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Los métodos moleculares estan en pleno auge en la sistemética, taxonomia y bio-
geografia de las plantas. En los briéfitos la técnica méas empleada por el momento es la
caracterizacién de isoenzimas, que fue introducida a finales de los afios setenta por el
grupo de Sweykowski (Krzakowa & Sweykowski 1977a,b)

Los metodos basados en la caracterizacién de ADN hasta ahora se han utiliza-
do menos y sobre todo por grupos compuestos por investigadores en biologia molecular
interesados en la sistemdtica a gran escala {Ashton et al. 1994; Capesius 1995). Estos
métodos pueden ser muy Utiles ya que aportan datos adicionales y bastante objetivos y
en algunos casos ofrecen la Gnica manera de resolver dudas que dejan los métodos clési-
cos. Pero hay que admitir, que la biologia molecular no puede ser la panacea para todos
los problemas que existen en la taxonomia y sistemdtica, si se piensa p.e. en formas muy
variables que muchas veces van a mostrar la misma variabilidad, tanto a niveles morfolé-
gicos como moleculares.

A continuacién se va a dar una descripcion de las técnicas més representativas,
los casos mas tipicos de su aplicacién y algunas de las limitaciones que presentan.

La separacién de enzimas en geles y su posterior fincién es una técnica que
necesita un equipamiento de laboratorio relativamente modesto. En sus bases es un méto-
do simple: las proteinas tienen un peso molecular determinado y una carga elécirica
especifica en un tampén con un pH dado. En un campo eléctrico, las proteinas mas
pequefias y las de mayor carga elécirica se mueven mas rapidamente, asi que podemos
separar los enzimas en un gel de almidén o de poliacrilamida. Después de la separacién



en el gel se procede a la tincién especifica del enzima en cuestion por medio del acopla-
miento de la reaccién fipica del enzima a ofra que genera una sustancia de color fécil-
mente visible. De esta manera se detectan sin problemas cambios de la carga eléctrica o
del peso. Los estudios mds representativos con esta técnica se concentran en la genética y
ecologia de poblaciones, la taxonomia hasta nivel de especies congenéricas, la existencia
de especies geogréficas idénticas morfologicamente y la identificacion de hibridos (Stone-
burner et al. 1991).

De los métodos basados en ADN, uno de los més extendidos es la comparacion
de fragmentos de restriccion, especialmente en el ADN cloroplastidial {Olmstead & Pal-
mer 1994, Stein 1993). Como sabemos, una secuencia de ADN puede compararse con
un fexto escrito en una forma linear y basado en sélo cuatro letras. De las bacterias se
han aislado enzimas que cortan estas secuencias por lugares especificos, caracterizados
generalmente por enfre 4y 6 pares de bases en un orden simetrico, p.e. GAATTC en el
caso del enzima Eco Rl (simétrico porque la cadena opuesta se lee también GAATTC).
3Que pasa chora si cortamos una secuencia de ADN con estos enzimas de restriccion?
pues obtenemos fragmentos de una longitud bien definida. Estos fragmentos pueden
separarse en geles de agarosa y transferirse a membranas de nitrocelulosa o nylon por-
que éstas se dejan manipular mucho mejor. Para la identificacion de fragmentos especifi-
cos se procede a la hibridizacién con fragmentos conocidos anteriormente. En el ejemplo
de los cloroplastos existen bancos de clones completos de algunas especies.

De esta forma podemos comparar los fragmentos obtenidos a partir de las
muestras, en las que generalmente encontraremos algunas diferencias debidas a mutacio-
nes. Ademas estas diferencias van a ser més frecuentes en muestras més separadas siste-
maticamente. En plantas muy alejodas (a nivel de orden) el método deja de ser vélido,
puesto que los fragmentos ya no se pueden comparar.

En los Gltimos afios el uso de la técnica de PCR se ha extendido bastante. Pero
tenemos que tener claro que no se trata de una técnica il para fines taxonémicos por si
misma, sino que es simplemente un método para la amplificacion especifica de fragmen-
tos de ADN, pudiendo partir de cantidades minimas (de una copia en casos extremos).
Estos fragmentos se pueden someter después a procedimientos con fines taxonémicos
comparativos como secuenciacién o mapeo con enzimas de restriccién. Para PCR se
necesita un par de cebadores (primers en inglés) de secuencias cortas de ADN (de unas
20 bases). Estos cebadores se unen a secuencias complementarias que encuentran en
muestras de ADN y sirven para que los enzimas polimerasas, en la mezcla del ensayo,
puedan empezar a sintetizar nuevas cadenas de ADN. Los cebadores tienen que recono-
cer secuencias en las cadenas opuestas de ADN a una distancia no demasiado lejos (ca.
de 10.000 bases como mucho) e inducir la sintesis de ADN en direccién al otro cebador.



Lo que se hace es repetir esta reaccién unas 35 6 40 veces. Como en cada ciclo el nime-
ro de fragmentos se duplica, se obtienen finalmente unos 2%%6 2% , o dicho de otro modo,
30.000.000.000-1.000.000.000.000. El problema que tiene esta técnica es que se
necesita alguna informacién de antemano sobre las secuencias en cuestién. Pero muchas
veces es facil encontrar estas informaciones via internet en los bancos de datos existentes.
Una ventaja enorme es que este método permite la amplificacién de ADN a partir de
material de herbario después de muchos afios de almacenamiento. Savolainen et al.
(1995) fueron capaces de secuenciar genes obtenidos de muestras que habian estado
mas de 100 afios en el herbario. Uno de los usos més frecuentes que se hace con los
fragmentos amplificados es su secuenciacién. Un factor importante es, légicamente, lo
seleccién del fragmento a secuenciar, porque hay genes que tienen una evolucién muy
répida (sobre todo fragmentos que no codifican ningin gen) y ofros muy conservadores
(el caso extremo es el de los genes para los ARNt, que nos dejan ver hasta los principios
de la vida en la tierra). Secuencias muy empleadas a nivel de especie o de género son las
ITS {Internal Transcribed Spacers), es decir los espaciadores que separan el gen del ARNr
5.8s de los genes del ARNr 26s y 18s (Baldwin et al.1995). Son lo suficientemente varia-
bles y tienen la gran ventaja de que los genes para ARNr son muy conservadores, lo cual
facilita enormemente el disefio de los cebadores, porque muchas veces es posible utilizar
los publicados para otros grupos sistematicos. Para estudios a nivel de familia u orden el
gen mas empleado es el de la subunidad pesada de RubP-carboxilasa, es decir el enzima
responsable de la fijacién del CO, en la fotosintesis. Ultimamente han sido publicados
algunos trabajos muy interesantes para los brivlogos, basados en las secuencias para el
ARNr 18s. Uno de ellos es el de Capesius {1995), segin el cual las Jungerménnidas y los
Antocerotas estan mds cerca de los musgos que de las Marchéntidas. Los Esfagnidos y los
Politricales se encuentran relativamente aislados de los demés musgos. Otro aspecto a
tener en cuenta es que la secuenciacién permite las estimaciones mas fiables del tiempo
de divergencia de taxones, puesto que se supone que un gen dado se caracteriza por un
nGmero caracteristico de cambios de bases cada millon de afios.

Un derivado de la PCR es la técnica RAPD (Random Amplified Polymormic DNA
o ADN polimérfico amplificado aleatoriamente) {Williams et al. 1993; Martire Bowditch
et al. 1993). En este caso se utilizan cebadores més cortos, de 9 a 10 bases de longitud,
que se pueden obtener de diversas casas comerciales en kits de 20 unidades, de una
secuencia plenamente aleatoria. Por ser cortos, estos cebadores reconocen muchas
secuencias dentro del genoma y en algunos casos estas secuencias reconocidas se encon-
trardn en las cadenas opuestas a una distancia relativamente corta, permitiendo asi la
amplificacion de un fragmento. Estos tienen una variabilidad que los hace éptimos para
resolver problemas en taxones estrechamente emparentados (especies y subespecies).
Esta técnica presenta una doble ventaja, por un lado es relativamente sencilla y por otro
necesita un equipamiento de laboratorio modesto. En briéfitos fue empleada por Ashton



et al. (1994) y Boisselier-Dubayle et al. (1995} y se pudo comprobar su utilidad a nivel
de especies y subespecies.
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Orthotrichum fortidontium Lara, Gorilleti & Mazimpaka es una especie de muy
reciente descripcion (Lara et al. 1996), que aparecié en unos cuantos bosques montanos

de Marruecos y del extremo sur de Espaiia. Epifito sobre diversas coniferas y quercineas,



