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urante muchos afios, los estudios de zoologia

se han enfocado a describir las distintas espe-

cies de animales que han habitado la Tierra.

Esta actividad de registrar “lo que hay” es de
suma importancia, pues incrementa nuestro
conocimiento sobre la riqueza biolégica
y nos permite ver qué debemos con-
servar y a cudles especies se les
puede dar un uso sustentable para
beneficio de la sociedad. Sin
embargo, en el pasado, los zodlo-
gos sélo describfan a las especies
con base en sus caracteristicas ob-
servables (morfoldgicas), las cuales
ahora se sabe que pueden ser resulta-
do de la influencia del ambiente. Esto
llevé a que un gran nimero de poblaciones
fueran consideradas como especies distintas, y que
poblaciones morfolégicamente similares se incluyeran
dentro de una misma especie sin serlo, enmascarando
la realidad.

Un ejemplo simple es el de los mamiferos, que in-
cluyen aproximadamente a cinco mil especies y 26 6r-
denes. No obstante, los mastozodlogos (expertos en
mamiferos) ain no logran coincidir en cual es el ni-
mero exacto de especies, ni en cudles 6rdenes y fami-
lias se relacionan entre si y cémo. En nuestros dias, y
a medida que se genera m4s informacién proveniente
de filogenias basadas en evidencia molecular, va cam-
biando la manera en la que los grupos se asocian. Por
ello, es de gran importancia conocer las herramientas
moleculares que nos permitan obtener informacién

mds precisa sobre los organismos.

Diversidad en el ADN

El reino animal es un grupo extremadamente di-
verso, y esta riqueza de especies es consecuencia
de variaciones en la informacién genética conte-
nida en las secuencias de bases que forman el
acido desoxirribonucleico (ADN). Actual-
mente hay varias técnicas disponibles
para analizar las diferencias entre se-
cuencias de ADN; los datos que se
obtienen se utilizan para conocer la
variabilidad genética de los indivi-
duos o poblaciones.

Los loci (posiciones que ocupan
los genes a lo largo de un cromosoma;
plural del griego locus, lugar) analizados
mediante técnicas moleculares constitu-
yen marcas, puntos de referencia dentro del
genoma, y son conocidos como marcadores molecula-
res. Tales marcadores son caracteristicas del ADN que
pueden diferenciar a dos o mas individuos, y son he-
redables de generacién en generacién. Por tanto, un
marcador molecular serd aquel fragmento de ADN poli-
morfico (con variaciones) que nos permita distinguir
entre diferentes grupos taxonémicos (hasta nivel de es-
pecie o subespecie), poblaciones, familias o individuos.

Caracteristicas de los marcadores

moleculares

Los distintos tipos de marcadores moleculares hoy

disponibles pueden ser distinguidos por la tecno-

logia que se utiliza para revelar la variabilidad del
ADN. Los marcadores varfan en cuanto a su capacidad
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para detectar diferencias entre los individuos, sus cos-
tos de aplicacién, facilidad de uso, consistencia, capa-
cidad muiltiple (evaluar varios loci al mismo tiempo) y
de repeticion.

De manera general, los marcadores genéticos se
pueden clasificar en citogenéticos (cromosomas); bio-
quimicos (electroforesis de enzimas); y los basados en
ADN, que a su vez se agrupan, segin el método de iden-
tificacién, en: a) los de clonacién (obtencién de frag-
mentos idénticos de ADN a partir de una misma se-
cuencia original) y de secuenciacién (determinacién
del orden de bases nucleotidicas —adenina, guanina, ci-
tosina, timina y uracilo— en fragmentos de 4cidos nu-
cleicos); y b) los de impresién tnica o huella digital
genética (fingerprinting: utilizacién de pequefias secuen-
cias de ADN que se sabe que varfan entre individuos).

Se espera que un marcador molecular sea capaz de
discriminar diversos alelos (diferentes versiones de un
mismo gen) de un mismo locus, y sea ttil para detectar
polimorfismos en el mayor ndmero posible de locus al
mismo tiempo en una Unica reaccién.

Gran parte de los estudios que utilizan marcadores
moleculares pueden ser considerados como estimacio-
nes de la historia evolutiva de los organismos, debido a
que se estan evaluando las relaciones filogenéticas (de
parentesco) desde diferentes niveles jerdrquicos. Estas
relaciones pueden valorarse desde niveles micro hasta
macroevolutivos, con la siguiente escala: a) identidad
genética, como en organismos de reproduccién clonal
(partenogenéticos); b) parentesco (parental, padres a
hijos); ¢) afinidad genética dentro de un grupo local o
poblacién; d) diferenciacién entre poblaciones o sub-
especies; e) diferenciacion entre especies; y f) estruc-
tura filogenética en la evolucién de los seres vivos.

A continuacién se presenta una lista de los distin-
tos marcadores moleculares que existen, asi como su
alcance en estudios zool6gicos. Se usan los acrénimos
en inglés, seguidos de su significado en espafiol, ya que
asi son manejados en toda la literatura cientifica, de
modo que el lector conozca a qué se refiere cada uno
de ellos v, si es de su interés, pueda buscar mas infor-

macion al respecto.
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detectan por microscopia de
fluorescencia de alta definicion.

Ambas técnicas se utilizan
para identificar cromosomas
extrafios o para detectar traslo-
caciones (cambios de posicién
de partes del cromosoma) en
hibridos, lo cual no es posible
con las técnicas de citogenética
cldsica como la tincién o el
bandeo. En otros casos, pueden

El Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR). Nodo regional norte del Proyecto

Mexicano del Cédigo de Barras de la Vida (MExvOL) en el cual, con el uso de marcadores molecu-

lares, se pretende identificar taxondémicamente a todas las especies animales del pafs

Marcadores

citogenéticos

Este tipo de marcadores se limitan a un grupo de

polimorfismos fisicos, a causa de que se consideran

principalmente el nimero y forma de los cromoso-
mas (posicién del centrémero y longitud de los bra-
z0s). Se evalda también el patrén de bandeo G-C, el
cual consiste en determinar, por medio de un coloran-
te especifico, dénde se encuentran altas concentracio-
nes de guanina y citosina en la heterocromatina (el
ADN densamente empaquetado que estd presente
durante la division celular). Mediante anilisis de cro-
mosomas se han logrado identificar zonas de contacto
entre especies y casos de hibridacién; se han utilizado
en estudios taxondémicos, de evolucién y biogeogra-
fia para observar polimorfismos dentro de una especie
y para ver diferencias entre especies cercanas.

Actualmente existen técnicas citogenéticas como
las llamadas FISH (hibridacién in situ por fluorescen-
cia) y GISH (hibridacién in situ del genoma) en las que
se hace uso de tintes para marcar regiones diferentes
de ADN. Una vez tefiidas las sondas (fragmentos de
ADN de secuencia conocida utilizados para identificar
secuencias idénticas o similares en una mezcla com-
pleja), éstas se hibridan (aparean), asocidndose por
complementariedad de bases a zonas homdlogas del
ADN analizado. Las sondas marcadas se detectan con
un anticuerpo especifico, formando un conjugado. Des-
pués de varios ciclos consecutivos de rehibridacién se
logran diferentes colores fluorescentes, los cuales se

utilizarse para un primer acer-
camiento en la obtencién de
mapas fisicos de cromosomas.
Son ttiles como indicadores de
ancestrfa comun y para la generacién y el contraste
de hipdtesis filogenéticas.

Marcadores bioquimicos

Incluyen a las aloenzimas (variantes alélicas de un

mismo gen de una enzima) que identifican poli-

morfismos fisicos mediante las variantes estructu-
rales de una misma enzima. Estos marcadores se basan
en protefnas de diferente peso molecular o punto iso-
eléctrico, distinguibles en el patrén de bandas resul-
tantes de la electroforesis (técnica donde moléculas de
protefnas o dcidos nucleicos se desplazan dentro de un
campo eléctrico de acuerdo a su peso molecular y car-
ga eléctrica).

La expresion de estos marcadores puede depender
del tejido analizado o la edad determinada en los indi-
viduos de estudio, pero la principal limitacién de esta
técnica estd en el bajo nimero de loci y variantes alé-
licas detectables, ademas de que se requiere de un ta-
mafio de muestra grande y de que el tejido sea fresco
y conservado inmediatamente a —80 grados Celsius.
Como ventaja estd la expresién enzimdtica co-domi-
nante (los dos alelos se expresan), de modo que se pue-
den diferenciar los individuos homocigotos (con alelos
iguales) de los heterocigotos (con alelos distintos).

Estos marcadores han sido dtiles en estudios sobre
la estructura de poblaciones, al identificar los grados
de polimorfismo dentro y entre poblaciones, asi como
para realizar analisis filogenéticos. Gran parte de estos
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estudios son acompafiados de andlisis de cromosomas
u otros datos morfolégicos.

Marcadores basados en ADN

Los marcadores basados en el ADN ofrecen nume-

rosas ventajas sobre las alternativas fenotipicas

(morfolégicas) convencionales, ya que son esta-
bles y pueden detectarse en cualquier tipo de tejido.
No son afectados por el medio ambiente y general-
mente carecen de pleiotropia (efecto de un Gnico gen
sobre varios caracteres fenotipicos) y efectos epistati-
cos (efecto de un gen o alelo sobre otro). La varia-
cién genética detectada por estos marcadores puede
usarse para manipular rasgos, realizar mapas genémi-
cos (identificar lugares clave sobre el genoma), ais-
lar loci genéticos y evaluar la diversidad genética de
poblaciones.
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De los marcadores moleculares, los basados en 4ci-
dos nucleicos tienen un alcance m4s poderoso. Se ge-
neran mediante técnicas de impresién tnica, capaces
de muestrear las moléculas de dcidos nucleicos ricas en
informacion.

Estos marcadores moleculares se clasifican confor-
me a la metodologia utilizada para identificarlos, ya
sea por clonas y secuencias o por impresién Gnica (fin-
gerprinting).

a. Marcadores basados en clonas y

secuencias

Esta categorfa incluye a marcadores que se generan

con técnicas que requieren aislar un fragmento de

ADN clonado vy, frecuentemente, determinar algu-
nas de sus secuencias. Los principales marcadores mo-
leculares bajo esta categorfa son:

RFLP (polimorfismo en longitud de fragmentos obtenidos por
enzimas de restriccién): estos marcadores consisten de
fragmentos de ADN digeridos con enzimas de restric-
cién (enzimas que cortan el ADN cuando se presentan
ciertas secuencias especificas de bases) y transferidos a
membranas de nailon y marcados radiactivamente.
Esta técnica depende de la variacién natural en la se-
cuencia de ADN, producto de mutaciones puntuales
(cambio de un solo nucleétido) o cambios a gran esca-
la (inversiones, supresiones, inserciones o transposicio-
nes de fragmentos de cromosomas). Si estas variaciones
en la secuencia ocurren en regiones evolutivamente
neutrales del genoma, las diferencias entre individuos
se acumulan al paso de las generaciones sin estar nece-
sariamente asociadas a cambios evidentes en el fenoti-
po. Para que el polimorfismo sea detectado, es necesa-
rio comparar las secuencias de nucleétidos de las
hebras de ADN de individuos distintos.

Los marcadores RFLP han sido aplicados en la ex-
ploracién de los patrones de colonizacién, biogeogra-
fia y filogenia de poblaciones, en la identificacién de
especies fenotipicamente muy similares y en la evalua-
cién de la transmision de pardsitos de madre a hijo.

Microsatélites o SSR (secuencias simples repetidas): son se-
cuencias medulares de 2 a 6 pares de bases repetidas



en tdndem (de forma consecutiva) y que presentan un
elevado grado de polimorfismo en funcién del nime-
ro de repeticiones. Estas secuencias estdn presentes en
alta densidad por todo el genoma y en gran parte de
los casos deben ser identificados de novo en la especie
a trabajar, generando genotecas (colecciones de bacte-
rias con insertos del ADN del organismo).

No obstante, como paso inicial es posible realizar
un analisis usando oligonucleétidos cebadores (pri-
mers, secuencias cortas de bases que sirven como ini-
ciadores para la replicacién de ADN) desarrollados para
especies filogenéticamente cercanas a la especie de
estudio. Una vez caracterizados, estos loci altamente
polimérficos son amplificados (reproducidos en varias
copias de fragmentos de ADN a partir de una hebra
patrén) mediante la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR). De esta técnica derivan los denominados
STMS (sitios con microsatélites marcados por secuen-
cia) que constituyen la clase mds polimérfica de mar-
cadores moleculares. Los SSR han sido ampliamente
utilizados en estudios de migracién y estructura gené-
tica de poblaciones, aspectos demogréficos y de con-

servacion.

STS (secuencia de sitios etiquetados): se trata de una re-
gién de ADN de secuencia conocida que estd presente
una vez en el genoma haploide de una célula repro-
ductiva. Una ventaja del marcador STS es que los ex-
tremos de la secuencia conocida pueden ser utilizados
para disefiar oligonucleétidos cebadores para amplificar
especificamente esa secuencia. Con estos cebadores,
mediante la técnica de PCR, se podrd detectar la pre-
sencia de un particular STS en un fragmento o una
mezcla de ellos. También se usan estos marcadores mo-
leculares para identificar fragmentos de ADN clonados
que contienen ciertas secuencias que se sabe que estan
dentro o se relacionan con un gen de interés.

EST (marcador de secuencias expresadas): son regiones
de ADN expresadas, es decir, transcritas a dcido ribonu-
cleico (ARN) mensajero. Se considera que con los EST
se accede a la exploracién més amplia de la porcién
transcrita del genoma, ya que consisten en el paso
directo de la secuenciacién parcial de la clona de ADN
complementario (reproduccién del ADN a partir de la
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Personal realizando técnicas de laboratorio.

Los marcadores RFLP han sido aplicados
en la exploracion de los patrones
de colonizacion, biogeografia y filogenia
de poblaciones, en la identificacion
de especies fenotipicamente muy similares
y en la evaluacion de la transmision
de parasitos de madre a hijo.

Identificacion de Heterodera avenae mediante el uso de procedi-

mientos PCR-RFLP en la poblacién de Oregon. Imagen tomada de

cbarc.aes.oregonstate.edu/cbarc/ccnphotos.php
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“hembra” del ARN mensajero). Estos marcadores se han
convertido en una herramienta indispensable para
identificar genes expresados y para el mapeo geonémi-
co (ubicacién de genes a lo largo de los cromosomas).

SSCP (polimorfismos conformacionales de cadena sencilla):
se incluyen entre las técnicas de secuenciacién; su ca-
racteristica es separar 4cidos nucleicos de cadena sen-
cilla que tienen distinta secuencia. Pueden detectarse
diferencias de una sola base, ya que alteran la estruc-
tura secundaria de la cadena de ADN y son visibles al
analizarlos por electroforesis. Las mutaciones en los
nucleétidos conducen a cambios en la movilidad del
ADN a través del gel de electroforesis. Los SSCP son
muy utilizados en la identificacién de genotipos de
individuos que difieren en su secuencia de ADN. Una
vez que la totalidad de los alelos presentes en la pobla-
cién ha sido identificada y se conocen sus secuencias,
es posible analizar dichos alelos y asignarles una dis-
tancia de corrida especifica. Posteriormente, estos mis-
mos genotipos pueden ser determinados en individuos
sin necesidad de recurrir a las técnicas de clonado y
secuenciacion. Esta técnica resulta ser de fdcil imple-
mentacién y de menor costo que las practicas de
secuenciacién convencionales.

Los SSCP han sido aplicados en estudios para eluci-
dar los patrones de diversidad genética a lo largo de la
distribucién de las especies, principalmente de aque-
llas en peligro de extincién.

e aHr o

La identificacién de especies se complementa con la evaluacién de

caracteres morfoldgicos y el uso de los marcadores moleculares.
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Preparacion de reactivos para las distintas técnicas moleculares.

SNP (polimorfismo de un solo nucleétido): es una de las
mds recientes clases de marcadores moleculares, y
representa el mas amplio tipo de variacién de secuen-
cia dentro del genoma. Consiste en el andlisis compa-
rativo de un mismo fragmento de ADN en varios indi-
viduos, de modo que los marcadores SNP se identifican
al localizar las sustituciones de bases dentro de la
secuencia.

Para esta técnica, se requiere obtener la secuencia
total de bases del fragmento de ADN de interés para
cada individuo a evaluar. Las secuencias se comparan
entre sf para ubicar los sitios polimérficos. Este marca-
dor puede ser aplicado en el andlisis de genes de
herencia biparental y en el analisis de diferencias
genéticas entre subespecies. Se espera un incremento
muy fuerte en el uso de esta técnica en los préximos
afios, debido a su potencial para revelar la historia
evolutiva de las poblaciones, y hacer anilisis de espe-
ciacién y demografia histérica.

b. Marcadores basados en
impresiones unicas (fingerprinting)
Los marcadores de este tipo no requieren conocer
a priori la secuencia de la regién polimérfica, ni
aislar un ADN clonado. Entre ellos estdn:

RAPD (amplificacion aleatoria de sitios polimérficos):
consiste en la utilizacién de cebadores (primers) de se-



cuencia arbitraria para dirigir una reaccién de ampli-
ficacién en lugares especificos del genoma, lo cual
genera bandas amplificadas de diversos tamafios.

Una caracteristica de estos marcadores es su domi-
nancia, debido a que los alelos de un mismo locus son
revelados por la presencia o ausencia de una banda.
Sin embargo, no existe la posibilidad de saber si ese
locus amplificado es homo o heterocigético. Las venta-
jas del método son su simplicidad y bajo costo; como
desventaja, estd la dificultad de repetir resultados ob-
tenidos, ya que requiere de gran pericia en el laborato-
rio para lograr reproducirlos. Por ello, cada vez son
menos utilizados.

Los RAPD han servido como marcadores heredables
para estimar la estructura y diversidad genética, en
estudios de paternidad, en la diferenciacién de espe-
cies muy similares y para inferir filogenias.

Minisatélites o VNTR (niimero variable de repeticiones
asociadas): son secuencias cortas, tipicamente de 10 a

. Marcadores moleculares: una revolucién en la zoologia

60 bases, repetidas conjuntamente en nimero varia-
ble en uno o més lugares del genoma. Un locus hiper-
variable llega a tener la secuencia repetida hasta 50
veces, formando un sitio altamente polimérfico. Los
minisatélites se obtienen a partir de un proceso de
digestién del ADN por enzimas de restriccién, separa-
cién por electroforesis, transferencia a membranas e
hibridacién con sondas marcadas radiactivamente.
Una posible desventaja para el desarrollo de esta téc-
nica es el requerimiento de muestras con ADN de alta
calidad; aquellas con ADN parcialmente degradado no
son utiles.

Los minisatélites han sido utilizados para identifi-
car linajes paternos en individuos y para evaluar la
diversidad genética en poblaciones.

AFLP (polimorfismo de fragmentos obtenidos por amplifi-
cacién): consiste en la amplificacién de fragmentos
genémicos digeridos con enzimas de restriccién, recu-
rriendo al uso de cebadores de disefio aleatorio, de

En especies animales de tamafio diminuto se requiere del uso de microscopia electrénica para observar su fenotipo;

sin embargo, todos los marcadores moleculares se ocupan para cualquier tamafio de organismo que se quiera estudiar.
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manera que se reconocen secuencias anénimas disper-
sas a lo largo de todo el genoma. Al igual que RAPD y
AFLP, son marcadores que detectan dominancia. Estos
marcadores han servido para evaluar estructura gené-
tica y relaciones filogenéticas.

RLGS (busqueda por restriccion a partir de una marca geo-
némica): se basa en el concepto del uso de enzimas de
restriccién como puntos de referencia y generado
mediante electroforesis de gel dimensional, utilizado en
la comparacién de patrones de ADN. Es un método ttil
para el analisis genémico aplicado en la construccién
de mapas fisicos para la deteccién de mutaciones en
células. Este método tiene como ventajas la capacidad
de exploracién que permite detectar miles de pun-

tos de referencia en un solo perfil.

Aplicaciéon y futuro

Actualmente se cuenta con diversos marcadores

que se han derivado de los presentados aqui, todo

con la finalidad de hacer m4s sencilla la evalua-
cién de la informacién genética.

No se puede determinar que cierto marcador sea
mejor que otro; todo dependerd del tipo de estudio que
se quiera realizar. Los marcadores moleculares pueden
ser aplicados a cualquier ser vivo; la diferencia radical
consistird en el método de extraccién del material ge-
nético de la célula. Una vez obtenido, considerando
que el material sea de buena calidad (no desnaturali-
zado), las técnicas a seguir para evidenciar polimorfis-
mo serdn las mismas para cualquier especie que se
quiera estudiar.

En México son numerosos los laboratorios que
cuentan con el equipo y la tecnologia necesarios para
llevar al cabo estudios con marcadores moleculares.
Practicamente cada centro de investigacién, instituto
o universidad cuenta al menos con un laboratorio
enfocado en investigacién en genética y biologia mo-
lecular, con personal capacitado para tales actividades.
Y debido a que las técnicas se han vuelto cada vez mds
simples, su aplicacién resulta de facil acceso, tanto en
material y equipo como en lo econémico.

Gracias al desarrollo de los marcadores moleculares
se ha conseguido conocer mas sobre la biodiversidad
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que nos rodea. Por ello, la evaluacién del genoma de
los organismos ha revolucionado enormemente los
estudios de zoologfa. En la actualidad ya se cuenta con
herramientas mds precisas con las que se ha logrado
distinguir especies, identificar hibridos, ver parentesco
entre individuos, conocer problemas de endogamia y

cuellos de botella, definir especies que requieren de

estrategias para su conservacion, as{ como reconocer




aquellas a las que se les puede dar una explotacién
racional.

Todo esto no hubiera sido posible sin la ayuda de la
tecnologia molecular; no bastaba con la evaluacién
de los caracteres morfolégicos. No obstante, dentro de la
zoologia, una aproximacién no excluye a la otra, sino
més bien se complementan. La evaluacién morfoldgi-
ca de los organismos atin sigue siendo de gran impor-
tancia para entender la biologfa y diversificacién de
las especies, pero los estudios se han enriquecido al
incluir estimaciones de su variacién genética.

Hasta el momento no hemos conseguido explorar
todos los rincones de nuestro planeta, por lo que fal-
tan muchas formas de vida por descubrir. A medida
que avance la tecnologfa serd mas facil acceder a ellos,
y con la generacién de nuevas herramientas como los
marcadores moleculares podremos tener pronto un
inventario confiable.
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Sitios web de interés
Laboratorio de Marcadores Moleculares en Plantas y Hon-
gos Cinvestav-Unidad Irapuato:
www.ira.cinvestav.mx/pp_esp/genetica/jsw/jsw.pdf
International Plant Genetic Resources Institute:
www. ipgri.cgiar.org/Training/Unit10-1/MolMarkers_es/
Tecnociencia: la importancia de la biotecnologfa:
www.tecnociencia.es/especiales/transgenicos/2.htm
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Cientificos realizando investigacién con especies animales acuaticas.
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