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RESUMEN

Con el fin de identificar las bondades de la metodologia de RFLP se realizé un andlisis de un Sfragmento del gen
ribosémico 18S RNA de dos Nutrias Gigantes de Rio, el cual se amplificé por PCR y después se corté con las enzimas de
restriccion Hind I1l, EcoR I, BamH I, Hinf1, BgI I, Xba I'y Sal I. Los perfiles electroforéticos observados fueron idénticos para las
dos Nutrias, hembra y macho. Las enzimas Hind IlI, EcoR I, BgI I y Xba I no cortaron el fragmento del gen 18S RNA, Por el
contrario, las enzimas BamH I, Hinf 1y Sal I si cortaron el fragmento del gen 18S RNA. La enzima BamH I produjo tres bandas
de aproximadamente 30, 40 y 230 pares de bases aproximadamente. La enzima Hinf I produjo dos bandas de 200 y 100 pares
de bases aproximadamente y la enzima Sal 1 produjo dos bandas de peso molecular muy parecido a las bandas producidas por
la enzima Hinf I de 190 y 110 pares de bases aproximadamente. La metodologia de RFLP provee un invaluable recurso para
mapeo genético.
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SUMMARY

Wit the purpose to identify the utility of RFLP methodology an analysis of a ribosomic gen 18S RNA fragment of two giant
otters was made. The fragment was amplified by PCR and then cut with Hind I1l, EcoR I, BamH I, Hinf I, B¢l I, Xba I and Sal I
restiction enzymes. The electroforetic profiles observed for both otters male and female were identical. The Hind IIl, EcoR I, BgI
[and Xba I enzymes didn’t cut the gen. The BamH I enzyme made three bands aproximately 30, 40 and 230 base pairs. The Hinf
Ienzyme made two bands of aproximately 200 and 100 base pairs, and Sal I enzyme made two bands of very similar molecular
weight than those produced by Hinf I enzyme of 190 and 110 base pairs aproximately. The RFLP methodology is a great
resource for gen maping.
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INTRODUCCION leza UICN en 1994 publicé el Libro Rojo, en donde se descri-
ben las especies colombianas en peligro de extincién en el
cual la nutria aparece como especie vulnerable. El nimero de
nutrias en Colombia se ha reducido considerablemente por la
destruccion de las selvas tropicales, la pesca excesiva, la con-
taminacidn de las aguas, la cacerfailegal y el turismo local?.

: En Sudamérica encontramos cuatro de las trece espe-
¢ies de nutrias existentes en el mundo. Estas se distribuyen
desde las selvas del Darién colombianas hasta las costas de
Argentina y Chile. Dos de las especies suramericanas se en-
tuentran en Colombia: la nutria neotropical Lontra

longicaudis, m4s pequefia, solitaria y nocturna, y la nutria Actualmente, no existen mayores trabajos en genética
gigante de rip Pteronura brasiliensis. Se han descrito nutrias o biologia molecular de la nutria gigante. La mayoria de estu-
gigantes en Jag cuencas de los rios Arauca, Orinoco, Vichada, dios estdn relacionados con la ecologia y etologia de la nutria
Bita, Tomo, Tuparro y Tuparrito, como también en la serrania describiendo el hébitat, alimentacion, conductas y estado de
dela Macareny! 2. conservacion® * 4,

La nutria gigante es una de las especies mas amenaza- Koepfli & Wayne® publicaron un trabajo sobre las rela-
das de nutrigg en el mundo. La Unién Mundial para la Natura- ciones filogenéticas de nutrias basados en secuencias
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mitocondriales del citocromo b. Ellos estudiaron las relacio-
nes entre 9 de 13 especies de nutrias y su relacion filogenética
dentro de la familia Mustelidae utilizando la secuencia
nucleotidica completa del gen citocromo b. Otros grupos de
investigacion han trabajado en filogenia molecular de la fami-
lia Mustelidae basdndose también en las secuencias
nucleotidicas del citocromo b,

Moncayo’ en el Centro de Biologia Molecular del Gim-
nasio Campestre realizo un estudio en citogenéticay determi-
nacion del gen del choque térmico (hsp70) en mustélidos, 1o
cual es un buen aporte para futuros estudios de la especie
Pteronura brasiliensis.

La nutria gigante de rio perteneciente a la subfamilia
Lutrinae, es una especie unica en sus adaptaciones
semiacudticas que la diferencian de sus parientes de la familia
Mustelidae. Es un grupo carnivoro del cual se desconoce aun
su evolucién con respecto a sus parientes las nutrias de 10s
rios de Norte América, neotropicales y marinas. Segin el es-
tudio realizado por Koepfli & Wayne® mediante secuencias
nucleotidicas de citocromo b mitocondrial, no se pudieron
resolver sus relaciones filogenéticas por este medio con sus
otras parientes y se sugirid que su entrada a Sur América
debi6 ser en el Pleistoceno y se cree que desciende del
Plioceno tardio al Pleistoceno temprano del género Satherium
proveniente de Norte América que inmigro de Asia durante el
Plioceno®.

Son realmente pocos los estudios hechos en Colombia
acerca de su genética y biologfa molecular. La nutria gigante
de tio se ve afectada por diferentes tipos de enfermedades
viricas y parasitarias, y gravemente amenazada por la conta-
minacién de las aguas, su cacerfa incontrolada y la pesca
excesiva lo que la hace una especie con gran necesidad de
estudio.

En este trabajo se amplifico por PCR el gen ribosomal
18S RNA vy se analiz6 con enzimas de restriccion mostrando-
se un mapa fisico del gen. Este modelo de estudio molecular
puede ser utilizado para hacer mapas fisicos de otros genes 0
partes del genoma que posean algin interés evolutivo,
adaptativo o médico. En este momento en ¢l Centro de Biolo-
gia Molecular se esta realizando el mapa fisico del DNA
mitocondrial de la Nutria.

METODOLOGIA

Aislamiento de DNA. Muestras de sangre periférica de
Nutria de Rio obtenidas del Zoologico de Cali se utilizaron
para obtener DNA purificado por el método de Salting out®.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Un segmento
del gen ribosomal 18S RNA se amplifico utilizando una mezcla
de reaccion que contenia 200 mM de NTPs, 1,5mM de MgCl2,
1X PCR buffer, 1U de Taq DNA polimerasa, 20 pM de
oligonucledtidos “primers” 18S-ay 18S-by 100 gde DNA.La
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reaccion se llevo acabo enun termociclador de bloque 1y
Omn-E, UK, utilizando un programa que compren;g YB_A
de 30seg.a94°C,40seg. a 62°Cy40seg. a 720C: 5 )‘5c:c10S
30 seg. a94°C, 40 seg. a60°Cy 40 seg. 2 72°C; 10 ’Ci(;lc‘lns de
seg.294°C, 40seg.a55°Cy40seg.a72°Cyy 15 Cicl()? dej
seg.294°C, 40 seg. a 52°Cy 40 seg. a 72°C; con upg 0s de 3)
final de 5 mina 72°C. ACxtensigy,

Restriccion enzimatica. El segmento dg) gen ampy;
do se cortd con las enzimas Hind ITI, EcoR 1, BamH | I;I'flca
Bgl I, Xbaly Sall A 0,5 ?g de DNA se adiciong 1),(b1n§1,
especificoy 2,5U de enzima y esto se repitié para S uffer
las enzimas y s¢ incubG a 37°C durante 6 horas de ac,?a de
con las especificaciones de la casa comercial fabricane (G?Lio
BRL, USA). 1bco

Analisis de la restriccion. Una alicuota de 10 uL g
reaccién de restriccion se analizo por electroforésis ep ael de
@ i . : SIS c
agarosa al 1% y se visualizO en un transiluminador, ”

RESULTADOS Y DISCUSION

Los genomas de gran tamaiio se pueden mapar tantg
fisica como genéticamente. Los mapas fisicos se basan en ¢]
analisis directo de las moléculas de DNA que constituyen
cada cromosoma, incluyendo tanto mapas de restriccién como
colecciones ordenadas de clones gen6émicos de DNA (Figura
1), que se pueden considerar como representaciones incom-
pletas o parciales del mapa fisico completo, que seria la se-
cuencia lineal continua de todos los nucledtidos que forman
el genoma’. Recientemente los métodos del DNA
recombinante han permitido utilizar como marcadores
genéticos pequeiias secuencias de DNA que pueden diferir
entre individuos de la poblacién sin producir ningin efecto
detectable en el organismo. Uno de los marcadores gencticos
de este tipo mas utilizados se basa en que pequefios cambios
en la secuencia de DNA pueden modificar los patrones de
corte de las endonucleasas de restriccion, produciendo im-
portantes diferencias en las longitudes de ciertos fragmentos
de restriccién del DNA en esa zona. Asimismo pueden variar
las longitudes de los fragmentos de restriccion debido a pe-
queiias inserciones o delecciones que afecten a un Dl'lm.ﬂl'p
reducido de bases. A estas pequefias diferencias entr¢ inanl-
duos se les denomina polimorfismo de longitud de los fras-
mentos de restriccion RFLP?, Un RFLP es tanto mas il cuan-
to mas frecuente sea la poblacion, ya que existe una pl‘Obéti‘;
lidad mayor de que los padres de un €ierto individuo PU”]%:
marcadores diferenciables. Esta es una de 1as razones Por I’llH
cuales Ia base de los marcadores RFLP mas atiles 5691;0;6
secuencias cortas repetidas que s€ encuentran en bt
muy variable en los diferentes individuos’.
amplifico ur
rias de £fo (7
de bases d° 10;1g1“i" "
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En este trabajo particular se o © choy
del gen ribosomal 188 RNA d¢ dos nu -
hembra) de aproximadamente 300 pares

La Figura 2 presenta los fragmentos d
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.o Hind 111, EcoR 1, BamH 1, Hinf1, Bgl1, Xbaly Sall.
Rl s 2 al 8 presentan los RFLPs de la nutria macho y
Lo Carflﬂe 5 al 13 de la nutria hembra. Los perfiles observa-
los £ 'i:énticos para los dos individuos. Es poco probable
dos son lo de la misma especie se encuentren polimorfismos

we den‘trcic’)n si las poblaciones tienen el mismo origen y
e restri® ia, como se presenta en este caso. Las enzimas Hind
Procede;CI iigl 1y Xba I no cortaron el fragmento del gen 185
g; icol N (’]ue indica que el gen no posee las secuencias

nucle:ﬂglt‘i’:: de reconocimiento para estas enzimas. Por el
Tﬁ;Gu-aI‘iO’ las enzimas BamH 1, Hinf 1'y Sal I si cortaron el
;ragmeﬂto del gen 18S RNA. La enzima BamH I produjo tres
pandas de aproximadamente 30, 40y 230 pares-d'e bases aproxi-
madamente, que indica la presencia de dos sitios de corte de
Jasecuencia G GATCC. La enzima Hinf I produjo dos bandas
de 200 y 100 pares de bases aproximadamente, con un solo
sitio de corte para esta enzima en la secuencia G ANTC y la
enzima Sal 1 produjo dos bandas de peso molecular muy pare-
cido a las bandas producidas por la enzima HinfI1de 190y 110
pares de bases aproximadamente, con un unico sitio de corte
en la secuencia G TCGAC adyacente al sitio Hinf 1.

A ACGTT, G AATTC GCCNNNN NGGCy TC
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Figura No 1. Clones de DNA gendmicos solapados. La coleccion de
clones que se muestran cubren una pequefia una pequefia region
del cromosoma del gusano nemdtodo Caenorhabditis elegans y
representa un 0,3% del genoma total (de Biologia Molecular de la
Célula, 1996. Alberts et al.).
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Figura No 2,

& Sou Restriccion enzimatica del gen ribosomico 188 RNA
o PClsmé‘ex al'e bases aproximadamente (Carril 1), ampliftcad.o
del Dy 'd ‘;" riles ?-7 restriccion del producto amplificado a partir
L Hinf 1 By i hembra con las enzimas Hind I1l, EcoR 1, BamH
ampliﬁm‘d el Xl.)a I'y Sal I. Carriles 8-13 restriccidn del proajucto
Hing 1y 0 a partir del DNA de la nutria macho con las enzimas

» BeoR 1, BamH 1, Hinf I, Bgl I'y Xba I. pb: pares de bases.
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Los RFLP son ttiles para el mapaje genético gracias a
que las diferencias de tamaiio de fragmento que un individuo
hereda se detectan con gran facilidad mediante transferencia
de Southern utilizando una sonda DNA complementaria a di-
cha regién. Ademads, los RFLP permiten relacionar el mapa
genético con el mapa fisico: por un lado sirven como verdade-
ros marcadores genéticos, como el color de los 0jos; por otro
lado las sondas DNA que permiten detectar son secuencias
DNA que se pueden localizar con relativa facilidad en el mapa
fisico mediante hibridacién de DNA®.

Como se puede ver, los RFLP son una herramienta im-
portante para la realizacién de mapas parciales y totales de
genomas completos. Uno de los objetivos de este trabajo es
estudiar las posibilidades que brinda la metodologia de RFLP
para la realizacién de mapas parciales del genoma de la Nutria
de Rio como un aporte importante en el estudio de la genética

molecular de esta especie que se encuentra en peligro de ex-
tincién.
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