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RESUMEN

Este estudio evalué y estandarizé la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de los
Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar por la Reaccion 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 aisl6 ADN de C. caretta de 2 zonas del Caribe
colombiano (Don Diego N=5 e Islas del Rosario N=3) y se cuantific6 obteniendo entre 8.63-78.5
ng/ul. Se aplicé una matriz ortogonal de Taguchi que permitié reducir de 81 a 9 el nUmero de
reacciones. Las mejores condiciones de la reaccibn se determinaron evaluando
concentraciones de 0.59 a 7.85 ng de ADN, 2 a 4 mM de MgCl,, 1 a 6 Unidades de Tag ADN
polimerasa 'y de 0.1 a 0.5 uM de oligonucleoétidos. Las condiciones estandarizadas se dieron
con 7.85 ng/ul de ADN, 3.5 mM de MgCl,, 200 mM de dNTP’s, 0.5 uM de oligonucleétido y una
unidad de Taq ADN Polimerasa, en un volumen de reaccion de 20 pl. Las condiciones de
termociclado de la reaccion se iniciaron con una desnaturalizacién 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 elongacion final de
72°C por 5 m. La diversidad genética se determiné utilizando el indice 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 indice de Pielou, produjo valores cercanos o iguales a 1. Se estandariz6 una

metodologia 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 / ul. 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
MgCl,, 1-6 units Tag DNA polymerase and 0.1 to 0.5 pM of primers. The conditions were
standardized to 7.85 ng / ul DNA, 3.5 mM MgCl,, 200 mM dNTP's, 0.5 uM of primer and one unit
of Taqg DNA polymerase in a reaction volume of 20 pl. 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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INTRODUCCION

Caretta caretta (Linnaeus, 1759) es una especie cosmopolita en su distribucién (Eckert et
al., 2000) frecuentando aguas tropicales y subtropicales de los océanos Atlantico, Pacifico,
Indico y de los mares Caribe y Mediterraneo (Kelez et al., 2003).

Es una especie que presenta un alto declive poblacional a causa de las diferentes presiones
antropicas que las rodean (Domingo et al., 2006), como la comercializacién de huevos, carne,
aceites y la degradacion de su habitat (Eckert y Abreu, 2001), la contaminacion de los mares
por hidrocarburos derivados del petréleo o por la ingesta de plasticos (Mayol et al., 1988;
Gibson y Smith, 2000; Marco et al., 2008). Por estas razones, actualmente esta 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 (Castafio-Mora, 2002) como especie en estado critico (CR).
En la actualidad las tortugas marinas son protegidas y conservadas, directa o indirectamente
mediante diversos convenios internacionales como CITES, asi como leyes y decretos
nacionales (INVEMAR, 2002), como el Programa Nacional para la Conservacion de las
Tortugas Marinas y Continentales en Colombia, el cual tiene como vision “Lograr en el afio 2022
la conservacion y manejo sostenible de las especies de tortugas” (PNCTMCC, 2002). A pesar
de contar con estos instrumentos juridicos, pocas son las acciones concretas que se han
adelantado en Colombia para la proteccion y conservacion de las tortugas marinas (Lépez et
al., 2008).

Para hacer posible un mejor desarrollo de estrategias de conservacion efectivas de esta
especie, es necesario tener conocimiento de la composicion y diversidad genetica (Solano et
al., 2009) y la identificacion haplotipica de las colonias anidadoras, y forrajeadoras (Richardson,
2000). Las técnicas de biologia molecular y en particular el uso de marcadores moleculares,

como los RAPD (del ingles: Random Amplification of Polymorphic DNA), los mas utilizados en la
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caracterizacion genética y estimacion 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 amplificacion 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 amplificacion, son la
calidad (Jones et al., 1997) y la cantidad de ADN extraido (Poutou et al., 2005), asi como las
concentraciones de cloruro de magnesio (MgCl,) (Williams et al., 1993) la Taqg polimerasa
(Staub y Serquen, 1996), el programa de termociclador empleado, especificamente la
temperatura de hibridacion de los oligonucleétidos-iniciadores y el nUmero 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 caracterizaciéon genética de poblaciones de la tortuga marina
Caretta caretta, asi como estimar preliminarmente como modelo los indices de biodiversidad
(Uniformidad de Pielou, indice 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.

AREA 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°18W; 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 extension y amplitud llegando a medir hasta 70 m de
zona media (Marrugo y Vasquez, 2001). Aunque su dindmica 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 anidacion de
las tortugas (Ledn, 2001). Histéricamente la playa Don Diego ha sido zona de alta anidacion
(INVEMAR, 2002), estimandose en promedio 2 nidos por noche o 300 nidos durante una
temporada de anidacién (Kaufmann, 1973 EN: INVEMAR, 2002). En la ultima década se han
registrado 14 emergencias para anidar por temporada de anidacién (Marrugo y Vasquez, 2001),
indice preocupante por la alta disminucién de anidacion en esta playa.

El Archipiélago Islas del Rosario (10°09'N, 75°45"W; Departamento de Bolivar), se ubica a
45 km de la Bahia de Cartagena alrededor de la Isla de Baru (INVEMAR, 2002). Las islas que
fueron recorridas por su actividad de tortugas marinas fueron Tesoro, Rosario, ademas de isla
Baru por su cercania (Rincon y Rodriguez, 2004). La Unica especie que anida en el archipiélago
del Rosario es la tortuga carey (Ceballos, 1996), y las tortugas verde y cabezona se observan
en aguas aledafias probablemente alimentdndose, desplazandose o simplemente en refugio

(Ceballos, 2004).

METODOLOGIA
Muestreo
Se recolectaron muestras de sangre de los senos cervicales dorsales segln la metodologia
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 extraidas las alicuotas de sangre, fueron inmediatamente colocadas en tubos Tris-
EDTA buffer, (Greiner Bio-one®, Kremsmiunster, Austria) para evitar la coagulacion de las

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

guardaron a 4°C para su preservacion antes de los analisis.

Extraccion y Cuantificacion de ADN

Se extrajo ADN total, empleando el kit UltraClean™ Tissue & Cells DNA Isolation (MO BIO,
Laboratorios Inc. California, USA) siguiendo las especificaciones de la casa comercial
fabricante. EI ADN, se reveld después de una electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se
coloreo con bromuro de etidio (2 ug/ml). El gel se fotografi6 empleando el fotodocumentador
UVP GelDoc-It™ System y se analizé con el programa VisionWorks LS Image Acquisition and
Analysis Software (UVP, Upland, USA). Seguidamente, se determiné la concentracién del ADN
con el equipo NanoDrop 1000 Spectrophotometer y se registr6 con el programa ND-1000

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

Estandarizacion de RAPD-PCR

Se empled el método Taguchi con el fin de disminuir el nUmero de reacciones necesarias
para obtener la primera aproximacion de estandarizacién de marcadores moleculares RAPD-
PCR en Caretta caretta (Codd y Clarkson, 1994). Se construyé una matriz ortogonal con las
cuatro variables evaluadas (concentraciones de Tag ADN polimerasa, ADN, MgCl, y
oligonucledtido-iniciador) con tres concentraciones diferentes cada una, obteniendo de esta
forma, 9 reacciones de 81 posibles (Tabla 1). De estas 9 reacciones se seleccioné la que
produjo el mayor nimero de bandas claras y legibles, y con estas condiciones se evaluaron
independientemente cuatro variables para mejorar el bandeo producido por el oligonucleétido-
iniciador OPA5: concentraciones de 0.59 a 7.85 ng de ADN, 2 a 4 mM de MgCl,, 1 a 6 Unidades
de Taq ADN polimerasa y de 0.1 a 0.5 uM de oligonucledtidos-iniciadores. Con las condiciones

de reaccidn 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 oligonucleotidos-iniciadores antes mencionados. Ademas, se
evalué la reproducibilidad de la técnica RAPD-PCR con el oligonucleétido-iniciador OPA4
utilizando ADN de la tortuga CSM perteneciente a playa Don Diego. Se realizaron reacciones de
amplificacién en dias 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 utilizd 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
amplificaciébn se revelaron en una camara 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-IT™imaging system (UVP LSC. Upland, USA).

Analisis de datos

Bandas claras, nitidas y reproducibles fueron elegidas para los analisis. Los loci
seleccionados fueron leidos y organizados en matrices binarias donde 1 indic6é presencia y 0
ausencia. El andlisis de las matrices generadas se realiz6 con el programa PRIMER Versién 5.0
(Plymounth Routines In Multivariate Ecological Resarch, United Kingdom, Inglaterra) con el que
se determiné la diversidad genética acumulada de acuerdo a la ecuacion H* = - X pi In pi ?,
donde p; = Ni/N = a la proporcion de la i bandas de la especie en la muestra, asi mismo Ni =
namero de bandas de la i especie. N = numero total de bandas de la muestra (Shannon y
Weaver, 1963); el nimero total de bandas (S); la uniformidad (J°) de acuerdo a la ecuacién J'=
H'/H'max donde H'max log, S (Pielou, 1966). Asi mismo se realizdé un ordenamiento utilizando

la estrategia aglomerativa jerarquica 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
empled la ecuacion BC= Z IX; - Xyl / Z (X + Xi), 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 DISCUSION
Descripcién y Estandarizacion por Método de Taguchi

Se obtuvo ADN de buena calidad, concentracion y pureza. La Figura 2 muestra los
productos de ADN obtenidos de los ocho individuos analizados. Se observan bandas Unicas y
limpias que presentan intensidades diferentes, en el carril 4 la muestra CSM4 muestra la mayor
intensidad que esta relacionada directamente con la concentracion de ADN (110.5 ng/pl), los
carriles 6, 7 y 8 muestran menor intensidad de las bandas y por ende menor concentracion de
ADN (30.4, 43.16 y 40.6 ng/ul respectivamente). Las otras muestras obtenidas (carriles 1, 2, 3y
5) presentaron intensidades y concentraciones de ADN intermedias (entre 56 y 78 ng/pl).

La estandarizacion de punto de partida fue realizada utilizando matrices ortélogas de
Taguchi mediante reacciones de ensayo y error que permitieron minimizar de 81 a 9 el nimero
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 patrén de amplificacion, produciendo bandas nitidas y claras entre 350 y
1000 pb, ademéas 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 nitidas 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 5y
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 numero de bandas producidas en el carril 9, se observé que la reaccion en el carril 5
revel6 las mejores condiciones de reaccion para utilizar como punto de partida para iniciar la
estandarizacién, produciendo el mayor nimero de bandas (12) y los patrones mas claros y
nitidos de las 9 reacciones evaluadas (Tabla 1). En general se puede afirmar que el método de
Taguchi no solo disminuye la proporcion de reacciones, también ahorra tiempo y economiza

reactivos (Taguchi y Wu, 1980).

Estandarizacion de las Condiciones de Amplificacion por RAPD-PCR

La reaccién Optima por el método de Taguchi (Tabla 1, reaccion 5) produjo la mayor
cantidad de bandas y de mayor claridad. Cavagnaro y Masuelli (2002) mencionan que, la
elevada sensibilidad de la reaccion de PCR en la produccion de marcadores RAPDs requiere
cantidades de ADN molde diluidos con baja concentracion de contaminantes, por esta razén, 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 concentracion de 78.5 ng/ul. Este ensayo buscaba
disminuir el efecto inhibitorio de productos de ARN y polisacaridos que podrian estar presentes
en la muestra extraida de ADN y seleccionada para la optimizacion de la metodologia.

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 patrén de bandas mas claro fue evidente
para la concentracion de 7.8 ng ADN molde, dilucién 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 patrén de bandas amplificadas, como barridos entre los 900
y 1800 pb (carril 2) disminucion en el nUmero de bandas, intensidad y claridad, ademas de la no
obtencién 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 disminucién en el numero de bandas amplificadas.
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El cloruro de magnesio (MgCl,) es de gran importancia para la reaccion de RAPD-PCR, ya
que los iones Mg? forman un complejo soluble con los dNTPs, estimulando la actividad de la
polimerasa, incrementado la temperatura media de interaccion entre la doble cadena de ADN
molde y los oligonucledtidos-iniciadores (Newton y Graham, 1994). La Figura 4 B muestra el
efecto de diferentes concentraciones de MgCl, sobre los productos amplificados por RAPDs, en
el carril 4 se evidencia el mejor perfil electroforético obtenido (3.5 mM de MgCl,) ya que
amplificé 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 MgCl, 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 inespecifico. En cambio, en el carril 5
con 7.5 mM de MgCl, se mejord notablemente la nitidez de las bandas entre 800-1900 pb, pero
son significativamente mas claras las obtenidas en el carril 4. Estos resultados estan 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 concentracion final de 3.5 mM
de MgCl,, produciendo un incremento en el nUmero de bandas y en su intensidad. Fernandez et
al. (1997) concluye que las concentraciones menores o iguales a 2.5 mM de MgCl, producen
barridos, como se puede observar en Figura 4 B, carriles 1y 2.

Para determinar el efecto ocasionado por la concentracion de la Tag 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
disminuy6 la concentracion 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 inespecificos. En la Figura 5 B carriles 3, 4, 5y 6 donde se emple6 3 a 6 unidades
de Tag polimerasa respectivamente se observan barridos después de los 700 pb. La

concentracion éptima de Taqg ADN polimerasa fue de 1 unidad, resultado que esta de acuerdo
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con los obtenidos por Williams et al. (1990), ya que a esta concentracion se presentan el mayor
namero de bandas claras e intensas amplificadas cuando se trata de obtener marcadores
RAPDs.

Los oligonucledtidos-iniciadores permiten que la Tag ADN polimerasa inicie el proceso de
transcripcibn en cada una de los fragmentos libres de ADN, por esta razon, es de suma
importancia identificar el umbral de concentracion de las dos variables (Williams et al., 1990).
Las concentraciones de MgCl, empleadas en los carriles 2 y 3 produjeron un numero de bandas
intermedio (7 y 8 bandas), con barridos entre 1000 y 1400 pb (Figura 5 A), en cambio el carril 1
con una concentracion de 0.1 uM produjo el menor niumero 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 més claras, nitidas e intensas; sin embargo, en el carril 4 se produjeron un menor
namero de bandas (10). El patron de mejor reproducibilidad fue obtenido utilizando 0.5 uM de
oligonucleétidos-iniciadores con una unidad de Taqg 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
hibridacion de los iniciadores en reacciones de RAPD-PCR ocurre simultdneamente en varios
puntos de la cadena molde, utilizandose regularmente concentraciones altas de
oligonucledtidos (Sansinforiano et al., 2001), aunque para este estudio las condiciones estandar
de oligonucledtidos permitieron una buena amplificacion y unién de los oligonucleétidos a la
cadena molde, para Williams et al. (1993) la temperatura de hibridaciéon de los iniciadores y la
concentraciones de magnesio, son los factores que mas afectan la intensidad relativa de las
bandas amplificadas.

Finalmente se evaluaron 5 temperaturas de hibridacién (Figura 6 B), debido a que esta
variable es crucial para la PCR, pues ocurre la uniéon de los oligonucledtidos-iniciadores a la
cadena molde y con ello el inicio de la sintesis 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 hibridacion
menores a 36°C producen apareamientos inespecificos entre oligonucleétidos-iniciadores y
ADN molde, produciendo bandas no-especificas 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 nitidas entre 800 y 1000 pb; estos cambios en los patrones amplificados
permitieron determinar que la temperatura de 37°C es la mas adecuada para la amplificacién 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 reaccién estandarizada con el oligonucle6tido-iniciador OPA5, para
obtener marcadores moleculares RAPDs con ADN de Caretta caretta funcionaba igual con otros
oligonucledtidos-iniciadores, se realiz6 un ensayo utilizando 8 iniciadores OPA (Tabla 2). En
este ensayo se observaron bandas nitidas y claras en la mayoria de las reacciones obtenidas
con los oligonucledtidos-iniciadores amplificados (Figura 6 A). Los carriles 2 y 3 muestran el
bandeo electroforético de las reacciones donde se utilizaron los oligonucleétidos-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
oligonucleétidos 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 reaccion en la que
utilizé el oligonucleodtido-iniciador OPA10 no produjo ningun producto de amplificacion, debido
posiblemente a que la secuencia nucledtidica de este iniciador no presenta sitios de hibridacion
u homologia en el genoma de la tortuga cabezona. En la Figura 6 A se manifiesta la variabilidad
producida por los diferentes oligonucle6tidos-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 andlisis genético poblacional de tortugas cabezonas.
Analizando este resultado se observaron 83 bandas, las cuales fueron 15 monomorficas y 68
polimérficas, adicionalmente las flechas negras indican las bandas no informativas
(monomorficas) (Figura 6 A) presentes en la mayoria de las reacciones con diferentes
oligonucledtidos-iniciadores y con flechas rojas las bandas informativas (polimérficas) (Figura 6
A) Unicas para la mayoria de oligonucledtido-iniciador amplificados. La metodologia
estandarizada con el oligonucle6tido-iniciador OPAS5, produjo resultados similares en la
obtencion de RAPDs utilizando ADN de C. caretta en el 87.5% de los oligonucleotidos-

iniciadores OPA evaluados.

En cuanto a la reproducibilidad del marcador RAPDs, la Figura 7 muestra las
amplificaciones realizadas en cuatro dias diferentes durante un mes; todos los carriles
presentaron el mismo patrén de bandeo, en cuanto a intensidad, claridad y nitidez, ademas del
namero de bandas producidas (12) y el peso molecular entre 300 y 1800 pb.

En total, se realizaron 46 reacciones para la estandarizacion de marcadores moleculares
RAPDs para Caretta caretta, 34 reacciones para la estandarizacion de todas las variables, 4
para evaluar la reproducibilidad y 8 reacciones adicionales para evaluar la variabilidad
producida por igual nimero de oligonucleétidos-iniciadores. Este disefio experimental propuesto
ahorra tiempo y dinero generando resultados Optimos que pueden ser utilizados para
evaluaciones poblaciones de esta tortuga marina. Con otra vision experimental, la evaluacion de
seis concentraciones de DNA, cinco de oligonucleétidos-iniciadores, cinco de MgCl,, cinco de
Taq ADN polimerasa y cuatro de temperatura de hibridacion de los iniciadores que se
realizadon en este estudio, se necesitarian un total de 3000 reacciones para obtener, tal vez el
mismo resultado. Las condiciones estandarizadas se dieron con 7.85 ng/ul de ADN, 3.5 mM de

MgCl,, 200 mM de dNTP’s, 0.5 uM de oligonucledtido y una unidad de Taq ADN Polimerasa,
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en un volumen de reaccion de 20 pl. Las condiciones de termociclado de la reaccién se
iniciaron con una desnaturalizacién a 94°C por 5 m, seguida por 40 ciclos de: 94°C por 40 s,

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

Andlisis de Biodiversidad

La biodiversidad enfoca su atencion en los cambios de riqueza y abundancia de las
especies (Segnini, 2003), por esta razoén, en la ultima década se solidifica el uso de los indices
de diversidad a nivel genético-poblacional (Washinton, 1984).

El indice de diversidad de Shannon se fundamenta en la uniformidad y la riqueza, su
maximo valor In (S) se presenta cuando todas los loci observados se encuentran en igual
proporcion en la amplificacion, reflejandose en la uniformidad con valor maximo 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 recombinacion 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 analisis 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 pequefios
cambios en cuanto a pares de nucledtidos (SNPs) que permiten determinar los pequefos
cambios poblacionales que pueden estar presentando estas tortugas. Hay que advertir que
estos resultados no son concluyentes, debido al bajo numero de individuos analizado y a la no
utilizacién de un programa que de valores exactos de diversidad genética basado en bandas

polimorficas y no en la abundancia y riqueza.
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CONCLUSIONES

Se obtuvo una metodologia estandarizada para la obtencion de marcadores moleculares
RAPDs en tortugas marinas Caretta caretta. Los RAPDs obtenidos producen blandas claras,
legibles, reproducibles y variables entre ocho oligonucledétidos-iniciadores evaluados. Estas
condiciones asi definidas sirven para la realizacion 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 ademas

gue poseen una baja variabilidad genética.
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Tabla 1. Matriz ort6loga de 4 variables con 3 niveles de concentracion (Codd and Clarkson,
1994). La parte superior izquierda indica, las 4 variables empleadas para la estandarizacién
preliminar (Oligonucledtidos-iniciadores, ADN molde, Cloruro de magnesio (MgCl,) y Tag ADN
polimerasa) y las letras A,B y C indican las diferentes concentraciones empleadas en cada una

de las variables.

Reacciones [1] [21 [B1 [ Reaccion Oligo. (ulM) [ ADN Jng MgCl, (nV) Taq-Pol. (Uni.)
1 A A N A 1 0.25 3 3 2
2 B B B A 2 0,375 0 2,5 2
3 ¢ & & B 3 0.5 9 2 2
1 A B C B 4 0,25 6 2 3
5 B C A B 5 0375 9 3 3
6 C A B B o 05 3 2,5 3
7 A C B C 7 0.25 9 25 5
8 B A '€ € 8 0,375 3 2 5
9 cC B A C 9 05 6 3 5
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Tabla 2. Oligonucleétidos-Iniciadores OPA empleados en las reacciones de RAPD-PCR y sus

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

Decameros-lniciadores Secuencias
OPAl 5-CAGGCCCTTC-3
OPA2 5-TGCCGAGCTG-3
OPA3 5-AGTCAGCCAC-3
OPA4 5-AATCGGGCTG-3’
OPA5 5-AGGGGTCTTG-3’
OPAG 5-GGTCCCTGAC-3
OPAS8 5-GTGACGTAGG-3
OPA9 5-GGGTAACGCC-3
OPA10 5-GTGATCGCAG-3’
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Tabla 3. Variables evaluadas para una mejor definicion en los patrones de bandeo en la

optimizacion de la reaccion de RAPDs empleando ADN de tortuga cabezona

REACTIVOS

CONCENTRACION

Cloruro de Magnesio (MgCl,)
ADN molde

Taq polimerasa
Oligonucledtidos-Iniciadores

Temperaturas de hibridacién

2.0,25,3.0,3.5y4.0 mM
0.59, 1.95, 2.6,3.8y 7.8 ng
1,2,3,4,5y 6 Unidades
2, 25,3,35y7.5uM

35, 36, 37, 38y 39°C
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Figura 1. Mapa del area de estudio sefialando 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)

Martinez-Ortega, J.C. 2010

318 GENBIMOL

GENETICA, BIOLOGIA MOLECULAR & BIOINFORMATICA



OPTIMIZACION DE MARCADORES MOLECULARES RAPD-PCR PARA LA CARACTERIZACION DE LA TORTUGA CABEZONA
Caretta caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE)

CSM CSM1 CSM2 CSM3 csw CR CR1

—— ey et W —

Figura 2. Productos de extraccion 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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2000
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Figura 3: Amplificacion 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 uM de dNTPs y 1X tampé6n de PCR

en todas las reacciones. Mp: Marcador de peso, Hyperladder Il (Bioline, California, USA)
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2mM

Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de ADN molde (A) y de Cloruro de magnesio (B)
sobre la obtencién de marcadores moleculares RAPDs de C. caretta. En la parte de abajo en
cada carril aparecen las concentraciones de DNA y MgCl, utilizadas. Se emplearon 200 uM de
dNTPs, 1X tampon de PCR, 0.375 pM de oligonucledtido-iniciador y 3 unidades de Taq ADN
polimerasa en todas las reacciones; en A se utilizo 3.0 mM de MgCl, yen B. 7.8 ng de ADN
molde. Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Biolina, California, USA). (Cambio de color y
contrastes con el Programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software, UVP,

Upland, USA, con la aplicacion Image controls plug-in y pseudocolors plug-in)

Martinez-Ortega, J.C. 2010 Ejm GEN B”\/lOl_

GENETICA, BIOLOGIA MOLECULAR & BIOINFORMATICA



OPTIMIZACION DE MARCADORES MOLECULARES RAPD-PCR PARA LA CARACTERIZACION DE LA TORTUGA CABEZONA
Caretta caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE)

s

e —
——
o T
-
————
e
-
=D

01pM  02pM 03 pM 035uM

Figura 5. Influencia de las concentraciones de oligonucleétidos-iniciadores (A) y Tag polimerasa
(B) sobre la obtencién de marcadores moleculares RAPDs. Se empled en todas las reacciones
concentraciones de 200 uM de dNTPs, 1X tampon de PCR, 7.8 ng de ADN y 3.5 mM de MgCl..
En A: 3 unidades de Tag ADN polimerasa y en B: 0.5 uM de oligonucleétidos-iniciadores. Mp:
marcador de peso Hyperladder Il (Bioline, California, USA). (Cambio de color y contrastes con el

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

aplicacion Image controls plug-in y pseudocolors plug-in)
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Figura 6. Variabilidad en la amplificacién con diferentes oligonucledtidos-iniciadores OPA (A)
(Operon Technologies Inc. Almeda California, USA) (A) y efecto de la temperatura en las
condiciones optimas de reaccion utilizando ADN de la tortuga Caretta caretta (B). Se utilizaron
las condiciones estandarizadas (ver texto) Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline,
California, USA). (Cambio de contraste en A con el Programa VisionWorks LS Image Acquisition
and Analysis Software, UVP, Upland, USA, con la aplicacibn Image controls plug-in y

pseudocolors plug-in)
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Figura 7. Reproducibilidad de marcadores RAPDs empleando las condiciones estandarizadas
de reaccion 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 realizd la amplificacion. Se utilizd el oligonucleotido-

iniciador OPA4. Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline, California, USA).
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ISLAS DEL ROSARIO 499
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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 demas tortugas, del 95% de CSM con CSM2 y CSM3 y del 100% de estas

dos ultimas tortugas.
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PRESENTACIONES EN CONGRESOS REALIZADAS
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GB 41. RAPD-PCR PARA LA CARACTERIZACION
. MOLECULAR DE LA TORTUGA BOBA Caretia
caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE)

Julio César Martinez Ortega, Carolina Franco
Espinosa & Javier Herndndez Fernandez.
“Genética, Biologia Molecular & Bioinformatica”
Laboratorio de Biologia Molecular, Carrera de
Biologia marina, Facultad de Ciencias Universidad
Jorge Tadeo Lozano. Bogotd, Colombia.

La tortuga boba, se encuentran en un gran
descenso poblacional, debido a la caza artesanal e
industrial, el deterioro de las playas de anidamiento
y la obstruccién de los corredores de alimentacién.
Es evidente la necesidad de implementar
programas de conservacidén que permitan
identificar las poblaciones de tortugas marinas que
se encuentran presentes en el Caribe colombiano,
ya que la falta de conocimiento sobre la estructura
de estas poblaciones incrementa la dificultad para
desarrollar planes para su manejo y conservacion.
Por este motivo, se estandarizé un método basado
en latécnica de RAPD-PCR como paso previo para la
caracterizacion molecular de la tortuga marina
Caretta caretta. Utilizando muestras de tortugas de
acuarios en Cartagena y Santa Marta se aislé el DNA
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RAPD-PCR TO DETERMINE THE GENETIC DIVERSITY OF THE LOGGERHEAD TURTLE
Caretta caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE)

Julio Martinez, Carolina Franco, Aminta Jauregui and Javier Hernandez

“GENBIMOL" Biologia y Marina, Facultad de Ciencias Naturales.
Universidad Jorge Tadeo Lozano, Bogo!é, D.C. -Colombla, South America

Introduction:

The loggerhoad sea turtie, Caretta caretta is a widely distributed
species found from Rio de la Plata (Argentina) to Murmansk
(Russla) (Garcla et al, 2002). Among others, nesting populations of
Caretta caretta along the beaches of the Colombian Caribbean. Due
to human pressures, such as habitat degradation (Eckert, 2000),
bycatch from industrial and subsistence fisheries (Caminias, 2006)
and the marketing of its eggs, meat, and oll, this species Is listed as
endangered (IUCN, 1996). This situation has prompted the
development of national laws (INVEMAR, 2002) and several
international treaties (including CITES) to conduct scientific
studies in order to support management and conservation of this
species, In this study, we applied an optimized RAPD-PCR
technique, and Identified preliminarily blodiversity indices that
enabled us to recognize variations at the genetic level of two
groups of sea turtles from two Colombian beaches, Don Diego and
Islas del Rosario, We provide a framework for the study and
conservation of the species In these particular areas. This Is the
first molecular-genetic study conducted in the Colombian

Results:

samples .C. from
beaches in Don Diego (N=5) and Islas del Rosario (N=3), we isolated and
quantified the DNA at a concentration of 40-111 ng/mi (Fig. 4). We used the
Taguchi method (Codd and Clarkson, 1994), which reducs the number of
RAPD-PCR reactions (Fig. 5 and Tab.1.). Optimal conditions for the RAPD-
PCR reaction for C. caretta were obtaind using a concentrtion of 3.5 mM
MgCl2 (Fig. 6B.), 0.5 M of Primer (Fig. 7A) and one unit of Tag DNA
polymerase (Fig. 78.)
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Genetic diversity, determined as band richness (Margalef Index), ranged
between 3.64 to 4.43 for turtles form Don Diego and 2.16-1.44 for turties from
Islas del Rosario. Genetic diversity, measured as Shannon diversity was low
(2.48-0.69) (Tab.2), probably as a result of small population size as a result of

Results:
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Conclusion:

The analysis of RAPDs-PCR using the Taguchi method is suitable method for
analyzing genetic diversity in loggerhead turtie (Caretta caretta) populations.
Optimum conditions for C. caretta for the RAPDs-PCR reaction were: 7.85 ng
DNA, 3.5 mM MgClz 1 unit of Taq DNA polymerase, 0.5 4M of Primer, 200 mM
dNTPs In a final reaction volume of 20 ul. The amplification program used
included, 96°C for 40 s, 36°C for 40 s and an elongated phase of 72°C for 1.5 min.
There were 263 bands with nine primers. The OPA 4 primer produced the largest
number {30) among turtles. indices
showed poor differentiation within the two groups and low genetic diversity for
turtles from Don Diego and Islas del Rosario. The low genetic diversity
observed Is likely to be aproduct of a reproductive bottieneck in C. caretta
caused by anthropogenic pressures that affect turties in this area of the
Colombian Caribbean. within groups might be that all turties from part of the
same population that feeds on Island dei Rosario and nests on Don Diego
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by RAPD-PCR revealed a high similiarity between turties nesting on Don Diego
beach (85%) and Islas del Rosario (100%). One turtle nesting on Don Diego
beach showed greater simllarity to C. caretta of Islas del Rosarlo (44%) than
with other turtle from Don Diego. One explanation for the higher similarity
dbasrved betirean oroup’s thar it oroupe oht be that fl artee from part
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PRESENTACIONES EN CONGRESOS APROBADAS
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ESTUDIO PRELIMINAR DE LA GENETICA DE LA TORTUGA CABEZONA Caretta
caretta (TESTUDINES: CHELONIIDAE): EN INDIVIDUOS DE LAS PLAYAS DON DIEGO
(MAGDALENA) E ISLAS DEL ROSARIO (BOLIVAR)

Martinez-Ortega, Julio*., Cardenas-Stephens, Steve?. & Hernandez-Fernandez, Javier?

'Estudiante de Biologia Marina, Universidad Jorge Tadeo Lozano, Facultad de Ciencias, GENBIMOL “Genética,
Biologia Molecular y Bioinformatica”, Cra. 4 No 22-61, Bogota, D.C., Colombia.

2Profesores-lnvestigador, Universidad Jorge Tadeo Lozano, Facultad de Ciencias, GENBIMOL “Genética, Biologia
Molecular y Bioinformatica”, Cra. 4 No 22-61, Bogota, D.C., Colombia

RESUMEN:

Caretta caretta es una especie circumtropical que anida las playas del Caribe colombiano.
En los ultimos afios se ha registrado un alto declive poblacional, por lo que ha sido catalogada
en peligro de extincién. 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 sanguineos cervicales de individuos pertenecientes a dos grupos del
Caribe, Don Diego (Magdalena) (N=5) e Islas del Rosario (Bolivar) (N=3). Ultilizando
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 (Bolivar). Se evidenciaron 69
fragmentos polimorficos en los individuos de Don Diego y 35 para Islas del Rosario. Con estos
datos se establecié un modelo de la estructura genética de estos especimenes. 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
variacién genética dentro (Hs = 0,3394 = 0.0223) y entre poblaciones (Ht = 0,2444 + 0.0261)
también fue baja, debido posiblemente a la fuerte filopatria de las hembras y a la presencia de
pocos machos reproductores en las playas de anidacién. En general, la diferenciacién genética
(Gst< 0,5) entre poblaciones mostr6é 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 (especiacion o deriva génica) ya que segun su estructura se
comportan como una misma poblacion (Fst=0,1627). Se recomienda el mismo manejo para
estos dos grupos poblacionales para planes de conservacion.

PALABRAS CLAVE: Diversidad Genética, RAPDs-PCR, flujo genético, Caretta caretta
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EVALUACION Y ESTANDARIZACION POR RAPDs-PCR EN LA TORTUGA
CABEZONA Caretta caretta (TESTUDINES:CHELONIIDAE)

***Martinez- Ortega, J.C. Universidad Jorge Tadeo Lozano de Bogota.
julioc.martinez@utadeo.edu.co

Hernandez-Fernandez, J. Universidad Jorge Tadeo Lozano de Bogota

*Autor de correspondencia: javier.hernandez@utadeo.edu.co

RESUMEN:

Este estudio evalud y estandarizo la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de los
Polimorfismos de ADN Amplificados al Azar por la Reaccion 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 aisl6 ADN de C. caretta de 2 zonas del Caribe
colombiano (Don Diego N=5 e Islas del Rosario N=3) y se cuantifico obteniendo entre 8.63 -78.5
ng/ul. Se aplico una matriz ortogonal de Taguchi que permitid reducir de 81 a 9 el nimero de
reacciones. Las mejores condiciones de reaccion se determinaron evaluando concentraciones de
0.59 a 7.85 ng de ADN, 2.0 a 4.0 mM MgCl,, 1 a 6 unidades de Taq polimerasay de 0.1a 0.5
KM de oligonucledtidos. Las condiciones estandarizadas se dieron con 7.85 ng/pl de ADN, 3.5
mM de MgCl,, 200 mM de dNTP’s, 0.5 uM de oligonucle6tido, 5 unidades de Taq Polimerasa,
en un volumen de reaccién de 20 ul. La diversidad genética se determin6 por el indice 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
reaccion 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 ultimos afios un alto declive poblacional, por lo que esta catalogada en peligro
de extincion. Se colectaron muestras de sangre de los senos sanguineos 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 estimd la variacion 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 variacion
genética dentro (Hs = 0,3394) y entre (Ht = 0,2444) poblaciones también fue baja, debido
posiblemente a la fuerte filopatria de las hembras y a la presencia de pocos machos reproductores
en las playas de anidacion. En general, la diferenciacidn genética Gst< 0,5 manifestado una poca
diferenciacion genética entre poblaciones y una mayor diferenciacion dentro individuos de una
misma poblacidn, asi mismo, el Nm=1,2862 o flujo genético es cercano a uno, permitiendo
inferir que es lo suficientemente necesario para impedir un evento evolutivo (especiacién o deriva
génica) ya que segun su estructura se comportan como una misma poblacion (Fst=0,1627)
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