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Desde que el hombre abrié los ojos a la
observaciéon del mundo de los seres vivien-
tes se sintié impresionado por la enorme va-
riedad de formas en que se expresa el fend-
meno vital; esto lo llevd a buscar la manera
de ordenarlas, vale decir, de clasificarlas.
Pero decir hoy en dia clasificacién o taxo-
nomia no significa sélo ordenamiento sino
que se pretende establecer también los lazos
filogenéticos, o sea, las relaciones de paren-
tesco -que existen entre las diversas especies
animales y vegetales que pueblan la tierra.

Lo que llamamos caracteristicas especifi-
cas y raciales mo son mas que traduccio-
nes de las potencialidades del protoplasma
de cada ser viviente y este protoplasma deri-
va de esa min{scula masa inicial de materia
viviente que es el huevo o zigoto formado
a su vez por la fusién de dos gametos de
distinto sexo, los)que, en esta forma, cons-
tituyen el puente fisico que une una gene-
racién a la otra.

El protoplasma o materia viviente puede
ser caracterizado, a base de los datos que los
estudios experimentales nos han. proporcio-
nado, por el alto grado de orden, de orga-
nizacién que posee, orden que se mamﬁesta
a diversos niveles de organizacién: el nivel
atémico-molecular que se nos ha revelado
como consecuencia de la aplicacién de mé-
todos quimicos y bioquimicos; el nivel ma-
cromolecular que se nos ha hecho accesible
a través de la aplicacién de métodos ultra-
estructurales, el nivel de las estructuras mi-

croscépicas, fruto de la utilizacién del mi-
croscopio Optico para llegar, por Gltimo, al
concepto de organismo que implica la dis-
posicién sistematica de partes, cada una de
las cuales desempefia una o varias funcio-
nes necesarias para la vida del conjunto.

Este alto grado de organizacién y la gran
complejidad que él implica lleva a una con-
secuencia: la individualidad bioldgica.

Son tantas y tan diversas las partes que
pueden ordenarse, que pueden hacerlo en
miles y miles de formas diferentes; resulta
ast que cada ser vivo es una combinacién de
estructuras especificas. Pero estas estructu-
ras no son estaticas, hay un cambio continuo

‘de las ,moléculas que las constituyen, en

consecuencia, el orden que existe en la ma-
teria viviente es un orden profundamente
dindmico: la organizacién persiste, pero a
base de un cambio ininterrumpido de los
materjales que forman su substrato quimico.

Deptro del sinntimero de tipos molecula-
res que constituyen la materia viviente hay
dos que le imprimen su sello especifico a
cada tipo de protoplasma: las proteinas y
los 4cidos nucleicos. ,

Las proteinas constituyen el principal ma-
terial de que estd hecha la vida y los 4ci-
dos nucleicos representan los planos de cons-
truccién.

Las proteinas son moléculas gigantes for-
madas por cadenas polipeptidicas de cons-
truccién acabadisima y especifica, cada tipo
de proteina posee un niimero y una secuen-
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cia Gnica de grupos laterales que determi-
nan su tamafio particular y su identidad
" quimica.

Ademas, parece ser que la larga molécu-
la estd plegada en una configuracién Gnica
la que al parecer es un factor importante en
la mantencién de su actividad bioldgica.

Puede decirse, en verdad, que cada pro-
teina posee una combinacién Gnica de gru-
pos laterales, plegadura, tamafio y forma,
mediante la cual se adapta a sus funciones
especificas.

Los 4cidos nucleicos, planos de organiza-
cién del protoplasma, mantienen, por un la-
do, la clave de la constitucién hereditaria de
todos los seres vivientes y por otro dirigen
la sintesis proteica.

Son también macromoléculas formadas
por largas cadenas de unidades llamadas
nucleétidos en cuya composicién intervie-
ne una molécula de HyPO, y una molécula
de una pentosa (ribosa o su derivado, des-
oxirribosa), esta Gltima estd unida a un pe-

quefio grupo lateral —una base pirica o pi-

rimidica—. Estas bases no siguen un orden
regular a lo largo de la cadena polinucled-
tida y hay cierta evidencia para creer que
la secuencia tiene en cada caso un significa-
do particular y determina el significado
funcional de la molécula.

Existen dos tipos de acidos nucleicos: 4ci-
dos desoxirribonucleicos (A.D.N.) y ribo-
nucleicos (A.R.N.). Los estudios realizados
en ambos tipos, mediante degradacién en-
zimaitica, sugieren la existencia de un enor-
me nGmero de 4acidos nucleicos estructural-
mente diferentes, que se diferenciarian se-
gin el grado de polimerizacién, segn el
nimero del C de la pentosa (2-3-5) unido
al HyPO,, segin el contenido en bases pa-
ricas y piridimicas, etc.

Hay ya fundada evidencia que el A.D.N.
es una doble molécula formada por dos ca-
denas enrolladas entre si en forma helicoi-
dal en tal forma que las bases de una cade-
na ajustan con las de la otra apareidndose la
guanina s6lo con la citosina y la adenina
solo con la timina. De esta manera la secuen-

cia de las bases en una cadena determina
la secuencia en la otra.

Se supone que el A.R.N. estd también for-
mado por dos cadenas a pesar de que la
difraccién con rayos X muestra una ‘estruc-
tura irregular. Sin embargo, es posible que
esta irregularidad sea el resultado de las
técnicas de extraccién y que el A.R.N. po-
sea una configuracién ordenada en las célu-
las cuando estd combinado con A.D.N. o
con proteinas.

Se ha demostrado que la cantidad de
A.D.N. por célula es constante para las cé-
Julas somaticas diploides de todos los indi-
viduos de una determinada especie, que los
gametos haploides sélo poseen la mitad de
esa cantidad y que, en los casos de poliploi-
dismo, la cantidad aumenta cuantitativa-
mente con el aumento del ndmero de jue-
gos cromosOmicos presentes.

Esta constancia especifica en el contenido
en A.D.N. es un argumento de importancia
en pro de la idea que él constituye el subs-
trato de las caracteristicas hereditarias, el
material de que estin hechos los genes.

Ademis, se ha podido determinar que el
contenido en A.D.N. varfa, por lo general,
levemente entre las diversas especies de una
misma clase, existiendo en cambio diferen-
cias notables entre clases diferentes. En las
esponjas y los cnidarios que son los grupos
de metazoos mis primitivos se encuentran
los valores mis inferiores entre los inverte-
brados. Es también interesante el hecho de
que estudios comparativos realizados en di-
versas especies representantes de los Peces
Dipnoos, Anfibios, Reptiles y Aves mues-
tran que el contenido en A.D.N. va paula-
tinamente disminuyendo, lo que estaria su-
giriendo cierta relacién entre el contenido
en A.D.N. y la evolucién de los Vertebrados.

Hoy dia se dispone de nuevos argumen-
tos para afirmar que el A.D.N. es el mate-
rial genético o, por lo menos, una impor-
tante parte de él.

1.—El ALD.N. esta siempre asociado <on
los cromosomas y no existe en ninguna otra
estructura celular.
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2.—Avery, Mac Leod y McCarty, demos-
traron que A.D.N. puro extraido de algu-
nas bacterias es capaz de traspasar algunas
caracteristicas de su cepa a una cepa parien-
te, siendo capaces las bacterias transforma-
das de transmitir estas propiedades a sus
descendientes —transformacién de un tipo
de neumococus acapsulados y avirulentos en
otro tipo capsulado y virulento.

3.—Cuando un bacteriéfago ataca a una
bacteria (accién del fagos T sobre Escheri-
chia coli) es el A.D.N. del virus y no su pro-
teina, el que entra en la célula bacteriana,
obligando al protoplasma bacteriano a sin-
tetizar A.D.N. y proteinas fagicas, macro-

moléculas especificas diferentes a cualquiera
de las que componen la célula huésped in-
fectada. Parece ser, en consecuencia, que el
A.D.N. de un fago infectante es capaz de
controlar ¢l metabolismo del AD.N. y de
las proteinas de la célula huésped como si
fuera una entidad genética que dominase a
los genes del huésped.

4.—Al irradiar con luz ultravioleta célu-
las intactas de hongos y cereales se encon-
tré6 que la longitud de onda mas efectiva
para inducir mutaciones génicas era la mis-
ma que aquélla bajo la cual se obtiene el
méaximo de absorcién por el A.D.N.

5.—Se ha demostrado que los acidos nu-
cleicos, en general, son muy sensibles a cier-
tos agentes mutagenéticos experimentales
como son los gases mostazas de N y S.

Si en base a todos estos hechos aceptamos
que el A.D.N. representa el material géni-
co cabria preguntarse cémo acta para de-
terminar las caracteristicas de un organis-
mo viviente.

Se acepta que los 4cidos nucleicos contro-
lan la sintesis de las proteinas que, como
hemos visto, son los materiales de construc-
cién de la materia viviente. El A.D.N. lle-
varfa en si los planos, los patrones de cons-
truccién transportindolos de una generacién
a otra, para lo cual ¢l A.D.N. que constitu-
ye a cada gene se autoduplica en la ante-
fase de cada mitosis y de cada meiosis que

9—Anales

ocurren en el curso del proceso gametoge-
nético.

El modelo de Watson-Crick que, como
ya hemos visto, supone una estructura en
doble hélice para el A.D.N. permitiria ex-
plicar la duplicacién de la macromolécula
suponiendo su separacién en las dos cade-
nas, en forma tal que, cada una de ellas, se
comportarfa como un molde para formar
la cadena complementaria.

El A.R.N. constituiria las copias usadas en
la sintesis actual de proteinas, la secuencia
de las bases en cada macromolécula de 4ci-
do ribonucleico determinarfa el orden en
que se combinarfan las moléculas de amino-
acidos para constituir las cadenas polipep-
tidicas.

La mayor parte del A.R.N. se encuentra
combinado con proteinas (complejos fosfo-
rribonucleoproteicos) constituyendo - particu-
las citoplasmaticas -—condrioma, microso-
mas de Claude y, también, en la porcién
infragranular. Se encuentra ademis en el
nucledlo y en pequefia proporcién en los
cromosomas (cromosoma residual).

La sustancia baséfila-ergatoplasma de las
cblulas de secrecién serosa y sustancia de
Nissl de las neuronas fijadas, estd también
constituida a base de ribonucleoproteinas.

Se acepta generalmente que el A.R.N.
que forma parte de estas particulas citoplas-
maticas serfa el responsable de la construc-
cion especifica de las proteinas en el cito-
plasma.

O dicho de otro modo, en ella estarian
contenidos de alguna manera los patrones
destinados a modelar las proteinas especi-
ficas.

¢ Cudl seria el origen de este A.R.N. cito-
plasmatico?

Hay ya base experimental para la idea de
que hay paso constante de materiales desde
el nicleo al citoplasma a través de varios
mecanismos:

a) Extrusién nucleolar, o sea, salida de
nucledlos como se ha descrito en 6vulos de
varias especies y en ndcleos aislados de évu-
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los de anfibios; parece ser un mecanismo de

excepcién.

b) El microscopio electrénico parece de-
mostrar la salida de A.R.N. en forma de
macromoléculas de 70 a 150 A° a través de
poros de la carioteca (de Robertis).

Ademis, es significativo el hecho que de
todos los componentes que se encuentran
simultineamente en el nicleo y el citoplas-
ma el Gnico que es reemplazado a mayor
velocidad en el ntcleo es el A.R.N,, lo que
vendria a confirmar su origen nuclear.

Hay actualmente consenso para pensar
que el A.R.N. es fabricado en los cromoso-
mas por o en asociacién con los genes y que,
en el curso de este proceso y de alguna ma-
nera, adquiere las peculiaridades especificas
del A.D.N. génico. Este A.R.N se acumu-
laria en €l o los nucléolos y de aqui pasaria
al citoplasma, especialmente a los microso-
mas, para darle especificidad de origen gé-
nico a las proteinas en via de construccién.

H. Fraenkel-Conrat y colaboradores de
California' y Schramm y colaboradores de
Ttubingen han proporcionado una prueba ex-
perimental para demostrar que el A.R.N. es
el responsable de la sintesis especifica de
proteinas. Lograron descomponer las nu-
cleoproteinas del virus del mosaico del ta-
baco en su proteina y su acido ribonucleico

¥ luego demostraron que el A.R.N. puro era

capaz de reproducir el virus al ser inocula-
do en una planta de tabaco sana, esto signi-
fica que es capaz de modificar el metabolis-
mo de las células huéspedes obligindolas a
sintetizar A.R.N. semejante y la proteina
especifica de la cepa virdsica. Mas aén, han
logrado obtener lo qua podriamos Ilamar
virus hibridos combinando el A.R.N. de
una cepa con la proteina de otra cepa y, en
consecuencia, extrafla para la cepa dadora
del A.R.N. Al inyectar estos virus hibridos
en plantas de tabaco sanas el citoplasma de
las células huéspedes sintetiza la proteina
original de la cepa dadora del AR.N. y no
la proteina extrafia asociada con él. Se hace
as{ evidente que las células infectadas sinte-

tizan la proteina virdsica dirigida por el
AR.N. del fagos.

El trabajo incesante de bioquimicos y de
otros investigadores en el campo biolégico
ha demostrado que la hemoglobina' no es
una sola sino que hay muchos tipos de he-
moglobinas diferentes que son caracteristi-
cas de cada especie, algo semejante ocurre
con la insulina y con muchos otros tipos de
moléculas bioldgicamente activas.

Estos hechos sugieren que los genes con-
trolarian la forma como los aminoacidos se
unen para formar las diversas proteinas, pe-
ro no los proporcionarian. La demostracién
provino de Ingram de Cambridge quien des-
cubrié que la hemoglobina que se encuen-
tra en los eritrocitos en hoz, enfermedad le-
tal en el hombre, no es igual a la hemoglo-
bina de los eritrocitos normales, en efecto,
el acido glutamico que existe en esta Gltima
esta substituido por valina en la hemoglo-
bina de los hematies enfermos. Los genetis-
tas aceptan que el responsable del cambio
es un gene simple resultante de una muta-
cién del gene normal.

Resulta asi extraordinario que un cambio
en un aminoicido entre un total de mis o
menos 300 se traduzca en un cambio que es
fatal para el individuo que lo sufre; esto
demuestra, por otra parte, que los genes
pueden controlar también cambios muy pe-
quefos.

Esto ha planteado un nuevo problema:
cémo se las arreglan los genes para operar
tan selectivamente sobre la fina estructura de
una proteina.

Benzer de Purdue ha indicado un cami-
no de ataque al problema: pudo mapear un
gen simple de un bacteriéfago logrando dis-
tinguir mas de cien sitios funcionales dis-
tribuidos linealmente a lo largo del gen.

Si aceptamos que los genes estan constitui-
dos de A.D.N,, que de hecho en los virus
y fagos la disposicién linear es manifiesta,
y estando el A.D.N. constituido por filamen-
tos de unos 20 A®, es posible establecer una
relacién entre el mapa de Benzer y la mo-
lécula de A.D.N. El autor calcula que la
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mis pequeiia distancia entre dos lugares
funcionales de su mapa corresponderia a
unos pocos pares de bases a lo largo de la
doble cadena de A.D.N.

La taxonomia clésica, aquella que nacié
con Linneo, basé su sistema de clasificacién
en las caracteristicas somaticas, especialmen-
te. morfolégicas, mis accesibles a la obser-
vacién del naturalista, en esta forma se es-
tablecieron la mayor parte de las categorias
sistemdticas actualmente conocidas. Es por
tanto indudable que los métodos taxonémi-
cos de base morfoldgica tienen ciertamente
prioridad en los intentos de clasificacién de
cualquier grupo animal o vegetal.

Pero el extraordinario desarrollo de la ge-
nética a partir de los primeros afios de este
siglo vino a demostrar que las caracterfsti-
cas fenotipicas eran el resultado de dos fac-
tores: la herencia (genotipo) y el medio, y
que podia darse el hecho de que un mismo
genotipo se expresase en diversos fenotipos
y que, a la inversa, un mismo fenotipo po-
dia corresponder a genotipos diferentes.

Es asi como el criterio tipoldgico para ca-
racterizar a una especie ha ido cediendo
paulatinamente el paso a un nuevo criterio
para definirlo: el criterio poblacional o bio-
l6gico. Un nlmero cada vez mayor de bid-
logos estin considerando, con valor siste-
mético, a otras caracteristicas que toman
mas en cuenta la individualidad quimica
de los seres vivientes tan brillantemente
puesta en evidencia por las investigaciones
bioquimicas ya analizadas.

Analicemos algunos de los caminos ex-
perimentales que se han seguido:

1.—La dotacién cromosémica:

Los cit6logos demostraron, a base de la
observacién microscépica, que cada especie
posee un complejo cromosémico que le es
propio y en el cual el nimero, morfologia y
comportamiento de los cromosomas son ca-
racteristicas especificas.

Este complejo se: forma por el aporte de
un juego simple de cromosomas por parte
de cada gameto, de alli que esté formado

de un cierto ndmero de pares de cromoso-
mas homologos.

En el ultimo tiempo hemos estudiado en
colaboracién con la Citedra de Botanica del
Instituto Pedagdgico un caso que puede ilus-
trar este camino experimental.

En el Norte Chico, zona central y co-
mienzos de la zona Sur de nuestro pafs es
frecuente una plantita que los bot4nicos lla-
man Plantago hispidula R. et Pav. de la que
existen dos formas que se diferencian en la
forma de la corola, el nimero de semillas
que encierran las cipsulas y la superficie del

tallo (figs. 1, 2, 3,4 y 5).

TIPO 1 TIPO 2

Lanceolados. con la

Pétalos punta acuminada, M4s pequefios, an-

mis grandes chos, obtusos

Una
grande

Nimero de se- semilla Dos semillas mads

millas pequeiias

Superficie del tallo Pelos mds cortos y Pelos mds largos y

levantados aplastados

Ambos tipos conviven en numerosas re-
giones sin que al parecer se crucen entre si.

La sistematica de estos dos tipos es muy
variada, para algunos se trata de dos espe-
cies diferentes, para otros de dos variedades
de una misma especie.

Decidimos estudiar las caracteristicas del
cariotipo de ambas formas; la literatura nos
permiti6 establecer que 40 especies del gé-
nero. Plantago, estudiadas, citolégicamente,
tenian en sus células somaticas los siguien-
tes complejos cromosémicos:

24 especies con 2 N == 12 cromosomas
4 7 con 2N=10 ”
1 > con 2N =18 7
§ 7 con 4N =24 ”
1 7 con 4N =36 7
1 7 con 8N =48 7
I 7 conl6 N ==98 7
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De estos datos se puede deducir que en el
género Plantago hay mas de un nimero ba-
sico de cromosomas siendo probablemente
6 el genomio bésico original con 5 y 9 co-
mo variantes.

Observando al microscopio preparaciones
de extremos crecientes de raices de semillas
recién germinadas, presionadas entre porta y
cubreobjeto, fijadas con una mezcla de eta-
nol de 95° —Acido acético (1:3) y tefiidas
con una solucién de orceina acética logra-
mos establecer en los 2 tipos estudiados la
existencia de complejos cromosémicos for-
mados por 20 unidades en los que cada ho-
mélogo estaba repetido 4 veces. Se trataria
en ambos casos de formas tetraploides con
4 genomios de 5 cromosomas cada uno.

Aparentemente no hay diferencias entre
los complejos cromosémicos de ambas for-
mas, ‘pero si consideramos que las lineas
mas evolucionadas podrian distinguirse por
la calidad y distribucién de los genes mas
que por el ndmero, tamafio y forma de los
cromosomas podemos aceptar que los com-
plejos de ambas formas pueden ser similares
a la observacién microscdpica y no obstan-
te ser diferentes en su contenido génico; se
abre asi un nuevo camino para analizar el
parentesco: el camino genético.

Los evolucionistas actuales consideran que
las especies son estados transitorios, estados
de divergencia, algo que varia en el tiempo
y en el espacio.

Las especies son en su mayor parte pobla-
ciones heterocigéticas, de alli que los genes
puedan segregar y originar nuevas combina-
ciones; esta posibilidad de recombinacibén
génica y la existencia de mutaciones hacen
que las especies sean poblaciones polimérfi-
cas que contienen genotipos diferentes, lo
que significa que hay en ellas una reserva
de genes que representan capacidades adap-
tativas.

Si el polimorfismo es adaptativo resultan
poblaciones con frecuencia de genes dife-
rentes —razas geogrificas— que al quedar
aisladas pueden diferenciarse genéticamente
en tal forma por la falta de intercambio de

genes que el entrecruzamiento no se haga
posteriormente posible aunque lleguen a es-
tar juntas.

Un caso muy interesante es el estudiado
por Moore en Estados Unidos en la llama-
da “Rana Leopardo” —Rana pipiens Schre-
ber— de las que hay poblaciones que se ex-
tienden desde Vermont en el Norte hasta
la peninsula de Florida; los individuos de
poblaciones vecinas intercambian genes, o
sea, se cruzan entre si, pero los de las dos
poblaciones extremas no lo hacen.

De acuerdo con este criterio las razas se-
rian sistemas genéticos abiertos, en los que
hay adn posibilidades de intercambio de ge-
nes, las especies serfan, en cambio, sistemas
genéticos cerrados.

Seria, en consecuencia, interesante cruzar
los dos tipos de Plantago hispidula a que
nos hemos referido y hacer posible la for-
macién de hibridos fértiles que demostra-
sen que los dos genomios basicos reunidos
son lo suficientemente semejantes para in-
teractuar en equilibrio permitiendo el des-
arrollo ontogenético, y el logro del estado
adulto, dando lugar, a su vez, a la forma-
ci6bn de gametos balanceados, viables que
llevaran a la obtencién de generaciones su-
cesivas. Por el contrario si los dos tipos tie-
nen genotipos diferentes no habria posibili-
dades de formacién de hibridos fértiles.

Podriamos estar asi frente a un caso su-
mamente interesante de especiacién en que
se habrian reunido todas las condiciones
—adaptacién al habitat, capacidad de com-
petencia, fertilidad sexual— para que el nue-
vo tipo génico formado pudiera establecerse
como especie diferente en la naturaleza.

Un nuevo enfoque experimental del pro-
blema lo constituye el empleo de métodos
serolégicos destinados a determinar las ca-
racterfsticas antigénicas.

Estos métodos serolégicos revelan la na-
turaleza y el significado de las proteinas por
medio de reacciones producidas mediante la
utilizacién de antisueros obtenidos contra
ellas; la tan conocida reaccién antigeno-
anticuerpo.



FirioceniaA EXPERIMENTAL

133

Segin Charles Leone, de Kansas, el empleo
de métodos seroldgicos en la investigacién
de problemas de parentesco: “representa una
de las primeras tentativas de colocar en el
plano de lo objetivo, de la verificacion expe-
rimental, aspectos de la zoologia que ante-
riormente eran descriptivos y subjetivos en
su interpretacién”.

Se trata, pues, de comparar proteinas co-
rrespondientes entre diferentes animales a
través de varios caminos:

a) Test interindividuales, o sea, entre in-
dividuos de una misma especie.

b) Test entre individuos de especies dife-

rentes.

c) Comparaciones entre categorias siste-
méticas mdis clevadas, Géneros, Familias,
Tribus, Ordenes, Clases diferentes.

Los materiales bioldgicos mis usados co-
mo antigenos son el suero sanguineo y ex-
tractos salinos de células, tejidos u érganos.

En esta forma se ha establecido muy bien
la propiedad antigénica de las proteinas de
la membrana plasmatica para los grupos
sanguineos y en estudios parasitolégicos.
Ademas, se ha hecho gran uso de las protei-
nas del grupo sanguineo en investigaciones
antropoldgicas.

Los primeros ensayos se hicieron con
el método de precipitacién en pequefios tu-
bos de vidrio, en esta forma, Nuttal pudo
inferir que el tamafio del anillo formado o
el grado de turbidez, lo que estd en relacién
con la cantidad de precipitado producido al
poner en contacto extractos homélogos de
tejyidos de los grupos en discusién frente a
un mismo antisuero, es un indice del gra-
do de parentesco que existe entre dos o mis
individuos o dos o més grupos taxonémicos
diversos.

Audin en 1948 observé que al colocar en
gelatina una mezcla de antigenos y ser pues-
ta luego en contacto con el antisuero respec-
tivo daba lugar a una seric de fenémenos
de precipitacién fraccionada. La distancia
entre las fracciones estd determinada por la
velocidad de difusién de los antigenos con-

dicionada a su vez por sus masas molecula-
res y sus grados de difusion.

Ouchterlony el mismo afio modificéd el
método utilizando placas de Petri con gel
de Agar, permitiendo asi la comparacién si-
multinea de varias soluciones de antigeno
con respecto a un mismo grupo de anti-
cuerpos; como cada antigeno y anticuerpo
difunde con una velocidad especifica a
través del Agar, en el punto donde se
encuentran un antigeno con su respectivo
anticuerpo se produce una linea o trazo de
precipitacién. En esta forma se puede deter-
minar cuantitativamente el nmero de an-
tigenos que hay en una mezcla siempre que
estén presentes los respectivos anticuerpos.

Los resultados obtenidos han sido de gran
interés habiéndose logrado demostrar diferen-
cias aun entre individuos de una misma es-
pecie y se ha hecho posible agrupar especies
diversas al margen de lo que establecen las
(ineas filéticas clésicas.

_Esta misma técnica se ha aplicado tam-
bién al estudio del desarrollo ontogénico
con el nombre de Inmunoembriologia.

Dos han sido los caminos que se han usa-
do con mis éxito:

a) Uso de antisueros obtenidos contra ex-
tractos de proteinas de tejidos y érganos de
adultos para identificar la aparicién de pro-
teinas semejantes al adulto en los diversos
estadios del desarrollo del embrién.

b) Uso de sueros antiembrién apropiados
para determinar hasta qué punto existen
verdaderas proteinas embrionarias.

Asi se ha logrado constatar que:

1.—Ya en el zigoto hay proteinas semejan-
tes a la del adulto las que no se diferencian
en el curso del ciclo vital.

2—La aparicién de otras proteinas esti
asociada a la aparicidén de ciertas estructuras
morfolégicas y, en consecuencia, las prece-
den.

3.—Algunas proteinas son drgano-especi-
ficas, otras estan distribuidas diferencialmen-
te entre los diversos érganos y otras en to-
do el organismo.

Por tltimo se ha empleado las reacciones
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antlgeno—antlcucrpo para obtener informa-
cién genética, esto constituye la llamada
Inmunogenética.

La experiencia recogida hasta el momen-
to parece demostrar que:

1.—La serologfa pone en evidencia una es-
trecha correspondencia entre la similaridad
antigénica y las relaciones taxonémicas y
evolutivas.

2.—La especificidad de los antigenos cae
dentro del patrén de la herencia mendelia-
na, es decir, hay estrechas relaciones entre
genes y antigenos y, ademds, se ha demos-
trado que estas caracteristicas no son modi-
ficables por los factores ambientales.

Partiendo de estos dos principios nos pa-
recié de interés el estudio serolégico de po-
blaciones de Bufo spinulosus —“Sapo de ru-
lo"— ajustados a 3 diferentes condiciones
ambientales, trabajos que realizamos en co-
laboracién con el Laboratorio de Inmuno-
genética del Dr. G. Hoecker, dependiente
de la citedra de Biologia del profesor G.
Gasic y en el cual tuvo activa participacion
el miembro de nuestro Centro, profesor Ma-
rio Rosenmann.

Chile es un pais en que por razones geo-
graficas obvias se crean condiciones especia-
les para el aislamiento de poblaciones en
nichos ccoldgicos de diferentes caracteristi-
cas, dando lugar a procesos de divergencia
evolutiva tanto de Norte a Sur, como de
cordillera a mar.

Utilizamos en estos experimentos indivi-
duos de Bufo spinulosus pertenecientes a 3
poblaciones: margenes del rio Copiapd, que-
bradas hiimedas de la zona de Zapallar, bos-
ques de los alrededores de Concepcidn, los
que muestran diferencias morfoldgicas no-
tables como se puede observar en la figura 6.

Utilizando la técnica de Ouchterlony, se
colocé en cavidades excavadas en forma
equidistante en capsulas de Petri con solu-
cién de agar al 109, adicionada de merthio-
late sélido Lilley en proporcién 1 :10.000,
suero de individuos de las poblaciones de
Zapallar, Copiapé y Concepcidn frente a sue-
ro anti-Bufo spinulosus de Zapallar obteni-

do por inyeccién intraperitoneal repetida de
suero de Bufos de Zapallar en conejo (fig.
N.L 7).

Al cabo de 3 dias aparecieron en los 3
sectores correspondientes dos lineas de pre-
cipitacién que podrian denominarse A y B,
al 5.° dia aparece un nuevo trazo que deno-
minamos C, hacia el 12 dia aparece un cuar-
to trazo: D y por Gltimo hacia el 15 dia el
trazo A aparece fragmentado en dos: A y
A’ y el C igualmente en dos: C y C".

Pudimos asi diferenciar tres grupos de
antigenos comunes a los sueros de los indi--
viduos de las 3 poblaciones estudiadas: -

1.—Un primer grupo de antigenos que po-
driamos llamar livianos, de difusién ripida,
ya que aparecen a los tres primeros dias de
iniciados los experimcntos, el que estarfa in-
tegrado por los trazos A, A” y B y que pare-
cen ser proteinas de pesos moleculares muy
semejantes ya que precipitan al final for-
mando un solo bloque de limites no bien
diferenciables.

2—Un segundo grupo de antigenos que
podriamos llamar medios el que estarfa for-
mado por los trazos C y C’ los que difun-
den a mediana velocidad (5 dias).

3—Finalmente un grupo de antigenos
que podriamos llamar pesados por su difu-
sion lenta (10 a 12 dias) y representados por
el trazo D (fig. 8).

Aunque los resultados no indicaron dife-
rencias cualitativas entre los sueros de los
individuos de las 3 poblaciones, lo que esta-
rfa indicando una franca identidad en los
grupos antigénicos de cada una de ellas, fué
posiblc verificar la existencia de alguna di-
rencia de orden cuantitativo. Los precipita-
dos de la zona de antigenos medios son a]go
més abundantes en los individuos provenien-
tes de Zapallar y los de la zona de anti-
genos pesados lo son igualmente en los sec-
tores correspondiente a los sapos de Zapallar
y Concepcidn.

A fin de detectar la posible existencia de
antigenos diferenciales que pudieran haber
pasado inadvertidos, decidimos hacer una
absorciéon de anticuerpos, mezclando el sue-
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ro anti-Bufo spinulosus Zapallar con suero
de Copiapd y suero de Concepcidn respecti-
vamente, manteniéndolos en contacto duran-
te 72 horas a 40° C.; después de centrifugar
probamos ambos sobrenadantes con suero
de individuos de Copiapd y Concepcidn en
capsulas de Petri con gel de agar. En nin-
guna placa obtuvimos la formaciéon de li-
nea de precipitacidn; los sucros de los Bufos
spinulosus de Copiapd y de Concepcién con-
tienen los mismos antigenos que ¢l suero de
los individuos de Zapallar. Se hace asi evi-
dente la analogfa seroldgica de los individuos
de Copiapd y de Concepcién con referencia
a los dc Zapallar.

La feliz coincidencia dc haber dispuesto
de un cierto namero de individuos de la es-
pecie argentina —Bufo arenarum— gentil-
mente enviados desde Mendoza por el Dr.
J. M. Cei nos permitio someter a test el sue-
ro de estos ejemplares frente al suero anti-
Bufo spinulosus de Zapallar.

Las series experimentales realizadas de-
mostraron la presencia, en los individuos de
la especie argentina de la poblacién de Men-
doza analizada, de los siguientes antigenos
comunes a Bufo spinulosus:

. L—Antigenos livianos de difusién rapida

representado por los trazos de precipitacién
a o y B que corresponden a los trazos
A, A’y B de spinulosus.

2.—Antigenos medios representados por
el trazo y (anilogo a C).

3.—Antigenos de difusién lenta represen-
tados por la linea de precipitaciéon & (ana-
loga a D).

En consecuencia, faltarfan cn B. arena-
rum, en relacién al suero anti-Bufo spinu-
losus: una porcion de antigenos medios, la
correspondiente al trazo C’ y una leve frac-
cién de antigenos livianos, ya que cl grosor

del trazo com(n « + @’ ¢s menor que el
grosor del mismo trazo cn B. spinulosus.
Probamos a continuacién la posibilidad
experimental de reemplazar el suero sangui-
neo por un extracto de higado en suero fi-
sioldgico al 8,5%0 (1:9). Los resultados ob-

tenidos al someter a test estos extractos fren-
te a suero antiBufo spinulosus de Zapallar
fueron tan evidentes como aquellos obteni-
dos con suero y mostraron una analogia bas-
tante grande; a mas de las lineas de preci-
pitacion que ya habiamos individualizado
aparecié un nuevo trazo que denominamos B
C vy el trazo D se escindié en dos: D y D',

Este hecho es muy importante desde un
punto de vista prictico ya que hay especies
de anfibios anuros tan pequefios: Pleurode-
ma bibroni —"“sapo de 4 ojos”—, Eupsophus
taeniatus, Rhinoderma darwini —“Ranita
de Darwin”— en la cual serfa un dificil pro-
blema obtener la cantidad suficiente de sue-
ro para realizar el test.

Para probar el valor del método como he-
rramienta destinada a revelar parentesco de-
cidimos enfrentar el suero anti-Bufo spinu-
losus a extracto de higado de individuos de
Pleurodema bibroni de una poblacién de los
alrededores de Santiago. Al cabo de siete
dias aparecié una linea de precipitacién ubi-
cada en la zona que corresponde a los anti-
genos medios (C -+ C’) de B. spinulosus.
Este fué el Gnico trazo de precipitacién que
se obtuvo después de 20 dfas. Fsto estaria
indicando que hay sélo un lejano parentes-
co entre estas dos especics, pertenecientes no
s6lo a dos géneros distintos sino a dos fa-
milias diferentes: Bufonidae y Leptodactyl;-
dae (fig. 9).

Por (ltimo, se sometid a test suero huma-
no del grupo 3 frente al suero anti-Bufo spi-
nulosus no lograndose observar linea algu-
na de precipitacién como era dable esperar
en especies tan distintas dentro del Sub-
Phylum Vertebrados.

No hay duda que el método de anilisis
antigénico en medio gelificado demostrd,
en estas series experimentales, ser una he-
rramienta de trabajo muy atil en el estudio
experimental de problemas filogenéticos,
confirmando el principio general de que el
grado de reaccién precipitante es proporcio-
nal al grado de parentesco de las especies o
poblaciones sometidas a test.

Analicemos en seguida un tercer camino
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experimental. Es un hecho evidente que la
Biologia actual se esti acercando mis y mas
a los niveles macromoleculares y molecula-
res; basta considerar que la Genética se es-
t4 preocupando cada vez mis de grandes
polimeros, ligando el control de la vida a
moléculas gigantes, los 4cidos nucleicos.

De esto ha nacido la necesidad de deter-
minar qué caracteristicas sistemiticas po-
drian ser factibles de ser evaluadas al nivel
molecular y macromolecular. La realizacién
de esta meta requeriria el uso de una técnica
que permitiese separar esa mezcla compleja
de moléculas y macromoléculas, algunas de
ellas altamente especificas, que constituyen el
protoplasma.

Una de las soluciones que se ha encontra-
do ha sido la utilizacién de la cromatografia
de particibén sobre papel aprovechando las
diferencias de movilidad de compuestos re-
lacionados estructuralmente cuando se di-
suelven en un solvente orgéinico, saturado
de agua, que migra a lo largo de una hoja
de papel filtro debido a la capilaridad.

Tres son los procedimientos que se han
puesto en practica:

a) Cromatografia por ascenso. La hoja de
papel Whatman con las muestras problemas
se hacen contactar por su borde inferior con
el recipiente que contiene la fase orgdnica.
Este método requiere el uso de cAmaras her-
méticas y una temperatura ambiente estable.

b) Cromatografia por descenso. En este
caso la hoja portadora de las muestras se
pone en contacto con el solvente organico
por su borde superior. Tiene la ventaja de
que es mis ripido y permite trabajar con
éxito a la temperatura ordinaria. La separa-
cién es también mayor.

¢) Cromatografia bidimensional. Consiste
en hacer dos separaciones sucesivas en una
misma hoja de papel filtro, utilizando dos
solventes, uno basico y el otro 4cido, que ac-
than en dos direcciones diferentes separados
por un 4ingulo de 90°. Con este método se
logra la mixima:separacién.

El material biolégico utilizado ha sido
muy variado, principalmente tejidos soma-

ticos: muscular, higado, rifiones, pancreas,
pulmones; también se ha utilizado material
germinal, especialmente testiculos.

En un comienzo se procedié a comprimir
directamente un trocito de tejido sobre el
papel filtro el que, luego se dejaba secar a
la temperatura ambiente.

De la impregnacién directa se pasé al em-
pleo de extractos de macerados de tejidos.
El uso de estos homogenizados permite cal-
cular mejor la concentracién de las mues-
tras a través de la utilizacién de micropipe-
tas; tiene ademis la ventaja de que los ex-
tractos se pueden conservar en una refrige-
radora.

El material bioldgico utilizado puede ser
macerado sin lavado previo, vale decir, im-
pregnado de sangre y liquido intersticial o
bien sometido previamente a un lavado en
agua destilada o en suero fisioldgico adecua-
do. Igualmente la molienda puede hacerse
usando como vehiculo agua destilada, suero
fisiolégico o etanol. Como es 18gico suponer
la separacidn es diferente segin el solvente
usado.

También es posible someter previamente
el material bioldgico a un proceso de hidré-
lisis acida en caliente con el objeto de des-
doblar los diversos constituyentes proteicos.
El proceso adquiere asi mayor valor analiti-
co porque permite establecer diferencias en
cuanto al contenido en aminoicidos, pero
pierde valor taxondmico.

La naturaleza de la fase orginica es muy
variada, las mis com(nmente usadas son
mezclas a base de butanol normal, de éter
de petréleo, fenol saturado en agua, etc. Pa-
ra el revelado quimico de los grupos poli-
peptidicos, 4cidos aminados y proteinas se
usa soluciones de ninhidrina en etanol. Para-
lelamente al revelado quimico puede proce-
derse al revelado con ldmparas de luz ultra-
violeta de longitud de onda adecuada.

La cromatografia de particién sobre papel
puede combinarse con métodos cuantitati-
vos como ser la determinacién del N total
en trocitos de tejidos por unidad de volu-
men por el método del micro-Kjeldahl.
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En nuestros laboratorios hemos estudiado,
en un comienzo, mediante la cromatografia
ascendente extractos musculares, hepaticos y
testiculares de individuos de Bufo spinulosus
de la zona central y de Bufo arenarum de
una poblacién de Mendoza y de una pobla-
ci6n de las sierras de Cérdoba (Argentina).

Los experimentos realizados permitieron
observar que, por un lado, las dos especies
estudiadas dan lugar a la formacién de pa-
trones cromotograficos bastante semejantes
en su arquitectura general, indicio de los
estrechos lazos filogenéticos que existen en-
tre ellas. Esta similitud estarfa en efecto in-
dicando que su organizacién bioquimica
coincide en sus rasgos fundamentales. Pero,
por otro lado, es evidente que hay diferen-
cias suficientes en los cromatogramas para
que se revele claramente la individualidad
bioquimica gobernada genéticamente, pro«
pia de cada especie.

Es interesante hacer notar que los mejo-
res resultados se obtuvieron en extractos de
tejidos - somiticos —musculo, higado—, lo
que reafirma las opiniones de Traverso-
Buzzatti de que hay individualidad metabé-
lica en individuos genéticamente distintos.

En cambio, los resultados obtenidos con
extractos testiculares fueron bastante pobres,
esto se debe . posiblemente a que sea necesa-
rio lograr previamente una mayor simplifi-
cacién de las macromoléculas nucleoprotei-
cas y complementar las técnicas cromatogra-
ficas por ascenso con los de descenso y bidi-
mensional para lograr una mejor separacion.

En este Gltimo tiempo hemos estado apli-
cando los diversos procedimientos croma-
tograficos al estudio de las secreciones vene-
nosas producidas por las glindulas paréti-
das en dos especies de Bufos chilenos: Bufo
spinulosus y Bufo variegatus con el fin de
establecer si las diferencias interespecificas
se pueden hacer evidentes, ya no con teji-
dos somdticos sino en algunos tipos espe-
ciales de secreciones como lo son los vene-
nos en los sapos.

Los resultados logrados con cromatografia
ascendente biunidimensional, es decir, ha-

ciendo migrar dos veces el mismo solvente,
mostraron ya diferencias las que se acentua-
ron al obtener los patrones de las respectivas
secreciones por cromatografia descendente y
bidimensional. La figura 10 reproduce los
patrones cromatograficos obtenidos por cro-
matografia ascendente y biunidimensional.

Interesantes fueron los resultados de tra-
bajos experimentales que se hicieron en co
laboracién con la Seccién Fisico-Quimica
del Instituto Bacterioldgico dirigida. por la
profesora G. Leyton y en los que tuvo acti-
va participacién el ayudante de este depar-
tamento, profesor Francisco Silva.

Sometieron a estudio cromatogrifico ex
tractos de tejido muscular de dos roedores
autdctonos chilenos: Octodon degus degus
—“Degu”— y Abrocoma bennetti bennett:
—“Ratén Chinchilla’— que son dos espe
cies cercanamente emparentadas, obtenien-
do patrones o mapas cromatogrificos que
permiten identificarlos, por lo menos a tra-
vés del empleo de métodos de cromatogra-
fia bidimensional.

Efectivamente los patrones cromatografi-
cos obtenidos por ascenso y descenso son ex-
traordinariamente semejantes lo que estarfa
revelando una gran semejanza en la com-
posicién proteica del tejido muscular de
ambos roedores, lo que, a su vez, serfa ex-
presion de los cercanos lazos filogenéticos
existentes entre ellos. Sélo es posible apre-
ciar diferencias cuantitativas en la intensi-
dad de la coloracién de las manchas de los
patrones. La mayor intensidad en las man-
chas de Abrocoma que de Octodon se de-
berfa a la existencia de mayor cantidad de
material proteico, comprobado a través del
andlisis de micro-Kjeldahl. El contenido de
Nitrégeno total en las proteinas musculares
por cm. clbico de Abrocoma b. bennetti es
casi el doble del que existe en su pariente
Octodon d. degus.

La cromatografia bidimensional permiti6
evidenciar claramente que hay grupos pro-
teicos distintos en ambos patrones, como se
puede observar en el esquema adjunto (fi-
gura 11).
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Estos resultados estarfan significando que
a pesar del cercano parentesco que existen
entre estas especies habrfa base cromatogra-
fica suficiente para asegurar quc Octodon
d. degus y Abrocoma b. bennetti tienen dis-
tinta especificidad quimica revelada por pa-
trones cromatograficos diferentes.

Estas conclusiones vienen a reforzar la
ubicacién que la taxonomia asigna a los dos
roedores estudiados en sendas categorfas sis-
temiticas estrechamente vinculadas.

Por @ltimo, se ha intentado aplicar datos
fisiolégicos a la resolucién de problemas de
indole taxonémico. Entre estas tentativas es
interesante la utilizacién de la vibracién se-
xual preventiva —“warning vibration”— re-
flejo provocado por la estimulacién de de-
terminadas 4reas musculares en la regién
dorsal y lateral de algunos géneros de anfi.
bios y considerado primero como caricter
sexual secundario en los machos y luego co-

; .
_mo caricter ambosexual.

El registro de estas vibraciones mediante
el uso de un electroquimégrafo demuestra
que la frecuencia y la amplitud del trazado
son caracteristicas para cada especie y al mis-
mo tiempo que hay cierta diferencia entre
los sexos.

J. M. Cei y S. Espina han estudiado este
caracter en diversas poblaciones de Pleuro-
dema bibroni y de Bufo spinulosus, encon-
trando que en esta Gltima especie la vibra-
cién preventiva se mantiene como caricter
sistematico, acercindola a los Bufos del gru-

po marinus-paracnemis-arenarum y alvarius,
neotropicales y sonoranos.

A través de los caminos seflalados y de
muchos otros que seria largo sefialar la mo-
derna taxonomia va lentamente avanzando
y tratando de acumular un nimero cada vez
mayor de datos que le permitan llegar a
una clasificacién de los seres vivos en que
los datos morfolégicos tengan cada vez me-
nos importancia y en cambio estos enfoques
modernos que revelan la individualidad bio-
quimica de las especies constituyan la base
fundamental en la determinacién de los la-
zos filogenéticos.

Es asi como paulatinamente el criterio ti-
poldgico para caracterizar la especie ha ido
cediendo el paso a un criterio poblacional o
biolégico en el que la especie aparece como
un sistema genético cerrado, en el que un
conjunto de genes, de mensajes especificos
en interaccién con los factores del medio
ha dado lugar a la formacién, a lo largo del
desarrollo ontogenético, de entidades dina-
micas, en las que el cambio permanente es
la tGnica realidad y que, sin embargo, con-
servan su individualidad bioquimica inalte-
rable.

Cuin lejos estamos de esa época en que
la realidad taxondémica eran los individuos
estiticos conservados en frascos llenos de li-
quidos y encerrados en los armarios de los
museos o traspasados por alfileres y orde-
nados en interminables filas en las frias ca-
jas de los insectarios.
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Fig. l.—Plantago hispidula, R. et Pav. Tipo 1.

Fig. 2.—Plantago hispidula, R. et Pav. Tipo 2.
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Fig. 3.—Forma de la corola en Plantago hispidula. Tipo 1 (izquierda) y tipo 2 (derecha).
(Muy aumentadas).

Fig. 4—Semillas de Plantago hispidula. Una grande en el tipo 1 (izquierda), dos mds peque-

fias cn el tipo 2 (derecha). (Muy aumnentadas).
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del tallo en Plantago hispidula, Tipo 1 (arriba)
v tipo 2 (abajo).

3 R
Fig. 6.—Poblaciones de Bufo spinulosus: 1) Rio Copiapé; 2) Alrededores de Zapallar, y
3) Alrededores de Concepcién.
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Fig. 7.—Esquema de los resultados obtenidos al someter a test suero de Bufos de las poblacio-

nes de Zapallar (cavidad 1) y de Cepiapd (cavidad 2), frente a suero amtiBufo de Zapallar
(cavidad -cero) ‘

1) Anales
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Fig. 8.—Dlaca dec Petri con gel de agar que muestra las lineas de preci-
pitacién quc se obticnen al someter a test suero de las diversas poblacio-
nes estudiadas con suero antiBufo de Zapallar.

cipitacicn obt
de 4 ojos— con sucro antiBufo de Zapallar.
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Fig. 11.

Fig. 10.—Cromatograma as-
cendente biunidimensional ok
tenido con venenos de Brifo
spinitlosus (columnas 1 y 3)
y de Bufo variegatus (colum:-
na 2). Solvente: n-butanol,
dctdo acético, agua; revelador:
ninhidrina.

Esquema que muestra los resultados obtenidos por cromatografia bidimen-
sional con estractos musculares de Ocrodon d. degus y Abrocoma b. benetti.



