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RESUMEN

Se realizé la amplificacién por PCR de un fragmento de 3.200 pares de bases del mtDNA de Nutria
Gigante de Rio, Taira y Hurdn. Luego, se digirio con las enzimas BamH 1; Bgl 1, EcoR 1, Hha ], Hind 111, Hinf
I, Sal 1 y Xba 1, y a partir de este andlisis se obtuvo el mapa fisico de esta region que contiene los genes: cyth,
tRNA-Pro, D-Loop, tRNA-Phe y 12SrRNA. Con los resultados se obtuvo el mapa fisico de restriccion parcial del
mtDNA de este fragmento en Mustélidos y se compararon con mapas tedricos de diferentes mamiferos. Se
construyeron drboles filogenéticos basados en un andlisis de parsimonia usando el programa PAUP. La nutria
gigante de rio posee 85% de homologia con la taira, 70% con el hurén y 18% con los mamiferos estudiados.
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ABSTRACT

PCR amplification of a 3.2 kb fragment was made for the mtDNA of the river giant otter, tayra and huron.
Afterwards, the DNA fragment was digested with restriction enzymes BamH I; Bgl I, EcoR [, Hha I, Hind /7], Hinf
I, Sal I y Xba I, firom which a physical map of the region that has the genes tRNA-Pro, D-Loop, {RNA-Phe y
12SrRNA was obtained. The results led to the mapping of this partial restriction physical map of mtDNA of
mustelids which it was compared with other mammalian theoric maps. Phylogenetic trees were made by the
software PAUP based on parsimony analisyis. Conclusions suggest that the river giant otter has 85% of homology

for Tayra, 70% for huron and 18% with other studied mammalians.
Key words: Pteronura brasiliensis, mitochondrial DNA, Mustelids, restriction enzyme.

INTRODUCCION

La nutria gigante de rio (Pteronura brasiliensis)
es un mamifero carnivoro, de la familia Mustelidae a la
cual pertenecen también las tairas y los hurones'. La
nutria es considerada por el CITES como una especie
vulnerable y por la ITUCN como especie en peligro de
extincion. La P. brasiliensis es una especie unica en
sus adaptaciones semi-acuéticas, lo cual la diferencia
del resto de las especies que pertenecen a la familia
Mustelidae. Presenta varias caracteristicas especiales,
las cuales deben tenerse en cuenta para la conservacion
de esta especie. Es considerada una especie “sombrilla”,
la cual se distribuye en amplias 4reas a las cuales se
asocian una gran cantidad de individuos®. Se podria
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utilizar como una especie bioindicadora ya que se
encuentra en aguas no contaminadas, en las cuales se
encuentran una gran cantidad de peces. Por tltimo, se
puede considerar una especie clave, por su capacidad
de regular y mejorar las poblaciones de peces que
consume y por el aporte de nutrientes a la selva®. Estas
caracteristicas llevan a la nutria gigante a asociarse con
una gran cantidad de individuos, los cuales se verian
beneficiados con su presencia. Todo lo anterior, conlleva
a que sea de gran importancia la proteccién de esta
especie. Los estudios moleculares realizados con la nutria
gigante de rio son escasos. Por esta razon, identificar el
mapa de restriccion del mtDNA de esta especie seria
un gran avance, el cual, unido con los estudios ecolégicos
que se han realizado, permitirian conocer un poco mas a
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cerca de la distribucion y necesidades que presenta la
especie para desarrollar planes de manejo y
conservacion. A su vez los estudios filogenéticos y de
variabilidad que se han realizado con los Mustélidos son
escasos, razén por la cual comparar los mapas de
restriccion del mtDNA permitiria conocer un poco mas
acerca de la filogenia de esta familia.

El DNA mitocondrial (mtDNA) se ha venido
utilizando para realizar varios tipos de andlisis, en especial
los que tienen que ver con la filogenia de los individuos.
El mtDNA presenta replicacién semi-conservativa,
ausencia de proteinas cromosomales y pocas o ninguna
repeticion de genes®. Se encuentran de 100 a 1.000 copias
por c€lula y es heredado unicamente por la madre?. En
especial el mtDNA de los animales muestra un
polimorfismo intra-especifico muy alto y en la mayoria
de los casos presenta una evolucion mas rapida que la
del DNA nuclear’. Dada su heredabilidad por parte de
la madre, el mtDNA acumula mutaciones en los linajes.
La alta tasa mutacional permite distinguir entre
poblaciones altamente relacionadas®.

El método de comparacion de mapa de restriccién
permite estimar la variabilidad que se presenta entre los
genomas de los diferentes animales, los mecanismos
de su evolucién y por lo tanto de su poder adaptativo’.
El conocimiento de las secuencias de los genes, la
variabilidad que presentan entre las diferentes
poblaciones y su filogenia permitiria tener un mayor
conocimiento de la nutria gigante y de la familia
Mustelidae.

Este proyecto se relaciona con investigacion
genética molecular conservacionista que se desarrolla
en los zoolégicos colombianos y se convierte en un
valioso aporte para el estudio de las diferentes especies
de la familia Mustelidae, y de otros mamiferos
colombianos que se encuentran amenazados en nuestro
pais. ot

Por esta razon, el Centro de Biologia Molecular
del Gimnasio Campestre inicié un proyecto que
pretende proveer informacién util para el analisis, tanto
de la especie P.brasiliensis como de sus familiares mas
cercanos, y asi, proponer planes de manejo de la especie
y su habitat previniendo su extincién. El objetivo del
trabajo fue determinar parcialmente el mapa de
restriccion del DNA mitocondrial de la nutria gigante
de rio, Pteronura brasiliensis, la taira, Eira barabara
y el hurén, Galictis vittata, usando enzimas de
restriccion, y establecer las relaciones filogenéticas de
este grupo con otros mamiferos.
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Se utilizaron dos poblaciones de nutrias gigantes de
rio, Pteronura brasiliensis, la primera proveniente del
Zoolo6gico de Cali en Colombia y la segunda del Zoolégico
de Quistococha en Iquitos, Perd. Ademas se utilizaron
muestras de nutria neotropical, Lontra longicaudis
provenientes de dos zooldégicos en Colombia, el primero
en Medellin y el segundo en Barranquilla, de tayra, Eira
barbara del zool6gico de Santa Cruz y de Hurén, Galictis
vittata del zoolégico de Barranquilla (Tabla 1).

Especie Nombre No. Sitios de origen
Comiin individuos |de las muestras
Pteronura Nutria gigante 10 Zoologico de
brasiliensis de rio Caliy
Zooldgico de-
Quistococha,
Pert.
Galictis vittata| Hurén 4 Zooldgico de
Barranquilla
Eira barbara |Tayra o Ulama 4 Zoolégico Santa
Cruz en
Santandersito.
Lontra Nutria 4 Zoolégico
longicaudis  |neotropical Santa fe en
Medellin y
Zoologico de
Barranquilla.

Tabla 1. Animales que se utilizaron para el estudio y origen de las
muestras de sangre y/o pelo.

Obtencion del DNA

El DNA se obtuvo de acuerdo con el método
publicado por Samper et al., (2002)%.

Diseiio de oligonucledtidos

Se utilizaron oligonucledtidos especificos disefiados
en secuencias conservadas del mtDNA de siete
mamiferos de acuerdo con lo publicado por Samper et
al., (2002)°.

Amplificacion de fragmentos del mtDNA por PCR

La amplificaciéon por PCR del mtDNA de la nutria
gigante de rio y los Mustélidos Colombianos se realizé
de acuerdo con lo publicado por Samper et al., (2002)°.

Corte con enzimas de restriccion y construccion
de arboles

Obtenido por PCR el mtDNA se cortd con ocho
enzimas de restriccion (BamH I; Bgl 1, EcoR 1, Hha
I, Hind 111, Hinf1, Sal 1 y Xba 1), y luego, se realizo
una electroforesis en geles de poliacrilamida, revelando
cada una de las bandas y determinando su tamafio.

13



Con- estos resultados se construyé el mapa de
restriccion.

Adicionalmente, se obtuvieron las secuencias
completas del mtDNA que se encuentran descritas en
Genbank y EMBL para los diferentes mamiferos. Estas
secuencias se analizaron utilizando las mismas enzimas
de restriccion, obteniendo de esta forma los mapas fisicos
de restriccion tedricos de los mamiferos, los cuales se
compararon con los obtenidos experimentalmente. Por
ltimo, se realizaron 4rboles filogenéticos basados en un
andlisis de parsimonia usando el programa PAUP, y asf,
se establecieron las relaciones filogenéticas entre los
diferentes mamiferos estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSION

La reaccién de PCR fue exitosa para tres pares de
oligonucledtidos: mt01-mt02, mt07-mt08, y mt11-mt12,
los cuales amplificaron fragmentos respectivamente de
2900, 2800, y 3200 pb aproximadamente (Figura 1). Esta
amplificacién representa el 54% del mtDNA de
Mustélidos. El fragmento amplificado de 3200 pb de
nutria, hurén y taira fue analizado con 8 enzimas de
restriccion, obteniendo el mapa fisico experimental de
esta region del genoma mitocondrial (Figura 2).

Nutria Gigante

[ Jf il
Huron

. |

Taira
[— — 1

B Bam H I B Hhal B EcoR!

B Hinf 1 B xpai B Hind 111

lisis de restriccion del fragmento amplificado con los
oligonucledtidos mtll-mti2 del mtDNA de Nz.ttlria gigantrf dfz/ rio, Hurén
y Taira. Se utilizaron 8 enzimas para el andlisis de r.esmcczan: BamH [
(azul oscuro), Hha ! (rojo), Hind HI (azul claro), Hinf I (verde claro).

Figura 1. And
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Figura 2. Productos de amplificacién por PCR obtenidos con las tres

parejas de oligonucledtidos, mt0]-mt02; mt07-mt08 y mtll-mtl2.

Ademis, se realizé el mapa fisico de restriccion
teérico con las mismas endonucleasas para la secuencia
del mtDNA descrita para los 7 mamiferos que delimitan
los oligonucledtidos mt11-mt12. Esta regién comprende
los genes: cytb, tRNA-Pro, D-Loop, tRNA-Phe y
12SrRNA.

De los resultados se dedujo que la nutria gigante de
rio posee 85% de homologia con la taira, 70% con el
hurén y 18% con los mamiferos estudiados.

Para la elaboracion del arbol filogenético se
escogieron como datos los 45 lugares de restriccion
identificados de los cuales 15 fueron informativos para
el anélisis de parsimonia. El drbol present6 una divisién
en dos grupos: j) humanos y i) los demds mamiferos
(Figura 3). En la divisién del segundo grupo se observé
una politomia, formandose tres subgrupos (mayo 2001):
a) la foca; b) perro, ballena, nutria gigante, hurén y taira;
y ¢) gato, burro y rinoceronte. Los tres Mustélidos y el
perro mostraron una mayor relacién entre ellos que con
las demds especies de mamiferos presentando un alto
valor de repeticion de 62 y una baja distancia filogenética
de 0,8 coincidiendo con clasificaciones previas. De
acuerdo con las clasificaciones de Pough et al. (1999) y
Ledje & Arnason (1995), el perro, la nutria, la taira, el
hurén y la foca deberian formar un grupo ya que todos
pertenecen al orden Carnivora y pertenecen a los
Canidae; este grupo e deberia estar separado de la
ballena, la cual deberfa ubicarse con los Perisodactile.
El otro grupo esta formado por el gato, el burro y el
rinoceronte. Nuevamente esto no concuerda con la
clasificacion tedrica, ya que el gato al pertenecer al orden
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Carnivora, esta mas emparentado con el perro, la nutria,
la taira, el hurdén y la foca, todos Carnivoros. El gato se
separa de este grupo, dejando a los animales
pertenecientes al orden Perisodactile en un tinico grupo,
con un valor de repeticién de 60. No se observa un grupo
formado por las especies pertenecientes al orden

Carnivora. Con todo esto, no se dilucid6 la relacion que
existe entre las 3 especies de Mustélidos. Se hace
necesario continuar con el mapa de restriccion para
robustecer el analisis parsimonioso por PAUP y poder

aclarar las relaciones filogenéticas y evolutivas de estas
especies.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en un andlisis de parsimonia de los sitios de restricciéon para el fragmento amplificado con la pareja de

oligonucleétidos mtll-mtl2 (Heuristic Search PAUP 4.0). Se muestran los valores bootstrap (entre circulos, como porcentaje de 1.000 replicaciones)
y la longitud de cada una de las ramas. 1. Humano; 2. Foca, ballena, perro, nutria gigante, taira, hurén, gato, burro y rinoceronte respectivamente.
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