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Introducción
Una de las principales fuentes de información para discernir 

preguntas de carácter evolutivo se encuentra en el genotipo de los 
organismos. Este recurso ha sido objeto de análisis empleando 
distintas técnicas moleculares, particularmente en las últimas 
décadas (Hillis et al., 1996). Sin embargo, una limitante para 
la obtención de esta información es el acceso a laboratorios 
especializados para desarrollar técnicas de biología molecular.
Las técnicas para evaluar los niveles de variación dentro de 
poblaciones, pueden ser clasificadas en dos grandes grupos 
de acuerdo al nivel de cobertura del genoma: las técnicas que 
tienen una cobertura amplia al azar sobre el genoma completo 
del organismo (RAPD, AFLP, ISSR) y técnicas que enfocan 
el análisis a regiones particulares del genoma (secuenciación 
de ADN, PCR-RFLP, DGGE, SSCP, Isoenzimas, Micro y 
Minisatélites). Mientras que la secuenciación del ADN es la 
técnica que permite detectar la totalidad de la variación entre los 
organismos (sustituciones, inserciones o deleciones), requiere el 
acceso a laboratorios de primer nivel y/o el envío de muestras a 
laboratorios especializados en servicios (ej www.macrogen.com).

Una manera de analizar un gran número de muestras sin 
requerir el uso de laboratorios especializados consiste en la 
combinación de técnicas simples con la secuenciación. Bajo esta 
estrategia se realiza la secuenciación en una sub-muestra para 
clasificar e identificar los distintos haplotipos, y posteriormente se 
aplica una técnica sencilla que permita diferenciar los haplotipos 
detectados con las secuencias, para aplicarse al resto de la muestra 
(Fig. 1).

La estrategia planteada es posible por la existencia de 
algoritmos que permiten predecir a partir de una secuencia 

específica su comportamiento en el laboratorio. Este es el caso de 
las técnicas DGGE y PCR-RFLPs que pueden simularse in silico.

La DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis o 
Electroforesis en Geles con Gradiente Desnaturalizante) es un 
tipo de electroforesis para ácidos nucleícos de doble cadena 
que permite detectar diferencias entre secuencias debido a 
las variaciones que estas diferencias provocan en la Tm de la 
molécula. La Tm se define como la temperatura a la que el 50% 
de las moléculas de ADN se encuentran en estructura de doble 
cadena unida por puentes de hidrogeno (Fig. 2). Este valor 
depende de la proporción de bases púricas y pirimídicas de la 
secuencia, debido a que la unión entre A-T (dada por dos puentes 
de hidrógeno) es más lábil que la unión G-C (con tres puentes de 
hidrógeno). Por esto, la composición del ADN afecta el patrón de 
desnaturalización, siendo posible distinguir entre moléculas con 
diferentes secuencias de ADN, debido a su movilidad diferencial 
en geles con un gradiente de concentración de un compuesto 
desnaturalizante (ej. urea). El ADN desnaturalizado tiene una 
velocidad de migración menor que el ADN de doble cadena, 
diferenciando dos o más fragmentos del mismo tamaño en pares 
de bases pero con distinta composición. Empleando este método 
es posible identificar substituciones, inserciones y deleciones en 
una o más bases, en moléculas de 150 a 1000 pb, lo que permite 
diferenciar secuencias de ADN Myers et al. (1987).

Se ha observado que la desnaturalización del  ADN se 
presenta con el cambio de estado de dominios (doble cadena-
cadena sencilla) de un número considerable de pares de bases (50 
a 300) de manera simultánea. Esto debido a que los dominios 
responden a cambios de una sola base generando efectos en las 
bases vecinas. Se sabe que la desnaturalización de 90 bases de 
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un fragmento de 500 pb puede generar 
la reducción de velocidad de migración 
en un 20 % con respecto a una secuencia 
con sus 500 bases en estructura de doble 
cadena Myers et al. (1987).

Al describirse la técnica DGGE por 
primera vez se requería el uso de sondas 
marcadas radiactivamente para detectar 
las cadenas de DNA Fischer & Lerman 
(1980), pues aun no se describía ningún 
método para la amplificación dirigida in 
vitro, pero después de la descripción de la 
PCR Saiki et al. (1985) fue posible generar 
diversos fragmentos para su análisis 
directamente sin la necesidad de usar una 
sonda marcada.

La estrategia para distinguir los 
distintos alelos de una población consiste 
en realizar un corrimiento preliminar que 
se denomina “DGGE perpendicular”. Este 
consiste en correr las muestras en un gel 
con un gradiente perpendicular del agente 
desnaturalizante con respecto a la dirección 
de la electroforesis, para evaluar el rango 
de concentración del desnaturalizante 
(generalmente de 25 a 30% del punto 
medio de desnaturalización) en el que se 
puede resolver los distintos alelos de una 
muestra (Fig. 3).

La técnica de RFLPs (Restriction 
Fragments of Length Polymorphism) 
permite detectar diferencias entre genomas 
de distintos organismos con base en la pérdida o ganancia de 
sitios de restricción (secuencias específicas que son reconocidas 
por endonucleasas de restricción). Existen varios protocolos, 
todos tienen como objetivo identificar la variación en tamaño de 
los fragmentos que permitan diferenciar a las entidades de estudio 
(individuos, poblaciones, especies, y taxa supra-específicos) Hillis 
et al. (1996). 

Posterior al desarrollo de la PCR es posible dirigir los 
análisis de RFLP´s hacia regiones específicas del genoma de un 
organismo Saiki et al. (1985). Los fragmentos amplificados con 
PCR son sometidos a restricción (corte) con endonucleasas, 
para posteriormente visualizar los fragmentos de restricción con 
métodos sencillos de tinción (bromuro de etidio o tinción con 
plata) en geles de agarosa o poliacrilamida. 

La combinación de PCR con RFLP es útil, pues permite 
detectar diferencias en secuencias de distintos individuos 
aprovechando la sensibilidad de PCR para amplificar regiones 
específicas de un genoma y la resolución de RFLP para comparar 
secuencias. Este método ha sido empleado previamente en 
tortugas marinas con buenos resultados Avise & Karl (1993).

En el presente trabajo se realizó una simulación in silico 
del comportamiento de 17 haplotipos de la región control 
del ADNmt, de Chelonia mydas (Encalada, 1996), evaluando 
la capacidad de los DGGE y PCR-RFLPs para diferenciar 
haplotipos. 

Materiales y métodos
Previo a las simulaciones in silico se realizó el alineamiento de 
las secuencias obtenidas por Encalada et al. (1996); Genbank 
Z50131.1 “Cm 9”, Z50130.1 “Cm 8”, Z50126.1 “Cm 4”, 
Z50125.1 “Cm 2”, Z50140.1 “Cm 18”, Z50139.1 “Cm 17”, 
Z50138.1 “Cm 16”, Z50137.1 “Cm 15”, Z50136.1 “Cm 14”, 
Z50135.1 “Cm 13”, Z50134.1 “Cm 12”, Z50133.1 “Cm 11”, 
Z50132.1 “Cm 10”, Z50129.1 “Cm 7”, Z50128.1 “Cm 6”, 
Z50127.1 “Cm 5”, Z50124.1 “Cm 1”) con ClustalV para PC 
versión 1.7 Thompson et al. (1994) y revisado a ojo empleando 
GeneDoc para PC versión 2.2.0 Nicholas et al. (1997) para 
verificar que los 17 haplotipos fueran diferentes en al menos una 
posición (Fig. 4).

Para obtener una simulación in silico de la respuesta bajo 
condiciones desnaturalizantes de secuencias de la región control 
del ADNmt, emulando su comportamiento al someterse a 
DGGE se sometió a las secuencias obtenidas por Encalada et al. 
(1996) al programa Poland disponible en línea donde se calculó 
la Tm de las 17 secuencias empleando el algoritmo descrito por 
Steger (1994) en donde se asume que secuencias con diferente 
Tm dada una concentración de sales, generan diferente velocidad 
de migración en un sistema de DGGE. 

Los mapas de restricción (patrones de fragmentos obtenidos 
con las endonucleasas disponibles comercialmente) de las 17 
secuencias fueron obtenidos con el programa Webcutter 2.0 
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Figura 1. La línea 
punteada representa 
que este paso 
es posterior a la 
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distintos haplotipos 
detectados con la 
secuenciación

Figura 2. 
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Heiman (1997).

Resultados
Con la técnica de PCR-RFLPs se identificaron 42 enzimas 
que tienen sitios de restricción dentro de las secuencias. Sin 
embargo, sólo 19 de estas podrían generar cortes informativos 
(que permitan diferenciar las secuencias), el resto (23 enzimas) 
generarían el mismo patrón de corte (enzimas sombreadas en la 

Tabla 2).
A partir del análisis teórico de restricción, se agruparon las 

enzimas que generaron un mismo patrón. Por ejemplo, la enzima 
Alu I, tiene la capacidad de distinguir dos grupos en los haplotipos 
empleados; el primero constituido por las secuencias 1, 2, 3, 4, 9, 
13, 14, 17, 15, 16, 18 y el segundo por las secuencias 5, 6, 8, 10, 
11, 12. La enzima Mwo-I agrupa a las mismas secuencias y por 
esta razón se le agrupó con la enzima Alu I (Tabla 1).
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Figura 3. En el gel perpendicular se somete a 
electroforesis una muestra y se observa que en el 
lado izquierdo del gel con menor concentración 
de urea no hay diferencia en la migración de los 
dos alelos, y en el extremo derecho, en el que las 
concentraciones de urea son altas se observa el 
distinto patrón de migración del alelo A más lento, 
con respecto al alelo B. En el DGGE paralelo se realiza 
con un gradiente del 40 al 60% que cubre un rango de 
20% con respecto al 50% de concentración de urea que 
se observa en el gel perpendicular es el punto en el que 
ambos alelos pueden distinguirse. En el gel paralelo 
se muestra en tres carriles el comportamiento de los 
alelos de 3 individuos diferentes, dos homocigotos AA 
y BB y un heterocigoto AB (Modificado de Lessa 1992).
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Cm 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0

Cm 2 1 0 2 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1

Cm 3 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Cm 4 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0

Cm 5 2 1 1 0 2 1 1 1 1 0 0 2 1 0 0 2 1 0 0

Cm 6 2 1 1 0 2 1 1 1 1 0 0 2 1 0 0 2 1 0 0

Cm 8 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 1 0 0 1

Cm 9 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 1 1 0 1

Cm 10 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 1 1 0 1

Cm 11 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 1 1 0 1

Cm 12 2 1 1 0 2 1 1 1 1 1 1 2 1 0 0 3 1 0 1

Cm 13 1 0 1 1 1 0 0 2 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0

Cm 14 1 0 1 1 1 0 0 2 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0

Cm 17 1 0 1 1 1 0 0 2 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0

Cm 15 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 4 0 0 0

Cm 16 1 0 1 1 1 0 0 2 0 1 1 1 0 0 0 3 0 0 0

Cm 18 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 2 1 0 0 1 0 0 0

Tabla 1. Patrones de restricción esperados. Se 
presenta en columnas (verticales) de distinto tono 
(gris o blanco) las enzimas que generan la misma 
asociación de grupos de las secuencias analizadas. 
0 indica que la enzima no tiene sitios de restricción, 
1, 2, 3, 4 indican el número de cortes esperados. Las 
líneas (horizontales) en distintos tonos agrupan las 
secuencias que no son distinguibles (3, 4; 5, 6; 10, 11; 
13, 14 y 17).
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De este análisis se identificaron 11 enzimas de las 19 
seleccionadas previamente con las cuales es posible  distinguir 12 
de las 17 secuencias sometidas al análisis (70 % de los haplotipos 
analizados). 

Con respecto a las simulaciones del comportamiento de las 
mismas 17 secuencias en un DGGE, los valores de Tm obtenidos 
(Tabla 3) sugieren que sólo sería posible detectar ocho secuencias 
diferentes (47% de las secuencias).

Los valores de Tm se ven afectados por la concentración de 
sales y ADN de una solución determinada, por lo que se buscó 
aumentar la capacidad de resolución de la técnica empleando 
distintos valores de la concentración de sales y ADN para 
detectar diferencias entre dos secuencias que en un principio 
fueron indistinguibles. Si bien el cambio de las variables afectó los 
valores de Tm este cambio fue uniforme para todas las secuencias, 
lo que impidió aumentar la resolución (Tabla 4).

Discusión
En los resultados se observa que cada  técnica por separado 
genera datos con menor discriminación que un análisis con 
ambas técnicas ya que permiten diferenciar más secuencias. Por 
ejemplo, las secuencias 3 y 4 son indistinguibles empleando 
RFLP con las enzimas seleccionadas, pero estas mismas secuencias 
presentan diferente valor de Tm, por lo que su comportamiento 
en un DGGE sería diferente. Sin embargo, las secuencias cm17 
y 14 muestran un comportamiento homogéneo frente a ambas 
simulaciones, por lo que son indistinguibles. Con este análisis 
concluimos que no es posible distinguir con las dos técnicas la 
variación genética de los 17 haplotipos. Sin embargo, este tipo 
de simulaciones son recomendables como estudios preliminares 
que permiten potenciar la capacidad de análisis de muestras en 
un proyecto

Particularmente la técnica PCR-RFLPs es más simple que la 
secuenciación, que ofrece la máxima resolución para detectar la 
variación genética de la región control, pero desafortunadamente 
no permite detectar toda la variación presente. 

Si se logra a partir de un primer esfuerzo de secuenciación 
de ADN identificar los sitios polimórficos que distinguen 
haplotipos y las simulaciones particularmente de RFLP permiten 
distinguirlos, detectando enzimas de restricción diagnósticas, es 
posible entonces, analizar en el laboratorio, un gran número de 
muestras en las que se requerirá la amplificación de la región de 
análisis mediante PCR seguida de una reacción de restricción 
y electroforesis, para estimar la frecuencia de cada uno de los 
haplotipos detectados con RFLPs previamente asociados a las 
secuencias de ADN previamente analizadas.

Este tipo de simulaciones son útiles particularmente si 
consideramos que las bases de datos como el Genbank tienen, 
gracias a los avances  de la tecnología de secuenciación un 
crecimiento notable que se reporta cada dos meses. Este 
crecimiento es particularmente importante con respecto al 
número de especies. En el 2001 existían secuencias de 14,068 
especies y hasta el 2010  hay información de 226,024 especies. 
Esto representa que la base de datos ha duplicado la cobertura de 
especies cada ocho meses en promedio, contando hasta el 15 de 
abril de 2010 con 119, 112, 251 loci,  y un total de 114, 348, 888 
y 771 bases secuenciadas.Ta
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Simulación de DGGE y PCR-RFLPs sobre secuencias ADN

Esta cobertura de especies permite tener acceso a secuencias 
de múltiples grupos de organismos que pueden no corresponder 
con nuestra especie de interés pero probablemente sea de 
una categoría taxonómica cercana y pueda emplearse como 
experimento piloto para estimar la capacidad de las técnicas 
empleadas en el presente trabajo como alternativa con respecto 
a la obtención de secuencias de ADN. Identificando incluso para 
la región del genoma que presente el nivel de diversidad genética 
necesario para el nivel de universalidad de la investigación 
(infraespecífico, intraespecífico, géneros, familias). 
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Secuencia Tamaño pb. Tm esperada*

CM4 486 90.4

CM14 486 90.6

CM17 486 90.6

CM3 486 90.6

CM1 486 90.7

CM16 486 90.7

CM13 486 90.8

CM15 486 90.8

CM2 486 90.8

CM18 486 90.9

CM11 486 91.1

CM6 486 91.1

CM10 486 91.2

CM12 486 91.2

CM9 486 91.2

CM5 486 91.3

CM8 486 91.3

Tabla 3. Valores de Tm. se presentan los distintos valores obtenidos de Tm y entre 
líneas se presentan los grupos de secuencias que se pueden distinguir.

Concentración 
de ADN nM

Concentración de 
Sales en mM

Tm observada °C

cm10 cm12

50 1 63.0 63.0

50 200 101.2 101.2

50 500 107.8 107.8

50 1000 112.8 112.8

1 50 90.9 90.9

50 50 91.2 91.2

200 50 91.3 91.3

500 50 91.4 91.4

1000 50 91.5 91.5

1000 1 63.3 63.3

1 1000 112.5 112.5

Tabla 4. Comportamiento de Tm. variando la concentración de sal y DNA tiene el 
mismo efecto para las dos secuencias impidiendo diferenciarlas.
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