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VALIDACION DEL CARACTER MONOCLONAL DE UN AGRUPAMIENTO
DE Stichodactyla helianthus EN ISLA LARGA, PARQUE NACIONAL SAN
ESTEBAN - EDO. CARABOBO

Autor: Daniela Lopez

Tutores: Eucandis Fuentes y Mario Palacios
RESUMEN

Los marcadores moleculares se han usado ampliamente en estudios
para dilucidar problemas filogenéticos y evolutivos. El presente trabajo tiene
como proposito validar el caracter monoclonal de un agrupamiento de
Stichodactyla helianthus en Isla Larga, Parque Nacional San Esteban - Edo.
Carabobo. Para ello se estandarizé un protocolo de extraccion de ADN para
el tejido blando que presenta S. helianthus, el cual se logré de forma 6ptima
con el uso de proteinasa K a temperatura ambiente y durante 72 h de
incubacion. Luego se uso la region ITS del ADNnr como marcador molecular,
y en base a estudios anteriores se modificaron primers especificos de la
region 18S y 28S de ITS1 e ITS2 para la especie. Los genes se amplificaron
mediante la técnica de PCR y se determind que casi todos los individuos
dentro del agrupamiento (88,9%) mostraron el mismo patrén de bandas, lo
gue indica que son predominantemente monoclonales. Los pocos individuos
dentro del agrupamiento (11,1%) y uno fuera de él, que mostraron una banda
adicional en el patrén, se encontraban hacia el extremo oeste del arrecife.
Este resultado sugiere que las condiciones medioambientales son diferentes
dentro del agrupamiento, y podrian tener un nivel variable de repercusién

sobre la estructura genética de S. helianthus, y por ende, de la poblacion.

Palabras clave: marcador, reproduccion, ITS, clonal, asexual.
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INTRODUCCION

Las anémonas de la especie Stichodactyla helianthus (Actiniaria:
Stichodactylidae), son invertebrados marinos, antozoos hexagonales
caracterizados por un cuerpo cilindrico de 1,5 a 10 cm de longitud por 1 a 5
cm de diametro aproximadamente. Poseen un disco oral plano en el polo
oral, cubierto por cientos de tentaculos cortos y gruesos con la punta
redondeada (digitiformes). Su distribucién espacial responde a diversos
factores fisicos y biolégicos, entre los que destacan la profundidad, el
régimen hidrodinamico, tipo de sustrato, competencia y depredacién (Barrios

et al., 2002; Henriquez y Palacios, 2010).

Habitan principalmente en aguas tropicales, al sur y este del Caribe,
en arrecifes de aguas poco profundas (hasta los 9 m) y en areas ricas en
algas verdes; también pueden ser cripticas, hallandose en cuevas del
arrecife. Generalmente, crecen sobre el coral cubriendo amplias areas del
mismo, e incluso pueden crecer en la arena, fijandose a cualquier sustrato
por un disco pedio adhesivo (Henriquez y Palacios, 2008). La especie
presenta dos morfotipos, de acuerdo a la coloracién de los tentaculos: puede
ser verde o pardo, siendo el verde el morfotipo mas comun. Esta coloracion
estd relacionada con la presencia de zooxantellas endosimbidticas que

habitan en los tentaculos (Gonzalez, 2007).

Son principalmente depredadores, siendo una caracteristica
fundamental la presencia de toxinas confinadas en células especializadas,
llamadas cnidocitos, en los tentdculos de estos animales. Las sustancias
activas del veneno, presentan actividad neurotéxica, hemolitica y antitumoral,
por lo que esta especie es considerada un recurso terapéutico natural,
siendo de gran interés en estudios a nivel biomédico y farmacoldgico. Sin

embargo, se conoce muy poco sobre la biologia y ecologia de esta especie,



lo cual resulta importante por su vulnerabilidad ante cambios ambientales y la
ampliacion de datos genéticos y poblacionales de la mayor cantidad de

especies posibles (Macpherson et al., 2008; Frazéo et al., 2012).

Presentan reproduccion sexual y asexual, siendo esta ultima la mas
comun; la observacion de la fision en ambientes naturales ha demostrado
gue tienen un alto potencial de reproduccion asexual, este tipo de
reproduccién conlleva importantes consecuencias ecoldgicas tales como la
rapida dispersion y colonizacion de nuevos ambientes, ademas de la
produccion de clones en un area geograficamente restringida, generando
poblaciones genéticamente idénticas. El tipo de reproduccién y por ende el
potencial de dispersion, cumplen un rol importante en el flujo genético y la
diferenciacion genética intraespecifica, definiendo la estructura poblacional

de la especie (Ting y Geller, 2000; Gomes et al., 2003).

El estudio de los genotipos de las poblaciones naturales, permite
entender el flujo genético y su influencia en la homogeneidad de la estructura
genética de una especie, revelando dindmicas de poblaciones en cuanto a
eventos de colonizacion y permitiendo entender el efecto de esto sobre los
ecosistemas naturales. Los marcadores genéticos son una herramienta
comunmente usada en genética de poblaciones porque permiten detectar
cualquier variacion genética entre individuos de una misma especie,
ayudando a definir la estructura poblacional a nivel genético (Ting y Geller,
2000; Bocharova, 2015).

El conocimiento de la estructura de las poblaciones proporciona,
criterios para las estrategias de conservacion y gestion de los espacios
naturales, siendo objeto de estudio el analisis de la capacidad reproductiva
de las especies y el reclutamiento de individuos juveniles a las poblaciones.
Los marcadores moleculares permiten esclarecer criterios de la diversidad

genética, la estructura y la conectividad de las poblaciones y el flujo génico,



gue dependen de la capacidad de dispersién de las especies. Conocer el
namero de alelos intercambiados entre poblaciones y sus efectos a nivel
local y regional es un dato valioso en biologia de la conservacion, ya que en
condiciones Optimas, el flujo génico introduce nuevos polimorfismos en las
poblaciones, aumentando su capacidad para resistir cambios azarosos en la
frecuencia de alelos. En otras palabras, los marcadores moleculares
permiten un analisis preciso del estado de las poblaciones y su relacion con
el entorno natural, asi como de su capacidad de asimilar cambios potenciales

en el ecosistema (Macpherson et al., 2008).

En este trabajo se analizo la diversidad genética de los individuos de
una poblacion de S. helianthus en un arrecife de Isla Larga, Parque Nacional
San Esteban, mediante el empleo de métodos de aislamiento de ADN de alto
peso molecular y comparacion de secuencias, mediante el uso de
marcadores genéticos nucleares, con el fin de proporcionar conocimiento de
la diversidad gendmica entre individuos de S. helianthus sobre la base de la
estructura poblacional basadas en secuencias nucleotidicas (Sanchez, 2010;
Dawson et al., 1998; Lohuis et al., 1990).



CAPITULO L.
EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Isla Larga alberga una gran variedad de especies marinas, muchas de
ellas provenientes de la formacién de un arrecife artificial en la zona
suroeste, producto de un hundimiento. Dicho arrecife estd conformado por
comunidades bentdnicas, incluyendo corales y otros organismos sésiles,
como S. helianthus (Palacios, 2009). Las amenazas mas comunes de los
ecosistemas costeros de la isla estan relacionados con la presencia de
bafistas y su desconocimiento en el cuidado ambiental, principalmente de
los ecosistemas bentdnicos, asi como el anclaje descuidado de
embarcaciones y su impacto directo contra estructuras de la plataforma
arrecifal (Figura 1). Esto se traduce en una amenaza a la salud de la
comunidad entera, causando resuspension de sedimentos y reduccion de la
materia orgénica disponible, destruccion directa de organismos y hasta
poblaciones, y por destruccion del habitat en general, provocando un impacto

directo y acumulativo en este ambiente.

Figura 1. Presencia de bafiistas y embarcaciones en la zona del arrecife donde habita

S. helianthus.



La mayoria de las especies que conforman los arrecifes de la isla son
sensibles a cambios ambientales, y su funcionamiento optimo depende de
parametros ambientales tales como iluminacion, oleaje, temperatura, calidad
del agua y disponibilidad de alimento. Este es el caso de S. helianthus, para
la cual la confluencia de ciertos niveles en los factores ambientales permite
incrementos importantes en su abundancia, llegando a constituir
agrupamientos particularmente numerosos en parches permanentes, que
pueden tener hasta un 100% de cobertura. Bajo tales condiciones, el ciclo de
vida de la anémona (en términos de reproduccion), es alterado de acuerdo a

cambios progresivos en el funcionamiento arrecifal (Palacios, 2009).

Bajo las condiciones del agrupamiento, factores como disponibilidad
de alimento y permanencia bajo irradiacibn apropiada permiten a
S. helianthus alcanzar una talla y desarrollo 6ptimos para su reproduccion, la
cual estara influenciada por cambios e interacciones entre los parametros
ambientales y balances fisiol6gicos, los cuales en dltima instancia
determinaran la ocurrencia y/o alternancia de la estrategia de reproduccion
mas adecuada en un momento determinado, bien sea asexual (mas comuny
frecuente) o la sexual, con un mayor gasto energético (Cofforth et al., 1992;
Palacios, 2009). Al respecto, se reconoce que la propagacion clonal es el
medio de reclutamiento mas importante dentro de poblaciones establecidas
de anémonas, ya que la prevalencia de esta estrategia implica su éxito
evolutivo (Cofforth et al., 1992). De acuerdo a tales razonamientos, un
agrupamiento de S. helianthus tenderia a constituirse como una poblacién

localmente monoclonal.

Puesto que la estructura genética de la poblacion refleja la
contribucién relativa de las estrategias de reproduccion, es necesaria la
identificacibn de los genotipos individuales para el analisis de dicha
estructura. Esto implica el uso de marcadores genéticos apropiados,

idealmente Unicos para cada genotipo, ya que proveen la mas precisa



medida de similitud genética en la identificacién de variacion y el nivel de los
fragmentos de ADN individuales (Cofforth et al., 1992). En este aspecto,
cabe destacar que los genes de muchas poblaciones de cnidarios han sido
poco caracterizados, en parte debido a la escasez de marcadores genéticos
apropiados, la complejidad de los modelos de reproduccién y la hibridacién

entre especies estrechamente relacionadas (Chomsky et al., 2009).

La seleccién adecuada de los marcadores genéticos a emplear, se
basa en primer lugar, en aspectos particulares de la clase Anthozoa, como el
hecho de que la tasa de sustitucion nucleotidica es mayor en el ADN nuclear
que en el ADN mitocondrial, y que la informacién genética esté disponible en
las bases de datos. Por otra parte, deben tomarse también en cuenta
aspectos de la biologia de S. helianthus, como su caracter hermafrodita y su
tendencia reproductiva (Cofforth et al., 1992; Chomsky et al., 2009).

1.2. Justificacion

Los ecosistemas marinos son ricos en diversidad, y dada las
frecuentes amenazas a estos ambientes, una gama de especies se
encuentran expuestas constante y crecientemente a riesgos de extincién
cada vez mayores, siendo las causas mas comunes la sobrepesca, captura
accidental, cambio climatico y diversas actividades humanas. Caracterizar
genéticamente poblaciones faunisticas de un ambiente determinado, es
indispensable para diversos estudios de indole conservacionista o de
aprovechamiento de recursos (Reitzel et al., 2007). Por lo tanto, es relevante
considerar la identificacion de especies acuaticas a nivel molecular que son
dianas vulnerables a cambios climaticos, impacto humano y diversos factores
aleatorios, especialmente aquellas que son funcionales en investigaciones de

indole médica y ecoldgica.



En Venezuela, existen algunos registros y descripciones de especies
de anémonas asociadas a ambientes coralinos, pero la informacion acerca
de la estructura poblacional es escasa. En el caso de las poblaciones de
S. helianthus, los individuos se han adaptado a un habitat que cumple con
sus requerimientos, modificando su estructura corporal y alternando el tipo
de reproduccion (sexual o asexual). Habitualmente la reproduccién asexual
establece genotipos dominantes y puede cumplir un rol importante en la
recolonizacion de areas perturbadas. Ademas, genera poblaciones de
distribucion agregada que pueden presentar niveles variables de agresién
intraespecifica e interespecifica (Henriquez y Palacios, 2008). Cabe destacar
gue la competencia intraespecifica sucede con mayor frecuencia en especies
con patrones de colonizacion al azar, y las anémonas suelen competir por
espacio con los corales al crecer sobre sus colonias, con las algas mediante
sustancias quimicas que inhiben la germinaciéon de esporas, y con cualquier
otro organismo bentonico de fondos duros mediante interacciones quimicas o

simple sombreo (Barrios et al., 2002)

Al revisar la bibliografia, resalta como esta especie ha sido
ampliamente caracterizada a nivel proteico, pero se ha dejado de lado la
caracterizacion de su estructura genética de esta poblacion. Tal
caracterizacion permitiria encontrar grados de diversidad, que permitan
entender la relacién entre los individuos a nivel intraespecifico, incluso con
implicaciones espaciales y temporales (Henriquez y Palacios, 2010; Barrios
et al.,, 2002). Los estudios genéticos basados en las diferencias a nivel
molecular de una especie, pueden ser usados como marcadores para ayudar
a esclarecer ciertos patrones en procesos biolégicos, donde el
establecimiento de parentescos permita dilucidar el origen o la dinamica
poblacional (Reitzel et al., 2007). También se puede determinar la cantidad
de entrecruzamiento entre diferentes grupos de la misma especie (flujo

genético) para identificar poblaciones Unicas, y se pueden comparar los



polimorfismos genéticos para esclarecer su clasificacion (Avise, 1993). Todo

ello es potencialmente importante para la supervivencia de la especie.

Otro aspecto a considerar es la preservacion de los ecosistemas
marinos en Areas Bajo Régimen de Administracion Especial (ABRAE), como
los Parques Nacionales. La permanencia de los ecosistemas coralinos
depende directamente de sus procesos de reclutamiento, en el que las larvas
plancténicas acceden a los sitios de fijacion, traidas por los sistemas de
corrientes locales y regionales (Palacios, 2009). La determinacion del
parentesco entre tales organismos que conforman poblaciones ya
establecidas, deberia ser un aspecto preponderante en la elaboracién de
normativas que permitan la conservacion de los atributos que dieron lugar a

dicha administracion especial de la zona.

De acuerdo a los argumentos antes expuestos, resulta imperativo
entonces determinar la variacion genética y establecer medidas de la
diversidad del genotipo de una poblacion, lo que permitira, entre otras cosas,
deducir el tipo de reproduccion de los individuos de la poblacién de
S. helianthus, permitiendo entender mejor parte de la dindmica poblacional
de esta especie, y tomar decisiones apropiadas respecto a los métodos de

conservacion adecuados para la misma.



1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Validar el caracter monoclonal de un agrupamiento de Stichodactyla
helianthus en un arrecife franjeante de Isla Larga en el Parque Nacional San
Esteban, Edo. Carabobo.

1.3.2. Objetivos Especificos

e Generar una base de datos de los individuos presentes en el
agrupamiento y en otros sitios de fijacion de Stichodactyla helianthus

mediante el empleo de herramientas moleculares.

e Determinar la existencia de la variabilidad genética, en funcion de la
distribucion del agrupamiento y en otros sitios de fijacién de Stichodactyla

helianthus.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas

2.1.1. Caracteristicas generales de la especie

2.1.1.1. Morfologia

Las anémonas, son animales invertebrados que carecen de esqueleto
calcareo, presentan simetria radial y se reconocen dos polos en su eje
longitudinal, uno oral (boca) y uno aboral (disco pedio). Contienen dos capas
de células, ectodermo y endodermo, separados por una mesoglea,
principalmente acelular, derivada del ectodermo y del endodermo (epidermis
y gastrodermis en el adulto). La mayor parte del cuerpo esta formado por una
gruesa columna lisa. En el extremo aboral de la columna hay un disco
aplanado (disco pedio) que utiliza para la fijacién; En el extremo oral hay un
leve ensanchamiento de la columna que forma el disco oral, en este se
encuentran los tentaculos digitiformes en S. helianthus. En el centro del disco
oral se sitla la boca, y ésta se continla en una faringe aplanada con
pliegues, que se extiende por el interior de la columna, y esta constituida por
una epidermis ciliada interna y una gastrodermis externa (Figura 2) (Rupert y
Barnes, 1996; Brusca y Brusca, 2008).

Las anémonas son principalmente depredadores, pero ademas
pueden obtener nutrientes de forma intracelular por medio de la relacién
simbidtica con algas unicelulares (zooxantelas). La captura de las presas es
mediada por tentaculos presentes en el disco oral, y su digestion ocurre en

dos fases. La primera fase (fase extracelular) es llevada a cabo en el
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celenterén o cavidad gastrovascular, ésta tiene forma de canal y paredes
ciliadas, y se divide en septos denominados mesenterios; en las anémonas,
estos mesenterios son salientes de la cara interna de la pared del cuerpo,
por lo que estan tapizados por la gastrodermis y rellenos por mesénquima,
gue se extienden desde la cara interna de la pared del cuerpo hasta la
faringe, y generalmente llegan a fusionarse. La segunda fase es llevada a
cabo en la gastrodermis mediante enzimas digestivas, que también actlan
en la distribucion de los materiales parcialmente digeridos. Finalmente, la
digestion termina de forma intracelular por vacuolas digestivas y los residuos
no digeridos en el celenteron son expulsados al exterior a través de la boca

(Ruppert y Barnes 1996; Brusca y Brusca, 2008; Frazéo et al., 2012).

Estos animales carecen de un sistema nervioso centralizado, su
estructura esta caracterizada por neuronas gque carecen de vaina de mielina,
gue son principalmente apolares y forman dos plexos, uno situado entre la
epidermis y el mesénquima (mesoglea y productos celulares), y el otro entre
gastrodermis y la mesoglea. Las neuronas tienen dos o mas prolongaciones
gue pueden terminar en fibras musculares, células sensoriales, o unirse a las
prolongaciones de otras células ganglionares. Las células receptoras se
distribuyen a lo largo de la superficie epidérmica, siendo mas abundantes en
los tentaculos, y cada célula da lugar a cierto nimero de prolongaciones
neuronales. También carecen de estructuras diferenciadas para el
intercambio gaseoso, la excrecion y la circulacién (Ruppert y Barnes, 1996;
Brusca y Brusca, 2008).

La musculatura de las anémonas es la mas desarrollada dentro del
phylum, esta formada por células mioepiteliales que forman grupos de
fibrillas contractiles, las cuales actian como un versatil y eficaz esqueleto
hidrostatico, que permite la entrada y salida de agua del celenteron,
movimientos en la cavidad gastrica y retraccion de la parte superior del

cuerpo (llevado a cabo por los musculos gastrodérmicos y epidérmicos de los

11



tentadculos). Esto Ultimo ocurre mediante la formacion de un pliegue
denominado collar, que sirve como proteccion para la superficie oral, y
también pueden contraer los masculos del disco pedio, permitiendo un lento

desplazamiento sobre el sustrato (Brusca y Brusca, 2008).

Tentaculo

Disco oral P ~— Sifonoglifo

Septo
completo

Filamentos

Septo mesentéricos

incompleto
Masculo
septal

Disco pedio

s

Figura 2. Morfologia general de un pdlipo. Modificado de:

Acontios

http://biodidac.bio.uottawa.ca/index.htm.

El ciclo de vida de las anémonas, a diferencia de otros cnidarios, esta
caracterizada por no presentar alternancia de generaciones, comun en otros
representantes de este phylum: polipo (con reproduccidén asexual) y medusa
(con reproduccion sexual). Las anémonas solo presentan la forma pélipo, y
su reproduccion puede ser sexual y asexual. La reproduccion asexual ocurre
por fision longitudinal (Figura 3), esta produce grandes agrupaciones de
individuos genéticamente idénticos. La reproduccién sexual se produce a
partir de la formacion de gametos en zonas de la gastrodermis, que son
liberados para que se produzca una fecundacion externa; El embrién sufre
una gastrulacién por invaginacion para formar la larva planula ciliada, el

blastopdro se mantiene abierto y se prolonga hacia el arquenterén mediante
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un tubo ectodérmico que, en el adulto, se convertira en la faringe. El tiempo
de vida de la larva y su capacidad de dispersion, depende de la capacidad
que tiene para alimentarse, finalmente la larva se fija por su polo aboral a un
sustrato y desarrollan los tentaculos alrededor de la boca y del disco oral

(Figura 4) (Brusca y Brusca, 2008).

Figura 3. Reproduccion asexual (fision longitudinal) de un ejemplar de S. helianthus.
Modificado de: Lance (2008).
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Larva
planula

Figura 4. Ciclo de vida de pdlipo con reproduccion sexual: la fecundacion es externa, el
embrion sufre invaginacion que da lugar a la larva planula ciliada, finalmente esta se fija por
su polo aboral y se desarrolla. Modificado de: Brusca y Brusca, 2008.

2.1.1.2. Bioquimica

Las anémonas, Yy los representantes del phylum Cnidaria en general,
comparten la presencia de nematocistos como caracteristica fundamental,
los cuales contienen un filamento que, al ser estimulado, se proyecta e
inocula sustancias toxicas a la victima (Garateix y Rodriguez, 2010). Los
cnidocistos se forman dentro de unas células llamadas cnidoblastos, a partir
de la formacion de una gran vacuola en cuyo interior se produce una
compleja y poco conocida reorganizacion; cuando estan totalmente
formados, son capsulas con una pared externa formada por proteinas
globulares, y una interna formada por fibrillas parecidas al colageno.
Ademads, la cépsula presenta una invaginacion en uno de los extremos y
forma un filamento que se encuentra enrollado dentro de la misma. El

veneno es inyectado a la presa o al depredador, después de la estimulacion
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quimica o mecénica (Brusca y Brusca, 2008; Frazdo et al.,, 2012). En los

antozoos se reconocen tres tipos de cnidocitos:

Nematocistos, en los que la capsula esta formada por una pared doble y un
contenido formado por fenoles y proteinas. ElI filamento urticante
generalmente cuenta con espinas y estiletes; tienen funcién paralizante y

contribuyen a la penetracién y anclaje de la presa.

Espirocistos, en los que la capsula es de pared sencilla y contiene

mucoproteinas o glucoproteinas, que son sustancias adhesivas.

Pticocistos, estructuras que carecen de espinas y el poro terminal es

netamente adhesivo; estan involucrados en la proteccion.

El veneno en los antozoos esté disperso por todo el cuerpo, en una
capa mucosa que protege contra los depredadores, y constituye un recurso
farmacologico de gran importancia por contener citolisinas, neurotoxinas,
fosfolipasas, inhibidores de proteasas y bloqueadores de canales de sodio y
potasio. Todos estos compuestos otorgan al veneno caracteristicas
terapéuticas en la actividad antitumoral, y ademas actia sobre los canales de
voltaje, permitiendo el disefio de drogas e incluso insecticidas. Entre los
cnidocistos, los nematocistos poseen una gran cantidad de polipéptidos y
proteinas que actian como neurotoxinas, y de hemolisinas y enzimas que
tienen diversos efectos en el ser humano, principalmente hormigueo,
paralisis, dermatitis y cardiotoxicidad (Frazéo et al., 2012; Sanchez et al.,
2012).

En cuanto a la actividad fosfolipasas, S. helianthus contiene dos
isoenzimas con actividad fosfolipasa, especificamente del tipo A,, las cuales
tienen un peso 18 kDa y son inhibidas por altas concentraciones de calcio.

Dicha actividad esta relacionada a su vez con la actividad hemolitica, la cual
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también es inhibida por concentraciones de calcio elevadas, y esta dada por

la actividad citolitca de las sticholisinas (Gonzalez, 2007).

Una de las especies mas estudiadas en cuanto a la presencia de
citolisinas es S. helianthus, de la cual se han descrito dos tipos de citolisinas
o actinoporinas llamadas Sticholisinas (Stl y Stll). Ambas, son proteinas de
aproximadamente 20 kDa, y se unen a las esfingomielinas por dos dominios
gue reconocen respectivamente la regiones hidrofilica e hidrofobica de la
toxina, con alta concentracion de aminoacidos no polares, elevados puntos
isoeléctricos (>9,5), y peso molecular de 19,392 kDa y 19,283 kDa,
respectivamente. También ambas tienen actividad hemolitica, al formar poros
de catién selectivo, pero tienen estructuras diferentes debido a la sustitucién
de un amino N-Terminal, que cumple un rol importante en la formacion de
poros funcionales y en la actividad litica, y que causa diferencia en la
actividad hemolitica, siendo Stll la que exhibe mayor actividad (Alvarez et al.,
2009; Garcia et al., 2009; Frazéo et al., 2012).

La mayoria de los estudios de filogenia para clasificar a los cnidarios
estan basados en caracteristicas morfoldgicas, ya que la clasificacion a nivel
molecular aun no esta bien esclarecida. Sin embargo, se pueden determinar
relaciones filogenéticas entre los representantes del phylum por medio del
estudio de las caracteristicas de las toxinas y los canales de voltaje de sodio
y potasio. De esta manera, se ha demostrado que S. helianthus cuenta con
canales de voltaje de potasio tipo I; los cuales son tetrameros formados por
la asociacion de subunidades idénticas o estrechamente relacionadas, que
bloqguean de forma potente los canales potasio Kv1.3 y Kv 1.2. La toxina
actia de modo que, al unirse con el receptor ubicado en la cara extracelular
del canal, bloquea el paso de los i6nes, asi por ejemplo, al entrar en contacto
la neurotoxina con el Kv1.3 se genera una despolarizacién en la membrana
celular de la célula T, atenuando la sefializacién de calcio que es vital para

para la proliferacion y la respuesta inmune de la célula T (Diaz, 1999; Yan et
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al., 2005; Frazéo et al., 2012; Sabogal, 2012).

Por su parte, los canales dependientes de voltaje de sodio, en
S. helianthus, estan compuestos por 46-51 residuos de aminoacidos, una
hoja B con cuatro bandas antiparalelas, y una vuelta altamente flexible
denominada “Arg-14 loop”. Producen cambios conformacionales durante la
activacion dependiente de voltaje. Durante la despolarizacién, segmentos de
la subunidad a del canal de sodio, se desplazan hacia el espacio
extracelular. Las toxinas se unen al lazo extracelular ubicado entre los
segmentos transmembranales, estableciendo una interaccion electrostatica
con residuos de los canales de sodio de ciertas neuronas, células cardiacas,
y en los canales de sodio del masculo esquelético. La unién de estas toxinas
al asa extracelular inhibe la inactivacion rapida de estos canales (Sacelda y
Ortega, 2009).

2.1.1.3. Importancia farmacoldgica, biotecnoldgica y ecolégica

El Phylum Cnidaria ha sido considerado como herramienta importante
en el campo de la farmacologia y a nivel molecular, con atencion especial en
las anémonas de mar, ya que producen citolisinas que ocasiona estrés
osmoético y lisis (Basutlo et al., 2006), el cuerpo entero de estos animales es
rico en nematocistos y entre éstos se encuentran una gran diversidad de
toxinas capaces de unirse a los canales ionicos de diferentes membranas
excitables. Este mecanismo interviene en una amplia variedad de procesos
fisioldgicos, como la contraccion muscular y la comunicacion de sefiales
entre las células nerviosas (Del monte et al., 2012). En este sentido, los
nematocistos han sido aislados para usarlos como fuente de compuestos con
actividad farmacologica, el estudio de la estructura molecular y las
propiedades funcionales de los canales ionicos (Garateix y Rodriguez,
2010). En S. helianthus, se han aislado y probado in vivo las toxinas

caracteristicas de la especie, con especial atencién en Sticholisina Il, que
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bloquea canales de potasio lo que resulta funcional en casos de esclerosis
multiple, diabetes tipo |, artritis reumatoide, encefalomielitis y otras

enfermedades autoinmunes (Quiroz y Retuerto, 2005).

Debido a la relacion de los canales i6nicos a numerosas
enfermedades, ha existido en la actualidad cierto interés por las toxinas
capaces de unirse a canales ionicos de diferentes membranas excitables, y
es por ello que los nematocistos han sido utilizados como fuente de
compuestos con actividad farmacolégica. Tanto por sus caracteristicas
bioguimicas, como por sus efectos fisioldgicos, estos compuestos han tenido
una contribucién importante como herramientas farmacologicas para el
analisis de diversos procesos a nivel molecular, y muy posiblemente podran
devenir en moléculas promisorias para el desarrollo de nuevos farmacos de

aplicacion médica (Garateix y Rodriguez, 2010).

Asi como son importantes en biotecnologia, las anémonas se
encuentran dentro de los organismos que cumplen un rol importante en la
ecologia de los arrecifes de coral; los arrecifes son los sistemas mas
complejos y diversos del medio marino, en ellos coexisten especies de
practicamente todos los grupos de organismos marinos existentes. Dentro de
estos ecosistemas, las anémonas mantienen relaciones simbidticas del tipo
mutualista con cangrejos de la especie Mithraculus cinctimanus vy
Periclimenes yucatanicus, y zooxantelas. Los cangrejos utilizan los
tentdculos urticantes de la anémona a modo de proteccién, y esta se
beneficia de la limpieza de su disco oral y tentaculos como consecuencia de
los continuos movimientos de estos. Mientras que las algas se benefician de
ciertos catabolitos de la anémona principalmente fésforo y nitrégeno, y esta a
su vez aprovecha el oxigeno y azucares producto de la fotosintesis. Cabe
destacar, que ademas las zooxantelas son buenas indicadoras de agentes
gue son causantes estrés en el arrecife (Ponce et al., 1997; Henriquez y
Palacios, 2008).
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Las anemonas, también cumplen un rol importante en las redes
troficas de los ecosistemas que habitan, ya que ocupan los niveles troficos
superiores de la zona intermareal, incluso, pueden llegar a ser los
depredadores dominantes en algunas comunidades, contribuyendo al
mantenimiento del flujo de materia y energia en el ecosistema (Fueyo. 2008.
Quesada, 2013). Por otra parte, debido a las caracteristicas de su ciclo
reproductivo, S. helianthus tiene la capacidad de aprovechar condiciones
locales para aumentar su densidad de manera drastica, formando grandes
grupos de individuos clonados por divisién, atribuyéndole la caracteristica de
especie dominante en zonas de su rango, lo cual causa efecto disruptivo en
las comunidades biologicas de la columna de agua e incluso la eliminacién

de depredadores tope en las tramas troficas (Gascay Loman. 2014).
2.1.2. Genética de Poblaciones y Ecologia Molecular

Una poblacion puede definirse como un grupo local de individuos que
pertenece a una especie, dentro de la que ocurren apareamientos reales o
potenciales, siendo la especie la mayor unidad evolutiva. El conjunto de
informaciones genéticas que llevan todos los miembros de una poblacion, se
denomina acervo génico, de forma que, para un locus dado, este acervo
incluye todos los alelos de dicho gen que estan presentes en la poblacion.
Una de las caracteristicas que resulta distintiva de la poblacién, es que, a
diferencia de la especie, puede intercambiar genes con otras poblaciones de
la misma especie, es decir, es una entidad genética abierta, por lo que su
constitucion genética, se describe por medio del arreglo de las frecuencias
génicas; esto es, por la especificacion de los alelos presentes en cada locus
y los numeros o proporciones de los diferentes alelos en cada locus,
mientras que la especie al ser una entidad cerrada, su destino evolutivo esta

escrito en su acervo (Falconer, 1971; Cabrero y Camacho, 2002).
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La genética de poblaciones es una disciplina interesada en el origen,
cantidad y distribucion de la variabilidad genética presente en las
poblaciones naturales, asi como el destino de esta variacion a traves del
tiempo y el espacio, centrandose en la cuantificacion de las frecuencias
alélicas y genotipicas en generaciones sucesivas (esto constituye la base
fundamental del cambio evolutivo, por lo que la evolucion se considera como
la transformacion genética de las poblaciones en el tiempo y el espacio). La
ecologia molecular es una rama de la ecologia que busca el analisis formal
de la genética de poblaciones y para lo cual emplea herramientas
moleculares, principalmente marcadores moleculares, para resolver
problemas clasicos de la ecologia de poblaciones, andlisis de paternidad
(con el fin de obtener una estimacién directa del flujo genético), estudio de la
conducta, la evolucion de los sistemas reproductivos y la seleccidén sexual.
La ecologia molecular ha dado nuevas perspectivas en cuanto a temas de
variacion, seleccion, mutacién, deriva, flujo génico, etc. Ademas, resuelve
incégnitas evolutivas a diferentes escalas de organizacion (poblaciones,
especies, comunidades) y rango geografico (habitats, localidades, regiones,
continentes, subregiones biogeograficas). Esta rama de la ciencia permite el
desarrollo de nuevos tipos de marcadores y métodos analiticos (estadisticos)
para el escrutinio de la variabilidad genética (Eguiarte et al., 2007; Jordano,
2009; Esquivel, 2014; Barbadilla, 2014).

Las poblaciones son dinamicas; pueden crecer y expandirse o
disminuir y contraerse mediante cambios en las tasas de nacimiento o
mortalidad, o por migracion o fusion con otras poblaciones. Esto tiene
consecuencias importantes y, con el tiempo, puede dar lugar a cambios en la
estructura genética de la poblacion. La variacion en las caracteristicas de los
organismos de una poblacion se origina a través de mutaciones al azar de
secuencias de ADN que las determinan. Ademds, la variacion genética

aumenta por recombinacion durante la reproduccion sexual, que produce
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nuevas combinaciones de genes, y también por el flujo génico. 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 intercambiar 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, asi como por eventos de extincion y
recolonizacion de poblaciones enteras; sin embargo los migrantes que no se
reproducen en la poblacion a la que migraron no contribuyen al flujo génico.
El estudio del flujo génico es un componente importante en la estructura de
las poblaciones ya que generalmente es alto en todas las poblaciones,
conllevando a la integracion de la especie (evolucion de forma conjunta), e
influyendo en procesos ecoldgicos tales como recolonizacion. La mayor
precision y resolucion de los marcadores moleculares para la identificacion
individual ha permitido relacionar variaciones en el grado de parentesco, y la
variacion infra-especifica e intra-poblacional ha permitido comprender mejor
los patrones de flujo génico en ambientes naturales, y establecer patrones de
flujo génico en tiempo real asociados a variaciones del ecosistema (Cabrero
y Camacho, 2002; Eguiarte et al., 2007).

En los ambientes marinos, especialmente en los arrecifes de coral,
resulta interesante la estructura génica de las poblaciones y el flujo génico,
siendo el tipo de reproduccion determinante en la estructura génica de sus
poblaciones, ya que existe una contribucion relativa de la reproduccion
sexual y asexual, las cuales se pueden encontrar juntas en ciertas especies
de invertebrados marinos, tales como las anémonas. La reproduccién sexual
genera descendientes genotipicamente diversos dentro de una misma
poblacion, mientras que, la reproduccion asexual conlleva al reclutamiento de
genotipos clonales y con la predominancia de uno 0 unos pocos genotipos y
en algunos casos a excesos de heterocigotos en la mayoria de los loci en

una poblacion, ya que, si todos los individuos de una poblacion son
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genéticamente idénticos para un cierto locus, es decir, son homocigotos para
el mismo alelo, no puede haber evolucion en ese locus, porque las
frecuencias alélicas no pueden cambiar de una generacion a otra. El estudio
formal del flujo génico, a partir de herramientas moleculares, permite en
general, conocer elementos que aportan informacién sobre las poblaciones
a nivel de estructura génica, lo que permitiria plantear estrategias de

conservacion exitosas (Cabrero y Camacho, 2002; Garcia, 2005)
2.1.3. Polimorfismos

Los polimorfismos se definen como la variacion estructural o funcional
encontrada entre miembros de una misma especie, que puede estar
determinada por diferencias genéticas o por el medio ambiente; estas
mutaciones dan lugar a variaciones alélicas entre individuos y diversidad de
la misma especie. En tal sentido, el ADN esta expuesto a alteraciones
genéticas tales como reorganizaciones cromosoOmicas, duplicaciones y
deleciones de fragmentos o de cromosomas enteros. Estas mutaciones
pueden ser originadas por errores en el mecanismo de replicacion y
reparacion del ADN, asi como por factores ambientales. (Gomez, 2003;
Checa, 2007).

Se considera polimorfismo y se diferencia de mutacién cuando la
frecuencia de variacion de uno de los alelos en la poblacion es superior al
1%. Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones, cambios en
el nimero de secuencias repetidas), pero los mas frecuentes son los
polimorfismos de nucledtido sencillo (SNP) (Checa, 2007). Los SNP’s
consisten en la sustitucion de un nucleotido por otro, pueden dar lugar a
variaciones en la secuencia del ADN, y se localizan por todo el genoma. Son
tipicamente bialélicos, y muy raramente tri- y tetraalélicos. La mayoria de los
SNP’s se encuentran en regiones no codificantes del ADN o son sinébnimos

(se produce un cambio de nucleodtido que genera el mismo aminoacido,
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alterando la cadena de ADN, pero no a la proteina), careciendo de efecto
biolégico. Otros afectan a regiones codificantes o funcionales del genoma,
pudiendo modificar la expresion de un gen. Se ha propuesto la hipétesis de
que estos ultimos polimorfismos son los responsables de gran parte de las
diferencias hereditarias entre individuos, pudiendo determinar la respuesta
individual a factores ambientales y farmacolégicos, y la predisposicion

genética a muchas enfermedades (Sanchez, 2010).

Otro tipo de polimorfismo comun estad dado por el ADN repetitivo en
tandem, que son secuencias repetitivas agrupadas en tandem, y se pueden
subdividir segun su tamafio y distribucion dentro del genoma en tres tipos:
ADN satélite, ADN minisatélite y ADN microsatélite; los primeros pesan
desde 100 Kb hasta varias Mb y se sitian en la region centromérica; los
segundos pesan de 0,1 a 40 Kb, la unidad de repeticion es de 10 a
100 pb, y se ubican en los telomeros; los ultimos tienen un tamafo de hasta
400 pb y estan dispersos por todo el genoma (Cal, 2001; Sdnchez, 2010).

Los polimorfismos, ademas, se puede clasificar segun el tipo de
cambio que se produce y el nimero de alelos que presentan:

e Polimorfismos de secuencia, se producen por el cambio de uno o mas
nucleétidos en una secuencia del ADN, sin modificacion de tamafio. Suelen

ser poco polimorficos y son tipicos del ADN codificante (Checa, 2007).

¢ Polimorfismos de longitud, se producen por la insercién o delecién de uno o
mas nucledtidos. Este tipo es el mas abundante en el ADN repetitivo, sobre

todo en el ADN mini- y microsatélite (Checa, 2007).

¢ Polimorfismos bialélicos, aquellos que se presentan Unicamente con dos
variantes posibles. Ejemplo de ellos son los polimorfismos de nucleotido
simple (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), alelos nulos vy
polimorfismos de insercién/delecion (Checa, 2007).
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¢ Polimorfismos multialélicos, aquellos que presentan mas de dos variantes
para el mismo locus. Algunos ejemplos son el ADN repetitivo (minisatélites,

microsatélites) o el sistema HLA (Checa, 2007).

Los polimorfismos han sido ampliamente utilizados para tratar de
explicar el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la historia
evolutiva, y, tienen gran aplicacion en campos como la medicina forense y en
el estudio de las enfermedades multigénicas. Ambos tipos de estudios han
servido de pauta para la creacién de nuevas disciplinas como la ecogenética
y la farmacogenética; la primera define las bases genéticas de las diferencias
individuales en respuesta a los factores ambientales, mientras que la
segunda se centra en la definicion de las diferencias individuales en

respuesta a un tratamiento farmacologico (Gémez, 2003; Checa, 2007).

En los estudios basados en polimorfismos actualmente se emplean
cuatro mecanismos generales para llevar a cabo la discriminaciéon alélica:
hibridacion alelo-especifica, ligacion de oligonucleétidos alelo-especificas,
incorporacion de oligonucleétidos alelo-especifica y corte enzimatico alelo-

especifico. Algunos ejemplos de estas técnicas son:

PCR-RFLP (Polimorfismo en el tamafo de los fragmentos de restriccion): se
usan enzimas de restriccion que cortan secuencias especificas de ADN; es
decir, un fragmento de ADN amplificado por PCR se somete a digestion con
una endonucleasa, ésta tendra un sitio de corte especifico y las variaciones
alteraran este patron de corte; dando como resultado un patrén diferente de
migracién de fragmentos de ADN que puede ser visualizado mediante el
corrimiento de estos fragmentos en geles de agarosa, comparando y

distinguiendo los distintos genotipos (Checa, 2007).

Hibridacion: en ésta se disefian dos pruebas alelo-especificas para hibridar a

una secuencia blanco, solamente cuando éstas sean totalmente
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complementarias. Cuando las sondas alelo-especificas son inmovilizadas
sobre un soporte, se capturan las muestras de ADN y se visualizan los
eventos de hibridacion detectando una marca fluorescente. La hibridacion es
una de las formas mas faciles para la discriminacion alélicas ya que no se

usan enzimas (Checa, 2007).

Extensién de oligonucleétidos (Primer extensién): prueba muy sdlida y
flexible de discriminacion alélica. Hay tres categorias de variaciones del
método, basadas en que la ADN polimerasa puede incorporar nucledétidos
especificos complementarios a la secuencia del templado: a) secuenciacion
(incorporacion de nucleoétidos alelo-especificos), en donde se determina la
identidad de la base polimérfica en el ADN blanco, b) prueba de PCR alelo-
especifica, donde se usa la ADN polimerasa para amplificar el ADN blanco
solamente si los oligos de PCR alelo-especifico son perfectamente
complementarios a la secuencia blanco, y c¢) prueba de “primer extension”
alelo-especifica, donde una o muy pocas bases son incorporadas solamente
si el extremo 3’ de la sonda reconoce la base polimérfica en la secuencia
blanco (Checa, 2007).

PCR en tiempo real: método basado en la aplicacion de la técnica de PCRy
en la creacion de dos sondas alelo-especificas, las cuales emiten una sefal
fluorescente al unirse al templado. Este tipo de andlisis es mas utilizado hoy
en dia porque ya existen sondas predisefiadas para un sinnimero de

polimorfismos, ya descritos (Checa, 2007).
2.1.4. Marcadores moleculares

La ecologia molecular es un area multidisciplinaria, que hace uso de
marcadores moleculares basados en genealogias soportadas por herencia y
principios genéticos, en una busqueda de solucionar problemas en ecologia

y evolucion mediante relaciones genéticas entre individuos, poblaciones o
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especies, para abordar problemas a diferentes escalas biologicas
jerarquizadas. Los marcadores moleculares son una herramienta que
permiten localizar y aislar genes de interés, revelando sitios de variacion a
nivel de secuencia de ADN, que no se muestran en el fenotipo (Burke et al.,
1992; Astorga, 2007).

El objetivo de la obtencion de marcadores moleculares es establecer
variantes polimérficas que permitan discriminar entre grupos de estudio al
nivel que este sea necesario, permitiendo obtener una marca que diferencia
un grupo de otro (Astorga, 2007). Los marcadores moleculares dan
informacion sobre diversidad genética, relacionada a diferencias entre
caracteristicas moleculares de los individuos, permitiendo conocer cémo se
encuentran las proporciones de genes en las poblaciones naturales de
manera indirecta, con los andlisis de proteinas, o de manera directa con
estudios de ADN (Velasco, 2005; Picca et al., 2006). Debido al grado en
incongruencias entre los datos morfoldgicos y moleculares de los
organismos, el uso de marcadores genéticos ha originado polémica en
cuanto al establecimiento de hipétesis de relaciones filogenéticas entre
organismos, estimacion de la variacion dentro de las poblaciones y
comprobacion de hipétesis de adaptaciones ecoldgicas. Sin embargo, los
caracteres moleculares no dejan de ser caracteres taxonémicos cuyo estudio
permite establecer relaciones entre los individuos de la misma o diferentes
especies. Entre las ventajas mas importantes que presentan los caracteres

moleculares se encuentran (Rentaria, 2007; Lara, 2008):
1. Son caracteres transmitidos genéticamente y las caracteristicas
moleculares son universales.

2. Existen genes presentes en todos los genomas celulares (son ubicuos) y

permiten estudiar las relaciones entre todas las formas de vida.

3. Constituyen una fuente “ilimitada” de caracteres.
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4. Permiten realizar comparaciones a cualquier nivel de diferenciacion

genética.

5. Su valor en los estudios comparativos es el mismo indistintamente del

estadio de desarrollo de que se trate.

6. Constituyen una fuente de datos alternativa cuando la ausencia de

caracteres morfoldgicos conducen a resultados controversiales.

En general se utilizan principalmente las secuencias de ADN como
método para inferir relaciones filogenéticas a todos los niveles taxonémicos,
asi como los andlisis de microsatélites y minisatélites (DNA fingerprinting)
para estudios mas precisos sobre la estructura de poblaciones naturales, de
determinacién de parentesco, seleccion sexual, comportamiento reproductor
y ecologia de poblaciones. Los marcadores moleculares se distinguen por su
capacidad de detectar polimorfismos en loci Unicos o multiples y son de tipo
dominante o codominante (patrones de bandas distinguible en homocigos y
heterocigos), se pueden diferenciar segin su origen (principalmente nuclear
o mitocondrial), lo cual lleva implicito el tipo de herencia (biparental o
uniparental) y segun si codifican proteinas o no (Burke et al., 1992; Carranza,
2002; Rentaria, 2007).

2.1.4.1. Tipos de marcadores moleculares

* Isoenzimas: son formas moleculares multiples de las enzimas que tienen
funciones idénticas y estan presentes en el mismo, pueden presentar varias
formas alélicas, denominadas aloenzimas. En su mayoria son selectivamente
neutras y se utilizan como marcadores hereditarios para cuantificar las
frecuencias alélicas y genotipicas de los individuos, como estimador de la
composicion genética de una poblacion. Los resultados obtenidos son
analizados por comparacién de bandas en geles de poliacrilamida, agarosa,
almidén, o nitrato de celulosa (Rentaria, 2007).
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Ventajas: los genotipos homaocigos y heterdcigos pueden ser distinguidos con
precision, muchos de sus loci son polimérficos, es economico (Rentaria,
2007).

Desventajas: es poco reproducible y revela poca variacion (Rentaria, 2007).

* AFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados): Este método
consiste en la utilizacién de dos enzimas de restriccion (Msel y EcoRI) con la
union de secuencias especificas al nucleétido ligado a los extremos de los
fragmentos de restriccibon usando primers marcados basados en las
secuencias ligadas, y dos amplificaciones de PCR: la primera llevada a cabo
mediante iniciadores con 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. La segunda, llevada a
cabo a partir de los productos de la primera, los fragmentos resultantes son
complementarios, ademéas del iniciador, a las extensiones consideradas,
razon por la cual s6lo una porcion del genoma fragmentado es finalmente
amplificado por PCR. Los resultados son visualizados mediante electroforesis
y analizados por presencia-ausencia de un locus dado, por lo cual

corresponden a un marcador dominante (Rentaria, 2007; Astorga, 2008).

Ventajas: es de bajo costo, capaz de detectar un alto indice de polimorfismo,
no requieren conocimiento previo del genoma y es altamente reproducible
(lgea, 2012).

Desventajas: se dificulta lectura y aportan bajo contenido de informacién por
locus, existe alto riesgo de asignacion incorrecta de la homologia de algunos
fragmentos homoplasia, como resultado de la comigracion de fragmentos de
ADN de individuos diferentes o incluso el mismo individuo, entre los perfiles
de AFLP (lgea, 2012).

* Microsatélites o SSR (secuencias simples repetitivas): estos consisten en

secuencias de ADN constituidas por repeticiones en tandem de 2 a 5
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nucledtidos. Son marcadores altamente polimérficos y abundantes a lo largo
del genoma. Las regiones adyacentes a estas zonas generalmente son
conservadas, por lo cual su analisis esta basado en amplificacion por PCR.
Los resultados pueden ser visualizados mediante gel de agarosa de alta
resolucién por tincion con bromuro de etidio o nitrato de plata, o mediante
lectura automatizada en un secuenciador de ADN con marcaje fluorescente
(Bello, 2001; Astorga, 2008; Igea, 2012).

Ventajas: son abundantes en el genoma, por su elevado nimero de alelos
por locus presentan una alta variabilidad, su forma de herencia codominante
le permite aplicar una gran variedad de analisis estadisticos, tienen un alto
polimorfismo lo cual los hace idoneos para identificaciones individuales y
éxito reproductivo (Bello, 2001; Astorga, 2008).

Desventajas: se presentan cambios de longitud en los alelos durante la
meiosis, tasas muy variables entre loci y alelos (falta de aplicabilidad
general), tienden a acumular cambios homoplasicos, alto riesgo de aparicion
de alelos nulos o de las llamadas “stutter bands” (amplificaciones de
productos de PCR algo menores que el alelo real y que se producen por
errores de la polimerasa al trabajar con secuencias tan repetitivas), ademas
debido al proceso de desarrollo de estos marcadores, existe un riesgo de

incurrir en un sesgo de muestreo (Igea, 2012).

* RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion): fue el
primer marcador de ADN utilizado por bidlogos poblacionales, consiste en la
obtencion de fragmentos de ADN mediante el uso de endonucleasas de
restriccion, resultando en la expresion de diferencias especificas de ADN
entre los individuos. Los fragmentos resultantes por esta técnica pueden ser
analizados mediante southern blot, en el cual el ADN digerido, es separado
mediante electroforesis, transferido a una membrana y visualizado mediante

sondas especificas (Rentaria, 2007; Astorga, 2008).
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Ventajas: comprenden un numero potencialmente ilimitado de loci (alta
cobertura genomica), permiten una amplia cobertura del genoma, son
altamente reproducibles, permiten homologar mapas de ligamiento
diferentes, y en algunos casos se pueden usar las mismas sondas en

especies relacionadas (Rentaria, 2007).

Desventajas: es un método altamente costoso y laborioso, puede presentar
bajo nivel de polimorfismo en algunas especies, se requiere disponer de
sondas especificas para la especie en estudio, y requiere altas cantidades de
DNA (Rentaria, 2007).

* PCR-RFLP: este método corresponde a una variante del método anterior,
se utilizan cebadores particulares en cada caso para amplificar por
replicacion selectiva segmentos discretos de DNA, mediante PCR. Por lo
cual en este proceso se realiza la digestion enzimatica posterior a la
obtencion de las copias del fragmento de interés, los fragmentos son
visualizados mediante electroforesis simple en gel de agarosa. El resultado
sera la visualizacion de la informaciéon codominante (Pérez, 1996; Astorga,
2008).

Ventajas: detecta un alto indice de polimorfismos, es econémico y sencillo,
por lo que ha sido ampliamente utilizado en la construccion de mapas

genéticos, y taxonomia (Rentaria, 2007).

Desventajas: requiere grandes cantidades de ADN de buena calidad para la
deteccibn de loci de copias Unicas, ademas demanda muchas
manipulaciones y solamente se detecta una fraccion de la variabilidad de
secuencias existentes en el genoma, es decir, su informacion es limitada

(Rentaria, 2007).

* Minisatélites o VNTR (numero variable de repeticiones en tdndem): son
repeticiones en tandem de secuencias del genoma que contienen de 9 a 100

pares de bases. El nimero de repeticiones es variable pero en general es
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menor a 1000. El método para su deteccién se lleva a cabo por hibridacion o
PCR. El resultado serdn fragmentos de diferentes longitudes para cada
individuo (patrén de bandas complejo), que son detectados mediante sondas
disefladas a partir de la secuencia de ADN que corresponde a cada
repeticion. Estos fragmentos pueden ser considerados como un tipo
especifico de RFLP (Picca et al., 2006).

Ventajas: dan informacién de los fragmentos de restriccion en cada locus
hipervariable, el numero y distribucion de los loci a lo largo del genoma,
posibilitando la visualizacion simultanea de diversas regiones del mismo
(Picca et al., 2006).

Desventajas: son muy laboriosos, costosos y dificiles de automatizar (Picca
et al., 2006).

* RAPD (Polimofismos de ADN amplificados al azar): este método consiste
en la amplificacién al azar de secuencias cortas de nucleétidos, se basa en la
probabilidad de que se presenten sitios complementarios al oligonucle6tido
de 8 a 10 pb a lo largo del genoma, que luego son amplificados por PCR.
Mediante este método es posible obtener una alta cantidad de fragmentos
gue son visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa. A diferencia
de los marcadores anteriores, estos son dominantes, es decir, no pueden
discernir los homdécigos dominantes de los heterécigos para un segmento
particular, y se considera que cada fragmento corresponde a un locus
bialélico, que es leido como presencia o0 ausencia de un producto
amplificado, por lo que la estimacién de las frecuencias alélicas se debe
hacer de manera indirecta, asumiendo equilibrio de Hardy- Weinberg
(Rentaria, 2007; Astorga, 2008).

Ventajas: amplifican regiones codificantes y no codificantes del ADN vy
revelan niveles de variacion mas altos que los métodos anteriores, es una

técnica relativamente facil que no necesita conocimiento previo de la
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secuencia de ADN, no requiere la construccién o el mantenimiento de una
libreria gendmica, el numero de loci que puede ser examinado es ilimitado y
no requiere pruebas radiactivas, por lo que ha sido utilizado ampliamente en
la elaboracién de mapas genéticos, estudios de parentesco y en el andlisis
de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar tamafio efectivo,

aislamiento reproductivo y niveles de fecundacion (Rentaria, 2007).

Desventajas: problemas en cuanto a la presencia de bandas erréneas,
reproducibilidad de los resultados, mal interpretacién de los resultados po