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Resumen

Se implement6 el método Taguchi para optimizar marcadores RAPD-PCR que permitan
estimar la diversidad genética con el modelo: tortuga cabezona. Se aisl6 ADN de C. caretta de dos
zonas del Caribe colombiano (Don Diego N =5 e Islas del Rosario N = 3) y se cuantificd. Se aplico
una matriz ortogonal de Taguchi para estandarizar cuatro variables para la reaccion RAPD-PCR. Los
datos obtenidos se analizaron con el programa PopGen. Las condiciones estandarizadas se
encontraron 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, en un volumen final de reaccién de 20 pl. Las
condiciones de termociclado iniciaron a 94°C por 5 m, seguido de 40 ciclos de: 94°C por 40 s, 37°C
por 40 s 'y 72°C por 90 s. Los marcadores se registraron en una matriz binaria de presencia (1) y
ausencia (0), y como un ejemplo modelo se determiné la diversidad genética utilizando el indice de
Shannon (H’= 0,44+/-0,27 individuos de Don Diego y de H'= 0,25+/-0,32 para Isla del Rosario), el
indice promedio de estructura genética (Gst = 0,27) y el indice de migracion efectiva (Nm = 1,28). Se
estandariz6 una metodologia haciendo uso del método de Taguchi que produce bandas claras,
legibles y reproducibles, método que puede emplearse como alternativa confiable para realizar
estudios de diversidad genética en la tortuga cabezona o de otras especies, y adicionalmente,
integrarlos en el curriculo de biologia molecular y/o bioquimica para estudiantes de pregrado y

maestria.
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Abstract

Implementation of Taguchi method to optimize RAPD-PCR Markers for determining the genetic
diversity: an example the loggerhead turtle, Caretta caretta (Testudines:Cheloniidae). DNA was
isolated from Caretta caretta two zone of the Colombian Caribbean (Don Diego N=5 and Rosario
Islands N=3) and quantified it. Was applied a Taguchi orthogonal matriz of four variables to
standardize RAPD-PCR reaction. The data were analyzed with the program PopGen. The conditions
were standardized to 7.85 ng/ml of DNA, 3.5 mM MgCl,, 200 mM dNTP's, 0.5 mM oligonucleotide
and one unit of Taq DNA polymerase in a final reaction volume of 20 ml. Thermocycling conditions
initiated at 94°C for 5 min, followed by 40 cycles of: 94°C for 40 s, 37°C for 40 s and 72°C for 90 s.
The markers were recorded in a binary matrix of presence (1) and absence (0), and as a model
example of genetic diversity was determined using the Shannon index (H '= 0.44 + / -0.27 individuals
and Don Diego H '= 0.25 + / -0.32 for Isla del Rosario), the average rate of genetic structure
(Gst=0.27) and the effective migration rate (Nm=1.28). Methodology was standardized using Taguchi
method that produces bands of light, legible and reproducible that can be used as a reliable
alternative for studies of genetic diversity in the loggerhead turtle and other species, and further,
integrate them into the curriculum of molecular biology and/or biochemistry for undergraduate and

graduate students.
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Introduccion

El uso de marcadores moleculares basados en ADN ha revolucionado la genética animal y
vegetal. Tedricamente, con los marcadores moleculares es posible analizar las variaciones genéticas
en un genoma completo. Los mas utilizados para realizar estudios de genética conservacionista,
incluyen a las aloenzimas, ADN mitocondrial, RFLP, RAPD, AFLP, microsatélites, SNP y los
marcadores EST. Los marcadores RAPD (del inglés: Random Amplification of Polymorphic DNA),
han sido ampliamente manejados para detectar polimorfismos de ADN (Williams, Kubelik, Livak,
Rafalski y Tingey; 1990; Welsh y McClelland, 1990) y en la caracterizacion genética y estimacion de
la diversidad de animales y plantas (Liu y Cordes, 2004; Eguiarte, Souza y Aguirre, 2007). Diversos
estudios demuestran que existen factores que afectan los perfiles de amplificacién obtenidos por
RAPD-PCR (Atienzar, Evenden, Jha, Savva y Depledge, 2000), lo cual se manifiesta principalmente
en falsos positivos (Jones et al., 1997) y la poca reproducibilidad de los ensayos (Poutou, Burbano,
Sierra, Torre y Mercado, 1993).

Algunos de los principales factores que afectan estos perfiles de amplificacion, son la calidad
(Williams, Hanafey, Rafalski y Tingey, 1993) y la cantidad de ADN extraido (Staub y Serquen, 1996),
asi como las concentraciones de cloruro de magnesio (MgClz) (Penner et al., 1993) la Taq
polimerasa (Yoon y Glawe, 1993), el programa de termociclado empleado —en especifico, la
temperatura de hibridacién de los oligonucledtidos-iniciadores y el nimero de ciclos— (Marrugo y
Vasquez, 2001) y la presencia de ARN contaminante (Ceballos, 1996).

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 desde las cuales los patrones obtenidos sean
fiables y reproducibles.

En este estudio se describe una estrategia de optimizacion basado en modificacion
al método de Taguchi (Corpoguajira, 1992) y Taguchi y Wu (Lopez, Carmona y Nichols, 2004), que
contrasta con los problemas asociados con estrategias de optimizaciéon convencional (Cobb y
Clarkson, 1994; Lépez, Hernandez y Bernal, 2008).

El método Taguchi se aprovecha en el disefio de procesos industriales, concretamente en el
desarrollo de ensayos para establecer las condiciones deseables en procesos particulares
realizando el minimo numero de experimentos (Cobb y Clarkson, 1994; Ministerio del Medio

Ambiente de Colombia, 2000; Invemar, 2002). Taguchi (Corpoguajira, 1992) se sirve de ensayos
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progresivos. El primer experimento examina varios factores para identificar los que tienen un efecto
importante. Estos factores de control predicen una combinacion que dara lugar a un rendimiento
Optimo. Hasta aqui los experimentos pueden ser suficientes para establecer una metodologia,
aunque es posible que exista la necesidad de hacer mas experimentos (Cobb y Clarkson, 1994).

Los principios basicos de Taguchi (Corpoguajira, 1992; Lopez et al., 2004) expuestos arriba,
son aplicables a marcadores moleculares tipo RAPD-PCR, valiendo como filtro para examinar los
efectos de todas las variables de reaccion y la identificacion de los factores con efectos principales
sobre la amplificacidn, proceso realizable en un unico ensayo con pocas reacciones. Por ejemplo, los
experimentos de optimizacidén rutinarios requieren que cada variable sea evaluada de forma
independiente. Asi, para estandarizar marcadores moleculares RAPD-PCR se puede necesitar la
evaluacion de cuatro componentes de la reaccion (factores de control, 1-9) cada uno con tres niveles
de concentracién (A, B y C), que representarian 81 reacciones independientes.

Con métodos Taguchi (Corpoguajira, 1992; Lopez et al., 2004), una estimacién del efecto de
cada componente podria llevarse a cabo usando solo nueve reacciones (tabla 1). El niumero de

experimentos requerido (E) es calculado a partir de la ecuacién [1].

E=2k+1
Donde: k es el numero de factores a analizar. [1]

Por lo tanto, en un experimento que demande estandarizar siete variables (i. €. concentracion
de DNA, MgClz, Tag-DNA polimerasa, iniciadores, dNTPs, temperatura de anillamiento y numero de
ciclos) el numero de reacciones requerido es 2187 (37). Sirviéndose del método Taguchi (Cobb y
Clarkson, 1994; Corpoguajira, 1992) el nimero de reacciones se reduciria a solo 15 (2x 7 + 1 = 15).
En este estudio se tuvo como meta estandarizar marcadores moleculares RAPD-PCR aplicando los
principios generales del método Taguchi (Corpoguajira, 1992; Cobb y Clarkson, 1994) para el
modelo: tortuga marina Caretta caretta (Linnaeus, 1759). Siendo esta una especie que presenta un
alto declive poblacional a causa de las diferentes presiones antropicas que la rodean, por lo que
actualmente esta catalogada en peligro (EN) en el Libro rojo de reptiles de Colombia (Castafio,
2002). Ademas, es interesante para estudiar los indices de diversidad genética de Shannon, la
estructura genética y el numero de migrantes entre grupos, esto se realiz6 solo como modelo, debido

al baja cantidad de muestras empleadas.
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Materiales y métodos

Muestreo

Se recolectaron muestras de sangre de los senos cervicales dorsales segun la metodologia
previamente publicada (Dutton, 1996) de ocho individuos de dos grupos del Caribe colombiano,
distribuidas de la siguiente forma: Islas del Rosario (tres individuos) y playa Don Diego (cinco
individuos) (figura 1). Las alicuotas de sangre, se introdujeron en tubos Tris-EDTA buffer, (Greiner
Bio-one®, Kremsmdinster, Austria) para evitar la coagulacién. Las muestras se transportaron a 4°C

para su preservacion antes de los analisis.
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Figura 1. Mapa del area de estudio sefialando las zonas de anidacién (A) playa Don Diego;
y zona de alimentacion (B) Islas del Rosario, donde fueron colectadas las muestras de la tortuga cabezona.
Fuente: Modificado de Instituto Geogréfico Agustin Codazzi, 2010).

Extraccion y cuantificacion de ADN

Se extrajo ADN total, empleando el kit UltraClean™ Tissue & Cells DNA Isolation (MO BIO,
Laboratorios Inc. California, EE. UU.) siguiendo las especificaciones de la casa comercial fabricante.
El ADN, se reveld después de una electroforesis en gel de agarosa al 1%, y se colored con bromuro
de etidio (2 pg/ml). El gel se fotografi6 con el fotodocumentador UVP GelDoc-It™ System y se
analizé con el programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software (UVP, Upland, EE.

UU.). Después, se determind la concentracion del ADN con el equipo NanoDrop 1000
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Spectrophotometer y se registré con el programa ND-1000 V3.7.1 (Thermo Scientific, Denver, EE.
uu.).

Estandarizacion de RAPD-PCR

Se recurrid a los principios generales del método Taguchi (Corpoguajira, 1992; Cobb y
Clarkson, 1994) con el fin de disminuir el nimero de reacciones necesarias para obtener la primera
aproximacion de estandarizaciéon de marcadores moleculares RAPD-PCR utilizando DNA gendmico
de Caretta caretta (Yeh, Yang y Boyle, 1999). Se construyé una matriz ortogonal con las cuatro
variables evaluadas (concentraciones de Taq ADN polimerasa, ADN, MgCl, y oligonucledtido-
iniciador) con tres concentraciones diferentes cada una, proponiendo de esta forma la realizacién de
nueve reacciones de 81 posibles (tabla 1). De estas nueve reacciones se selecciond la que produjo
el mayor numero de bandas claras y legibles, y con estas condiciones se evaluaron
independientemente cuatro variables para mejorar el bandeo producido por el oligonucleotido-
iniciador OPAS5: 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 oligonucleétidos-iniciadores. Con las condiciones de
reaccion optimizadas se evaluaron ocho decameros-iniciadores (OPA, Operon Technologies Inc.
Almeda California, EE. UU.) (OPA1 a OPA10), con el fin de determinar la variabilidad existente en
los ocho individuos analizados y en los oligonucledtidos-iniciadores mencionados. Ademas, se
examin6 la reproducibilidad de la técnica RAPD-PCR con el oligonucleétido-iniciador OPA4 haciendo
uso de ADN de la tortuga CSM anidante de la playa Don Diego. Se realizaron reacciones de
amplificacién en dias diferentes, se revelaron en agarosa al 1% y se compararon de acuerdo con su
perfil electroforético.

En todas las reacciones se usd Taq ADN polimerasa y dNTPs de la casa comercial Bioline Inc.
(California, EE. UU.). Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador de bloque PTC-100
Programmable Thermal Controller (MJ Research, Madison, EE. UU.). Los productos de amplificacién
se revelaron en una cdmara de electroforesis Gel XL ultra V-2 (Labnet International, Inc. Bioscience
Research, Nueva Jersey, EE. UU.) y en 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, EE. UU.).
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Reacciones 1 2 3 4 OQligo.(mM)  ADN(ng) MgCI2(mM) Tagq Pol {unid)
1 AA A A 02 3 3

2 BB B A 0375 6 25 2

3 CC C A 05 9 2 2

- AB C B 02 6 2 3

5 BC A B 03/ 9 3 3

b CA B B 05 3 2.5 3

7 AC B C 02 9 25 )

8 BA C C 0375 3 Vi 5

9 CB A C 05 6 3 9

Tabla 1. Matriz ortéloga de cuatro variables con tres niveles de concentracion.
Fuente: Codd y Clarkson (1994).

La parte superior izquierda indica, las cuatro variables empleadas para la estandarizacion
preliminar (oligonucleétidos-iniciadores, ADN molde, cloruro de magnesio (MgCl2) y Taq ADN
polimerasa) y las letras A, B y C expresan las diferentes concentraciones manejadas en cada una de

las variables.

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 indico presencia y 0 ausencia. El estudio
de las matrices generadas se realizO como un modelo aplicable a la genética de poblaciones,
mediante el programa PopGen version 3.2 (Nei, 1978) con el que se determin6 la diversidad

genética, a partir de la ecuacion [2].

H"= 2q; (i) [1-g(i)] [2]
Donde: H es la medida convencional de la diversidad genética, siendo 2q la probabilidad de que dos
genes encontrados aleatoriamente en la poblacion j, sean diferentes en el locus i.
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Ademéas se estim6 el indice de estructura genética Gst (Wright, 1978), que proporciona
informacién sobre la divergencia genética y es el equivalente multialélico del Fst o indice de fijacién
(Dice, 1945). El valor Gst se vincul6 con el niumero de migrantes Nm. Asi mismo se calcul6 el indice
de similaridad (Taguchi y Wu, 1980) y se realizd un ordenamiento con ayuda de la estrategia
aglomerativa jerérquica de la media no ponderada (UPGMA), con el objetivo de establecer la

similaridad genética entre individuos de los grupos y dentro de los grupos.

Resultados

Descripcion y estandarizacion por método Taguchi

Se obtuvo ADN de buena calidad, concentracién 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 revela la mayor intensidad que
estd relacionada directamente con la concentracién de ADN (110 ng/pl); los carriles 6, 7 y 8
evidencian menor intensidad de las bandas y, por ende, menor concentracion de ADN (30, 43 y 41
ng/ul respectivamente). Las otras muestras (carriles 1, 2, 3 y 5) manifestaron intensidades vy

concentraciones de ADN intermedias (entre 56-78 ng/pl).

CcsMm CSM1 CSM2 CSM3 CSM4 CR CR1 CR2

— et o W —

Figura 2. Productos de extraccion de ADN de individuos de la tortuga marina Caretta caretta revelados en gel de agarosa
al 1% y con bromuro de etidio. CSM: tortugas provenientes de la playa Don Diego; CR: tortugas de Islas del Rosario.

La estandarizacién de punto de partida fue hecha con matrices ortélogas de Taguchi mediante
reacciones de ensayo y error que permitieron minimizar de 81 a nueve el nimero de reacciones
(tabla 1). Se obtuvieron 58 fragmentos de marcadores RAPD-PCR con pesos moleculares entre 350
y 1.800 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 1.000 y 1.800 pb. En los carriles 3 y 6 se dieron barridos entre 1.000 y 1.800 pb y de

ocho a nueve bandas entre 350 y 1.100 pb; en el carril 4 (figura 3) bandas claras y nitidas se
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evidenciaron entre 1.000 y 1.800 pb y los barridos entre 350 y 1.000 pb, contrario a lo ocurrido en los
carriles mencionados. Finalmente los carriles 5y 7 mostraron patrones similares de bandeo entre
350 y 1.800 pb, pero debido a las bandas poco claras entre 400 y 600 pb y entre 1.600 y 1.800 pb
amplificadas y reveladas en el carril 7 y menor numero de bandas producidas en el carril 9. Se
observé que la reaccion en el carril 5 descubrio las mejores condiciones de reaccion para utilizar
como punto de partida, produciendo el mayor numero de bandas (Yoon y Glawe, 1993) y los
patrones mas claros y nitidos de las nueve reacciones evaluadas (tabla 1). En general, se puede
afirmar que el método de Taguchi (Corpoguajira, 1992; Cobb y Clarkson, 1994) no solo disminuye la
proporcion de reacciones, también ahorra tiempo y economiza reactivos (Nason, 2002). Esta

evaluacion y el analisis se ejecutaron en dos dias.

Estandarizacion de las condiciones de amplificacion por RAPD-PCR

En la figura 4A se observan cambios en los patrones de los marcadores RAPDs para un vasto
rango de concentraciones de ADN molde, el patrén de bandas méas claro fue evidente para la
concentracion de 7,8 ng ADN molde (figura 4A carril 1). La figura 4B muestra el efecto de diferentes
concentraciones de MgCl> sobre los productos amplificados por RAPDs, en el carril 4 se comprueba
el mejor perfil electroforético obtenido (3,5 mM de MgCl,) ya que amplificé 11 fragmentos claros e
intensos con pesos moleculares entre 400 y 1.900 pb. En los carriles 1, 2 y 3 con concentraciones de
2,2,5y 3 mM de MgClz respectivamente, las bandas electroforéticas entre 400-800 pb son similares
a las obtenidas en el carril 4; sin embargo, las bandas entre 800 y 1.900 pb se presentan como un
barrido inespecifico. En cambio, en el carril 5 con 7,56 mM de MgCl2 se mejord notablemente la
nitidez de las bandas entre 800 y 1.900 pb, pero son significativamente mas claras las conseguidas

en el carril 4. Se determiné que la concentracién dptima de Taq polimerasa fue de una unidad.

Figura 3. Amplificacién por marcadores moleculares RAPDs de ADN de Caretta caretta, con método de Taguchi. Cada carril
del 1 al 9 corresponde en el mismo orden a las reacciones presentadas en la tabla 1. Se emplearon 200 uM de dNTPs
y 1X tampén de PCR en todas las reacciones. Mp: marcador de peso, Hyperladder Il (Bioline Inc., California, EE. UU.).
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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 MgCl2 que se aplicaron.
Se emplearon 200 uM de dNTPs, 1X tampon de PCR, 0,375 uM de oligonucleétido-iniciador y tres unidades de Tag ADN polimerasa

en todas las reacciones; en A se us6 3,0 mM de MgClzyen B. 7,8 ng de ADN molde. Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline

Inc., California, EE. UU.). (Cambio de color y contrastes con el programa VisionWorks LS Image Acquisition and Analysis Software,

UVP, Upland, EE. UU., con la aplicacién Image controls plug-in y pseudocolors plug-in).

Las concentraciones de oligonucleétido-iniciador que se aprovecharon en los carriles 2 y 3
produjeron un numero de bandas intermedio (7 y 8 bandas), con barridos entre 1.000 y 1.400 pb
(figura 5A), por el contrario, el carril 1 con una concentracion de 0,1 uM arrojé el menor numero de
bandas (2) y de bajo peso molecular (300 a 400 pb), con poca intensidad y claridad. Los carriles 4 y
5 hicieron visible bandas mas claras, nitidas e intensas. En el carril 4 se produjo un menor nimero
de bandas (10). Por tltimo se evaluaron cinco temperaturas de hibridacion (figura 6B), debido a que
esta variable es crucial para la PCR, pues ocurre la unién de los oligonucleétidos-iniciadores a la
cadena molde y con ello el comienzo de la sintesis de la cadena complementaria. En los carriles 4 y
5 (temperaturas de 38 y 39°C respectivamente) se dieron bandas con buena intensidad entre 1.200
y 1.600 pb y nitidas entre 800 y 1.000 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, ya que logré la mayor claridad, nitidez e intensidad en todas las bandas amplificadas (800 a
1.600 pb).

——
W
-
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i

Figura 5. Influencia de las concentraciones de oligonucledtidos-iniciadores (A) y Taq polimerasa (B) sobre la obtencion de marcadores
moleculares RAPDs. Se usé en todas las reacciones concentraciones de 200 uM de dNTPs, 1X tampdn de PCR, 7,8 ng de ADN
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y 3,5 mM de MgCl.. En A: 3 unidades de Taq ADN polimerasay en B: 0,5 uM de oligonucledtidos-iniciadores.
Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline Inc., California, EE. UU.). (Cambio de color y contrastes con el programa VisionWorks
LS Image Acquisition and Analysis Software, UVP, Upland, EE. UU., con la aplicacion Image controls plug-in y pseudocolors plug-in).

Variabilidad y reproducibilidad de la técnica de RAPD-PCR

Las condiciones estandarizadas se provocaron con 7,85 ng/ul de ADN, 3,5 mM de MgClz, 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 reaccién se iniciaron con una
desnaturalizacion 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 elongacién final de 72°C por 5 m.

Para confirmar que la reaccion estandarizada con el oligonucleétido-iniciador OPAS, para
obtener marcadores moleculares RAPDs con ADN genomico de Caretta caretta funcionaba igual con
otros oligonucledtidos-iniciadores, se hizo un ensayo con ocho iniciadores OPA. En este ensayo se
observaron bandas nitidas y claras en la mayoria de las reacciones obtenidas con los
oligonucledtidos-iniciadores amplificados (figura 6A). Los carriles 2 y 3 muestran el bandeo
electroforético de las reacciones donde se emplearon los oligonucleotidos-iniciadores OPA2 y OPA3,
se observan barridos en las bandas entre 1.000 y 1.800 pb y tenues entre 400 y 1.000 pb; en
cambio, los carriles 1, 4, 5, 6, 7 y 8 en las reacciones que se usaron los oligonucleétidos OPA1,
OPA4, OPA5, OPAG, OPA8 y OPA9 respectivamente, dieron como resultado bandas entre 350 y
2.000 pb con buena nitidez y claridad. En el carril 9, la reaccion en la que se utilizd el
oligonucledtido-iniciador OPA10 no generd ningun producto de amplificacion, debido quizé a que la
secuencia nucleotidica de este iniciador no tiene sitios de hibridacién u homologia en el genoma de
la tortuga cabezona. En la figura 6A se manifiesta la variabilidad producida por los diferentes
oligonucledtidos-iniciadores, que es el objetivo, cuando se estandariza un método para obtener
RAPDs, este resultado es bien importante para alcanzar resultados robustos en el analisis genético
poblacional de tortugas cabezonas. Analizando este, se observaron 83 bandas, las cuales fueron 15
monomorficas y 68 polimérficas, en adicion, las flechas negras indican las bandas no informativas
(monomorficas) (figura 6A) presentes en la mayoria de las reacciones con diferentes
oligonucleétidos-iniciadores y con flechas rojas las bandas informativas (polimérficas) (figura 6A)

unicas para la mayoria de oligonucleétidos-iniciadores amplificados. La metodologia estandarizada
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con el oligonucledtido-iniciador OPA5, dio resultados similares en la obtencién de RAPDs utilizando
ADN de C. caretta en el 87,5% de los oligonucledtidos-iniciadores OPA evaluados.

2 »

SRR ir

g

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

En cuanto a la reproducibilidad del marcador RAPDs, la figura 7 visibiliza las amplificaciones
realizadas en cuatro dias diferentes; todos los carriles presentaron el mismo patron de bandeo,
respecto a intensidad, claridad y nitidez, ademas del nimero de bandas producidas (12) y el peso
molecular entre 300 y 1.800 pb.

Figura 7. Reproducibilidad de marcadores RAPDs empleando las condiciones
estandarizadas de reaccion y el ADN del individuo CSM de playa Don Diego (ver texto).
Se uso el oligonucledtido-iniciador OPA4.

Mp: marcador de peso Hyperladder Il (Bioline Inc., California, EE. UU.).
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Analisis de marcadores como modelo para Caretta caretta

En este estudio se determinaron algunas caracteristicas genéticas que solo establecen
resultados validos para poblacion, por lo que aqui se dan Unicamente como evidencia de las
posibilidades que brindan los marcadores RAPDs en este tipo de estudios. El analisis de los perfiles
electroforéticos obtenidos se tradujo en una matriz de presencia (1) y ausencia (0), y con esta, se
determinaron algunos parametros genéticos. La diversidad de Shannon para las tortugas cabezonas
provenientes de la playa Don Diego (Magdalena) fue de H'= 0,4495+/-0,2764 y para las tortugas
provenientes de Islas del Rosario fue de H'= 0,2535+/-0,3227, mostrando una diversidad baja. El
indice de estructura genética Gst es un indicador de la diversidad distribuida en los grupos (Nason,
2002). Los valores se encuentran entre 0 (cero), para el caso hipotético donde no hay divergencia
genética entre dos grupos, y 1 (uno), para el caso extremo cuando se ha perdido o fijado un alelo
para un locus determinado (Slatkin, 1987). El valor promedio de estructura genética para los dos
grupos fue de Gst = 0,2799, este valor ayuda a dar una idea aproximada de la escasa divergencia
existente entre los dos grupos de tortugas. El indice de migracion efectiva estima el nimero
promedio de emigrantes de una generacién a otra entre grupos (Abreu, 2000), para los individuos
evaluados se obtuvo un valor alto de Nm = 1,2862, posiblemente debido a la fuerte filopatria que
presentan las hembras y a la presencia de pocos machos reproductores (40, 41, 44) en estas dos

zonas del Caribe colombiano.

Discusion

Estandarizacion de las condiciones de amplificacion por RAPD-PCR

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 diluidas con baja
concentracion de contaminantes, por esta razdn, 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 final de 78,5 ng/ul. Este ensayo buscaba disminuir el efecto inhibitorio de productos
de ARN y polisacéridos que podrian estar en la muestra extraida de ADN y seleccionada para la

optimizacion de la metodologia.
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Al usar ADN molde en bajas concentraciones 3,9; 2,6; 1,95 y 0,59 ng (figura 4A carriles del 2
al 5), se arrojaron diferencias en el patrén de bandas amplificadas, como barridos entre los 900 y
1.800 pb (carril 2), disminucion en el nimero de bandas, intensidad y claridad, ademas de la no
obtencién de bandas entre 950 y 1.800 pb (carriles 3, 4 y 5). Estos resultados son semejantes a los
de Williams, Kubelik, Livak, Rafalski y Tingey (1990) quienes a concentraciones bajas de ADN molde
produjeron una mengua en el numero de bandas amplificadas.

El cloruro de magnesio (MgCl2) 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,
incrementando la temperatura media de interaccién entre la doble cadena de ADN molde y los
oligonucledtidos-iniciadores (McPherson y Moller, 2000). Los resultados obtenidos de MgCl, en este
estudio (figura 4B, carril 4) son similares a los de McPherson y Moller (2000) (Hernandez, Marinfio,
Orozco y Narvaez, 1997) quienes afirman, que la efectividad de las amplificaciones de marcadores
RAPDs es mayor con una concentracion final de 3,5 mM de MgCly, provocando un incremento en el
numero de bandas y en su intensidad. Hernandez et al. (1997) concluyen que las concentraciones
menores o iguales a 2,5 mM de MgCl2 generan barridos, como se puede ver en la figura 4B, carriles
1y 2.

En la figura 5B carriles 3, 4, 5y 6 donde se emple6 de tres a seis unidades de Taq polimerasa
respectivamente se evidencian barridos después de los 700 pb, corroborando lo alcanzado en
estudios previos (Sansinforiano et al., 2001). Williams, Hanafey, Rafalski y Tingey (1993)
encontraron que el uso de concentraciones de Tag ADN polimerasa mayores a tres unidades,
tienden a amplificar fragmentos inespecificos.

Por otro lado, los fragmentos amplificados claros e intensos aumentaron cuando se disminuy6
la concentracion de la enzima. La concentracién optima de Taq ADN polimerasa fue de una unidad,
resultado que esta de acuerdo con los obtenidos por McPherson y Moller (2000) (Hernandez et al.,
1997) ya que a esta concentracién se presenta el mayor nimero de bandas claras e intensas
amplificadas cuando se trata de lograr marcadores RAPDs.

Los oligonucledtidos-iniciadores permiten que la Tag ADN polimerasa inicie el proceso de
transcripcion en cada uno 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., 1993). El patrén de mejor

reproducibilidad fue conseguido aplicando 0,5 uM de oligonucleétidos-iniciadores con una unidad de
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Taq polimerasa y 7,85 ng de ADN, amplificando 12 bandas claras y de buena intensidad (figura 5A,
carril 5). Hay que tener en cuenta que la hibridacién de los iniciadores en reacciones de RAPD-PCR
ocurre simultdineamente en varios puntos de la cadena molde, utilizandose con regularidad
concentraciones altas de oligonucleétidos (Segnini, 2003), que concuerda con los resultados de este
estudio. La temperatura de hibridacion de los iniciadores y las concentraciones de magnesio, son los
factores que mas afectan la intensidad relativa de las bandas amplificadas.

La figura 6B muestra en los carriles 1 y 2 (temperaturas de 35 y 36°C respectivamente)
bandas con barridos entre 800 y 1.600 pb. Cavagnaro y Masuelli (2002) (Newton y Graham, 1994)
afirman que temperaturas de hibridacion menores a 36°C producen apareamientos inespecificos
entre oligonucledtidos-iniciadores y ADN molde, que generan bandas no-especificas de baja
reproducibilidad.

En total, se ejecutaron 46 reacciones para la estandarizacion de marcadores moleculares
RAPDs para C. caretta, 34 reacciones para la estandarizacion de todas las variables, cuatro para
evaluar la reproducibilidad y ocho reacciones adicionales para valorar la variabilidad producida por
igual numero de oligonucledtidos-iniciadores. La estandarizacion y su analisis se llevo a cabo en tres
semanas (21 dias). Este disefio experimental propuesto ahorra tiempo y dinero y genera resultados
dptimos que pueden ser de provecho para evaluaciones poblaciones, para este caso un modelo con
la tortuga cabezona.

En total se evaluaron seis concentraciones de DNA, cinco de oligonucleétidos-iniciadores,
cinco de MgCly, cinco de Taq ADN polimerasa y cuatro de temperatura de hibridacién de los
iniciadores. Se requeriria por métodos convencionales un total de 3.000 reacciones (6 X5 X5 X5 X
4) para obtener, tal vez, el mismo resultado.

Este modelo de estandarizacion sirve en estudios de genética de poblaciones con marcadores
moleculares y adicionalmente integrarlos en el curriculo de biologia molecular y/o bioquimica para
estudiantes de pregrado y maestria, de esta manera, los alumnos podrian comprender mejor los
principios de la PCR, de los marcadores moleculares y la traduccion de bandas o perfiles
electroforéticos en la matematizacién de conceptos complejos de la genética de poblaciones

animales.
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Conclusiones

El método Taguchi permite minimizar el numero de reacciones en la estandarizacion de
marcadores moleculares RAPD-PCR, en la primera ronda de 81 a nueve reacciones, y luego, para
determinar variable por variable de 3.000 a solo 46 reacciones. Se obtuvo una metodologia
estandarizada para la consecucion de marcadores moleculares RAPDs en tortugas marinas Caretta
caretta. Los RAPDs obtenidos producen bandas claras, legibles, reproducibles y variables entre ocho
oligonucledtidos-iniciadores examinados. Estas condiciones asi definidas son validas para la puesta
en marcha de estudios genético-poblacionales en Caretta caretta.

La presencia (1) y ausencia (0) de bandas polimérficas, fue una herramienta practica para la
adquisicion de datos cualitativos por una matriz binaria que hizo posible dar aproximaciones de la
genética de poblaciones para un modelo de estudio.

Este modelo podria ser aprovechado para integrarlo al curriculo de biologia molecular y/o

bioquimica para estudiantes de pregrado y maestria.
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