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RESUMEN

El "DNA barcoding” (cédigo de barras de ADN) es una técnica usada para identificar la especie a la cual
pertenece un espécimen bioldgico, usando una secuencia corta de ADN proveniente de una regién estanda-
rizada, la cual se compara con una secuencia de referencia. Los “DNA barcodes” son secuencias relativamente
cortas dentro de los genomas de las especies, que se obtienen facilmente mediante amplificacién por PCR.
Para que sean precisas, las secuencias “DNA barcode”, deben poseer baja variabilidad intraespecifica y alta
variabilidad interespecifica. Para que una secuencia sea oficialmente considerada un "DNA barcode”, debe
estar incluida en la base de datos BOLD (The Barcode of Life Data Systems), para lo cual debe pasar estrictos
analisis bioinforméaticos que valoran su idoneidad. El objetivo de este articulo es hacer una revision de algunas
herramientas bioinformaticas, propuestas por Barcodinglife.org para determinar si una secuencia cumple los
requisitos para ser considerada un “DNA barcode”. Estos métodos incluyen la construccién de arboles de
genes, determinacion del “barcode gap”, estimacién de indice de clasificacién genealégica, anélisis de varia-
bilidad génica, redes de haplotipos, DNA-BAR y BLOG.
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ABSTRACT

“"DNA barcoding” is a technique used to identify the species to which a biological specimen belongs, using
a short DNA sequence from a standardized region, which is compared with a reference sequence. The DNA
barcodes are relatively short sequences from a species genome and are easily obtained by PCR amplification.
For a "DNA barcode” to be precise, sequences should have low intraspecific variability and high interspecific
variability. For a sequence to be officially considered a “DNA barcode” it has to be included in the BOLD (The
Barcode of Life Data Systems) database, so it has to pass strict bioinformatics analyses to assess its suitability.
The goal of this paper is to review some of the bioinformatic tools proposed by the Barcodinglife.org to deter-
mine if a sequence fulfills the requirements to be considered a “DNA barcode”. These methods include gene
trees, the determination of the barcode gap, the estimation of the genealogical classification index, genetic
variability analysis, network analysis, DNA-BAR and BLOG.
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INTRODUCCION

La identificacién y clasificacién de organismos en
especies, es vital para, entre otros, el mantenimiento
de la biodiversidad, la proteccién de las especies,
la prevencién de pandemias, la busqueda de nue-
vo germoplasma, el reconocimiento de patdgenosy
plagas de cultivos y de animales domésticos, identifi-
cacién de cepas y variedades empleadas en la bioin-
dustria y la industria de alimentos, ciencias forenses.
La identificacion taxondmica tradicionalmente ha
sido dominio de especialistas, cuyo trabajo suele cir-
cunscribirse a grupos limitados de organismos, a los
cuales hay que recurrir obligatoriamente para resol-
ver muchos problemas bioldgicos.

Segun, Schuh (2000), la sistematica, que incluye
a la taxonomia, desarrolla tres actividades bésicas
que han cambiado poco en los Ultimos 250 afios. La
primera, es el reconocimiento de las unidades ba-
sicas de la vida, las especies. Por razones practicas,
en la mayoria de los casos el reconocimiento de las
especies se hace a partir de la morfologia y de otras

caracteristicas observables en los especimenes. La
segunda actividad es la clasificacién de las especies
en un sistema jerarquico y la tercera, es el estudio de
la especie en un contexto mas amplio que trata de
definir sus relaciones evolutivas. M&s recientemente,
se ha incorporado el uso de marcadores molecula-
res, los cuales debido a los avances en las técnicas
de secuenciacién y bioinformética, se han converti-
do en una fuente adicional de informacién para la
comprension de las relaciones evolutivas y genéticas
de las especies (Hajibabaei et al., 2007a).

La gran diversidad de especies que existen en la
naturaleza, unas identificadas y otras por identificar,
la poca disponibilidad de expertos para muchos gru-
pos, la necesidad de identificar a los especimenes de
forma répiday precisa, la dificultad de reconocer juve-
niles de muchas especies, son algunas de la razones
por las cuales se requieren estrategias alternativas de
identificacion que complementen y faciliten los méto-
dos clasicos basados en caracteristicas morfoldgicas.
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En la resolucién de estos retos actualmente tiene un
papel importante la técnica llamada “DNA Barco-
ding”, al permitir la asignacion de individuos desco-
nocidos a especies para las cuales se ha establecido
un “DNA barcode”. Algunos ejemplos exitosos inclu-
yen aves (Hebert et al., 2004), mamiferos (Hajibabaei,
2007a), peces (Ward y Holmes, 2007) y artrépodos
(Smith, et al, 2005). Esta herramienta ha contribuido
también al descubrimiento de nuevas especies (Her-
ber et al., 2004; Smith et al., 2006; Lane et al., 2007).
El objetivo de este articulo es hacer una revisién
de algunas herramientas bioinforméaticas como cons-
truccion de arboles, determinacién del “barcode
gap”, indice de clasificacion genealdgica, anélisis de

2003, un grupo de investigadores en la Universidad
de Guelph, Ontario, Canad3, generaron la iniciativa
“"DNA barcoding” (http://www.barcoding.si.edu), con
laidea de crear un sistema universal para especies eu-
caridticas basado en un sistema molecular estandar,
esta idea fue promovida gracias a la iniciativa inter-
nacional ‘Consortium for the Barcode of Life’ (CBOL)
en 2004. Ademas, se generaron ambiciosos proyectos
encaminados a identificar todas las especies dentro
de grupos especificos, entre ellos peces (FISH-BOL,
- www.fishbol.org), aves (ABBI, www.barcodingbirds.
org) y lepidépteros (www.lepbarcoding.org).

Un marcador “DNA barcode” es una pequefa
secuencia de ADN estandarizada, obtenida por PCR,

/

Los “DNA barcodes” son secuencias cortas dentro de los
genomas, que se obtienen mediante amplificacion por PCR.
Para que la identificacién sea precisa, deben poseer baja
variabilidad intraespecifica y alta variabilidad interespecifica.

~

variabilidad génica, redes de haplotipos, DNA-BAR
y BLOG, que permiten evaluar secuencias a través
de un anélisis unificado, para determinar su utilidad
como “"DNA barcodes”, segun las recomendaciones
de Barcodinglife.org.

TECNOLOGIA “DNA BARCODING”

Dadas las dificultades que se presentan para rea-
lizar la identificacion taxondmica convencional de
muchos grupos de organismos, durante los afios 90,
surgié progresivamente la idea de crear un sistema
estandarizado para la identificacion molecular a par-
tir de productos de PCR (Frenzal & Leblois, 2008). En
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presente en todos los taxones de interés, que mues-
tra suficiente variacién de secuencia para discriminar
entre especies (Hebert et al., 2003b; Ebach y Holdre-
ge, 2005). Para identificar un espécimen, se realiza la
amplificacién de una region de ADN a partir de una
muestra de tejido del organismo no identificado. El
amplicon es secuenciadoy la secuencia producida es
comparada con una libreria de referencia de "DNA
barcodes” de especies previamente identificadas
(Kress et al., 2005; Savolainen et al., 2005; Frézal and
Leblois, 2008). La técnica se basa en la diversidad de
secuencias en regiones cortas estandarizadas de uno
o mas loci, que contienen suficiente variacion inte-
respecifica como para reconocer especies cercanas



del mismo género, y al mismo tiempo, baja variacion
intraespecifica para disminuir la incertidumbre (Kress
et al., 2005; Ratnasingham y Hebert, 2007). Segun
Hajibabaei et al. (2007a), esta técnica es una pode-
rosa herramienta para identificar especies, pero no
reemplaza los anélisis taxonémicos preliminares, por
el contrario, es un excelente complemento de iden-
tificacion. Esta tecnologia répida, amigable y repro-
ducible busca un marcador universal, por lo menos
en un rango taxondmico bien definido, que permita
la identificacion correcta a nivel de especie.

Para muchas especies, los genes mitocondriales
han demostrado tener caracteristicas de marcadores
tipo “DNA barcode”, pues gracias a su rapida evo-
lucién acumulan diferencias entre especies cercanas
(Hebert, 2003). Muchos estudios han demostrando
la eficiencia de éstos genes para identificar especies
cercanas, como algas rojas (Saunders, 2005), crusta-
ceos (Smith et al., 2011), aves (Tavares y Baker, 2008)
y reptiles (Vargas et al., 2009), entre otros. Para mas
del 95% de las especies animales, una regién de 600
pb del gen mitocondrial COX (citocromo ¢ oxidasa)
posee suficiente variabilidad y universalidad para
permitir la identificacion sin ambigliedad de espe-
cies de la mayoria de los clados animales (Hajiba-
baei et al., 2007 b). Sin embargo, algunos autores
han cuestionado la utilidad de genes mitocondria-
les, debido a factores como la herencia materna, el
tamafio reducido de la poblacién, la recombinacion,
la inconsistencia en la tasa de mutacién, los procesos
evolutivos y la existencia de pseudogenes no funcio-
nales (Rubinoff et al, 2006; Song, 2008).

A pesar de los casos exitosos de identificacién
mediante el gen COX, no en todos los grupos este
marcador ha resultado util. Por ejemplo, en anfibios
Vences (2005) demostré que el gen COX no es util,
por la alta variabilidad en los sitios de iniciacién que
impedia el uso de cebadores universales para todas
las especies y la superposicién intraespecifica e in-
terespecifica de las secuencias, lo cual dificulta la
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definicion de valores limites para identificar cada es-
pecie. Vences (2005) concluyd que era conveniente
analizar otros genes mitocondriales y genes nuclea-
res para complementar los resultados obtenidos con
COX. Por otra parte, en estudios recientes en plan-
tas, se han sugerido otras secuencias génicas como
marcadores “"DNA barcode” tales como el gen RCBL
(ribulosa bifosfato carboxilasa) en complemento con
la regidn espaciadora trn-HpsbA (Kress y Erickson,
2007), el gen cloroplastico trnL UAA (Taberlet et al.,
2007) y secuencias ribosomales (Chu et al., 2006). En
2009, Gilmore et al., evaluaron secuencias del gen
COX como posibles “DNA barcodes” para el géne-
ro Fusarium, pero demostraron su inutilidad debi-
do la presencia frecuente de intrones en diferentes
especies de Fusarium y la presencia de multiples
copias del gen. Estos resultados fueron corrobora-
dos por Galvez et al. (2011). En 2008, Balech evalud
genes como posibles marcadores “DNA barcode”
para Fusarium, estudiando secuencias de B-tubuli-
na, factor de elongacion 1a, NADH deshidrogenasa
subunidad-6 y citocromo oxidasa subunidad-1 pero
ninguno de ellos cumplia con los requisitos para ser
considerado un marcador tipo “DNA barcode”.

Entonces, se plantea la necesidad de evaluar ge-
nes diferentes a los mitocondriales para ampliar las
posibilidades de uso de esta tecnologia. Por otra par-
te, la degradacion del ADN generd un problema de
procedimientos para el uso de esta técnica, lo cual se
ha resuelto con el uso de varias parejas de cebadores
que permitan la amplificacién parcial del ADN de la
muestra analizada, luego por medio de un proceso
de ensamblaje construir la secuencia completa que
genere la informacién total (Meusnier, et al, 2008). La
tecnologia "DNA barcoding” ha sido Gtil en procesos
de identificacién taxondmica. Sin embargo, la enorme
biodiversidad con la que se enfrentan los investigado-
res (Stoeckle, 2003), no siempre permite extrapolar los
resultados maés alld de los grupos para los cuales los
marcadores han sido disefiados.
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IMPLEMENTACION DE UN NUEVO
“DNA BARCODE"

La implementacion de un nuevo “DNA barcode”
implica formar parte de la iniciativa Cédigo de Barras
de la Vida (Barcodinglife.org) cuyo propdsito es que
todas las especies de la naturaleza puedan ser identi-
ficadas con una secuencia de ADN, como un método
complementario de los métodos taxonémicos clasi-
cos (Schindel y Miller, 2005, Ebach y Holdrege, 2005).
Como parte del proyecto “Barcoding of Life” se ha
desarrollado, desde 2004, |la base de datos “The Bar-
code of Life Data Systems (BOLD)", una herramienta
bioinforméatica que tiene como fin adquirir, almace-
nar, analizar y publicar los registros relacionados con
“"DNA barcodes”. BOLD es una plataforma libre a dis-
posicion de cualquier investigacion, que sirve como
regulador para garantizar que todos los registros cum-
plan estrictas normas que garanticen la precisién de la
identificacién. La plataforma BOLD tiene tres aplica-
ciones (Ratnasingham et al., 2007). La primera, es un
depésito de secuencias correspondientes a la unidad
béasica de los estudios “DNA barcode”. La segunda,
es una mesa de trabajo que ayuda con la gestién, el
control de calidad y el anélisis de los datos “DNA bar-
code”. La tercera, proporciona un vehiculo de colabo-
racién cientifica internacional generando un medio de
comunicacion y participacion flexible y seguro.

Los datos que reposan en BOLD son un testimonio
de la utilidad de la tecnologia como estrategia com-
plementaria de identificacion. Sin embargo, las condi-
ciones ideales para un marcador “DNA barcode” no
siempre se consiguen y se han identificado limitacio-
nes reiteradas al aplicar la técnica. Por ejemplo, a me-
nudo no existe un gen universal que puede ser utiliza-
do para discriminar todas las especies en una amplia
variedad taxondmica, o la variabilidad intraespecifica
puede ser significativa o superior a la interespecifica
(Balech, 2008). Un buen “"DNA barcode” debe tener
las siguientes caracteristicas (Stoeckle, 2003):
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Suficiente variabilidad para permitir la discrimina-
cidn entre especies y una baja variabilidad entre
los individuos de la misma especie,

Ser una secuencia corta de ADN que se pueda
obtener facilmente en laboratorio,

Ser suficientemente conservado en los extremos
para anclar los mismos cebadores en todos los
miembros del taxdn,

Poseer suficiente divergencia como para resolver
especies estrechamente relacionadas.

Para que una secuencia sea oficialmente aceptada
como un cédigo de barras, se requiere que el proce-
dimiento, el anélisis y los resultados cumplan con las
siguientes condiciones (Ratnasingham et al., 2007):

1. Contar con secuencias de, al menos, tres aislados
de cada especie,

2. Utilizar enzimas de alta fidelidad que garanticen
la calidad de la secuencia al realizar la PCR,

3. Las secuencias analizadas deben tener la misma
longitud,

4. Los organismos incluidos en el estudio deben
estar identificados morfolégicamente a nivel de
especie y si es preciso molecularmente,

5. Contar con la informacién completa de cada
organismo,

6. Las distancias interespecificas de las secuencias
deben ser menores que las distancias intraespecifi-
cas, garantizando la existencia del "barcode gap”

7. Que las secuencias sean publicas y a disposicién
del proyecto).

Cuando un grupo de especies consiguen el
“DNA barcode”, nuevas secuencias del gen deter-
minado son asignadas a una especie en particular,
alimentando las bases de datos “DNA barcode”. Es-
tas secuencias pueden ser usadas como referencias
de comparacién, de tal forma que si se cuenta con
la secuencia del gen en cuestion de un espécimen



desconocido, o no identificado plenamente por los
métodos taxonémicos clésicos, la comparacion con
las secuencias de referencia permite la identificacién
por medio de la tecnologia “DNA Barcoding”.

ANALISIS BIOINFORMATICOS
PARA EL"DNA BARCODING"”

La asignaciéon de un cédigo de barras, para se-
cuencias que permitan la identificacion acertada
de especies, depende de un soporte bioinforma-
tico que valide los resultados y demuestre que las
secuencias cumplen a cabalidad los requisitos para
un marcador de este tipo. Desde sus inicios, la tec-
nologia "DNA Barcoding” ha implementado el uso
de herramientas de anélisis in silico, encaminadas a
determinar relaciones entre secuencias que eviden-
cien la cercania entre los organismos identificados y
sus secuencias almacenadas, y los especimenes des-
conocidos. También se han establecido estrategias
generalizadas que buscan unificar los resultados me-
diante anélisis como construccién de arboles y redes
de haplotipos, determinacién de “barcode gap”,
DNA-BARy BLOG, célculo del indice de clasificacién
genealdgica y andlisis de la variabilidad génica. Fel-
senstein (1981) propuso la construccién de arboles fi-
logenéticos para establecer distancias entre organis-
mos, practica que se ha implementado y mejorado a
través del tiempo y se demuestra en trabajos como
los desarrollados por Saitou y Nei (1987) y Soltis y
Douglas (2003). Meyer y Paulay (2005), demostraron
la relevancia de establecer el “barcode Gap” dentro
de un estudio "DNA barcode”, lo cual ha sido am-
pliamente corroborado por autores como Meier et
al., (2008) y Seberg y Petersen (2009). Los trabajos
Gomez-Zurita y Vogler (2006) plantearon el uso de
andlisis de reticulacién como una herramienta en la
evaluacién de proximidad genética y, en 2012 van
Velzen et al. presentaron una recopilacion de técni-
cas usadas en los anélisis.

FACULTAD DE CIENCIAS BASICAS

A continuacién, se hace una revisién de algunas
herramientas bioinformaticas que permiten evaluar
secuencias con el fin de determinar su utilidad como
“DNA barcode”. Estos andlisis se realizan a partir de
las secuencias derivadas de amplicones obtenidos
con enzimas de alta fidelidad, incluyendo el mayor
numero de especies posible, y donde cada especie
esta representada por al menos tres muestras de es-
pecimenes diferentes.

Construccién de arboles

En primer lugar, la asignacion de codigos de ba-
rras para especies se hace con base en la asociacion,
o pertenencia, de una secuencia a un “cluster” (gru-
po) dentro de un arbol. Inicialmente el anélisis se
realizaba con la simulaciéon técnica Monte Carlo via
cadenas de Markov (Mau et al., 1999), pero Munch et
al., en 2008, demostraron que el método Neighbor
Joining (NJ) representaba una excelente aproxima-
cién rapida y confiable (van Velzen et al., 2012). La
idea es que al establecer el arbol, los miembros de la
misma especie queden incluidos dentro de un mismo
“cluster”. Cuando esto no ocurre, se demuestra que
la secuencia escogida no es conservada dentro de la
especie y, por tanto no es Util como “DNA barcode”.
Es importante enfatizar que estos arboles de genes
no reflejan necesariamente la historia evolutiva de
una especie (Nichols, 2001), pues el método NJ no
toma en cuenta la relacion ancestro-descendiente,
ni tampoco considera el principio de descendencia
con modificacién (Saitou et al., 1987). Por lo tanto, el
arbol que se obtiene usando NJ es una representa-
cién del grado de similitud de las secuencias de los
terminales, lo cual corresponde al campo de la fené-
tica (Jensen, 2009), no de la sistematica filogenética.

"Barcode Gap”

El "Barcode Gap" representa la relacién entre
las distancias intraespecificas y las distancias interes-
pecificas de las secuencias obtenidas, para lo cual
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se comparan las distancias entre secuencias de la
misma especie y secuencias entre especies. Cuando
una secuencia es un marcador "DNA barcode”, la
distancia interespecifica es mayor a la variacion in-
traespecifica (Hebert et al., 2003). Cuanto mayor sea
la diferencia entre estas, la discriminacién entre es-
pecies serd mas precisa (Meyer y Paulay, 2005). Se
considera que un “barcode gap” es dptimo cuando
la distancia interespecifica es 10 veces mayor (10X)
que la distancia intraespecifica (Virgilio et al., 2012).
Sin embargo, “DNA barcode” se ha asignado a se-
cuencias que presentan “gaps” menores, por ejem-
plo Meyer y Pauly (2005) propusieron umbrales de
3,2 X a 6,8 X para la identificacién de gasteropodos
marinos, y Lefébure et al. (2006), para crustaceos. La
existencia de un "barcode gap” es indispensable,
pues sin este el proceso de “barcoding” es inaplica-
ble (Wiemers et al., 2007).

La determinacion del "DNA barcode gap” se
realiza graficando el minimo de la distancia interes-
pecifica vs el méximo de la distancia intraespecifi-
ca, usando como referencia la recta y = x, conocida
como la barrera "DNA barcode”. Esta linea repre-
senta la igualdad entre la distancia intraespecifica
(x) y la distancia interespecifica (y). Cuando la rela-
cién de distancias de las secuencias de genes tie-
nen caracteristicas “DNA barcode”, se espera que
los puntos de la gréfica se ubiquen sobre la barrera
(Wiemers et al., 2007), asegurando que la distancia
interespecifica es mayor que la distancia intraespe-
cifica (Figura 1). La determinacion de las distancias
se puede realizar utilizando el programa MEGA 5.0.3
en www.megasoftware.net (Tamura et al., 2007).

indice de Clasificacién Genealdgica

El indice de clasificacion genealdgica es un valor
que permite cuantificar el grado de asociacion ex-
clusiva entre los grupos de secuencias que estan re-
presentados en un arbol, mediante la estimacién del
“genealogical sorting index” (gsi). Los coeficientes
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Figura 1. Ejemplo de “barcode gap”. La gréafica muestra que para
todas las muestras, la distancia interespecifica es mayor que la distan-
cia intraespecifica.

de gsi estén asociados a valores p, que corresponden
a la probabilidad de observar valores del gsi iguales
o mayores al valor determinado por los datos origi-
nales (Cummings et al., 2008). El célculo del gsi se
fundamenta en la teoria de la coalescencia, en la cual
se considera que los organismos, o grupo de orga-
nismos, pertenecen a la misma especie, si sus genes
coalescen, es decir, que coinciden genealdgicamen-
te de forma mas reciente con cualquier miembro del
grupo que con otro organismo de fuera del grupo
(Cummings et al., 2008). La herramienta computacio-
nal utiliza simulaciones coalescentes para explorar el
comportamiento del gsi, donde el mayor valor po-
sible es 1 cuando la exclusividad dentro del grupo
es monofilética. En contraste, si los valores son cer-
canos a 0,5 el grupo es parafilético y si es igual a O
el grupo es considerado polifilético. Las simulaciones
permiten aceptar o rechazar la hipétesis nula, la cual
plantea que los grupos son parafiléticos, de manera
que el gsi proporciona una forma para determinar la
exclusividad incluso cuando los grupos no son mo-
nofiléticos (Cummings et al., 2008, Guzman, 2010).



La determinacion del gsi se hace a través
del software desarrollado en la Universidad de
Maryland por Cummings et al. (2008), plataforma
“Genealogical Sorting Index” (http://www.genea-
logicalsorting.org) a partir de un arbol construido
con el algoritmo Neighbor Joining, en formato
Phylip. Se emplea una asociacién tipo cladograma,
con 1000 permutaciones y sus resultados permiten
evaluar si las secuencias asociadas a un grupo den-
tro de un arbol forman grupos monofiléticos, una
condicién que se requiere para un “DNA barcode”
(Cummings et al., 2008). Este procedimiento ha sido
ampliamente utilizado en los procesos de delimita-
cién de especies (Sakalidis, 2011).

Variabilidad Génica

La variabilidad génica se describe en términos
de cuatro indices: la diversidad haplotipica (H), la
diversidad nucleotidica (), los sitios de segrega-
cién (S) y el promedio de la diferencia entre parejas
de haplotipos (K), conocidos como los indices géni-
cos (Librado y Rozaz, 2009).

Se entiende por Diversidad Haplotipica (H), la
probabilidad de que dos haplotipos tomados al
azar de una poblacién sean diferentes (Neiy Kumar,
2000). La diversidad haplotipica se calcula asi:

siendo n el nimero de copias de genes en la
muestra, k el nimero de haplotipos y pi la frecuen-
cia del i-ésimo haplotipo en la muestra.

La Diversidad Nucleotidica (1r) es |la probabilidad
de que dos nucledtidos con homologia de posicién
tomados al azar sean diferentes, y es equivalente
a la diversidad génica a nivel nucleotidico (Tajima,
1989). La diversidad nucleotidica se calcula asi:
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siendo T la proporcién de nucleétidos diferentes
entre las secuencias iy |,y L el nimero de nucledtidos
en los haplotipos analizados.

Los Sitios de segregacion (S) o sitios polimorfi-
cos, corresponden a sitios donde las secuencias de
un haplotipo difieren, y se calculan en funcién del
tiempo de coalescencia (Kimura, 1969) asi:

S=2uE

siendo p la tasa de mutacion por secuencia por
generacion y E el tiempo de coalescencia. El nimero
de sitios de segregacién es también el niumero de
diferencias nucleotidicas.

Por dltimo, el Numero promedio de las diferen-
cias nucleotidicas por haplotipo (K), corresponde a
la medida por la cual dos secuencias homdlogas al
azar difieren nucleotidicamente. K se determina con
la siguiente ecuacién:

K=4Np

siendo N el tamafio de la poblacidny p la tasa de
mutacién (Tajima, 1993).

El anélisis de la variabilidad génica tiene en
cuenta todos los indices generados, entonces, es
necesario evaluar el paquete completo para sugerir
una idea sobre la poblacién que se esté analizando.
El calculo de la variabilidad génica se puede realizar
con el programa DnaSP 5.10, (DNA Sequence Poly-
morphism), desarrollado por Rozas y Rozas (1999)
que es adecuado para estudios a nivel genético y
se encuentra disponible en www.ub.es/DNAsp, en
el cual las secuencias se suben en formato phy y se
agrupan por especie.
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Andlisis de Reticulacién

Un analisis de reticulacién, redes de haplotipos,
o anélisis “"Network”, consiste en evaluar la inde-
pendencia entre dos linajes evolutivos. Cuando hay
reticulacion dos o mas linajes se combinan en un
cierto nivel de organizacion biolégica que puede
ser a nivel cromosdémico, génico y de especie. El
analisis de reticulacién, genera arboles no enraiza-
dos que permiten observar relaciones entre haplo-
tipos y sus frecuencias (Bandelt et al.,, 1999). Este
algoritmo de anidamiento agrupa haplotipos y des-
pués grupos, dependiendo del nimero de cambios
mutacionales que existan entre las secuencias, se-
parandolos paso a paso hasta que todos los ha-
plotipos y clados quedan agrupados y unidos en
grupos de uno, dos o més pasos mutacionales. El
Ultimo nivel de anidamiento comprende la red en-
tera (Templeton et al., 1987).

32.Fpe 41-FPe

Este andlisis coloca las secuencias analizadas en
familias operacionales, las cuales son anélogas, para
unirse en lugares dentro de la red proporcionando in-
formacion de la relacién entre ellas. La independencia
de un grupo de secuencias, respecto de las demas,
indica su caracter monofilético (Bittner et al, 2010).
Mediante esta herramienta se produce una figura que
muestra sitios comunes de mutacion, que representan
posiciones en la secuencia en donde hay cambios de
nucledtido, y sitios de vectores medios que correspon-
den a mutaciones relevantes para la secuencia (Fig.2).
A mayor nimero de vectores medios entre dos haplo-
tipos, mayor seré la diferencia genética entre ellos.

La red de haplotipos se puede construir usando
el software Network 4.6.0.0 con el algoritmo "me-
dian joining" disponible en: www.fluxux-enginee-
ring.com, las secuencias son subidas en formato phy
(Willyard et al., 2009).
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Figura 2. Grafica de reticulacion. Las muestras se representan con circunferencias de diferentes colores y su tamafio depende la cantidad de
secuencias que convergen en el mismo haplotipo. La distancia entre los diferentes haplotipos se ve reflejada en la cantidad de puntos (nimeros,
diagramados en rojo) entre ellos. Los puntos rojos son conocidos como los vectores medios, que representan una conexién entre los grupos de

secuencias existentes.
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Prueba DNA-BAR

Es una herramienta para seleccionar grupos de
diferenciadores (secuencias cortas) dentro de las
secuencias "DNA barcode”, utilizados para hacer
analisis de identificacién. El modelo puede ser vis-
to como una cadena de ceros (0) y unos (1) asigna-
da como un cédigo de barras para cada organismo
(DasGupta et al., 2005). El andlisis DNA-BAR esta
sujeto a un valor de redundancia que busca reducir
al minimo el nimero de diferenciadores reduciendo
el costo computacional del ensayo. Al aumentar la
redundancia aumenta la cantidad de diferenciadores
(van Velzen et al., 2012). En 2011, Little demostré que
el andlisis DNA-BAR aportaba altos niveles de preci-
sién en la identificacion de especies en secuencias
que compartian estos diferenciadores.

El ensayo DNA-BAR se puede realizar en la plata-
forma de “Bioinformatics Lab” disponible en http://
dna.engr.uconn.edu/?page_id=23, las secuencias
son subidas en el formato FASTA y el analisis gene-
ralmente se realiza con una redundancia de 100.

Prueba BLOG

El propdsito de BLOG (Barcoding with Logic for-
mulas) es identificar reglas ldgicas capaces de reco-
nocer especimenes de una especie comparando su
secuencia con un “DNA barcode”. BLOG permite
manipular los datos en los formatos tipicos con los
que trabaja la comunidad cientifica, como el formato
FASTA. El archivo es convertido a un formato inter-
no DMB con el que se realiza el anélisis y el archivo
de salida contiene informacion referente a la matriz
de los datos, la etiqueta, el codigo y la descripcidn

de cada espécimen e inclusive una interpretacién
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de los resultados mostrando las similitudes entre las
secuencias y asignando un porcentaje de precision
(Bertolazzi, 2009).

El anélisis BLOG se puede realizar en la platafor-
ma de Istituto di Analisi dei Sistemi ed Informatica
(Consiglio Nazionale delle Ricerche) disponible en
http://dmb.iasi.cnr.it/blog.php.

CONCLUSION

La técnica de “"DNA barcoding” es de gran uti-
lidad para la identificacién a nivel de especie, pero
su aplicacién precisa depende de que la secuencia
escogida para asociarse con una especie en parti-
cular cumpla ciertas condiciones. Entonces, es clave
que los organismos a partir de los cuales se estable-
cen las secuencias de referencia estén correctamen-
te identificados, ya sea por métodos morfolégicos,
etoldgicos o moleculares, para lo cual se requiere de
taxénomos expertos. Los métodos bioinformaticos
presentados aqui, constituyen un filtro para evaluar
la calidad de secuencias candidatas a "DNA barco-
de”. A pesar de lo propuesto inicialmente, la secuen-
cia del gen COX no es Util como marcador universal
para todas las especies. Sin embargo, si dentro de
un taxén determinado se encuentra una secuencia
cualquiera que cumpla los requisitos exigidos para
los “DNA barcodes” y esta es aceptada por la base
de datos BOLD, esta se considera un marcador Gtil
para identificacion a nivel de especie.
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