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Métodos no morfológicos 
en la Taxonomía y Filogenia

Por JOSÉ M. CEI *

ABSTRACT. — It is considered here how serology can be used for the determination 
of the macrosystematic and macroevolution of the major groups, and examples are 
given of those results which are coincident with the embryological and anatomical 
ones. It is also summarized here its application in microsystematic and the need of 
development of methods for the individualization of proteins in their biosystematic 
behaviour. Of these, it is summond the most tiresome direct qualiquantitative me
thod and with some more detail the immunological and physicochemical methods 
(electrophoretic and chromatographic); among them it is remarked the impulse given 
by the “Photronreflectometer” of Libby and the “Serum Agar Measuring Integrator” 
of Glenn for the measurements of the immunological reactions. Mention is made 
of the great specificity of seroproteins, to which the application of electrophoretic 
methods permits intraspecific determinations, culminating with the essay of an elec
trophoretic systematic key. Finally the author remarks that the great precision and 
specificity of chromatographic methods has enabled achieving the separation of pro
teinic aminoacids with the isolation of a sexual peptid characteristic of the Drosophila 
melanogaster males.

Todos los seres vivientes se han reconocido y clasificado desde la anti
güedad por su forma o estructura, desde el aspecto general, hasta los ór
ganos y tejidos que los integran, cuyo cotejo y análisis crítico lleva a las 
conclusiones sintéticas de la Anatomía Comparada.

En la realidad, un organismo es un proceso continuo cuatridimen- 
sional, y la materia viviente que lo compone, resulta sometida a una serie 
sucesiva e ininterrumpida de transformaciones desde el comienzo hasta el 
fin de toda existencia individual. Así, lo que llamamos descriptivamente 
estructura de un organismo corresponde en alguna manera a una seo
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12 Holmbergia

ción en el espaciotiempo de su realidad biológica, que nos fija como 
en una foto, pero en las tres dimensiones espaciales dominadas por nues
tra observación, una de sus fases dinámicas particularmente significativa. 
Esto es tan verdadero, que para una efectiva confrontación sistemática de 
formas afines o de probable descendencia común en el curso de su evo
lución o filogenia, son indispensables los datos comparativos del desa
rrollo embrionario y de todos los estadios que lo siguen, hasta el adulto.

La morfología, afinando sus medios técnicos de examen, ha ido al
canzando niveles siempre más profundos de la organización íntima de 
•cada ser. Si la lupa aclara la exacta posición de un órgano, el microsco
pio revela las células que lo componen; pero la microscopía electrónica 
ya pasa al nivel de las macromoléculas, armazón substancial de toda 
arquitectura celular. A un nivel apenas inferior llegamos a las “unida
des” fundamentales de la materia viviente, las moléculas proteicas, cuya 
constitución y cuyas propiedades estructurales químicas son la base de 
la organización morfológica, y se consideran características en todos los 
grupos identificados de los seres vivos, o taxones. En última instancia, 
las diferencias morfológicas que permiten reconocer y clasificar los or
ganismos, derivan de su naturaleza química y de las propiedades fun
cionales de las moléculas y supermoléculas que los integran, cuya cons
tancia y peculiaridad en las distintas especies son controladas por genes. 
El mecanismo cromosómico de inducción hereditaria acondiciona su for
mación, interacción y ciclo bioquímico.

Nos damos fácilmente cuenta de que en su esfuerzo por alcanzar 
los límites máximos de resolución, el mismo estudio de la forma lleva 
al encuentro de los factores intrínsecos elementales, de la especificidad, 
las moléculas proteínicas; pero su delicada y compleja textura, y su equi
librio dinámico, que son la esencia misma de la vida desde su origen 
(Rapoport, 1959), no permiten la aplicación de los criterios estáticos o 
descriptivos de la observación y comparación clásica. Surge, pues, la 
necesidad de utilizar métodos que por vías indirectas, no morfológicas, 
puedan captar la realidad biológica de los constituyentes moleculares 
específicos, aprovechándolos como dato objetivo y como elemento crítico 
en la discusión de las relaciones filéticas y de jerarquía entre taxones.

En obras como las de Baldwin (1937) y de Florkin (1944) ha sido 
planteada de manera amplia y elegante la necesidad de considerar en 
la sistemática, al lado de los caracteres clásicos, anatómicos y embrioló
gicos, también los caracteres químicos, que están de acuerdo con la fisio
logía y ecología de los taxones, y presentan a veces evidentes cadenas 
evolutivas, en armonía con las categorías zoológicas. Florkin cita, entre 
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varios ejemplos, la recapitulación de la excreción nitrogenada en las 
Aves, uricotélica en los adultos; pero, durante la vida embrionaria, su
cesivamente amoniotélica, como en los Invertebrados marinos, y ureo- 
télica, como en los anfibios. También discute la aplicación de ciertas 
leyes generales de la evolución, como la de irreversibilidad, o de Dollo- 
Déperet, a la ortogénesis de los sistemas bioquímicos en taxones de grado1 
elevado: por ejemplo, la presencia de los fosfágenos que actúan en 
la fosforilación del glucógeno en Invertebrados y Vertebrados. Si los 
Invertebrados en general poseen fosfoarginina, y los Vertebrados, fos- 
fccreatina; entre los Equinodermos aparecen ambos fosfágenos en los 
Echinoidea, y la fosfocreatina en los Ophiuroidea; mientras que en los 
Procordados, los Tunicados conservan la fosfoarginina, pero los Hemi- 
cordados poseen ambos fosfágenos, y los Cefalocordados (Acraniados), 
sólo la fosfocreatina. En las larvas de los Echinoidea, como recapitu
lación ontogénica, la arginina precede la formación de la creatina. Según 
este esquema bioquímico, y según la ley de Dollo, se puede aceptar una 
filiación de Hemicordados, Cefalocordados o Vertebrados de los Equino
dermos; pero no una hipotética filiación de los Tunicados de los Hemi
cordados o Cefalocordados. Más difícil resultaría negar con este argu
mento, decididamente, otras discutidas hipótesis filéticas, como la antigua 
y combatida idea de la descendencia de los Cordados de los Anélidos 
(Gavrilov, 1959).

En esos casos —según observa oportunamente el autor—, la evolu
ción irreversible de un sistema bioquímico, a pesar de no aportar un 
propio elemento de juicio decisivo a problemas de filogenia, es útil para 
refrendar o no la posición de otras teorías fundamentadas por la Em
briología y Anatomía.

Es notable el esbozo de clasificación bioquímica dado por Florkin 
para varios taxones: Vertebrados, Tunicados, Ciclóstomos, Elasmobran- 
quios, Sipuncúlidos e Insectos. La presencia de hemeritrina en los 
hematíes del líquido celómico de Sipunculus o Phascolosoma, las pecu
liaridades de los esteroides de la bilis de los Elasmobranquios (escym- 
noles), las características de la hemoglobina (eritrocruorina) o las pro
piedades fisicoquímicas de las seroproteínas de los Ciclóstomos, son in
dicados como caracteres de jerarquía y significado no inferior a los ofre
cidos por el estudio comparativo del esqueleto o de los órganos internos.

Si la Bioquímica Comparada, a grandes rasgos, puede servir de au
xilio en la Macrosistemática y en la Macroevolución, en taxones de ca
tegoría inferior, desde hace mucho tiempo la atención fue más bien pola
rizada por las moléculas proteínicas, que definimos como altamente es
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pecíficas por su composición y estructura. Para individualizarlas en su 
significado biosistemático se han intentado distintos métodos.

El método directo, cualicuantitativo, por análisis comparativo de las 
proteínas purificadas, en función de los aminoácidos que las integran y 
de su posición en la molécula, resulta sin duda un proceso sumamente ar
duo y laborioso, y muy pocas proteínas han sido actualmente estudiadas 
para pensar en aplicaciones prácticas. Recordaremos, por analogía, los 
esfuerzos que se realizan actualmente para establecer la periodicidad de 
la composición de otras substancias también altamente específicas y de 
gran importancia para la herencia, los ADN, o ácidos desoxirribonu- 
cleicos, estructuralmente ya bastante conocidos. Ulteriores adelantos 
en el estudio de la secuencia de los nucleótidos en la larga espiral del 
ADN podrían, en efecto, significar un paso definitivo hacia la resolución 
de lo que los investigadores interesados llaman código o clave de la 
transmisión genética de estas substancias fundamentales para la determi
nación o inducción química de los caracteres específicos ( Kornberg, 1960).

Otros métodos se han ido desarrollando, igualmente dirigidos a las 
proteínas más características, a la vez para evidenciar su comporta
miento fisicoquímico peculiar, y su intervención como substrato en las 
reacciones biológicas específicas. Los resultados conseguidos, que bre
vemente recordaremos, subrayaron el interés creciente de estas técnicas, 
por las consideraciones siguientes: Las proteínas específicas son las es
tructuras moleculares íntimas que permanecen prácticamente inalteradas, 
a pesar de todas las transformaciones morfológicas experimentadas du
rante la existencia de un organismo. Por otra parte, han sufrido en el 
tiempo, tanto como los caracteres morfológicos, procesos evolutivos en 
sus moléculas, cuyas trazas filogenéticas pueden comparativamente re
velarse en sus distintas normas de reacción.

El significado sistemático de las proteínas ha sido estudiado princi
palmente con métodos inmunológicos, y con métodos fisicoquímicos, co
mo la electroforesis y la cromatografía.

Kraus (1897) fue el primero que descubrió que una substancia es
pecífica, o antígeno, podía provocar en un suero de otra especie una 
reacción peculiar (reacción inmunitaria), con formación de otras subs
tancias (anticuerpos, antisuero) capaces de neutralizarla; por ejemplo, 
con una reacción de precipitación. Se pensó en un primer momento 
(Kraus; Eschistovich, 1899) que esta reacción era “exclusiva” para cada 
especie; pero pronto Bordet (1899) comprobaba que un suero antiga
llo producido en el conejo reaccionaba intensamente con el suero de 
gallo (reacción homologa), pero también, aunque débilmente, con el 
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suero de paloma (reacción heteróloga). Este importante dato fue luego 
exhaustivamente confirmado por Nuttall y colaboradores, desde 1901, re
conociéndose que la intensidad relativa de las reacciones de precipitación 
era directamente paralela a la posición o “distancia” sistemática entre las 
especies de las cuales procedían los antígenos. A pesar del enorme tra
bajo de Nuttall (más de 16.000 ensayos, sobre 500 especies), en una pri
mera fase los resultados zoológicos no alcanzaron una sensibilidad muy 
elevada, a raíz de las técnicas empleadas durante varios años, como las 
reacciones de floculación y de zona, fundadas sobre la mezcla de una

1 ,3 5 7 3 11
dilución antígeno

Figura 1
Curvas de la reacción de precipitación entre suero anti-Callinectes 

sapidus con diluciones distintas de antígenos (sueros) de Callinectes sá
pidas y otros Crustáceos. La turbidez se expresa en unidades del Pho- 
tronreflectometer; la dilusión 1 corresponde a una parte de hemocianina 
en 500 partes de “buffer”, cada dilución sucesiva correspondiendo a una 
concentración mitad de la anterior. (Esquematizado según Alan Boy- 
den, 1943.)

cantidad constante de antisuero con antígeno progresivamente diluido, 
hasta conseguir una “titulación” correspondiente a la más alta dilución 
de antígeno todavía capaz de provocar precipitados. Las investigacio
nes se multiplicaron sucesivamente, y los métodos se fueron perfeccio
nando, especialmente por las investigaciones de Kolmer, Wells, Wu, Fu
jiwara, Ulhenhuth, Landsteiner, Levine, Forster, Heidelberger y mu
chos otros. Además de las seroproteínas, se experimentó con seguridad el 
valor altamente específico, en los Vertebrados, de las proteínas muscu
lares, del fibrinógeno, de las hemoglobinas, de las proteínas del huevo 
y de la leche; en los Invertebrados, de las hemocianinas.
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En una revista sintética ya Ebhardt (1929) exponía las contribucio
nes de la Serología a la Sistemática zoológica; y las relaciones filéticas 
entre mamíferos a través de las precipitinas encontraban satisfactoria ex
presión en los esquemas tridimensionales de Boyden (1926; 1932). La 
reacción de zona se demostraba útil para aclarar la incierta posición de 
los Urodelos Perennibranquios Siren y de Necturus, que resultaban aleja
dos de Cryptobranchus, y se consideraban entonces formas más bien es
pecializadas que primitivas (Boyden y Noble, 1933).

Un impulso especial a la Sistemática inmunológica fue dado desde 
1938, con la aparición del “Photronreflectometer”, realizado por Libby,

Figura 2
Esquema tridimensional, visto en proyección, de las distancias seroló- 

gicas (proporcionales a los números) entre algunas familias de Crustáceos: 
P, Portunidae (Callinectes, Carcinus); X, Xanthidae (Menippe); C, Cancri- 
dae (Cancer); G, Goneplacidae (Geryon). (Según Alan Boyden, 1943.)

y gracias a la actividad del grupo de investigadores encabezados por 
Alan Boyden, y coordinados por el Serological Museum of New Bruns
wick, donde se han juntado actualmente miles de muestras de sueros 
y proteínas de las más diversas especies, y se ha fabricado un elevado 
número de antisueros.

El “Photronreflectometer” es un aparato muy sensible, que proporciona 
lecturas galvanométricas, por intermedio de células fotoeléctricas, propor
cionales al contenido relativo de precipitado en suspensión, en la reacción 
antígeno-antisuero. Opera por reflexión de la luz por las partículas en 
suspensión; pero puede usarse también por transmisión de la luz, es de
cir, como turbidímetro. Empleando diluciones progresivas del antígeno, 
se obtienen curvas muy exactas, en función del valor de la turbidez (o 
intensidad de la reacción) y del título del antígeno empleado. Estas 



José M. Cei, Métodos no morfológicos en la Taxonomía y Filogenia 17

curvas, como aparece en la figura 1, están en relación con la posición 
taxonómica, o mejor dicho el “parentesco” de las especies u otros taxones 
comparados. Una expresión cuantitativa de la afinidad recíproca pue
de ser dada por la relación porcentual entre las áreas correspondientes 
a dichas curvas (fig. 2).

Toda una serie de interesantes investigaciones —la mayoría, utili
zando el “Photronreflectometer” de Libby—, da la pauta de la utilidad 
e interés de las técnicas inmunológicas para abordar los numerosos pro
blemas que atañen todavía a la posición de un gran número de taxones 
en cada clase, orden y familia de animales, así como desde 1945 ha ido 
señalando Simpson en los mamíferos, y como, por ejemplo, se desprende 
por trabajos recientes en otros grupos, como los batracios (Reig, 1958). 
Boyden y Gemeroy (1950) establecieron que los Cetáceos presentan 
mayor afinidad con los Artiodáctilos que con cualquier otro orden exis
tente de Mamíferos; también se demostró que los representantes del 
antiguo orden Edentata, separados por Simpson (1945), justifican seroló- 
gicamente su aislamiento en órdenes distintos, Pholidota (Manís), Tubu- 
lidentata (Orycteropus), Edentata (Dasypus), siendo entre ellos más 
afines Pholidota y Tubulidentata; relaciones sistemáticas en las Aves fue
ron aclaradas por De Falco (1942); en los Peces, por Gemeroy (1943) 
y Rechnitzer (1955); en Crustáceos e Insectos, por Boyden (1943), Cum- 
ley (1940) y Leone (1947-1950); en los Moluscos y otros grupos, por 
Wilhelmi (1944), etcétera. El mismo significado práctico de estas ob
servaciones puede subrayarse por los datos referidos por De Falco (1952). 
Estando en discusión el verdadero reservorio malarígeno de la infestación 
del vector Anopheles concolor en el Congo, los restos de sangre del estó
mago de 362 mosquitos dieron reacciones exclusivamente con el antisuero 
para el antílope “Oribi”, permitiendo establecer la real forma silvestre 
preferentemente atacada por el mosquito, y reservorio natural del hema- 
tozoario. Otro dato llamativo es el referido por Boyden (1942). Pro
teínas extraídas de Mamut congelados por milenios de las tundras de 
Siberia, dieron evidente reacción con el suero anti-elefante índico, no 
con Loxodonta africana, revelando por vía inmunológica la afinidad de 
la forma especializada fósil. Aparecen, en fin, muy notables los resultados 
de Wilhelmi (1942), quien encuentra que los Cordados se acercan más 
serológicamente a los Equinodermos que a todo otro phylum. Es sor
prendente la analogía con lo que anteriormente recordamos con respecto 
a la evolución bioquímica de los fosfágenos en estos animales. No es 
posible extenderse más sobre la abundante literatura serológica de los 
últimos años, desde la revisión de Landsteiner (1947). Quiero sólo men
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cionar la aplicación de estos métodos por Tyler (1955) a los problemas 
de la ontogénesis; las importantes contribuciones, aun genéticas, de Ir- 
win, Cumley, Colé y otros sobre las características antigénicas de los 
eritrocitos de Columbidae (1947-1952); los trabajos con análogo enfoque 
de Mainardi en las Aves de Europa (1957-1959), y hasta la utilización 
de las técnicas anafilácticas para descubrir antígenos específicos, desde 
los primeros ensayos de Serení en los Gádidos (1931) a los “tests” pro
puestos por Campbell y McCasland (1944). El progreso de los medios 
de medición y experimentales se destaca por su adelanto. Oudin (1952- 
1955) ha perfeccionado el procedimiento en columna de agar, que permite 
la difusión progresiva y fraccionada de los antígenos y la separación se
lectiva de las zonas de mayor densidad de precipitados, de acuerdo con la 
distinta concentración de los anticuerpos. Esta técnica ha encontrado 
luego la más cuidadosa expresión analítica a través de las medidas foto- 
métricas del Serum Agar Measuring Integrator (SAMI) de Glenn (1956- 
1957), dotado de registro automático, que traza directa y sincrónicamente 
las curvas correspondientes a la mayor o menor densidad óptica de las 
zonas de precipitados examinadas en la columna de agar. Por su sencillez 
y exactitud, es muy utilizado actualmente el método en placas de agar 
de Ouchterlony: la lenta difusión de los antígenos y antisueros, ubicados 
a regulares intervalos en la placa de gel, provoca, según sus característi
cas específicas, líneas más o menos intensas de precipitación, cuyo nú
mero e intensidad son elementos comparativos de juicio para apreciar 
grados distintos de afinidad serológica entre taxones.

Nos referimos ahora a otros procedimientos, no inmunológicos, des
tinados a otros aspectos de la especificidad proteínica. Reichert y Brown 
(1909) establecieron, por ejemplo, que las hemoglobinas de animales dis
tintos cristalizan con formas y ángulos peculiares, cuyas diferencias au
mentan paralelamente a la distancia zoológica entre las especies ensaya
das. Diferencias sistemáticas resaltaron hasta en el estudio espectrofoto- 
métrico, en las determinaciones de solubilidad y en la evaluación del 
peso molecular (ultracentrifugación) de hemoglobinas y hemocianinas. 
Desde la conversión de la electroforesis en método analítico, realizada 
desde 1925 por Tiselius, y especialmente después del empleo e incre
mento de la electroforesis sobre papel (Lederer, 1957: cf.), se han mul
tiplicado los trabajos que se sirven de tales dispositivos, con ciertos vol
tajes y en ambientes estabilizados (“buffers”) de cierta fuerza iónica, para 
separar por carga eléctrica y movilidad las fracciones proteínicas que 
forman parte de sistemas altamente específicos, como los del suero, hemo
globinas, hemolinfas, etc.
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Bufo spirrulosus

CHILE CENTRAL

A Gf 6 2 6 3

Figura 3

Diferencias electrof oráticas en las seroproteínas de algunas especies 
sudamericanas de Bufo: la fracción de mayor movilidad (A) es referible 
a las albúminas; las otras (Gr G2, G3), a las globulinas. (“Buffer” 8.6, 
V.650, 6 horas de corrimiento, papel Whatman 3MM.) (Según Beb- 
tini y Cei, 1959.)
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Dejamos para otra discusión los límites críticos de evaluación de los 
resultados obtenidos con estos medios fisicoquímicos. Dentro de sus po
sibilidades, se han revelado auxiliares valiosos en el estudio comparativo 
de los sistemas fundamentales macromoleculares, sobre todo en la con
frontación de taxones muy afines (fig. 3), a veces sólo diferenciados por 
factores fisiológicos o todavía en proceso dinámico de especiación. Se 
han estudiado detenidamente las hemoglobinas (Peces: Buhler y Shanes, 
1959; Mamíferos y Aves: Saha, Dutta y Goosh, 1957), y las seropro- 
teínas de Mamíferos (Deutsch y Goodloe, 1945; Ganzin, Macheboeuf y 
Rebeirotte, 1952, etc.), Aves (Clegg, 1951; Common, McKinley y Man, 
1953; Wall y Schlumberger, 1957), Reptiles (Deutsch y McShan, 1949; 
Gleason y Friedberg, 1953; Cohén, 1954; Cohén y Stickler, 1958), An
fibios (Lanza y Antonini, 1955; Bertini y Cei, 1959), Peces (Drilhon, 
1953) y Elasmobranquios (Irisawa, 1954; Starr y Fosberg, 1957). La 
tentativa de una verdadera clave sistemática electroforética ha sido hecha 
por Dessauer y Fox (1956) para los Reptiles y Anfibios. Trabajos gene
rales de notable importancia son los de Woods, Paulsen, Engle y Pert 
(1958), por electroforesis en gel, analizando sueros de numerosos Crus
táceos, Moluscos y Xifosuros, y los de Van Sande y Karcher (1960), 
cuyos ferogramas permiten identificar significativas diferencias en las he- 
molinfas de Triatómidos, Ixódidos y Argásidos, grupos de gran interés 
parasitológico. Las posibilidades selectivas o críticas de la electroforesis 
aparecen en fin subrayadas por observaciones de Zweig y Crenshaw 
(1957), y Cei y Bertini (1959), respectivamente en seroproteínas de 
tortugas del género Pseudemys y en ranas sudamericanas del género Lep- 
todactylus. Los ferogramas permiten en estos casos reconocer especies 
cuyas diferencias residen en gran mayoría en el ciclo biológico u hor
monal (Leptodactylus ocellatus, Leptodactylus chaquensis) o formas cuya 
posición taxonómica no supera el rango subespecífico (Pseudemys jlo- 
ridana floridana, Pseudemys floridana suwanniensis).

También la cromatografía en columna —frecuentemente usada en 
recientes estudios en hemoglobinas, y unibidimensional en papel— puede 
brindar a los taxónomos nuevas y amplias gamas de posibilidades, como 
pusieron primeramente en evidencia Buzzati-Traverso y Rechnitzer 
(1953), Rasmussen (1954) y Fox (1956), en la familia Drosophilidae,, 
tan familiar a los genetistas. La ventaja del método, efectuado con subs
tancias específicas y frescas, en oportunas condiciones físicas y químicas 
(cámaras saturadas con líquidos adecuados, secado, revelado con nin- 
hidrina u otros compuestos), consiste en la separación de grupos peptí- 
dicos y hasta de los aminoácidos, cuya absorción y corrimiento en las 
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hojas de papel (ascendente, descendente) da lugar a cromatogramas bien 
característicos, que si son reproducibles y constantes, representan un “test” 
de comparación individual y taxonómica de indudable valor. Fox ha 
alcanzado a revelar, sin embargo, con cromatografía bidimensional en los 
tejidos de Drosophila melanogaster, 21 “manchas” de aminoácidos o gru
pos de aminoácidos característicos en esta especie; pero también un grupo 
peptídico más, presente exclusivamente en los cromatogramas del insecto 
macho, y por ende con significado de péptido sexual. Este ejemplo 
es suficiente para confirmar una vez más el grado de sensibilidad logrado 
por algunos métodos no morfológicos, y su presente interés para la taxo
nomía y filogenia.
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