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RESUMEN 
Con el fin de identificar las bondades de la metodología de RFLP se realizó un análisis de un fragmento del gen 

ribosómico 18S RNA de dos Nutrias Gigantes de Río, el cual se amplificó por PCR y después se cortó con las enzimas de 
restricción Hind lll, EcoR /, BamH /, Hinf I , Bgl !, Xba I y Sal l. Los pe1ji.les electroforéticos observados fueron idénticos para las 
dos Nutrias, hembra y macho. Las enzimas Hind lll, EcoR ! , Bgl I y Xba I no cortaron el fragmento del gen 18S RNA, Por el 
contrario, las enzimas BamH !, Hinf I y 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 bandás de 200 y 100 pares 
de bases aproximadamente y la enzima Sal I produjo dos bandas de peso molecular muy parecido a las bandas producidas por 
la enzima Hin.f I de 190 y 110 pares de bases aproximadamente. La metodología de RFLP provee un invaluable recurso para 
mapeo genético. 

Palabras clave: Pteronura brasiliensis, Nutria de Río, gen ribosómico 18S RNA, enzimas de restricción. 

SUMMARY 

With the purpose to identijy the utility of RFLP met/Jodology an analysis of a ribosomic gen 18S RNAfragment of two giant 
otters was made. The f ragment was amplijied by PCR and then cut with Hind III, EcoR !, BamH /, Hinf /, Bgl !, Xba I and Sal I 
restiction enzymes. The electroforetic profiles observedfor both otters mate andfemale were identical. The Hind III, EcoR I, Bgl 
I 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 
I enzyme made two bands of aproximately 200 and 100 base pairs, and Sal I enzyme made two bands of very similar molecular 
weight than !hose produced by Hinf I enzyme of 190 and 110 base pairs aproximately. The RFLP methodology is a great 
resourcefor gen maping. 
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INTRODUCCIÓN 

En Sudamérica encontramos cuatro de las trece espe
cies de nutrias existentes en el mundo. Estas se disl:libuyen 
desde la,; selva-; del Druién colombianas basta las costas de 
Argentina y Chile. Dos de las especies suramericanas se en
cuentran en Colombia: la nutria neotropical Lontra 
l~ngicaudis, más pequeña, solitaria y nocturna, y la nutria 
gigante de río Pteronura brasiliensis. Se ban descrito nutrias 
gi_gantes en las cuencas de los ríos Arauca, Orinoco, Yichada, 
Bita, Tomo, Tuprurn y Tupru1ito, como tam bién en la serranía 
de la Macarena i. 2. 

La nutria gigru1te es una de las especies más amenaza
das de nutria<; en el mundo. La Unión Mundial para la Natura-
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leza UICN en 1994 publicó el Libro Rojo, en donde se descri
ben las especies colombianas en peligro de extinción en el 
cual la nutria apru·ece como especie vulnerable. El número de 
nutrias en Colombia se ba reducido considerablemente por la 
destrucción de las selvas 1:t·opicales, la pesca excesiva, la con
taminación de las aguas, la cacería ilegal y el turismo local2

• 

Actualmente, no existen mayores trabajos en genética 
o biología moleculru· de la nutria gigante. La mayoría de estu
dios están relacionados con la ecología y etología de la nutria 
describiendo el hábitat, alimentación, conductas y estado de 
conservación 1 

• 
2

• 
4

• 

Koepfli & Wayne3 publicaron un trabajo sobre las rela
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 relación filogenética 

dentro de la familia Muste lidae utili zando la secuencia 

nucleotídica comple ta del gen citocromo b. Otros grupos de 

investigación han trab~jado en filogenia molecular de la fami-

1 ia Mus telidae basándose tambié n en las secuencias 

nucleotídica.s del c itocromo b5·6 • 

Moncayo7 en el Centro de Biología M olecular del Gim

nasio Campestre realizó un estudio en citogenética y detenni

nación del gen del choque ténnico (hsp70) en mustélidos, lo 

cual es un buen aporte para futuros es tudios de la especie 

Pteronura brasiliensis. 

La nutria gigante de río perteneciente a la subfamilia 

Lutrinae, e s una esp ecie única e n s us ada ptacio nes 

semiacuáticas que la diferencian de sus parientes de la familia 

Mustelidae. Es un grupo camívoro del cual se desconoce aún 

su evolución con respecto a sus parientes las nutrias de los 

ríos de Norte América, neotropicales y mal'inas. Según el es

tudio realizado por Koepfli & Wayne3 mediante secuenc ias 

nucleotídicas de citocromo b mitocondrial, no se pudieron 

resolver sus relaciones filogenéticas por este medio con sus 

otras paiientes y se sugirió que su entrada a Sur América 

debió ser e n el Ple is toceno y se cree que desciende del 

Plioceno tardío al Pleistoceno temprai10 del géneroSatherium 

proveniente de Norte América que inmigro de Asia durante el 

Plioceno 3
• 

Son realmente pocos los estudios hechos en Colombia 

acerca de su genética y biología molecular. La nutria gigante 

de río se ve afectada por diferentes tipos de enfermedades 

víricas y parasitarias, y gravemente amenazada por la conta

minación de las aguas, su cacería incontrolada y la pesca 

excesiva lo que la hace una especie con gran necesidad de 

estudio. 

En este trabaj o se amplificó por PCR el gen ribosomal 

18S RNA y se analizó con enzimas de restricción mostrándo

se un mapa físico del gen. Este modelo de estudio molecular 

puede ser utilizado para hacer mapas fís icos de otros genes o 

pa rtes de l genom a que posean algún interés evolutivo, 

adapta tivo o médico. E n este momento en el Centro de Biolo

gía Molecular se esta realizai1do el mapa físico del DNA 

mitocondrial de la Nutria. 

METODOLOGÍA 

Aislamiento de DNA. Muestras de sangre periférica de 

Nut1ia de Río o btenidas del Zoológico de Cali se utilizaron 

para obtener DNA purificado por el mé todo de SaJting o ut 8. 

Reacci,,n en Cadena de la Polimerasa. Un segmento 

Llel gen 1i bosomal 18S RNA se amplificó utilizando una mezcla 

tle reacción que contenía 200 mM de dNTPs, 1,5 mM de M gCJ2, 

l X PC R buffer, 1 U de Taq DNA po limerasa, 20 pM de 

oli gonucleótitlos "primers" 18S 0a y 18S-b y 100 g de D NA. La 
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reacción se llevó a cabo en un tennoc iclador de bl<J 
. . · C)Ue l-JyB 

Ornn-E, UK, ut1hzando un programa que crnnpi·, ,,. Ál]) 
enu1(¡ 5 . 

de 30 seg. a 94ºC, 40 seg. a 62"C y 40 seg. a 72ºC· 
5 

. ciclos 

30 seg. a 94ºC, 40 seg. a 60"C y 40 seg. a 72"C- 10 ' . ciclos de 
e ºC , ciclos d 

seg. a 94ºC, 40seg.a _i5 y 40seg.a72ºC-y lS. · C3Q 

52ºC 40 ' · ciclos ll 3 
seg. a 94ºC, 40 seg. a y seg. a 72"C· con u e. O 
final de 5 rnin a 72"C. ' na extensión 

Restricción enzimática. El segmento llel gen am . 
do se cortó con las enzimas Hind III, EcoR I, BamH 

I 
Ph_fica. 

Bgl I, Xba I y Sal /. A 0,5 ?g de DNA se adicionó IX Hm~I. 
específico y 2,5U de enzima y esto se repiti(i para c ,,, buffer 

. . b ' 37"C d aua una de 
las enzunas y se mcu o a uran te 6 horas ,, 

. - . . d I ue acuerdo 
con las espec1hcac1ones e a casa comercial fabrican¡ (G' 

BRL, USA). e 1bco 

Análisis de la restt·icción. U na alícuota de 10 µL 

'6 d . '6 1· , de 
r eacc1 n e restncc1 n se ana izo por electrnforésis en 

O 1 
1 1 {JJ • al. , . ºe de 

agai·osa a 10 y se v1su, izo en un trans1luminador. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los genomas de gran tamaño se pueden mapar tanto 

física como gené ticamente. Los mapas físicos se basan en el 

análisis diJecto ele las m oléculas de DNA que constituyen 

cada cromosoma, incluyendo tanto mapas ele resllicción como 

colecciones ordenadas de clones genómicos de DNA (Figura 

1), que se pueden consiclerai· corno representaciones incom

ple tas o parciales del mapa físico completo, que sería la se

cuencia lineal continua de todos los nucleótidos que forman 

el genoma 9
• Reciente m e nte los m é todos del DNA 

recombinan te han permitido uti lizar como marcadores 

genéticos pequeñas secuencias de DNA que pueden diferir 

entre individuos de la población sin producir ningún efecto 

detectable en el organismo. U no de los marcadores genéticos 

de este tipo más utilizados se basa en que pequeños cambios 

en la secuencia de DNA pueden modificar los patrones de 

corte de las endonucleasas de res t1·icción, produciemlo im

portantes diferencias en las longitudes de ciertos fragmentos 

de restricción de l D NA en esa zona. Asimismo pueden variar 

las longitudes de los fragmentos de resu·icción debido a pe

queñas inserciones o delecciones que afecten a un número 

reducido de bases. A estas pequeñas diferencias entre indivi

duos se les denomina polimorfismo de longitud de los trag

mentos de restr icción RFLP9 • U n RFLP es tanto más útil cuan

to más frecue nte sea la población, ya que existe una probabt-
. . . d ' ·duo porten 

hdad mayor de que los padres de un cierto m 1v1 . 
1es por las 

marcadores diferenciables. Esta es una de las razoi · 1 .
 

á , · (es sean as 
cuales la base de los m arcadores RFLP m, s uti · · , ero 

1 en num 
secuencias cortas repetidas que se encuentra• 

muy variable e n los diferentes individuos
9

• 

. . . - . , n fragmento 
En este trabaJo partic ular se amplltico u , ( ~•·ho y 

.· • de no 111"~ 
del aen ribosomal 18S RNA J e dos nutuas .,¡1uu. 

b • . • d b ses Je !Ollo 

hem bra) de aproximadamente 300 paies e a . . .. · <n con Jas 
· • de 1·estw.:c1<, 

La F igura 2 presenta los fragme ntos · 

6 y CIENCl1\ 
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H. d ID EcoR I BamH 1, Hinfl, Bgl 1, Xba I y Sal l. . as ,n , , 
enz1:arriJes 2 al g presentan los RFLPs de la nutria macho y 
1,os .

1 
9 al 13 de la nutria hembra. Los perfiles observa

los carn _ed~nticos para los dos individuos. Es poco probable 
dos son J • li rfi de la misma especie se encuentren po mo ismos 
que dentro . . I . . . ·ón si las poblaciones tlenen e mismo ongen y 
~~m~ .. 

d 
·a como se presenta en este caso. Las enzimas Hmd oce ene• , 

pr R I Bgll y Xba I no cortaron el fragmento del gen l 8S JII Eco , . 
' 1 que indica que el gen no posee las secuencias 

RNIA, tí~cas A ACGTI, G AATIC GCCNNNN NGGC y TC 
nuc eo . . · p I GA sitios de reconocimiento para estas enzimas. or e 
TA -rio las enzimas BamH I, Hinf I y Sal I si cortaron el conu, ..... ' . . 
fragmento del gen 18S RNA. La enzima BamH I produjo tr~s 
bandas de aproximadamente 30, 40 ~ 230 pares_ ~e bases aproXI-

adamente, que indica la presencia de dos sitios de corte de 
: secuencia G GATCC. La enzima f!inf 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 I produjo dos bandas de peso molecular muy pare
cido a las bandas producidas por la enzima Hinfl de 190 y 110 
pares de bases aproximadamente, con un único sitio de corte 
en la secuencia G TCGAC adyacente al sitio Hinf l. 

"º"" ··[ vectores 
cósmidoa 

l!:I:J a:::;:;::n ~ ==~ ....,,,=-
~m.'!=mcsaEIBI -cm!III ___,IZIIIEIIII 

mJCDez:::::::mitm:SC!:!il m:t:CI-

[-clones 
en YAC -- -

----------
/1· 

c1omosomn 3 su,,s 
·•t• "'11 ,. ,.,.,., .,. • <th w"', • i¼ , •• ,., - os / : 

unc-32 

~ 300 000 pares do bases 

Figura No l. Clones de DNA genómicos solapados. la colección de 
clones que se muestran cubren una pequeña una pequeña región 
del cromosoma del gusano nemátodo Caenorhabditis elegans y 
representa un 0,3% del genoma total (de Biología Molecular de la 
Célula, 1996. Alberts et al. ). 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

· 300pb 

Figura No 2 Rest · 'ó · " · ' · 8 RNA de 3 · n cc1 n enz1mat1ca del gen nbosom1co 1 S 
or OO pares de bases aproximadamente (Carril / ), amplificado 

: 1 DPNCR. Carriles 2-7 restricción del producto amplificado a partir 
e Elde/a · h ¡ H' if nutna embra con las enzimas Hind IJJ, EcoR /, BamH 

~ 11 

1

1~/' Bgl l, Xba / Y Sal l. Carriles 8-13 restricción del producto 1P 1J1cado a • d 
Hind /// partir el DNA de la nutria macho con las enzimas 

' EcoR 1, BamH 1, Hirif / , Bg/ / y Xba /. pb: pares de bases. 
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Los RFLP son útiles para el mapaje genético gracias a 
que las diferencias de tamaño de fragmento que un individuo 
hereda se detectan con gran facilidad mediante transferencia 
de Sou1!1em utilizando una sonda DNA complementaria a di
cha !~gión. Además, los RFLP permiten relacionar el mapa 
genetico con el mapa físico: por un lado sirven como verdade
ros marcadores genéticos, como el color de los ojos; por otro 
lado las sondas DNA que permiten detectar son secuencias 
DNA que se pueden localizar con relativa facilidad en el mapa 
físico mediante hibridación de DNA9. 

Como se puede ver, los RFLP son una herramienta un
portante para la realización de mapas parciales y totales de 
genomas completos. Uno de los objetivos de este trabajo es 
estudiar las posibilidades que brinda la metodología de RFLP 
para la realización de mapas parciales del genoma de la Nutria 
de Río como un aporte importante en el estudio de la genética 
molecular de esta especie que se encuentra en peligro de ex
tinción. 
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