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RESUMEN 

Este estudio evaluó y estandarizó la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de los 

Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar por la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(RAPD-PCR), con el fin de obtener marcadores genético-moleculares que permitan estimar la 

diversidad genética de la tortuga cabezona. Se aisló ADN de C. caretta de 2 zonas del Caribe 

colombiano (Don Diego N=5 e Islas del Rosario N=3) y se cuantificó obteniendo entre 8.63-78.5 

ng/µl. Se aplicó una matriz ortogonal de Taguchi que permitió reducir de 81 a 9 el número de 

reacciones. Las mejores condiciones de la reacción se determinaron evaluando 

concentraciones de 0.59 a 7.85 ng de ADN, 2 a 4 mM de MgCl2, 1 a 6 Unidades de Taq ADN  

polimerasa y  de 0.1 a 0.5 µM de oligonucleótidos. Las condiciones estandarizadas se dieron 

con 7.85 ng/µl de ADN, 3.5 mM de MgCl2, 200 mM  de dNTP´s, 0.5 µM de oligonucleótido y una 

unidad de Taq ADN Polimerasa, en un volumen de reacción de 20 µl. Las condiciones de 

termociclado de la reacción se iniciaron con una desnaturalización a 94°C por 5 m, seguida por 

40 ciclos de: 94°C por 40 s, 37°C por 40 s y 72°C por 90 s y una fase de elongación final de 

72°C por 5 m. La diversidad genética se determinó utilizando el índice de Shannon obteniendo 

valores entre 2.19-2.48 para los individuos de Don Diego y entre 0.39-1.38 para los de Isla del 

Rosario. El índice de Pielou, produjo valores cercanos o iguales a 1. Se estandarizó una 

metodología que produce bandas claras, legibles y reproducibles, condiciones  indispensables 
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para que esta técnica de RAPD pueda utilizarse como alternativa confiable para realizar 

estudios de diversidad genética en la tortuga cabezona. 

PALABRAS CLAVES: Diversidad genética, Taguchi, RAPD-PCR, Caretta caretta 

 

ABSTRACT 

This study evaluated and standardized the sensitivity, specificity and reproducibility of 

Random Amplified Polymorphisms DNA by Reaction Chain Polymerase (RAPD-PCR), in order 

to obtain molecular genetic markers to estimate genetic diversity of loggerhead turtle. C. caretta 

DNA was isolated in two areas of the Colombian Caribbean (Don Diego N = 5 e Islas del 

Rosario N = 3) and quantified by obtaining between 8.63-78.5 ng / µl. We applied a Taguchi 

orthogonal array which reduced from 81 to 9 the number of reactions. The best reaction 

conditions were determined to assess concentrations of 0.59 to 7.85 ng DNA, 2.0 to 4.0 mM 

MgCl2, 1-6 units Taq DNA polymerase and 0.1 to 0.5 µM of primers. The conditions were 

standardized to 7.85 ng / µl DNA, 3.5 mM MgCl2, 200 mM dNTP's, 0.5 µM of primer and one unit 

of Taq DNA polymerase in a reaction volume of 20 µl. The thermo cycling conditions of the 

reaction was initiated with a denaturation at 94°C for 5 m, followed by 40 cycles of 94°C for 40 s, 

37°C for 40 s and 72°C for 90 s, and a final elongation phase of 72°C for 5 m. Genetic diversity 

was determined using the Shannon index, the values obtained for Don Diego turtles were 

between 2.19-2.48 and for Isla del Rosario turtles were between 0.39-1.38. The Pielou index 

produced values equal to 1. We standardized a methodology that produces light, legible and 

reproducible bands, indispensable conditions for that RAPD technique can be used as a reliable 

alternative for studies of genetic diversity in the loggerhead turtle.  

KEY WORDS: Genetic diversity, Taguchi, RAPD-PCR, Caretta caretta 
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INTRODUCCIÓN 

Caretta caretta (Linnaeus, 1759) es una especie cosmopolita en su distribución (Eckert et 

al., 2000) frecuentando aguas tropicales y subtropicales de los océanos Atlántico, Pacifico, 

Indico y de los mares Caribe y Mediterráneo (Kelez et al., 2003).  

Es una especie que presenta un alto declive poblacional a causa de las diferentes presiones 

antrópicas que las rodean (Domingo et al., 2006), como la comercialización de huevos, carne, 

aceites y la degradación de su hábitat (Eckert y Abreu, 2001), la contaminación de los mares 

por hidrocarburos derivados del petróleo o por la ingesta de plásticos (Mayol et al., 1988; 

Gibson y Smith, 2000; Marco et al., 2008). Por estas razones, actualmente está catalogada en 

peligro (EN) de acuerdo con los listados para especies amenazadas de la UICN (1996) y en el 

Libro Rojo de Reptiles de Colombia (Castaño-Mora, 2002) como especie en estado crítico (CR). 

En la actualidad las tortugas marinas son protegidas y conservadas, directa o indirectamente 

mediante diversos convenios internacionales como CITES, así como leyes y decretos 

nacionales (INVEMAR, 2002), como el Programa Nacional para la Conservación de las 

Tortugas Marinas y Continentales en Colombia, el cual tiene como visión “Lograr en el año 2022 

la conservación y manejo sostenible de las especies de tortugas” (PNCTMCC, 2002). A pesar 

de contar con estos instrumentos jurídicos, pocas son las acciones concretas que se han 

adelantado en Colombia  para la protección y conservación de las tortugas marinas (López et 

al., 2008).  

Para hacer posible un mejor desarrollo de estrategias de conservación efectivas de esta 

especie, es necesario tener conocimiento de la composición y diversidad genetica (Solano et 

al., 2009) y la identificación haplotipica de las colonias anidadoras, y forrajeadoras (Richardson, 

2000). Las técnicas de biología molecular y en particular el uso de marcadores moleculares, 

como los RAPD (del ingles: Random Amplification of Polymorphic DNA), los más utilizados en la 
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caracterización genética y estimación de la diversidad de animales y plantas (Liu y Cordes, 

2004; Eguiarte et al., 2007). Diferentes estudios han demostrado que existen factores que 

afectan los perfiles de amplificación obtenidos por RAPD-PCR (Williams et al., 1990; Welsh y 

McClelland, 1990), lo cual se manifiesta principalmente en falsos positivos (Atienzar et al., 2000) 

y la poca reproducibilidad de los ensayos (Dinesh et al., 1995) 

Algunos de los principales factores que afectan estos perfiles de amplificación, son la 

calidad (Jones et al., 1997) y la cantidad de ADN extraído (Poutou et al., 2005), así como las 

concentraciones de cloruro de magnesio (MgCl2) (Williams et al., 1993) la Taq polimerasa 

(Staub y Serquen, 1996), el programa de termociclador empleado, específicamente la 

temperatura de hibridación de los oligonucleótidos-iniciadores y el número de ciclos (Penner et 

al., 1993) y la presencia de ARN (Yoon y Glawe, 1993).  

Estas limitantes evidencian la necesidad de someter la técnica de RAPD-PCR a un proceso 

de puesta a punto, en el que se definan las condiciones bajo las cuales los patrones obtenidos 

sean fiables y reproducibles. El presente estudio tiene como objetivo optimizar marcadores 

moleculares RAPD-PCR para la caracterización genética de poblaciones de la tortuga marina 

Caretta caretta, así como estimar preliminarmente como modelo los índices de biodiversidad 

(Uniformidad de Pielou, Índice de Shannon,) permitiendo expresar las variaciones existentes a 

nivel genético de dos grupos de individuos de las playas Don Diego e Islas del Rosario, Caribe 

colombiano.  

 

ÁREA DE MUESTREO 

Se recolectaron muestras de sangre de tortugas cabezonas presentes en dos zonas del 

Caribe centro Colombiano: en la Playa Don Diego (11°15´N, 73°18´W; Departamento del 

Magdalena) ubicada en del Parque Natural de la Sierra Nevada de Santa Marta, (INVEMAR, 
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2002). Estas playas presentan una gran extensión y amplitud llegando a medir hasta 70 m de 

zona media (Marrugo y Vásquez, 2001). Aunque su dinámica es bastante alta (Ceballos, 1996) 

y algunos tramos de playa desaparecen por periodos cortos de tiempo (CORPOGUAJIRA, 

1992), estas playas mantienen su forma y estructura en condiciones aptas para la anidación de 

las tortugas (León, 2001). Históricamente la playa Don Diego ha sido zona de alta anidación 

(INVEMAR, 2002), estimándose en promedio 2 nidos por noche o 300 nidos durante una 

temporada de anidación (Kaufmann, 1973 EN: INVEMAR, 2002). En la última década se han 

registrado 14 emergencias para anidar por temporada de anidación (Marrugo y Vásquez, 2001), 

índice preocupante por la alta disminución de anidación en esta playa.  

El Archipiélago Islas del Rosario (10°09´N, 75°45´W; Departamento de Bolívar), se ubica a 

45 km de la Bahía de Cartagena alrededor de la Isla de Barú (INVEMAR, 2002). Las islas que 

fueron recorridas por su actividad de tortugas marinas fueron Tesoro, Rosario, además de isla 

Barú por su cercanía (Rincón y Rodríguez, 2004). La única especie que anida en el archipiélago 

del Rosario es la tortuga carey (Ceballos, 1996), y las tortugas verde y cabezona se observan 

en aguas aledañas probablemente alimentándose, desplazándose o simplemente en refugio 

(Ceballos, 2004).  

 

METODOLOGIA 

Muestreo 

Se recolectaron muestras de sangre de los senos cervicales dorsales según la metodología 

propuesta por Dutton (1996) de 8 individuos de dos grupos del Caribe Colombiano, distribuidas 

de la siguiente forma: Islas del Rosario (3 individuos) y playa Don Diego (5 individuos) (Figura 1) 

Una vez extraídas las alícuotas de sangre, fueron inmediatamente colocadas en tubos Tris-

EDTA buffer, (Greiner Bio-one®, Kremsmünster, Austria) para evitar la coagulación de las 

muestras. Las muestras se transportaron en neveras de icopor con geles refrigerantes hasta el 
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Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad Jorge Tadeo Lozano (sede Bogotá), y se 

guardaron a 4°C para su preservación antes de los análisis. 

 

Extracción y Cuantificación de ADN  

Se extrajo ADN total, empleando el kit UltraCleanTM Tissue & Cells DNA Isolation (MO BIO, 

Laboratorios Inc. California, USA) siguiendo las especificaciones de la casa comercial 

fabricante. El ADN, se reveló después de una electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se 

coloreo con bromuro de etidio (2 µg/ml). El gel se fotografió empleando el  fotodocumentador 

UVP GelDoc-It™ System y se analizó con el programa VisionWorks LS Image Acquisition and 

Analysis Software (UVP, Upland, USA). Seguidamente, se determinó la concentración del ADN 

con el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer y se registró con el programa  ND-1000 

V3.7.1 (Thermo Scientific, Denver, USA).  

 

Estandarización de RAPD-PCR 

Se empleó el método Taguchi con el fin de disminuir el número de reacciones necesarias 

para obtener la primera aproximación de estandarización de marcadores moleculares RAPD-

PCR en Caretta caretta (Codd y Clarkson, 1994). Se construyó una matriz ortogonal con las 

cuatro variables evaluadas (concentraciones de Taq ADN polimerasa, ADN, MgCl2 y 

oligonucleótido-iniciador) con tres concentraciones diferentes cada una, obteniendo de esta 

forma, 9 reacciones de 81 posibles (Tabla 1). De estas 9 reacciones se seleccionó la que 

produjo el mayor número de bandas claras y legibles, y con estas condiciones se evaluaron 

independientemente cuatro variables para mejorar el bandeo producido por el oligonucleótido-

iniciador OPA5: concentraciones de 0.59 a 7.85 ng de ADN, 2 a 4 mM de MgCl2, 1 a 6 Unidades 

de Taq ADN polimerasa y de 0.1 a 0.5 µM de oligonucleótidos-iniciadores. Con las condiciones 

de reacción optimizadas se evaluaron ocho decameros-iniciadores (OPA, Operon Technologies 
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Inc. Almeda California, USA) (Tabla 2), con el fin de determinar la variabilidad existente en los 8 

individuos analizados y en los oligonucleótidos-iniciadores antes mencionados. Además, se 

evaluó la reproducibilidad de la técnica RAPD-PCR con el oligonucleótido-iniciador OPA4 

utilizando ADN de la tortuga CSM perteneciente a playa Don Diego. Se realizaron reacciones de 

amplificación en días diferentes entre los meses de Agosto y Septiembre de 2009, se revelaron 

en agarosa al 1% y se compararon de acuerdo a su perfil electroforético.      

   En todas las reacciones se utilizó Taq ADN polimerasa y dNTPs de la casa comercial 

Bioline Inc. California (USA). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador de bloque 

PTC-100 Programmable Termal Controller  (MJ Research, Madison, USA). Los productos de 

amplificación se revelaron en una cámara de electroforesis Gel XL ultra V-2 (Labnet 

international, Inc. Bioscience Research, New Jersey, USA)  utilizando geles de agarosa (Seaken 

al 2,5%), por 90 minutos a 100 Voltios. Los geles fueron fotografiados con el fotodocumentador 

UVP Gel-Doc-ITTM
 

imaging system (UVP LSC. Upland, USA).  

 

Análisis de datos 

Bandas claras, nítidas y reproducibles fueron elegidas para los análisis. Los loci 

seleccionados fueron leídos y organizados en matrices binarias donde 1 indicó presencia y 0 

ausencia. El análisis de las matrices generadas se realizó con el programa PRIMER Versión 5.0 

(Plymounth Routines In Multivariate Ecological Resarch, United Kingdom, Inglaterra) con el que 

se determinó la diversidad genética acumulada  de acuerdo a la ecuación H´ = - Σ pi ln pi 2, 

donde pi = Ni/N = a la proporción de la i bandas de la especie en la muestra, así mismo Ni = 

número de bandas de la i especie. N = número total de bandas de la muestra (Shannon y 

Weaver, 1963); el número total de bandas (S); la uniformidad (J´) de acuerdo a la ecuación J'= 

H'/H'max donde H´max log2 S (Pielou, 1966). Así mismo se realizó un ordenamiento utilizando 

la estrategia aglomerativa jerárquica de la media no ponderada (UPGMA), con el fin de 
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establecer la similaridad genética entre individuos de los grupos y dentro de los grupos, se 

empleó la ecuación BC= Σ ІXij - XikІ / Σ (Xij + Xik), estableciendo la similaridad por Bray-Curtis 

(Ludwig y Reynolds, 1988), permitiendo calcular las distancias promedio entre todos los pares 

de objetos de las dos agrupaciones estudiadas (Vivanco, 1999) 

  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Descripción y Estandarización por Método de Taguchi 

Se obtuvo ADN de buena calidad, concentración y pureza. La Figura 2 muestra los 

productos de ADN obtenidos de los ocho individuos analizados. Se observan bandas únicas y 

limpias que presentan intensidades diferentes, en el carril 4 la muestra CSM4 muestra la mayor 

intensidad que está relacionada directamente con la concentración de ADN (110.5 ng/µl), los 

carriles 6, 7 y 8 muestran menor intensidad de las bandas y por ende menor concentración de 

ADN (30.4, 43.16 y 40.6 ng/µl respectivamente). Las otras muestras obtenidas (carriles 1, 2, 3 y 

5) presentaron intensidades y concentraciones de ADN intermedias (entre 56 y 78 ng/µl).   

 La estandarización de punto de partida fue realizada utilizando matrices ortólogas de 

Taguchi mediante reacciones de ensayo y error que permitieron minimizar de 81 a 9 el número 

de reacciones (Tabla 1). Se obtuvieron 58 fragmentos de marcadores RAPD-PCR con pesos 

moleculares entre 350 y 1800 pares de bases (pb) (Figura 3). Los carriles 1, 2, 8 y 9 

presentaron el mismo patrón de amplificación,  produciendo bandas nítidas y claras entre 350 y 

1000 pb, además de no presentar bandas entre 1000 y 1800 pb; en los carriles 3 y 6 se 

presentaron barridos entre 1000 y 1800 pb y de 8 a 9 bandas entre 350 y 1100 pb; en el carril 4 

(Figura 3) bandas claras y nítidas se presentaron entre 1000 y 1800 pb  y los barridos entre 350 

y 1000 pb, contrario a lo ocurrido en los carriles antes mencionados. Finalmente los carriles 5 y 

7 presentaron patrones similares de bandeo entre 350 y 1800 pb, pero debido a las bandas 

poco claras entre 400 y 600 pb y entre 1600 y 1800 pb amplificadas y reveladas en el carril 7 y 
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menor número de bandas producidas en el carril 9, se observó que la reacción en el carril 5 

reveló las mejores condiciones de reacción para utilizar como punto de partida para iniciar la 

estandarización, produciendo el mayor número de bandas (12) y los patrones más claros y 

nítidos de las 9 reacciones evaluadas (Tabla 1). En general se puede afirmar que el método de 

Taguchi no solo disminuye la proporción de reacciones, también ahorra tiempo y economiza 

reactivos (Taguchi y Wu, 1980). 

 

Estandarización de las Condiciones de Amplificación por RAPD-PCR 

La reacción óptima por el método de Taguchi (Tabla 1, reacción 5) produjo la mayor 

cantidad de bandas y de mayor claridad. Cavagnaro y Masuelli (2002) mencionan que, la 

elevada sensibilidad de la reacción de PCR en la producción de marcadores RAPDs requiere 

cantidades de ADN molde diluidos con baja concentración de contaminantes, por esta razón, se 

realizaron diluciones en agua destilada y desionizada de 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50 de una 

muestra de ADN de Caretta caretta con una concentración de 78.5 ng/µl. Este ensayo buscaba 

disminuir el efecto inhibitorio de productos de ARN y polisacáridos que podrían estar presentes 

en la muestra extraída de ADN y seleccionada para la optimización de la metodología. 

En la Figura 4 A se observan cambios en los patrones de los marcadores RAPDs para un 

amplio rango de concentraciones de ADN molde, el patrón de bandas más claro fue evidente 

para la concentración de 7.8 ng ADN molde, dilución 1:10 (Figura 4 A carril 1). Por otro lado, al 

usar ADN molde en bajas concentraciones 3.9, 2.6, 1.95 y 0.59 ng (Figura 4 A carriles del 2 al 

5), se produjeron diferencias en el patrón de bandas amplificadas, como  barridos entre los 900 

y 1800 pb (carril 2) disminución en el número de bandas, intensidad y claridad, además de la no 

obtención de bandas entre 950 y 1800 pb (carriles 3, 4 y 5). Estos resultados son similares a los 

obtenidos por Williams et al. (1990) quienes a concentraciones bajas de ADN molde produjeron 

una disminución en el número de bandas amplificadas.  
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El cloruro de magnesio (MgCl2) es de gran importancia para la reacción de RAPD-PCR, ya 

que los iones Mg2+ forman un complejo soluble con los dNTPs, estimulando la actividad de la 

polimerasa, incrementado la temperatura media de interacción entre la doble cadena de ADN 

molde y los oligonucleótidos-iniciadores (Newton y Graham, 1994). La Figura 4 B muestra el 

efecto de diferentes concentraciones de MgCl2 sobre los productos amplificados por RAPDs, en 

el carril 4 se evidencia el mejor perfil electroforético obtenido (3.5 mM de MgCl2) ya que 

amplificó 11 fragmentos claros e intensos con pesos moleculares entre 400 y 1900 pb. En los 

carriles 1, 2 y 3 con concentraciones de 2, 2.5 y 3 mM de MgCl2  respectivamente, las bandas 

electroforéticas entre 400-800 pb son similares a las obtenidas en el carril 4; sin embargo, las 

bandas entre 800-1900 pb se presentan como un  barrido inespecífico. En cambio, en el carril 5 

con 7.5 mM de MgCl2 se mejoró notablemente la nitidez de las bandas entre 800-1900 pb, pero 

son significativamente más claras las obtenidas en el carril 4.  Estos resultados están de 

acuerdo con los obtenidos por McPherson y Moller (2000) quienes afirman, que la efectividad 

de las amplificaciones de marcadores RAPDs es mayor con una concentración final de 3.5 mM 

de MgCl2, produciendo un incremento en el número de bandas y en su intensidad. Fernández et 

al. (1997) concluye que las concentraciones menores o iguales a 2.5 mM de MgCl2 producen 

barridos, como se puede observar en Figura 4 B, carriles 1 y 2.  

Para determinar el efecto ocasionado por la concentración de la Taq ADN polimerasa sobre 

los productos amplificados de ADN de C. caretta, se evaluaron concentraciones de 1 a 6 

unidades de polimerasa. Los fragmentos amplificados claros e intensos aumentaron cuando se 

disminuyó la concentración de la enzima. Gelfand (1992) y Williams et al. (1993) mencionan que 

el uso de concentraciones de Tag ADN polimerasa mayores a 3 unidades, tienden a amplificar 

fragmentos inespecíficos. En la Figura 5 B carriles 3, 4, 5 y 6 donde se empleó 3 a 6 unidades 

de Taq polimerasa respectivamente se observan  barridos después de los 700 pb. La 

concentración óptima de Taq ADN polimerasa fue de 1 unidad, resultado que está de acuerdo 
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con los obtenidos  por Williams et al. (1990), ya que a esta concentración se presentan el mayor 

número de bandas claras e intensas amplificadas cuando se trata de obtener marcadores 

RAPDs. 

Los oligonucleótidos-iniciadores permiten que la Taq ADN polimerasa inicie el proceso de 

transcripción en cada una de los fragmentos libres de ADN, por esta razón, es de suma 

importancia identificar el umbral de concentración de las dos variables  (Williams et al., 1990). 

Las concentraciones de MgCl2 empleadas en los carriles 2 y 3 produjeron un número de bandas 

intermedio (7 y 8 bandas), con barridos entre 1000 y 1400 pb (Figura 5 A), en cambio el carril 1 

con una concentración de 0.1 µM produjo el menor número de bandas (2) y de bajo peso 

molecular (300 a 400 pb), poca intensidad y claridad; en cambio, los carriles 4 y 5 presentaron 

las  bandas más claras, nítidas e intensas; sin embargo, en el carril 4 se produjeron un menor 

número de bandas (10). El patrón de mejor reproducibilidad fue obtenido utilizando 0.5 µM de 

oligonucleótidos-iniciadores con una unidad de Taq Polimerasa y 7.85 ng de ADN, amplificando 

12 bandas claras y de buena intensidad (Figura 5 A, carril 5). Hay que tener en cuenta que la 

hibridación de los iniciadores en reacciones de RAPD-PCR ocurre simultáneamente en varios 

puntos de la cadena molde, utilizándose regularmente concentraciones altas de 

oligonucleótidos (Sansinforiano et al., 2001), aunque para este estudio las condiciones estándar 

de oligonucleótidos permitieron una buena amplificación y unión de los oligonucleótidos a la 

cadena molde,  para Williams et al. (1993) la temperatura de hibridación de los iniciadores y la 

concentraciones de magnesio, son los factores que más afectan la intensidad relativa de las 

bandas amplificadas.  

Finalmente se evaluaron 5 temperaturas de hibridación (Figura 6 B), debido a que esta 

variable es crucial para la PCR, pues ocurre la unión de los oligonucleótidos-iniciadores a la 

cadena molde y con ello el inicio de la síntesis de la cadena complementaria. La Figura 6 B 

muestra en los carriles 1 y 2 (temperaturas de 35 y 36°C respectivamente) bandas con barridos 
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entre 800 y 1600 pb. Cavagnaro y Masuelli (2002) mencionan que temperaturas de hibridación 

menores a 36°C producen apareamientos inespecíficos entre oligonucleótidos-iniciadores y 

ADN molde, produciendo bandas no-específicas de baja reproducibilidad. En los carriles 4 y 5 

(temperaturas de 38 y 39°C respectivamente) se produjeron bandas con buena intensidad entre 

1200 y 1600 pb y nítidas entre 800 y 1000 pb; estos cambios en los patrones amplificados 

permitieron determinar que la temperatura de 37°C es la más adecuada para la amplificación de 

marcadores RAPDs, debido a que produjo la mayor claridad, nitidez e intensidad en todas las 

bandas amplificadas (800 a 1600 pb)   

 

Variabilidad y reproducibilidad de la técnica de RAPD-PCR 

Para confirmar que la reacción estandarizada con el oligonucleótido-iniciador OPA5, para 

obtener marcadores moleculares RAPDs con ADN de Caretta caretta funcionaba igual con otros 

oligonucleótidos-iniciadores, se realizó un ensayo utilizando 8 iniciadores OPA (Tabla 2). En 

este ensayo se observaron  bandas nítidas y claras en la mayoría de las reacciones obtenidas 

con los oligonucleótidos-iniciadores amplificados (Figura 6 A). Los carriles 2 y 3 muestran el 

bandeo electroforético de las reacciones donde se utilizaron los oligonucleótidos-iniciadores 

OPA2 y OPA3, se observan barridos en las bandas entre 1000 y 1800  pb y tenues entre 400 y 

1000 pb; en cambio, los carriles 1, 4, 5, 6, 7 y  8 en las reacciones que se usaron los 

oligonucleótidos OPA1, OPA4, OPA5, OPA6, OPA8 y OPA9 respectivamente, produjeron 

bandas entre 350 y 2000 pb con buena nitidez y claridad. En el carril 9, la reacción en la que 

utilizó  el oligonucleótido-iniciador OPA10 no produjo ningún producto de amplificación, debido 

posiblemente a que la secuencia nucleótidica de este iniciador no presenta  sitios de hibridación 

u homología en el genoma de la tortuga cabezona. En la Figura 6 A se manifiesta la variabilidad 

producida por los diferentes oligonucleótidos-iniciadores, que es el objetivo, cuando se 

estandariza un método para obtener RAPDs, este resultado es bien importante para poder 
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obtener resultados robustos en el análisis genético poblacional de tortugas cabezonas. 

Analizando este resultado se observaron 83 bandas, las cuales fueron 15 monomórficas y 68 

polimórficas, adicionalmente las flechas negras indican las bandas no informativas 

(monomórficas) (Figura 6 A) presentes en la mayoría de las reacciones con diferentes 

oligonucleótidos-iniciadores y con flechas rojas las bandas informativas (polimórficas) (Figura 6 

A) únicas para la mayoría de oligonucleótido-iniciador amplificados. La metodología 

estandarizada con el oligonucleótido-iniciador OPA5, produjo resultados similares en la 

obtención de RAPDs utilizando ADN de C. caretta en el 87.5% de los oligonucleótidos-

iniciadores OPA evaluados.  

 

En cuanto a la reproducibilidad del marcador RAPDs, la Figura 7 muestra las 

amplificaciones realizadas en cuatro días diferentes durante un mes; todos los carriles 

presentaron el mismo patrón de bandeo, en  cuanto a intensidad, claridad y nitidez, además del 

número de bandas producidas (12) y el peso molecular entre 300 y 1800 pb.  

En total, se realizaron 46 reacciones para la estandarización de marcadores moleculares 

RAPDs para Caretta caretta, 34 reacciones para la estandarización de todas las variables, 4 

para evaluar la reproducibilidad y 8 reacciones adicionales para evaluar la variabilidad 

producida por igual número de oligonucleótidos-iniciadores. Este diseño experimental propuesto 

ahorra tiempo y dinero generando resultados óptimos que pueden ser utilizados para 

evaluaciones poblaciones de esta tortuga marina. Con otra visión experimental, la evaluación de 

seis concentraciones de DNA, cinco de oligonucleótidos-iniciadores, cinco de  MgCl2, cinco de 

Taq ADN polimerasa y cuatro de temperatura de hibridación de los iniciadores que se 

realizadon en este estudio, se necesitarían un total de 3000 reacciones para obtener, tal vez el 

mismo resultado. Las condiciones estandarizadas se dieron con 7.85 ng/µl de ADN, 3.5 mM de 

MgCl2, 200 mM  de dNTP´s, 0.5 µM de oligonucleótido y una unidad de Taq ADN Polimerasa, 
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en un volumen de reacción de 20 µl. Las condiciones de termociclado de la reacción se 

iniciaron con una desnaturalización a 94°C por 5 m, seguida por 40 ciclos de: 94°C por 40 s, 

37°C por 40 s y 72°C por 90 s y una fase de elongación final de 72°C por 5 m. 

 

Análisis de Biodiversidad 

La biodiversidad enfoca su atención en los cambios de riqueza y abundancia de las 

especies (Segnini, 2003), por esta razón, en la última década se solidifica el uso de los índices 

de diversidad a nivel genético-poblacional (Washinton, 1984). 

El índice de diversidad de Shannon se fundamenta en la uniformidad y la riqueza, su 

máximo valor ln (S) se presenta cuando todas los loci observados se encuentran en igual 

proporción en la amplificación, reflejándose en la uniformidad con valor máximo de 1 (Barry y 

Hubert, 2008). En este estudio la diversidad de Shannon registrada en las tortugas cabezonas 

provenientes de la playa Don Diego (Magdalena) fue de 2.19-2.48 y para las tortugas 

provenientes de Islas del Rosario fue de 0.69-1.38, siendo una diversidad baja debido 

posiblemente a la poca recombinación de genes que existe entre individuos (Moore y Ball, 

2002) y a las pocas hembras que anidan actualmente en estas playas (1 a 3 hembras)  

(Moreno, 2006). El análisis de uniformidad de Pielou produjo valores de uno para todas las 

tortugas analizadas, indicando que existe una fuerte similaridad  y parentesco genético entre las 

tortugas cabezonas de los dos grupos evaluados (Figura 8). En general, existen pequeños 

cambios en cuanto a pares de nucleótidos (SNPs) que permiten determinar los pequeños 

cambios poblacionales que pueden estar presentando estas tortugas. Hay que advertir que 

estos resultados no son concluyentes, debido al bajo número de individuos analizado y a la no 

utilización de un programa que de valores exactos de diversidad genética basado en bandas 

polimórficas y no en la abundancia y riqueza.  
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CONCLUSIONES 

Se obtuvo una metodología estandarizada para la obtención de marcadores moleculares 

RAPDs en tortugas marinas Caretta caretta. Los RAPDs obtenidos producen blandas claras, 

legibles, reproducibles y variables entre ocho oligonucleótidos-iniciadores evaluados. Estas 

condiciones así definidas sirven para la realización de estudios genético-poblacionales en 

Caretta caretta.  

En general, la diversidad y la uniformidad, establecen que no completamente existen 

diferencias genéticas entre las tortugas de las playas Don Diego e Islas del Rosario, y además 

que poseen una baja variabilidad genética. 
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Tabla 1. Matriz ortóloga de 4 variables con 3 niveles de concentración (Codd and Clarkson, 

1994). La parte superior izquierda indica, las 4 variables empleadas para la estandarización 

preliminar (Oligonucleótidos-iniciadores, ADN molde, Cloruro de magnesio (MgCl2) y Taq ADN 

polimerasa) y las letras A,B y C indican las diferentes concentraciones empleadas en cada una 

de las variables.   
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Tabla 2. Oligonucleótidos-Iniciadores OPA empleados en las reacciones de RAPD-PCR y sus 

secuencias  nucleotídicas (Operon Technologies Inc. Almeda California, USA). 

Decameros-Iniciadores Secuencias 

OPA1 5´-CAGGCCCTTC-3´ 

OPA2 5´-TGCCGAGCTG-3´ 

OPA3 5´-AGTCAGCCAC-3´ 

OPA4 5´-AATCGGGCTG-3´ 

OPA5 5´-AGGGGTCTTG-3´ 

OPA6 

OPA8 

OPA9 

OPA10 

5´-GGTCCCTGAC-3´ 

5´-GTGACGTAGG-3´ 

5´-GGGTAACGCC-3´ 

5´-GTGATCGCAG-3´ 
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Tabla 3. Variables evaluadas para una mejor definición en los patrones de bandeo en la 

optimización de la reacción de RAPDs empleando ADN de tortuga cabezona 

REACTIVOS CONCENTRACION 

Cloruro de Magnesio (MgCl2) 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 y 4.0 mM 

ADN molde 0.59, 1.95, 2.6, 3.8 y 7.8 ng 

Taq polimerasa 1, 2, 3, 4, 5 y 6 Unidades 

Oligonucleótidos-Iniciadores 

Temperaturas de hibridación 

2,  2.5, 3, 3.5 y 7.5 µM 

35, 36, 37, 38 y 39°C 
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Lista de Figuras 

 

Figura 1. Mapa del área de estudio señalando las zonas de anidacion (A) Playa Don Diego; y 

zona alimentacion (B) Islas del Rosario, donde fueron colectadas las muestras de la tortuga 

cabezona (modificado de IGAC, 2010)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



OPTIMIZACION DE MARCADORES MOLECULARES RAPD-PCR PARA LA CARACTERIZACION DE LA TORTUGA CABEZONA 

Caretta caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE) 

Martínez-Ortega, J.C. 2010                                                                                                   

 

 

Figura 2. Productos de extracción de ADN de individuos de la tortuga marina Caretta caretta 

revelados en gel de agarosa al 1% y revelados con bromuro de etidio. CSM: tortugas 

provenientes de la playa Don Diego;  CR: tortugas de Islas del Rosario 
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Figura 3: Amplificación por marcadores moleculares RAPDs de ADN de Caretta caretta, 

utilizando el método de Taguchi. Cada carril del 1 al 9 corresponden en el mismo orden a las 

reacciones presentadas en la Tabla 1. Se emplearon 200 µM de dNTPs y 1X tampón de PCR 

en todas las reacciones. Mp: Marcador de peso, Hyperladder II (Bioline, California, USA) 
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de ADN molde (A) y de Cloruro de magnesio (B) 

sobre la obtención de marcadores moleculares RAPDs de C. caretta. En la parte de abajo en 

cada carril aparecen las concentraciones de DNA y MgCl2  utilizadas. Se emplearon 200 µM de 

dNTPs, 1X tampón de PCR, 0.375 µM de oligonucleótido-iniciador y 3 unidades de Taq ADN 

polimerasa en todas las reacciones; en A se utilizo 3.0 mM de MgCl2  y en B. 7.8 ng  de ADN 

molde. Mp: marcador de peso Hyperladder II (Biolina, California, USA). (Cambio de color y 

contrastes con el Programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software, UVP, 

Upland, USA, con la aplicación Image controls plug-in y pseudocolors plug-in)   
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Figura 5. Influencia de las concentraciones de oligonucleótidos-iniciadores (A) y Taq polimerasa 

(B) sobre la obtención de marcadores moleculares RAPDs. Se empleó en todas las reacciones 

concentraciones de 200 µM de dNTPs, 1X tampón de PCR, 7.8 ng de ADN y 3.5 mM de MgCl2. 

En A: 3 unidades de Taq ADN polimerasa y en B: 0.5 µM de oligonucleótidos-iniciadores.  Mp: 

marcador de peso Hyperladder II (Bioline, California, USA). (Cambio de color y contrastes con el 

Programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software, UVP, Upland, USA, con la 

aplicación Image controls plug-in y pseudocolors plug-in)   
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Figura 6. Variabilidad en la amplificación con diferentes oligonucleótidos-iniciadores OPA (A) 

(Operon Technologies Inc. Almeda California, USA) (A) y efecto de la temperatura en las 

condiciones optimas de reacción utilizando ADN de la tortuga Caretta caretta (B). Se utilizaron 

las condiciones estandarizadas (ver texto) Mp: marcador  de peso Hyperladder II (Bioline, 

California, USA). (Cambio de contraste en A con el Programa VisionWorks LS Image Acquisition 

and Analysis Software, UVP, Upland, USA, con la aplicación Image controls plug-in y 

pseudocolors plug-in) 
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Figura 7. Reproducibilidad de marcadores RAPDs  empleando las condiciones estandarizadas 

de reacción y el ADN del individuo CSM de playa Don Diego (ver texto). En la parte inferior de la 

figura se especifica la fecha en que se realizó la amplificación. Se utilizó el oligonucleótido-

iniciador OPA4. Mp: marcador de peso Hyperladder II (Bioline, California, USA).   
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Figura 8. Cladograma de similaridad y distancias de Bray-Curtis de los dos grupos de tortugas 

Caretta caretta evaluados. El nodo de arriba encerrado en rojo presentan una similaridad del 

66% de CSM5 (Playa Don Diego) con las otras tres tortugas, y estas, (Islas del Rosario) del 

100% entre ellas (CR1, CR y CR2). El nodo de abajo en azul presenta una similaridad de 85% 

de CSM4 con las demás tortugas, del 95% de CSM con CSM2 y CSM3 y del 100% de estas 

dos últimas tortugas.  
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RESUMEN: 

Caretta caretta es una especie circumtropical que anida las playas del Caribe colombiano. 
En los últimos años se ha registrado un alto declive poblacional, por lo que ha sido catalogada 
en peligro de extinción. Este es el primer estudio en Colombia, que pretende establecer la 
estructura genética de esta tortuga marina en el Caribe colombiano. Se colectaron 8 muestras 
de sangre de los senos sanguíneos cervicales de  individuos pertenecientes a dos grupos del 
Caribe, Don Diego (Magdalena) (N=5) e Islas del Rosario (Bolívar) (N=3). Utilizando 
marcadores moleculares RAPDs y siete decameros-iniciadores OPA se obtuvieron 263 loci 
claros y reproducibles a partir de ADN de tortuga cabezona pertenecientes a la playa Don Diego 
(Magdalena) y 200 loci en las tortugas de Islas del Rosario (Bolívar). Se evidenciaron 69 
fragmentos polimórficos en los individuos de Don Diego y 35 para Islas del Rosario. Con estos 
datos se estableció un modelo de la estructura genética de estos especímenes. La diversidad 
genética obtenida fue baja, obteniéndose  niveles de heterocigocidad de H*=0,3095 ± 0,2008 
y H*=0,1793 ± 0,2298 para las tortugas de Don Diego e Islas del Rosario respetivamente. La 
variación genética dentro (Hs = 0,3394 ± 0.0223) y entre poblaciones (Ht = 0,2444 ± 0.0261) 
también fue baja, debido posiblemente a la fuerte filopatría de las hembras y a la presencia de 
pocos machos reproductores en las playas de anidación. En general, la diferenciación genética 
(Gst< 0,5) entre poblaciones mostró ser baja pero mayor dentro de los dos grupos estudiados. 
El flujo genético (Nm=1,2862) cercano a uno, permite inferir que es lo suficientemente necesario 
para impedir un evento evolutivo (especiación o deriva génica) ya que según su estructura se 
comportan como una misma población (Fst=0,1627). Se recomienda el mismo manejo para 
estos dos grupos poblacionales para planes de conservación. 
  

 PALABRAS CLAVE: Diversidad Genética, RAPDs-PCR, flujo genético, Caretta caretta 
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RESUMEN: 

 

Este estudio evaluó y estandarizo la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de los 

Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar por la Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(RAPD-PCR) con el fin de obtener marcadores genéticos moleculares que permitan estimar la 

diversidad genética de la tortuga cabezona. Se aisló ADN de C. caretta de 2 zonas del Caribe 

colombiano (Don Diego N=5 e Islas del Rosario N=3) y se cuantificó obteniendo entre 8.63 -78.5 

ng/µl. Se aplicó una matriz ortogonal de Taguchi que permitió reducir de 81 a 9 el número de 

reacciones. Las mejores condiciones de reacción se determinaron evaluando concentraciones de 

0.59 a 7.85 ng de ADN, 2.0 a 4.0 mM MgCl2, 1 a 6 unidades de Taq polimerasa y de 0.1 a 0.5 

µM de oligonucleótidos. Las condiciones estandarizadas se dieron con 7.85 ng/µl de ADN, 3.5 

mM de MgCl2, 200 mM  de dNTP´s, 0.5 µM de oligonucleótido, 5 unidades de Taq Polimerasa, 

en un volumen de reacción de 20 µl. La diversidad genética se determinó por el índice de 

Shannon obteniendo valores entre 2.19-2.48 para los individuos de Don Diego y entre 0.39-1.38 

para los de Isla del Rosario. La  uniformidad (Indice de Pielou) fue de 1, indicando una fuerte 

similaridad genética en los dos grupos de tortugas. En general, los RAPDs son una alternativa 

confiable para futuros estudios en la tortuga cabezona, teniendo en cuenta las condiciones de 

reacción ya estandarizadas. 
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RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA (RAPDs) PARA LA DETERMINACION 

GENETICA DE Caretta caretta (LINNAEUS, 1758): ESTUDIO PRELIMINAR EN EL 

CARIBE COLOMBIANO 

 

RESUMEN: 

Caretta caretta es una especie que anida las playas del Caribe colombiano, sin embargo se ha 

registrado en los últimos años un alto declive poblacional, por lo que está catalogada en peligro 

de extinción. Se colectaron muestras de sangre de los senos sanguíneos cervicales de 8 

individuos, pertenecientes a dos grupos del Caribe, Don Diego, Magdalena (N=5) e Islas del 

Rosario, Cartagena(N=3). Por marcadores RAPDs-PCR, se estimó la variación genética para 

estos grupos. La diversidad genética fue considerada en los dos grupos como baja. Los niveles de 

heterocigocidad para Don Diego H*=0,3095  e Islas del Rosario H*=0,1793. La variación 

genética dentro (Hs = 0,3394) y entre (Ht = 0,2444) poblaciones también fue baja, debido 

posiblemente a la fuerte filopatría de las hembras y a la presencia de pocos machos reproductores 

en las playas de anidación. En general, la diferenciación genética Gst< 0,5 manifestado una poca 

diferenciación genética entre poblaciones y una mayor diferenciación dentro individuos de una 

misma población, así mismo, el Nm=1,2862 o flujo genético es cercano a uno, permitiendo 

inferir que es lo suficientemente necesario para impedir un evento evolutivo (especiación o deriva 

génica) ya que según su estructura se comportan como una misma población (Fst=0,1627)  
 

 

 
 

 

 


