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Introducción 

Las plantas medicinales 

Perspectiva histórica 

Las plantas medicinales han fascinado al hombre desde siempre por sus capacidades curativas y el 

poder que el conocimiento de éstas adjudica a quien los posea. Ya desde épocas remotas vemos 

plasmado este interés en obras como “De materia medica” de Pedanios Dioscórides (ca. 60 d.C.), 

médico de los emperadores romanos Nerón y Vespasiano. Esta publicación constituyó la principal 

referencia hasta el renacimiento, y en ella enumera cerca de 600 especies vegetales y sus usos 

prácticos (Osbaldeston 2000). El uso de las plantas medicinales con finalidad terapéutica 

(fitoterapia), pasó de ser la primera opción a ocupar un segundo plano debido al desarrollo de la 

medicina en el siglo XIX. Luego, a fines del siglo XX, se ve un retorno a estas terapias debido al 

descubrimiento de los efectos secundarios de los fármacos de síntesis, el mejor conocimiento de los 

principios activos vegetales y el desarrollo de nuevos métodos que aseguran la calidad y la 

trazabilidad de los productos (FUNDAQUIMet al.  2005). Los principales productores en el rubro 

de las plantas medicinales son los países en desarrollo, y los principales consumidores, los países 

desarrollados. El volumen de dicho comercio se estimó en 2005 en 12.000 millones de dólares al 

año, y el 90 % de todo este volumen proviene de colectas de poblaciones silvestres 

(FUNDAQUIMet al.  2005). Debido a este auge la Organización Mundial de la Salud, sugiere a los 

países miembros  profundizar la investigación en los principios activos vegetales, la sistemática de 

las plantas medicinales nativas y la sustentabilidad de su uso (WHO 2003). En Uruguay hay una 

gran tradición de fitoterapia,  y dentro de esta tradición las especies de la familia Asteraceae figuran 

entre las más importantes (Paz et al. 1992). 

Las Asteráceas medicinales  

La familia Asteraceae cuenta con ca. 25000 especies desde hierbas a árboles, de distribución 

cosmopolita y muchas especies de importancia económica, como por ejemplo: “achicoria” 

(Chicorium intybus L.), “alcaucil” (Cynara cardunculus L.), “girasol” (Heliantus annuus L.), 

“lechuga” (Lactuca sativa L.), “diente de león” (Taraxacum officinaleF.H. Wigg.), y “tarragón” 

(Artemisia dracunculusL.) entre otras (Judd et al.  2002). En Uruguay la familia Asteraceae posee 

varias especies medicinales nativas como “cepa caballo” (Xanthium spinosumL.), “marcela” 

(Achyrocline satureioides (Lam.)DC), “yerba carnicera” (Conyza bonariensis (L.) Cronquist), y 

“carqueja” (Baccharis trímera (Less.) DC) (Paz et al. 1992). La especie más estudiada en Uruguay 
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es Achyrocline satureioides, para la cual existen trabajos en los que se demuestra el efecto reparador 

que la infusión presenta ante el daño oxidativo en cultivos celulares (Arredondo et al.  2004). 

Interesantemente, a partir de estas investigaciones se liberó un producto comercial a base de las 

propiedades de los extractos de esta especie.  

Otro género importante es Baccharis L., éste se extiende desde el sur de Estados Unidos hasta el sur 

de Argentina  y cuenta con ca. 400 especies, las cuales exhiben una importante diversidad 

morfológica y ocupan una gran variedad de ambientes (Giuliano 2001). Los estudios en la región 

reportan 96 especies para Argentina (Giuliano 2001)  y 120 para Brasil (Barroso 1976), mientras 

que para Uruguay se citan 42 especies (Zuloaga et al.  2008). En estudios infra-genéricos, 

Baccharis se ha dividido en  8 a 15 secciones, basadas en caracteres morfológicos (Giuliano 2001). 

De todas  estas secciones, Baccharis sect. Caulopterae DC, contiene arbustos de tallos alados, y 

capítulos sésiles, agrupados en espigas o racimos, comúnmente denominadas “carquejas”. En 

Uruguay el género Baccharis sect. Caulopterae cuenta con al menos siete especies: B. trimera, B. 

crispa Spreng., B. articulata (Lam.) Pers., B. genistifolia DC, B. microcephala (Less.) DC, B. 

phyteumoides (Less.) DC y B. sagittalis (Less.) DC. Baccharis trímera es un arbusto sub-leñoso de 

aproximadamente 40-70 cm de altura, con tallos ramificados, tri-alados, alas de borde entero, de 

color verde claro y con hojas muy reducidas. Por otro lado Baccharis crispa presenta un porte 

menor, ca. 40-60 cm de altura, tallos menos ramificados, tri-alados,  alas de borde crespo y color 

más oscuro (Lombardo 1983; Cortadi et al.  1999). Se considera que la taxonomía de esta sección 

es complicada y aunque se han utilizado características morfológicas y anatómicas (Cortadi et al.  

1999; Budel et al.  2003; Rodriguez et al 2008), la definición de algunas de sus especies y los 

límites entre éstas no están del todo resueltos (Budel 2003, Giuliano 2001, Mangiaterra 2005, 

Rodriguez et al 2007, Simões-Pires et al.  2005).  

La “carqueja” como especie medicinal 

Muchas especies del género Baccharis presentan propiedades medicinales (Abad et al.  2006), en el  

caso de las “carquejas” el conocimiento vernáculo les adjudica propiedades hepato-protectoras y 

digestivas entre otras. A nivel científico se han demostrado para Baccharis trimera varias 

actividades de sus extractos, por ejemplo su capacidad anti-inflamatoria (Paul et al.  2009), 

actividad anti-diabética (Oliveira et al.  2005), propiedad anti-geno-tóxica (Rodrigues et al.  2009), 

e inhibidor de actividades hemorrágicas, edematosas, proteolíticas y mío-tóxicas de venenos de 

serpientes (Januário et al.  2004). 
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Aun teniendo en cuenta las diferencias morfológicas mencionadas en la sección anterior entre 

Baccharis crispa y B. trimera, es difícil distinguir ciertas plantas en el campo debido a su 

morfología intermedia. Esto ocasiona que los colectores artesanales comercialicen bajo el nombre 

de “carqueja” varias especies distintas, ya que es particularmente difícil o imposible reconocerlas 

luego de su molienda para comercializar. Se ha sugerido que estas especies pueden ser 

diferenciadas por el marcador químico Acetato de Carquejil presente únicamente en B. trimera 

(Simoes-Pires 2005). Paralelamente, otro trabajo propone lo mismo, agregando el Ledol a la lista de 

químicos marcadores de B. trimera (Mangiaterra 2005). Sin embargo trabajos posteriores 

demuestran que esto no es confiable, debido a la gran variación estacional en la composición 

química de estas especies (Lago et al. 2008, Silva et al. 2007). También los marcadores 

morfológicos se usan para distinguirlas (Cortadi et al 1999, Rodriguez et al 2008) pero no hay 

consenso al respecto.  El problema de distinguir estas especies de manera rápida y eficaz sigue 

planteado, y una alternativa posible son los marcadores de ADN, ya que no son afectados por el 

ambiente o la fenología del individuo. 

Especies e Hibridación 

Especies y ecotipos 

El concepto de especie en biología es usado y ampliamente conocido desde el siglo XVII, pero la 

discusión acerca de si estas entidades realmente existen o son un artefacto para organizar el 

conocimiento se profundiza en el siglo XX con la “Síntesis Moderna”. Esta propone que la especie 

no difiere de otras agrupaciones de individuos  simplemente por su inclusividad, sino que también 

por “tipo”, es una categoría distinta, básica en la organización de la vida (de Queiroz 2005). El 

concepto de especie existe para toda la gama de organismos o entidades relevantes para la biología, 

desde los virus (Gibbs & Gibbs 2006) hasta aves y mamíferos (Futuyma 1998). La clásica 

formulación del concepto biológico de especie presentada por Ernst Mayr (1942) (Futuyma 1998), 

la cual define a la especie como “… grupos de poblaciones naturales real o potencialmente inter-

fértiles, las cuales están aisladas reproductivamente de otros grupos análogos” cumple una función 

heurística ya que su cobertura de la diversidad biológica es incompleta (Beurton 2002). González-

Forero (2009) analiza el concepto biológico de especie de Mayr, encontrando que éste tiene dos 

componentes, el componente de cohesión y el componente de aislamiento y demuestra que 

relajando la restricción de la cohesión solo se logra que cualquier grupo sea una especie, pero 

relajando la restricción del aislamiento se logra que este concepto abarque más organismos y sea 

más flexible. En general los conceptos concuerdan en ver a la especie como un “linaje de meta-
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poblaciones”, solo difieren en las propiedades que exigen para hablar de especie. Cuando dos 

“linajes de meta-poblaciones” divergen, se distinguen tres etapas: al principio no hay duda de que 

son la misma especie, luego los linajes cumplen algunos criterios de especie pero no otros, 

finalmente se cumplen todos y de nuevo hay unanimidad para considerarlos como dos especies 

distintas (de Queiroz 2005).  

Una categoría que está relacionada con la de especie es el eco-tipo. Los eco-tipos dentro de una 

especie son “genotipos distintos que surgen por adaptación a condiciones locales, y son capaces de 

cruzarse entre si” (Hufford 2003), de manera que su existencia implica la selección natural. En 

plantas, mutaciones eco-tipo-específicas pueden afectar caracteres fenológicos o fisiológicos 

importantes como el momento de floración y la germinación o la respuesta fotosintética de los 

individuos (Abrahams et al. 1992, Sanda & Amasino 1996, Nordborg & Bergelson 1999), y de esta 

manera impedir el flujo génico. 

Si los eco-tipos se mantienen separados por barreras ecológicas por cierto tiempo pueden 

desarrollar incompatibilidad  reproductiva (Lu & Bernatchez 1998), lo que eventualmente podría 

derivar en la especiación, ya que hay una relación clara entre divergencia de nicho ecológico y 

aislamiento reproductivo (Nosil et al 2008). Sin embargo no necesariamente los eco-tipos divergen 

hasta quedar aislados reproductivamente, se puede considerar la posibilidad de que dos variantes 

(morfológicas, ecológicas, alélicas) se mantengan en simpatría por el mismo mecanismo que la 

selección natural divergente mantiene más polimorfismo de lo esperado en poblaciones naturales 

(Tian 2002, Kreitman & Aguadé 1986).  

La hibridación en la especiación vegetal 

En el siglo XVIII el botánico alemán Joseph Kolreuter realiza experimentos de hibridación y 

descubrie que la mayoría de sus híbridos son estériles y plantea que difícilmente se den en la 

naturaleza. En el siglo XIX los botánicos Charles Víctor Naudin y Antón Kerner plantean el 

fenómeno como algo común en la naturaleza y en el siglo XX la hibridación se usa extensamente en 

mejoramiento genético de especies vegetales  (Riesberg & Carney 1998). Actualmente la 

hibridación inter-específica y otros fenómenos que derivan de ésta (captura de cloroplastos, 

introgresión), se reconocen como fenómenos frecuentes en las especies vegetales (Riesberg & Soltis 

1991), que no están distribuidos de forma uniforme entre los grupos taxonómicos. En general 

algunas familias (Rosaceae, Asteraceae, Poaceae) albergan la mayoría de los casos de dicho 

fenómeno, y dentro de esas familias, en una porción pequeña de los géneros se dan la mayoría de 
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los casos, sin una relación notoria con el tamaño de dichos grupos (Ellstrand et al. 1996). Los 

grupos de plantas en los que se ha observado mayor frecuencia de hibridación suelen estar 

representados por plantas perennes, alógamas obligadas o que presentan alguna forma de 

reproducción vegetativa. Dentro de estos grupos, las Asteraceae se encuentran entre las familias con 

mayor frecuencia de híbridos (Ellstrand et al. 1996). Otro factor citado como promotor de la 

hibridación, es la acción modificadora de las actividades humanas (Lamont et al. 2003, Neuffer et 

al. 1999). 

Los resultados de la hibridación pueden ser diversos, por ejemplo, la aparición de caracteres 

intermedios o parentales en los híbridos F1 depende del tipo de herencia de dicho carácter. En 

general se espera que los caracteres multi-génicos presenten un patrón intermedio, mientras que los 

caracteres con herencia simple presenten estados parentales o intermedios dependiendo de la 

relación entre los alelos, por tanto los híbridos serán mosaicos de estados  (Fritz et al 1994). Una 

tercera opción es la aparición de estados extremos o nuevos, lo cual sucede en algunos casos y 

podría ser la fuente de variación para la selección natural (Riesberg & Ellstrand 1993). 

Teóricamente se predice que en promedio los híbridos tendrían menor adaptación que los padres, 

pero es posible que al menos algunos estén mejor adaptados que ambos padres al mismo ambiente 

que éstos (Barton 2001). En estudios de resistencia a herbívoros en parentales e híbridos, se observó 

que estos últimos podían ser más susceptibles, intermedios, iguales a uno u otro padre o más 

resistentes que ambos padres, en orden de mayor a menor frecuencia (Fritz et al. 1994, Fritz 1999). 

La hibridación también juega un papel importante en la conservación de especies y diversidad, 

sobre todo en situaciones donde una especie muy distribuida y con grandes poblaciones se hibrida 

con otra de pequeñas poblaciones, ya que ha sido mencionado el riesgo de la pérdida del genotipo 

menos frecuente (Lorenze-Lemke et al. 2006) 

Los marcadores Moleculares 

Definición y comentario histórico 

Los marcadores moleculares son caracteres hereditarios con múltiples estados, que reflejan 

diferencias en la secuencia del ADN (Snnucks 2000). De la misma manera que los marcadores 

morfológicos o citogenéticos permiten describir y caracterizar poblaciones y/o individuos, con la 

excepción de que los marcadores moleculares se basan directamente en las diferencias en la 

secuencia del ADN, mientras que en los marcadores morfológicos esta diferencia se asume 

(Rentaría 2007). El advenimiento de la electroforesis de enzimas en la década de los 70  resuelve 

disputas como el enfrentamiento entre las corrientes de “clásicos” que defendían un modelo de 



 11

homocigosis casi total para todos los loci, y los “balanceados” cuya visión implicaba loci altamente 

polimórficos (Lewontin 1991). También en la década del 1970 surgen técnicas como la 

secuenciación del ADN (Sanger & Coulson 1974), pero estas técnicas no son implementadas de 

manera masiva hasta muchos años después. A principios de los '90 aparecen marcadores de más 

fácil aplicación como los RAPD (Williams et al. 1990, Welsch & McClelland 1990) o ISSR 

(Zietkiewicz et al 1994)  que permiten la generación rápida de datos y requieren poco conocimiento 

previo del genoma de las especies, lo que los diferencia de marcadores como los microsatélites que 

si bien dan más información, requieren una etapa previa de generación de los mismos.  

Marcadores moleculares co-dominantes y dominantes 

Los marcadores co-dominantes permiten distinguir los heterocigotos de los homocigotos 

dominantes. Dentro de estos marcadores se encuentran los microsatélites, los RFLP (Restriction 

Fragment Length Polimorphism), isoenzimas y en algunos casos los marcadores dominantes. Estos 

últimos se pueden comportar como co-dominantes cuando el polimorfismo entre alelos es una 

diferencia de tamaño y algún estudio previo confirma que son variantes alélicas (Williams et al 

1990). Los marcadores co-dominantes más usados son los microsatélites, el uso de estos 

marcadores surge de la idea de que los repetidos de di, tri o tetra-nucleótidos puedan albergar 

variabilidad de la misma manera que los repetidos de motivos más grandes (minisatélites) lo hacen 

(Litt & Luty 1989). El desarrollo de la técnica implica diseñar cebadores que flanqueen estos 

repetidos para relevar en electroforesis polimorfismos de longitud en los mismos.  

Los marcadores moleculares dominantes (i.e.: no distinguen entre heterocigotos y homocigotos 

dominantes), incluyen los AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism), RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), entre los más utilizados. 

La técnica AFLP surge en 1995 y consiste en amplificar fragmentos resultantes de la restricción del 

ADN con enzimas. Específicamente la técnica consiste en la digestión del ADN con dos enzimas de 

restricción, se unen los fragmentos a adaptadores cortos y complementarios a los extremos 

generados por las enzimas y se amplifican estos segmentos con cebadores que en su secuencia son 

complementarios al sitio de restricción y al adaptador. El polimorfismo será en general de tipo 

presencia ausencia del sitio de restricción. Para lograr marcadores co-dominantes con esta técnica se 

requiere de análisis de segregación (Vos et al. 1995).  Los RAPD se basan en reacciones de PCR 

con cebadores de 10 pares de bases, ésto genera bandas siempre que el cebador encuentra sitios de 

apareamiento en sentido contrario y en hebras opuestas a una distancia tal que se pueda amplificar, 

debido al pequeño tamaño de los cebadores son poco reproducibles (Penner 1993) Los marcadores 
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ISSR tienen origen en la técnica conocida como Alu-PCR, en la cual se usan cebadores 

complementarios a secuencias repetidas tipo SINEs (Short Interspersed Elements), en este caso 

elementos Alu, de manera que se amplifican los fragmentos comprendidos entre los repetidos 

generando un polimorfismo. De esta manera los ISSR hacen uso de cebadores complementarios a 

secuencias repetidas tipo microsatélites, y amplifican las regiones comprendidas entre estos 

repetidos, como se esquematiza en la figura 1. 

 

 

 

 

 

Los cebadores tienen una estructura dada por el motivo repetido en el extremo 5´ y puede tener o no 

un “ancla” en el extremo 5´ o en el 3´, esta secuencia es capaz de discriminar cuales secuencias 

serán amplificadas, simplificando el patrón de bandas a visualizar en el gel (Zietkiewicz et al 

1994,). Los cebadores tienen una longitud de aproximadamente 20 nucleótidos, lo que les da una 

mayor reproducibilidad y especificidad que la reportada para otras técnicas como los RAPD (Bornet 

& Branchard 2001). 

Marcadores cloroplásticos 

La genética de los cloroplastos nace en 1909 cuando Erwin Baur y Carl Correns publican 

simultáneamente descubrimientos sobre la herencia no mendeliana de ciertas especies, luego en 

1963 se separa el ADN cloroplástico mediante centrifugación en gradientes de Cloruro de Cesio 

(Hagemann 2000). En  el año 1971 Manning y colaboradores observan su estructura circular en el 

microscopio electrónico, para 1976 se construye el primer mapa físico del genoma cloroplástico y 

en 1977 se clona el primer gen cloroplástico (Sugiura 1992). Finalmente en 1986 se secuencia el 

genoma cloroplástico del tabaco (Shinozahi et al 1986). Este genoma en promedio de 160 Kb tiene 

aproximadamente 100 genes y una estructura circular con dos repetidos invertidos y dos secuencias 

Figura 1.Unión de los cebadores de ISSR. En el esquema se ven en gris ambas cadenas desapareadas de 
un fragmento de ADN genómico, en los extremos de la cadena se ven los repetidos tipo microsatélites. En 
barras verticales se representa el extremo 3´ del cebador que en su zona 5´es complementario al motivo 
repetido. La zona en negro es el fragmento que es finalmente amplificado. El extremo 3´ (barras 
verticales) se denomina “ancla”, puede o no estar en el cebador, en caso de estar puede ir en el extremo 3´ 
o 5´ y reduce el número de amplicones 4 veces por cada base. 



 13

de copia única. Las secuencias más usadas para análisis filogenético son algunos de estos genes y 

secuencias inter-génicas, que varían en el tipo y la velocidad de mutación (Shaw 2005).  

En general todas las secuencias disponibles han experimentado un gran aumento en su uso desde la 

década del '90 (Taberlet  et al 1991), siendo las más usadas el intrón trnL-trnL el espaciador 

intergénico trnL-trnF y secuencias del gen matK. El fragmento psbA-trnH separa el gen de la 

proteína de 32 KD Q2 o D1 del foto-sistema II (Sugiura 1992) y el ARN de transferencia del 

aminoácido histidina que lleva el anti-codón GUG, este fragmento se encuentra cerca del límite 

entre uno de los repetidos invertidos y la secuencia grande de copia única. Se ha reportado que esta 

secuencia tiene una alta prevalencia de mutaciones tipo inserciones/deleciones (indels) (Aldrich et 

al 1988). Los marcadores cloroplásticos al ser generalmente heredados por la vía materna pueden 

ayudar a reconstruir una parte importante de la historia de los organismos que complementa a los 

marcadores nucleares (Speranza et al 2007). 

Herramientas teóricas asociadas a los marcadores 
moleculares. 

Las técnicas moleculares y sobre todo los marcadores moleculares usados a nivel poblacional hacen 

uso de herramientas teóricas para obtener información de las muestras, que permiten inferir los 

procesos que ocurren en las poblaciones. Dos estrategias se distinguen en la literatura a la hora de 

realizar estudios de tipo poblacional. Una implica la estimación de las frecuencias alélicas 

poblacionales y el posterior cálculo de parámetros que permitan dividir la varianza entre unidades o 

calcular distancias entre poblaciones, se conoce como “Frequency Based Aproach”. La otra se basa 

en la comparación de genotipos individuales, se la conoce como “Band Based Aproach” (Bonin et 

al 2007a). El primer método se usa de forma directa con marcadores dominantes en individuos 

haploides y con cierta dificultad para diploides, o con marcadores codominantes e individuos 

haploides o diploides. El segundo método se usa para marcadores dominantes y co-dominantes en 

individuos haploides y diploides (Kosman & Leonard 2005). Otros cálculos útiles son las distancias 

genéticas y las estimaciones de diversidad. 

Comparación de genotipos individuales (Band based aproach) 

Gower (1971) distingue varios tipos de caracteres, dicotómicos, cualitativos y cuantitativos,  los 

primeros con dos estados posibles y las dos últimas clases con varios estados posibles. Propone que 

la similitud entre dos individuos  “j” e “i”, para un carácter k, (s i j k), puede tomar un valor cero 

cuando estos individuos son distintos y tomar valor de una fracción positiva o 1 si presentan algún 
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grado de coincidencia. También define una variable δ i j k que toma valor 1 si es posible la 

comparación entre estos individuos para este carácter, y cero si no se pueden comparar. Para un 

total de v caracteres la similitud total entre los individuos sería 

 

S i j k = ∑ s i j k/  ∑δi j k 

 

Este coeficiente para el caso de caracteres dicotómicos toma valor de 1  si los individuos coinciden 

en todos los caracteres, o cero si no coinciden en ninguno. Para el caso de caracteres cuantitativos 

se define  

 

s i j k =  1 – (│xi  - x j│ / Rx) 

 

donde “x j”  y  “x i” son los valores tomados por los individuos j e i, y Rx es el rango de valores del 

carácter en la población o en la muestra.  

Se ve que a partir de este coeficiente definido, si se trabaja con caracteres dicotómicos sin tomar en 

cuenta las ausencias en común, el coeficiente toma la forma conocida como coeficiente de Jaccard: 

 

Jaccard:  J =   a / ( a + b + c )     (Bonin et al 2007a) 

 

Y si se toman las ausencias en común tanto para caracteres dicotómicos como para caracteres 

cualitativos  toma la forma del coeficiente de “Simple Matching” 

 

Simple Matching: S = (a + d)/ (a + b + c + d)    (Bonin et al 2007a) 

Donde  la letra “a” representa presencia de banda en ambos individuos, las letras “b” y “c” 

presencia en uno y ausencia en el otro y la letra “d” ausencia en ambos.  Un tercer coeficiente usado 

es el coeficiente de Dice 

Dice: D = 2 a / (2 a + b + c)    (Bonin et al 2007a) 

En este coeficiente se está claramente  dando más peso a los caracteres coincidentes sobre los 

demás.  

En el caso de individuos haploides y marcadores codominantes, Kosman & Leonard (2005) 

demuestran que para individuos haploides y marcadores codominantes el coeficiente de Dice y el 
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Simple Matching son idénticos y con los individuos diploides y marcadores co-dominantes estos 

autores proponen 

as (i1, i2) = 1/n ∑ as (A1j, A2j) 

donde n es el número de loci, y as (A1j, A2j) es la distancia entre los individuos i1 e i2  para un 

locus j, la sumatoria es para todos los loci. Esta medida propuesta por Kosman & Leonard para 

medir disimilitud presenta algunas ventajas sobre las medidas más comunes, por  ejemplo, de 

acuerdo con este cálculo la disimilitud entre un par de  individuos AA-AB y un par AB-AC es de 

1/2 en ambos casos, pero para el coeficiente de Jaccard la disimilitud entre AA-AB = 1/2, y d AB-

AC = 1/3, no hay ningún argumento genético para asumir que el par AA-AB es mas disímil que el 

par AB-AC. 

En cuanto a los marcadores dominantes para los individuos haploides, el problema se reduce a la 

inclusión o no de las ausencias en común, para lo cual el criterio sugerido por estos autores es que 

para especies cercanas se use la información aportada por las ausencias en común, mientras que 

para especies lejanas no. Para los individuos diploides se suma otro problema, que es la 

imposibilidad de distinguir homocigotos dominantes de heterocigotos (Williams et all 1990). 

Kosman & Leonard recomiendan en estos casos procedimientos que estiman parámetros 

poblacionales asumiendo equilibrio Hardy-Weinberg (frecuencias génicas, diversidad y disimilitud 

promedio entre individuos) como el método de Lynch & Milligan  (Lynch & Milligan 1994). A 

parte de casos de especies con alto nivel de autogamia, tal que se puede asumir homocigocis en la 

mayoría de los loci y tratarlos como haploides,  podría no haber ningún método confiable para 

estimar similitud entre individuos, por tanto estos análisis deberían ser interpretados con cautela 

(Kosman & Leonard 2005). En otros trabajos sugieren que los análisis de individuos diploides con 

marcadores dominantes sean realizados con conciencia de lo que estos marcadores pueden aportar, 

ya que distintos estimadores de Fst muestran una gran variación (Bonin et al 2007a), y la práctica de 

sacar conclusiones poblacionales a partir de  análisis de componentes principales y árboles basados 

en matrices de distancia, con marcadores dominantes puede llevar a conclusiones erróneas 

(Hollingsworth & Ennos 2004). De estos datos se extrae la conclusión de que los trabajos en los 

cuales no es posible seguir al pie de la letra las recomendaciones de la literatura,  deben 

considerarse como meramente exploratorios. 
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Estimación de Frecuencias alélicas y estructura poblacional 

Los estadísticos más populares de la genética de poblaciones probablemente sean los estadísticos de 

Wright, definidos como las correlaciones en el muestreo de los alelos de los individuos en los 

distintos niveles jerárquicos de la población en una meta población infinita (Nei 1977). En 1977 Nei 

demuestra que estos estadísticos se pueden escribir como cocientes de heterocigosis y para 

poblaciones finitas, en esta forma son rápidamente interpretables. 

Fit = (Ht – Hi) / Ht                                                                                (1) 

Fis = (Hs- Hi) / Hs                                                                                (2) 

Fst = (Ht – Hs) / Ht                                                                               (3) 

Donde Ht es la heterocigosis esperada para toda la meta-población si ésta estuviera en equilibrio 

Hardy-Weinberg, Hi es la heterocigosis observada promediada para todas las sub poblaciones y Hs 

es la heterocigosis esperada para las sub poblaciones si éstas estuvieran en equilibrio Hardy-

Weinberg. Claramente Fis mide la disminución en la frecuencia de heterocigotos en las sub-

poblaciones debido al inbreeding propio de las mismas, Fst mide la contribución de la subdivisión 

poblacional a la desviación de lo esperado, y Fit mide la disminución en heterocigosis de los 

individuos con respecto a la meta-población (Hartl & Clark 1989).   

Las estimaciones de diversidad  génica y las medidas indirectas de flujo génico basadas en los datos 

de isoenzimas comenzaron a generarse en la década del '60 (Neigel 1997) y se han seguido usando 

(Hamrick & Godt 1997). Basándose en un modelo demográfico y genético, se calculaba el valor de 

Fst, y a partir de éste se llegaba a conocer Nm, donde N es el número poblacional y m la fracción de 

migrantes que llega a la sub-población. El modelo demográfico es el llamado “modelo de islas 

infinitas”,  el cual es una adaptación del modelo “isla-continente” de Wright (Gillespie 1998). En 

dicho modelo la población está afectada por  flujo génico desde una población infinitamente grande, 

en el caso de las “islas infinitas” el conjunto de todas las poblaciones finitas  se considera infinito, y 

son éstas las que afectan a cada sub población con alelos nuevos a una tasa de Nm individuos por 

generación. Un resultado de este modelo es la ecuación que calcula la probabilidad de que dos 

alelos sean idénticos por estado en una situación de equilibrio 

Geq = 1 / (1 + 4Nm)                                                                      



 17

A partir de esta ecuación se puede llegar a la conocida ecuación que vincula el estadístico Fst y el 

flujo génico entre poblaciones 

Fst = 1 / (1 + 4Nm)                                                                              

Y de aquí se puede estimar Nm. 

Otras estrategias para estimar flujo génico son similares y simplemente utilizan estadísticos 

análogos al Fst  (Gst, θst, Rst) (Nei 1973, Cockerham & Weir 1984, Slatking 1995). Estas 

aproximaciones son extensamente usadas y de la misma manera son criticadas por la ambigüedad 

de la interpretación de los resultados y también por lo poco realista de las condiciones asumidas en 

los modelos (Bossart & Prowel 1998). El Fst es también tan dependiente de parámetros 

demográficos y genéticos que ha llevado a autores a conclusiones opuestas acerca de la precisión 

del estadístico (Neiguel 2002). 

Diversidad génica 

 Conocer la diversidad génica puede ser útil a la hora de tomar medidas de conservación debido a la 

relación entre diversidad y viabilidad evolutiva de las poblaciones, y en mejoramiento genético, 

para el manejo de los recursos (Bonin et al. 2007b). Las medidas más usadas para evaluar la 

diversidad génica son el porcentaje de loci polimórficos y la heterocigosidad  promedio por locus 

(Nei 1987). La heterocigosidad por locus se puede definir como 

h = 1 - ∑ (xi
2)  

donde  “xi”  es la frecuencia del alelo i, y promediando h para n loci se obtiene la heterocigosis 

promedio, este valor está definido para poblaciones con apareamiento al azar, por tanto no tiene el 

mismo significado para una especie autógama, por ésto se la suele llamar “diversidad génica”.  Otra 

estrategia usada en conservación para medir diversidad es usar loci con valor adaptativo, como por 

ejemplo el “índice adaptativo poblacional”, el cual detecta loci sujetos a selección en poblaciones 

pareadas en ambientes distintos y basa la selección de poblaciones a conservar en la maximización 

de la diversidad de estos alelos adaptativos (Bonin et al.  2007b).  
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Distancia genética 

La distancia genética es el grado de diferencias genéticas entre poblaciones o especies que es 

medida por una cantidad numérica (Nei 1987). Los tipos de datos más usados para estimarlas son 

secuencias aminoacídicas, secuencias nucleotídicas, y frecuencias alélicas (Xia 2002).  

Muchos cálculos usados en algún momento como distancias basadas en frecuencias alélicas, 

aparecen originalmente para caracteres morfológicos, como en al caso de la distancia de 

Czekanowski publicada en 1909 para caracteres cuantitativos pero que se puede aplicar a 

frecuencias de genes:  

Cz = 1/m Σ lXi - Yil  

Donde m es el número de alelos y Xi e Yi son las diferencias de frecuencias del alelo i en las 

poblaciones X e Y respectivamente, se nota que si todas las frecuencias son iguales esta distancia 

vale cero y si las poblaciones están fijadas para distintos alelos vale 1. A la hora de manejar 

especies o poblaciones muy emparentadas no se puede dejar de notar el efecto del polimorfismo 

intra-especie o intra-poblacional, para considerar ésto Nei propone la “mínima distancia genética” 

(Dm),  para la que define  Xi e Yi como las frecuencias para el alelo Ai en las poblaciones X e Y, la 

probabilidad de que dos alelos elegidos al azar en las dos poblaciones sean idénticos es: 

Jxy = ∑ Xi Yi, 

 y diferente  

dxy = 1 - Jxy.  

También se nota que hay una probabilidad de que dentro de la misma población X los alelos sean 

distintos, ésto es dx = ∑ Xi
2, y para la población Y (dy) es igual, así la distancia corregida es d = 

dxy - (dx+dy) / 2, ésto promediado para todos lo loci vale  

Dm = Dxy(m) - (Dx(m) + Dy(m)) / 2 

Se denomina “mínima distancia genética” (Nei 1987) debido a que si las poblaciones presentan 

mucho polimorfismo interno el valor de Dm tendrá un sesgo hacia valores menores. 

 



 19

Nei responde a estos sesgos con la “distancia genética estándar”, definida como 

D = - ln I 

I = Jxy / (Jx Jy)2,   

I varía entre 0 y 1, mientras que D entre 0 e ∞. 

Detección de híbridos 

Según lo recopilan Hegarty y Hiscock (2005), la detección de híbridos se basaba inicialmente en la 

observación de caracteres morfológicos y posteriormente el apareamiento de los cromosomas en la 

meiosis o su morfología. A medida que las herramientas moleculares y teóricas mencionadas antes 

se desarrollan, las isozimas y los RFLP pasan a ser utilizados y más tarde la variación de secuencia, 

al mismo tiempo que también lo hacen los microsatélites y las secuencias cloroplásticas. 

Posteriormente los marcadores se hacen más sencillos en cuanto a su accesibilidad y los RAPD e 

ISSR son la elección para un rápido relevamiento de híbridos, de todos modos algunos autores 

recomiendan combinar varios marcadores distintos (Hegarty & Hiscock 2005). Otras estrategias 

exploran diferencias de conformación en ADN copia (cDNA SSCP) y también recientemente la 

citogenética está aportando información a través de las técnicas moleculares como son FISH y 

GISH (Friesen et al.  1997), logrando detectar e identificar tanto cromosomas extraños como 

secuencias extrañas dentro de los genomas (Iovene et al.  2007, Dong et al.  2001).  

Mirando con más detenimiento la literatura que hace uso de marcadores dominantes,  ISSR o 

RAPD, para detectar híbridos, se observan distintas estrategias. Una forma de hacerlo es buscando 

marcadores específicos de cada parental en zonas donde solo se encuentren formas 

morfológicamente puras, y buscar en los potenciales híbridos los perfiles aditivos que se esperan 

para estos marcadores. Esto es lo que encuentran Daehler y Strong (1997), Riesberg y Gerber 

(1994) y  Neuffer et al.  en 1999, pero se usan criterios distintos para definir bandas especie 

especificas. Los primeros trabajos usan solo las bandas que aparecen en el 100 % de las muestras de 

dicha especie y en ninguna de las muestras de la otra, por otro lado Neuffer y colaboradores usan 

las bandas que aparecen en al menos el 75 % de una especie y en ninguna de las muestras de la otra 

especie. En otros trabajos se usa el mismo principio pero en una versión más cuantitativa ya que no 

siempre se encuentran bandas específicas, en estos casos se diseñan “índices de hibridación” 

basados en frecuencias de bandas. Estos índices toman como valores extremos los obtenidos para 

las poblaciones referencia asignadas claramente a una u otra especie o valores de uno a cero, ya 
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que, en general (Burgess et al.  2005, González-Rodríguez et al.  2004) son probabilidades 

generadas por un método de máxima verosimilitud. Con los ISSR, Wolfe et al (1998) confirman 

potenciales procesos de hibridación mediante la observación de bandas especie-especificas, lo 

mismo hacen Ducarme y Wesselingh (2005), generando un índice que consiste en contar para una 

muestra  presencias de marcadores de la especie y de ausencias de marcadores de la otra especie. De 

esta manera el índice de un individuo puro de la primer especie tendrá un valor igual al número de 

marcadores específicos de ambas especies, mientras que un individuo de la segunda especie tendrá 

un índice de valor cero, los híbridos serán intermedios. Otros trabajos usan zonas híbridas paralelas 

para distinguir entre dos procesos, por un lado la generación  “in situ” de eco-tipos en cada sitio de 

manera independiente, o  la llegada de cada eco-tipo por separado con posterior flujo génico por 

contacto secundario (Panova et al.  2006). 

Hibridación en las “carquejas” 

La estrategia de buscar bandas específicas de cada especie  (Daehler & Strong 1997, Riesberg & 

Gerber 1994) se puede adaptar para un caso en el cual no hay extremos, debido a que las 

poblaciones no forman parte de una gran zona híbrida en cuyos extremos están las formas puras. Un 

indicador de hibridación podría ser la existencia de bandas compartidas por ambas especies pero 

únicas de cada sitio. En caso de que no se encuentren bandas especificas de cada sitio, la distancia 

genética  puede  ser una versión continua de esta estrategia para resolver este problema. En el caso 

de Pannova (Pannova et al.  2006)  se analizan  zonas híbridas paralelas  en islas, y este planteo 

permite distinguir situaciones como la hibridación y el contacto secundario. Según este planteo 

metodológico si los pares de poblaciones surgen a partir de la fragmentación o colonización de las 

dos especies originales, sería como en el modelo A (figura 2), donde se ve que la distancia intra-

específica es menor que la distancia inter-específica. Para este modelo sería posible encontrar 

marcadores comunes a las poblaciones de la especie 1 en los tres sitios, y que no estuvieran en 

ninguna población de la especie 2. En el caso de que una sola población original colonice o se 

fragmente en los tres sitios, y se generen morfo-tipos, ecológicos en paralelo, como en el modelo B 

(figura 3), las distancias entre poblaciones de un mismo sitio serán menores que las distancias entre 

poblaciones de distinto sitio. Básicamente, encontrar distancias cortas entre las poblaciones de la 

misma especie permite descartar el modelo B, pero encontrar distancias cortas entre poblaciones de 

distinta especie del mismo sitio, puede ser explicado por el modelo B o el modelo A con flujo 

génico en T2, éste es el problema de distinguir flujo génico por contacto secundario de la inter-

gradación primaria (Durrett 2000). 
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Fig. 2. Fragmentación sin flujo génico. En este modelo las poblaciones de ambas especies se representan como 
círculos, en dos momentos, T1 y T2, y las distancias se representan con  líneas que conectan las poblaciones. 
En T2 las poblaciones originales se fragmentan o colonizan 3 sitios, debido a que en T1 ya son especies 
distintas las distancias intra-especificas (línea entera) son más cortas que las inter-específicas (línea punteada). 

Fig. 3 Diferenciación ecológica. En este modelo una especie original  (circulo coloreado) se fragmenta ó 
coloniza 3 sitios, y en T2 se generan 2  morfo-tipos en cada sitio, esto implica que las distancias entre 
poblaciones del mismo sitio (línea entera) serán menores que las distancias entre sitios (líneas punteadas). 
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Objetivos 

Objetivos generales 

Determinar el número de especies del género Baccharis sect. Caulopterae presentes en Uruguay y 

clarificar la sistemática de las especies de dicho grupo, con especial énfasis en las especies blanco 

de consumo humano.   

Objetivos específicos 

Detectar la presencia de flujo génico entre poblaciones de B. crispa y B. trimera 

Materiales y métodos: 

Material Vegetal 

Las colectas del material vegetal se realizaron en la zona de serranías al Este del país en tres sitios 

donde existen poblaciones de Baccharis trimera y B.crispa en simpatría, sitio 1:  ruta 60 Km. 29.5 

(34° 37' 20.98'' S, 55°15'10.6'' W, 150 metros sobre el nivel del mar), sitio 2: Salto del Penitente 

(ruta 8 Km.125 (34°22'51.34'' S, 55°04'36.18'' W, 330 metros sobre el nivel del mar) sobre una 

formación conocida como “Cerros del Penitente” y sitio 3: ruta 109 entre Iguá y Rocha 

(34°20'29.86'' S, 54°37'43.53'' W, 310 metros sobre el nivel del mar), en la formación conocida 

como “Sierra de Carapé” (fig. 4). En cada sitio mencionado se colectaron 30 individuos de la 

población existente de B. crispa e igual número de individuos de la población de B. trimera. De 

modo que las poblaciones 1C y 1T corresponden al sitio 1, y son B. crispa y B. trimera 

respectivamente, para el sitio 2 las poblaciones son 2C y 2T y para el sitio 3 son 3C y 3T. La 

ubicación geográfica de los sitios y la estimación de las distancias geográficas entre sitios se 

realizaron con Google Earth.  
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Se colectaron trozos de tallo de 15 individuos femeninos y masculinos de cada especie en cada una 

de las tres poblaciones, que fueron conservados en sílica gel hasta la posterior extracción del ADN. 

Los criterios utilizados en la colecta para diferenciar las especies son los mencionados en la 

introducción. La diferenciación entre sexos se basa en la identificación de estambres o pistilos en 

las flores por lo que las colectas se realizaron durante la floración, en los meses de febrero y marzo. 

Las accesiones se conservan en sílica gel en el Laboratorio de Genética en la Facultad de 

Agronomía.   

Extracción de ADN 

Las extracciones de ADN se llevaron a cabo mediante el protocolo CTAB de Doyle y Doyle (1987), 

con algunas modificaciones. Para la molienda del tejido (10-20mg) se utilizó nitrógeno líquido. 

Durante la precipitación del ADN se agregó acetato de amonio 7.5 M junto con el iso-propanol, y la 

precipitación se llevó a cabo a -20º C. Luego de ésto se realizó un lavado extra con etanol 95% y se 

Figura 4. Mapa con la ubicación de los tres sitios de colecta y las distancias entre los sitios. 

Sitio1 

Sitio 2 Sitio 3 

65.8 Km. 
31.5 Km. 

41.3 Km. 
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re-suspendió el ADN en agua mili-Q. El ADN fue corrido en geles al 0.8 % de agarosa y Buffer 

TBE (90 mM Tris, 90 mM ácido bórico, 20 mM EDTA PH 8). La cuantificación consistió en 

comparar las bandas de ADN genómico presentes en el gel unas con otras de forma cualitativa.  

Amplificación del ADN para la técnica de ISSR 

El ADN genómico fue amplificado mediante PCR utilizando 4 cebadores, los cuales fueron 

probados para ver sus perfiles de amplificación, teniendo como criterio el número de bandas 

generadas, la separación entre bandas y la intensidad de las bandas. Después de probar dichos 

cebadores fue seleccionado el cebador ISSR6 con la secuencia GACA (4), para el análisis de los 3 

sitios por ser el que mejor cumplió con los criterios antes mencionados. Para cada uno de los 3 

sitios se amplificaron 30 individuos de B. crispa y 30 individuos de B. trimera con la técnica de 

ISSR, con un protocolo básico de amplificación. Las reacciones se llevaron a cabo en 20 µl de 

volumen total, con 0.65 Unidades de enzima Taq polimerasa, 1X buffer de reacción, 2 mM MgCl, 

0.15 mM dNTPs, y 1.25 µM del cebador, el volumen de ADN fue de 2 µl.  Las reacciones de 

amplificación, de ISSR se realizaron en un termo-ciclador Thermo Electrón Corporation, PX2 

Thermal Cycler, y el programa consistió en un protocolo de disminución progresiva de la 

temperatura de re-naturalización: 5 min a 95º C, 1 min a 94º C, 1 min a 58 º C disminuyendo 1 

grado por ciclo hasta llegar a 53º y 2 min a 72º C, por 45 ciclos seguidos por una amplificación final 

de 5 min a 72ºC. En todos los experimentos se incluyeron controles negativos consistentes en un 

tubo con la mezcla general pero sin agregado de ADN. 

Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.5 % en Buffer TBE (90 mM Tris, 

90 mM ácido bórico, 20 mM EDTA PH 8) y fue utilizada una escala Gene Ruler ADN Ladder Mix 

(Fermentas) como marcador del tamaño de los distintos fragmentos.  Los fragmentos de ADN 

fueron identificados por tinción con Bromuro de Etidio y la documentación se realizó con un 

sistema de captura equipado con una cámara Canon Power Shot A630. Las imágenes fueron 

posteriormente procesadas con el programa Corel Photo Paint versión12, y el análisis de los geles se 

realizó con el programa Crosscheker 4.7.   

Análisis de los datos 

Una vez generada la matriz de asignación de presencia o ausencia de bandas se procedió a eliminar 

ciertos marcadores. Dentro de los marcadores a priori asignados, se eliminaron los que estaban 

sistemáticamente presentes en los blancos, y los que aparecían en frecuencias muy bajas, para 

eliminar aquellos que pudieran ser artefactos de la técnica. Los análisis estadísticos se realizaron 
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con varios programas de distribución libre. Las distancias entre poblaciones se calcularon en el 

software POPGENE 1.31 (Yeh 1997). La representación gráfica de los individuos y las poblaciones, 

mediante la representación gráfica de las respectivas matrices de similitud o distancia, se realizaron 

en el software FMAD 1.1β (Schluter & Harris 2006). Este software permite elegir entre 3 

coeficientes de similitud, Jaccard, Dice y Simple Matching, así como entre la Distancia Euclidiana, 

o la Distancia de Nei para sitios de restricción (Nei 1979). Para el análisis de coordenadas 

principales de cada sitio se usaron los coeficientes de Jaccard y Simple Matching, pero se muestran 

los resultados de Jaccard ya que ambos dieron resultados similares, para el análisis de coordenadas 

principales de las poblaciones se usó la distancia poblacional de Nei. La descomposición de la 

varianza genética se analizó a través del AMOVA (Excoffier 1992), en el software GenAlEx 6.2 

con 9999 permutaciones.  

Amplificación de fragmentos cloroplásticos 

Previo a la elección del fragmento psbA-trnH se probaron las regiones trnT-trnL y dos regiones 

dentro del espaciador trnL-trnF (Taberlet et al.  1991), siendo usada la única que presentó 

polimorfismo. Para cada uno de los tres sitios de colecta se amplificó dicho fragmento en todos los 

individuos de B. crispa y B. trimera. 

Para la amplificación de la región cloroplástica psbA-trnH  se utilizaron  cebadores descritos 

previamente (Sang et al.  1997). Los fragmentos cloroplásticos se amplificaron en un volumen total 

de 12 µl, con 0.24 U de enzima Taq polimerasa, 1X de buffer de reacción, 1.5 mM de MgCl, 0.1 

mM de dNTPs y 0.40 µM de cada cebador. Las reacciones de amplificación se realizaron en el 

mismo termo-ciclador y el programa de amplificación fue el mismo utilizado en las reacciones de 

ISSR. En todos los experimentos se incluyeron controles negativos consistentes en un tubo con el 

mix general pero sin agregado de ADN. 

 Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1.5 % en Buffer TBE (90 mM Tris, 

90 mM ácido bórico, 20 mM EDTA PH 8) y fue utilizada una escala Gene Ruler 1Kb ADN Ladder 

como marcador del tamaño de los distintos fragmentos.  Los fragmentos de ADN fueron 

identificados por tinción con Bromuro de Etidio y la documentación se realizó como fue descrito 

anteriormente. Las imágenes fueron posteriormente analizadas con el programa Corel Photo Paint 

versión12. 
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Resultados 

Colecta 

En la salida de colecta se pudieron diferenciar las especies de acuerdo a lo mencionado en la 

literatura (fig 5). Se observó que Baccharis trimera se encuentra ampliamente distribuida a lo largo 

de la zona recorrida, mientras que B. crispa se localizó en zonas puntuales asociadas a 

afloramientos rocosos. En todos los sitios la población de B. crispa estaba rodeada  por la población 

de B. trimera, que en todos los casos eran más extensas que las de B. crispa. 

 

 

Puesta a punto del Cebador 

El resultado de la puesta a punto del cebador “ISSR 6” seleccionado por su alto número de bandas 

(resultados no mostrados) determinó las condiciones que se usaron para las amplificaciones 

sucesivas. En la figura 6 se muestra la puesta a punto para la concentración de ADN y de enzima 

enzima Taq polimerasa, los individuos fueron seleccionados al azar y claramente la disminución de 

enzima a 0,65 unidades y el uso de bajas concentraciones de ADN resultó en perfiles más claros, 

Figura 5. Diferencias morfológicas entre B. trimera (flecha blanca) y B. crispa (flecha negra). 
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menor “ruido” de fondo y menor proporción de reacciones falladas. El número de marcadores  es de 

40, todos los marcadores fueron polimórficos para todas las poblaciones. Ciertos marcadores 

aparecen en un solo sexo, de la misma manera otros lo hacen en una sola especie o población, pero 

nunca aparecieron en frecuencias tales para ser considerados diagnósticos. Para Baccharis crispa se 

encontraron 4 marcadores presentes en individuos masculinos que no estaban presentes en 

individuos femeninos y solo un marcador presente en individuos femeninos que raramente estaba 

presente en los individuos masculinos. En B. trimera, 7 marcadores presentes en los individuos 

masculinos no aparecieron en los individuos femeninos, por otro lado se encontraron 5 marcadores 

presentes en individuos femeninos que estaban ausentes en individuos masculinos. B. crispa y B. 

trimera presentaron marcadores únicos de cada especie pero éstos no cumplen con los requisitos 

encontrados en la literatura para ser considerados especie específicos. 

 

 

 

 

 

Figura 6. Puesta a punto del cebador. Los individuos escogidos al azar se 
numeran del 1 al 7 y la B corresponde al control negativo 
En las reacciones correspondientes a la figura 6.A se cargaron 0.8 Unidades de 
enzima Taq polimerasa y en la figura 6.B se cargaron 0.65 Unidades, los 
valores de las diluciones empleadas (1/100, 1/300 y 1/500) están al pie de cada 
grupo de individuos. La disminución del ADN en las reacciones mejoró los 
perfiles independientemente de la cantidad de enzima Taq polimerasa añadida, 
de la misma manera para iguales cantidades de ADN añadido una menor 
cantidad de enzima Taq polimerasa resulto en mejores perfiles.    

6 A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 B 
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Diversidad y estructura 

Los valores de la Diversidad Genética de Nei o heterocigosis esperada están en la primera columna 

de la tabla 1,  para las tres poblaciones de Baccharis crispa de los sitios 1, 2 y 3 son: 0.17, 0.14 y 

0.13 respectivamente. El mismo cálculo para las poblaciones de B. trimera en el mismo orden es 

de: 0.15, 0.14 y 0.13 respectivamente. 

Tanto B. crispa como B. trimera tienen valores muy similares de diversidad genética, pero de 

acuerdo a este índice B. crispa es levemente más diversa que B. trimera. Para el estadístico Fst los 

resultados son para B. crispa un valor de 0.04 y para B. trimera un valor de 0.07. 

 

 

 

Población Diversidad 

de Nei 

1C 0.1673 

1T 0.1482 

2C 0.1381 

2T 0.1442 

3C 0.1341 

3T 0.1323 

Sitio1 0.1427 

Sitio 2 0.1370 

Sitio 3 0.1212 

B. crispa 0.0926 

B.trimera 0.0923 

 

 

 

Tabla 1. En la tabla se muestran los cálculos de la diversidad genética de Nei 
para las poblaciones individuales, los sitios y las especies. Ni las especies ni las 
poblaciones ni los sitios difieren demasiado en los resultados. 
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Distancias 

Los valores de la Distancia de Nei entre poblaciones se muestran en la figura 7, no se ven ningún 

patrón general claro, pero para dos sitios (1 y 3)  la distancia de Nei (“Nei`s unbiased distance” 

1987) entre especies es menor que las distancias intra-específicas con los demás sitios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.Distancias entre poblaciones. Cada círculo representa una población, 
los números indican el sitio y las letras C y T indican Baccharis crispa y B. 
trimera respectivamente. La distancia más pequeña encontrada se da entre 
poblaciones de distinta especie en el sitio 3 (0.0005), mientras que la más 
grande ocurre también entre poblaciones de distintas especies en el sitio 2 
(0.0164) 

C1

C2 

C3

T1 

T2

T3 

0.0038 

0.0005 

0.0164 
0.0039 0.004 

0.0066 

0.0031 

0.0105 

0.0019 
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La distancia más corta se dio entre poblaciones de 2 especies en el sitio 3, y en el sitio 1 la distancia 

es también muy pequeña, en contraste con esto para el sitio 2 se registró la mayor distancia, y fue 

entre poblaciones de distintas especies. 

Coordenadas principales 

El análisis de coordenadas principales basado en la matriz de similitud para cada sitio (figura 8) está 

representado por dos nubes de puntos; en cada caso los cuadrados representan la especie Baccharis 

trimera y los triángulos la especie B. crispa. Para cada análisis se muestran tres ejes, el máximo 

representable para una interpretación geométrica simple. La figura que se muestra corresponde al 

análisis hecho con la  matriz de similitud de Jaccard. En el sitio 1 los tres primeros ejes (x, y, z) 

suman el 47,3 % de la variación total, para el sitio 2 los tres primeros ejes suman el 40,56 % de la 

variación y para el sitio 3 el 29,73 %. Claramente el sitio 2 se estructura en dos nubes separadas 

reconocibles como las dos especies, mientras que para los sitios 1 y 3 esta estructura no es tan 

evidente.  

En el caso del sitio 2 (figura 8.B), hacia la izquierda del eje x se agrupan los individuos de B. 

trimera y hacia derecha los de B. crispa. El gráfico para el sitio 1 (figura 8.A) si bien no revela el 

tipo de estructura que vemos para el sitio 2, deja ver una zona central donde predomina B. crispa y 

por encima y por debajo del eje Y una clara predominancia de B. trimera. El sitio tres (figura 8.C) 

es el menos estructurado de todos,  la gráfica muestra que los individuos están bastante mezclados, 

si bien hay pequeños conjuntos de individuos de igual especie agrupados. 

La representación gráfica de las distancias de Nei entre poblaciones para el método de “Lynch & 

Milligan” de estimar las frecuencias alélicas se muestra en la figura 8.D. El eje X con el 52.43% de 

la variabilidad separa los tres sitios de muestreo, mientras que a lo largo del eje Y, que retiene el 

25.66 % de la variabilidad respectivamente, se separan las especies. 
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Análisis de la Varianza 

La descomposición de la varianza aporta datos concordantes con los demás resultados. Para los tres 

sitios la varianza intra-específica es mucho mayor que la inter-especifica (figura 9), siguiendo el 

orden esperado el sitio 2 es el que presenta la mayor varianza inter-poblacional y el sitio 3 la menor 

con apenas un 1 %  de varianza inter-poblacional. 

La descomposición de la varianza para las especies se muestra en la figura 10, ambas especies 

reparten una gran proporción de su varianza genética dentro de las poblaciones,  para B. trimera una 

fracción mayor de la varianza (11%) se manifiesta entre las poblaciones, al compararla con B. 

crispa  (8 %). 

Figura 8.l Análisis de coordenadas principales. El análisis para los tres sitios (1, 2 y 3) son las 
figuras 3.A, 3.B y 3.C, y para las 6 poblaciones juntas es la figura 3.D. En las figuras A-C se 
representan los  60 individuos de cada población, en cuadrados 30 individuos de B. trimera y 
en triángulos 30 de B. crispa. En las figuras se encierran los agrupamientos más notorios, 
dentro de las líneas de punteado grueso B. trimera, y dentro de la línea de punteado fino B. 
crispa. 

 
A                                                           B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C                                                           D 
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Amplificación del Fragmento cloroplástico psbA-trnH 

Como se muestra en la figura 11 la amplificación del fragmento psbA-trnH no mostró diferencias 

para los sitios 1 y 3, para los cuales se amplificó un único fragmento de 300 pares de bases en todos 

los individuos de ambas especies (indicado en la figura con la flecha pequeña). En cambio para el 

sitio 2 se detectó un polimorfismo de tamaño en dicho fragmento, donde una variante de 350 pares 

de bases (indicada en la figura con la flecha grande) aparece con una frecuencia de 0.37 en la 

especie B. crispa, mientras que todos los restantes individuos de ambas especies en este sitio 

comparten el mencionado fragmento de 300 pares de bases presente en los demás sitios.  

Figura 10. Varianza por especie. En gris se representa la varianza intra-poblacional, y en negro la 
varianza inter-poblacional. B. trimera presenta una mayor varianza entre sus poblaciones (11 %) en 
comparación con B. crispa (8 %). 

Sitio 2 

18 % 

82 %

Sitio 1 
5 %

95 % 

Sitio 3 
1 % 

99 % 

B. trimera 
11 % 

89 % 

B. crispa 
8 % 

92 %

Figura 9. Varianza por sitio. Para cada sitio se 
representa en gris la varianza intra-específica, y en 
negro la inter-específica. 
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Discusión 

Los valores de heterocigosis esperada resultan bajos (ver tabla 2)  si se comparan con un valor 

referencia citado por Nybom (2004), donde se menciona un valor de 0,27 para la heterocigosis en 

especies alógamas con marcadores RAPD. Lo mismo sucede para el estadístico Fst que mide la 

subdivisión poblacional, en el trabajo anteriormente mencionado (Nybom 2004) el valor reportado 

para alógamas con marcadores dominantes (RAPD) es de 0.22, y los datos reportados de B. crispa y 

B. trimera son de 0.04 y 0.07 respectivamente. Esto implica que la contribución de la subdivisión 

poblacional a la reducción en la heterocigosis total es baja en general, pero es más baja en B. crispa, 

aun siendo ésta la más discontinua demográficamente. Algunos trabajos  sugieren no ignorar el 

hecho de que los factores de tipo histórico o el ambiente filogenético en que se encuentran las 

especies sometidas a los análisis, son grandes determinantes  de lo que se considera “esperado”, y 

que se corre un gran riesgo al comparar datos de distintos tipos de marcadores (Gitzendanner & 

Soltis 2000). Pero los valores muy por debajo de lo esperado para especies con este hábito 

reproductivo hacen que sean considerados en esta discusión, y permiten afirmar que ambas especies 

en las poblaciones muestreadas tienen niveles bajos de diversidad y de subdivisión poblacional. 

Debido a que se analizaron dos especies congéneres, y no se encontraron grandes diferencias en 

diversidad entre ambas,  la  baja diversidad y subdivisión encontradas en ambas por igual podría 

encontrar su origen en el elemento filogenético que relaciona  a estas especies. La gran similitud en 

los valores de diversidad de B. crispa y B. trimera no es esperada ya que por su mayor tamaño 

poblacional, se esperaría que esta última sea más diversa al menos para los marcadores neutros que 

Figura 11. Amplificación del fragmento psbA-trnH. Los números que encabezan los nombres de los 
individuos indican el sitio (1, 2 o 3), la C o T representan B. crispa o B. trimera respectivamente, y la M o F 
indican Masculino o Femenino. La M sola  representa el marcador de peso molecular. La flecha grande señala 
el fragmento de 350 pares de bases, y la flecha pequeña señala el fragmento de 300 pares de bases. 
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se analizaron (Hartl & Clark 1989, White & Searle 2007). Los cálculos que predicen que las 

poblaciones más grandes mantienen más variabilidad genética asumen equilibrio (Guillespie 1998), 

este supuesto implica cierto conocimiento de la historia de las poblaciones, y que ambas 

poblaciones cumplan estos requerimientos. Por otro lado los factores históricos a los que estas 

poblaciones pueden haber estado sometidas más o menos recientemente, como reducciones o 

expansiones de tamaños poblacionales, no solo son desconocidas sino que pueden afectar de forma 

distinta a las dos especies ya que tienen preferencias ecológicas distintas y pueden debilitar las 

conclusiones sacadas de estos datos. Eventos como una expansión demográfica reciente de B. 

trimera generaría como artefacto una menor diversidad de lo esperado para el tamaño poblacional 

observado, de manera inversa una reciente reducción demográfica en B. crispa ocasionaría que esta 

especie pareciera más diversa de lo que su actual tamaño poblacional sugiere. También una 

situación de selección balanceadora puede explicar más polimorfismo de lo esperado en ciertos loci 

(Aguilar et al.  2004), pero esta variabilidad puede restringirse solo a dichos loci permitiendo que 

los demás sufran los efectos homogeneizadores de la deriva (Aguilar et al.  2004), por tanto los loci 

neutros deberían estar muy ligados a los loci bajo selección para ser afectados.  Estos cambios 

demográficos podrían afectar también estadísticos como el Fst, por ejemplo una expansión 

poblacional rápida puede ocasionar que una especie con una amplia distribución presente 

poblaciones con frecuencias alélicas muy parecidas, y por tanto Hs y Ht sean muy similares, y el 

valor de Fst sea muy bajo.       

La estrategia planteada, de detectar  bandas compartidas sitio-específicas, para detectar flujo génico 

entre las especies Baccharis trimera y B. crispa, no arrojó resultados con el cebador utilizado (ISSR 

6). Dichas bandas no fueron detectadas y tampoco se detectaron bandas que cumplan algunos de los 

requisitos encontrados en la literatura para ser considerados especie específicos, siendo estos 

requisitos frecuencias diferenciales entre ambas especies (Daheler & Strong 1997, Neufer et al.  

1999, Lamont et al.  2003, Gonzalez-Rodriguez et al.  2004). 

Considerando la versión cuantitativa de la estrategia, las distancias poblacionales, no hay un patrón 

claro, la distancia menor es entre poblaciones de especies distintas, para el sitio 3, y la distancia 

mayor es también entre poblaciones de especies distintas en el sitio 2. Esto podría deberse a una 

más temprana colonización del sitio 3, lo que habría dado más tiempo al flujo génico,o a una más 

temprana colonización del sitio 2 y un mayor tiempo de selección natural. Se esperaba que las 

poblaciones de B. trimera  fueran las más cercanas entre si, al menos por dos razones, en primer 

lugar B. trimera es la especie más ampliamente distribuida, de manera más continua y que presenta 
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a priori más capacidad de flujo génico entre sitios. En marcado contraste, B. crispa se distribuye en 

un ambiente mucho más restringido, limitado a afloramientos rocosos aislados, por lo que la 

continuidad de poblaciones (que harían factible el flujo génico) es menor. Una segunda razón para 

esperar que las poblaciones de B. crispa sean más divergentes es su pequeño tamaño, lo que las 

haría más propensas a la diferenciación por deriva génica (Hartl & Clark 1989). El considerar 

aspectos selectivos para explicar este patrón implicaría que muchos de estos marcadores estuvieran 

bajo selección o ligados a loci bajo selección en B. crispa, lo cual es poco probable, por otro lado 

podría reflejar simplemente diferencias de tipo histórico. Las distancias entre los sitios de colecta 1-

2, 2-3 y 1-3 son de 31.5, 41.3 y 65.8  kilómetros respectivamente (ver figura 4), en algunos trabajos 

(Beekman & Ratnieks 2000) se menciona el valor de 10 km como la distancia máxima recorrida por 

especies polinizadoras como Apis melífera, de manera que se podría pensar que el flujo génico entre 

sitios es poco probable. De todos modos es claro que las distancias genéticas no muestran una 

tendencia importante, ésto puede deberse probablemente el bajo número de marcadores usados en el 

estudio.  

En cuanto al problema de la hibridación inter-específica, si contemplamos solo la distribución de las 

poblaciones,  los datos reportados no se ajustan a un modelo sin flujo, la corta distancia de los sitios 

1 y 3 entre las especies implica el agregado de flujo génico al  modelo A. La presencia de 

polimorfismo cloroplástico en B. crispa en el sitio 2 y no en los demás es coherente con el hecho de 

que éste es el sitio donde los individuos tienen mayor estructura en el análisis de coordenadas 

principales, y presenta la mayor distancia entre poblaciones. Esto sugiere que el sitio 2 es aquel 

donde ocurre el menor flujo génico, y por tanto B. crispa aún retiene estos alelos distintos a los de 

B. trimera. Lorenze-Lemke et al. (2006), en un trabajo con dos especies, una muy distribuida 

geográficamente y una restringida a pequeñas salientes arenosas, se secuenciaron tres fragmentos 

cloroplásticos, encontrando 13 haplotipos, de los cuales algunos eran específicos de cada especie, y 

en algunas poblaciones mixtas estaban en ambas especies y en los potenciales híbridos. Esto 

permitió a los autores anteriormente mencionados concluir que se encontraban frente a una 

situación de contacto secundario. En el presente trabajo solo se detectan dos haplotipos y solo uno 

es propio de una especie, por lo que la idea de que éstos sean haplotipos ancestrales no se puede 

descartar.  Si suponemos que en los demás sitios B. crispa mantuvo en algún momento haplotipos 

distintos a B. trimera, y que se homogeneizó a nivel cloroplástico con esta última por hibridación, 

pero manteniendo diferencias a nivel nuclear que expliquen la diferencia morfológica, el proceso 

debiera haber sido la captura de los cloroplastos de B. trimera por parte de B. crispa. Debido a que 

en todos los sitios visitados B. trimera era siempre mucho más abundante, por azar se espera que el 
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polen de B. trimera llegue a muchas plantas de B. crispa, y no la situación inversa, por lo tanto para 

que B. crispa capture cloroplastos de su congénere, algún fenómeno de incompatibilidad o 

fenológico debiera marcar la dirección del flujo. Por ejemplo, si en ambas especies florecen las 

plantas masculinas primero, y B. trimera floreciera primero, en el solapamiento de las floraciones 

existirían principalmente flores femeninas de B. trimera y flores masculinas de B. crispa, lo cual 

daría cierta preferencia al flujo de polen de B. crispa hacia B. trimera. Evidentemente si florecieran 

las plantas femeninas primero el orden de floración debería ser el opuesto. 

Para completar la interpretación de la variación genética intra e inter-específica en estas especies es 

necesario conocer con mayor profundidad aspectos fenológicos y ecológicos. Adicionalmente, este 

estudio también se beneficiaría de un muestreo a mayor escala geográfica, secuenciar fragmentos 

cloroplásticos, usar más marcadores ISSR u otras secuencias nucleares. Esto permitiría probar 

varias hipótesis evolutivas, como por ejemplo si estas poblaciones son apenas parte de una gran 

zona híbrida, si sus rasgos comunes son producto de la distribución de linajes, o si estas poblaciones 

están atravesando cambios demográficos. Finalmente la importancia agronómica potencial de estas 

especies hace que este conocimiento tenga como fin inmediato el desarrollo de tecnología y la 

elaboración de planes de manejo para la conservación y prospección de germoplasma. 

Conclusiones  

La importancia medicinal de las “carquejas”, su potencial agronómico y la dificultad existente en la 

sección Caulopterae DC para resolver diferencias entre especies la hacen un grupo interesante de 

abordar. Este es el primer estudio con marcadores moleculares de poblaciones Uruguayas de 

Baccharis crispa y B. trimera. Ambas especies presentaron en las poblaciones analizadas valores 

bajos y similares de diversidad genética. Esto podría explicarse por fenómenos demográficos 

recientes y la cercanía filogenética entre ambas especies. No se encontraron marcadores especie 

específicos, pero el análisis de coordenadas principales y las distancias genéticas entre poblaciones 

sugieren que al menos en el sitio 2 (Salto del penitente) hay dos grupos distintos que se 

corresponden con Baccharis crispa y B. trimera. La presencia del haplotipo cloroplástico único de 

B. crispa en el sitio 2 corrobora lo anterior. Estos resultados preliminares muestran que además de 

la diferenciación morfológica entre estas dos especies, observada durante la colección del material 

biológico, podría existir un cierto grado de diferenciación genética. Para determinar con mayor 

precisión el grado de aislamiento reproductivo entre estas dos especies y diseñar herramientas para 

implementar un sistema de trazabilidad de sus productos derivados sería necesario ampliar el 
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muestreo y el número de marcadores, ésto permitiría determinar la direccionalidad del flujo génico 

entre las especies. 
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