifica de la fraccion no cultivable. Esta
estrategia también permite la comparacion de las estructuras de la fraccion
cultivable con la no cultivable (Stackebrandt y Rainey, 1995).

A continuacién ampliaremos la descripcion de las estrategias mencionadas
en el parrafo anterior.

Cinética de reasociacion de ADN

EI ADN de una comunidad microbiana es una mezcla de genomas de diferentes
especies presentes en distinta proporcion. Una curva de reasociacion de ADN
nos da una idea de qué tan compleja es esa mezcla. La estrategia consiste en
desnaturalizar con calor la mezcla total de ADN y mediante la lectura de un
espectrofotometro (ya que la monohebra de ADN y el ADN de doble cadena
tienen picos de absorbancia a diferentes longitudes de onda; ver Torsvik et al.,
1995) se puede generar una cinética de reasociacién de ADN. Esta cinética de
reasociacion es del tipo de segundo orden y cualquiera de este tipo de curvas
tiene una constante de reasociacion Ct, ,, donde C esla concentracién molar

0°1/2°

de nucléotidos en un ADN monohebra al inicio de la reasociacién y t, , es el

tiempo en segundos en el que se da el 50% de la reasociacion. Bajo condiciones
definidas, Ct, , es proporcional a la complejidad del ADN (heterogeneidad;
Britten y Kohne, 1968).

Estos valores son siempre relativos a la cinética de reasociacion de ADN

de una sola especie (e.g. ADN de Escherichia coli), que se considera la curva
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ideal y una curva de una comunidad siempre tendra pendientes menores que
laideal (figura 2). Aunque en estos experimentos Ct, , no tiene un significado
preciso, este valor ha sido usado de modo similar a un indice de diversidad
de especies (Torsvik et al., 1995).

Figura 2. Cinética de reasociacién de ADN de la fraccién bacteriana de sedimento marino
(0), mesocosmos con sedimento de granja de peces ((J), mesocosmos con sedimento de
granja de peces con 100ppm de acido oxolinico (A), y E. coli (x) (tomado de Torsvik et al.,
1998)
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RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNA)

Dentro de los métodos de huellas de ADN o fingerprint basados en PCR
(véanse los capitulos 17 y 18 de este libro) quizas el de RAPDs sea el mas am-
pliamente usado. El PCR de RAPDs utiliza oligonucléotidos de 10 a 12 pares
de bases para amplificar segmentos al azar de ADN. Este método funciona
porque sdlo un pequefio numero de fragmentos (5 a 10) se amplificaran por
estar dentro de un rango de longitud, usualmente menor a 3 o 4 kilobases, que
puede ser facilmente amplificado por PCR (Hoelzel y Green, 1998). Cuando el
ADN que se encuentra entre las secuencias amplificadas consta de repeticiones
en tandem y hay variaciones en su longitud, el fragmento amplificado serd de
longitud variable o polimérfico en la poblacién o comunidad (figura 3).



ECOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO DE LAS COMUNIDADES BACTERIANAS 401

Figura 3. Perfil de RAPD de la planta medicinal Podophyllum peltatum. Cada linea
representa una poblacidn; la linea M corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb
(tomado de Lata et al., 2002)
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Esta estrategia puede servir para dar un primer vistazo a la composi-
cién de distintas comunidades; sin embargo debemos mencionar que esta
técnica es poco reproducible debido a que cualquier minima variacidn en
las condiciones de PCR o del ADN original puede generar cambios en los
patrones, por lo que es recomendable utilizar técnicas adicionales para
robustecer los datos.

Técnicas relacionadas con la diversidad de genes de rARN (SSU)

La determinacién de secuencias o patrones del gen que codifica para la
subunidad pequeiia de los ribosomas (16S para procariontes y 5S o 18S para
eucariontes; Ward et al., 1992), es una de las técnicas mas dtiles y ampliamente
utilizadas.

Esta subunidad pequefia (SSU) de rARN es adecuada para este tipo de
estudios por varias razones. La primera es que se encuentra en los tres domi-
nios de la vida conocidas: Bacteria, Archaea y Eucarya (Woese et al., 1990).
La segunda es que son moléculas que tienen regiones altamente conservadas
y regiones de secuencia variable (Woese, 1987) y gracias a las tasas de evo-
lucién diferentes en cada tipo de region, se pueden establecer relaciones en
diferentes niveles jerarquicos en un analisis comparativo de secuencias (Hill
et al., 2000). La tercera razon es que el rADN puede amplificarse facilmente
por PCR y ser secuenciado. La cuarta es que los microorganismos no culti-
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vables pueden ser estudiados y caracterizados sin cultivarse al obtener por
PCR su SSU rADN.

Varios estudios han demostrado que mas del 90% de los microorganismos
que se observan microscopicamente in situ, pueden ser extraidos y analiza-
dos (Steffan y Atlas 1998; Steffan et al., 1988; Tsai y Olsen, 1992; More et al.,
1994; Zhou et al., 1996; Porteus et al., 1997), en comparacién con menos del
0.1% que pueden cultivarse (Hill et al., 2000). Una vez amplificado el gen de
rARN por PCR es posible analizar su diversidad en la comunidad para tener
una idea de la complejidad de la misma siguiendo diferentes estrategias que
se explicaran a continuacion.

DGGE/TGGE (Denaturing Gradient/ Temperature Gradient Gel

Electrophoresis)

Esta técnica permite separar mezclas de productos del PCR que son de la
misma longitud pero que difieren en secuencia. El poder de separaciéon de
este tipo de electroforesis se basa en que el comportamiento de desnaturali-
zacion del ADN estd determinado de manera importante por la secuencia de
nucléotidos. Al correr el ADN en el gel, la molécula se mantiene como doble
cadena hasta que alcanza la concentracion o temperatura desnaturalizante,
reduciendo su movilidad en el gel (Hill et al., 2000).

En teoria, cualquier gen de rARN que se encuentre en el ADN total de la
comunidad puede ser amplificado por PCR y resuelto en un gel DGGE/TGGE,
ya que en este tipo de analisis cada banda en el gel es considerada como una
especie distinta en la comunidad y la intensidad de las bandas es tomada como
un reflejo de la abundancia de esa secuencia en la comunidad (figura 4).

Existen algunas consideraciones importantes sobre esta técnica y tienen que
ver con la interpretacion de los datos obtenidos. En primer lugar es posible que
diferentes especies generen una misma banda y que los estimados de diversidad
no sean del todo estrictos, por lo que lo ideal es hacer estimaciones de diversidad
relativa entre comunidades y considerar filotipos en lugar de especies.

T-RFLPs (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

El analisis de fragmentos de restriccion terminales es actualmente uno de los
métodos mas poderosos dentro del campo de la ecologia microbiana para
comparar rapidamente la diversidad de secuencias de ADN bacteriano ampli-
ficado por PCR de muestras ambientales (Marsh, 1999; Tiedje et al., 1999).
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Figura 4. Anélisis de DGGE de la variacién dentro y entre grupos de bacterias oxidadoras de
amonio. El andlisis fue hecho para secuencias de 11 clonas del gen 16S rARN, de las cuales 4
muestran afinidad por Nitrospira (carriles 1 al 4), 3 muestran afinidad con Nitrosospira (5 a
8) y 4 muestran afinidad con Nitrosomonas (8 a 11). . C1, C2 y C3 representan tres muestras

separadas de PCR utilizando una combinacion equimolar de las 11 clonas como templado
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El método se basa en la variacion en la posicion de sitios de restriccion entre
las secuencias y en la determinacion de la longitud de fragmentos terminales
de restriccion (TRFs) marcados con fluorescencia por medio de electroforesis
en geles de alta resolucion en secuenciadores de ADN (Avanis-Aghahani et
al., 1994; Liu et al., 1997). El resultado es una distribucion de abundancia de
fragmentos de diferentes tamafios (figura 5).

Dentro de las caracteristicas mas importantes de este método estd la gran
velocidad de analisis de las muestras, lo que permite hacer réplicas de los
experimentos y con ello lograr analisis estadisticos (Dunbar et al., 2001). El
método de TRF puede ser usado para identificar diferencias entre comuni-
dades, comparar la riqueza relativa de filotipos y estructura de comunidades,
y para identificar organismos especificos en una comunidad (Dunbar et al.,
2001) a partir de la clonacion y secuenciacion de fragmentos especificos de
16S rARN.

Sobre las limitaciones del método podemos decir que, a pesar de que es
un método rapido de analisis comparativo de comunidades, tiene baja reso-
lucién ya que existe cierta probabilidad de que varios filotipos se encuentren
representados por un solo tamano de fragmento y representen un solo pico
en la distribucion, lo que puede llevar a subestimar la riqueza de especies, que
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puede ser calculada por otros métodos con mayor resolucion filogenética,
aunque a mayor costo.

Figura 5. Patrones de T-RFLPs con la enzima Rsa I en 16S rADN amplificado directamente

de muestras de suelo (tomado de Dunbar et al., 2000)

700 SO - cinders interspace

600

500 ¢

400 f
300 | ’
200 i
100

0 P.L-mum#.,__ e N e A S '1

Muestra 1

Fluorescencia
|
|
|
|
[
|
|
|

600 | n rhizosphere
500

400
300

200 ‘ T Muestra 2 |
AN | |

108 I-J\-Jq_._..___,.._.._.__ il U N et sl ]

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Tamano de fragmentos (pares de bases)

Esta situacion fue puesta a prueba por Dunbar et al,, (2001) al comparar
los estimados de riqueza obtenidos de una libreria de clonas de 16S y de TR-
FLPs obtenidos de la misma muestra con la que se construyd la libreria. La
conclusion de Dunbar et al., es que los patrones de TRFLPs son incapaces de
proporcionar informacion confiable sobre el total de la riqueza relativa de los
filotipos. Sin embargo, el método es muy efectivo en descubrir similitudes entre
comunidades y tiene alta sensibilidad (detecta genomas que se encuentran
en concentraciones tan bajas como el 1% del total de la comunidad). Es por
ello que se recomienda como util para analisis rdpidos de muestras de campo
que quieran compararse en cuanto a su cComposicion y parece ser una nueva
herramienta para investigaciones de ecologia microbiana.

ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis)

Es una técnica que consiste en amplificar por PCR el gen de 16S rARN de
la comunidad total, aislar una a una las diferentes copias que se encuentran
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en la mezcla y posteriormente someter a cada una de las copias a digestiones
enzimdticas (restriccion); también puede digerirse la muestra total (sin separar
las copias; Martin-Laurent et al., 2001).

La manera mas comun de separar las diferentes copias del 16S rARN (o
cualquier otro gen) de la comunidad es clonando los diferentes fragmentos en
cepas industriales de Escherichia coli transformable. Esto se hace al mezclar
el PCR total con bacterias susceptibles a adquirir ADN extraio (competen-
tes), por lo que cada bacteria adquirira una sola copia del gen y asi quedaran
separadas las diferentes copias de la mezcla total. Las bacterias que contienen
los fragmentos se crecen en cajas de Petri y posteriormente se aisla su ADN
junto con el gen de interés que se puede separar del ADN bacteriano (véase los
capitulos 17 y 18 de este libro). Cada gen obtenido de esta manera se somete
a una digestion enzimatica que genera un patrén de bandas en electroforesis
en geles de agarosa (figura 6). Los patrones de restriccion permiten identificar
diferentes grupos (que no representan necesariamente especies diferentes) o
identificar comunidades distintas.

Si el ARDRA se hace con copias separadas del gen 16S rARN, el analisis
de los diferentes patrones permite hacer estimaciones de diversidad y/o elegir
representantes de los patrones distintos para obtener las secuencias e identifi-
car los grupos taxondmicos especificos a los que pertenecen o con los que se

Figura 6. Patron de ARDRA de productos de PCR del gen 16S rARN (primers 27 y 1492)
digeridos con Rsal de muestras ambientales de suelo. La linea M representa el marcador de
peso molecular (tomada de Martin-Laurent et al., 2001)
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relacionan. El problema es que el nimero de clonas que se debe obtener por
comunidad para determinar su diversidad y abundancia tiene un costo final
similar al de la secuenciaciéon de la comunidad.

Secuencias

Cualquiera de las estrategias de dcidos nucleicos mencionadas pueden con-
cluir con la secuenciacion de una muestra de las copias del gen 16S rARN. Sin
embargo, se pueden evitar los analisis antes mencionados y hacer el PCR del
ADN total e inmediatamente después secuenciar todas las copias con clona-
cion previa. El andlisis de secuencias en comunidades microbianas requiere
siempre separar las diferentes copias de la muestra, ya sea por clonacién o
cortando las diferentes bandas de geles TGGE.

Obtener la secuencia de 16S rARN de los diferentes organismos de la
muestra tiene varias ventajas. Una de ellas es que se construye una libreria de
clonas que mantiene las copias separadas y listas para otros analisis en el futuro.
Otra ventaja y quizas la mds importante es que la obtencion de secuencias en
librerias de clonas es la inica manera de obtener estimados robustos sobre la
diversidad de comunidades complejas (Dunbar et al., 2000).

La principal limitante hasta ahora para la implementacion general de analisis
de comunidades con secuencias son sus costos econdmicos y de tiempo, ya que
cada una de las secuencias debe ser “curada” confirmando que cada pico del
electrofenograma sea el correcto. Las secuencias deben después ser sometidas
a Blast con el GenBank y alineadas considerando la estructura terciaria del
16S. Afortunadamente estos costos se han ido abatiendo con el aumento de su
demanda y el desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion y clonacion.

Técnicas relacionadas con la expresion de genes (rARN)

Recientemente varios analisis se han enfocado en la caracterizacion de co-
munidades microbianas del suelo basandose en la expresion del rARN en
contraste con los genes que codifican para el ribosoma: el rADN (Felske y
Akkermans, 1998b; Hahn et al., 1990; Moran et al., 1993; Felske et al., 1996;
Purdy et al., 1996; Duarte et al., 1998).

Aligual que el rADN, el rARN tiene regiones variables y regiones altamen-
te conservadas que permiten la discriminacion de taxa en diferentes niveles
taxondmicos. Ademas, el uso de rARN directo ofrece varias ventajas sobre el
uso de técnicas con rADN: debido a que los ribosomas son el sitio de sintesis
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de proteinas, el contenido de rARN esta directamente correlacionado con la
actividad metabdlica (Wagner, 1994), lo que significa que una alta proporcién
de las secuencias detectadas en las muestras correspondera a microorganismos
metabdlicamente activos y en crecimiento (Felske et al., 1996; Felske et al.,
1997; Felske y Akkermans, 1998a).

Ademds, debido a que las secuencias de rARN normalmente se encuentran
en las células en mas copias que las secuencias de rADN, teéricamente deben
ser mds faciles de detectar. Al igual que con el rADN, cuando los amplicones
de rARN se separan en geles DGGE/TGGE, el patron de bandas sirve como
una huella digital de la comunidad microbiana. Si se asume que no hay sesgo
en la amplificacion, la intensidad de las bandas indica la abundancia en la
comunidad de la secuencia de rARN correspondiente (Felske ef al., 1998b).

Sin embargo, un factor importante que complica las interpretaciones sobre
la abundancia de un taxon es que el numero de operones de rARN dentro de
un genoma puede variar entre los grupos taxonémicos (Rosado et al., 1997),
por lo que es posible que exista heterogeneidad en las secuencias de rARN
dentro de un mismo grupo. En consecuencia no puede asumirse que cada
producto de PCR en el gel corresponde a un organismo diferente, y un mismo
organismo puede estar representado por varias secuencias distintas (Hill et al.,
2000). Por otro lado, la intensidad de la banda puede deberse a muchas copias
de una misma secuencia en el mismo organismo o a que existen muchas células
del organismo que posee la secuencia. Una manera de distinguir entre estas
dos posibilidades es mediante hibridizacion in situ (ver Binder y Liu, 1998).
Otra manera es correr el mismo gel con productos de PCR de rARN y rADN
y comparar la intensidad de las bandas para determinar si ésta se encuentra
relacionada con el numero de copias del gen (Felske et al., 1997).

A pesar de que esta técnica puede ser muy util para estudiar comunidades mi-
crobianas, existen limitaciones técnicas en ella debido alo labil que es el ARN por
lo que es necesario tener mucho cuidado en el almacenamiento y procesamiento
de las muestras ambientales, ya que cualquier cambio minimo en las condiciones
ambientales originales puede alterar la actividad metabdlica de los microbios (van
Winzingerode et al., 1997); esto puede ser evitado con el procesamiento inmediato
o congelamiento de las muestras. Otra limitacion existe en relacion a la eficiencia
de extraccion (Moran et al., 1993) y amplificacion de rARN (Zheng et al., 1996;
Suzuki y Giovannoni, 1996; van Winzingerode et al., 1997).

Existe la posibilidad de que la amplificacion sea sesgada por una mayor
abundancia de algunas secuencias en el ADN original o por homologia entre
ciertas secuencias y los oligonucledtidos del PCR. La mayoria de los estimados
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son en procariontes y aunque en teoria deberia poder analizarse la comunidad
eucarionte de rARN de la misma manera que procarionte, los ribosomas eu-
cariontes parecen ser mas complejos en cuanto a los genes que los codifican
y su regulacion, ademas de que las bases de datos publicas con secuencias de
rARN casi no tienen representantes eucariontes, por lo que identificar especies
eucariontes con las secuencias de su rARN es problematico (Hill et al., 2000).

FISH (Fluorescent in situ hybridization)

Este método ha sido usado principalmente con comunidades procariontes
y permite la identificacidn y cuantificacion directas de grupos taxonémicos
generales o especificos dentro de su ambiente natural (Amann et al., 1995;
Assmus et al., 1995; MacNaughton et al., 1996; Kenzaka et al., 1998).

Con FISH todas las células son fijadas y su 16S o 23S rARN se hibridiza
con sondas de oligonucledtidos taxon especificos marcados con fluorescencia.
Posteriormente, las células que hibridaron y quedaron marcadas fluorescen-
temente pueden verse en un microscopio optico de fluorescencia. Con este
método y gracias a que las células completas se hibridan, se evitan artefactos
generados por sesgos en la extraccién de ADN, amplificacion por PCRy clo-
naciéon (Ludwing et al., 1997; Wallner et al., 1997; Felske et al., 1998a).

FISH puede usarse para visualizar organismos no cultivados, y es ttil para
estudiar la distribucion ecoldgica de los organismos en habitats diversos (Ludwig
et al., 1997; Zarda et al., 1997; Wullings et al., 1998). Tal vez el aspecto en el que
se debe tener mas cuidado al usar FISH es el disefio de la secuencia de las sondas
de hibridacién, ya que de ello depende la caracterizacion de la comunidad. Es
necesario hacer una seleccién cuidadosa de las secuencias de los organismos re-
presentativos del taxdn o taxa que se desea visualizar, pues la sonda serd tan buena
como lo sea esta seleccion (Amman et al., 1995). Errores en este disefio pueden
ocasionar que no puedan visualizarse organismos no cultivables que pertenezcan
al grupo de interés o que se den hibridaciones cruzadas con organismos de otros
grupos (Hahn et al., 1992; MacNaughton et al., 1996; Felske et al., 1998a).

METODOS ESTADISTICOS PARA EL ANALISIS DE LAS
COMUNIDADES BACTERIANAS

El analisis de cualquier comunidad involucra la determinacion estadistica de
la diversidad a partir de la abundancia relativa de las especies presentes. Es
por esto que la estimacion de la diversidad en las comunidades bacterianas
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es actualmente uno de los retos y objetivos mas ampliamente perseguidos en
ecologia microbiana. Sin embargo, estimar la diversidad entrafia dos proble-
mas: determinar el tamafo de muestra necesario para tener representada a la
comunidad y elegir el estimador de la diversidad mas adecuado. El problema
del tamafio de muestra no es tnico para las comunidades bacterianas. Los
ecélogos del mundo macroscopico se han enfrentado al mismo problema y
han disefiado herramientas para lidiar con el muestreo (Colwell y Codding-
ton, 1994; Heck et al., 1975; Magurran, 1995), que en la actualidad intentan
aplicarse al mundo microscépico.

Hughes et al. (2001) publicaron una revision interesante sobre este proble-
ma, y evaluaron el tamafio de muestra que en general se requiere para tener un
estimado til de la diversidad de las comunidades. Ademas de esto evaluaron
la utilidad de varios estimadores de diversidad para el caso de comunidades
bacterianas. Este apartado se centrara en estos puntos.

EL TAMANO DE MUESTRA
Curvas de acumulacién de especies

La relacion entre el namero de tipos (OTUs = especies, filotipos, etc.;
véase el capitulo 4 de este libro)) observados y el esfuerzo del muestreo
nos da informacion sobre el total de la diversidad de la comunidad que ha
sido muestreada. Este patrén puede visualizarse graficando una curva de
acumulacién que consiste en relacionar el nimero acumulativo de OTUs
observados contra el esfuerzo de muestreo. Este tipo de curvas revelan la
calidad del muestreo, pues ya que todas las comunidades contienen un nui-
mero finito de especies, si se continian muestreando individuos las curvas
eventualmente alcanzardn una asintota en el valor real del nimero de OTUs
de la comunidad (figura 7).

En la mayoria de las comunidades microbianas muestreadas no se al-
canza la asintota de las curvas debido a la enorme diversidad que existe. Sin
embargo, aunque seria ttil conocer su diversidad real, la mayor parte de las
preguntas se refieren a cambios provocados por alteraciones ambientales
bidticas o abidticas, por lo que las respuestas a estas preguntas requieren
unicamente estimados de diversidades relativas (Hughes et al., 2001). La
aproximacion de diversidad relativa para evaluar el efecto de variables
ambientales ha sido usada tanto en casos de insectos con diversidades altas
a una escala de kilémetros cuadrados, como en la de bacterias en la boca
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humana (Price, 1975; Samways, 1994) y esta estrategia parece estar difun-
diéndose y ser util.

Rarefaccion

Esta aproximacion ha sido adoptada recientemente por varios microbio-
logos (Bills y Polishook, 1994; Dunbar et al., 1999; Moyer et al., 1998). La
rarefaccion compara la diversidad observada entre sitios, tratamientos o
habitats que no han sido muestreados equitativamente. Para hacer una
comparacion justa entre sitios con tamanos de muestra distintos se extraen
submuestras de la muestra mas grande y se calcula la riqueza esperada de
especies en las submuestras basdandose en la distribucion de abundancias
de la muestra mayor. El proceso se repite para submuestras de diferentes
tamafios. Una curva de rarefaccion muestra el cambio en el valor esperado
de riqueza de especies de acuerdo al tamarfio de la muestra (figura 7; Ricklefs
y Miller, 2000).

ESTIMADORES DE DIVERSIDAD
Extrapolacién a partir de curvas de acumulacion

La mayoria de estos métodos usan la curva de acumulacion observada para ajus-
tarla a una forma funcional supuesta que modela el proceso de observar nuevas
especies si aumenta el esfuerzo de muestreo (Hughes et al., 2001). Estos modelos
incluyen la ecuacion de Michaelis-Menten (Clench, 1979; Raaijamakers, 1987)
y la funcién exponencial negativa (Soberén y Llorente, 1993).

El beneficio de estudiar la diversidad con estos métodos es que una vez que
las especies se han contado no es necesario contarlas de nuevo y el esfuerzo
s6lo debe enfocarse en encontrar especies raras nuevas. La desventaja es que
para comunidades muy diversas s6lo es posible detectar una pequena fraccion
de las especies y es posible que varias curvas de acumulacion tengan un buen
ajuste pero que cada una prediga diferente asintota (Soberén y Llorente, 1993).
Esta aproximacion de datos se utiliza para comunidades de macroorganismos
relativamente bien muestreados por lo que no parece ttil por el momento
para comunidades bacterianas (Hughes et al., 2001).
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Figura 7. Las curvas de acumulacién representan el ordenamiento inico de individuos
(linea s¢lida e irregular), o de muestras (linea hueca e irregular) conforme se van
acumulando los datos. Las curvas de rarefaccion representan las medias de re-muestreos
repetidos de todos los individuos de la muestra (linea sélida y regular), o de todas las
muestras (linea hueca y regular). Las curvas de rarefaccion representan la expectativa
estadistica para las correspondientes curvas de acumulacién. Las cuatro curvas estan

basadas en la cuenta de semillas del grupo de datos de Butler y Chazdon (1998), analizados

por Colwell y Coddington (1994) y disponibles en linea con EstimateS (Colwell, 2000)
(tomada de Gotelli y Colwell, 2001)
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Estimadores paramétricos

Los métodos paramétricos estiman el numero de especies no observadas en la
comunidad al ajustar los datos del muestreo a modelos de abundancia relativa
de especies. Estos modelos incluyen el modelo lognormal (Preston, 1948) y el
modelo Poisson normal (Bulmer, 1974). Al ajustar los datos a estas distribucio-
nes pueden obtenerse los parametros de la curva, entre ellos la diversidad dela
comunidad. Sin embargo, existen algunos impedimentos para usar estimadores
paramétricos para cualquier comunidad. Uno de los mas importantes es que
se asume que se conoce la distribucion de abundancia. A pesar de que muchas
comunidades de macroorganismos parecen tener una distribuciéon lognormal
de abundancia de especies (DeVries et al., 1997; Magurran, 1995; Sugihara,
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1980), aun existe controversia sobre el modelo que se ajusta mejor (Harte et
al., 1999; Hughes, 1986). El problema es mucho mayor en las comunidades
microbianas, ya que en ausencia de buenas bases de datos sobre diversidad y
abundancia no es claro si alguno de estos modelos se ajusta a la distribucién
real. Otra limitacion es que los estimadores paramétricos requieren grandes
series de datos sobre abundancia para evaluar los parametros de la distribucion
y en el caso de microorganismos las series de datos mas grandes que existen
incluyen sélo algunos cientos de individuos (Hughes et al., 2001).

Estimadores no paramétricos

La diversidad de una comunidad depende de la riqueza (niimero de especies)
y de la abundancia relativa de éstas (equitatividad o evenness; Begon et al.,
1986). Los estimadores no paramétricos que existen ponderan de diferente
manera a las especies abundantes en relacion con las especies raras. La medida
mas simple de diversidad que toma en cuenta tanto la abundancia como la
riqueza de especies es el indice de diversidad de Simpson.

Este indice D se calcula a partir de la proporcion de individuos de cada
especie i que contribuyen al total de la muestra, donde el limite superior S se
refiere al nimero total de especies de la comunidad (Begon et al., 1986):

D=1/5p’

Este indice estd basado en la probabilidad de que si se toman dos individuos,
estos sean de la misma especie (Brown y Bowman, 2001). Valores cercanos a
1 indican que s6lo unas pocas especies predominan en la muestra.

Otro indice de diversidad muy utilizado es el denominado indice de
Shannon-Weaver:

H=-3p/(In (p))

Este indice calcula la probabilidad de predecir la especie de un individuo
tomado al azar de la comunidad. El indice va de 0 para comunidades con una
sola especie hasta valores altos para comunidades con muchas especies, cada
una con pocos individuos (Brown y Bowman, 2001).

Otros estimadores no paramétricos que parecen ser muy prometedores
para la ecologia microbiana han sido adaptados a partir de estadisticos de
marcaje-liberacion-recaptura (MRR) para estimar el tamafo de poblaciones
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animales (Krebs, 1989; Seber, 1973). Los estimadores no paramétricos basados
en métodos MRR consideran la proporcion de especies que han sido observa-
das antes (recapturadas) en relacion a aquellas que han sido observadas sélo
una vez. En una comunidad muy diversa, la probabilidad de que las especies
sean observadas mds de una vez sera baja y la mayoria de las especies seran
representadas por un solo individuo. Los estimadores Chaol y ACE (cobertura
basada en la abundancia) usan la relacion MRR para estimar la diversidad
como riqueza total de especies al agregar un factor de correccion al nimero
observado de especies (Chao, 1984; Chao et al., 1993). Chaol estima la riqueza
total de especies como:
Shor= Supe + (0,2/21)

Chaol

EndondeS eslariquezatotal deespecies,S  esel nimero de especies
observadas, n es el nimero de especies observadas una vez y n, es el numero
de especies observadas dos veces. Chao (1984) hace notar que este indice es
particularmente til para series de datos que tengan poca abundancia en sus
clases, como es el caso de los microbios (Hughes et al., 2001). En cambio,
ACE (Chao y Lee, 1992) incorpora datos de todas las especies con menos de

10 individuos en lugar de sélo vistas 1 o 2 veces:

S =S, +(S_/C

ACE ~ “abund rare.  ACE

)+ (/C,0)

donde S,  es la riqueza total de especies, S, . es el nimero de muestras
abundantes (>10), S__ es el nimero de muestras raras (<10), C Acx €8 1a co-
bertura de la muestra (proporcién de especies raras).

Tanto Chaol como ACE subestiman la riqueza verdadera cuando los ta-
maios de muestra son pequenos (Colwell y Coddington, 1994). En el analisis
de los estimadores de diversidad para comunidades bacterianas realizado por
Hughes et al. (2001), se calcularon y compararon diversidades microbianas en
variedad de ambientes y encontraron que aunque los estimadores dependen
del tamafio de la muestra, la mayoria de los estimadores de riqueza se esta-
bilizan con los tamafos de muestra que, en general, se tienen para microbios
(200 a 1000 clonas).

Es importante sefialar que todas las estimaciones estadisticas tienen sus
limitaciones y una de las mas importantes y frecuentes es que no existe rigor
en la definicién de los OTUs (Staley, 1997), por lo que estudios distintos que
calculen los mismos estimadores en general no son del todo comparables.
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De igual manera, la mayoria de estas aproximaciones requieren datos sobre
frecuencias relativas de los diferentes OTUs y muchos estudios han revela-
do que los andlisis genéticos de diversidad microbiana van acompanados
de sesgos de muestreo, como los ya mencionados durante la extracciéon de
ADN y PCR. Sin embargo, el hecho de que la mayoria de las preguntas sobre
estructura y funcién de las comunidades requieran comparaciones relativas
sobrepasa muchos de los problemas sobre definicion de especies y sesgos de
muestreo (Hughes et al., 2001). Mientras que la unidad de medida sea definida
y constante, la diversidad entre sitios o tratamientos puede ser comparada.
Asimismo, para minimizar el efecto del sesgo en el muestreo se pueden usar
varias técnicas o genes que hagan mds robustas las comparaciones (Niibel et
al., 1999b).

REVISION DE ESTUDIOS EMPIRICOS, CRITICA Y
PERSPECTIVAS

Como ya hemos revisado a lo largo de este capitulo, el estudio de las comu-
nidades microbianas inicié con la investigacion de los organismos que era
posible cultivar en el laboratorio, pero esta estrategia ha resultado ser poco
eficaz, ya que, como se menciono, se ha sugerido que sélo el 0.1% de la co-
munidad total se logra aislar en cultivo (Hill ef al., 2000). A pesar de este bajo
porcentaje recuperado y estudiado, la diversidad total encontrada es muy alta
(alrededor de 4500 especies caracterizadas a la fecha, ver Torsvic et al., 2002;
véanse las criticas al concepto de especie bacteriana en los capitulo 10 y 11
de este libro).

Los estudios con comunidades cultivables empezaron a darnos una idea
de la cantidad de grupos o especies microbianas que pueden existir y de la
diversidad y riqueza de especies que puede haber en diferentes habitats. Los
tipicos trabajos de caracterizacion de comunidades cultivables se basaron en
los diferentes tipos de metabolismo que existian en la comunidad (Garland
y Lehman, 1999) y mads recientemente este mismo enfoque ha sido indus-
trializado en un producto conocido como BIOLOG™ . Este producto esta
basado en el uso de un juego de 95 fuentes diferentes de carbono que han
sido descritas previamente (Garland y Mills, 1991). Sin embargo, existen
varias consideraciones importantes en el uso de este método para el andlisis
de comunidades. Una de las mas importantes es que los substratos utilizados
por el sistema pueden no ser los relevantes ecolégicamente y muy probable-
mente no reflejen la diversidad de substratos que encontramos en el ambiente.
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Ademas, mientras que los perfiles de la fisiologia de las comunidades pueden
dar informacioén sobre la diversidad microbiana, este y cualquier otro método
basado en cultivo tiene atin el gran sesgo de muestreo generado por la limitante
de las estrategias actuales de cultivo.

En practicamente todos estos estudios se han descubierto nuevos linajes o
probado nuevas técnicas de estudio y andlisis de comunidades microbianas.
Este proceso también ha aportado nuevo conocimiento sobre la distribucion
de varios grupos microbianos. Tal es el caso de la presencia de miembros de
Archaea en comunidades mésicas (Ueda et al., 1995), a pesar de que se consi-
deré por muchos anos que los organismos de este grupo sélo se encontraban
en ambientes extremos. Sin embargo, esta importante drea de la ecologia
microbiana sigue en su fase descriptiva ya que la mayoria de los trabajos ac-
tuales buscan resolver preguntas sobre la diversidad y el efecto de los factores
ambientales o humanos sobre ella, asi como su determinacion en diferentes,
tratando también de determinar la utilidad y alcances de las diferentes estrate-
gias de muestreo (Dunbar et al., 1999, 2000, 2001; McCaig et al., 1999; Niibel
etal., 1999a; Kroes et al., 1999; Hoshino et al., 2001; Wagner et al., 2002; Zhou
et al., 2002). Entre las estrategias actualmente mas utilizadas para determinar
la diversidad microbiana se encuentran la construccion de librerias de clonas
y FISH para identificar la distribucion de las especies.

Todos estos esfuerzos estan contribuyendo rapidamente a la generacién
de inmensas bases de datos sobre la abundancia y distribucion de las especies
microbianas. El cardcter claramente descriptivo de los trabajos actuales sobre
comunidades microbianas se debe a que es un campo que apenas empieza
a desarrollarse, ya que las herramientas para su estudio son relativamente
recientes. Sin embargo, este es un primer paso para cambiar la tendencia
que permaneci6 por mucho tiempo en el estudio de microbios, en la que los
microbidlogos pasaron décadas analizando organismos cultivables y carac-
terizandolos de acuerdo con su metabolismo. Ahora, gracias a los estudios
sobre microorganismos no cultivables se sabe que la proporcién de conoci-
miento que estos afios de microbiologia clasica han dejado es limitada, aunque
valiosa. Sin embargo nos encontramos apenas al pie de la montafia. Como
hemos visto, muchos grupos de investigadores se dedican basicamente a ha-
cer listados de abundancia y diversidad de las comunidades, a probar nuevos
métodos de obtencion y analisis de datos y a muestrear la mayor cantidad de
habitats diferentes, lo que refleja una posicion de recopilacion de informacion.
Daria la impresion de que esta labor seria interminable pero poco a poco nos
vamos dando cuenta de que no es imposible, las herramientas moleculares
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y tecnoldgicas dan la posibilidad de agilizar este proceso. Aun falta por dar
el salto hacia interpretaciones que integren la informacion de estos listados,
integracion que esperamos nos dé cada dia una idea mas clara de cémo fun-
ciona el mundo microscopico para contar en el futuro con informacién que
ayude a analizar ampliamente la ecologia y evolucién de esta diversidad en
ambientes naturales.
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ECOLOGIA EVOLUTIVA
DE LAS ZONAS DE HIBRIDACION

Antonio Gonzdlez Rodriguez

La hibridaciéon natural puede definirse como la produccion, en condiciones
naturales, de descendencia a partir del entrecruzamiento de individuos per-
tenecientes a poblaciones que pueden distinguirse con base en por lo menos
un caracter heredable, independientemente de su estatus taxonémico (Ha-
rrison, 1990, 1993; Arnold, 1997). Por extensién, un hibrido es un individuo
descendiente de progenitores pertenecientes a poblaciones diferenciadas
en por lo menos un cardcter heredable. Es importante notar que en esta
ultima definicién quedan incluidos no unicamente los hibridos de primera
generacion (F,), sino también todos los individuos con una gran variedad de
genotipos recombinantes que pueden producirse en posteriores generaciones
(F,, F,, retrocruzas, etc.). Las poblaciones naturales que, como consecuencia
de este tipo de eventos, incluyen a individuos pertenecientes a ambas formas
progenitoras, asi como a hibridos con diversas genealogias, se conocen como
enjambres hibridos (Arnold, 1997). Geograficamente hablando, las zonas de
hibridacién son las localidades especificas en las que dos o mds grupos de or-
ganismos genéticamente diferenciados se encuentran y forman descendencia
hibrida. Finalmente, el término introgresion se refiere al flujo de genes entre
dos formas diferenciadas, como producto de repetidos eventos de hibridacion
y retrocruzamiento.

Los procesos de hibridacion natural han llamado la atencién de botanicos
y zodlogos durante mucho tiempo y su estudio se ha llevado a cabo desde
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varias perspectivas. Desde el punto de vista de la taxonomia y la sistematica,
se han documentado miles de casos de hibridacion en practicamente todos los
grupos de plantas y animales; muchos de estos hibridos han sido descritos y
caracterizados morfoldgicamente, y, en un nimero menor de casos, también
mediante diversos tipos de marcadores: citogenéticos, quimicos y moleculares.
Recientemente, la utilizaciéon de caracteres moleculares ha servido de igual
forma para inferir en géneros como Paeonia (Sang et al., 1995), Helianthus
(Rieseberg, 1991), Gossypium (Wendel et al., 1991), entre otros, la existencia
de especies o grupos de especies que posiblemente se originaron a partir de
un ancestro hibrido, lo cual se traduce en relaciones filogenéticas reticuladas,
mas que estrictamente divergentes.

Por su parte, los bidlogos evolutivos han llegado a considerar a las zonas
de hibridacion como laboratorios naturales (Hewitt, 1988) o ventanas (Harri-
son, 1990) en los que es posible observar la evolucion de forma privilegiada.
Por ejemplo, el estudio de la hibridacién es fundamental para comprender
la naturaleza de las diferencias entre especies, asi como los mecanismos que
originan el aislamiento reproductivo. Asimismo, los notables patrones de
variacion geografica que pueden encontrarse en las zonas de hibridacién
han despertado el interés acerca de los procesos genéticos y ecoldgicos que
ocurren en tales zonas. En particular destacan las interrogantes en torno al
origen, estructura interna, dinamica y destino de las zonas de hibridacidn,
con muchas respuestas que no han terminado de discutirse. Por el contrario,
se trata de un drea, como otras en la biologia evolutiva, en la que la utilizacién
de marcadores moleculares ha resultado notablemente util para reformular los
viejos problemas, asi como para acrecentar la calidad y cantidad de los datos
empiricos disponibles (Rieseberg y Ellstrand, 1993; Rieseberg, 1995).

ASPECTOS TEORICOS

Los primeros modelos conceptuales sobre el origen y dinamica de las zonas
de hibridacién se elaboraron durante las primeras décadas del siglo XX. Do-
bzhansky (1940) y Mayr (1942) consideraron que las zonas de hibridacion se
forman entre poblaciones que se han diferenciado por aislamiento geografico
(alopatria), y que posteriormente experimentan alguna modificacion en sus
areas de distribucion, que ocasiona que éstas se solapen en alguna medida.
Como resultado, se forman zonas que se denominan de contacto secundario,
o zonas de hibridacién secundarias. De acuerdo con estos autores, cuando
ocurre divergencia entre poblaciones en condiciones alopatricas, se da la
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adquisicion, via seleccion natural, de combinaciones distintas de genes que
“funcionan bien juntos” y que constituyen la base de la adaptacién a ambientes
desiguales. Por lo tanto, la hibridacién por contacto secundario no podria sino
conducir a la disrupcién de los genotipos coadaptados propios de los proge-
nitores, y a la consiguiente reduccion en la adecuacion de los hibridos, bajo
practicamente cualquier circunstancia. Desde esta perspectiva, las zonas de
hibridacion son fendmenos evolutivamente transitorios, que desembocan en
el reforzamiento de las barreras reproductivas (principalmente precigéticas),
debido a la seleccion en contra de la hibridacion (Howard, 1993).

Durante cierto tiempo existié consenso en que geograficamente las zonas
de hibridaciéon son fundamentalmente clinas en caracteres que distinguen
a poblaciones con distribucién contigua y que pueden por lo tanto caracte-
rizarse mediante un muestreo a lo largo de un transecto perpendicular a la
franja de contacto (Mayr, 1963; Endler, 1977; Barton y Hewitt, 1985; Hewitt,
1989). Sin embargo, Endler (1977) mostr6 que la apariciéon de este tipo de
clinas no requiere necesariamente de la diferenciacién previa de las pobla-
ciones en aislamiento geografico, sino que también pueden formarse zonas
de hibridaciéon primarias cuando existe un gradiente de seleccién capaz de
producir diferenciacién genética aun cuando no hay ninguna restriccién al
flujo génico entre poblaciones. Distinguir entre ambos escenarios histéricos
(i.e. origen primario vs. secundario) a partir del patrén contemporaneo de
variacion clinal en un caracter a lo largo de un solo transecto es muy dificil
o imposible (Endler, 1977).

Dos lineas de evidencia se han utilizado frecuentemente como argumentos
a favor de un origen por contacto secundario de una alta proporcion de las
zonas de hibridaciéon. En muchas ocasiones las clinas son muy pronunciadas
(el ancho de la zona de hibridacién es de unas pocas decenas o cientos de
metros), y se ha sugerido que la intensidad de la seleccion tiene que ser muy
grande para producir este tipo de patrones (Endler, 1977; Barton y Hewitt,
1985). También resulta dificil usar la diferenciacion in situ como una expli-
cacién para la variacién concordante (clinas en la misma posicién y con el
mismo ancho) que se observa frecuentemente para caracteres de distinto
tipo y en principio independientes, como pueden ser morfolégicos, cromo-
somicos, conductuales y moleculares (Hewitt y Barton, 1980; Hewitt, 1989;
Harrison, 1990). Una tercera linea de evidencia usada en algunos casos es la
documentacion directa de que la zona de hibridacion se originé por cambios
en la distribucion geografica de dos taxa después de una alteracién ambiental,
como las producidas por las glaciaciones (Hewitt, 1989).
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Sin embargo, no todas las zonas de hibridacion tienen la forma de una franja
estrecha. Harrison y Rand (1989) propusieron el concepto de mosaico para
aplicarlo a zonas de hibridacién con una estructura geografica mas compleja
en la que los recursos, habitats o factores fisicos adecuados para cada una de
las formas progenitoras se encuentran entremezclados formando habitats
discontinuos. Esto ocurre, por ejemplo, en una zona de hibridacion entre los
grillos Gryllus firmus y G. pennsylvanicus, que se caracteriza por la estrecha
asociacion de cada especie con un cierto tipo de suelo. Esta observacion se ha
interpretado como evidencia de seleccion dependiente del ambiente (Harrison
y Rand, 1989; Rand y Harrison, 1989). Por otro lado, caracteres morfoldgicos,
aloenzimaticos y del ADN mitocondrial muestran idénticos patrones de va-
riacion espacial, lo que se ha usado para argumentar a favor de un origen por
contacto secundario (Harrison y Rand, 1989; Rand y Harrison, 1989).

Una vez formadas, la dindmica y evolucion de las zonas de hibridaciéon
dependen de varios factores. En practicamente todos los modelos uno de los
factores mas importantes siempre es la naturaleza e intensidad de la seleccién
natural sobre los hibridos. A pesar de que en varios de estos modelos se asume,
como pensaron inicialmente Dobzhansky y Mayr, que los hibridos inevita-
blemente muestran menor adecuaciéon que los progenitores puros esta claro
que el reforzamiento de las barreras reproductivas no es la tnica via posible
de evolucidn en las zonas de hibridacién. De hecho, pueden existir indefini-
damente aun si existe fuerte seleccion en contra de los hibridos cuando, por
ejemplo, nuevos progenitores se dispersan constantemente hacia la zona de
hibridacién y se entrecruzan. Este es en esencia el modelo de “zona de tension”
(Key, 1968; Barton y Hewitt, 1985, 1989). Su premisa fundamental es que
por causas endogenas (i.e. disrupcidn de los genomas de los progenitores), la
adecuacioén de los hibridos es reducida, por lo que la selecciéon natural debe
actuar siempre en su contra, independientemente del ambiente en el que se
encuentren. Segun Barton y Hewitt (1985) “la mayoria de los fenémenos co-
nocidos como zonas de hibridacion son clinas mantenidas por el balance entre
la dispersion y la seleccion en contra de los hibridos”. Este modelo predice y
explica la estructura geografica y genética que se observa en algunas zonas
de hibridacién bien estudiadas. El que puedan permanecer como franjas es-
trechas con numerosos caracteres distintos variando a lo largo de ellas segtin
un mismo patroén dificilmente puede atribuirse a la seleccion producida por
factores ecoldgicos, que en todo caso produciria clinas con distinta forma y
posicion para caracteres diferentes (Barton y Hewitt, 1985; Barton y Gale,
1993; Hewitt, 1988, 1989). Una de las propiedades mas notables de las zonas
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de tension es que pueden moverse de lugar debido a que la seleccion que opera
en ellas es independiente de las condiciones ambientales locales. De acuerdo
con el modelo quedaran estacionadas en areas de baja densidad poblacional,
puesto que la direccién neta de dispersion de los progenitores sera de las
areas de mayor densidad hacia las de menor densidad poblacional (Barton y
Hewitt, 1985; Hewitt, 1988, 1989). También se puede esperar, a partir de la
inmigracion constante de los progenitores y de la seleccién en contra de los
hibridos, que en las zonas de tensién exista desequilibrio de ligamiento entre
los alelos provenientes de cada forma progenitora, asi como desequilibrio
citonuclear (Barton y Hewitt, 1985; M. Arnold, 1992; Barton y Gale, 1993; .
Arnold, 1993).

Algunos modelos alternativos han considerado otras posibles dindmicas.
Existe la posibilidad de que la adecuacion relativa de los hibridos sea en mayor
medida un resultado de causas exdgenas mas que enddgenas. En este caso
se espera que las clinas para los caracteres bajo seleccién se asocien con un
gradiente ambiental o con un area de transicion ecoldgica. Otros caracteres
no seleccionados seguiran patrones de variacion diferentes, a menos que se
encuentren ligados con los caracteres bajo seleccion (Barton y Hewitt, 1985;
Hewitt, 1988, 1989). Si la adecuacién de los hibridos es menor que la de los
progenitores, este tipo de zonas de hibridacién requieren, al igual que las zonas
de tension, de la inmigracién constante de los progenitores para permanecer
estables (Endler, 1977; Barton y Hewitt, 1985; Hewitt, 1988, 1989; Harrison,
1990). En cambio, un escenario diferente aparece cuando los progenitores
muestran una menor adecuacion que los hibridos en la zona de hibridacién,
como puede ocurrir, segiin algunos autores (Anderson, 1948; Heiser, 1973;
Moore, 1977; Grant, 1981) en areas ecolégicamente perturbadas o ecotonos.
Puesto que los hibridos son seleccionados a favor, este tipo de zonas de hibri-
dacién no dependen directamente de la dispersion de los progenitores para
persistir. Sin embargo, la superioridad de los hibridos se encuentra confinada
a estos habitats particulares, por lo que no pueden establecerse fuera del area
de hibridacion. Por esta razon a éste se le llama el modelo de la superioridad
restringida del hibrido (Moore, 1977).

Ademas de ocasionar el reforzamiento de las barreras reproductivas en-
tre dos taxa, o de permanecer relativamente estables durante prolongados
periodos de tiempo como resultado de distintas combinaciones de procesos,
las zonas de hibridacion pueden llevar también a la fusion de las poblaciones
progenitoras o a la formacién de nuevos linajes evolutivamente estables. Por
ejemplo, si entre dos taxa se forma una franja angosta de hibridacién por con-
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tacto secundario, pero no existen diferencias en adecuacion entre progenitores
e hibridos, se obtendra una clina que tenderd a difundirse gradualmente, y
cuyo ancho sera una funcién del tiempo transcurrido desde el contacto se-
cundario y de la magnitud de la dispersion (Barton y Hewitt, 1985; Hewitt,
1988, 1989). El resultado final sera una poblaciéon homogénea en la que entre
otras cosas, habra aumentado la variabilidad genética.

El modelo recientemente aparecido de las novedades evolutivas (Arnold,
1997) ha hecho énfasis en las vias por medio de las cuales las zonas de hibrida-
cién pueden ser centros de origen de nuevos taxa, distintos de ambas formas
progenitoras. Este tipo de modelos son muy necesarios considerando la gran
cantidad de especies de animales (Bullini, 1994; Dowling y Secor, 1997) y de
plantas (Rieseberg, 1997) que probablemente se originaron por procesos de
hibridacion. En este caso, el factor determinante es nuevamente la intensidad
y naturaleza de la seleccion actuando sobre los hibridos. Cuando la seleccion
enddgena en contra no es demasiado fuerte (como seria el caso de completa
esterilidad o inviabilidad de los hibridos), pueden ponerse de manifiesto
diferencias en adecuacion entre individuos hibridos. Esto, aunado a la po-
sibilidad de formacién de numerosos genotipos recombinantes en sucesivas
generaciones de hibridacién y retrocruza, ofrece a la seleccién abundante
variacion sobre la que actuar. De esta manera, es de esperarse que aumente
la frecuencia de ciertos genotipos hibridos con adecuacién particularmente
alta, mismos que puedan incluso colonizar exitosamente habitats novedosos
y constituir a la larga linajes evolutivamente estables.

ESTUDIOS DE ZONAS DE HIBRIDACION EN PLANTAS Y
ANIMALES

Los estudios empiricos de zonas de hibridacion en plantas y animales han estado
en su mayor parte guiados por los modelos citados previamente. A partir de la
busqueda de patrones de variacion esperados bajo diferentes escenarios, es posi-
ble realizar algunas inferencias sobre el origen y dinamica de zonas particulares.
El uso de marcadores para determinar los patrones de variacién genética (i.e.
estructura genética; véase el capitulo 18 de este libro) en las zonas de hibridacién,
es en ocasiones la unica forma posible de detectar eventos que ocurren con una
frecuencia baja, o procesos que de otra forma no pueden observarse.

Una gran diversidad de zonas de hibridaciéon ha sido analizada bajo este
enfoque en numerosos grupos animales. El punto de partida de la mayor
parte de los estudios es una hipotesis de hibridacion entre dos taxa basada en
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caracteres morfoldgicos. Entre los ejemplos notables se encuentran los traba-
jos en grillos y chapulines (Howard y Waring, 1991; Kohlmann y Shaw, 1991;
Orr, 1996); hormigas (Shoemaker et al., 1996); chinches acuaticas (Sperling
y Spence, 1991); moluscos (Bert y Arnold, 1995); peces (Forbes y Allendorf,
1991; Scribner y Avise, 1994; Childs et al., 1996); sapos del género Bombina
(Szymura y Barton, 1986, 1991; MacCallum et al., 1998); reptiles (Sites et al.,
1995, 1996); y varios mamiferos (Arntzen y Wallis, 1991; Bussche et al., 1993;
Abernethy, 1994). A pesar de la disparidad de organismos estudiados, y de
marcadores genéticos empleados (cromosomas, isoenzimas, microsatélites,
RAPDs, RFLPs del mtADN o del nrADN vy secuencias especificas), los resul-
tados y conclusiones de estos estudios tienen puntos en comun. En algunas
ocasiones, los patrones de variacion espacial de los marcadores han indicado
con claridad zonas de hibridacién con una estructura geografica clinal (Szy-
mura y Barton, 1986, 1991; Kohlmann y Shaw,1991; Abernethy, 1994; Orr,
1996) aunque, recientemente, el nimero reportado de zonas en mosaico se
ha incrementado considerablemente (Howard y Waring, 1991; Sites et al.,
1995; Shoemaker et al., 1996; MacCallum et al., 1998). Sin embargo, de forma
igualmente comun, se han encontrado zonas de hibridacion con estructuras
complejas que combinan las caracteristicas de las clinas y los mosaicos o que
no estan bien definidas espacialmente (Arntzen y Wallis, 1991; Sperling y
Spence, 1991; Bert y Arnold, 1995; Childs et al., 1996).

Como ya se menciond, la dindmica y destino de las zonas de hibridacion
dependen en gran medida de la naturaleza e intensidad de la seleccion natural.
Cuando predomina la seleccion (ya sea enddégena o exdgena) en contra de los
hibridos y existe dispersion de progenitores puros hacia la zona de hibrida-
cion, se espera que se encuentren patrones de asociacion significativa entre los
alelos en distintos loci que provienen del mismo progenitor (i.e. desequilibrio
de ligamiento nuclear y citonuclear). Por esta razén, estimar estos parametros
de la estructura genética se considera fundamental en los estudios de zonas de
hibridacién. En la mayor parte, aunque no en todos los estudios en los que se
han buscado, se han encontrado niveles significativos de este tipo de asociaciones
(Szymura y Barton, 1986; 1991; Forbes y Allendorf, 1991; Howard y Waring,
1991; Sperling y Spence, 1991; Bussche et al., 1993; Abernethy, 1994; Bert y
Arnold, 1995; Sites et al., 1995; 1996; Shoemaker et al., 1996; MacCallum et al.,
1998). A pesar de que esto parece indicar que los procesos arriba citados tienen
preponderancia en la mayor parte de las zonas de hibridacién, en algunos casos
también se ha encontrado evidencia de seleccion a favor de los hibridos y aso-
ciaciones genotipo-ambiente (e.g. Bert y Arnold, 1995). En general, la impresion
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que se desprende de estos trabajos, es que ninguno de los modelos teéricos por
si solo permite atin explicar completamente las situaciones reales.

Existe un nimero notablemente menor de trabajos sobre la estructura ge-
nética de zonas de hibridacién en plantas, lo que resulta ir6nico, puesto que la
hibridacién ocurre en plantas con una frecuencia muy alta y tradicionalmente
se ha considerado mucho mds importante en la evolucién de este grupo que
en la de los animales (Dowling y Secor, 1997). La causa es que en botdnica
el estudio de la hibridacidn se ha realizado preponderantemente desde la
perspectiva de la taxonomia y la sistematica. Sin embargo, recientemente, se
han puesto a prueba las predicciones de los modelos en zonas de hibridacion
entre especies de los géneros Aesculus (dePamphilis y Wyatt, 1990); Iris (Cru-
zan y Arnold, 1993, 1994; Young, 1996; Burke et al., 2000); Popolus (Paige et
al., 1991); Artemisia (Freeman et al., 1995; Graham et al., 1995; Wang et al.,
1997); Salix (Hardig et al., 2000); y Helianthus (Beckstrom-Sternberg et al.,
1991; Dorado et al., 1992; Rieseberg et al., 1998). De acuerdo con algunos
autores, las zonas de hibridacién en plantas se caracterizan generalmente,
en comparacion con los animales, por la frecuente formacion de enjambres
hibridos y por una estructura geografica menos definida (Paige et al., 1991;
Harrison, 1993). No obstante, en ocasiones se ha reportado variacion clinal, a
veces muy marcada y a escalas espaciales que van desde unos cuantos metros
hasta los cientos de kilémetros (Heywood, 1986; dePamphilis y Wyatt, 1990;
Cruzany Arnold, 1993; Graham et al., 1995; Young, 1996; Villani et al., 1999).
La estructura genética se caracteriza por desequilibrio de ligamiento nucleary
citonuclear (Paige et al., 1991; Cruzan y Arnold, 1993; 1994, Rieseberg et al.,
1996; Villani et al., 1999). Las asociaciones genotipo-ambiente, descubiertas en
ocasiones, ponen de manifiesto la clara influencia dela seleccién exdgena sobre
la estructura de algunas zonas (Heywood, 1986; Cruzan y Arnold, 1993).

Las plantas poseen por lo general dos vias por las que puede ocurrir flujo
génico: la dispersion de polen y la dispersion de semillas. Los genomas cito-
plasmicos (e.g. mitocondrias y cloroplastos) se heredan a través del progenitor
materno en la mayor parte de las angiospermas, lo que significa que su dis-
persion puede ocurrir unicamente a través de las semillas (véase el capitulo
6 de este libro). Por esta razon, el uso simultaneo de marcadores nucleares y
citoplasmicos permite detectar posibles asimetrias en la direccién en que ocu-
rre hibridacién (e.g. cuando una de las “formas” actua con mayor frecuencia
como progenitor materno o paterno que la otra). De la misma manera, cuando
existe introgresion se puede evaluar la medida relativa en que la dispersion de
semillas y de polen contribuye al flujo génico entre ambos taxa.
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Los estudios filogeograficos en plantas, recientemente con gran auge,
han mostrado que el uso de marcadores citoplasmicos (principalmente del
ADN de cloroplasto, cpADN), ademas de permitir inferencias sobre patrones
histéricos de migracion, colonizacion y demografia (McCauley, 1995; Ennos
et al., 1999) pueden también revelar eventos historicos y contemporaneos
de hibridacién e introgresion dificiles de detectar mediante analisis mor-
folégicos o marcadores nucleares (Rieseberg y Soltis, 1991; Rieseberg et al.,
1996). En grupos como Eucalyptus (McKinnon et al., 2001, 2004), Packera
(Bain y Jansen, 1996; Golden y Bain, 2000) y Lithocarpus (Cannon y Manos,
2003), se ha encontrado que las especies comparten los mismos haplotipos
de cpADN con una alta frecuencia. En tales grupos, las barreras reproduc-
tivas interespecificas se encuentran pobremente desarrolladas, y la escasa
diferenciacién en el cpADN se ha atribuido cominmente a la hibridacién y
posterior introgresion citoplasmica, aunque en algunos casos puede tratarse
también de polimorfismos ancestrales compartidos (Golden y Bain, 2000;
Byrne et al., 2002). En ocasiones se ha documentado el caso extremo de la
completa sustitucion de los genomas citopldsmicos de un taxon por los ge-
nomas citopldsmicos de un segundo taxén con el cual hibrida, fenémeno que
se ha llamado “captura citoplasmica” (Rieseberg y Soltis, 1991; Rieseberg et
al., 1996). Por tltimo, la distribucién de los haplotipos citoplasmicos dentro
y fuera de una zona de hibridacién permite en ocasiones, junto con otros
datos, inferir su probable origen. Esto se debe a que en una zona secunda-
ria se puede esperar la presencia de los haplotipos citoplasmicos propios
de ambas o de una de las formas progenitoras, mientras que en una zona
primaria se espera la presencia de haplotipos ancestrales a los haplotipos
que se encuentran fuera de la zona de hibridacién (Beckstrom-Strenberg
et al., 1991). Este enfoque permitio recientemente establecer que una clina
morfoldgica formada supuestamente por el contacto secundario entre Eu-
calyptus populnea y E. brownii es en realidad una zona de intergradacion
primaria (Holman et al., 2003).
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FILOGEOGRAFIA Y VERTEBRADOS

Ella Vizquez Dominguez

Many species have proved to exhibit a deep and geographically
structured mtDNA phylogenetic history. Study of the relationship between
genealogy and geography constitutes a discipline that can be termed

intraspecific phylogeography.
Avise et al., 1987

En la historia de la ciencia existen palabras o frases sobre un concepto que se
convierten en parte del Iéxico de un drea particular de estudio, por ejemplo
biodiversidad, biogeografia de islas 0 macroecologia. Inician como una palabra
utilitaria que ayuda a expresar ideas y, mas tarde, se convierten en definicio-
nes especificas que estimulan campos nuevos de estudio. La filogeografia
paso precisamente por un proceso similar. John Avise, de la Universidad de
Georgia, y sus colaboradores, introdujeron la palabra formalmente en 1987,
momento en el que resumia una observacion evidente y directa de sus estudios
de mads de una década: las ramas de algunos arboles de genes intraespecificos
mostraban un patrén geografico impresionante, por lo que estas relaciones
entre genealogias de genes y geografia podian referirse simplemente como
patrones filogeograficos (Avise et al., 1987).

441
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ALGUNOS ASPECTOS GENERALES SOBRE
FILOGEOGRAFIA

La filogeografia, como la entendemos hoy, se enmarca en un drea mas amplia
denominada ecologia molecular, que se define de manera general como el
conocimiento y aplicaciéon de marcadores genéticos moleculares para explorar
preguntas y problemas en ecologia y evolucién. La naturaleza y la escala de
los estudios de ecologia molecular estan definidas por el hecho de que se estu-
dian las relaciones genéticas entre individuos, poblaciones y especies y que se
emplean marcadores genéticos moleculares, ya sea en forma de proteinas o de
secuencias de ADN. Dado que dichos marcadores se asocian a las genealogias,
la ecologia molecular también considera principios de genética y de herencia.
Asimismo, en esta disciplina es fundamental contar con informacion cualitati-
vay cuantitativa sobre los cambios en la estructura o composicion genética, ya
sea entre generaciones a lo largo del tiempo, o espacialmente entre individuos,
poblaciones o especies (Carvalho, 1998; Vazquez-Dominguez, en prensa).
La filogeogratia trabaja con los componentes histéricos o filogenéticos de la
distribucioén espacial de linajes de genes, y considera como ejes el tiempo y el
espacio, en los cuales (idealmente) se mapean las genealogias de estudio, por
lo que la definicién que mas me gusta es la que su creador menciona “.. es el
campo de estudio relacionado con los principios y procesos que gobiernan la
distribucion geografica de linajes de genes, sobre todo aquellos entre y dentro
de especies cercanamente relacionadas” (Avise, 2000).

Se ha situado a la filogeografia como punto de unién o camino medio critico
entre la macroevolucion y la microevolucién. En el momento en que surge la
filogeografia ya existian campos bien desarrollados sobre el estudio micro y
macroevolutivo. Sin embargo, continuaba el debate de qué tanto era posible
extrapolar los procesos microevolutivos que operan dentro de las especies para
explicar las diferencias macroevolutivas entre especies (Gould, 1980; Mayr,
1982). La filogeografia permite y refuerza la interaccion entre estos dos niveles,
donde la genética molecular juega un papel primordial como herramienta in-
dispensable (figura 1) (Avise et al., 1987; Vazquez-Dominguez, en prensa).

La filogeografia enfatiza aspectos histéricos de la distribucion espacial
actual de linajes de genes utilizando informacion temporal (histérica) que ha
sido posible obtener a partir del uso y analisis de la informacion contenida
en las moléculas de ADN. Esto es, trata de interpretar la extension y el modo
en que los procesos demograficos historicos han dejado marcas evolutivas
en la distribucidén geografica actual de caracteres genéticamente basados
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Figura 1. La filogeografia como punto de unién entre disciplinas micro y macroevolutivas,

asi como las principales dreas que la componen y definen (modificado de Avise, 2000)

Disciplinas microevolutivas

Etologa <——> Demografia <=——= Genéticade
poblaciones
!
Filogeografia Genética molecular
Geografia <——=  Paleontologia <> Biologia
histérica filogenética

Disciplinas macroevolutivas

(Avise, 2000). En otra escala (ecolégica), la ecogeografia enfatiza el papel de
las presiones o factores ecoldgicos contemporaneos en la conformacion de la
distribucion espacial de caracteres. Asi, la filogeografia permite también ubicar
perspectivas tradicionales ecogeograficas en un contexto temporal mas am-
plio, contribuyendo a expandir y balancear las perspectivas de la ecogeografia
sin ser, por supuesto, excluyentes. Sirve también como balance conceptual o
conciliador entre los tradicionales escenarios histdricos alternativos para ex-
plicar el arreglo espacial de los organismos y sus caracteristicas, basicamente
entre las propuestas de vicarianza y dispersion. Estas ideas se han presenta-
do por mucho tiempo como explicaciones opuestas del origen de taxones
espacialmente separados, pero su papel relativo puede ser ponderado bajo la
optica filogeografica; con ello ha sido posible demostrar que la distribucion y
estructuracion de las poblaciones puede responder tanto a procesos vicariantes
como de dispersion, operando en tiempos, sitios y escalas diferentes.

Y por supuesto, para el analisis e interpretacion de las distribuciones de
linajes se requiere de la contribucién teérica, metodoldgica y/o conceptual
de muy diversos campos, como la genética de poblaciones, genética mole-
cular, demografia, etologia, filogenia, paleontologia, geologia y geografia
histérica.
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LA MOLECULA ESTRELLA, EL ADN MITOCONDRIAL

Parte de la historia del surgimiento de la filogeografia viene entrelazada no
solo con el desarrollo de técnicas moleculares, sino del conocimiento de la
molécula de ADN mitocondrial (mtADN) a mediados de la década de los
70. En su trabajo de 1987, Avise y colaboradores describen las caracteristicas
que que idealmente deberia tener una molécula para andlisis filogenéticos,
y reconocen que las propiedades moleculares del ADN mitocondrial de los
animales superiores se acerca bastante a dicha molécula (Avise et al., 1987).

Entre las caracteristicas moleculares que hacen especial al mtADN estdn
que es una molécula circular covalentemente cerrada, de tamafio pequefio (ca.
16-20 kilobases), conformada por un total de 37 genes (13 ARN mensajeros,
2 ARN ribosomales y 22 ARN de transferencia), ademas de una region cono-
cida, en vertebrados y equinodermos, como regién control (ca. 1 kb) o d-loop
(fragmento mas pequeno dentro de la regién control misma), que controla la
replicacidn y transcripcion en la molécula y tiene una tasa excepcionalmente
alta de sustitucion y de polimorfismo en muchos taxones (para una descripcion
detallada del mtADN ver Brown, 1985; Wainscoat, 1987; Lunt et al., 1998).
Las propiedades més interesantes en términos filogeograficos son su alta tasa
de evolucidn (sustitucion) a nivel de secuencias de nucledtidos, su practica-
mente nula recombinacién, gran variacion intraespecifica, y mas importante,
su herencia estrictamente materna (con muy escasas excepciones).

En filogeogratia se aplican los mismos algoritmos que se emplean para
reconstruir drboles de especies o taxones superiores, dando como resultado
un cladograma, llamado filograma, que representa las relaciones geneald-
gicas entre haplotipos y donde las ramas de diferentes longitudes expresan
la cantidad de cambio evolutivo (en términos, por ejemplo, de numero de
pasos mutacionales o numero de sustituciones; figura 2 (véase el capitulo 4
de este libro).

Las variantes o haplotipos del mtADN registran la historia matrilineal de
eventos mutacionales, y pueden conectarse filogenéticamente en un filograma,
el cual puede a su vez sobreponerse a la distribucién geografica del grupo de
estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos responsables de la distri-
bucién actual de la especie o grupo de especies (Avise, 2000).

Dados los cientos o miles de moléculas de mtADN que tiene un indivi-
duo, la heteroplasmia (presencia de dos o mas haplotipos mitocondriales
dentro de una misma célula) parecia ser un problema potencial en estudios
con mtADN. Contrario a lo esperado, se conoce que los casos de hetero-
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Figura 2. Filogeografia hipotética de una especie cuya distribucion abarca la peninsula
de Baja California. En el filograma, son evidentes 2 filogrupos altamente divergentes, que
tienen concordancia con la distribucién geografica de las poblaciones en el norte y el sur de
la peninsula. Los puntos indican haplotipos diferentes, y el grosor de la linea que los une el
nimero de pasos mutacionales (nétese el méaximo grosor en la linea que une haplotipos del

norte y del sur)

Filogrupo del norte

.l1

— Haplotipos

EL_
-

Filogrupo del sur

plasmia son minimos y no representan un problema en estudios rutinarios
con mtADN en animales. Por el contrario, se reconoce que existe la posi-
bilidad de efectos de cambios homoplésicos (caracteres similares pero no
derivados de un ancestro comun) en estudios con mtADN (e.g. cambios
paralelos o convergentes en sitios de restriccion), sobre todo en términos
de ambigiiedad en la construccion de los arboles o redes de haplotipos.
Sin embargo, existen formas de evaluar y lidiar con la homoplasia (ver
Templeton, 1983; véase también el capitulo 4 de este libro).

Al comparar secuencias homdlogas, el numero de diferencias en las bases es
un estimador del tiempo de divergencia entre linajes, por lo que la filogeografia
emplea estimaciones del reloj molecular, ya sea de mtADN o de marcadores
nucleares. ElmtADN tiene una tasa de diferenciacién alta (estimada en aproxi-
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madamente 2% de divergencia de secuencias por cada millon de afios (ma) en
mamiferos; por ejemplo Brown et al., 1979), pero atribuible s6lo a cambios en
ciertas posiciones de nucleé6tidos especificas. Asimismo, diferentes regionesy
genes presentan tasas de evolucion variadas dentro de un linaje. Por ejemplo,
la region control ha sido particularmente util para analisis filogeograficos
en escalas muy pequefias de tiempo microevolutivo (e.g., miles o cientos de
miles de afos), ya que tiene una tasa excepcionalmente alta de sustitucion
de nucledtidos y altos niveles de polimorfismo intraespecifico (Lunt et al.,
1998). Asi, los estudios de comparaciones filogenéticas con mtADN, deben
en general concretarse a poblaciones coespecificas y de especies cercanamente
relacionadas, cuyas separaciones no vayan mas alla de algunos millones de
anos (convencionalmente alrededor de 5 ma).

La filogenia de genes y la demografia de poblaciones estdn intimamente re-
lacionadas, de manera que las variables demograficas son factores decisivos que
gobiernan la profundidad, la forma y los patrones demograficos de los arboles
de genes (para una revision detallada sobre la relacion demografia-filogeografia
ver Avise, 2000). Asimismo, sabiendo que hacia atras en el tiempo, los haplo-
tipos de genes mitocondriales o nucleares coalescen en un ancestro comun, es
facil entender la homologia entre las rutas o arboles coalescentes del mtADN
de herencia uniparental (materna) y los arboles genealdgicos familiares donde
vemos el camino que han seguido los apellidos de nuestros antepasados (en
este caso generalmente es la linea paterna). Es la teoria de coalescencia la que
describe las relaciones historicas entre linajes de genes como una funcion de
los parametros demograficos; es también el nombre que actualmente se le da al
analisis matematico y estadistico formal de las genealogias de genes (Avise, 2000;
Cruzan y Templeton, 2000; Templeton, 2004; véase el capitulo 4 de este libro).

Es importante mencionar que los estudios filogeograficos se han hecho
casi en su totalidad con ADN citopldsmico (mitocondrial y de cloroplasto),
aunque el uso de haplotipos nucleares es cada vez mas frecuente y exitoso
conforme se han desarrollado las técnicas moleculares y de interpretacion.
Ello ha sido motivado también como resultado de querer evaluar modelos
histéricos mas sofisticados, lo que exige la utilizacién de diferentes marcadores
complementarios que permitan descifrar la historia completa de los patrones
genealdgicos observados en las poblaciones naturales (Carbone y Kohn, 2001;
Hare, 2001). El uso de loci nucleares diploides en analisis filogeograficos con-
lleva complicaciones, como la influencia de la seleccion y el factor temporal en
los patrones estudiados, pero varios estudios han demostrado la factibilidad
de analisis e interpretacion filogeogréfica (ver referencias en Hare, 2001).
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Asi, para concluir esta breve introduccidn a la teoria, podemos mencionar
algunos aspectos fundamentales del estudio filogeografico: la unidad de estudio
es el individuo, y mas estrictamente, el haplotipo; se evaltian polimorfismos que
son tnicos —que no se repiten- y definen claramente la filogenia de los mismos;
utiliza arboles de genes, es decir, con base en haplotipos, y no arboles de especies
(o taxones o areas), con los que puede trazarse la filogenia matrilineal en el caso
del ADN mitocondrial (haploide), asi como las genealogias de genes nucleares
(diploides); y se utilizan enfoques basados en los principios de coalescencia para
evaluar formal y estadisticamente las predicciones filogeograficas.

TEORIA DE COALESCENCIA Y METODOS DE ANALISIS

Bajo neutralidad, en una poblacién y alo largo de las generaciones, surgen de
forma permanente nuevos alelos por mutacion y se pierden otros por deriva
génica, de tal forma que todos los alelos de un gen en una generacion derivan
de —o coalescen hacia- un tnico alelo ancestral. Los procesos de coalescencia
en poblaciones naturales “garantizan” las conexiones filogenéticas entre ge-
notipos dentro de una especie, a través de sendas verticales de descendencia.
De esta forma, al ver hacia atrds en el tiempo, los haplotipos de mtADN o
de cualquier gen nuclear, eventualmente coalescen en el ancestro comun. El
tiempo de coalescencia depende de procesos poblacionales, como fluctuacion
del tamano poblacional, seleccién natural o variaciones en el flujo génico
(Harding, 1996). Para el caso que nos ocupa -la filogeografia— la teoria de
colascencia moderna ha permitido evaluar los procesos de ramificacion de
arboles de genes, considerando explicitamente la historia genealdgica de los
alelos (Hudson, 1990, 1998; Nordborg, 2000).

Los métodos moleculares actuales permiten no sélo la estimacion de las
frecuencias alélicas, sino también de las relaciones genealdgicas de los alelos,
lo que permite considerar el flujo génico historico y la fragmentacion de po-
blaciones en un marco conceptual mas histérico y geografico. Sin embargo,
dado que los métodos tradicionales de la genética de poblaciones no consi-
deran los factores histdricos, éstos deben adecuarse para poder hacer uso de
la informacioén histérica contenida en los estimadores moleculares. Wright
(1931, 1943) introdujo los estadisticos F, que han permitido cuantificar la
subdivision —estructura- de las poblaciones, asi como el flujo génico, a partir
de las frecuencias alélicas obtenidas en diferentes localidades. Aunque estos
estadisticos no hacen uso de la informacion temporal, nuevos procedimientos
estadisticos basados en la informacion de ADN, pueden separar los eventos
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histdricos de los asociados a la estructura poblacional, por lo que actualmente
se tiene no solo la escala geogréfica, sino una dimension mds: el tiempo evo-
lutivo (Hudson et al., 1992; Templeton et al., 1995; Templeton, 2004).

La simple sobreposicion de los arboles de haplotipos sobre la distribucion
geografica de las poblaciones es una forma facil y directa de aproximarse a
los patrones filogeograficos que presenta nuestro sistema de estudio (ello
puede corroborarse al observar muchas de las figuras que se presentan en
publicaciones de estudios filogeograficos), y puede sugerirnos los eventos
o procesos filogeograficos que se sucedieron o por el contrario dar pie a in-
terpretaciones erradas; sin embargo, ello no constituye una validacion de las
hipotesis filogeograficas posibles.

Recientemente se han desarrollado métodos para examinar formalmente el
efecto delos patrones historicos de migracion y dispersion sobre la distribucion
de genes, integrando la informacion genealdgica y de distribucion para hacer
inferencias sobre los patrones histéricos de flujo génico (e.g. Hudson, 1990; Tem-
pleton et al., 1995; Avise, 2000; Cruzan y Templeton, 2000; Templeton, 2004).

Los modelos recientes de genética de poblaciones que basados en la teo-
ria de coalescencia proveen un marco conceptual estadistico para el analisis
de informacion filogeografica (e.g. Modelo de Niegel; Niegel y Avise, 1993;
Avise, 2000), se ha compilado bajo el concepto de estadistica filogeogrdfica
(Knowles y Maddison, 2002). Una metodologia que se utiliza con conside-
rable frecuencia en filogeografia es el analisis de clados anidados (NCA, por
sus siglas en inglés; Templeton et al., 1995; véase también el capitulo 2 de este
libro). Su popularidad se debe a tres razones principales: a) permite hacer un
analisis estadistico objetivo con el que se puede evaluar la hipétesis nula de
que los haplotipos de los clados se distribuyen geograficamente al azar (i.e.
no existe asociacion entre la variacion haplotipica y la geografia); b) permite
detectar y probar estadisticamente los mecanismos evolutivos responsables
de la distribucion espacial de los patrones de variacion genética observada;
y ¢) interpreta los patrones significativos utilizando criterios explicitos, con
los que es posible evaluar si el muestreo ha sido adecuado para detectar una
asociacion significativa entre los clados y la geografia, asi como para inter-
pretar bioldgicamente dicha asociacién. Finalmente, aquellas asociaciones
significativas entre haplotipos y su distribucion geogréfica se pueden explicar
con base en tres procesos: a) aislamiento por distancia, debido a flujo génico
restringido; b) fragmentacion histérica; y ¢) expansion del area de distribucion
de las poblaciones, incluyendo eventos de colonizacién a distancia. La des-
cripcion detallada del analisis de clados anidados, asi como las herramientas
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para llevarlo al cabo, se describen en Templeton et al. (1995) y Templeton
(1998, 2004). El NCA tiene ciertas limitaciones, como que es sensible a la
resolucion genética de los marcadores para poder detectar los procesos his-
toricos, ademas de que las interpretaciones bioldgicas estan limitadas por el
tamano de muestra y el nimero de sitios muestreados (Knowles y Maddison,
2002; Templeton, 2004).

FILOGEOGRAF{A DE VERTEBRADOS

Los primeros estudios que utilizaron como herramienta el mtADN y que
pueden ahora considerarse con una perspectiva filogeografica explicita,
fueron trabajos poblacionales de roedores, Peromyscus spp. y Geomys pinetis
(Avise et al., 1979a, b), basados en enzimas de restriccion, cuya introducciéon
abrié la posibilidad de estudiar la estructura genética a nivel del mtADN
entre poblaciones de una especie a lo largo de su area de distribucion. Asi,
Avise et al. (1979b) revisaron 87 individuos de Geomys pinetis en el sureste
de Estados Unidos de América, encontrando con seis enzimas de restriccidon
23 haplotipos diferentes con los que estimaron la divergencia entre “clones” o
grupos de mtADN y, como el aspecto mas innovador del estudio, la filogenia
intraespecifica matriarcal de la especie.

Considerando exclusivamente la informacion genética y mientras viajaba
en un tren, Avise dibujo sobre un pedazo de servilleta la filogenia que inter-
conectaba los 23 haplotipos, tomando en cuenta el nimero minimo inferido
de pasos mutacionales. Los aspectos filogeograficos del andlisis cristalizaron
cuando dicha filogenia se sobrepuso a la distribucion geografica de los sitios
de muestreo, lo que revelé una marcada localizacién de los haplotipos y un
componente historico evidente de las relaciones matrilineales, incluyendo la
separacion entre todos los individuos de una porcion este y otra porcion oeste
del area de distribucion. Asi se hacia evidente que cada individuo mostraba
un haplotipo especificable, heredado intacto, sin recombinacidén genética
intermolecular a través de los ancestros maternos, y con ello se sentaban las
bases para lo que mas tarde fue reconocido como la filogeografia.

A partir del trabajo de Geomys se desarrollaron multiples estudios bajo esta
perspectiva, lo que permitié ocho afios mas tarde hacer una revision extensa
de evidencias y resultados que Avise y colaboradores conjuntaron para definir
cinco patrones filogeograficos particulares (ver Avise et al., 1987; ver capitulo
15). Durante este tiempo, otro aspecto que resulta relevante es la importancia
que tuvieron (y tienen) los vertebrados en general y los mamiferos en parti-
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cular en el desarrollo de la filogeografia, por la mayor informacion geografica
y de distribucién que se tenia comparada con otros grupos de animales. A
partir de la década de los 90 se ha acumulado gran cantidad de estudios
filogeograficos que involucran muchos taxones, desde invertebrados hasta
plantas superiores, asi como diferentes marcadores y técnicas moleculares.
Asimismo, los estudios abarcan preguntas cada vez mads especificas —no sélo
de distribucién geografica- relativas a aspectos de hibridizacion, refugios
pleistocénicos, sistematica, conducta, migracién y conservacion je incluso
sobre la polémica del concepto bioldgico y filogenético de especie! (véase el
capitulo 10 de este libro).

Retomando la importancia de los vertebrados es indiscutible que éstos
siguen siendo los mas estudiados bajo perspectivas filogeograficas, compa-
rativamente con plantas e invertebrados. Para desglosar esto con mas detalle,
hice una revision de todos los trabajos en los que la palabra filogeografia
aparece en el titulo o en las palabras clave, entre los afios 2000 y 2003, en
vertebrados. Para el periodo revisado, que refleja mucho de lo que se ha
venido trabajando en los ultimos afios es evidente que hay taxones mas es-
tudiados, como los mamiferos y los peces, y en particular roedores y peces
de agua dulce (figura 3).

Hay también un incremento notable del uso de marcadores nucleares,
sobre todo microsatélites, aunque algunos estudios utilizan aloenzimas,
comunmente en combinaciéon con mitocondriales y en menor medida por
si solos. Unos pocos han empezado a explorar el uso de caracteres mor-
fologicos, aunque reconociendo las limitaciones que conllevan. Aunque
la region control y el citocromo-b siguen siendo los genes mitocondriales
preferidos, cada vez mas trabajos emplean otros genes mitocondriales,
como el 12y 16S, NDH y ATP. Por otro lado, si se desglosa la informacién
por pais (donde esta hecho el estudio) y por taxon, en todos se observa un
predominio de mamiferos y peces, con un incremento reciente perceptible
para reptiles. Las aves, seguramente por su alta vagilidad y mayor difi-
cultad en la delimitacién de sus dreas geograficas se han mantenido con
poca presencia en estos estudios (pero ver capitulo 15). Y no es Estados
Unidos de América donde mas se ha trabajado, pues Europa tiene una
historia realmente importante en cuanto a los trabajos filogeograficos de
sus vertebrados. Tal vez la diferencia mas evidente entre estas regiones es
que en Europa predominan un poco mas los estudios de peces, mientras
que en Estados Unidos de América, sobre todo recientemente, hay mas
trabajos con reptiles y anfibios (figura 4).
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Figura 3. Numero de articulos publicados entre 2000 y 2003,
sobre filogeografia para cada grupo taxonémico de vertebrados
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De los muy diversos estudios filogeograficos con vertebrados, se pueden
describir sélo unos pocos patrones generales, aunque para cada grupo exis-
ten excepciones y un sinnimero de posibilidades dentro del espectro que se
describe:

MAMIFEROS

Presentan una gran variedad de patrones; las especies pequefias y poco vagiles
tienen diferenciacion filogeografica profunda, mientras los vagiles, grandes,
cuentan tipicamente con estructuras menos pronunciadas. Los mamiferos
marinos y voladores, aunque con alta movilidad, exhiben cierta estructura,
relacionada principalmente con restricciones de dispersion, fidelidad al sitio
o por la conformacién del grupo social.

AVES

Se observan poblaciones coespecificas bien estructuradas, con separacion pro-
funda de linajes que concuerda con diferencias en otros caracteres (conducta,
morfologia, drea biogeografica), hasta separaciones someras por fragmenta-
cion reciente y limitado flujo génico (véase el capitulo 15 de este libro).

HERPETOFAUNA

La mayoria de los anfibios y reptiles presentan diferenciacion filogeografica
profunda, basicamente por su poca vagilidad. Excepcion son las tortugas
marinas, con gran dispersion, que tienen estructuras tanto profundas (eventos
vicariantes histdricos y dispersién) como someras (fidelidad al sitio).

PECES

Con diferencias notables entre peces dulceacuicolas y marinos, con estruc-
tura pronunciada los primeros, en areas pequenas, hasta con distribuciones
vastas y diferentes niveles de estructuracion los segundos. Ello intimamente
relacionado con las diferencias en cuanto a habitat y caracteristicas fisicas de
cada ambiente.
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FILOGEOGRAFIA INTRAESPECIFICA

El estudio de la distribucion geografica de linajes de genes de poblaciones de
una misma especie se define como filogeografia intraespecifica. Es bajo esta
perspectiva que se han hecho la gran mayoria de los estudios filogeograficos:
75% del total de estudios entre 2000 y 2003; el resto, 25% fueron estudios de
filogeografia comparada.

EL INICIO Y HOMO SAPIENS

Los estudios basados en mtADN que buscaban reconstruir las relaciones
filogenéticas del hombre, corroborar su origen africano y determinar las
diferentes migraciones hacia Europa y Asia, son reconocidos como estudios
pioneros que permitieron ademas refinar la metodologia empleada y que ésta
se extendiera al resto de los grupos animales.

En susinicios, en un trabajo de Cann et al. (1987; en Avise, 2000) se demos-
tré con andlisis de secuencias de mtADN el origen africano del linaje humano,
que presentaba baja divergencia entre haplotipos y una limitada estructura
filogeografica. En uno de los estudios mas recientes, el enfoque filogeogra-
fico permitié determinar rutas de colonizacion y niveles de estructuracion
poblacional de H. sapiens a lo largo de ;1.7 millones de afios! (Templeton,
2002). El trabajo incluyd el uso de diferentes genes mitocondriales y nucleares,
asi como analisis de clados anidados (NCA), corroborando nuevamente el
origen africano y demostrando también que existieron dos migraciones mas
de Africa a Asia, asi como una mas reciente en sentido contrario (de Asia a
Africa) y que hubo cierto flujo génico constante entre las poblaciones, limi-
tado por distancia geografica. También se registrd con certeza la expansion
de poblaciones asiaticas a América.

La identificacion de eventos de migracion realmente recientes también es
posible: Carvalho-Silva et al. (2001) examinaron la porcién no recombinante
del cromosoma Y en individuos de Brasil y Portugal, lo compararon con datos
de mtADN, y pudieron probar que el origen (patrilineal) de los brasilefios es
significativamente europeo, mientras que el componente matrilineal tenia un
importante componente de genes de origen africano e indoamericano. Pudie-
ron detallar ademas los eventos de migracién ocurridos alrededor de los 1500
d.C,, siendo éstos de la region italiana hacia el sur de Brasil, y de Marruecos
y Holanda a la regién amazdnica y al norte, respectivamente.
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OTROS VERTEBRADOS Y DIVERSAS APLICACIONES
DE LA FILOGEOGRAFIA

Una de las aplicaciones mds amplias de los estudios filogeograficos ha sido
el poder determinar el grado de estructuracion poblacional de las especies
a lo largo de su drea de distribucion, asi como descifrar cuales han sido los
procesos que han determinado dicha distribucion. El patrén filogeografico
mas conspicuo es aquel en el que hay una marcada subdivisién genealdgica
entre poblaciones o grupos de poblaciones (haplogrupos) y una marcada
estructuracion espacial (alopatrica); generalmente se observa en escalas re-
gionales amplias y es un patréon comuin en pequefios mamiferos, insectos y
herpetofauna, dada su poca vagilidad.

Por ejemplo, el conejo rojo de Smith (Pronolagus rupestris) presenta en
el sur de Africa dos haplogrupos altamente diferenciados, separados por
mads de 40 pasos mutacionales, uno del oeste y otro del sureste (Matthee y
Robinson, 1996). Comunmente, las separaciones mayores en los filogrupos
coinciden con evidencia independiente (geologica, morfoldgica, de cariotipo,
etc.), que muestra el aislamiento de las poblaciones por periodos largos, asi
como divergencia.

Atn cuando la mayoria de los haplotipos presentes en una especie estén
cercanamente relacionados, se ha podido observar cierta estructuraciéon
geografica; tal es el caso del roedor Peromyscus polionotus, en el sureste de
Estados Unidos de América, que presenta un flujo génico contemporaneo
que ha sido suficientemente bajo para permitir divergencia genética entre
poblaciones, aunque las poblaciones han estado en contacto histdrico reciente.
Ello contrasta con lo encontrado, utilizando el mismo analisis, en Peromyscus
maniculatus que habita el resto de Estados Unidos de América y presenta alta
estructuracion geografica. La informacion en conjunto refleja una probable
separacion reciente de P. polionotus del grupo ancestral durante la dispersion
de la especie hacia el sureste (Avise et al., 1983).

Los peces de agua dulce en general presentan patrones filogeograficos
marcados, sobre todo aquellos confinados a cuerpos de agua aislados como el
pez de desierto Gila atraria, en el que se observan dos filogrupos distintivos,
asociados a un rio y a un lago; dentro de los filogrupos hay a su vez estructu-
racion de las poblaciones, asociada a eventos vicariantes concordantes con la
historia hidroldgica pleistocénica de la zona (Johnson, 2002).

Por el contrario, se tienen ejemplos de especies practicamente sin ninguna
estructuracion poblacional, como las especies marinas (Avise, 2000). Cleve-
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landia ios y Eucyclogobius newberryi son dos peces marinos simpatricos de
California, el primero con una estructura filogeografica considerablemente
menor comparada con la del segundo, lo que esta directamente relacionado
con la mayor habilidad de dispersion de C. ios (Dawson et al., 2002).

Por sulado, el gorrién Ammodramus savannarum es muy peculiar: Bulgin
et al. (2003) estudiaron la region control y seis microsatélites de cinco pobla-
ciones de esta ave, distribuidas en diferentes estados de Norteamérica, una
de las cuales estd aislada (estado de Florida) y representa una subespecie en
peligro; contrario a lo esperado no encontraron estructuracién alguna. Por
medio de analisis de coalescencia pudieron determinar que el tamaiio efectivo
femenino de las poblaciones es alto (~ 80000 hembras) y que divergieron re-
cientemente (< 26 000 afios); por lo tanto, la falta de diferenciacion filogenética
de la subespecie y la minima diferenciacién genética se debe a la retencién
de polimorfismos ancestrales, que enmascaran la deteccion de poblaciones
evolutivamente diferentes (véase el capitulo 3 de este libro).

Entre los mamiferos de talla grande, a pesar de que se esperaria poca es-
tructuracion por su alta movilidad, se han encontrado resultados contrastantes.
En el chimpancé, Pan troglodytes, la dispersion de individuos es alta (600-900
km), por lo que hay alto flujo génico y nula diferenciacién morfolégica entre 3
subespecies africanas. Sin embargo, dos haplotipos marcadamente divergentes
distinguen a Pan troglodytes verus, subespecie bien diferenciada y evolutiva-
mente independiente (Morin et al., 1994). Por su parte, el leopardo Panthera
pardus presenta seis filogrupos geograficamente aislados, definidos con base
en mtADN y microsatélites, y que demuestran el origen africano y posterior
migracion a Asia de la especie (Uphyrkina et al., 2001), pero estos filogrupos
no coinciden con las subespecies que se reconocen taxonémicamente.

Irwin (2002) demostré que existen casos en los que puede presentarse una
marcada separacion filogeografica aun sin barreras al flujo génico. Propone
dos explicaciones para el caso especifico del ave Phylloscopus trochiloides, que
presenta dos filogrupos (este y oeste) dentro de su drea de distribucion en Si-
beria: que la especie ancestral fue separada en dos por una barrera geografica,
posteriormente las poblaciones se expandieron y ahora estan en contacto (dos
filogrupos, sin barrera y con cierto flujo génico), o que la especie ha estado
distribuida siempre en toda el area, y que la diferenciaciéon en mtADN es
resultado de la baja dispersion individual.

Un caso diferente con otra ave de Norteamérica, Wilsonia pusilla, es el que
reportan Kimura et al. (2002). Encontraron diversos grados de estructuracion:
la especie se divide en dos filogrupos marcados (este vs oeste), pero dentro de
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cada uno la estructuracion es distinta; existe cierta estructuracién dentro del
grupo del oeste, pero es practicamente nula en el este. Ello estaria relacionado
con las altas tasas de migracion a los sitios de reproduccion y con niveles mas
bajos de migracion a los sitios de alimentacidn, ya que estos eventos se dan
en diferentes épocas del afo y en diferente intensidad en las poblaciones del
este y del oeste. Este ejemplo muestra que los patrones filogeograficos pueden
ser sensibles a procesos actuales (y no sélo histéricos), como la migracion
estacional, asi como a la conducta y estructura social de las especies. Otro
ejemplo es el del primate Callithrix jacchus, en el que se encontrd estructura-
cion significativa de haplotipos tanto entre grupos sociales (colonias) como
entre poblaciones (sitios). Sorpresivamente, el 85% de las parejas reproductivas
presentan linajes maternos diferentes, lo que demuestra entrecruzas aleatorias
y exogamia, lo que es poco frecuente en especies altamente sociales (Faulkes
et al., 2003).

Las interpretaciones histdricas de las unidades filogeograficas de mtADN
estan comunmente apoyadas por evidencia geografica, tal es el caso de especies
que presentan linajes con una distribucion consistente con la teoria de refu-
gios del Pleistoceno. Muchos trabajos se han concentrado en evaluar el efecto
de las fluctuaciones climéticas del Plioceno y Pleistoceno en la distribucion
actual de la biodiversidad, y entre otros hallazgos se ha podido comprobar
que diversos eventos de especiacidn en vertebrados que tradicionalmente se
habian determinado para el Pleistoceno, son en realidad mucho mas antiguos
(ver Avise y Walker, 1998). Utilizando herramientas filogeograficas (gen 16S
rARN y analisis de clados anidados) Veith et al. (2003) pudieron inferir los
escenarios de expansion del area de distribucion, asi como los de fragmen-
tacion que determinaron la distribucion actual de cinco especies de ranas
de Anatolia (Turquia): la amplia distribucion original del ancestro comuin
en Anatolia se fragmento en diversas poblaciones durante las glaciaciones.
Como resultado de sucesivos eventos de vicarianza y dispersion a lo largo
del Plioceno y Pleistoceno, se formaron poblaciones relictas restringidas
a refugios, que representan actualmente centros de endemismo a nivel de
haplotipos, congruentes con los tres linajes reconocidos (Rana macrocnemis,
R. camerani, R. holtzi).

Otro ejemplo son los eventos climaticos y geologicos del Cuaternario tardio,
que fueron determinantes en la estructuraciéon de comunidades bioticas del
norte del hemisferio boreal, sobre todo en la regién conocida como Berin-
gia o estrecho de Bering. Diversos taxones divergieron entre Europa, Asia y
Norteamérica, como resultado de las migraciones y periodos de aislamiento
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durante los ciclos glaciares e interglaciares, asi como de las barreras geograficas
presentes en la zona. Estudios filogeograficos del roedor Microtus oeconomus
muestran cuatro filogrupos bien diferenciados a lo largo de su distribucion
asociados con eventos vicariantes: norte y centro de Europa, separados éstos
a su vez del centro de Asia por los montes Urales y por ultimo el clado de
Beringia, conformado por el este de Rusia, Alaska y noroeste de Canadd (Brun-
hoff et al., 2003). Patrones similares se han observado en lemures (Fedorov
et al., 2003), mientras que en pequenios mamiferos de Amazonia oriental,
por el contrario, se encontr6 que los cambios pleistocénicos no ocasionaron
expansiones demogréficas (Lessa et al., 2003). En el género Lepus (conejos y
liebres), con base en la filogeogratia se pudo determinar su origen, evolucion y
eventos de colonizacion y recolonizacion. Se confirmé que el género se origind
en América, particularmente a partir de Lepus americanus; mientras que las
distancias genéticas observadas y los patrones de dispersion estimados reve-
laron eventos de migracion congruentes con la historia geografica de la zona,
que van inicialmente de América hacia Asia (por el estrecho de Bering), de
donde contintian hacia Europa, para finalmente regresar a la region holartica
a través de Asia (Ramirez-Silva et al. en revision).

Gracias al analisis de ADN, se han podido también detallar eventos de
extincidn precisos, como el caso de Ursus arctos (oso café), con base en el
analisis de ADN preservado en restos animales atrapados en capas de hielo,
de hasta 60 000 afios de antigiiedad (Barnes et al., 2002).

Otra aplicacion relevante de los estudios filogeograficos tiene que ver con
la posibilidad de probar diferentes modelos de diversificacion. Schneider et
al. (1999) compararon la divergencia mitocondrial y morfoldgica de ocho
poblaciones de la lagartija Carlia rubrigularis. Encontraron que las diferencias
morfoldgicas entre poblaciones geograficamente aisladas (separadas por varios
millones de afios, de acuerdo con el mtADN) eran minimas, mientras que las
diferencias entre poblaciones de distintos habitats eran mayusculas. Con ello
pudieron probar que la seleccion natural, operando en gradientes ecoldgicos,
es mas importante que el aislamiento geografico (refugios) en la diversidad
fenotipica (y probable especiacion) de esta lagartija.

Los aspectos de sistematica y taxonomia han sido también frecuentemente
abordados a través de la filogeografia (como se muestra en varios de los ejem-
plos ya mencionados). El jaguar, Panthera onca, no presenta una estructura
geografica marcada en sus poblaciones que van desde el centro de México
hasta el sur de Sudamérica, lo que se atribuye a una expansion demografica
reciente y poco tiempo de aislamiento (Eizirik et al., 2001). Dichos resultados
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contrastan con las subespecies propuestas hasta ahora, por lo que los autores
proponen una reconsideracién taxondmica completa de la especie, sobre
todo dada su categoria de especie en riesgo (véase el capitulo 8 de este libro).
Asimismo, la presencia de barreras paleogeograficas entre Amazonia del este
y del oeste ha generado divergencia genética significativa en muchas especies
de vertebrados, entre los cuales esta el género Dendrobates (rana venenosa),
y para el que se propone una revision taxondmica completa con base en los
resultados filogeograficos obtenidos con cuatro genes mitocondriales (Symula
et al., 2002).

En México existen 10 especies del roedor Cratogeomys, la mayoria res-
tringidas al cinturdn trans-volcdnico. En este grupo, Demastes et al. (2002)
encontraron cinco clados que concuerdan con la geografia, edafologia y la
evolucion del cinturdn en el periodo Cuaternario; en ellos, la distribucién de
cuatro especies refleja adecuadamente su taxonomia, pero sugieren que el resto
del grupo requiere revision. También se ha propuesto revisar la taxonomia de
Neotoma mexicana, especie de roedor con distribucién en Estados Unidos de
Américay México, dados los resultados de un estudio filobiogeografico (sensu
Edwards y Bradley, 2002). Pero, finalmente, es importante mencionar que un
estudio filogeografico es s6lo uno de los muchos aspectos que se requieren
como informacion definitoria para determinar cambios taxondmicos de es-
pecies (véase los capitulos 10 y 11 de este libro).

En otra especie de roedor mexicano, Peromyscus furvus, de la Sierra Madre
Oriental, se identificaron cinco filogrupos con altos niveles de diferenciacion
genética basados en mtADN y aloenzimas. Dada la posicion en el filograma'y
la posicion geografica del clado mas surefio, compuesto por una sola poblacion
que se estim¢ divergi6 hace 1.3 a 1.8 ma, se sugiere que pueda ser una especie
diferente (Harris et al., 2000). Por otro lado, como todos los filogrupos tienen
distribucion alopatrica restringida a las cimas de la Sierra, los autores las pro-
ponen como Unidades Significativamente Evolutivas. Ello nos lleva a otra de
las aplicaciones comunmente utilizadas de la informacion filogeografica: la
conservacion de la biodiversidad. Las Unidades Significativamente Evolutivas
(ESUs por sus siglas en inglés; Moritz, 1995), representan grupos de pobla-
ciones que han estado histéricamente aisladas y que en conjunto representan
la diversidad de un taxdn (véase el capitulo 8 de este libro).

En este sentido la fauna de las islas ocednicas ha sido fuente de estudios
genéticos y de conservacion. Las tortugas gigantes de las Galdpagos Geoche-
lone nigra, comprenden un linaje que radié de manera rapida junto con la
evolucion del archipiélago, historia que se ha podido detallar utilizando mtA-
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DN y microsatélites. Las poblaciones tienen marcada divergencia genética,
historias demograficas contrastantes y estructura filogeografica profunda,
consistente con la historia geolégica y biogeografica de las islas, por lo que se
han propuesto cuatro ESUs (dos en Santa Cruz, una en Pinzén y una en San
Cristdbal; Beheregaray et al., 2003). Por su parte, el elefante asiatico (Elephas
maximus) presenta poblaciones muy reducidas y fragmentadas, tanto por
factores histdricos como por dispersion reciente mediada por el hombre. Un
estudio filogeografico muestra dos clados que se separaron hace cerca de 1.2
ma. Los individuos de los dos clados estin presentes en todas las localidades
de estudio, excepto Indonesia y Malasia, que estan en linajes basales, por lo
que se les confiere estatus de ESUs (Fleischer et al., 2001).

FILOGEOGRAFIA COMPARADA

La filogeografia comparada estudia los efectos de la historia y la biogeografia en
la distribucién de la variacién genética de varias especies de una comunidad,
esto es, son estudios filogeograficos regionales que consideran los patrones
espaciales de los linajes de multiples taxones codistribuidos. La resolucion de
este tipo de estudios es mayor, puesto que permite evaluar las asociaciones entre
procesos poblacionales de diferentes taxones que han evolucionado indepen-
dientemente, pero en las que los patrones regionales filogenéticos y geograficos
son concordantes, lo que se considera como evidencia de la influencia de fac-
tores ecoldgicos y/o evolutivos en la estructura y la distribucion actual de las
especies. La diversidad de especies y taxones que puede evaluarse en términos
comparativos es amplisima, como se verd en los ejemplos siguientes.

Pueden compararse linajes diferentes de una misma especie, como en el
salmoén rosado, Oncorhynchus gorbuscha que tiene un ciclo de vida estricto
de dos anos. Esta especie tiene tiene dos poblaciones reproductivamente
aisladas en el norte del Océano Pacifico, cada una de las cuales se reproduce
en afos diferentes (alternados). Utilizando mtADN y NCA se encontraron
cinco filogrupos, y dentro de cada uno, una filogenia en estrella que indica
crecimiento poblacional reciente, lo que puede ser resultado de la expansion
del rango histérico junto con episodios de dispersion restringida (Churikovy
Gharrett, 2002). Otro estudio con peces, del complejo Odontesthes perugiae de
las costas de Brasil (mtADN y microsatélites), apoya la propuesta de un origen
marino-estuarino del complejo, y una radiacion cronologicamente asociada a
los cambios del nivel del mar del Pleistoceno y Holoceno, que se ha traducido
en tres especies alopatricas y dos simpatricas (Beheregaray et al., 2002).
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Ditchfield (2000) compard los patrones filogeograficos de murciélagos
y pequenos mamiferos no voladores neotropicales (del centro de México al
sur de Sudamérica). Los murciélagos mostraron poca estructuraciéon, con
clados formados por haplotipos muy similares presentes practicamente a
todo lo largo de la distribucion. Por el contrario, los mamiferos no voladores
consistentemente presentaron niveles altos de divergencia, en distancias
geograficas pequenas. Estos resultados no solo reflejan las diferencias bio-
légicas de las especies, sino también que el efecto geografico varia depen-
diendo de la escala. La estructura filogeografica de dos especies de aves en
seis montafias de Camerun y Guinea Ecuatorial muestra dos patrones: uno
concordante en las dos especies que permite definir tres regiones biogeo-
graficas relevantes (que divergieron por alopatria y no sélo por aislamiento
por distancia); y otro en el que dentro de cada especie se observan linajes
monofiléticos (endemismos) para dos de las tres regiones (Smith et al.,
2000). Con lo anterior se aprecia la ventaja de la filogeografia comparada
para identificar regiones que albergan poblaciones evolutivamente distintas
con valor de conservacion.

Combinando taxones, Evans et al. (2003) pudieron definir areas de en-
demismo. Estudiaron diversas especies de monos (Macaca spp.) y sapos
(Bufo spp.) endémicos de la isla de Sulawesi (Indonesia) y encontraron que
la distribucién a una escala geografica fina de ambos grupos era virtualmente
idéntica, y en ella se aprecian siete areas multi-taxa de endemismo genético.
Los patrones concordantes de diversidad pueden asi facilitar estrategias de
conservacion, dado que pueden designarse dreas de proteccion estratégicas
que contengan componentes de variacién complementarios y no redundan-
tes (Evans et al., 2003). En uno de los estudios comparados mas completos,
Riddle et al. (2000) analizaron la estructura filogeografica de 12 especies de
mamiferos, aves, anfibios y reptiles con dos genes mitocondriales. Con la
comparacion de la distribucion de los filogrupos, se corroboraron eventos
vicariantes propuestos para la formacion de la peninsula de Baja California
(México) durante el Pleistoceno. Esta historia evolutiva particular del desierto
peninsular no habia podido describirse, ya que se habia estudiado con especies
de amplia distribucion. La filogeografia comparada permitié determinar que
la peninsula ya no puede considerarse un subgrupo del desierto de Sonora,
y que tiene su propia historia evolutiva y ecologica, asi como su propio valor
de conservacién (Riddle et al., 2000).

La filogeografia comparada también ha contribuido a mejorar los métodos
cuantitativos aplicados a la seleccién de areas para proteccién que maximi-
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cen la representacion no soélo de riqueza y diversidad de especies, sino que
incorporen explicitamente su persistencia, i.e. que protejan los procesos que
sostienen dicha diversidad (Ferrier, 2002). Analizando los patrones filogeo-
graficos comparados de reptiles, aves y anfibios de la selva tropical australiana,
que representan patrones de aislamiento histérico y los procesos evolutivos
asociados, se pudo hacer la seleccion de areas prioritarias para conservacion,
que acumularan la mayor divergencia genética. Se corrobor6 que dicha selec-
cion de areas prioritarias era mas eficiente (acumulaba la mayor diversidad
en el menor nimero de dreas), comparativamente con una seleccion basada
en nimero de especies. Como puede apreciarse con los diversos estudios
descritos, la informacién filogeografica y de diversidad de especies puede
combinarse para desarrollar estrategias de conservacion a nivel de comuni-
dades y de subregiones (Vazquez-Dominguez, 2002).

Como reflexiones finales, podemos resaltar que los mamiferos han sido y
siguen siendo un grupo primordial de estudio en la filogeografia, aunque cada
vez se involucran mas otros grupos, al igual que existe una gran diversidad de
preguntas que pueden abordarse bajo la perspectiva filogeografica, y que aunque
existen temas mds trabajados, el campo de estudio es practicamente inagotable.
Las herramientas y métodos de analisis filogeografico estan en pleno desarrollo,
y es seguro que su perfeccionamiento y alcance seran mayores en el corto plazo.
Finalmente, como pudo apreciarse a lo largo del presente capitulo, los ejemplos
existentes para el caso de vertebrados mexicanos son minimos: en particular,
existen no mas de 16 estudios entre 2000 y 2003, de los cuales sélo cuatro son
hechos exclusivamente con taxones en México, el resto involucra especies que
tienen sélo una parte de su distribucion en el pais (Vazquez-Dominguez y
Hafner, 2002). Esto simplemente significa que la filogeografia es un area de
estudio que no ha sido desarrollada en su plenitud en México, a pesar de la
intrincada y extraordinaria historia geoldgica y biogeografica de buena parte
del territorio, que permitiria abordar gran diversidad de preguntas evolutivas
sobre muchas especies de fauna y flora.
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FILOGEOGRAFIA DE AVES MEXICANAS
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La estructura genética poblacional de una especie es el resultado de los
procesos microevolutivos y demograficos que actiian entre y dentro de las
poblaciones, asi como de la biogeografia historica de los linajes genéticos
(Wenink et al., 1996). Debido a lo anterior, examinar las variaciones entre
las poblaciones puede revelar sus asociaciones histdricas y los procesos
de reestructuracion genética que pueden conducir a la especiacion (Kir-
chman et al., 2000). Los estudios de variacidn geografica han revelado los
mecanismos histéricos y ecolégicos, asi como los patrones fenotipicos y
de distribucion de muchas especies de aves (Kirchman et al., 2000), por
lo que entender estos patrones de variacidon geogréfica es el primer paso
para inferir los procesos evolutivos de sus poblaciones naturales (Zink y
Remsen, 1986).

La filogeografia es una disciplina reciente que surgid a raiz de los estudios
de variacion genética realizados con enzimas, RAPDs, RFLPs y el descubri-
miento del ADN mitocondrial (mtADN) como molécula informativa para
analisis filogenéticos y de genética de poblaciones (véase el capitulo 14 de este
libro). La filogeografia es un campo que en tltimas fechas ha tenido un gran
desarrollo, observado principalmente en el nimero de publicaciones cienti-
ficas que han utilizado la palabra filogeografia o filogeografico (figura 1), y
se han realizado numerosos estudios en diferentes reinos y phyla alrededor
del mundo, incluidas las aves.

467
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La filogeografia es la rama de la biogeografia que trata de los principios y
procesos que rigen las distribuciones geograficas de los linajes genealdgicos
o filogenéticos, especialmente entre y dentro de las especies cercanamente
relacionadas (Avise, 1998, 2000), es decir, tiene que ver con los componentes
histdricos y filogenéticos de las distribuciones espaciales de linajes de genes.
El analisis de éstos y su interpretacion requiere de datos provenientes de disci-
plinas como la genética molecular y de poblaciones, la etologia, la demografia,
la sistematica filogenética, la paleontologia, la geologia y la geografia historica.
Esto hace de la filogeografia una disciplina integrativa que se encuentra en
el cruce entre la macro y la microevolucion (Avise, 2000; véase también el
capitulo 14 de este libro).

Figura 1. Aumento en el nimero de articulos cientificos
que han utilizado a la filogeografia como herramienta de anélisis
(Tomado de Avise, 2000)

110

100 -
60
50 | Filogeografia
40

30

Numero de articulos cientificos

20

U A U
87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98



FILOGEOGRAF{A DE AVES MEXICANAS 469

A diferencia de los primeros analisis de genética de poblaciones realizados
con aloenzimas (electroforesis de proteinas) en los que se reveld poca o nin-
guna diferenciacion genética intraespecifica (Zink et al., 1991; Avise, 2000),
los estudios realizados con ADN mitocondrial proporcionaron los primeros
datos accesibles de genealogias de genes a nivel intraespecifico. Esto forjo un
puente empirico y conceptual entre la genética de poblaciones (microevolu-
cién) y la filogenética tradicional (macroevolucion; Avise, 1994). Haciendo
una comparacion de los arboles obtenidos a partir de genes mitocondriales
y nucleares de varias especies de aves, se encontré que el ADN mitocondrial
resolvia en un 95% la probabilidad de igualar la historia evolutiva de una es-
pecie, mientras que para el ADN nuclear solamente resolvia un 65%, siempre
y cuando existiesen tamaos efectivos de poblacion grandes al momento de la
divergencia de estos genes. Con base en lo anterior, serfan necesarios muchos

Tabla 1. Categorias de patrones filogeogréficos y su descripcion

Categoria [ Arbol genético con divergencia antigua, linajes alopdtricos. Pre-
sencia de haplogrupos restringidos a un rea geografica determi-
nada, separados por distancias genéticas relativamente grandes.
La subestructura espacial también puede estar presente entre los
linajes mds cercanamente relacionados dentro de las regiones. Esta
categorfa cominmente aparece en las investigaciones filogeogra-
ficas realizadas con mtADN.

Arbol genético con divergencia antigua, linajes ampliamente sim-

Categoria IT patricos. Se caracteriza por diferencias filogenéticas pronunciadas
entre algunas ramas de un drbol genético y sus linajes principales
se encuentran codistribuidos sobre un drea amplia.

Categoria III Arbol genético con divergencia reciente, linajes alopétricos. La
mayoria delos haplotipos estdn cercanamente relacionados y estan
localizados geogréficamente cada uno por separado.

Arbol genético con divergencia reciente, linajes simpétricos. Este

Categoria IV X . o :
patrén se espera en especies con alto flujo génico cuyas poblaciones
no han sido divididas por barreras biogeograficas antiguas.

Categoria V Arbol genético con divergencia reciente, distribucién de linajes

variada. Es intermedio entre las Categorias III y IV, y consta de
linajes comunes con amplia distribucion y de linajes con dis-
tribucién restringida (cada uno confinado a uno o mas linajes
locales cercanos).
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arboles de genes nucleares para explicar la historia evolutiva de una especie,
mientras que en el caso del ADN mitocondrial bastaria un solo arbol (Moore,
1995, 1997; Hoelzer, 1997).

Ciertamente, un éxito de los analisis filogeograficos basados en ADN
mitocondrial ha sido la generacion de descripciones cada vez mejores de las
distribuciones geograficas, relaciones filogenéticas y distancias genéticas entre
linajes evolutivos de animales, llevando como consecuencia a un mejor enten-
dimiento de la biogeografia regional y dreas de endemismo (Bermingham y
Moritz, 1998). Avise et al. (1987) observaron que los factores biogeograficos
histdricos, los factores ecologicos y la conducta de los organismos han jugado
un papel fundamental al moldear la estructura genética de varias especies ex-
tintas; a la sintesis de esos factores le llamaron patrones filogeograficos. Estos
patrones se agrupan en cinco categorias (tabla 1) y cada una de ellas refleja
los diferentes aspectos espaciales y de escala de la estructura genealdgica de
las poblaciones (Avise, 2000).

METODOS Y ANALISIS DE LA FILOGEOGRAFIA

Enlos estudios filogeograficos se requieren programas computacionales con el fin
de obtener resultados robustos sobre la relacion entre la estructura poblacional y la
distribucion geografica de la especie y su historia. A continuacion se explican bre-
vemente algunos de los andlisis y programas que se utilizan mas cominmente.

CONSTRUCCION DE ARBOLES

La construccion de drboles para entender los patrones filogeograficos es una
parte fundamental, ya que éstos serviran de base para la interpretacion y la
realizacion de los analisis siguientes. Usualmente se construyen dos tipos de
arboles, unos que son de distancia —neighbor joining (Saitou y Nei, 1987),
minimum evolution (Nei y Kumar, 2000), UPGMA (Sneath y Sokal, 1973)-
y otros son de parsimonia (vedse el capitulo 4 de este libro). Estos tltimos
serviran de base para llevar a cabo los analisis de Neigel (en Avise, 2000) o los
analisis de clados anidados (propuesto por Templeton et al., 1995; Templeton
1998; véanse los capitulos 4 y 11 de este libro), que se verdan mas adelante.
También estan los arboles probabilisticos, como los de maxima verosimilitud
(Felsenstein, 1981) y los obtenidos por inferencia bayesiana (este tltimo es
un nuevo método que rdpidamente ha tenido gran aceptacién por parte de
los sistematicos).
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La mayoria de los estudios de filogeografia se basa en datos de secuencias
obtenidas de diferentes genes, principalmente mitocondriales (figura 2). Estas
secuencias son obtenidas por diferentes métodos en el laboratorio, se alinean
con la ayuda de diferentes programas computacionales (por ejemplo ClustalX
1.81 de Thompson et al., 1997; véase también el capitulo 4 de este libro), y se
procede a la construccion de arboles.

Figura 2. Porcentaje de articulos de filogeografia que utilizan
diferentes marcadores moleculares. Se aprecia que los mas utilizados
son los mitocondriales (tomado de Avise, 2000)

100 7

Filogeografia

Numero de articulos cientificos

RFLI
RAPD
Otros

<
£
N
c
7
S
<

DNA mitocondri
DNA cloropasto

—
Genes nucleares

Para los arboles de distancia, en los programas MEGA 2.1 (Kumar et al.,
2001) y PAUP* ver. 4 (Swofford, 1999) es posible obtener matrices de distancia
entre las secuencias con diferentes modelos de sustitucion de nucledtidos -Jukes
y Cantor (Nei y Kumar 2000), Kimura 2 parametros (Kimura 1980), Tamura
Nei (Tamura y Nei 1993), por mencionar algunos- y asi determinar el nimero
de haplotipos obtenidos, asi como la composicién nucleotidica del gen.

Los arboles de parsimonia se construyen con base en los haplotipos ob-
tenidos con varios programas computacionales -Hennig 86 (Farris, 1988),
PAUP* ver. 4 (Swofford, 1999), NONA (Goloboff, 1993), PHYLYP (Felsenstein,
1993)- siendo el PAUP* el mas utilizado. Cabe mencionar que también dentro
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de este programa se pueden obtener algunos arboles de distancia (neighbor
joining y UPGMA).

En este capitulo nos referiremos solamente a los arboles de parsimonia
obtenidos por medio de PAUP (Phylogenetic Analysis Using Parsimony), que
utiliza matrices en formato Nexus. Es necesario aclarar que no todos los
caracteres son filogenéticamente informativos, por lo que cuando se realice
cualquier tipo de andlisis se deben involucrar solamente este tipo de caracteres
(véase el capitulo 4 de este libro).

En PAUP existen tres opciones para la busqueda del arbol més parsimonio-
so, que son la busqueda heuristica, la de branch-and-bound y la exhaustiva. La
mejor busqueda sera aquella que es exhaustiva, pero este tipo de analisis sdlo
se puede llevar a cabo cuando se trabaja con menos de 10 taxones o haplotipos.
Cuando el nimero es mayor, puede llevar mucho tiempo y las computadoras
pueden carecer de memoria suficiente para realizarla, ya que se calcula que con
mas de 10 taxones el nimero de arboles enraizados mas parsimoniosos puede
rebasar los 34 millones. Por lo anterior, se aconseja realizar tanto la busqueda
heuristica como la de branch-and-bound. Generalmente la topologia encontrada
en ambos arboles es muy parecida. Una busqueda heuristica es muy rapida y
es conveniente cuando el nimero de taxones y caracteres es grande, como es
el caso de los caracteres moleculares. Existen varios algoritmos de busqueda
heuristica, uno comunmente usado es el stepwise addition, muy parecido al
branch-and-bound. Generalmente es necesario llevar a cabo la prueba estadistica
del “bootstrap” para poner a prueba el apoyo que tienen las ramas del arbol o
los arboles encontrados y se consideran con buen apoyo aquellas que tienen
mas del 50% (Hillis y Bull, 1993). Cuando se encuentran varios arboles lo que
se sugiere es obtener un arbol de consenso (véase el capitulo 4 de este libro).

GENETICA DE POBLACIONES

Las variaciones moleculares genéticas (alélicas o nucleotidicas) dentro de las
secuencias, proporcionan la descripcion de la variacion genética de los orga-
nismos (Hedrick, 2000). Una vez que se ha obtenido el arbol filogenético de
los haplotipos de las diferentes poblaciones, podemos utilizar esta variacion
a la luz de la genética de poblaciones para conocer las relaciones evolutivas
entre los alelos o haplotipos, asi como las frecuencias de los alelos y sus dis-
tribuciones espaciales (Templeton, 1998).

La genética de poblaciones se encarga de estudiar como se aplican las
leyes de Mendel y otros principios genéticos a las poblaciones naturales. Es
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esencial para el entendimiento de la evolucion, ya que ésta es el resultado de
los cambios en la composicion génica de las poblaciones. Debido a esto, los
genetistas de poblaciones buscan el entendimiento y predicciéon de los efec-
tos génicos (segregacion, recombinacion, transposicion y mutacioén) en una
poblacion (Hartl y Clark, 1989). Sin embargo, las poblaciones naturales son
dindmicas en muchos sentidos: con el tiempo cambian en tamaio, locacién y
densidad; en el espacio pueden fragmentarse y/o unirse con otras. Para poder
estudiar la estructura de las poblaciones naturales se han tomado dos direc-
ciones: la descripcion grafica de la ramificacion evolutiva de los linajes de las
secuencias de ADN y los modelos matematicos de la estructura poblacional
(Hey y Machado, 2003).

Dentro de los modelos matemadticos, los estadisticos de F introducidos
por Wright (1951) describen la estructura génica de organismos diploides en
términos de tres estadisticos F o correlaciones alélicas, F,, F,, F, los cuales
se describen como sigue:

F.: Correlacion entre alelos homélogos en los individuos con referencia a la
poblacion local.

F,: Correlacion alélica correspondiente con referencia a la poblacion local.
Estos dos han sido llamados indices de fijacién y sus valores pueden in-
terpretarse como la desviacion de las frecuentas genotipicas esperadas en
Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones locales y la poblacion total
(Avise, 1994).

F: se interpreta como la varianza de la frecuencia alélica entre poblaciones,
estandarizada al valor méximo posible dada la media observada de fre-
cuencias alélicas.

Estos estadisticos F (Wright, 1931) son una herramienta que utiliza las
frecuencias alélicas obtenidas de diferentes localidades geograficas para es-
tudiar el flujo génico o para cuantificar la subdivision de la poblacion, ya que
muestra una relacion no lineal entre la cantidad de flujo génico y el grado de
diferenciacion genética entre las subpoblaciones. Dentro de los analisis es muy
utilizado el estadistico F para obtener el indice de diferenciacién global y entre
las poblaciones de una misma especie (véase el capitulo 2 de este libro).

Cuando una poblacion llega a un estado de equilibrio como resultado
del balance entre la mutacion, la deriva génica y el intercambio genético, el
flujo génico dentro y entre las poblaciones reales puede expresarse como una
tasa de migracion m. Esta se define como la proporcién de alelos en cada
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generacion que es de origen migratorio. Aun cuando es dificil de separar la
influencia de la deriva génica y del flujo génico, el producto de Nm (donde N
es el tamafio de una poblacién subdividida equitativamente bajo un “modelo
de isla” y que intercambia alelos con igual probabilidad) puede estimarse a
partir de los estadisticos F de Wright, de los alelos privados (aquellos que se
encuentran solo en una poblacion) y de las filogenias alélicas (Avise, 1994;
Hey y Machado, 2003; ver capitulo 2).

Estos estadisticos se obtienen en diferentes programas computacionales,
como el programa Arlequin ver. 2000 (Schneider et al., 2000) y el DnaSP 2.52
(Rozas y Rozas, 1997).

FRECUENCIAS DE DISTRIBUCION DE DIFERENCIAS PAREADAS
DE SECUENCIAS

Cuando el tamafio de muestra lo permite, se pueden inferir aspectos de la
historia reciente de las poblaciones al llevar a cabo andlisis basados en la teoria
de coalescencia (Slatkin y Hudson, 1991), ya que ésta proporciona métodos
para detectar eventos en el pasado de las poblaciones, tales como el incremento
exponencial en tamano (Zink y Blackwell-Rago, 2000). Mientras mayor sea el
tamarfio poblacional, el tiempo de coalescencia entre dos secuencias de ADN
(tiempo en que ambas convergen en la secuencia que les dio origen) es mas
grande. En cambio, en poblaciones pequenas, el tiempo de coalescencia es
menor, ya que pueden estar mas cercanamente relacionadas (Rogers, 2002;
véase también el capitulo 4 de este libro).

Con base en las distancias génicas entre los individuos y suponiendo
cierta tasa evolutiva, se pueden obtener estimados provisionales de tiempo
absoluto de coancestria materna (cuando se trabaja con ADN mitocondrial).
Estos estimados de tiempo acumulados para muchos individuos dan como
resultado frecuencias pareadas de distribuciones de tiempos de coancestria,
también llamadas distribuciones mismatch que se presentan como histogra-
mas en donde se muestra el nimero de diferencias de sitios nucleotidicos (o
restriccidon) observados entre pares de haplotipos. Es usualmente multimodal
(figura 4) en muestras tomadas de una poblacion en equilibrio demografico,
pero es generalmente unimodal en poblaciones que han sufrido una reciente
expansion demografica (Schneider et al., 2000).

De manera mas sencilla, la distribucidn mismatch cuenta el nimero de
diferencias entre cada par de secuencias en una poblaciéon (Rogers, 2002) y
el resultado permite construir un histograma. Los datos de este histograma se
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comparan con el modelo de una poblacion en expansion repentina. Con una
prueba de y-cuadrada estadisticamente significativa se acepta que la diferencia
entre ambas no es debida al azar, y se observa en la estructura de la grafica si
las poblaciones experimentaron recientemente un crecimiento exponencial
(Zink y Blackwell-Rago, 2000).

Por ejemplo, Zink et al., (2001) realizaron un estudio con genes mitocon-
driales ND2 y region control Iy IT para documentar los patrones filogeograficos
de seis especies distribuidas en las zonas aridas de Norteamérica y valorar la
consistencia entre ellas. Como parte de sus resultados obtuvieron graficas de
mismatch para cada especie. En la figura 3 se observa la grafica para Polioptila
melanura y se aprecia que la curva es unimodal, por lo que corresponde a un
modelo de reciente expansion (Slatkin, 1991; Rogers y Harpending, 1992). Por
otra parte, en el trabajo de Zink y Blackwell-Rago (2000) sobre los limites de
especie del cuitlacoche piquicurvo, Toxostoma curvirostre, observaron los dos
tipos de distribucion, unimodal y multimodal. Las poblaciones del este de su area
de distribucidn, al presentar una distribucién unimodal, probablemente estan
en expansion demografica mientras que la poblacion del oeste probablemente
pasa por un periodo de estabilidad en el tamafio de su poblacién (figura 4).

Una ventaja de esta aproximacion es que en algunos casos un arbol de
genes puede carecer de informacién acerca de la estructura del clado, por-
que muchos nodos se encuentran temporalmente cerrados, sin embargo, un

Figura 3. Distribucién mismach de Polioptila melanura (tomado de Zink et al., 2001)
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Figura 4. Distribucion mismatch unimodal y bimodal de Toxostoma curvirostre
en una poblacion con expansion rapida (a) y la otra en equilibrio (b)
(Tomado de Zink y Blacwell-Rago, 2000)
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histograma de frecuencia de los tiempos de coancestria puede proyectar la
historia demografica de la poblacién (Avise, 2000). Las diferencias pareadas
de las secuencias y la prueba de y-cuadrada se pueden calcular en el programa
Arlequin ver. 2000 (Schneider et al., 2000).

ANALISIS DE CLADOS ANIDADOS

En los estudios filogeograficos se han estudiado los efectos de la historia y de
la estructura poblacional mediante los analisis de autocorrelacién espacial y
de componentes principales, sin embargo, como se basan en distancias génicas
son analogos a las aproximaciones fenéticas.
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El andlisis de clados anidados es una aproximacion propuesta por Alan
Templeton y sus colegas (1987), quienes se basaron en andlisis de enzimas
de restriccion, midiendo la actividad de la NADH (alcohol deshidrogena-
sa) de Drosophila melanogaster y que después de una serie de articulos fue
establecido como método en el estudio del ajolote Ambystoma tigrinum
(Templeton, 1995).

El anilisis de clados anidados (NCA) fue disefiado para distinguir entre
los distintos procesos histéricos que pudieron influenciar la distribucién geo-
grafica actual de la variacién génica como se observa en una topologia (Hey y
Machado, 2003). Para obtener una hipotesis se utiliza un arbol de haplotipos
como base para definir una serie jerdrquica de clados anidados (ramas dentro
de ramas) por medio de la utilizacién de una serie explicita de reglas de ani-
dacion (Templeton et al., 1987; Templeton et al., 1995; Templeton, 2004).

Para anidar, es necesario utilizar el algoritmo elaborado por Templeton et
al. (1992) que estima la red de haplotipos (figura 5), éste se encuentra en el
programa TCS (Clement et al., 2000). Para utilizar este programa no es nece-
sario colapsar las secuencias en haplotipos (todos los individuos que presenten
la misma secuencia) ya que esto lo hara el programa asi como la estimacion
de frecuencias para cada haplotipo. En el programa TCS se obtendra como
resultado una red (o 4rbol) de haplotipos y una grafica en donde se muestra el
nimero de mutaciones que ocurre entre ellos. Este cladograma de haplotipos
se convierte en un diseno anidado (figura 6) en el cual los haplotipos (“clados
de 0-pasos”) separados por una mutacion se agrupan para formar un “clado de
un paso” desde los extremos hasta el interior del arbol; posteriormente estos
clados de un paso que estén separados a su vez por una mutacion se agrupan
en un “clado de dos pasos” y asi sucesivamente, hasta que el siguiente nivel de
anidacién abarque todo el arbol (Templeton 1995). Los clados anidados resul-
tantes se denominan como “C-N” en donde “C” es el nivel de anidacién del
clado y “N” es el nimero de un clado en particular en un nivel de anidacién
dado. Esta serie de ramas anidadas constituye un disefio estadistico evolutivo
que originalmente fue disefiado para investigar las relaciones entre genotipo y
fenotipo (Templeton, 1987).

Una vez que el clado anidado ha sido construido mediante la topologia de la
red de haplotipos, la prueba mas simple para asociaciéon geografica trata a cada
localidad muestreada como una variable categérica. En el programa GeoDis
(Posada et al. 2000) se implementa el andlisis cladistico anidado, ya que al intro-
ducir las coordenadas geograficas de las poblaciones se calculan dos distancias
principales: distancia de clado (D ) y distancia de nido (D, ). La primera mide la
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Figura 5. Red de haplotipos elaborada en el programa TCS. Cada haplotipo se relaciona
con otro por un solo cambio en la secuencia de ADN; los circulos pequefios muestran

haplotipos inexistentes que pudieron no haber sido muestreados o que existieron en algin

momento y que desaparecieron

dispersion geografica de cada uno de los clados mientras que la segunda mide
como esta distribuido el clado geograficamente con relacion a otros clados en el
mismo nivel de categoria anidada. Dentro del analisis, también se calculan las
diferencias que existen entre el clado y la distancia del clado anidado para los
clados exteriores (tip) contralos clados interiores (interior). Los clados exteriores
son aquellos clados conectados al resto del cladograma por solo una mutacion,
mientras que los interiores son aquellos conectados por dos 0 mas mutaciones. El
contraste entre interior-exterior corresponde a un contraste entre joven y viejo,
y entre poco distribuido o raro y comun. El archivo resultante de este analisis
consiste en los estadisticos calculados y sus valores asociados permutacionales
de P, los cuales mediante las tablas de inferencia de Templeton (2004) pueden
interpretar estos resultados en términos biolégicos.

Las tablas de inferencia estan basadas en tres factores bioldgicos que
Templeton et al. (1995) consideran como causantes de asociaciones espa-
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Figura 6. Red de haplotipos de la figura anterior, dividida en clados de anidacién de
diferentes niveles. Los cuadros mds pequefios (numerados del 1.1 al 1.11) son clados
de primer nivel o de un paso, éstos se encuentran agrupados en cuadros mas grandes

(numerados con el 2.1 y 2.2) que representan clados de segundo nivel; estos dos clados se

agrupan en un cuadro mayor (3.1) que constituye un clado de tercer nivel
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cio-temporales significativas que provocan la variacién de los haplotipos. El
primer factor es el flujo génico restringido, particularmente debido a aisla-
miento por distancia (véase el capitulo 2 de este libro), el segundo factor son
los eventos de fragmentacion tipicamente alopétricos y el tercer factor es la
expansion de rango, incluida la colonizacién, ya que cuando ocurre, todos
los haplotipos que se encuentran en la poblacién ancestral se expandirdn
geograficamente. La utilizacion de las tablas de Templeton ha sido debatida
debido a que son dificiles de leer y subjetivas (Knowles y Maddison, 2002),
sin embargo Templeton (2004) afirma que esta clave representa una separa-
cién formal de la prueba estadistica contra la interpretacion bioldgica que
debe estar acompanada por otras pruebas como verosimilitud o la utilizacion
de genes multiples.

ESTUDIOS MEXICANOS

Las aves han sido y son actualmente uno de los grupos que mas se utilizan para
los estudios filogeograficos. Primero, con las aloenzimas, se tenia evidencia de
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que no hay o existe poca estructura genética en sus poblaciones en compara-
cion con la estructura genética de especies de otras poblaciones de vertebrados
en la misma zona (Zink, 1997). Sin embargo, recientemente las poblaciones de
varias especies de aves se han revalorado desde una perspectiva filogenética y
se ha descubierto gran variedad de patrones de ADN mitocondrial, aunque
no todos seran mencionados aqui (ver Avise, 2000). Para el caso de las aves
de México, los estudios de este tipo han sido muy pocos y se han limitado a
las poblaciones residentes fuera del pais (Moore et al., 1991; Fletcher y Moore,
1992; Johnson y Marten, 1992; Johnson, 1995; Milot et al., 2000; Pruet et al.,
2000; Bulgin et al., 2003); no es sino recientemente que algunos grupos de
trabajo (e.g. Museo de Zoologia, Facultad de Ciencias, UNAM) han tratado
de abordar el tema.

Dentro de los estudios realizados en especies de aves residentes a México se
han encontrado varios patrones filogeograficos que se encuentran en algunas
de las categorias propuestas por Avise (2000; tabla 1). Asi, podemos encontrar
especies cuya estructura filogeografica corresponde con su distribucion geo-
grafica y su fenotipo, hasta especies cuyo fenotipo y estructura poblacional
no se relacionan entre si ni con la distribucién geografica de la especie. En
cuanto a las especies migratorias, los estudios filogeograficos son pocos y la
mayoria se encuentran orientados al drea de reproduccion del ave (Estados
Unidos de América y Canada) sin considerar la zona de invierno.

En los estudios filogeograficos realizados con aves residentes y que no
presentan ninguna estructura filogeografica, por lo que corresponden a la
Categoria ITI 6 IV, se encuentran las de distribucién disyunta como Melospiza
melodia (Zink y Dittmann, 1993) y Petrochelidon fulva (Kirchman et al., 2000).
La especie Melospiza melodia tiene una amplia distribucién desde las islas
Aleutianas y la costa este de Estados Unidos de Ameérica hasta el centro de
México y ha sido dividida en numerosas subespecies. Sin embargo, el estudio
realizado con ADN mitocondrial no revela ninguna estructura genética para
la especie (a diferencia de la morfologia) ni ningtin orden en la distribucién
geografica de los alelos a lo largo de toda su distribucion, incluidas las loca-
lidades mexicanas. Esto refleja un reciente establecimiento de la poblacion
después de una expansion de toda su drea de distribucion.

En el estudio realizado en Petrochelidon fulva, que tiene distribucion
disyunta en el centro-sur de Estados Unidos de América, Florida, la penin-
sula de Yucatan, las islas del Caribe, Ecuador y Pert, se encontr6 que para
México (centro-norte del pais y peninsula de Yucatan), la diferenciacion es
minima y no se podria hablar de unidades separadas (subespecies P. f. pallida
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y P, f. citata, respectivamente), ya que mantienen un flujo génico constante y
realizan migraciones anuales.

En los estudios donde la estructura filogeografica tiene una correspon-
dencia parcial con la distribucién geografica, Categoria I 6 II1, se encuentran
el pavo Meleagris gallipavo (Mock et al., 2002) y el chipe Wilsonia pusilla
(Kimura et al., 2002). Para México se estudiaron tres poblaciones nortefas de
Meleagris gallopavo (M. g. mexicana, M. g merriami'y M. g intermedia) y se
encontro que se existen suficientes diferencias a nivel genético como para hacer
la separacion entre subespecies; esta separacion puede deberse a la presencia
de las cadenas montafiosas mexicanas y el desierto de Sonora y Chihuahua
como barreras biogeogréficas. Sin embargo, los resultados deben tomarse con
ciertas reservas, ya que a pesar de que se tuvo mucho cuidado de no incluir
ejemplares reintroducidos, no se incluy¢ el resto de la distribucién dela especie
en el sureste del pais, que corresponde a la subespecie M. g. gallopavo.

Para la especie migratoria Wilsonia pusilla, se realiz6 un estudio filogeogra-
fico en poblaciones reproductivas y de invierno. Las poblaciones reproductivas
se distribuyen en casi todo el territorio de Estados Unidos de América, y las
de invierto abarcan desde la mitad del altiplano central de México, hacia el
sur hasta Centroamérica. En las poblaciones reproductivas en encontraron
haplotipos que dividen a la especie en este y oeste de EUA. Para la distribucion
invernal en México se observé que la mayoria de las aves que llegan son del
haplotipo del oeste, y unicamente tres localidades muestreadas del sureste del
pais presentan haplotipos del este del area de reproduccion. Por lo tanto, se
tiene una estructura filogeografica muy marcada en las areas de reproduccion,
que se conservan en su mayoria en el drea de invierno, y que al parecer no se
encuentran influenciadas por la geografia.

También se encontr6 que Toxostoma lecontei (Zink y Blackwell-Rago, 1997)
tiene una estructura filogeografica congruente con la genética y la distribu-
cion, por lo que pertenece a la Categoria I 6 III. Esta especie se distribuye en
las zonas desérticas del suroeste de Estados Unidos de América y noroeste
de México incluyendo Baja California Norte. Se realizé un estudio filogeo-
grafico con ADN mitocondrial (gen citocromo b) de muestras provenientes
de nueve localidades de su drea de distribucion y se obtuvo una separacion
geografica en la zona del desierto del Vizcaino en Baja California Norte. Esta
zona corresponde a la subespecie T. L. arenicola que se separa de T. I. lecontei
que ocupa el resto del drea de distribucion; se distinguen como unidades
diferentes y los autores las proponen como dos especies distintas, tomando
como base también las diferencias morfoldgicas.
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Dentro de los estudios de filogeografia comparativa, se han realizado dos
estudios con aves mexicanas que extienden sus distribuciones hasta Estados
Unidos de América (Zink, 1996) y las tierras aridas de Norteamérica (Zink et
al., 2001). En estos estudios utilizan las aves como modelo para explicar los
patrones filogeograficos con base en la variacion del ADN mitocondrial y con
ello evaluar el papel que tuvieron diferentes fuerzas evolutivas (flujo génico,
cuellos de botella, barreras histéricas y ecoldgicas) en los patrones espaciales
de las especies. Los estudios filogeograficos comparativos son interesantes
porque si se encuentra un patrén filogeografico general de diferentes espe-
cies de aves, podria suponerse que tuvieron una misma historia geografica, e
incluso al utilizar una gran diversidad de grupos (por ejemplo aves terrestres,
invertebrados marinos, peces de agua dulce y peces de agua salada; Avise,
1998), encontrar patrones filogeograficos generales hace suponer, sin lugar a
dudas, una historia geografica comun.

Zink (1996) trabajé con cinco especies de aves en México y trat6 de des-
cribir y comparar los patrones filogeograficos que presentaban con base en
su variacion del ADN mitocondrial. Entre ellas estan representadas cuatro
especies de aves paserinas y una no paserina (ganso), con una distribucién
amplia y simpatrica en las regiones de Norteamérica. Encontré que dos de
las especies estudiadas, el ganso (Branta canadensis) y el gorrion (Passerina
iliaca) mostraron patrones filogeograficos incongruentes entre si, mientras
que las tres especies restantes (Melospiza melodia, Spizella passerina y Agelaius
phoeniceus) carecen de un patrén. Estos resultados sugieren que la avifauna de
Norteameérica estd compuesta por especies que tuvieron diferentes historias en
el pasado, es decir, han existido periodos de expansion reciente (para las tres
especies que no muestran ningun patrén filogeografico) asi como importantes
eventos de aislamiento que produjeron diferentes patrones filogeograficos en
las otras dos especies, aunque incongruentes entre si.

Zink et al. (2001) trataron de encontrar patrones filogeograficos en especies
con distribuciones que abarcan el suroeste de Estados Unidos de América,
Baja California y el desierto de Sonora-Chihuahua en México, definiendo
en algunos casos patrones filogeograficos similares y en otros no. Utilizaron
secuencias de ADN mitocondrial (region control y ND2) y encontraron que
para Campylorhynchus brunneicapillus y Auriparus flaviceps existe una inte-
rrupcion filogeografica cerca de los 30°N, lo que coincide con lo que habian
previamente reportado para Toxostoma lecontei (Zink y Blackwell-Rago, 1997)
y que puede explicarse por la existencia de un brazo marino que existié en
Baja California hace un millén de afios que provocd un aislamiento entre el
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norte y el sur. En contraste con lo anterior, Polioptila californica carece de tal
interrupcion filogeografica y la expansion de su drea de distribucion hacia el
norte ha sido reciente. También T. curvirostre y Pipilo fuscus muestran divi-
siones genéticas entre los desiertos de Sonora y Chihuahua, mientras que C.
brunneicapillus, P. melanura y A. flaviceps no lo hacen; para estas ultimas una
explicacion probable es que la colonizacion de su actual area de distribucion sea
reciente y no refleje la distribucién que tuvieron en el pasado. Por lo anterior,
concluyen que no todas las especies de Baja California han tenido la misma
historia, ni han seguido los mismos caminos, por lo que no se puede, atn,
hacer una generalizacion de la filogeografia de Baja California, pero este tipo
de estudios (filogeografia comparada) pueden proveer de informacién para
determinar si algunas especies pudieron haber coexistido en algiin momento
de su historia geografica.

Elhecho de que se hayan encontrado patrones filogeograficos muy diferen-
tes en las especies de aves mexicanas aqui revisadas nos sugiere que la historia
biogeografica de México para las aves es muy compleja y que no estd regida
por eventos Unicos, sino por una muy compleja interaccién de fenémenos y
procesos cuyo resultado es la diversidad de aves que tenemos en el pais y la
reconstruccion de diferentes escenarios filogeograficos.

Actualmente, en el laboratorio de Sistematica Molecular del Museo de
Zoologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM se realizan varios proyectos
sobre limites de especies y filogeografia de aves mexicanas como un gran es-
fuerzo y contribucion al conocimiento de las aves de México. Los estudios que
sellevan a cabo incluyen gran variedad de drdenes y familias, particularmente
de complejos de especies como el colibri piquiancho Cynanthus latirostris
(Garcia-Deras, 2003), el colibri garganta amatista Lampornis amethystinus
(Cortés-Rodriguez, 2003) y el carpintero arlequin Melanerpes formicivorus
(Honey-Escandén, 2002), entre otros.

De los resultados de estos trabajos se establece que la descripcion de las
subespecies ha sido subjetiva, sin analisis estadisticos morfoldgicos rigurosos
quelas apoyen (e.g. Montes de Oca, 1875; Ridgway, 1911; Moore, 1939; Berlioz,
1937; Binford, 1985, 1989). En el caso de Cynanthus latirostris se estudiaron
cinco de las seis subespecies descritas y s6lo dos, latirostris y doubledayi, son
unidades diagndsticas reconocibles tanto en lo morfoldgico como en lo mole-
cular (Garcia-Deras, 2003). Se obtuvo una distribucion mismatch multimodal
para cada taxdn lo que sugiere que las muestras provienen de poblaciones en
equilibrio demogréfico después de haber pasado probablemente por un cuello
de botella (Schneider et al., 2000; Rogers, 2002). El valor de F_ obtenido para
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el género Cynanthus fue 0.04495 lo que nos sugiere que existe flujo génico
y que las poblaciones estin moderadamente diferenciadas (Zink y Blackwe-
11-Rago, 2000; Baker et al., 2003) mientras que la diversidad nucleotidica n
promedio fue igual a 0.2094. El valor de F  obtenido para el género Cynanthus,
la reconstruccion filogenética de los haplotipos y la diferencia en el color del
plumaje del macho en Cynanthus doubledayi sugieren que se trate como una
especie diferente de C. latirostris por lo que en este trabajo se reconocieron 3
especies del género Cynanthus: C. sordidus, C. latirostris y C. doubledayi, una
mas de las previamente reconocidas. Sin embargo, se hace la aclaracion de que
de haber incluido la sexta subespecie endémica de las Islas Tres Marias en el
analisis, conformaria otra unidad diagndstica reconocible. De esta manera,
el género Cynanthus estaria conformado por cuatro especies en lugar de las
dos reconocidas actualmente.

El colibri garganta amatista (Lampornis amethystinus) es residente de los
bosques de pino-encino y mesdfilos de montana (900-3400 msnm) desde Na-
yarity sur de Tamaulipas, a lo largo de las tierras altas de México y Guatemala,
hasta Honduras (AOU, 1998). Se han descrito siete subespecies a lo largo de
toda su distribucion y se realizé un estudio filogeografico para conocer si estas

Figura 7. Distribucién mismatch bimodal de Cynanthus sordidus que sugiere que la

poblacion esta en un equilibrio demogréfico (Garcia-Deras, 2003)
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Figura 8. Distribucion mismatch multimodal de Cynanthus doubledayi

que sugiere que la poblacion estd en un equilibrio demografico (Garcia-Deras, 2003)
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Figura 9. Distribucion mismatch multimodal de Cynanthus latirostris que sugiere

que la poblacidn estd en un equilibrio demografico (Garcia-Deras 2003)
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subespecies son en realidad genéticamente distintas, utilizando 73 individuos
pertenecientes a 27 localidades, y donde se encontraron 16 haplotipos. De
estos haplotipos 6 pertenecen a la subespecie Lampornis amethystinus salvini
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distribuida desde Chiapas hasta Honduras, morfolégicamente muy similar a
L. amethystinus amethystinus al presentar una tonalidad de la garganta rosa
oscuro a diferencia de otra subespecie Lampornis amethystinus margaritae
(de Oaxaca y Guerrero) que presenta la garganta morada. Por medio de un
analisis de clados anidados (figura 10) se observd que la diferenciacion ge-
nética entre amethystinus y salvini fue causada por una barrera geografica,
el Istmo de Tehuantepec, capaz de moldear la variabilidad genética de esta
especie. El patron filogeografico que se encontrd en este estudio pertenece a
la categoria filogeografica IV Avise (2000); los valores de diferenciacion gené-
tica obtenidos para las poblaciones del centro de México asi como para las de
Chiapas-Centroamérica presentan una diferenciacion genética moderada, lo
que indica que presenta linajes simpatricos con conexiones evolutivas recientes
(Cortés-Rodriguez, 2003).

El carpintero arlequin, Melanerpes formicivorus, se distribuye en tierras
altas con vegetacion de pino-encino, desde el oeste y centro-sur de Estados
Unidos de América hacia el sur en las cadenas montafosas de México hasta
las sierras de Centroamérica. Tiene algunas poblaciones aisladas en el sur de
Baja California Sur, el centro de Costa Rica y los Andes de Colombia. Se realizé
un analisis filogeografico para esta especie con muestras de algunos estados

Figura 10. Clados anidados para los 16 haplotipos de ADN mitocondrial identificados en
L. amethystinus, donde los ceros indican haplotipos intermedios que no se encontraron
en el andlisis. Cada linea representa un cambio mutacional sencillo que interconecta dos

haplotipos con una probabilidad mayor de 95%. Los clados de segundo nivel indican

aislamiento por una separacion geografica
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Figura 11. Arbol de parsimonia construido con el programa PAUP

para 16 haplotipos del gen mitocondrial ND2 del colibri Lampornis amethystinus
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de México y Costa Rica, y se encontraron cuatro unidades de historia: M. f.
formicivorus-bairdi (centro de México y Estados Unidos de América), M. f.
striatipectus (Costa Rica), M.f. angustifrons (Baja California Sur) y M. f. lineatus
(Chiapas). El patrén filogeogréfico encontrado en este trabajo corresponde al
V donde las unidades son el resultado del aislamiento de las poblaciones, por
un lado, lo que condujo a diferentes historias evolutivas de cada una de las
zonas mas aisladas de la especie (Baja California Sur, Costa Rica y Chiapas).
Por otro lado, también posee linajes comunes ampliamente distribuidos,
como los haplotipos del centro de México. El estado actual de la especie es
una mezcla de varios procesos que actian de forma diferente entre los grupos
de la misma (Honey-Escandén 2002), por lo que no se puede reconstruir una
historia inica para la especie a partir de la informacién proporcionada en los
clados anidados (figuras 12 y 13).

En conclusion, de acuerdo con nuestros resultados, podemos inferir que
tanto para M. formicivorus como para Lampornis amethystinus el Istmo de
Tehuantepec ha sido una barrera geografica importante que ha conducido
a la separacién de unidades de historia diagnosticables, provocando una
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Figura 12. Arbol de clados anidados realizado con el programa TCS para los 15 haplotipos
de una porcién del gen mitocondrial ND2 del carpintero Melanerpes formicivorus. La
anidacion de los clados de segundo y tercer nivel no corresponde con el aislamiento de los
grupos encontrados en el arbol de parsimonia. En cada clado de primer nivel, las iniciales
indican la localidad donde provienen los haplotipos: CR Costa Rica, CM Centro de México,
BCS Baja California Sur y CHIS Chiapas
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diferenciacién morfoldgica seguida de una genética (y no al revés). Este
patron filogeografico ya habia sido planteado por varios autores con base en
la morfologia de colibries (Binford, 1989; Howell y Webb, 1995) y otras espe-
cies de aves como Chlorospingus ophtalmicus, Streptoprocne zonaris y Turdus
infuscatus (Binford, 1989; Howell y Webb, 1995; Sanchez-Gonzalez, 2002).
En esta ocasiéon lo documentamos genéticamente, por lo que la hipdtesis se
hace mads robusta.

Otros trabajos en desarrollo tratan con especies de distribucién neotropical,
como la tucaneta esmeralda, Aulacorhychus prasinusy el colibri fandanguero
Campylopterus curvipennis.

El colibri Campylopterus curvipennis tiene una distribucion disyunta, en
la vertiente del Golfo y en la Peninsula de Yucatan hasta el este de Honduras.
Se piensa que en estas dos areas puede haber dos grupos diferentes: C. c.
curvipennis'y C. c. pampa (respectivamente) (AOU, 1998). Ademas, algunos
autores sugieren que junto con C. excellens, que se distribuye en la Sierra de
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Figura 13. Arbol de parsimonia (consenso de mayoria del 50% de 28 drboles) obtenido
en el programa PAUP, con busqueda heuristica, de 14 haplotipos de una porcion del gen
mitocondrial ND2 del carpintero Melanerpes formicivorus. Se sefialan los principales
grupos obtenidos. El grupo Centro de México se refiere a localidades situadas en Jalisco,
Michoacéan, Durango, Baja California Norte, Hidalgo, Guerrero, Oaxaca, Querétaro

y Zacatecas
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los Tuxtlas, Veracruz y noroeste de Chiapas, forma una superespecie (Sibley y
Alquist, 1990), o que incluso C. excellens es otra subespecie de C. curvipennis.
Por lo tanto, se analizara este complejo para poder encontrar diferencias gené-
ticas entre estos tres grupos y una estructura filogeografica que proporcione
mayor informacién sobre su historia evolutiva.

En cuanto a la tucaneta esmeralda Aulacorhynchus prasinus, su distribucion
va desde el centro de México hasta Panama, los Andes de Colombia, oeste de
Venezuela, Ecuador y Pert (AOU, 1998). Se encuentra asociada a bosques
mesoéfilos de montana por lo que presenta una distribucién fragmentada,
restringida o interrumpida con condiciones ecologicas especificas. Dado
que sus poblaciones presentan patrones de variacion discreta en tamario,
coloracién del plumaje y del pico, algunas de las 16 subespecies reconocidas
(Peters, 1948; Winker, 2000) se consideran especies distintas y ademas existen
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controversias sobre el estatus taxondmico de la especie. Por lo tanto, se estu-
dia este complejo para evaluar limites de especies entre las diversas formas a
través de diferencias genéticas y morfologicas, asi como inferir aspectos de
la historia evolutiva y de distribucion geografica de las mismas a partir de
analisis filogeograficos.

Gracias a la Colecciéon de Tejidos de Aves del Museo de Zoologia, que consta
de mds de 5000 tejidos catalogados (nimero que incrementa constantemente),
en un futuro cercano puede surgir mayor nimero de proyectos completamen-
te mexicanos y otros en colaboracién con investigadores extranjeros. Estos
primeros estudios realizados en México son fruto del esfuerzo de varios afos
de investigacion y desarrollo y representan un primer resultado del trabajo
de investigadores mexicanos. Se espera la pronta conclusion de los proyectos
aqui presentados y que en un futuro se tengan los patrones filogeograficos
de varias especies de aves. También se considera la posibilidad de realizar
filogeogratia comparativa con los patrones que surjan.
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EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Luisa I. Falcén y Aldo Valera

Los acidos desoxiribonucleico (ADN) y ribonucleico (ARN) son polimeros de
nucleétidos formados por un azucar de cinco carbones (desoxiribosa en el ADN
yribosa en el ARN), una base nitrogenada (que puede ser adenina, timina, cito-
sina, guanina o uracilo) y una molécula de fosfato. El ADN es la macromolécula
que contiene la informacion genética de las células procariontes, eucariontes y de
los adenovirus. El ARN esta involucrado en la sintesis de proteinas y constituye
el material genético de los retrovirus (Madigan et al., 2000).

La expresion de los genes es la base del metabolismo celular, y por ésta se
entiende que el ADN se transcribe en ARN, que a su vez se traduce en pro-
teinas. Esta secuencia ADN-ARN-proteinas constituye el dogma central de
la biologia molecular. Hay tres tipos de ARN:

o ElI ARN mensajero (mARN), que se sintetiza durante la transcripcion gra-
ciasala ARN polimerasa, estd conformado por codones, que son secuencias
de tres pares de bases que codifican un aminodacido en especifico.

o EI ARN de transferencia (tARN) permite el vinculo entre el tARN y los
aminoacidos, ya que en un extremo cuenta con un aminoacido y en el
otro, con una secuencia de tres pares de bases llamada anticodon, a la que
se une el codon del mARN.

o EI ARN ribosomal (rARN), que constituye la mayor parte del ARN en las
células, forma junto con proteinas a los ribosomas, que facilitan el aco-

499



500 LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES

plamiento especifico entre el mARN y los tARN para la traduccién; los
ribosomas estan compuestos por tres subunidades de rARN de diferentes
tamanos en los eucariontes (23S, 18S y 5S) y procariontes (23S, 16S y
5S).

Los estudios contemporaneos de ecologia molecular se han esforzado en
entender las funciones metabolicas de los diferentes componentes bioldgicos
presentes en el ambiente y en conocer la diversidad biolégica mediante el uso
y aplicacién de técnicas moleculares basadas en la amplificacion de diversas
regiones del ADN y ARN. La deteccion de la expresion de los genes o la
presencia de mARN especificos nos permitira acercarnos a temas como el
impacto de los diferentes componentes fisicos y bioldgicos del ambiente en
la expresion del ADN (ya que la simple presencia de ADN no nos indica la
actividad de los genes), asi como a la regulacién metabdlica de las enzimas que
son esenciales en el papel ecoldgico que juegan los organismos dentro de su
ecosistema (ciclos biogeoquimicos, bioremediacion, reciclaje de nutrientes),
entre otros.

EL ADN EN EL LABORATORIO
PRECAUCIONES

El trabajo de biologia molecular requiere de una serie de precauciones para
no contaminar las muestras con acidos nucleicos extraios. Es necesario
limpiar las areas de trabajo con solventes como el acido clorhidrico (10%),
sosa (NaOH, 0.5 N) y/o etanol (70%). También hay que utilizar guantes para
proteccion personal y para evitar contaminar las muestras, asi como trabajar
con materiales y soluciones estériles. Se recomienda trabajar en una campana
de flujo laminar y si es posible, someter el material a radiacion ultravioleta de
5 a 10 minutos para degradar cualquier acido nucleico presente.

ADN
COLECTA DE MATERIALES EN CAMPO
El ADN es muy estable y s6lo se requiere mantener las muestras congeladas

antes de su extraccion. Muchos investigadores las guardan y congelan en el
buffer de extraccion (siguiente seccion).
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METODOS DE EXTRACCION

En la extraccién de los acidos nucleicos, éstos se separan de cualquier otro
compuesto proveniente de las células o del ambiente del cual se tomaron las
muestras (p. ej. en muestras de suelos debemos considerar la alta concentra-
cion de 4cidos humicos, que son materia organica parcialmente degradada
que no es soluble en agua a pH bajo y tiene un poder quelante muy alto, por
lo que interfieren con la amplificaciéon del ADN). Inicialmente es necesario
llevar a cabo una lisis para liberar al ADN del interior celular, para lo cual se
utilizan los buffers de extracciéon que contienen 1) detergentes, como sodio
dodecilo sulfato (SDS) a una concentracion final del 1% o Triton X al 0.5%;
2) una molécula quelante (p. ¢j. EDTA, acido etileno amino tetra acético,
50mM), que tiene cuatro grupos carboxilo y dos grupos amino, cuya forma
completamente de-protonizada puede unirse a cualquier complejo metélico
en solucidn, quitando alos cationes de la solucion para desestabilizar la mem-
brana celular e inhibir a las ADNasas; 3) sales (p.ej. cloruro de sodio, NaCl
20mM), que forman una capa ionica suave que recubre al ADN protegiéndolo
yayudando a evitar su degradacion; 4) Tris-HCI 20mM con pH entre 7.5y 8.2
para mantener el pH de la solucién estable; 5) proteinasa K (concentracion
final 0.5 ml ml") para degradar proteinas o enzimas.

Durante este paso con buffer de extraccion es comtn someter la muestra a
tres o cuatro ciclos de incubacion a temperaturas entre los 50°Cy 70°C alternados
con agitacion de la muestra (manual, con vortex o en homogenizadores celulares
utilizando micro esferas) e incubacién a 4 °C. La temperatura de incubacién no
puede ser mayor alos 80°C, ya que a esta temperatura se comienza a degradar el
ADN. Estas incubaciones facilitan la ruptura de lipidos en la membrana celular,
permitiendo la liberacién del ADN de la estructura celular.

Posteriormente, resulta necesario tratar las muestras con dos extracciones
de fenol para eliminar las proteinas (como nucleasas); para ello se agrega de
fenol el mismo volumen de la muestra, se mezcla bien (vortex), centrifuga
a 10,000 xg (tres minutos), recuperando el sobrenadante con cuidado de no
acarrear las proteinas que quedan en la interfase. Hay que considerar que no
todos los paquetes comerciales de extraccion llevan a cabo este paso, por lo
que se podria observar una degradacion de las muestras por nucleasas con el
tiempo, aun cuando se guarden en el congelador. Después de la extraccion con
fenol, es comun llevar a cabo otra extraccién con cloroformo para acabar de
limpiar la muestra de cualquier residuo lipidico. Una vez mas, hay que agre-
gar igual volumen de cloroformo que el de la muestra, mezclar bien (vortex)
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y centrifugar para recuperar el sobrenadante. Una vez concluido este paso,
se lleva a cabo la precipitaciéon del ADN con etanol absoluto y con una sal a
alta concentracion (p.ej. acetato de sodio a una concentracion final de 0.3 M;
cloruro de sodio a una concentracion final de 0.2 M; acetato de amonio a una
concentracion final de 2.5 M o cloruro de litio, concentracion final 0.8 M). Por
otra parte, con la adicién de la sal, el ADN que esta cargado negativamente va
a obtener una capa i6nica positiva que permite su precipitacion. La eleccion
de qué sal usar depende de lo que se quiera hacer con el ADN después de su
extraccion; por ejemplo, no se debe utilizar precipitacion con acetato de sodio
si el ADN va a ser fosforilado con una quinasa polinucleotidica; el cloruro de
sodio puede ser usado si hay SDS en la soluciéon ya que esta sal permite que
el SDS permanezca en solucién en presencia de etanol.

Por otra parte, el alcohol en la solucién de precipitacion se utiliza para
remover la concentracion residual de sales y promover la precipitacion del
acido nucleico. Cuando se trata de muestras con baja concentracion de acidos
nucleicos, comtinmente se utiliza un volumen de muestra de isopropanol,
en lugar de dos volimenes de muestra cuando se trabaja con etanol. La
precipitacion del ADN es casi inmediata en presencia de la sal y el alcohol,
sin embargo se recomienda incubar la muestra durante 20 minutos a -80°C
o durante 45 minutos a -20°C. Posteriormente, se centrifuga la muestra (15
minutos a 10,000 xg), se remueve la fase acuosa y se lava la pastilla de ADN
con etanol al 70% para eliminar todas las sales que permanezcan en la solucién.
Las muestras se vuelven a centrifugar (un minuto a 10,000 x g), se elimina el
etanol y se deja secar el ADN (15 minutos a 37° C o media hora a temperatura
ambiente) hasta que no haya mas trazas de alcohol.

PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN
IMPLEMENTADOS EN EL LABORATORIO DE EVvOLUCION
MOLECULAR Y EXPERIMENTAL DEL INSTITUTO DE
EcorLoGia

En el laboratorio se han utilizado tres tipos de métodos para extraccion de
ADN, que se han modificado de protocolos previos propuestos por algunos
autores como Doyle y Doyle (1987):

 Extraccion de ADN en bacterias gram negativas
o Extraccion de ADN en plantas
« Extraccion de ADN en animales
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Estos métodos se caracterizan por no requerir en ningiin momento del
uso de paquetes comerciales, las soluciones requeridas son elaboradas en el
laboratorio y pueden ser modificadas segun requerimientos particulares. La
extraccion de ADN por estos métodos combina procesos quimicos, fisicos y
mecanicos e incluye basicamente tres pasos:

1. Lisis celular
2. Eliminacidén de proteinas
3. Precipitacion y limpieza del ADN

Nuestros métodos de extraccion de ADN presentan algunas ventajas
y desventajas respecto a otros métodos: son econdmicos, no se manejan
compuestos quimicos toxicos o contaminantes al ambiente y se obtienen
grandes cantidades de ADN; pero por otro lado, la pureza del ADN no es
absoluta y en algunas especies se obtiene un ADN parcialmente degradado
(en pedazos).

Paralelamente, también se han usado paquetes comerciales cuando se
requiere ADN de alta calidad o bien se trata de organismos de cierto grado
de complejidad como algunas bacterias gram positivas o plantas que natural-
mente producen gran cantidad de compuestos secundarios. Algunos paquetes
comerciales de alto rendimiento son:

¢ PURIGEN
¢ QUIAGEN
« MILIPORE
¢ GENTRA

« MoBio

En algunos casos hemos modificado los protocolos de uso de dichos pa-
quetes, esto con el fin de ajustarlos a los requerimientos de los organismos en
estudio o para mejorar los resultados obtenidos.

EXTRACCION DE ADN DE BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

1. Obtener un cultivo nuevo de bacterias. En un microtubo de 1.5 ml agregar
0.5 ml de sulfato de magnesio 10 mM y resuspender en ¢l una asada de
bacterias.
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2. Centrifugar a 4500 xg por 3 minutos y eliminar el sobrenadante perfecta-
mente escurriendo las muestras en papel secante.

3. Resuspender en 300 ul de buffer Tris HCI, 0.1M pH 8.

4. Adicionar 40 ul de lisozima (20 mg/ml) y 5ul de ARNasa (7000 U/ml).

5. Incubar a 37° C por 5 min., posteriormente a -20°C durante 10 min. y
finalmente a 85° C durante 10 min. Entre cada incubacién, mezclar vigo-
rosamente.

6. Agregar 20 pl de proteinasa K (20 mg/ml).

7. Incubar a 70°C durante 10 min., durante la incubacién invertir manual-
mente 5-10 veces.

8. Centrifugar a 8 000 xg durante 1 min.

9. Recuperar el sobrenadante (aprox. 250 pl ), sin tocar el botén y transferir a
un tubo nuevo. Adicionar 150 ul de isopropanol absoluto frio (a -20° C).

10.Incubar a -20° C durante 30 min.

11.Centrifugar a 10 000 xg durante 3 min. Eliminar perfectamente el sobre-
nadante.

12.Limpiar el botén con 300 pl de etanol al 70% agitando brevemente en
vortex.

13. Centrifugar a 10 000 xg por 3 min. Eliminar perfectamente el sobrenadante.

14.Secar perfectamente el botén a 65° C por 5 min. y resuspender en 50 a
00ul de agua pura, desionizada y estéril.

Un método alternativo y muy eficiente es utilizar las soluciones del paquete
de la marca PUREGENE, al que aplicamos las siguientes modificaciones:

TRATAMIENTO PREVIO

1. Cultivar las bacterias en medio sélido, pobre en nutrientes, durante el
tiempo necesario para obtener un crecimiento abundante pero de células
jovenes.

2. En un tubo de 1.5 ml estéril agregar 0.5 ml de sulfato de magnesio 10
mM.

3. Agregar una asada pequeiia de bacterias (calculando una cantidad de 2 colo-
nias medianas) y homogeneizar perfectamente “pipeteando” suavemente.

4. Incubar en hielo durante 10 min.

Centrifugar a 7000 xg durante 5 min. a 4° C.

6. Eliminar totalmente el sobrenadante colocando los tubos boca-abajo en
un papel secante.

N
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L1sis CELULAR

. Agregar 300 pl de solucién de lisis y resuspender las células pipeteando

suavemente varias veces.

Incubar a 80°C por 5 min. Es conveniente mezclar invirtiendo los tubos
5-10 veces.

Incubar a -20°C por 5 min.

Mezclar vigorosamente durante 10 seg.

TRATAMIENTO CON ARNAsa

Agregar 4 pl de solucién de ARNasa.

. Mezclar invirtiendo los tubos 25-30 veces.

Incubar a 37°C durante 15-30 min. Conservar en hielo.
PRECIPITACION DE PROTEINAS

Agregar 100 pl de Solucién de Precipitacion.

Mezclar vigorosamente durante 20 seg.

Centrifugar a 10 000 xg por 3 min.

Tomar 300 pl del sobrenadante, cuidando de no tocar el botén y transfe-

rirlos a un tubo nuevo. Conservar en hielo.

PRECIPITACION DE ADN

Agregar 300 pl de isopropanol absoluto y frio (a -20°C).

. Mezclar invirtiendo los tubos 50 veces. Dejar reposar durante 1 hora a

-20°C.

Centrifugar a 8 000 xg durante 1-2 min.

Eliminar el sobrenadante y escurrir perfectamente los tubos en papel
secante.

Agregar 300 pl de etanol frio al 70%. Mezclar vigorosamente durante 5 seg.
Centrifugar a 10 000 xg y eliminar perfectamente el sobrenadante escu-
rriendo en papel secante.

Incubar el botén a 65°C durante 1 min. ventilar en la campana de flujo
laminar por 5 min.
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HipraTACION DEL ADN

1. Agregar de 20 a 50 ul de Solucién de Hidratacion.
2. Incubar a 65°C durante 5min.

EXTRACCION DE ADN EN PLANTAS

Para la extraccién de ADN en plantas hemos usado con éxito los siguientes
protocolos, que son modificados del protocolo original conocido como mini-
prep (Doyle y Doyle, 1987). Con estos protocolos hemos extraido ADN de
varios grupos de plantas como agavaceas, coniferas, crasulaceas, cacticeas,
leguminosas, entre otras. El protocolo basico es el siguiente:

MINI-PREP

1. En un mortero moler alrededor de 1 g de tejido con nitrégeno liquido
hasta obtener un polvo fino.

2. Agregar 1 ml de buffer CTAB 2X y seguir moliendo. Recuperar en un
microtubo de 1.5 ml.

3. Centrifugar a 8 000 xg durante 8 min. a 4°C.

4. Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 pl de CTAB 2X.

5. Incubar a 60°C durante 10 min.

6. Agregar 600 pl de cloroformo:octanol 24:1, agitar hasta homogeneizar.

7. Centrifugar a 5000 xg durante 12 min. a 4°C (o hasta que le sobrenadante
quede transparente).

8. Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo, cuidando de no tomar la in-
terfase.

9. Agregar 2/3 del volumen final de isopropanol frio para precipitar el
ADN.

10.Dejar reposar durante la noche a -20°C.

11. Centrifugar a 8000 xg durante 5 min a 4°C. Eliminar perfectamente el
sobrenadante.

12.Limpiar el ADN agregando 1 ml de etanol 70% frio y centrifugar a 7 000
xg durante 5 min.

13.Eliminar el sobrenadante y resuspender con 100 pl de buffer TE.

Este protocolo es eficiente para la extraccién de ADN de plantas que no
producen compuestos secundarios o gran cantidad de polisacaridos; en casos
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contrarios el protocolo se ha modificado en funciéon de los requerimientos
de cada especie, basicamente en los tiempos y cantidades de las soluciones
utilizadas. Asi, tenemos que para la mayoria de las especies del género Agave
el protocolo ha sido modificado como sigue:

1. En un mortero cortar en cuadros pequeios alrededor de 1 g de tejido
y moler con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino, eliminar
el méximo de fibras. De ser posible, tratar de moler en un solo evento
y no remoler la muestra excesivamente (esto provoca que el ADN se
fraccione).

2. Agregar 250 pl de buffer de extraccion CTAB y 750 ul de buffer STE,
seguir moliendo y recuperar en un microtubo de 1.5 ml (es importante
conservar las proporciones de buffer, sin embargo las cantidades pueden
variar segun la textura y consistencia de la muestra tratando de obtener
un jarabe).

3. Centrifugar a 9000 xg durante 8 min. y eliminar el sobrenadante. Si el

sobrenadante resulta de un color intenso, se recomienda repetir los pasos

2y3.

Resuspender con 400 pl de CTAB 2Xy 600 ul de STE.

Centrifugar a 9 000 xg durante 8 min.

Eliminar el sobrenadante y resuspender con 600 ul de CTAB 2X.

Agregar 4 pl de ARNasa (7000 U/ml). Incubar 20 min a 37° C. Conservar

en hielo 5 minutos.

8. Agregar 40 ul de proteinasa K e incubar a 65°C por 20 minutos. Durante
la incubacién es conveniente invertir los tubos 2 a 3 veces. Poner en hielo
5 minutos.

9. Agregar a cada tubo 600 pl de cloroformo:octanol 24:1, agitar en vortex
hasta homogeneizar (no exceder la agitacion).

10. Centrifugar a 8 000 xg durante 12 min. (o hasta que el sobrenadante quede
transparente, o bien repetir el paso de cloroformo:octanol con el sobrena-
dante resultante del primer centrifugado).

11.Trasladar el sobrenadante a un tubo nuevo. Este paso es fundamental para
obtener un ADN limpio, se debe evitar recuperar material de la difase que
se forma; recupere con una pipeta de 200 pl sélo el 70% del sobrenadante:
tendra menos ADN pero mas limpio.

12. Precipitar el ADN agregando isopropanol frio a -20°C en un volumen
de 2/3 de lo obtenido de sobrenadante en el paso anterior (esto es, 600 ul
aprox.).

NS e
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13.Dejar reposar 2 horas a -20°C. No es recomendable dejar precipitando
muchas horas pues el producto resulta mas sucio.

14. Centrifugar a 7 500 xg durante 5 min. Eliminar el sobrenadante. Se ob-
servara un pequeiio boton al fondo del tubo, que debe ser color blanco
traslacido. Si es muy blanco y muy grande es posible que esté sucio; es
conveniente eliminar muestras de este tipo.

15.Limpiar el ADN agregando 1 ml de etanol 70% frio a -20°C, mezclar en
vortex hasta observar que el botén se desprende. Dejar reposar 5 minutos
a temperatura ambiente y centrifugar a 9 000 xg durante 5 min.

16.Eliminar el sobrenadante sin perder de vista el botén. Si lo considera ne-
cesario se puede repetir el lavado con alcohol al 80%.

17.Rehidratar el ADN con agua ultra pura (en nuestro laboratorio usamos
agua Mobio con no. de cat.: 17012-5200), el volumen de agua depende
del tamaiio del boton y puede ir de 15 pl a 150 pl.

REAcCTIVOS:
Buffer de extraccion CTAB 2X

Tris-HCl 100 mM pH8

NaCl 1.4 M

EDTA 20 mM pHS8

CTAB 2%

b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento de usar
el buffer)

Buffer de extraccion CTAB

Tris-HCI 100 mM pH8

NaCl 1.5 M

EDTA 20 mM pHS8

CTAB 4%

PVP40 4%

Ac. ascorbico 0.1%

DIECA 0.1%

b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento de usar
el buffer)
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Buffer de extracciéon STE

Tris-HCI 100 mM pH8

EDTA 50 mM pHS8

NaCl 100mM

b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento de usar
el buffer)

Nota importante: Un factor determinante para obtener ADN de calidad es
controlar la concentracion de sales residuales, que deben ser eliminadas. Para
ello existen protocolos de limpieza con fenol-cloroformo que se presentan mas
adelante, pero nosotros hemos llegado a controlar el exceso de sales directamente
desde la elaboracién de los buffers de extraccién, evitando con ello el manejo
del fenol que es altamente contaminante y peligroso. Lo que hacemos realizar
una extraccion preliminar y medir su calidad en un biofotémetro; si las lecturas
indican exceso de sales reducimos el NaCl al minimo posible. Esto se debe a que
algunas plantas acumulan sales en sus tejidos y la reaccion se satura de sales.

En otros grupos de plantas como cactaceas y crasuldceas, la extraccion de
ADN resulta mas dificil por la presencia de una gran cantidad de mucopolisa-
caridos y compuestos secundarios, en cuyo caso hemos logrado la extraccién
aplicando el siguiente protocolo basico, que modificamos en algunos pasos
segun los requerimientos de las plantas.

ExTrRACCION DE ADN TOTAL DE PLANTAS SUCULENTAS POR
EL METODO CTAB-STE

1. Moler 0.5 g de tejido fresco con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo
fino. De ser posible, tratar de moler en un solo evento y no remoler la
muestra excesivamente (esto provoca que el ADN se fraccione).

2. Agregar 260 pl de CTAB y 975 pl de STE, agitando hasta obtener un jarabe.

3. Agregar 65 ul de SDS al 20% agitando vigorosamente por 5 minutos e
incubar a 65°C por 10 minutos.

4. Agregar 325 ul de acetato de potasio 5M frio e incubar a -20°C por 40
minutos.

5. Centrifugar los tubos a 12 000 xg por 30 minutos.

6. Filtrar la fase acuosa con un trozo de algodén estéril insertado en la boca
del tubo (no muy apretado ni muy suelto) y sobre éste recuperar el sobre-
nadante en un tubo nuevo.
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7. Agregar 2/3 del volumen de sobrenadante obtenido con isopropanol frio
(-20°C), agitar suavemente e incubar a -20°C por 1 hr.

8. Mezclar suevemente, y centrifugar los tubos a 12 000 xg a 6°C por 10 minu-
tos. Eliminar el sobrenadante, dejar secar el boton de ADN y resuspender
en 0.5 ml de agua ultra pura. Incubar a 65°C por 10 min.

9. Centrifugar a 12 000 xg por 10 minutos y transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo.

10. Agregar 30 ul de acetato de sodio 3M y 300 ul de isopropanol frio (-20°C)
y mezclar suavemente. Incubar a -20°C por 30 minutos.

11. Mezclar suavemente y centrifugar a 6°C por 10 minutos, se formara un
boton pequeno traslucido.

12.Limpiar el botén con etanol frio (-20°C) al 80 %, mezclando en vortex
hasta soltar el boton. Si lo considera necesario se puede repetir el lavado
con alcohol al 80%.

13.Centrifugar a 1000 x g y eliminar el sobrenadante.

14.Rehidratar el ADN con agua ultra pura (en nuestro laboratorio usamos
agua Mobio con no. de cat.: 17012-5200), el volumen de agua depende del
tamarfio del botén y puede ir de 15 pl a 150 pl.

ReacTIVOS:
Buffer de extraccion CTAB

Tris-HCI 100 mM pHS8

NaCl 1.5 M

EDTA 20 mM pH8

CTAB 4%

PVP40 4%

Ac. Ascorbico 0.1%

DIECA 0.1%

b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento
de usar el buffer)

Buffer de extraccion STE
Tris-HCI 100 mM pHS8

EDTA 50 mM pHS8
NaCl 100mM
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b-mercaptoetanol 0.3% (no agregar este reactivo hasta el momento de
usar el buffer)

SDS 20%
Acetato de potasio 5 M
Acetato de sodio 3 M

En algunas ocasiones nos hemos enfrentado a muestras verdaderamente
complicadas como Opuntia rastrera, en cuyos casos iniciamos el proceso con
una maceracion en alcohol etilico al 96%, lo que rompe los mucopolisacaridos
y nos permite seguir con los procedimientos normales. En ocasiones tam-
bién combinamos partes de un protocolo con otro para resolver problemas
especificos. Cuando es necesario limpiar el ADN porque se encuentra muy
saturado de sales o proteinas que impiden la amplificacion de productos de
PCR utilizamos el siguiente método:

LIMPIEZA DE LAS MUESTRAS CON FENOL-CLOROFORMO

1. Agregar 50 ul de fenol y 50 ul de cloroformo y agitar en el vortex para
mezclar perfectamente.

2. Centrifugar a 10 000 xg por 30 segundos.

3. Rescatar la fase superior, con cuidado, sin tocar la interfase blanca que
contiene las proteinas y ponerla en otro tubo limpio.

4. Agregar 50 pl de fenol y 100 ul de cloroformo, agitar en vortex y centrifugar
en microcentrifuga como se hizo en los pasos anteriores.

5. Repetir estos pasos hasta que no se vea turbia la fase superior, y cuando
esto suceda ponerle 100 pl de coloroformo, mezclar bien en el vortex y
centrifugar. Rescatar la fase superior a un tubo nuevo.

6. Precipitar el ADN agregando 10 pl de NaCl 2M y 250 pl de isopropanol y
reposar la muestra a -20°C 4 hr. maximo.

7. Centrifugar los tubos por 1 hora a 12 000 x g a 6°C, eliminar el sobrena-
dante y lavar el precipitado con 1 ml de etanol al 80% frio.

8. Secar el precipitado y resuspender en 20-40 pl agua ultra pura.

EXTRACCION DE ADN EN ANIMALES

Para la extraccion de este material hemos utilizado el protocolo mini-prep
modificado basicamente con un aumento de proteinasa Ky de ARNasa. Hemos
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mantenido semejante el resto del protocolo aun cuando en el caso de insectos
hemos requerido cantidades minimas de tejido, como 0.1 g. También hemos
combinado partes del protocolo mini-prep con el uso de paquetes comerciales
para células animales, como las células hepaticas de borrego cimarrén, Ovis
canadensis, de las que se obtuvo ADN de buena calidad.

Cuando no obtenemos la calidad requerida para los experimentos a realizar,
recurrimos al uso de los paquetes comerciales mencionados, ya que a pesar de ser
muy caros y no permitir realizar estudios extensivos, permiten obtener ADN de
buena calidad. Respecto alos costos de dichos paquetes, basta decir que siempre
es mas barato no tener que repetir todo el experimento y que es posible obtener
buenas promociones si se consiguen los componentes a granel y en grandes
volumenes, y no en paquete, pues siempre es necesario ajustar los protocolos.

ARN
PRECAUCIONES

Una vez colectado el material es necesario agregarle una solucién que estabilice al
ARN lo antes posible, ya que los cambios en el patron de expresion de los genes
debido a la degradaciéon del ARN o a inducciones en la transcripciéon ocurren
inmediatamente. Debido a su estructura quimica el ARN es una molécula muy
fragil que puede romperse por accion de los grupos 2’-OH (altamente reactivos)
adyacentes al esqueleto de ribosa-fosfato. Existen paquetes comerciales para
estabilizacién de muestras de ARN de compaiias como QIAGEN, Ambion y
RNA-works, que en general funcionan con una mezcla de anticuerpos especificos
para ribonucleasas, inhibidores de ribonucleasas y/o contienen compuestos que
neutralizan a los grupos 2’-OH (como es el caso de RNA-works).

Dado que las ARNasas no van a ser inactivadas en su totalidad en el autoclave,
resulta esencial trabajar con material estéril y de preferencia de un solo uso. El
material de vidrio debe lavarse con una soluciéon 0.5 N de NaOH, enjuagarse tres
veces con agua de-ionizada y meterse al autoclave durante 2 horas. El material
de plastico deberd limpiarse con etanol absoluto y meterse al autoclave durante
45 minutos. Las micro esferas de vidrio, generalmente utilizadas en la extraccién
para incrementar la lisis celular por accion fisica, deben someterse a combustion
durante 12 hrs. a 450° C y deben pasar en el autoclave 45 minutos.

Es importante que los reactivos que se utilicen en la extraccién de ARN se
mantengan en alicuotas con los volimenes minimos necesarios para cada etapa
del proceso y en caso de ser posible se pasen dos veces por el autoclave.
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Cuando se extraen los acidos nucleicos para su amplificacion, es indispensa-
ble separar los sitios en los que se lleva a cabo la extraccion y la amplificacion,
0 en su caso, limpiar a profundidad la zona donde se llevo a cabo la extraccion
con NaOH 0.5N y con etanol absoluto antes de amplificar. En cada una de
estas dos etapas es ideal utilizar juegos de pipetas diferentes, o en su defecto
usar puntas de pipeta con filtro en la preparacion de las mezclas de reactivos
a utilizar en la amplificacion. También resulta propicio trabajar siempre bajo
la campana de flujo laminar con dos mecheros encendidos.

METODOS DE EXTRACCION DEL ARN
GIPS

El método utilizado con mas frecuencia es el de GIPS (por sus siglas en inglés;
acido tiosanato de guanidina, fenol, sarcosyl) desarrollado por Chomczynski
y Sacchi (1987). Cada uno de estos componente juega un papel especifico:
el acido tiosanato de guanidina es sumamente fuerte y tiene un alto poder
denaturalizante; el fenol, al estar acidificado, provoca que el ADN se acumule
en la interfase entre la fase acuosa y la del fenol, dejando al ARN en la fase
acuosa; el sarcosyl, por su parte, es un detergente muy potente que ayuda a la
lisis celular, pero no reemplaza la ruptura fisica de las células que generalmente
se logra con micro esferas de vidrio agitadas con la ayuda de un vértex o de
un homogenizador celular (como Bead-Beater). Sin embargo, es importante
tratar las muestras con ADNasas libres de ARNasas.

BOOM

El método BOOM, desarrollado por Boom et al. (1990) lleva a cabo la extrac-
cion con el acido tiosanato de guanidina, separando los acidos nucleicos con
base en su alta afinidad para enlazarse en matrices de silica, en vez de utilizar
fenol. Dado que este método aisla tanto ADN como ARN, resulta esencial
utilizar las nucleasas especificas para ADN que lo eliminen de la muestra.

Algunas compaiiias han creado paquetes de extraccion basados en este
principio, que utilizan matrices de silica disenadas para favorecer el enlace
de ARN (como RNeasy de QIAGEN).

Las moléculas grandes de ARN, incluyendo ARNr y ARNm, son insolubles
en soluciones con altas concentraciones de sal, por lo que durante su preci-
pitacion es comun utilizar cloruro de litio 8 M (libre de ARNasas) e incubar
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las muestras a 0°C durante dos horas antes de centrifugar. Sin embargo, este
método no debe ser utilizado para ARN que serd sometido a transcripcion
reversa (véase mas adelante).

TRANSCRIPCION REVERSA

Esta técnica permite pasar, en sentido inverso al dogma central de la biologia
molecular, de ARN a ADN. El primer paso es convertir el mARN en ADN
complementario (cADN) a partir de la actividad de la reverso transcriptasa.
Esta enzima existe en la naturaleza como parte del mecanismo de replicacion
en virus, y utiliza un tARN como oligonucledtido o primer.

METODO UTILIZADO PARA TRANSCRIPCION REVERSA PARA
EXPRESION DE GENES INVOLUCRADOS EN LA FIJACION DE
NITROGENO EN MUESTRAS ACUATICAS (MODIFICADO POR
ZANI ET AL., 2000 DEL KIT DE PROMEGA DE RT-PCR)

o Agua ultra pura sin nucleasas (28 pl)

 Buffer de virus de mieloblastosis de ave 5x (10 ul)

o dNTP, a concentracion de 10 mM por nucleotido) (1 pl)

e Primera12.5M (2 ul)

« Reverso transcriptasa de virus de mieloblastosis de ave (1 pl)
o Muestra de ARN libre de ADN (1 pl)

» Ciclo

e 30mina42°C

El cADN formado durante la transcripcion reversa es posteriormente uti-
lizado en la reaccion de PCR para amplificarlo e identificar el gen que estaba
originalmente expresandose en nuestra muestra (ver capitulo 17).

METODO PARA AISLAMIENTO DE ARN TOTAL DE MUESTRAS
DE AGUA AMBIENTALES (MODIFICADO A PARTIR DEL KIT DE
QIAGEN, RNEASY; FALCON ET AL., 2004)

1 Colectar muestras de agua en filtros DURAPORE (Millipore, Corp. San
José, CA. EUA).

2 Colocar filtros con las células hacia fuera dentro de tubos Eppendorf de
1.5 ml con micro esferas de vidrio y con la solucién RLT que contiene
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acido tiosanato de guanidina y B-mercaptoetanol (que desactiva moléculas
complejas y ayuda en la lisis celular).

3 Aplicar vibracion con vértex o con homogenizador celular (vibracién 1
min, colocar en hielo 1 min, vibracién 1 min).

4 Centrifugar (2 min x 10000 xg) y transferir el supernadante (con ARN)
a tubo colector nuevo. Agregar 350 pul de etanol absoluto para limpiar y
ayudar a la precipitacion del ARN. Mezclar bien por pipeteo o vortex.

5 Transferir mezcla a tubo de centrifuga de 1.5 ml con filtro de silica (co-
lumna); colocar columna en tubo colector. Centrifugar (15 seg x 10000 x
g) para atrapar el ARN en la matriz de silica.

6 *En caso de utilizar ADNasa, agregar 350 pl de la solucién RW1, 80 pul
de la solucién de ADNasa (10 pl de la solucién stock -1500 unidades de
ADNasa solida disuelta en 550 pl de agua ultra pura libre de nucleasas- en
solucién RDD). Centrifugar (15 seg x 10000 xg). Repetir la limpieza con
solucién RW1 (350 pl) y centrifugar (15 seg x 10000 xg). Si no se utiliza
ADNasa pasar directamente al siguiente paso.

7 Limpiar la muestra con la solucion RW1 (que contiene acido tiosanato de
guanidina). Agregar 700 ul y centrifugar 15 seg x 10000 xg.

8 Colocar la columna en tubo colector nuevo y limpiar con 500 pl de so-
luciéon RPE (que contiene etanol absoluto); centrifugar 15 seg 10000 xg.
Repetir.

9 Centrifugar 1 min x 10000 xg para limpiar la muestra de todo etanol
residual.

10 Colocar columna en tubo colector nuevo y agregar entre 30 y 50 pl
de agua ultra pura libre de nucleasas. Esperar un minuto para separar
las hebras de ARN de la membrana de silica y centrifugar (1 min x
10000 xg).

11 Guardar el ARN aislado (total) en nitrégeno liquido o a -80° C.
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(GUIA PRACTICA SOBRE
LA TECNICA DE PCR

Laura Espinosa Asuar

PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction o Reaccion en
Cadena de la Polimerasa. La idea bésica de la técnica es sintetizar muchas
veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede
trabajar a temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria Ther-
mus aquaticus que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su nombre
comercial mas conocido: taq polimerasa. Cuando hacemos una reaccién de
PCR simulamos lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en
el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polime-
rasa, el ADN del organismo que queremos estudiar —~donde se encuentra el
fragmento que queremos sintetizar-, los oligonucleétidos (llamados también
primers, iniciadores, cebadores, “oligos’, etc.) necesarios para que se inicie la
transcripcion, dinucleétidos (ANTPs), y las condiciones para que la enzima
trabaje adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio en
forma de MgCl, KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo
de cada polimerasa). Esta técnica tan ingeniosa tiene muchisimas aplicaciones
distintas y se ha convertido en una herramienta muy importante en la biologia
molecular; sus aplicaciones van desde la genética de poblaciones, evolucion
molecular y genémica hasta la medicina forense.

;Pero como funciona el PCR? Supongamos que ya tenemos los tubos listos
con todo lo necesario para que la sintesis del fragmento que nos interesa que
se lleve a cabo (taq polimerasa, dinucledtidos, ADN, agua, buffer con mag-
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nesio y otras sales, y oligonucleétidos). El siguiente paso es colocar los tubos
en una maquina conocida como termociclador, que basicamente sirve para
calentarlos o enfriarlos a temperaturas muy precisas. ; Cémo es que se ampli-
fica el (0 los) fragmento(s) que queremos? Primero, para hacer mas sencilla la
explicacion, vamos a suponer que esperamos un solo fragmento de un tamano
determinado, ylo que sucede es lo siguiente (ver el primer ciclo de la figura 1):
el termociclador calienta o enfria los tubos a tres temperaturas distintas, que
se repiten una y otra vez (lo que se llama los ciclos de reaccion), la primera es
a 95°C (y a este paso se le llama desnaturalizacién) durante la cual las dobles
cadenas del ADN se abren o desnaturalizan, quedando en forma de cadenas
sencillas; después el termociclador ajusta la temperatura en un intervalo en-
tre 40° y 60°C (llamada de alineamiento), a esta temperatura se forman y se
rompen constantemente los puentes de hidrégeno entre los oligonucle6tidos
y el ADN, y aquellas uniones mads estables (las que son complementarias)
duraran mayor tiempo, quedando los oligonucledtidos “alineados” formando
una pequeiia region de doble cadena. La polimerasa se une a este pequefo
pedazo de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5 a 3’; al
agregar unas bases mas, los puentes de hidrogeno que se forman entre las bases
estabilizan mas la unién y el oligonucledtido permanece en este sitio para el
siguiente paso. Después la temperatura sube a 72°C (paso que se conoce como
extension), ya que 72°C es la temperatura en la cual la polimerasa alcanza su
maxima actividad, y continua la sintesis de los fragmentos de ADN a partir
de los oligonucledtidos que ya se habian alineado.

En el primer ciclo, con estas tres temperaturas, se sintetizaran los prime-
ros fragmentos a partir del ADN gendmico. Estos primeros fragmentos no
tendran el tamano esperado, seran un poco mas grandes ya que la faq copiara
hasta donde le sea posible, pero como veremos mas adelante, se obtendran
en cantidades tan pequefias que al final no podremos detectarlos. Después
se repiten una vez mas las tres temperaturas, pero en este segundo ciclo, los
oligonucleétidos, ademas de unirse al ADN que pusimos al inicio, también se
uniran alos fragmentos recién sintetizados del primer ciclo (ver segundo ciclo
de la figura 1), por lo tanto en este segundo paso la polimerasa sintetizara 2
fragmentos largos copiados directamente del ADN y 2 fragmentos del tamafio
esperado, que es el tamafio que hay entre los dos oligonucle6tidos que hemos
usado. De esta forma con cada ciclo aumentara el numero de fragmentos del
tamafio que queremos. Cabe mencionar que antes y después de estos ciclos
se programan dos pasos, uno de 95°C durante varios minutos para iniciar
con desnaturalizacién, y al final de los ciclos, un paso tltimo de extensién a
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Figura 1. Descripcion del proceso de un PCR en los primeros ciclos de reaccion.
Comunmente se utilizan 35 ciclos para amplificar el fragmento que se requiere
(modificada de Parkes, 2003)

Primer ciclo
Desnaturalizacion del ADN

| ™ Alineamiento de los oligos

!
ey

Extension

Se sintetizan dos fragmentos un poco mas
largos de lo esperado

Segundo ciclo
(Se muestra sélo la alineacion y la extension)

Se amplifica otra vez la cadena de ADN Y se amplifican los fragmentos generados
en el primer ciclo. Asi se obtienen los 2
primeros fragmentos del tamafio esperado

Tercer ciclo
(Se muestra sélo la extension)

Se amplifican también los fragmentos del Y por ultimo, se amplifican 2 fragmentos
tamano esperado obtenidos en el ciclo 2 largos sobre la cadena de ADN

Fuente: Parkes H. 2003. Food for Thought http://www.chemsoc.org/chembytes/ezine/1999/parkes_

may99.htm, accesado 08/03.

72°C para permitir que la taq termine de sintetizar todos los fragmentos que

pueden haber quedado incompletos.
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Para este tipo de PCR es necesario que uno de los oligonucleétidos tenga
la misma secuencia que se encuentra en una de las cadenas del ADN, y el otro
deberd llevar la secuencia complementaria que estara al final del fragmento
que se quiere amplificar (por lo cual se les llama forward y reverse) para que
uno sea complementario a la cadena que forma el otro; si no es asi no podria
amplificarse el sitio que se necesita. Como cada pedazo sintetizado sirve como
base para sintetizar otros en el siguiente ciclo, el nimero de copias aumenta-
rd en forma exponencial (ver tercer ciclo de las figuras 1 y 2). Con una sola
molécula de ADN, en el ciclo 1 se producen 2'=2 nuevos fragmentos, en el
ciclo 2 seran 22, esto es, 4 fragmentos recién sintetizados, y asi, con 35 ciclos
de PCR se produciran 2'+2%...+ 2**4+2%= 2% nuevos fragmentos, de los cuales
s6lo 70 seran fragmentos de un tamafio mayor al esperado (2 por cada ciclo)
obtenidos al sintetizarlos directamente del ADN gendmico; esta pequefia
cantidad es casi imposible de detectar al analizar nuestros productos.

TiPOS DE TECNICAS

El PCR tiene diferentes métodos o aplicaciones en funcion de lo que nos intere-
se investigar (como son los RAPDs, AFLPs, ISSRs, SSCP.... véase los capitulos
18y 19 de este libro) y el primer paso es tener claro el tipo de informacién que
necesitamos para elegir o disefiar la estrategia mas apropiada para nuestro
trabajo. Brevemente podemos dividir la técnica en dos categorias:

Figura 2. En una reaccién de PCR los fragmentos se ampliifican en forma exponencial
(tomado de Vierstraete, 2001)

4to ciclo
Gen buscado — <: =
_<er ciclo — Ampliacion exponencial
2do ciclo -
——————{ lerciclo T » Ciclo 35
Plantilla de ADN — < ]

2= 2= —<

2 copias 8 copias  8copias 16 copias
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1)

2)

PCRs para la amplificacion de un solo sitio conocido del genoma (locus).
Estos PCRs requieren conocer la secuencia que se trabaja (por ejemplo
cuando amplificamos un gen especifico como el 16S), en cuyo caso se
utilizan oligonucledtidos disefiados a partir de la secuencia de ese gen y
se obtiene un solo fragmento de un tamao ya conocido. Con este tipo de
PCRs es posible hacer filogenias, y para obtener los datos hay distintos ca-
minos: desde hacer geles especiales que detectan cambios hasta de una sola
base entre las secuencias (SSCP), hasta utilizar enzimas de restriccion para
generar patrones de cada individuo, aunque lo ideal es obtener la secuencia
completa del gen que amplificamos, sobre todo cuando se desea responder
a preguntas relacionadas con las fuerzas evolutivas que han actuado sobre él.
El gen secuenciado puede ser analizado desde varias perspectivas y muchas
de ellas se encuentran en los diversos capitulos de este libro.

PCRs en los que no es necesario conocer la region que se estd amplifican-
do (se amplifican regiones no conocidas, como zonas hipervariables del
genoma), por lo cual no se sabe el tamano del fragmento (o fragmentos)
que se esperan. Estos se utilizan para determinar polimorfismo genémico
y son los mds comunes para fingerprint, ya que es sencillo obtener los
datos (un gel de agarosa después del PCR es suficiente), se observan varios
loci simultaneamente y la informacién de las zonas variables permite
inferir los datos necesarios para analisis de genética de poblaciones. En
general este tipo de PCRs utiliza un solo oligonucleé6tido con 2 caracte-
risticas importantes: que sea de pequefo a mediano (de 6 a 18 bases) y
sobre todo que su secuencia esté presente muchas veces en el ADN del
organismo que estudiamos. Existen zonas repetidas hipervariables del
ADN que pueden amplificarse de esta manera, por ejemplo los sitios
que sirven para iniciar la sintesis de ADN en los cromosomas, conocidas
como microsatélites. En el primer ciclo de reaccion lo que sucedera es
que el oligonucledtido utilizado hibridard en distintas zonas del ADN,
y primero comenzardn a sintetizarse fragmentos de tamafios variables e
indefinidos (hasta donde la polimerasa logre copiarlos). En el segundo
ciclo las cadenas sintetizadas a partir de las primeras copias formadas
seran del tamafo que existe entre dos oligonucle6tidos que no estén muy
alejados entre si. Estos fragmentos se copiaran una y otra vez, y de esta
manera al final obtendremos muchos fragmentos de tamarios diferentes,
de los que conoceremos la secuencia con que inician y terminan, pero
no la secuencia completa de cada uno. En la figura 3 se explica con mas
detalle un PCR de este tipo.
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Figura 3. Los PCR que amplifican zonas no conocidas utilizan oligonucléotidos pequeios

y amplifican zonas repetidas en el genoma (tiomado de Harlocker, 2003)

Primer ejemplo

Reaccion de PCR

Fragmento A Fragmento B

Supongamos que hacemos una reaccién de PCR con un individuo hipotético utilizando un oligo para
microsatélites. En este primer ejemplo el oligo ha hibridado en el ADN en 6 sitios diferentes, y al ampli-
ficar se generan 2 fragmentos:

1) Fragmento A es sintetizado a partir de la secuencia de ADN que se encuentra entre los oligos que se
han unido en las posiciones 2 y 5

2) El fragmento B es sintetizado a partir de los oligos unidos en las posiciones 3 y 6.

No hay productos de PCR entre las posiciones 1y 4 ya que estan muy lejos entre si como para permitir
que ocurra la reacciéon de PCR. Los oligos unidos a las posiciones 4 y 2 6 5y 3 tampoco amplifican ya
que no estan orientados uno hacia el otro.

Segundo ejemplo

Reaccién de PCR

Fragmento B

En el segundo ejemplo hay que suponer que es un individuo que tiene un cambio en el segundo sitio, y
el oligo no se ha unido en la segunda posicion, por lo tanto sélo se genera el fragmento B.
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sQUE SE NECESITA PARA HACER UN PCR Y
COMO CONSEGUIR ESTOS REACTIVOS EN MEXICO?

La polimerasa comercial siempre viene acomparnada de un buffer o amorti-
guador con las sales que se requieren, y si es necesario afinar las condiciones
del PCR, se puede pedir el cloruro de magnesio, MgCl,, aparte. Nosotros
utilizamos frecuentemente la polimerasa que se produce en la facultad de
Veterinaria dela UNAM (Amplificasa, de Biotecnologias Universitarias), y nos
ha funcionado bastante bien para casi todos nuestros PCRs. Si se trata de un
PCR que ha dado problemas, utilizamos una polimerasa mas cara (por ejemplo
la marca Applied Biosystem). También hemos utilizado distintas marcas de
dinucleétidos, y en general todos han funcionado bien. Lo importante es que
una vez decididos por una mareca, si es posible, hay que tratar de no cambiarla,
pues el cambio de marca implica estandarizar otra vez el PCR que ya habia
salido. Hemos visto que es mejor utilizar la misma marca de polimerasa y
de dinucledtidos, ya que cada compaiiia estandariza sus condiciones con sus
propios reactivos, y sobre todo para PCRs dificiles nos ha funcionado mejor
de esta manera. Si es un PCR no tan complicado, la polimerasa de la UNAM
trabaja bien con distintas marcas de dinucleétidos.

Los oligonucleétidos deben ser sintetizados por alguna compaiiia comer-
cial, y dentro de la UNAM también hay unidades de sintesis en varios institutos
de investigacion, como los de Fisiologia Celular y Biotecnologia. Para mayor
informacion al final del capitulo hay un pequefio directorio con algunos de
estos servicios que es posible obtener en la UNAM.

Un asunto critico que a veces uno no considera es el agua. El agua que
se utiliza en una reacciéon de PCR debe tener muy pocas sales (bidestilada)
y si hay variaciones en la cantidad de iones entre una reaccién y otra podria
haber problemas. Si se cuenta con un buen desionizador en el laboratorio sera
suficiente con solo esterilizarla (ver apartado sobre contaminaciéon del PCR
para evitar riesgos), sino es asi serd necesario recurrir al agua que venden las
compaiias comerciales, embotellada y libre de nucleasas.

Tubosy puntas, sera eleccion de cada quien. Casi todos los termocicladores
funcionan con tubos de 0.2 ml cuyas paredes son muy delgadas para que se
ajuste mejor la temperatura al interior del tubo cuando se hace la reaccién. Hay
marcas mas baratas, algunas de ellas con la gran desventaja de que las tapas
de los tubos no cierran bien y el contenido se evapora, pero hay que probar,
pues no siempre es asi. Desde luego, todo el material debera venir certificado:
libre de ARNasas y ADNasas.
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Los termocicladores también son una elecciéon personal que depende en
gran parte del presupuesto. Los hay de todos tipos y para todas las necesidades:
que le quepan muchos tubos, que hagan gradientes de temperatura, que sean
muy rapidos y exactos para alcanzar las temperaturas programadas... hemos
tenido de distintas marcas y nuestra experiencia ha sido que han funcionado
mejor los mas sencillos que s6lo suben y bajan temperaturas con precision
y rapidez. Los termocicladores de modelos mas viejitos son menos precisos,
ya que los tubos que utilizan son de plastico grueso y la temperatura a la que
trabajan no es tan exacta; otra desventaja es que son muy lentos y el PCR
tarda mucho en estar listo.

HACIENDO PCR: COMO HACERLO Y ALGUNOS TIPS
PARA QUE SALGA MEJOR

El PCR es una técnica aparentemente sencilla y facil de hacer. El problema es
que no siempre es asi. La reaccién de PCR es muy sensible a cambios de iones,
temperaturas, contaminantes que pueden estar en el ADN o en el agua... de
un termociclador a otro puede haber variaciones jy a veces es dificil entender
porqué no sale nada! En este apartado trataremos de mencionar todos los
detalles que consideramos podrian ser de ayuda, sobre todo para aquéllos
que estan empezando a montar la técnica.

ANTES DE EMPEZAR

A nosotros nos ha funcionado bien preparar todos los reactivos en alicuotas
congeladas (los guardamos a -20°C), calculando que cada alicuota sirva para
unas 5 reacciones como maximo. Sélo para hacer las alicuotas utilizamos
puntas especiales con filtro, para evitar contaminarlas, y nos hemos dado
cuenta que de esta manera congelamos y descongelamos los reactivos pocas
veces, por lo que nos duran maés (sobre todo la tag y los dNTPs) y ademas
si tenemos algtin tipo de contaminacién, tiramos las alicuotas que usamos
en ese momento, se descongelan nuevas, y de esta forma no tenemos que
tirar todos los reactivos a la basura. Es importante considerar que los re-
frigeradores comerciales con defrost automatico deshidratan las muestras
por lo que hay que utilizar los refrigeradores y congeladores de laboratorio
sin esta funcion.
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ConbpIcIONES DEL PCR

Lo mejor es tratar de empezar con las mismas condiciones que se hayan repor-
tado para el oligonucledtido que estemos utilizando. Cuando se trata de un oligo
disenado en el laboratorio (o que no esta reportado) se puede empezar a montar
la técnica en condiciones estandares, y dependiendo del resultado, se hacen o no
modificaciones (tabla 1). Para ello sugerimos probar primero con pocas muestras
(por ejemplo, de 5 a 10 ADNs diferentes), y una vez que esté montado el PCR,
entonces si hacer el experimento con las muestras que se necesiten.

Tabla 1. Condiciones estandar para un PCR
(célculos para 50 pl en cada tubo)

Concentracion Concentracion Cantidad Cantidad
inicial*1 final en la reaccion para un para
tubo 10 tubos

dNTPs 10mM (todos) *2  200uM 1yl 10 ul
varia de acuerdo al magnesio

Magnesio 25mM 1.5mM 3ul 30 ul
puede probarse de 1 a4 mM
Oligo forward 10uM 1uM 5ul 50 ul
puede probarse de 0.1 a 1 uM
Oligo reverse 10uM 1uM
puede probarse de 0.1aluM 5yl 50 pl
Enzima 50/ul 1U 0.2ul 2ul
Buffer 10x 1x 5ul 50 pl
Agua -- -- 29.8 ul 298 ul
ADN 0.1mg/ml 0.1mg genémico (méaximo 11 ul ---
(agregar después 500 ng; de bacteriade 1 a
de dividir el mix) 10 ng y si es plasmido
de0.1a1ng)

"'Las concentraciones iniciales son las mas comunes del mercado, para los dNTPs o los oligos son las
concentraciones a las que mds cominmente se preparan.

“La concentracion de los ANTPs a 10 mM, se refiere a la suma de los 4 dNTPs, y cada uno estd a 2.5
mM.
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En esta tabla hemos anotado las concentraciones finales de cada reactivo,
y en las columnas siguientes anotamos cdmo hariamos un PCR con estas con-
centraciones en el laboratorio. Por cada tubo sabemos qué cantidad agregar,
y dependiendo del nimero de muestras que usaremos se calcula la cantidad
necesaria de cada reactivo. En este caso pusimos de ejemplo un experimento
con 10 muestras: en un tubo eppendorf de 1.5 ml mezclamos las cantidades
calculadas (excepto el ADN) y cada uno de los 10 tubos se llena con 49 ul de
mezcla, y al final se agrega el ADN de cada muestra.

Una recomendacion importante es hacer la mezcla del PCR lo mas ho-
mogénea posible. Una causa muy comun de errores la encontramos aqui, el
congelar y descongelar cambia las concentraciones de los reactivos y/o forma
gradientes dentro de los tubos, y al homogeneizarlos aseguramos obtener
resultados reproducibles. Para hacerlo, nos aseguramos de que todos los
reactivos se descongelen totalmente sobre el hielo, y para utilizar siempre la
misma cantidad de reactivo en el experimento, cada tubo se invierte y se le
dan golpecitos con los dedos; como el contenido queda regado en las paredes
utilizamos una picofuga (centrifuga pequena) para juntar el liquido (también
se puede juntar a mano con varias sacudidas fuertes hacia abajo aunque esto no
es tan eficiente). Estas indicaciones las seguimos con todos nuestros reactivos,
excepto la polimerasa, que nunca sacamos del congelador de -20°C; cuando
necesitamos usarla, en el mismo congelador tomamos lo que se necesite. Al
final, cuando ya hicimos la mezcla en el tubo y hemos agregado la taq, se
invierte suavemente varias veces (sin hacer burbujas pues se desnaturaliza la
polimerasa) y se baja la mezcla en la picofuga. Ya preparados, los tubos deben
mantenerse en hielo o a 4°C hasta meterlos al termociclador, para evitar que
la polimerasa sintetice fragmentos inespecificos.

TEMPERATURAS Y CICLOS

Recomendamos buscar algunos articulos que han trabajado con sistemas pa-
recidos, ya sea el organismo, el gen o el tipo de ADN que se desea trabajar, y
empezar a trabajar con las temperaturas que se reportan. Si esto no funciona, o
no hay reportes de esos oligonucledtidos, las temperaturas y los ciclos estandares
que en general se recomiendan para empezar a probar son los siguientes:

+ Desnaturalizacion inicial: 95°C por 5 a 10 mn;
30 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento a 50°C por
30 s y extension a 72°C por tiempo variable (ver mds adelante);
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o Extension final a 72°C por 10 mn (aunque no es estrictamente necesario
este ultimo paso, es solo para asegurar que los fragmentos incompletos se
terminen de sintetizar);

o Al final se programa la maquina para que conserve los tubos a 4°C.

En cuanto al tiempo, existe una regla que puede aplicarse a casi todos los
PCRs: la temperatura de desnaturalizacién y de alineamiento es suficiente
de 30 a 60 s. Si es una buena maquina que llega rapidamente a la tempera-
tura programada, con 30 s es suficiente. Para la extension, dependiendo del
tamano que esperemos se utiliza mds o menos tiempo para permitir que la
polimerasa trabaje adecuadamente, si se espera un producto de 1 kb, con 1
min es suficiente, si es de 2 kb, 2 minutos, y si es menos, se hace la conversion
equivalente (Henegariu, 1997).

Casi todos los PCRs funcionan bien con 30 ciclos, aunque pueden usarse
desde 20 ciclos hasta 35. Alguna vez nosotros utilizamos menos ciclos para
un PCR que nos daba problemas: por mds que hicimos, era imposible quitar
una banda inespecifica que se amplificaba en poca cantidad, y bajando los
cicloslogramos deshacernos de ella, logrando tener el PCR que esperabamos,
de una sola banda (aunque obtuvimos menos producto).

LA TEMPERATURA DE ALINEAMIENTO

Si con estas temperaturas estandares el PCR no esta dando buenos resultados
se pueden hacer variaciones en la temperatura de alineamiento. Si la tempe-
ratura de alineamiento es muy baja, obtendremos un PCR menos especifico,
y si es muy alta, la especificidad serd mayor (aunque si es demasiado alta no
se amplificara nada, pues la unién de los oligonucleo6tidos con sus sitios com-
plementarios sera poco estable y la polimerasa no podra iniciar la sintesis).

Para PCRs muy especificos en los que se amplifica una sola banda es
importante elegir una temperatura de alineamiento que sea la correcta y que
nos asegure que el gen que amplificamos es realmente el que queremos. En
el caso de PCRs de mas de una banda si la temperatura que utilizamos no es
tan especifica podemos obtener poca reproducibilidad en los experimentos,
ya que el oligo se pegara en cualquier parte al azar y no solamente en los sitios
que son complementarios, lo que hara que se amplifiquen zonas distintas en
un PCR y otro.

Para tener una idea de la temperatura de alineamiento que podria ser la
mejor para nuestros oligos podemos calcular la T de cada oligo que utiliza-
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mos. Tm significa en inglés melting temperature y se refiere a la temperatura
a la que se hibridan o se pegan los oligonucleé6tidos en los sitios que son
complementarios. Este proceso dependera principalmente del tipo de unio-
nes (dobles o triples enlaces de hidrégeno) que formaran sus bases, y por
eso la secuencia de cada oligo es la que se toma en cuenta para conocer cual
es la temperatura optima para su alineamiento. Existen muchas maneras de
calcularla, por ejemplo una sencilla es:

Tm = 4(G+C) + 2 (A+T) (Entrala, 2000), aunque hay muchas otras que
también pueden utilizarse (hay sitios en internet que lo calculan, ver referen-
cias al final). Conocer la Tm puede darnos una idea, pero no siempre es la
temperatura que se utiliza en el termociclador, ya que también los iones y otras
sustancias que haya en la reacciéon pueden influir en la forma en que se unen
los oligos. Una de estas férmulas toma en cuenta los iones, pero en general
hay que probar experimentalmente hasta encontrar la temperatura dptima.

éQUl':j HACER CUANDO TODO EMPIEZA A FALLAR?

Si al probar las condiciones estandares obtenemos demasiadas bandas, o no
hay ninguna, algunas posibilidades de lo que esté pasando podrian ser:

1) ;Cual es la calidad del ADN que tenemos?

Muchas veces cuando no sale un PCR el problema estd aqui (para mayor
informacion puede consultarse el capitulo 16 de este libro). El ADN puede
estar contaminado con proteinas o alguna sustancia que inhibe la reaccién de
PCR. Nuestra experiencia ha sido que ahorra mas tiempo y dinero a la larga
extraer el ADN con un kit comercial que esté disefiado especificamente para
el tipo de organismo con el que trabajemos. En general todas las técnicas de
extraccion tiene principios basicos comunes: primero romper el tejido y las
membranas celulares y nucleares, casi siempre con algun tipo de detergente
(por ejemplo el SDS o el CTAB). Si quedan restos de SDS la reaccién puede
inhibirse, aunque esto puede neutralizarse utilizando 0.5% de Tween 20 o 40
en la reaccion de PCR (para més informacion, consultar el sitio de Lieb B.,
2003). Después es necesario deshacerse de todos los componentes celulares
que se liberan, y dejar al ADN limpio para poder amplificarlo. A veces se
usan sales (como acetatos por ejemplo) que precipitan las proteinas pero no
el ADN; o cloroformo y fenol que “atrapan” los lipidos y proteinas y dejan
al ADN disuelto en agua. También el cloroformo y el fenol inhiben la reac-
cién de PCR, asi como el etanol. Ademas cada tipo de célula o tejido tiene
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componentes caracteristicos, que a veces no podemos quitar y que también
inhiben la reacciéon de PCR, por lo que es necesario investigar qué protocolo
es el mejor para el tipo de organismo que trabajemos. Otra posibilidad es que
el ADN esté degradado, y para saberlo recomendamos correr una pequefia
muestra de nuestro ADN en un gel, hemos visto que de esta manera incluso
podemos notar si la cantidad de ADN que estamos utilizando es la correcta o
no, y aunque sea indirectamente (no es una medida exacta) podremos hacer
un célculo visual de cuanto ADN tenemos por muestra.

2) Hacer curvas de cloruro de magnesio

Es de las primeras cosas que ajustamos para una reaccion de PCR que
no ha salido del todo bien. La polimerasa necesita de iones de magnesio
para funcionar adecuadamente y en general la concentracién de 1.5 mM de
magnesio es la mas comun, pero puede probarse en un rango de 1 a 4 mM.
Mucho magnesio inhibe a la polimerasa, y poco puede generar productos
inespecificos.

3) Revisar la concentracién y el manejo de los dNTPs

Los dinucledtidos unen iones de magnesio. Para 1.5 mM de magnesio en
la reaccién de PCR, una concentraciéon ideal de dNTPs es de 200 pM. Peque-
fos incrementos en la concentracion de dNTPs pueden inhibir la reaccién
porque atraparan el magnesio necesario para que la polimerasa trabaje. Si
cambiamos la concentracion de dinucleétidos es importante tener en cuenta
que existe una relacion entre las cantidades de magnesio y las de dinucle6tidos
en lareaccion. También es necesario saber que los ANTPs son muy inestables,
si se descongelan mas de 3 a 5 veces pueden no funcionar tan bien. Por eso
recomendamos hacer pequenas alicuotas, calculando que sirvan para 3 0 5
experimentos.

4) Revisar el buffer y agregar aditivos

En general cada polimerasa viene con un buffer ya preparado con los
reactivos necesarios para que funcione de forma adecuada. Casi todos estan
preparados con KCl y tris (un buffer 10X estandar contiene 500 mM KCly 100
mM Tris-HCI, pH 8.3). Algunos buffer incluyen el magnesio necesario parala
reaccion, y puede suceder que al no notarlo y agregar magnesio extra se esté
trabajando en concentraciones mayores a las que suponemos. Sera necesario
entonces pedir un buffer sin magnesio, y/o tomar en cuenta la concentracién
del magnesio que incluye (usualmente estan preparados para quedara 1.5 mM
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final en la reaccion). También es posible utilizar aditivos que en ocasiones
mejoran el rendimiento de los PCRs, aunque no siempre funcionan, a veces
no tienen ningun efecto o a veces incluso podrian bajar el rendimiento en
lugar de aumentarlo, asi que hay que probar. Brevemente expondremos aqui
algunos de los mas comunes (Lieb, 2003). Formamida: estabiliza la estructura
secundaria del ADN. Generalmente se recomienda utilizarla de 1% hasta 5%.
Existen algunos reportes que la utilizan cerca del 10%, pero podria inhibir
la reaccion de PCR, asi que es mejor no utilizar concentraciones mayores a
las estrictamente necesarias para una éptima amplificacion. Detergentes no
ionicos: estabilizan la taq y evitan la formacion de estructuras secundarias. 0.1
a 1% de Triton X-100, Tween 20 o NP-40 pueden incrementar el rendimiento
de la reaccion, pero también pueden incrementar la cantidad de productos
inespecificos. BSA (Bovine Serum Albumin o Albimina Sérica Bovina): a
concentraciones por encima de 0.8 ug/ul el BSA incrementa la eficiencia de la
PCR, ya que actia como una proteina captadora de iones y otros inhibidores
de la taq polimerasa como la melanina. DMSO (Dimetil Sulféxido): para
algunas amplificaciones podria ser necesario utilizarlo del 2 al 10%, ya que
reduce la estructura secundaria del ADN y es util sobre todo para amplificar
regiones con gran cantidad de GCs, aunque se ha visto que al 10% inhibe la
actividad de la tag en un 50 %.

4) Revisar los oligonucleotidos

Podrian estar degradados, defectuosos, mal disenados o incluso que la
cantidad utilizada no sea la correcta. Si hay mucha cantidad aumenta el
rendimiento del PCR, pero podrian formarse productos inespecificos, y si se
agrega ain mayor cantidad los oligos pueden formar dimeros, en vez de unirse
al ADN, y eso impide la amplificacién del producto. Si utilizamos muy poco
podriamos tener mayor especificidad en el producto, pero puede suceder que
no veremos el amplificado (pues baja el rendimiento), asi que sera necesario
encontrar el 6ptimo para nuestra reaccion.

CONTAMINACION

Es muy frecuente que los PCRs se contaminen. Para monitorearlo, siempre
hay que trabajar con un control negativo: un tubo extra al que se le agreguen
todos los reactivos utilizados en el PCR, excepto ADN. Si en esta muestra hay
amplificacion significa que en algtin reactivo hay restos de ADN o de producto
de PCR que esta contaminando el experimento. Si esto sucede, consideramos
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que lo mas facil es deshacerse de todas las alicuotas sospechosas (por eso es
importante preparar alicuotas de todos los reactivos) y tomar alicuotas nuevas.
Para prevenirlo sugerimos algunas medidas que podrian ser de utilidad: los
productos de PCR son frecuentemente los que contaminan, al ser moléculas
de tamano muy pequeiio y al estar tan concentradas es facil que una gotita de
producto quede en una pipeta (las pipetas absorben el liquido por aspersion
y las gotitas quedan regadas como si fueran spray); al preparar una mezcla
posteriormente, esto contamina alguno de los reactivos que se utilizan. Para
evitarlo existen puntas con filtro y pipetas especiales, pero son caras. También
existen cabinas con luz UV y flujo laminar, aunque también son caras. La luz
UV forma dimeros de pirimidina entre las dobles cadenas de ADN, por lo
que estas moléculas se vuelven imposibles de amplificar. Por otro lado, el flujo
laminar evita contaminacién de un tubo a otro, y es util sobre todo si se tra-
baja con plasmidos o reamplificando productos de PCR ya que las moléculas
pequeiias son altamente contaminantes.

Sugerimos también separar las areas de trabajo (la zona de preparaciényla
zona de amplificacion; si no es posible, limpiar muy bien la zona con alcohol
antes de preparar la mezcla del PCR, y trabajar siempre sobre un papel) y
tener un juego de pipetas exclusivo para trabajar la mezcla para la reacciéon de
PCR, separadas de las pipetas con las que se manejen los productos de PCR ya
amplificados. Otra fuente de contaminacion es el ADN que amplificamos (jya
sea de las muestras o el nuestro!), aqui el problema puede ser sobre todo los
dedos, al abrir y cerrar los tubos. La sugerencia mas comun es utilizar guantes,
pero para los que tenemos manos pequefias pueden ser un gran estorbo y las
puntas del guante se atoran en todos lados, por lo que consideramos que debe
ser una decision personal, lo importante entonces es estar consciente de donde
pone uno los dedos. También sugerimos agregar el ADN al final en cada tubo,
si es posible utilizar una pipeta sélo para el ADN, y si no hay, tener mucho
cuidado y limpiar muy bien las pipetas después de agregarlo. También se evita
la contaminacidn si se guardan en lugares y/o cajas distintas los reactivos del
PCR, las muestras de ADN y los productos de PCR.

Otra sugerencia es utilizar material que haya sido esterilizado en autoclave
para que esté libre de ADN y de nucleasas. Esta es una medida muy comun,
pero hemos tenido contaminaciones provenientes del agua de la autoclave,
que contenia gran cantidad de algas, y el proceso de esterilizaciéon no fue
suficiente para eliminar el ADN de estos microorganismos. Desde entonces
decidimos no esterilizar el material del PCR, y para descontaminar utilizamos
luz ultravioleta en las pipetas; las puntas y tubos los utilizamos directamente
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de las bolsas (de marcas certificadas, libres de ADNasas, ARNasas y ADN),
con lo cual logramos eliminar la contaminacion.

Ademas del control negativo que nos permite visualizar posibles casos de
contaminacion, una vez que se ha ajustado el protocolo de nuestro PCR es
siempre recomendable incluir un control positivo. Este es un tubo que contiene
ADN de una muestra que haya amplificado adecuadamente y cuyo patrén
de bandas es conocido. De esta manera, puede esperarse que si la reaccion
se llevd a cabo correctamente, esta muestra siempre salga. En caso contrario,
si nuestro PCR no gener6 bandas en ninguna de las muestras, ni siquiera en
el control positivo, puede suponerse que el error radica en que se nos olvido
agregar algun ingrediente o bien que los ciclos de temperatura no se llevaron
a cabo adecuadamente, ya sea por problemas de la maquina o bien por error
al elegir el programa de amplificacion.

METODOS PARA VISUALIZAR EL PCR
PriNciIPIOS BASICOS DE LA ELECTROFORESIS

La idea ahora es poder analizar el o los fragmentos obtenidos en el PCR, y
la electroforesis, ya sea en geles de agarosa o de acrilamida, permite separar
estos fragmentos de acuerdo al tamafo de cada uno. Tanto la agarosa como
la acrilamida forman una especie de red con agujeros de tamanos diferentes,
por la cual obligamos a pasar los fragmentos de ADN, “jalandolos” a través
de corriente eléctrica, hacia el polo positivo, ya que la carga de una molécula
de ADN es negativa por la presencia de grupos fosfato (P'). Los fragmentos
mds pequefios pasaran primero a través de la red de agujeros, mientras que
los mas grandes se iran retrasando y atorando en los hoyos; de esta manera
los fragmentos de tamanos similares migraran a ritmos similares. Si hay mu-
chos fragmentos de un mismo tamarno se agruparan todos juntos, por lo que
podremos verlos formando lo que llamamos una banda en el gel.

sHacemos nuestro gel con agarosa o acrilamida? Las moléculas de acrilami-
da forman redes con tamafos de poros mas uniformes y mas pequenos que la
agarosa, por lo que este tipo de gel es util si los tamanos de los fragmentos que
manejamos son pequenos; la separacién puede ser tan fina que con algunas
técnicas es posible separar moléculas de ADN que tienen una sola base de
diferencia. El problema es que las técnicas de acrilamida son muy laboriosas
y la tincion con plata (si no quiere usarse radioactividad) tiene muchos tru-
cos, por lo que en este apéndice sélo anotaremos algunas recetas para lo mas
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sencillo, que son los geles de agarosa. Para mas informacién sobre geles de
acrilamida pueden consultarse los sitios de internet que sugerimos al final del
capitulo. La agarosa no forma redes tan uniformes, pero permite separar las
moléculas de ADN en un intervalo muy grande. Utilizarla es muy sencillo y
tefiir los geles también lo es.

a) Métodos para geles de agarosa

Sera necesario tener en el laboratorio equipo que nos permita trabajar con
los geles: una camara de electroforesis, una fuente de poder, un transilumina-
dor deluz UV y equipo de fotogratia (lo mas sencillo: una cdmara polaroid, un
filtro paraluz UV y un cono adaptado a la cdmara, o también existen cdmaras
especiales y equipo de computo especifico para ello) para guardar la imagen
del gel. Para empezar hay que preparar el buffer de corrida, el cual tendra el
pH requerido y los iones necesarios para que fluya la corriente y pueda migrar
el ADN. Si en lugar de buffer utilizaramos agua, el ADN se quedaria inmévil
y no veriamos migracion en los geles, y si por el contrario utilizaramos un
exceso de sales, el gel se calentaria tanto que al final acabaria por derretirse.
El buffer mds comun es el TBE (Tris Boratos EDTA), que por ser muy estable
puede reutilizarse varias veces. También se utiliza con frecuencia el buffer TAE
(Tris Acetatos EDTA), que es menos estable que el TBE y tiende a ionizarse
mas rapido, pero permite obtener mejor separaciéon de bandas, sobre todo
si son de gran tamaifio (1 kb o mds). Las recetas para preparar éstas y otras
soluciones estan al final de este apartado. Dependiendo del tamano de los
fragmentos que esperamos se utilizard una concentracién de agarosa mayor o
menor para obtener agujeros menos o mas grandes y una mejor resolucion de
nuestras bandas. Si no conocemos el tamaio, se puede empezar con agarosa
al 1%, pero si se conoce, se puede usar esta tabla como guia:

Rango efectivo de separacion (kb) Agarosa (%)
30al 0.5
12a0.8 0.7
10a0.5 1.0
7a04 1.2
3a0.2 1.5

Fuente: Tomado de Sosnick, 2003.

La agarosa se disuelve en el mismo buffer que utilizaremos para la corrida,
y se calienta hasta ebullicién para disolver bien el polvo. Hay que tener cuidado
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de retirarla del calor o del microondas en cuanto comienza a hervir, pues podria
derramarse. Si es un gel muy importante, en el laboratorio pesamos el matraz
donde se prepara el gel antes y después de calentarlo, y le agregamos el agua
que haya perdido durante el calentamiento, para asegurar que la concentra-
cion de agarosa sea la correcta. La solucion se agitara suavemente para evitar
la formacién de burbujas, y cuando se enfrie un poco (aprox. 60°C) se vierte
de una sola vez en el contenedor de geles al que ya le colocamos el peine para
que se formen los pozos en donde cargaremos las muestras. Si quedan algunas
burbujas, rapidamente con la punta de una pipeta podemos picarlas y quitarlas;
si se dejan pueden hacer que la electroforesis no migre en forma homogénea.
Cuando se enfrie y solidifique agregamos el buffer necesario hasta cubrir BIEN
el gel (hemos visto que de esta forma el peine se puede quitar mas facilmente), y
después se retira el peine con cuidado para no romper el fondo de los pozos.

b) Cargando el gel

Con una pipeta, cada muestra se vierte en un pozo, mezclada previamente
con 1 6 2 microlitros de colorante de corrida (receta al final). Generalmente los
colorantes de corrida llevan alguna sustancia espesa, como glicerol o sacarosa,
que permite que la muestra caiga hacia el fondo del pozo, y los colorantes
(como el xilen-cianol o azul de bromofenol) nos dan una idea de como van
migrando los fragmentos (en un gel de agarosa al 1%, el azul de bromofenol
migra junto con los fragmentos de 300 pb, y el xilen-cianol migra igual que
los fragmentos de 4 kb). No es necesario utilizar toda la muestra de PCR en
una corrida, puede utilizarse del 10% al 20% de la cantidad total del PCR que
hicimos (i.e. si en total son 50 pl, se cargaran 5 pl de muestra).

Nosotros en un parafilm depositamos unas gotitas de colorante (las ne-
cesarias para el nimero de muestras que usemos) y después agregamos la
gotita de la muestra a cargar sobre la gota de colorante. Con cuidado de no
hacer burbujas las mezclamos subiendo y bajando con la pipeta. La punta
de la pipeta se mete un poco en el pozo (jsin romperlo!) y lentamente se
vacia la pipeta para cargar el gel. Para que las muestras no se derramen y no
se mezclen unas con otras hay que evitar llenar el pozo hasta arriba. Por lo
menos un carril del gel siempre debera tener un marcador de peso molecular
(muchas casas comerciales los venden) como control para saber el tamafio de
las bandas que tendremos. Tampoco debe olvidarse poner en el gel los con-
troles negativo y positivo. El PCR sobrante lo guardamos congelado a -20°C
por si lo necesitamos después. Cuando el gel esta listo se conectan los cables,
lo mds comun es un cable rojo para conectarlo al polo positivo y uno negro
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en el negativo. El ADN migrara hacia el polo positivo ya que los fosfatos de
la molécula le confieren carga negativa, por lo que hay que asegurarse que
la corrida del gel sea HACIA el cable rojo, o polo positivo. Para el voltaje, se
recomienda utilizar 5 volts por cada centimetro que exista entre los dos elec-
trodos de nuestra cAmara (i.e. sila cAmara mide 30 cm se correrd a 150V), esta
medida se aplica cuando tenemos fragmentos grandes, de mas de 2 kb; para
un PCR con fragmentos pequefios, de 100 pb hasta 1 kb, nosotros utilizamos
casi siempre 90 a 100 volts para geles chicos y/o grandes, y los dejamos 1 6 2
horas, dependiendo del largo del gel.

¢) Tincion del gel

Lo mds comun es utilizar bromuro de etidio, que es una molécula con dos
propiedades importantes: se intercala en las bases del ADN vy brilla con luz
UV a una longitud de onda determinada (264-366 nm) con lo cual podemos
observar las bandas de ADN en el gel. El bromuro de etidio es un mutageno
y es altamente toxico, por lo cual es necesario utilizar guantes y bata para su
manejo. Es recomendable apartar un area del laboratorio y material exclusivo
para su uso. Los geles con bromuro deberan juntarse y desecharse con alguna
compaiia de desechos toxicos, asi como las puntas y guantes contaminados.
Las soluciones con bromuro pueden inactivarse, al final hay una lista de 3
sitios en los que dan indicaciones de cémo hacerlo. Si de derrama una pe-
quena cantidad, hay que absorber muy bien con toallas de papel y después
con alcohol (las toallas se juntan en una bolsa para inactivar el bromuro que
quede en ellas). Cuando no estamos seguros si algo estd o no contaminado
con bromuro lo exponemos alaluz UV y si no hay fluorescencia es que no hay
bromuro. Hay dos maneras de teilir el gel: cuando la agarosa estd a unos 60°C,
antes de vertirla, se anade el bromuro de etidio directamente para que quede a
una concentracion de 0.5 pg/ml en el gel. De esta forma al terminar la corrida
puede verse el gel. La desventaja es que el bromuro retarda la migracion de las
moléculas de ADN, y ademds la camara de electroforesis queda contaminada
con el bromuro, es por esto que hay quien prefiere tefiirlo después dela corrida:
el gel se sumerge en una solucién de 0.5 pg/ml de bromuro de etidio por 30 a
40 mn y asi no se contaminan las cimaras y el ADN migra mas rapido, pero
es un método mds lento. Para los dos métodos sera necesario preparar una
reserva de bromuro de etidio como se indica al final del capitulo.Al terminar
se pone el gel en el transiluminador para verlo. La luz UV puede dafar la piel
y los ojos, por lo que sera necesario protegerse a través de un acrilico especial
y protectores de la cara y/o los ojos.
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RECETAS

EDTA Para preparar ambos buffer TBE y TAE es necesario tener una solucién de EDTA
0.5M pH8. Para preparar 100 ml, pesar 18.61g de EDTA y disolver en 70 ml agua.
Sélo se disolvera hasta que la solucion alcance un pH de 8. Ajustar primero con
lunetas de sosa (unas 10), dejar que se disuelvan e ir agregando poco a poco més
lunetas hasta llegar a pH de 6 o 7, y aqui ajustar hasta 8 con gotitas de sosa 5 o
10 M, después aforar a 100 ml.

TBE Se prepara un stock concentrado a 5X, y para hacer el gel, se diluye y se utiliza
a 1X 0 0.5X. Es comutn que el TBE se precipite, por eso hay que preparar can-
tidades que se utilicen constantemente. La receta del TBE 1X es: 0.089M tris,
0.089M 4cido bérico y 0.002M EDTA. Para preparar una solucioén 5X, pesar 54
g de tris-base y 27.5 g de dcido borico. Disolver en 800 ml de agua y afadir 20
ml de EDTA 0.5M pHS8. Aforar a 1 litro. Una solucién de TBE bien preparada
debera tener un pH cercano a 8.3 sin necesidad de ajustarla.

TAE No se precipita y es posible prepararlo muy concentrado, aqui escribiremos la
receta al 50X y para la corrida se diluye al 1X.
TAE 1X: 0.04M tris-acetatos, 0.002M EDTA.
Para una solucién 50X: pesar 242 g de tris base y disolverlo en 500 ml de agua
estéril, agregar 57.1 ml de acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8.
Aforar a1 litro.

Colorante xilen—-cianol al 0.02%, azul de bromofenol al 0.02 % en glicerol al 50%.
de corrida

Bromuro La costumbre es hacerlo a 10 mg/ml, se guarda a 4°C protegido de la luz en una
de etidio botella oscura, envuelta con aluminio.
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BREVE REVISION DE LOS
MARCADORES MOLECULARES

Miroslava Rentaria Alcantara

VARIACION MORFOLOGICA Y VARIACION MOLECULAR

Hoy en dia los biélogos evolutivos usan tanto datos morfologicos como mole-
culares para establecer hipétesis de relaciones filogenéticas entre organismos,
para estimar la variacién dentro de las poblaciones y para probar hipotesis
de adaptaciones ecolégicas. Sin embargo, es comun observar incongruen-
cias entre los analisis basados en datos morfologicos y los basados en datos
moleculares (Hillis y Wiens, 2000), lo que ha originado polémicas respecto a
qué tipo de datos pueden proveer de informacion adecuada para sustentar y
probar hipotesis evolutivas.

El principal argumento en favor de la utilizacién de caracteres molecu-
lares es que son universales. En muchos casos, principalmente cuando se
requiere comparar linajes con divergencia temprana, es imposible establecer
hipétesis de homologia morfolégica; en cambio, existen genes presentes en
todos los genomas celulares —como los ribosomales—, que pueden proveer de
informacion para reconstrucciones filogenéticas, donde los caracteres morfo-
légicos son inaplicables (Avise, 1994). Ademas, estudios tedricos y empiricos
han mostrado que en la reconstruccion de filogenias es crucial contar con
numerosos caracteres informativos (Hillis et al., 1994) y los estudios tipicos
de secuencias nucleotidicas implican varios cientos o miles de caracteres
en contraste con los estudios morfoldgicos, en los que un analisis incluye
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raramente mas de cien caracteres (Sanderson y Donoghue, 1989). Los datos
moleculares también tienen la ventaja de trabajar directamente con la base
genética de la variacion, mientras que la base genética de la mayoria de los
caracteres morfoldgicos se asume. Asimismo, en el acercamiento molecular
los caracteres se pueden seleccionar y definir de una manera relativamente
objetiva (Hillis y Wiens, 2000).

En los estudios morfoldgicos, en cambio, los caracteres deben ser des-
cubiertos y delimitados generalmente sin ningun criterio explicito para la
seleccion o la codificaciéon del caracter, por lo que tienen el potencial de ser
arbitrarios. Por ejemplo, los morfologistas no divulgan generalmente sus
criterios para incluir o excluir caracteres y cuando se dan los criterios, varian
considerablemente entre estudios (Hillis y Wiens, 2000).

Sin embargo, tienen la ventaja de permitir un muestreo taxondmico mu-
cho mas cuidadoso que el que se realiza con andlisis moleculares, lo que es
importante para las revisiones sistemadticas, los estudios de la evolucion del
caracter y la valoracion filogenética. Asimismo, los especimenes de museo
ofrecen muchos caracteres morfologicos para una gran cantidad de taxa,
mientras que un muestreo de este tipo para un estudio molecular puede ser
dificil por el alto costo de la secuenciacidn, la necesidad de material relativa-
mente fresco y la inaccesibilidad de las areas donde se distribuyen algunos
de ellos (Hillis y Wiens, 2000).

La morfologia es también la unica manera en que la mayoria de los taxa
fosiles pueden analizarse filogenéticamente y las especies extintas no sdlo
representan una gran proporcion de la biodiversidad de la tierra, sino que
también pueden ser cruciales para el entendimiento de las relaciones entre
los taxas vivos (Smith, 1998).

De lo anterior se puede apreciar que tanto los acercamientos moleculares
como morfoldgicos tienen ventajas y desventajas; que ambos enfoques siguen
desempenando un papel crucial en casi todos los grupos de organismos y
que hasta nuestros dias las especies se describen y se identifican con base en
ambas clases de datos.

MARCADORES MOLECULARES

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia como evolucién, ecologia, bio-medicina, ciencias
forenses y estudios de diversidad. Ademas se utilizan para localizar y aislar
genes de interés. En la actualidad existen varias técnicas moleculares que
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nos permiten conocer cémo se encuentran las proporciones de genes en
las poblaciones naturales de manera indirecta, como con los andlisis de
proteinas, o de manera directa con estudios de ADN. Los diferentes tipos
de marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfis-
mos en loci tinicos o multiples y son de tipo dominante o co-dominante
(Simpson, 1997).

ADN NUCLEAR (NADN)

En eucariontes, la mayor parte de la informacion genética se encuentra conte-
nida en el nucleo de la célula. ElnADN se encuentra empaquetado y asociado
a proteinas histonas, conformando los cromosomas.

El nADN contiene regiones unicas —de una sola copia— y no unicas
—duplicadas o regiones repetitivas (Stansfield, 1992). Se considera que los
organismos diploides tienen dos copias de cada region genética (locus) en
los pares homologos de los cromosomas, llamadas alelos, sin tener en cuenta
si contienen regiones codificantes (exones) o no codificantes (intrones o
regiones intergénicas).

ADN DE CLOROPLASTO (CLADN)

En los organismos fotosintéticos con cloroplastos existe un ADN tipicamente
bacteriano circular, de 120 a 200 kb (Brown et al. 1979), con intrones y exo-
nes que se considera muy conservado, ya que se trata fundamentalmente del
mismo genoma desde las hepaticas hasta las plantas superiores. Cada cloro-
plasto contiene varias regiones nucleotidicas, cada una con 8 a 10 moléculas
de ADN. Un organismo unicelular como Euglena puede contener de 40 a 50
cloroplastos, por lo que la celula entera puede contener mas de 500 copias del
genoma del cloroplasto (Stansfield, 1992).

ADN MITOCONDRIAL (MTADN)

El genoma mitocondrial (mtADN) tiene un tamafo de 15 a 17 kb (Brown et
al. 1979) y su longitud varia considerablemente entre especies: 20 micréme-
tros en Neurospora; 25 micrémetros en levaduras; 30 micrometros en plantas
superiores; 5 micrometros en algunos animales metazoarios (multicelulares).
Se considera que la mayoria del mtADN de hongos y plantas no codifica, ya
que el mtARN contiene intrones. El mtARN de animales carece de intrones y
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se transcribe como ARN policistronico que se parte en ARN monocistrénico
antes de la traduccion (Stansfield, 1992).

Las moléculas de cloroplasto y mitocondria son especialmente importan-
tes para trazar historias filogeograficas y de estructura poblacional genética
estrechamente relacionada al linaje, porque son de herencia uniparental y
no recombinan. También nos permiten inferir cambios demograficos y de
dispersion entre especies (Dirienzo y Wilson, 1991).

ADN riBosoMAL (RADN)

ElrADN puede encontrarse en mitocondrias, cloroplasto y nticleo. Contiene la
informacion para el ARN que conformalos ribosomas, por lo que es informacion
que se transcribe pero no se traduce. EIrADN se presenta en repeticiones tindem
y estd formado por tres subunidades altamente conservadas (18 rADN, 5.8 rADN
y 28 rADN)), separadas por dos espaciadores con elevadas tasas de sustitucion
(ITS1eITS2). Estas repeticiones en tandém se encuentran conservadas a lo largo
de todo un genoma y evolucionan concertadamente, lo que se atribuye a eventos
recombinatorios como entrecruzamiento desigual y conversién génica. Estas
secuencias, por la baja tasa de sustitucién que presentan, son extremadamente
utiles en el planteamiento de hipdtesis de relaciones filogenéticas de taxa con
tiempos de divergencia muy antiguos (Hills et al., 1991).

[SOENZIMAS/ALOENZIMAS

Las isoenzimas fueron originalmente definidas como formas moleculares
multiples de las enzimas que tienen funciones idénticas o similares y estan
presentes en el mismo individuo (Market y Moller, 1959).

Las isoenzimas pueden presentar varias formas alélicas, conocidas como
aloenzimas (Prakash et al., 1969). En su mayoria son selectivamente neutras
y se utilizan como marcadores hereditarios para cuantificar las frecuencias
alélicas y genotipicas de los individuos, que son los estimadores basicos de la
composicion genética de una poblacion. En estudios de genética las isoenzimas
fueron usadas desde 1966, cuantificando la variacion genética en poblaciones
humanas y de Drosophila y un poco més tarde en estudios de plantas superiores
(Harris, 1966; Johnson et al., 1966; Hubby y Lewontin, 1966; figura 1).

Laaplicacion de las isoenzimas estd dirigida a la cuantificacion de heteroci-
gosis, diversidad genética, diferenciacion genética y otras medidas de variacion
genética intra e interpoblacional. También han sido aplicadas exitosamente
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para evaluar y entender aspectos de biologia evolutiva como los sistemas de
reproduccion y patrones de fecundacion cruzada, relaciones entre fenotipo y
ambiente, filogenias, endemismo, diversidad en plantas clonales y apomicti-
cas e interacciones planta-animal (Pérez-Nasser y Pifiero, 1997) (véanse los
capitulos 6 y 7 de este libro).

Por ejemplo, en el estudio de los sistemas reproductivos de plantas las alo-
enzimas tienen las siguientes ventajas: 1) son expresadas codominantemente,
por lo que los genotipos homocigos y heterécigos pueden ser distinguidos
con mucha precision, y es poco probable que afecten el comportamiento del
polinizador; 2) muchos de sus loci son polimdrficos, casi cualquier especie
presenta al menos uno o dos; 3) probablemente no estdn sujetas a fuertes
fuerzas selectivas, por lo que se consideran buenos marcadores (Brown et al.
1989); 4) la técnica es barata en comparacién con otras.

Por otro lado, presentan algunas limitaciones: revelan poca variacién y la
técnica es muy laboriosa, requiere de mucho tiempo y entrenamiento y, sobre
todo, es poco reproducible entre laboratorios.

En la electroforesis de enzimas se utilizan cuatro métodos principales:
a) gel de almidén (horizontal y vertical); b) gel de poliacrilamida; c) gel de
agarosa y d) gel de acetato de celulosa. La electroforesis horizontal en geles
de almidon sigue siendo la preferida, ya que es relativamente barata, de facil
manipulacién, buena resolucién, no es téxica y se puede analizar de forma
rapida la variacién para uno o varios loci.

Para un locus dado, el nimero de bandas varia entre individuos homdcigos
y heterdcigos (figura 1) y también varia en funcion de la estructura cuaternaria
de la enzima; si es monomeérica los individuos homdcigos representan una
sola banda y los heterocigos presentan dos bandas; si es una enzima dimérica,
los heterdcigos presentan tres bandas (dos homodimeros de los padres y un
producto adicional de movilidad intermedia); en las enzimas tetraméricas se
observan 5 bandas en los individuos heterdcigos.

RAPDs

Los RAPDs (polimorfismos de ADN amplificados al azar) son marcadores
que amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de
especies. Los RAPDs se basan en la probabilidad estadistica de que se presen-
ten sitios complementarios al oligonucleé6tido de 10 pares de bases (pb) a lo
largo del genoma. El polimorfismo de las bandas entre los individuos se debe
a cambios en la secuencia de los nucleétidos en los sitios de acoplamiento del
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Figura 1. Patrones de la fosfoglucosa isomerasa para ecotipos de arroz rojo y variedades
de arroz en gel de almidén de papa agarosa al 12% (foto de Ortiz et al., 2002)
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oligonucleétido y por insercion o delecién de los fragmentos en estos sitios
(Williams et al., 1990; figura 2).

Estos marcadores son dominantes, es decir, no pueden discernir los homo-
cigos dominantes de los heterdcigos para un segmento particular (Whitkus
et al., 1994; Backeljau et al., 1995), por lo que la estimacion de las frecuencias
alélicas se debe hacer de manera indirecta, asumiendo equilibrio de Hardy-
Weinberg (Aagaard et al., 1998).

Los RAPDs son utiles en la elaboraciéon de mapas genéticos, en el estudio
de parentesco y en el analisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a
estimar tamano efectivo, aislamiento reproductivo y niveles de fecundacién
cruzada (Otero et al., 1997; Parker et al., 1998; véanse también los capitulos
2, 3y 6 de este libro). Dado el gran polimorfismo que detectan una de sus
mejores aplicaciones es la identificacién genética de individuos, que incluye
casos de clones, hibridos somaticos y mutantes. Otra aplicacion paralela es
la detecciéon de uniformidad genética con un marcador eficiente y rapido,
lo cual puede ser util en la determinacion de estabilidad en programas de
reforestacion (Otero et al., 1997).
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Entre las principales ventajas de los RAPDs esta que amplifican regiones
tanto codificantes del ADN como las no codificantes y revelan niveles de
variacion mas altos que los RFLPs e isoenzimas (Williams et al., 1990; Lynch
y Milligan, 1994; Otero et al., 1997; Russell et al., 1997; Parker et al., 1998);
es una técnica relativamente facil que no necesita conocimiento previo de la
secuencia de ADN, no requiere la construccion o el mantenimiento de una
libreria genoémica, el nimero de loci que puede ser examinado es ilimitado y
no requiere pruebas radiactivas (Reiter et al., 1992; Whitkus et al. 1994).

Sin embargo los problemas practicos detectados con los RAPDs son la
presencia de bandas “erréneas” (artefactos), la reproducibilidad de los re-
sultados y la comigraciéon de bandas. Asimismo, muchos de los alelos raros
presentes en las poblaciones estudiadas con RAPDs no son detectados o
pueden ser mal interpretados (Zhivotovsky, 1999). Por otro lado, como los
loci son dominantes, los RAPDs dan menos informacién genética por locus
que los marcadores codominantes.

Al analizar los datos obtenidos con RAPDs se deben tener en cuenta dos
supuestos: 1) cada uno de los marcadores representa un locus mendeliano en
el cual el marcador visible, el alelo dominante, esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg con un alelo recesivo y 2) los alelos marcados para diferentes loci
no migran a la misma posicién en el gel (Lynch y Milligan, 1994).

Figura 2. Patrones de bandeo con RAPDs en Ferocactus robustus en gel de agarosa

y tincién con bromuro de etidio (foto de Israel Carrillo).
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MICROSATELITES

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSRs; Litt y Luty, 1989) son
secuencias de ADN formadas de 1 a 4 pares de bases, por ejemplo mononu-
cledtidos (TT) , dinucledtidos (AT) , o tetranucle6tidos (AAGG) . Estos loci se
encuentran en regiones codificantes y no codificantes del ADN y es probable
que se formen por eventos de rompimiento que generan polimorfismos con
valores superiores al 90% (Armour et al., 1994; Coltman et al., 1996; Gupta
et al., 1996; figura 3).

Los microsatélites de ADN nuclear han sido detectados en multiples
grupos de plantas y animales, y han sido utilizados fundamentalmente para
estudios de variacién genética intra e interespecifica (Edwars et al., 1991;
Armour et al., 1993; Devey et al., 1996; Queller et al., 1993; Weight y Bentzen,
1994), analisis de linajes (Queller et al., 1993) y de sistemas reproductivos
(Awadalla y Ritland, 1997). Recientemente se han encontrado microsatélites
en algunos organelos citoplasmaticos, como el cloroplasto (SSRc; Powell
et al., 1995a, b; Vendramin et al., 1996; figura 3 ) y la mitocondria (SSRmy;
Soranzo et al., 1998) lo que ha enriquecido la fuente de estudios evolutivos,
ya que estos organelos son heredados uniparentalmente y no estdn sujetos
a recombinacidn, por lo que los cambios acumulados que observamos en
las poblaciones se deben sdlo a los procesos de mutacién y demogréficos
(Echt et al., 1998). Esto permite contestar preguntas evolutivas muy pun-
tuales relacionadas con el monitoreo del flujo genético, introgresion (Ven-
dramin et al., 1998), andlisis de paternidad (McCracken et al., 1999), para
hacer inferencias de parametros demograficos y para determinar patrones
evolutivos de los procesos histdricos del origen de especies, formas o razas
(Golstein et al., 1996).

Los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos
como los AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a que: i) tienen el mas alto grado
de polimorfismo; ii) segregan de manera mendeliana y son codominantes;
iii) la presencia de un solo locus genético por microsatélite hace que la lec-
tura de las bandas sea clara y facil de interpretar y iv) son selectivamente
neutros (Golstein y Pollock, 1994; Vendramin et al., 1996). Ademads, para
trabajar con SRR es necesario conocer la secuencia de la regién a analizar
para contar con primers especificos que amplifiquen la regién repetitiva
(el microsatélite) responsable de la variacion observada, que ademds es
homologa para diferentes especies o incluso géneros (Golstein et al., 1996).
Esto es, los microsatélites son especificos para ciertos grupos de especies y



BREVE REVISION DE LOS MARCADORES MOLECULARES 549

homodlogos entre si (Vendramin et al., 1996), lo que permite hacer estudios
comparativos entre especies o géneros de un mismo grupo. Por otra parte,
se han realizado estimaciones de las tasas de mutacion de estas regiones y se
ha llegado a la conclusiéon de que los microsatélite del ADN nuclear tienen
tasas de mutacion de 1x 10 ~ a 1x 10 ° (Wiessenbach et al., 1992; Weber y
Wong, 1993), mas altas que las que se presentan en el ADN de cloroplasto
las cuales segin Provan et al. (1999) son de 3.2-7.9x10°. Conocer las tasas
de mutacion nos brinda una base importante para realizar andlisis robustos
de la genealogia de las poblaciones que nos hablen acerca de la historia
evolutiva de las especies, ventaja muy importante sobre otros marcadores
genéticos.

Otra ventaja que presenta el uso de microsatélites con relacion al uso
de secuencias, es que la mutacién es homogénea: en la mayoria de los
SSR las mutaciones son de un paso (una unidad repetitiva) siguiendo el
modelo mutacional SSM de Ohta y Kimura (1973). Sin embargo el nimero
de mutaciones varia si se trata de diferentes tipos de microsatélites, por
ejemplo, Golstein et al. (1995b) mencionan que las mutaciones de repe-
ticiones formadas por dinucledtidos o trinucledtidos son de dos pasos
o incluso de multiples pasos, lo que ha sido confirmado por estudios en
trinucleoétidos. Por ejemplo, en el humano el microsatélite formado por
las repeticiones CAG — asociado con un desorden neurolégico—, puede
mutar de pocos a cientos de alelos (Ashley y Warren 1995). Sin embargo
este comportamiento asimétrico del tamano de las mutaciones de SSR ha
sido raramente reportado.

Al ser los microsatélites altamente polimorficos, pueden ser ventajosos
con relacién al uso de secuencias, aunque la variacion del ADN nuclear debe
analizarse con precaucion, ya que pudo haberse generado por duplicaciones
o por la presencia de familias multigénicas (Rieseberg,1991), que generan
un alto grado de homogeneidad dentro y entre especies, proceso conocido
como evolucion concertada. Estos fendmenos pueden distorsionar la historia
evolutiva de los organismos en estudio y confundir las relaciones filogenéticas
(Rieseberg et al., 1991b). Es decir, se pueden presentar aparentes reticulaciones
o escenarios de hibridizacion introgresiva. Finalmente, los microsatélites han
sido utilizados para hacer reconstrucciones de arboles de genes con base en
la teoria de coalescencia (véase el capitulo 4 de este libro). Los fragmentos
son separados en geles de acrilamida y son visualizados con nitrato de plata
o radioactividad.
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Figura 3. Patrones del microsatélite Pt63718 de cloroplasto en Pinus strobiformis en gel de
acrilamida al 6% y tincién con nitrato de plata (foto de Alejandra Moreno Letelier)

ISSRs

Es un marcador molecular conocido como secuencias repetidas intersimples.
Esta es una técnica relativamente nueva y es similar a los RAPDs, excepto que
en los ISSRs el primer es un di 6 trinucleotido repetido (Culler y Wolfe, 2001
véase el capitulo 19 de este libro).

Los dos métodos que se utilizan en la electroforesis de ISSRs son: a) gel de
agarosa visualizado con bromuro de etidio, y b) geles de acrilamida tefiidos
con nitrato de plata.

Las bandas que se obtienen con este marcador van de 100 a 2000 pb. La
variacién alélica en los ISSRs consiste de la presencia o ausencia de los pro-
ductos amplificados.

Comparada con los primers de los RAPDs las secuencias de los ISSRs es
usualmente larga lo que resulta en una mayor reproductibilidad de las bandas.
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Los ISSRs han sido utilizado en especies cultivadas desde 1994, pero
solo recientemente se han utilizado en estudios de la variacién poblacional
en especies silvestres (Wolfe y Liston, 1998; Wolfe et al. 1998 a,b). Hasta la
fecha sélo existen algunos estudios donde se ha comparado directamente la
variacion genética, incluyendo estimaciones de la tasa de fecundacion cru-
zada (que tradicionalmente se estima con marcadores codominantes) y se ha
utilizado esta técnica en especies donde la variacion poblacional con enzimas
es pequeia o no existe. Dada la alta variacion genética entre individuos de
una misma poblacidn, seria recomendable utilizar estos marcadores para
analisis de paternidad.

Entre las ventajas principales de los ISSRs es que tienen un gran numero
de bandas polimorficas. En un estudio realizado en Viola pubescens una planta
cleistogamica se reportd una gran variacion genética. A nivel de especie, el
100% de los loci fueron polimorficos atn cuando los primers (se utilizaron
tres) fueron seleccionados al azar. Dentro de cada poblacién cerca del 71%
de 83 loci fueron polimorficos (Culley y Wolfe 2001). Ademas es una técnica
relativamente facil de montar, altamente repetible y ya existen primers uni-
versales para plantas.

Figura 4. Patrones de ISSRs en Opuntia rastrera en gel de agarosa al 1.5% y tincion con

bromuro de etidio (foto de Lucia Plasencia)
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Por otro lado las limitaciones de los ISSRs son: que las bandas son leidas
como marcadores dominantes, es decir cuando tenemos la presencia de la
banda no se sabe si el individuo es homdcigo dominante o herécigo, que la
diversidad genética esta basada considerando que cada banda representa un
locus con dos alelos y que el alelo dominante esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg con un alelo recesivo y por tltimo que es una técnica relativamente
cara, ya que involucra el uso de geles de poliacrilamida y para su visualizacion
nitrato de plata.

RFLPs

El analisis de polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLPs) fue el primer marcador de ADN utilizado por bilogos poblacionales
(Parker et al., 1998). Este método expresa diferencias especificas del ADN que
fueron reconocidas por enzimas de restricciéon particulares (endonucleasas).
Cada una de las endonucleasas (de origen bacteriano), reconoce y corta so-
lamente una secuencia especifica de bases nitrogenadas en el ADN, siempre
y cuando éstas no estén protegidas (metiladas). Por consiguiente cualquier
ADN que no esté metilado puede ser reconocido y cortado en fragmentos de
longitud definida; y cualquier mutacién dentro de esos sitios, podria cambiar
el patron del fragmento y permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o
mas genomas (Valadez y Kahl, 2000). Para detectar RFLPs hay dos técnicas:
southern blots e hibridizacion, y PCR.

SOUTHERN BLOTS E HIBRIDIZACION

Es necesario en primer lugar aislar el ADN del organismo de interés (véase el
capitulo 15 de este libro, purificarlo y cortarlo con una o mas endonucleasas
de restriccion. Los fragmentos resultantes se separan en geles de agarosa por
electroforesis y se transfieren a una membrana que puede ser de nylon o de
nitrocelulosa (southern blotting). La subsecuente hibridacién con una sonda
marcaday deteccién con autorradiogratia, luminogratia o quimioluminiscencia
hara visible un fragmento de ADN especifico, que puede ser comparado con
el fragmento resultante de otros genomas tratados de la misma forma (Parket
et al., 1998). La sonda marcada se obtiene de fragmentos de ADN nuclear, de
organelos o bien de ADN complementario, también denominado ADN copia
(ADNc) que es una molécula de una sola hilera producida en el laboratorio
usando mRNA como molde y transcripcion reversa (véase el capitulo 15 de este
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libro). Para el caso de obtenerla a partir de ADN nuclear, se requiere construir
una biblioteca genémica mediante el aislamiento, restriccion y clonacion del
ADN en un vector apropiado (Valadez y Kahl, 2000), que se explica a continua-
cidn. Las bibliotecas de ADN son colecciones de vectores recombinantes, que
cuentan con secuencias de ADN insertadas. La figura 5 muestra la construccion
de una biblioteca de ADNCc en el vector lambda gt10. En la figura se puede ob-
servar cdmo, mediante ADN transcriptasas, polimerasas o ligasas se construye
un fragmento de ADN (el de interés) y se inserta en el fago a utilizar (parte A
de la figura); una vez obtenido el fago se procede a infectar una colonia de E.
coli en una caja de Petri. Cada infeccion producird una placa caracteristica en
la caja de Petri (en una caja de Petri de 150 mm pueden caber 50 mil placas).
Una vez que las placas se han formado se coloca un filtro de nitrocelulosa en
contacto con las colonias de la caja de Petri. El ADN transferido al filtro es
desnaturalizado y fijado en el filtro mediante el uso de luz ultravioleta. De
esta forma el filtro puede ser hibridizado con una sonda radiactiva de ADNc
de interés y sometido a autorradiografia; una mancha en la autorradiografia
permitira identificar la placa de la caja de Petri que contiene el fago con el
ADN de interés. El fago puede entonces ser extraido del agar de la caja de Petri
y reinfectar a E. coli. La repeticion de este proceso de separacion de un fago
recombinante, permite clonar el ADN que contiene el fago. Este proceso ha
permitido desarrollar bibliotecas de ADN de diferentes tejidos.

RFLP-PCR

El segundo método que se utiliza para la técnica de RFLPs es la PCR. Los
RFLPs son causados por rearreglos del ADN, tales como pérdidas, inserciones
o sustituciones de secuencias o nucleétidos tinicos, lo que genera una ganancia
o pérdida de sitios de restriccion. Esto es detectado a través de diferencias
en el peso molecular de los fragmentos homologos de restriccion del ADN
gendmico (figura 6).

Con el producto amplificado de PCR se realiza una digestion con diferentes
enzimas de restriccion. Los fragmentos resultantes de la digestion son sepa-
rados por electroforesis en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio o
con acrilamida tefiidos con nitrato de plata (Karl et al., 1992); este método es
mas barato y rapido que el anterior.

Los RFLPs generalmente se han utilizado para construir mapas genéticos,
para la clonacion de genes basados en mapas y para ayudar a resolver proble-
mas taxondmicos o filogenéticos.
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Figura 5. Construccion de una biblioteca de ADN en el vector lambda gt10 (A).

En (B) se muestra en forma esquematizada el cernimiento para obtener la clona pura

A B
mARN A AVAVVAAAA AMAAA ana
*+ oligo (dT) @ Caja de E. coli infectadas
con el fgo

mARN Z VWA VWA aan

+Transcriptasa de reversa dNTPs
ANMNWVAAAMNA .
MARN VWV ana Transferencia al filtro
ADN
¢ ARNasa HPoIimerasz;rTT
de ADN

MARN dNTPs AAA

cADI . AL ADN fijo en el filtro
l Ligasa Eco Rl

GGAATTCC GGAATTCC Hibridizacién con ADN o ARN
CCAATTCC CCAATTCC
l Digestion por Eco Rl
GGAATTCC GG ® Seh,al Iefn la placa donde
GG CCAATTCC esta elfango
l Eco Rl dirigido, ? GT 10, Ligasa Autorradiografia
de ASDN

Paquete de ADN recombinante
de?gt 10 en el fago

Autorradiografia

Bibliotecade ? gt 10

El grado de polimorfismo detectado con esta técnica difiere ampliamente
entre las especies dependiendo de la sonda utilizada. Entre las principales
desventajas que presenta estd el requerimiento de grandes cantidades de ADN
de buena calidad para la deteccién de loci de copias unicas, ademas requiere de
muchas manipulaciones y solamente se detecta una fraccion de la variabilidad
de secuencias existentes en el genoma, es decir, su informacion es limitada.

AFLPs

Los AFLPs (polimorfismos de longitud de los fragmentos amplificados)
son una técnica que combina la digestion de dos enzimas de restriccion,
generalmente Mse I que reconoce y corta 4 pb y Eco RI que reconoce y
corta 6 pb dentro de una secuencia, con la unidn de secuencias especificas
al nucledtido ligado a los extremos de los fragmentos de restriccion y dos
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Figura 6. Patrones de PCR-RFLPs del intrén de la mitocondria NAD1B2f y NAD1Clr
digerido con la enzima Hae III en Pinus pinceana en gel de acrilamida al 5%
y tincién con nitrato de plata (foto de Miroslava Renteria Alcdntara)

amplificaciones de PCR usando primers marcados basados en las secuencias
ligadas. La primera amplificacion se lleva a cabo con el uso de iniciadores
que contienen una base extra en el extremo 3’ lo que produce un conjunto de
fragmentos que ademas de llevar la secuencia complementaria al iniciador,
complementan a la base extra adicionada. Posteriormente estos productos
amplificados sirven para hacer la segunda amplificacion en la que se con-
sideran iniciadores con dos o tres bases extras. Los fragmentos resultantes
son complementarios, ademas del iniciador, a las extensiones consideradas,
razon por la cual sélo una porcién del genoma fragmentado es finalmente
amplificado (Vos et al., 1995).



556 LAS HERRAMIENTAS MOLECULARES

Figura 7. Patrones de AFLPs en Allium sativum en gel de acrilamida y tincién con nitrato de

plata (foto de Meryem Ipek)

12345678 910“12131415165

110bp

e : 67 bp

Esta técnica detecta multiples loci polimoérficos y es util para generar
huellas genéticas y mapeo; también se ha utilizado para la caracterizacion
de germoplasma, estudios filogenéticos en plantas, bacterias, hongos y en
estudios de genética de poblaciones.

Entre las ventajas que se pueden encontrar en los AFLPs esta que no
requieren ninguna informacion previa de la secuencia para su analisis; se
producen una gran cantidad de bandas polimérficas; la técnica es altamente
reproducible y existen kits estandarizados. Sin embargo, requiere gran nimero
de pasos para producir resultados.

Aunque actualmente el equipo es sofisticado y se necesita la radiactividad
para generar los AFLPs, el método se puede automatizar facilmente para el



BREVE REVISION DE LOS MARCADORES MOLECULARES 557

alto rendimiento del procesamiento de muestras. Las marcas fluorescentes
estan substituyendo a la radiactividad y el numero de datos producidos en
un tiempo corto compensa los costos.

Las bandas observadas en los geles de AFLPs son clasificadas como pre-
sencia o ausencia de cada individuo y el andlisis se desarrolla como un sistema
dominante recesivo (Simpson, 1997).

SECUENCIACION DE ADN

Los analisis mds detallados de diferenciacion de ADN pueden obtenerse se-
cuenciando la regién de interés para diferentes individuos. Hasta hace poco
tiempo, el uso extenso de secuencias de ADN para los estudios de poblaciones
no habian sido practicos porque los fragmentos de ADN para cada indivi-
duo tenian que ser aislados para librerias de ADN subgendémico después de
haber sido identificados por southern blotting e hibridizacién. Sin embargo,
actualmente el uso de secuencias es muy comun: se ha aplicado en analisis
de genética de poblaciones y problemas taxondmicos.

Este método incluye cuatro pasos: i) identificar secuencias que tenga la
variacion necesaria; ii) aislar y purificar un niimero elevado de la secuencia (ya
sea por clonacion o amplificacion); iii) secuenciar; iv) alinear la secuencia (con
los programas MALIGN, Clustal V para Macintosh ver. 1.5, JACK ver. 4.2).

Las técnicas que existen para secuenciar son la quimica, la enzimatica y
la automatica.

La quimica disefiada por Alan Maxan y Walter Gilbert consiste en dividir el
ADN en cuatro muestras y tratar cada una con agentes quimicos que rompen
el ADN especificamente en una base, bajo condiciones en las que solo unos
pocos nucleétidos del fragmento se afectan. Los fragmentos se marcan con
radiactividad y se auto radiografian.

En el método enzimatico de Fred Sanger el ADN a ser secuenciado se utiliza
como patrén de referencia para producir una sintesis in vitro, mediante una
polimerasa y una réplica de ADN que inicia la sintesis del ADN siempre en
el mismo sitio. El punto critico es el uso de trifosfato de dideoxirribonucled-
sido: la deoxirribosa no cuenta con el grupo 3-OH, de tal forma que cuando
el nucledtido es incorporado a la cadena de ADN, se bloquea la adicion del
siguiente nucleétido, por lo que cada molécula de ADN sintetizada va a termi-
nar aleatoriamente en dicho nucleétido. Esta sintesis se lleva a cabo en cuatro
muestras; en cada muestra se incorpora un dideoxinucledsido con una base
diferente (ddATP, ddCTP, ddTTP, ddGTP) y los otros tres deoxinucle6tidos
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normales. Los fragmentos sintetizados durante el proceso van a terminar en
sitios diferentes de la cadena del ADN, generando una escalera de moléculas
de ADN que pueden ser detectadas por auto radiografia. Las cuatro muestras
se corren en electroforesis en lineas paralelas para determinar el orden de los
nucledtidos, identificando la secuencia de ADN que sera complementaria al

ADN que sirvié de modelo para la sintesis (figura 8).

Figura 8. Método se secuenciacion enzimatica de ADN. 1) Sintesis en presencia del ADN de
interés, polimerasa, un fragmento de ADN como iniciador, nucledtidos y dideoxinucledtidos
atipicos; 2) Sintesis por separado para cada nucleétido, generando fragmentos de ADN con

el dideoxinucleétido incorporado; 3) separacion de los fragmentos en un gel

para identificar la secuencia
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Recientemente se ha introducido la secuenciacion automatica que utiliza la
reaccion de Fred Sanger pero con fluorescencia en vez de radiactividad, que se
detecta por medio de un lédser. Cada emision fluorescente es transmitida como
una sefial directamente a la computadora donde un programa la interpreta y
la codifica como un nucleétido particular (Swofford et el., 1996; Grifiths et al.,
1996; Ferl et al., 1991). La captura de secuencias se hace mas rapida debido a
que incorporan programas que leen los nucleétidos directamente desde el gel
(figura 9). Entre las principales ventajas que tiene la secuenciaciéon de ADN es su
alta reproducibilidad y que es codominante; su mayor limitante es su alto costo
pero es la mejor alternativa entre los métodos con isétopos radiactivos.

Figura 9. Ejemplo de patrones de secuenciacién automatica

GOOGOCAGTGTGCTEG AXT TOGODCT TOWC CRACACAC CCTGCATA TATGTTTGAC TT TGAT TTGGTTCTCTGG AC O MAAAACTC CAC GT CAT CAT OC TCTOCT TTCTT
10 20 30 40 50 60 0 BO 90 100 110 124

_——————— — —  ——— — — — — — — ——————
"TGGT TCTCTT TCT TCARCARAC TC TACT CCGIOCT TOC CTOC TG ATTGAGC TTCTTCT GGTTCAGG AACT GTGACACTAGGAGGC TCATT GOGA GA GCAT GOGAGGT C GTGTAC AGE O

130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 24

TGO GETGTTTT TACT TGAIT GA TATCAGCTOCAC COCTGAATCT TCR T T TORTT TOAC CANCAGHGGTC TC CATTANC TGTTIC T TGGIA TAGT GTGTAT 7
250 260 270 280 250 300 ne 320 310 340 350 360

MICROARRAYS (MICROARREGLOS)

El microarray es un arreglo de cientos de millares de secuencias de ADN inmo-
vilizadas y bien ordenadas en forma de matriz adheridas a una superficie solida,
generalmente de cristal. Cada secuencia corresponde a un gen diferente. Esta
técnica es utilizada para detectar niveles de expresion de los genes colocados en
el microarray. Esto se logra extrayendo el mARN de la célula de interés o de algin
tejido particular, sometiéndolo a transcripcion inversa para obtener cADN (véa-
se el capitulo 16 de este libro)y combinando éste con un marcador fluorescente
(usualmente los tintes de cianina Cy3y Cy5) para generar una sonda, que es hi-
bridizada sobre la matriz del microarray, de manera que para cada gen se detecta
el grado de fluorescencia, lo cual da el nivel de expresion del gene.
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Los microarrreglos pueden ser divididos en dos tipos principales que di-
fieren en su construccion: spotted microarrays (microarreglos punteados) y
arreglos de oligonucleotidos de alta densidad. Los microarreglos punteados
usan generalmente muestras de ADN de 500 a 5000 bases (Ekins et al., 1999)
producidos por PCR a partir de bibliotecas o de bases de datos como Gen-
Bank, UniGene, dbEST, etc. Las secuencias son depositadas sobre la superficie
sélida por un robot en lugares definidos. Hay dos métodos de depositar los
puntos:

Distribuidor activo: basado en la tecnologia de las impresoras de inyeccion
de tinta.

Distribuidor pasivo: aplica la soluciéon de ADN con un alfiler que toca la
superficie solida. Se puede obtener una mayor densidad de manchas usando
este método.

La superficie sélida generalmente es un portaobjetos especialmente
cubierto pero también se pueden usar membranas de nylon y portaobjetos
cubiertos de oro. El tamaifio de los puntos de la matriz tipicamente varia de 80
a 150 pm de diametro y en un solo portaobjetos cabe un maximo de 80,000
puntos. En los microarrays punteados es comun comparar las expresiones
genéticas de dos muestras bioldgicas (tejido con tumor vs. tejido sin tumor,
por ejemplo) en un mismo portaobjetos, asi que el mRNA es preparado
para que los dos niveles de expresion puedan ser medidos (Schena et al.,
1995; figura 9).

Por su parte, los microarreglos de oligonucledtidos de alta densidad son
construidos comercialmente y tienen una precisiéon y densidad muy alta al
usar oligonucleétidos cortos de 20 a 25 bases.

Dos de las compaiiias que construyen estas clases de micrroarreglos son
Aftymetrix y Agilent Technologies. Los microarreglos de Affymetrix son los
mas populares y son conocidos como GeneChipsTM, producidos sintetizando
decenas de miles de oligonucleétidos cortos in situ usando técnicas de fotoli-
tografia. Affymetrix produce diferentes microarrays, cada uno con diferente
composicion de genes (Lockart et al., 1996).

Los microarreglos necesitan ser leidos por un instrumento apropiado para
convertir la distribucion de florescencia o radioactividad en una imagen de
computadora. En el caso de las sondas fluorescentes, se pueden usar escaners
de laser o camaras CCD. En la imagen de computadora cada intensidad del
punto corresponde a un nivel de expresion de la sonda. Puesto que un punto
contiene multiples pixeles, es normal promediar todos los pixeles de un mismo
punto junto con los pixeles del borde exterior. Sin embargo, la cuantificaciéon
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Figura 10. Técnica de microarrays para detectar niveles de expresion de genes
(tomada de la pagina web del Instituto de Neurobiologia, UNAM)

Preparar la coleccion de ADNc

Preparar la sonda de ADN : .
en una micromatriz

complementario (ADNc)

Normal Tumor ™ *, N

RT/PCR

Mercado con
compuestos
fluorescentes

Combinar en
cantidades
iguales

Hibridar la sonda

a la micromatriz —

Tecnologia de micromatrices

del grado de fluorescencia estd sujeta a las fluctuaciones de intensidad dentro
de cada punto, aunque éstas pueden ser superadas con las técnicas desarro-
lladas por Brown et al. (1999).

Los microarreglos de Affymetrix presentan problemas similares, pero
también se han desarrollado algoritmos para combatirlos.

Esta tecnologia permite a los investigadores estudiar la relacién de genes
individuales de enfermedades (por ejemplo el cancer), y después aplicar el
conocimiento al tratamiento de pacientes.

También se ha utilizado en el estudio de tejidos finos, en células normales
durante el desarrollo y estudios de animales transgenicos.

La tecnologia de los microarreglos también tiene uso potencial en el
desarrollo de nuevas drogas asi como en la investigacién de farmacogend-
micos (cuyo fin es encontrar la correlacion entre las respuestas terapéuticas
a las drogas y los perfiles genéticos de los pacientes) y de toxicogenémicos
(cuya meta es encontrar correlaciones entre los toxicantes y los cambios en
los perfiles genéticos de los objetos expuestos a los toxicantes; Leming Shi,
1998, 2002).
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Los dos grandes problemas que se presentan con los datos de microarreglos
son por un lado los niveles de expresidn, que varian de experimento a experi-
mento, y por las diversas fuentes de errores aleatorios y sistemdticos durante
el analisis. Por otro lado, hay un pequeiio nimero de muestras comparado
con el gran numero de variables, lo que causa que las técnicas estadisticas
tradicionales fracasen. Otra gran limitante de los microarrays proviene, ir6-
nicamente, de su productividad notable, y actualmente los cientificos apenas
pueden hacer frente al volumen enorme de informaciéon producida por los
microarreglos, ademas de tener un alto costo.
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INTER SIMPLE SEQUENCE
REPEATS (ISSRS)

Andrea Gonzdlez y Xitlali Aguirre

Los ISSRs son un tipo de marcador genético que nos permite obtener los
niveles de variacion en las regiones microsatélite que se encuentran dispersas
en varios genomas, particularmente el nuclear. Estas regiones consisten en
repeticiones en tandem de motivos simples como (CT)_ 6 (CA),, ubicadas
entre secuencias no repetitivas del genoma nuclear eucarionte. Los motivos
repetidos, llamados también SSRs (simple sequence repeats) pueden ser
penta-, tetra-, tri- y dinucledtidos. La longitud de las secuencias de microsa-
télites tiende a ser altamente variable entre individuos debido a las altas tasas
de mutacién que experimentan, ya que cuando el DNA se replica durante la
meiosis, la DNA polimerasa puede “tartamudear” hacia adelante o hacia atras
en las unidades repetidas, eliminando o agregando unidades a la cadena. Las
cadenas resultantes pueden entonces presentar menos o mas unidades de
repeticion (o pares de bases) que las cadenas parentales (Zietkiewicz et al.,
1994; Wolfe, 2000).

Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por la reaccién en
cadena dela polimerasa (PCR) a partir de la presencia de un oligonucleétido o
primer complementario a un microsatélite, disefiado para unirse a los motivos
repetidos de di y trinucleétidos (evitando los mononucledtidos presentes en
el cloroplasto). Los primers de ISSRs consisten en un motivo repetido de di- o
trinucle6tidos complementario a la secuencia del microsatélite. En ocasiones
es posible agregar a esta secuencia un par de nucleétidos extras arbitrarios en
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el extremo 3’ 0 en el 5, que jugaran el papel de “anclas” asegurando asi que
la amplificacion inicie siempre en el extremo 5’ o en el 3” del microsatélite,
respectivamente (Zietkiewicz et al., 1994; Bornet y Branchard, 2001; Pradeep,
2002).

Cuando dos secuencias repetidas se presentan dentro de una distancia
amplificable y con una orientacién invertida, el primer complementario a ellas
(uno por reacciéon de PCR; véase el capitulo 17 de este libro) puede inducir la
amplificacién del segmento de ADN intermedio.

La molécula generada, con un tamafio particular (peso molecular), se con-
sidera un “locus”, que representa el segmento de ADN entre los microsatélites.
Y se ha visto que los ISSRs frecuentemente amplifican de 25 a 50 bandas en
una sola reaccion. Este patron caracteristico de productos de PCR se consi-
dera la “huella digital genética” de cada uno de los individuos analizados. El
polimorfismo entre individuos de la misma poblacion puede detectarse, ya
que el andlisis es sensible a la presencia/ausencia del elemento genémico re-
conocido por el primer y a la longitud de la secuencia intermedia amplificada
(Zietkiewicz et al., 1994).

FIGURA 1. AMPLIFICACION CON UN PRIMER (CA) ANCLADO EN EL EXTREMO 5’
CON TRES NUCLEOTIDOS EXTRAS. SE AMPLIFICA EL SEGMENTO INTERMEDIO ENTRE
DOS SECUENCIAS DE MICROSATELITE EN ORIENTACION INVERTIDA

5 3
[ GTGTGTGIGTGTGIGTGTGTO ]
4———ACACACACACACACACACNNN
|
NNNCACACACACACACACA ——»
L GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG |

MICROSATELITE

Las bandas de ISSRs son consideradas marcadores dominantes. La presen-
cia de la banda representa el genotipo dominante (homocigo o heterocigo),
mientras que su ausencia representa el genotipo homocigo recesivo. Se asume
que existen dos alelos por locus.

La ausencia de una banda puede deberse a varios factores:

1) La no existencia de un sitio de unién completo al primer debido a una
mutacion,

2) Rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis,

3) Inserciones o deleciones suficientemente grandes como para aumentar o
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disminuir el tamano de la banda, de manera que se identifica como un
locus diferente.

VENTAJAS Y DESVENTAJAS

Las ventajas que ofrece esta técnica se centran principalmente en la alta va-
riacion que detecta, asi como en su reproducibilidad debida principalmente
a las altas temperaturas de alineacidn utilizadas en la PCR. Asimismo, no
son necesarias altas concentraciones de ADN. Por otro lado, para disefiar los
primers no es necesario conocer la secuencia del genoma del organismo en
estudio. Pueden visualizarse tanto en geles de agarosa como de acrilamida.
Finalmente, son sencillos de montar, rapidos, eficientes y poco costosos.

En cuanto alas desventajas, la homologia de las bandas es incierta. Y dado
que son marcadores dominantes, no permiten el calculo de ciertos parametros
que exigen distinguir a los heterdcigos de los homocigos dominantes (como
F, y F,; Wright, 1965). Asimismo, para estimar la heterocigosis poblacional
es necesario asumir a priori que la poblacion se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg, por lo que las estimaciones de heterocigosis y estructuracion
genética pueden sesgarse un poco, aunque existen correcciones estadisticas
(Lynch y Milligan, 1994).

APLICACIONES

Los ISSRs pueden ser utilizados como marcadores en la resoluciéon de mul-
tiples problemas bioldgicos. Los polimorfismos que presentan, ademas de
su heredabilidad, permiten aplicarlos en la identificacién de individuos,
distincion de variedades intraespecificas (particularmente en especies con
importancia econémica), identificacion de paternidad y maternidad, mapeo
genético, evaluacion de diversidad y subdivision genética en poblaciones,
reconstrucciones filogenéticas, introgresion e hibridizacion, y distincién de
individuos con origen clonal y sexual (Zietkiewicz et al., 1994; Wolfe, 2000;
Pradeep et al., 2002).

EjempPLO
Al empezar a trabajar con ISSRs es recomendable probar diferentes primers

en una condicion estandar y después optimizar aquellos que dieron resultados
positivos. Esta optimizacién incluye modificar las condiciones iniciales de
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la PCR, particularmente la temperatura y tiempo de alineacion, asi como la
concentracion de MgCL.

Por ejemplo, en algunos estudios de genética de poblaciones con especies
del género Agave (Aguirre, 2004; Gonzélez, 2004) se amplificaron ISSRs con
los siguientes primers:

841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC Y=CoT
842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG R=AoG
846 CAC ACA CAC ACA CAC ART
857 ACA CACACA CACACACYT

Para una reaccion de 25 pl se agregaron 2.5 ul de amortiguador para PCR
10X, 0.5 pul de ANTP mix (mezcla de los 4 dideoxinucledtidos a 10 mM), 0.2
ul de Taq polimerasa a 5 U/ul; 2 pl de DNA a 15 ng/ul; el volumen de MgCl,
(concentracidn inicial de 30 mM) depende de la concentracién éptima para
cada primer y para completar los 25 pl de la reaccion, se agregé el volumen
necesario de agua ultrapura correspondiente (tabla 1)

TABLA 1. CONDICIONES OPTIMAS DE AMPLIFICACION PARA ALGUNOS PRIMERS.

Primer Temperatura de alineacién Tiempo de Alineacién [MgCl,] No. de ciclos
(mM)

841 60° C 45” 2.1 30

842 60° C 35”7 2.3 35

846 52°C 45” 0.96 30

857 52°C 45” 1.5 30

Una vez que se visualizaron las bandas en geles de agarosa al 2% tefiidos con
bromuro de etidio, se hizo un listado de todas las bandas o loci ampificados
en la poblacion. Con estos datos se elabor6 una matriz de presencia/ausencia
de las bandas por individuo. Esto puede hacerse a mano, o bien por medio de
programas como el 1D 3.5 de Kodak. Una vez obtenida la matriz, los datos
permitieron obtener frecuencias alélicas, y parametros clasicos de la genética
de poblaciones como heterocigosis poblacional, por especie, estimaciones de la
estructuracion, distancias genéticas, arboles de similitud y analisis jerarquicos
de la varianza molecular. Estos calculos pueden realizarse con diversos progra-
mas como el TFPGA (Miller, 1997) o el Arlequin (Schneider et al., 2000).
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Bering, estrecho de, 456, 457

Beringia, 456, 457

biogeografia, 88, 459

biologia, de la conservacion, 342; evoluti-
va, 428; molecular, 500; y marcadores
moleculares, 542

BIOLOG™, 414

bio-medicina y marcadores moleculares,
542

bioremediacion, 500

biparticiones, 149

Blast, 88, 406

BLOSUM, matrices, 120

BOOM, 513

bootstrap, 23, 97, 146; no paramétrico,
124, 145; paramétrico, 146; prueba
estadistica del, 472

Borrelia, recombinacién en, 289

boténica e hibridacion, 427, 434

Bradyrhizobium, 353, 354, 358; presencia
de plasmidos en, 354; y clonalidad, 356

branch swapping. Véase ramas, intercam-
bio de

branch-and-bound, bisqueda heuristica,
472

Branta canadensis (ganso), 482

Bremer, medida de soporte de ramas de,
146

Bromeliaceae y pseudoviviparidad, 222

bromuro de etidio, 535, 550, 553

Brucella, 353

BSA (Bovine Serum Albumin o Albumina
Sérica Bovina), 530

bulbilo, 221, 222

Burkholderia, 354

busqueda heuristica exhaustiva, 472

C

Campylorhynchus brunneicapillus, 483

Coccidioides immitis, estructura panmic-
tica, 292

Cactaceae y pseudoviviparidad, 222

cactdceas, 506

cadena de Markov Monte-Carlo, 74

Callithrix jacchus (primate), 456

cambios homopldsicos, 445

Cameron, 28; y Kumar, 25

Campilobacter jejuni, 291; patrones po-
blacionales de, 151; y mutacién, 339

Campylopterus curvipennis (colibri fandan-
guero), 488; distribucion disyunta, 488

Campylorhynchus brunneicapillus, secuen-
cias de ADN mitocondrial en, 482

Canada, 457; estudios filogeograficos, 480

captura citoplasmica, 435

caracteres, 131; ancestrales o primitivos,
94; apomorficos, 94; derivados, 94

carga genética, 288; moleculares, 541

Caribe, distribucion de Petrochelidon
fulva, 480

Carlia rubrigularis (lagartija), 457

carpintero arlequin, patrén filogeografico
del, 487

Centroamérica, distribucion del carpinte-
ro arlequin, 486; estudio filogeografi-
co de Wilsonia pusilla, 481

Chaol, estimadores, 413
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chapulines, hibridacion en, 433

Chiapas, carpintero arlequin en, 487

Chihuahua, 483; estudio de Meleagris
gallopavo, 481

chinches acudticas, hibridacion en, 433

Chlorospingus ophtalmicus, 488

cianobacteria. Véase Synechococcus lividis

ciclos, biogeoquimicos, 500; de vida, 240

ciencias forenses y marcadores molecu-
lares, 542

cigoto, 184

citocromo-b, 450

cladograma, 90, 444, 477

clados anidados, 470, 487; analisis de, 57,
448, 453, 456, 476; distancia de, 477

Clevelandia ios, 454, 455

clina morfoldgica, 429, 435

clon, 243,

clonal growth, 222

clonalidad, 228, 242, 243; alta, 336; como
estrategia, 243; y panmmixia, 290

clonas, 235, 413; libreria de, 415

cloroplasto, 28, 49, 67, 78, 79, 543, 548;
ADN del, 549; genoma citopldsmico
del, 434; moléculas de, 544; rADN en,
544; y recombinacion, 281

clustal X, 108; W, 109

coalescencia, 57, 59, 69, 73, 77, 78, 81,
82, 83, 101, 288, 335, 336, 447, 448;
modelo de, 308; procesos de, 330,
447; simulaciones de, 308; tiempos de,
338,474

coancestria materna, 474

Coccidioides immitis, estructura panmiti-
ca, 292; recombinacion en, 292

codominante, 559

codones, 113, 117, 123; 294; uso preferen-
cial de, 310

coeficientes, de coevolucion, 88; de Dice,
166; de endogamia, 70, 78; de Jaccard,
167; de Nei y Li, 167; de seleccidn, 80,
83; del rARN, 361

Cohan, 367, rutas evolutivas, 340

cohesividad, ecoldgica, 336; genética, 336

colibries, morfologia de los, 488

colonizacion, 82

Comité Internacional de Sistematica Bac-
teriana, 365

complejidad, hipétesis de la, 360

componentes, femenino, 173; masculino,
173

composicion nucleotidica, 294; y recobi-
nacion, 293

comunidad, 393, 402, 406, 414, 461; bac-
teriana, 394; mésicas, 415

coniferas, 506

conjugacion y recombinacion, 285

consanguinidad, 171

conservacion, 174; biologia de la, 50, 80;
y evidencia molecular de parentesco,
172

construccion filogenética, 42

contacto secundario, 429, 431

convergencias evolutivas, 331

conversién genética, 295

copulas extra pareja, 171; y marcadores
moleculares en aves, 171

Costa Rica, carpintero arlequin en, 486,
487

covarion, 122; modelo de, 121, 122; pro-
ceso de, 122; tipo, 123

cpADN, 435

Crassulaceae y pseudoviviparidad, 222

crasuldceas, 506

Cratogeomys (roedor de México), 458

crecimiento, 241; clonal, 219, 220; pobla



578 ECOLOGIA MOLECULAR

crecimiento (contintia)
cional, tasa de, 232, 242, tasa finita de,
241

cromatidas, 282, entrecruzamiento, 282;
hermanas, 282;

cromatografia de gases, 398

cromosoma, 67, 68, 79, 354, 433; X, 78; Y,
79; Y, 453; y meiosis, 282

crossing-over. Véase entrecruzamiento

cruzas geitonogamicas, 230

Cryphonectria parasitica, recombinacion
en, 292

CTAB, 528

Cuaternario, eventos climéticos y geolégi-
cos del, 456

cuello de botella, 65, 82, 172, 188, 198, 482

cuitlacoche piquicurvo (Toxostoma curvi-
rostre), 475

Cylindropuntia y pseudoviviparidad, 222

Cynanthus doubledayi, 483, 484

Cynanthus latirostris (colibri piquiancho),
483,484

Cynanthus, 484; valor de F_, 484; sordi-
dus, 484

D

D de Tajima, 15

Darwin, 235; y Wallace, 11

datos morfoldgicos, 143

Datura stramonium; segregacion mende-
liana, 188; tasa promedio de poliniza-
cion cruzada, 188

Dayhoff, matrices, 119, 120, 128; modelo
de evolucién de proteinas, 119

deme, 77

demografia, 84, 224, 446; historica, 288,

84; y filogeografia, 446

Dendrobates (rana venenosa), divergencia
genética, 458

densidad poblacional, 431

depresion por endogamia, 80, 197

deriva genética, 12, 14, 16, 50, 55, 63, 64,
71,72,79, 80, 82, 286, 300, 328, 329,
330, 331, 357, 447, 473

derivado o apomdrfico, 94

dermatomicosis, 292

descomposicion por biparticiones, 149

desequilibrio, 433; citonuclear, 431; de
ligamiento, 42, 298, 339, 357, 369

detergentes no i6nicos, 530

DGGE/TGGE, 402; geles, 407

dicdégamas, 195, 184

dicotileddneas, 220

diecia, definicién, 203

diferenciacion genética, 395; andlisis de,
339; e isoenzimas, 544

diferencias macroevolutivas, 442

difusién, camara de, 397

dindmica demografica, 82

dinucleétidos, 517, 523, 529; frecuencias
de, 293

dioicas, 184

dispersion, 173, 430, 443, 448; geogra-
fica, 477; reducida, 224; tasas de,
173

distancia, evolutiva, 96; genética, 357,
369; ultramétrica, 96

distribucion, agregada, 228; de Poisson,
64, 67, 69, 71; espacial, patron de, 228;
estable de edades, 230; gama, 121;
lognormal, 41; mismatch multimodal,
474, 483

divergencia, genética (en tortugas gigan-
tes de las Galapagos), 459; mitocon-
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drial, 457; morfoldgica, 457; reciente,
469

diversidad, 406, 409; bacteriana, 393;
clonal, 163; en ambientes acudticos,
394; genética, 16, 184, 234, 235, 286,
288, 399; nucleotidica 7, 14, 484; pro-
carionte, mecanismos de control de
la, 394

DL (desequilibrio de ligamento), 299

DMSO (dimetil sulféxido), 530

dN/dS, 28, 30, 38, 40, 41

DNASP, 42

dNTP, 524, 529, 570

dominancia ecoldgica, 369

dominios, 104

Drosophila, e isoenzimas, 544; melanogas-
ter, 19, 477; simulans, 19, 39; yakuba,
19, 39

dS/dN, 33

duplicacion de genes, 283

E

eBURST, algoritmo de, 151

ecologia, 365, 396; de poblaciones, 224;
microbiana, 404, 412, 415; y marcado-
res moleculares, 542

ecotipo, 367, 368

ecotonos, 431

Ecuador, distribucion de Petrochelidon
fulva, 480

edades, estructura estable, 232, 241

EDTA, 501

eigenvectores, 231, 232

elasticidad, 242; andlisis de, 224, 242

Elephas maximus (elefante asiatico), 459

elementos moviles, conjugacion de, 294

elision, método de, 124

EMBL, 37

enantiostilica, 195

endogamia, 65, 184, 185, 187, 194; bipa-
rental, 192, 198, 199; coeficiente de,
70, 78, 187; depresién por, 80, 197;
estimacion de la, 183; tasa de, 199;

endonucleasas, 552

enjambres hibridos, 427, 434

enterocinasa, 104

entidades, biologicas, 364; evolutivas, 337

entrecruzamiento, 282, 333, 337; desigual,
283; tasa de, 197

enzimas, estudios de variacion genética
con, 467; de restriccion, 143

epidemias, clonas hipervirulentas en, 292

epidemiologia, 82, 163

equitatividad (evenness), 412

Escherichia coli, 38, 285, 291, 340, 361,
367, 368, 405; ADN en, 399; genoma
de, 291, y transformacion, 285

esfingidos, 188

especiacion, 101, 326, 329, 340, 367, 467;
parapatrica, 333; simpdtrica, 333

especies, abundancia de, 411; alopatricas,
459; asexuales, 367; autégamas, 229
bacterianas, 357; clonales, 228, 234;
concepto bioldgico de, 450; concepto
arbitrario de, 337; concepto cohesivo
de, 330, 334; concepto ecoldgico de,
328, 362, concepto evolutivo de, 327,
363; concepto filogenético de, 329,
334, 337, 450; concepto formal de,
325; concepto genético de, 329; con-
cepto morfologico de, 362; concepto
tanoxomico de, 362; definicion
especies (continiia)
bioldgica de, 290, 328, 333, 366, 367,
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especies (continiia)
414, 450; definicion pragmética, 366;
descripcion de, 326; distribucion de,
415; estatus de, 320; marinas, es-
tructuracién poblacional de las, 454;
microbianas, 414; raras, 413; nuevas,
395; numero de, 412; problemas con
el concepto de, 336; riqueza de, 410;
simpatricas, 459;

espectrometria de masas, 398

esporas asexuales, 292

estadistica filogeografica, 448

estadisticos de F, modelos matematicos,
305, 331, 447, 473

estado ancestral o plesiomdrfico, 94

Estados Unidos de América, distribucion
de Petrochelidon fulva en los, 480;
distribucién del carpintero arlequin en
los, 486; estudio de Wilsonia pusilla en
los, 481; estudios de filogeografia com-
parativa, 482; estudios filogeograficos,
480; trabajos filogeograficos en los, 450

estandar reconocido, 366

estimadores no paramétricos, 412, 413

estocasticidad demografica, 69

estrategia mixta, 195

estructura, filogeografica, 453, 480; ge-
nealdgica de las poblaciones, 470;
genética, 82, 432, 434, 467; geografica,
430; evolutiva, 342; poblacional, 72;
terciaria, 406

estudios, de diversidad y marcadores
moleculares, 542; filobiogeograficos,
435, 458; filogeograficos, 435, 448;
forenses, 163

etanol, 500, 502

Eucalyptus, brownii, 435; populnea, 435

eucariontes, 401, 500; células, 499; inter-

cambio genético, 358; evolucion del
sexo, 183, recombinacion en, 286, 311

Eucarya, 401

Eucyclogobius newberryi, 455

Euglena, 542

Euler-Lotka, ecuacion de, 230

Europa, trabajos filogeograficos en, 457

eventos, filogeograficos, 448; vicariantes,
457

evolucidn, 396; bacteriana, 365, 366;
celular, 359; concertada, 283; experi-
mental, 395; gendmica, 517; minima,
129, 130, 131; molecular, 12, 13, 42,
83,125, 183, 517; tasa de, 444; y mar-
cadores moleculares, 542

exclusion, 168, 170

éxito reproductivo, 68, 69, 70

exones, 543

exploraciones heuristicas, 134

extincion, 49, 80

factores ecologicos, 430

fagos, 359

falange, 217

familias multigénicas, 283, 549

fecundacion, cruzada, 184, 188, 193, 197;
mixta, 198; tasas de, 185, 190, 191,
192, 194, 199; vegetativa, 241

fecundidad, 220

Felsenstein, Joe, 42; método de, 139; mo-
delo de, 115

fenotipo, 358; fenotipos/genotipos, 11

Ferocactus robustus, distribucion de ra-
mets en, 228

fijacion, indices de, 473
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filogenética tradicional (macroevolu-
cion), 469

filogenia, 58, 87, 89, 99, 101, 122, 127,
147, 295, 334, 449, 541; comparada,
483; con PCRs, 521; método de esti-
macion de, 127

filogeografia, 78, 82, , 88, 441, 442, 447,
449, 454, 461, 467; comparada, 459-
461; intraespecifica, 453; métodos y
analisis de la, 470-479; perspectivas,
450; publicaciones cientificas sobre,
467

filograma, 444

filogrupos, 455

filopatria, 78

fingerprinting, 163

F,, 569

FISH (accién fluorescente in situ), 399,
408, 415

Fisher, R. Véase maxima verosimilitud

F_, 569

Fitch-Margoliash, método, 129; algorit-
mo, 130

flores hermafroditas, 184

flores perfectas, 183

fluctuaciones climéticas, 456

flujo génico, 42, 49, 51, 55, 57, 58, 81, 82,
173, 329, 330, 331, 333, 334, 363, 395,
434, 447, 452, 455, 469, 473, 482, 484
monitoreo del, 548; restringido, 479

formamida, 530

formato Newick o New Hampshire, 90

fosfolipidos, 397

fotosintesis, 311

frecuencias alélicas, 15, 52, 167

frijol, evolucion en Mesoamérica y Suda-
mérica, 368; criollo, 369

frutos abortados o plantlets, 222

F, 52,55, 59,72,73, 74,75, 78, 483

fuerzas, ecologicas, 330, 334, 336; evoluti-
vas, 11; genéticas, 330, 336

Fu-Li, 14, 15

funcién exponencial negativa, 410

fundador, efectos del, 188, 198

G

G/N, 235

gama discreto (método), 116

gametofito, 222

ganso, 482

gap, 106

gases, cromatografia de, 398

geitonogamia, 173

geles desnaturalizantes de gradiente
(DGGE), 399

GenBank, 37, 166, 406

GenCompress, programa de computo,
127

genealogias, 427, 441, 442

generaciones discretas, 70

género, 367

genes, 100; copias del, 407; del nicleo y
tiempo de coalescencia, 336; esencia-
les, 360; intercambio genético, 368;
mitocondriales, 450, 458, 460; mito-
condriales ND2, 475; ortdlogos, 100,
361; paralogos, 100

genética de poblaciones (microevolu-
cién), 78, 167, 234, 281, 351, 443, 448,
467, 469, 472, 517, 556

genética, 430

genets, 173, 216, 218, 223, 224, 230, 235;
en Opuntia rastrera, 227

genoma, 13, 38, 49, 98, 166, 183, 286,
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genoma (continiia)
293,294, 361, 407, 521, 544; celulares,
541; citopldsmico, 435; de E. coli, 291;
evolucion de los, 125; de una bacteria,
150, 364; de un metandgeno, 150;
completo, 354, 359; humano, 165;
recipientes, 360; mitocondrial (mtA-
DN), 543; nuclear eucarionte, 567;
recombinacion, 281, 282, 293; regula-
cion del tamaio del, 281; ribosomal,
541

gendmica, potencial de la, 88

genotipo-ambiente, asociaciones, 434

genotipos, 241; heterdcigos, 545; homdci-
gos, 545; y recombinacion, 286

Geochelone nigra (tortugas gigantes de las
Galapagos), 458

GeoDis, programa, 58, 477

geografia, 448

Geomys pinetis, 449

Gesneriaceae y pseudoviviparidad, 222

Gibberella fujikuroi, genealogias genera-
das en, 335

gibén, 93

ginodioicas, 195, 198

GIPS, 513

glaciaciones, 429

glnII, gen, 358

globinas, 34

gold standard. Véase estandar reconocido,
microsatelitales de, 445; region con-
trol de, 445

Gossypium (algodén), 428

gramineas, 221

grillos, hibridacion en, 433

grupos hibridos y flujo génico, 333

grupos naturales, 331

Gryllus firmus, 430; pennsylvanicus, 430

Gst, 53
guerrilla, 217

H

hébitat, factores del, 334

Haemophilus influenzae y transforma-
cién, 285

haplotipos, 57, 337; 453, 460, 472; red de,
477

Hardy-Weinberg, 64; equilibrio de, 187,
546, 547, 552; modelo de, 189; pobla-
cién bajo equilibrio segtin, 168

Helianthus (girasol), 428

Helicobacter pylori, 38; y recombinacion,
289

herbivoros, 228; y pérdida de biomasa,
227

hercogamia, 184, 204

heredabilidad, calculo de, 172

herencia, 442; estrictamente materna,
442; materna, 78

hermafroditas, 184, 195, 215; autocompa-
tibles, 195

herpetofauna, 454

herramientas, filogeograficas, 456; mole-
culares, 330, 415

heterdcigo, 568; e isoenzimas, 544; indi-
viduos, 545

heterocigocis, 63, 64, 65, 69, 234

heteroduplex, hebras, 285

heterostilicas, 195; plantas, 204

hibridacién, 423, 424; ADN-ADN, 335,
338; natural, 427; superioridad res-
tringida de la, 431; y RFLPs, 552; zo-
nas de, 429-434;

hibrido, 430-432; ancestro, 428
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hipétesis de la complejidad, 360

historia genealdgica, 447

historias de vida, 51, 216, 230; a nivel de
ramets, 224

hitchhiking. Véase aventén

HLA (sistema de deteccién),166

Homo sapiens, 453; migraciones, 453;
origen africano del, 453

homaocigo, 171, 568; individuos, 545

homologia, de las bandas, desventajas,
569; morfoldgica, 541

homoplasia, 81, 288, 311, 445

hongos, 398; concepto bioldgico de, 337;
dindmica evolutiva, 310, 325; estudio
de la recombinacion en, 292; estudios
filogenéticos de los, 556; intrones v,
543; mecanismos de reproduccion,
288; recombinacion, 310; y homopla-
sia, 332

hormigas, andlisis de paternidad, 164;
hibridacién en, 433

Hudson-Kreitman-Aguadg, 14, 16, 42

huellas digitales, 164

IA de Maynard-Smith et al., 299

incompatibilidad, sistema de, 194, 204

incongruencias filogenéticas, 288

indice, D, 412; de asociacion, 299

individuos, 442

Indonesia, 459

infecciones periodontales, 290

inferencia filogenética, 311; efectos de la
recombinacion en, 293

insectos, 454

intercambio genético, 359, 360, 361

introgresion, 548

intrones, 543

Iris, 434

islas, de patogenicidad, 360; gendmicas,
358; ocednicas, estudios de genética y
conservacion en, 458; simbidtica, 354.

isoenzimas, 433, 547; isoenzimas/aloenzi-
mas, 547; modelo de, 174, 189, 192

ISSR (intersequence simple repeats), 239,
550-552, 567, 569; marcadores, 165,
198, 520

iterdparo, genet, 223

ITS1 e ITS2, 544

Jaccard, coeficiente de, 167
Juncaceae y pseudoviviparidad, 222
Jukes-Cantor, 22, 40

K

Ka/Ks, 39

Kimura, 13, 39, 20, 25, 40; parametros de,
24,25, 304

Kosakovski, Sergei, 41

Kumar, Sudhir, 41; et al., 28

L

laboratorios naturales, como zonas de
hibridacion, 428

LAMARGC, 75

Lampornis amethystinus (colibri garganta
amatista), 483, 487, 484; amethystinus,
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Lampornis amethystinus (continiia)
486; margaritae, 486; salvini, 485

landraces. Véase frijoles criollos

Larrea tridentata, longevidad de clones
de, 217

leguminosas, 351, 352, 355, 506

leopardo, 455

Lepus americanus, 457

Letharia (hongo liquenizado), recombi-
nacion en, 292

levaduras, tamafio del genoma mitocon-
drial en, 543

ligamento citonuclear, desequilibrio de,
434; desequilibrio del, 433, 434

likelihood ratio o LOD. Véase maxima
verosimilitud

Liliaceae y pseudoviviparidad, 222

linaje, alopatricos, 469; chimpancé-gori-
la-humano y coalescencia, 336; evo-
lutivo, 364;

simpatricos, 469

Linneo, concepto de especie de, 327

lisozima C, 33

Lithocarpus, 435

Li-Wu-Luo, 25, 27

loci, dominantes, 547; polimérficos, 234

LOD (likelihood ratio), 170

Lotus corniculatus, 355

M

M (= flujo génico), 53

Macaca mulatta, 172; dreas de endemis-
mo, 460

macacos, identificacion de paternidad,
172

macroevolucion, 442, 468

macroorganismos, 343

magueyes, 221

maiz, en Mesoamérica, 369

Malasia, 459

mamiferos, 450, 452, 461; de Amazonia
oriental, 457; de talla grande, 455;
estructura filogeografica, 460; hibri-
dacion en, 433; marinos, 452; volado-
res, 452

Mammillaria, m6dulo apropiado para su
descripcién, 218

marcadores, citogenéticos, 428; cito-
plasmicos, 438; dominantes, 542,
546, 568; electroforesis multilocus
de isoenzimas, 369; haploides, 82;
genéticos, 434, 567; moleculares,
163, 171, 174, 184, 195, 332; micro-
satélites, 55, 74, 165, 194; nucleares,
434, 450; quimicos, 428; y patrones
conductuales no observados direc-
tamente, 171. Véase RAPDs, AFLPs,
ISSRs

marcaje-liberacion-recaptura (MRR),
estadisticos de, 412

Markov, cadenas de, 293

mARN, 359, 514, 559

material genético y recombinacién, 281

MATLAB, programa, 241

matriz, de sensibilidad, 242; de transi-
cion, 240, 242

méxima parsimonia, 32, 33

madxima verosimilitud, 20, 28, 33, 41, 43,
58, 73-76, 168, 169, 170; métodos de
estimacion, 305

McDonald-Kreitman, 14, 18, 19

mecanismos, sexuales, 356; parasexuales,
356

medicina forense, 517
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MEGA 2.1 (programa para arboles de
distancia), 471

meiosis, 282, 300

meiosporas, 337

Melanerpes formicivorus (carpintero arle-
quin), 483, 486, 487

Meleagris gallipavo (pavo), 481; gallopavo,
481; intermedia, 481; merriami, 481;
mexicana, 481

Melospiza melodia, 480, 482

Mendel, leyes de, 472

meristemo axilar, 222

Mesorhizobium, 358; presencia de plasmi-
dos en, 354

metabolismo, 414

metapoblacion, 50, 77, 80

Methylobacterium nodulans, 354

metilobacteria, 353

métodos, bayesianos, 305, 309; de asigna-
cion fraccionada y categorica, 167; de
compatibilidad, 298; de coalescencia,
76; de distancia, 295; de exclusion,
167; de potencia, 232, 241; de re-
construccion genotipica, 167; demo-
graficos, 66; directos, 50; directos e
indirectos, 66; filogenéticos, 295, 298,
filogeograficos, 82; genealdgicos, 57;
indirectos, 51, 71, 81; no paramétri-
cos, 300

Metropolis-Hastings, algoritmo de, 75;
aproximacion de, 74; muestreo de
genealogias, 75

México, distribucion del carpintero arle-
quin en, 487 y PCR, 523; estudio de
Wilsonia pusilla en, 481; historia bio-
geografica de las aves, 483

MHC (sistema de deteccion), 166

microarrays. Véase microarreglos.

microarreglos, 559, 560, 561, 562,

microbios, 407, 413, 415

microevolucidn, 442, 468

microorganismos, 393, 396, formacion de
nuevas especies, 333; reproduccion
de los, 288; y concepto genético de
especie, 329

microsatélites, 433, 450, 455, 521, 549;
codominantes, 548

microscopio éptico, 408

Microtus oeconomus, 457

Michaelis-Menten, ecuacion de, 410

migracién

migracion, 51, 66, 73, 81, 82, 225, 448;
tasa de, 456, 473

milpa, 369

minimum evolution, 470

mismatch, graficas de, 475

mitocondria, 49, 67, 68, 78, 450; genoma
citoplasmico de las, 434; moléculas
de, 544; rADN en, 544; y recombina-
cion, 281

mitosis, 282

ML. Véase maxima verosimilitud

modelo, de islas, 55, 72; de islas infinitas,
modelo (contintia)
51; de islas de Wright, 73; demografi-
co, 228; de Wright-Fisher, 73; de sitios
infinitos, 17, 74; mutacional SSM,
549; neutro, 13, 17; poblacional, 240;
Poisson normal, 411

modulo, 218, 220

moluscos, hibridacién en, 433

monocarpica, roseta, 223

monocotiledéneas, 220

monoecia, definicién, 203

monofilia, 362, 363

monogamia, 172
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monoicas, 184

monoicismo, 193

Monte Carlo, simulaciones de, 299

Montes Urales, 457

morfologia, 480, 542

mortalidad, 225

mosaico, concepto de, 430; zonas en, 433

mRNA, 552

mtADN, 444-447, 469, 453, 455, 456, 459;
en individuos de Brasil y Portugal,
453; en animales, 453, 543

muestra, tamafio de, 410, 413

muestreo, calidad del, 409; esfuerzo del,
409; estrategias de, 415

murciélagos, 460

Muse, Spencer, 41

Museo de Zoologia, Coleccion de Tejidos
de Aves del, 490

mutacion, 12, 16, 17, 64, 80, 81, 83, 165,
166, 171, 286, 305, 329, 330, 338, 339,
340, 357, 473; adaptativa, 340; como
efecto deletéreo, 197, 286; contribu-
cion a la variacion, 291; en grandes
camadas, 172; simple, 166; tasa de,
305, 308

N

NADH (alcohol deshidrogenasa), 34, 477

nADN, 543

NCA, 449, 459

NDH, genes mitocondriales, 450, 458

Ne, 64-72, 74, 75-83, 308

néctar, 184

Nei y Li, coeficiente de, 167; distancias
genéticas de, 240

Neigel, analisis de, 470

neighbor joining, 32, 470, 472

Nei-Gojobori, 20, 24, 25, 27, 32, 42

Neisseria, ausencia de clonalidad, 356;
gonhorreae y transformacion, 285;
meningitides, 38, 291, 340; recombi-
nacion en, 290; y mutacion, 339

nested clade analysis, 57

nicho, 328, 358; ecoldgico, 340, 367

nitroégeno, 354, 507; fijacién de, 354

Nm, 53, 55, 474

nod, genes, 354

nddulos, 351, 352

nopal rastrero, tallas de los ramets de, 217

nucleasas, 501

nucleo, rADN en, 544

nucleétido, 13, 41; extras, 567; secuencias
de, 444

Nueva Zelanda, 355

nimero efectivo de migrantes, 74

(¢

Odontesthes perugiae, origen, 459

Ohta y Kimura, modelo mutacional SSM,
549

oligonucledtidos, 400, 408, 521, 523, 530,
560

Oncorhynchus gorbuscha (salmon rosa-
do), 459

operones de rARN, 538, 407

Opuntia, médulo apropiado para su des-
cripcion, 218; rastrera, ciclo de vida
complejo, 227; y pseudoviviparidad,
222

origen de las especies, EI, 325

ort6logos (familias de genes), 293; uso en
métodos empiricos, 294

ostracodos, recombinacién, 310
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OTUs, 409, 413, 414
Ovis canadensis, 512
Oxalidaceae y pseudoviviparidad, 222

Packera, 435

Paeonia, 428

Pamilo-Bianchi-Li, 25, 27, 28, 38

Pan troglodytes (chimpancé), 93, 455;
verus, 455

panmictica, poblacién, 65, 72, 77; estruc-
tura aparentemente, 292

panmixia, 64, 68, 229

Panthera onca (jaguar), estructura geo-
gréfica, 457; pardus (leopardo), 455

pardlogos (familias de genes), 293

pardmetro maltusiano, 230

parentesco, 172

parsimonia, arboles de, 472

paseriformes, andlisis de parentesco, 172;
paternidad multiple en, 172

Passerina iliaca (gorrién), 482

paternidad, 166, 167, 169 (nota 1), 174;
multiple, 172; analisis de 163, 164,
165, 170, 174

patogenicidad, islas de, 358

patogeno, 340, 358

patrones filogeogréficos, 441, 470, 482,
483; del carpintero arlequin, 487;
geograficos, 459; regionales filogené-
ticos, 459

PAUP, programa para drboles de distan-
cia, 471

PCR (Polymerase Chain Reaction), 399,
400-402, 404, 406, 407, 414, 517, 520,
521, 524, 527, 530, 531, 532, 534, 555;

y marcadores dominantes, 192; y
RFLPs, 452

peces, 450, 452; de agua dulce, 450, 482;
de agua salada, 482; hibridacion en,
433; marinos, 452; marinos simpatri-
cos de California, 455

pedigree, 186. Véase arbol genealdgico

pequeios mamiferos, 454; no voladores
neotropicales, 460

perfil de ADN, 164

Peromyscus furvus, diferenciacion genéti-
ca, 458; maniculatus, 454; polionotus,
454

Perd, distribucion de Petrochelidon fulva,
480

Petri, cajas de, 396

Petrochelidon fulva, 480; citata, 481; pa-
llida, 480

pez de desierto (Gila atraria), patrones
filogeograficos, 454

PFLA (Phospholipid Fatty Acid Analysis),
397-398

Phacelia dubia y fecundacioén cruzada
mixta, 198

Phaseolus vulgaris, 368; domesticacion,
368

phyla, 467

Phylloscopus trochiloides, 455

piedras de paso, 73

pino-encino, y distribucion del carpintero
arlequin, 486

Pipilo fuscus, 483

plantas, analisis de paternidad en, 173;
clonales, 217, 219, 228, 243; demogra-
fia de las, 224; e intrones, 543; estu-
dios filogenéticos en, 456; hibridacion
en, 432; nuevas especies de, 333; su-
culentas, 509; superiores, tamaio del
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genoma mitocondrial en, 543
plasmidos, 354, 357, 358, 359; conjugacién
de, 294; simbiéticos, 355, 358, 359

Pleistoceno, 456, 460

Pleorotus ostreatus (hongo), especies de,
333

Plioceno, 456

Poaceae y pseudoviviparidad, 222

poblacion, 427, 442, 443, 489; clonal, 290,
356; definicion de, 219, 400; ideal, 73,
77; natural, 446, 473; panmictica, 308;
pequena, 474; tamano efectivo de la,
172, 308;

Poisson, distribucién de, 64, 67, 69, 71

polen, 71; flujo de, 174

poliacrilamida, gel de, 545

policdrpicas, especies, 223

poligamia, 172

polimerasa, 523, 529, 557; Reaccion en
Cadena de la, 517

polimorfismo, 16, 548, ancestral, 335;
estilar, definicion, 204; interespecifico,
335

polinizacion cruzada, tasas de, 188

polinizadores, 198

Polioptila califérnica, 483; melanura, 475,
483

Polygonaceae y pseudoviviparidad, 222

Popolus, 434

Porphyromonas gingivalis, recombinacion
en, 290

power method. Véase método de potencia

primers, 551, 567, 569

probabilidad, condicionada, 169 (nota 1);
posterior, 168

procariontes, 351, 401, 499, 500; aplica-
cion del concepto de especie a los,
338; concepto bioldgico de, 339;

intercambio genético en, 286; meca-
nismos de recombinacién en, 285;
métodos para la delimitacion de es-
pecies en, 332; y concepto genético de
especie, 329

procesos, demograficos, 226; filogeografi-
cos, 448; microevolutivos, 442

Pronolagus rupestris (conejo rojo de Smi-
th), 454

propagacion vegetativa, 221, 228, 229,
242

protandrica, 204

proteinas, 501; analisis de, 543; sintesis
de, 360

proteobacterias, 352, 354

Proteus vulgaris, 361

prueba de Tajima, 14

pseudo-maxima verosimilitud, 76

Pseudomonas stutzeri, variacion genética
de, 289

pseudomonas, alta clonalidad, 356

pseudoviviparidad, 222

R

rADN 168, 360, 361, 401, 406, 407, 544;
coevolucion del, 361

Ralstonia, 354

ramas, intercambio de, 138, 141

ramets, 173, 216, 218, 220, 224, 225, 230,
234, 235; de Opuntia rastrera, 227.
Véase también clon

Rana camerani, 456; holtzi, 456; macroc-
nemis, 456

ranas de Anatolia (Turquia), 456

RAPDs (marcadores), 165, 189, 194, 198,
239, 400, 433, 520, 545, 547, 548, 550;
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estudios de variacion genética con,
467

rarefaccion, 410; curva de, 410

rARN, 399, 401, 402, 406, 407, 408; rARN
(SSU), 401

reciclaje de nutrientes, 500

recolonizacion, 80

recombinacidn, 42, 288, 289, 310, 330,
339, 340, 355, 357, 358, 360, 444,
473; como fendmeno excepcional,
294; definicion, 281; en Pseudomo-
nas stutzeri, 289; frecuencia, 356,
en bacterias, 357; homologa, 355,
356; ilegitima, 360; indetectable,
295; intraespecifica, 340; meidtica,
165; mecanismos de la, 286; méto-
dos de deteccion de, 294; métodos
de similitud y, 295; métodos empi-
ricos para detectar, 293; métodos
no paramétricos de; 294, 300; por
crossing-over, 282; tasa de, 304, 306,
311; y cadenas de Markov, 293; y
variacion, 291

reconstruccion filogenética, 32, 33, 335;
genotipica parental, 171

red (o arbol) de haplotipos, 477

region control, 446. 450; Iy II, 475; en
vertebrados y equinodermos, 444

regiones microsatélite, 567

reinos, 467

relaciones filogenéticas, 330

reloj molecular, 288, 445

reproduccion sexual, 29, 228, 229, 242,
333; reproduccion sexual, concepto
bioldgico de 337; y eucariontes, 286

reptiles, 450; diferenciacion filogeografi-
ca, 452; estructura filogeografica, 460;
patrones filogeograficos, 461

retrocruzas, 427

retrovirus, material genético de los, 499

RFLPs (marcadores), 165; del mtADN;
433; del nrADN, 433

RFLPs, 547, 548, 552; estudios de varia-
cion genética con, 467; técnica de, 553

Rhizobiales, 352

Rhizobium, 352, 354, 358; etli bv. phaseoli,
368; etli bv mimosae, 368; gallicum,
368; gardinii, 368; leguminosarum bv.
phaseoli, recombinacion de, 290, 368;
y clonalidad, 356

Rhodopseudomonas, 353

ribosomas, 401

riqueza bioldgica, 342

rizobios, 351, 353

rizosfera, 352

roedores, 449

rotiferos, recombinacion, 310

rrl, gen, 358

rrs, gen, 352, 358, 365

Rusia, 457

ruta, analisis de, 241, 242

Saccharomyces cerevisae, 361

SAGE (serial analysis of gene expression),
166

salmon rosado, linajes de, 459

Salmonella, alta clonalidad, 356; enterica,
291; typhimurium, 361

San Miguel Acuexcomac, variedades de
frijol en, 369

Sanger, Fred, reaccion de, 559

sapos del género Bombina, hibridacion
en, 433
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saprofagos, 352

Saxifragaceae y pseudoviviparidad, 222

Sclerotinia y teoria de la coalescencia, 337

SDS, 528

secuencia 16S rARN, 332; y filogenia, 332

secuencias, 557; alineacion de, 471; de
transformacion, 285; nucleotidicas,
352

seleccion, 12, 16, 55, 330, 357, 408,
429-432; adaptativa, 13; coeficientes
de, 241; ecoldgica, 367; exdgena,
434; intensidad de la, 429; natural,
11, 20, 79, 83, 188, 286, 288, 295,
300, 311, 325, 327, 329, 331, 367,
433, 457; negativa, 12, 15, 33, 38,
83; positiva, 12-16, 20, 23, 29, 32,
33, 34, 38, 38; purificadora, 33, 39;
periodica, 340

selective sweep, 77

semillas, 71

sensibilidad, 232; matriz de, 242

sensibilidades, 241

serial analysis of gene expression. Véase
SAGE

sexos, evolucion de los, 183; separados, 65

Shannon-Weaver, indice de, 412

Shigella, 368

Siberia, distribucion de Phylloscopus tro-
chiloides, 455

SIDA, 83

simbiosis, 352, 360; islas de, 358, mutua-
lista, 352

simbiosoma, 352

similitud, 362; ADN:ADN, 366

Simpson, indice de diversidad de, 235,
412

simulaciones de Monte Carlo, 299

single nucleotide polymorphism. Véase

SNPs

Sinorhizobium, 352, 354

sistema, de apareamiento, 70, 183; de
reproduccion, 183, 545; dominante
recesivo, 557

sistemdtica, bacteriana, 366; e hibrida-
cion, 434

sitios infinitos, 80, 308

sliding windows. Véase ventanas desli-
zantes

SNPs, 166

sobrevivencia, 220

Sonora, 483; desierto de, 460; estudio de
Meleagris gallopavo en, 481

sosa, 500

southern blots, y RFLPs, 552

Spizella passerina, 482

split decomposition, método, 310

SSCP, 520, 521

SSRs, 548, 567

SSU, 401

Staphylococcus aureus, recombinacion
en, 291; y mutacion, 339

stepping stone, 73

stepwise addition, bisqueda exhaustive,
472

step-wise model, 55

Streptococcus pneumoniae, 291; recombi-
nacion en, 291; y transformacion, 285;
y mutacién, 339

Streptoprocne zonaris, 488

sucesion, 395

suelo, 398; diversidad gendmica en, 394; y
comunidades microbianas, 398

Sulawesi (Indonesia), 460

sustitucion, 444; de nucleétidos, 446;
sindnima, 295

Synechococcus lividis (cianobacteria), 332
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T

programa TCS, 477

Toxostoma curvirostre (Cuitlacoche piqui-
curvo), 475, 483; lecontei arenicola,
481; lecontei lecontei, 481

Tajima, 14, 15, 16; McDonald y Kreitman,
42

tamano, del vecindario, 70; efectivo, 13,
15, 59, 63-84, 455, 546; poblacional,
63,73, 82,474

taq, 524

tARN, 514

tasa, de especiacion, 395; de evolucion, 335;
de extincion, 395; de fijacion; 83, de mi-
gracion, 51-53, 74; de mutacion, 13, 14,
19, 71, 300, 305, 549; de sustitucion, 33,
34, 76, 80, 288; de recombinacion, 304

taxonomia e hibridacién, 434

Templeton, A., 479; andlisis de clados
anidados, 477

tension, zona de, 430

teorema de Bayes, 31, 32, 168

teoria, de coalescencia, 446-449; evoluti-
va, 363; neutra, 12, 13, 17, 83; y Scle-
rotinia, 337

termociclador, 528, 524

TFPGA, 570

TGGE, 406

Thermus aquaticus, 517

Thymus vulgaris y fecundacién cruzada
mixta, 198

tiempo, al ancestro comun mas cercano,
308; generacional, 66

tm (tasa de fecundacion cruzada multilo-
cus), 194, 195

TMRCA, 308

tokogenia, 334

tortugas, diferenciacion filogeografica,
452; gigantes de las Galdpagos, 458;
marinas (andlisis de paternidad), 164

Toxostoma lecontei, distribucién filogeo-
grafica, 481; estructura filogeogrifica,
481; interrupcion filogeografica en,
482

transduccidn, 285, 294

transferencia horizontal, 291, 294, 356; y
evolucidn celular, 359

transferencia lateral, 355, 357, 358, 360,
361

transformacion (mecanismo de recombi-
nacion), 285

transicion, matriz de, 242

transposones, 359

TREF, 403

TRFLPs, 404

Trychophyton rubrum, 292

Turdus infuscatus, 488

U

ulceras estomacales, 289

unidades, evolutivamente significativas,
331, 341, 342, filogeograficas, 456

Unidades Significativamente Evolutivas,
458

UPGMA, 472

uptake sequences. Véase secuencias de
transformacion

Ursus arctos (oso café), extincidn de,
457
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v

valor reproductivo, 241

varianza, 299; genética, 286

vecindario, 70, 73, 81

ventanas, deslizantes, 295; de hibridacion,
428

verosimilitud, 170

VIH-1, virus, 83

virus, y bacterias, parasitismo entre, 404;
y transduccidn, 285

variacidn, genética, 15, 17, 79, 80, 340,
369, 432, 548; geografica, 428; haplo-
tipica, 448; neutral, 81; molecular,
541; morfoldgica, 541

vertebrados, 450; mexicanos y filogeogra-
fia, 461

Viola pubescens, 551

Vibrio cholerae, ausencia de recombina-
cién en, 310

w

W, 29, 30 41

Wilsonia pusilla (chipe), 455, 481; estudio
filogeografico de, 481

Wright, 473, 569; F de, 474

Wright, Sewall, 51, 52, 53, 63, 64, 65, 187,
447. Véase coeficiente de endogamia

X

xenogamas, especies, 229

xenogamia, 173

Y

Yucatan, distribucion de Petrochelidon
fulva, 480

Z

zona hibrida, 333
zo6logos e hibridacion natural, 428
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