
Acta Biof6gica Coiombiana, Vol. 6 No.2, 2001 113

CITES como una especie vulnerable y par la IUCN como especie en peligro de extinci6n. Par esra
raz6n, el Centro de Biologia Molecular del Gimnasio Carnpestre inicio un proyecto de genetica
conservacionista que pretende proveer informacion utilizable para el analisis, tanto de la especie
P. brasiliensis como de sus familiares mas cercanos, y de esra forma, proponer planes de manejo de
la especie y su habitat previniendo su exrinci6n.
Con el fin de identificar las bondades de la metodologra de RFLPse realize un anal isis de un frag-
mente del gen ribos6mieo 18S RNA de 2 nutrias gigantes de rio, e! cual se arnplifico par PCR y
despues se corte can las enzimas de restriccion Hind III, EcoR t, BamH I, Hinf I, Bgi I, Xba I y Sal
I. Los perfiles electroforeticos observados son iguales para las 2 nutrias, hembra y macho. Las
enzimas Hind Ill, EcoR I, Bgil Y Xba I no cortaron el fi-agmenro del gen 185 RNA, por el contrario,
las enzimas BamH I, Hinf I y Sal I si cortaron el fragmento del gen 185 RNA. La enzima BamH I
produjo 3 bandas de aproximadamente 30, 40 Y230 pares de bases. La enzima Hinfl produjo 2
band as de 200 y 100 pares de bases aproximadamente y la enzima Sail produjo 2 band as de peso
molecular muy parecido a las bandas producidas par la enzima Hinfl de 190 y 110 pares de bases
aproximadamente. La metodologfa de RFLP provee un invaluable recurso para mapeo genetico.
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La nutria gigante de rio Pteronura brasiliensis es un mamifero carnivore de la familia Mustetidae, a
la cual pertenecen tambien las tairas y los hurones. La nutria es considerada por el CITES como
una especie vulnerable y por la IUCN como especie en peligro de extinci6n. Por esta raz6n, el
Centro de Biologta Molecular del Gimnasio Campestre inicio un proyecto de genetica conser-
vacionista que pretende proveer informaci6n utilizable para el anal isis, tanto de la especie
P. brasiliensis como de sus familiares mas cercanos. y de esta forma, proponer planes de manejo
de la especie y su habitat previniendo su extinci6n.
En esta investigaci6n se diseAaron seis parejas de oligonucleotides "primers" universales que
delimitan cerca de 100% del DNA mitocondrial (mtDNA) de marntferos. Escas secuencias fueron
disenadas previa alineaci6n de la secuencia descrita del mtDNA de humanos, ballena, foca,
rinoceronte, gato, burro y perro. 5e estandarizaron protocolos para la obrencion de DNA de
nutrias, hurones y tairas a partir de muestras de pelo y para amplificar por peR una regi6n del
mtDNA de estos tres Mustelidos. La reacci6n fue exitosa para tres pares de 0ligonucle6tidos:
mtOl-mt02, mr07-mt08 y mtll-mt12 que amplificaron fragmentos respecrivamente de 2.900,
2.800 Y3.200 pares de bases aproximadamente. Esta ampJificaci6n representa 54% del mtDNA
de Mustelidos. EI fragmenro amplificado de 3.200 pares de bases de nutria, hur6n y taira que
delimitan los 0ligonucle6tidos mtll-mt12 fue purificado del corrido electroforetico yanalizado
con ocho enzimas de restricci6n: BAM I, Bgll, EcoR I, Hha I, Hind til, Hinfl, Sail y Xba I. A partir
de este analisis se obtuvo el mapa fi"sicoexperimental de esta regi6n del genoma mirocondrial. De
otra parte, se realizo el mapa Fisico de restriccion te6rico con las mismas endonucleasas para la
secuencia del mtDNA descrita para los siete mamiferos que delimitan los oligonucleotidos mtl1-
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mt12. Esta region comprende los genes cytb, tRNA-Pro, D-Loop, tRNA-Phe y 12SrRNA, y con
esto, se obtuvo el mapa flsico teo rico para estos marnfferos. De los resultados se dedujo que la
nutria gigante de rio posee 85% de homologfa can la taira, 70% con el huron y 18% con los
mamiferos estudiados. Por ultimo, se realize una comparacion de los mapas flsicos obtenidos
tanto a nivel experimental como reorico utilizando e! programa PAUP para hallar las relaciones
filogeneticas entre todos las especies estudiadas. Se realize un arbol fitogenetico basado en el
metodo de parsimonia. Se escogieron como datos los 45 lugares de restriccion identificados de
los cuales 15 fueron informativos para el analisis de parsimonia. EI arbol presentc una division
en dos grupos: i) humanos y ii) los demas mamfferos. En la division del segundo grupo se observe
una politorma, forman dose tres subgrupos: a) foca; b) perro, ballena, nutria gigante, huron y
taira; y c) garo, burro y nnoceronte. Los tres Mustelidos y el perro mostraron una mayor relacion
entre e1los que con las demas especies de mamfferos presentando un alro valor de repeticion de
62 y una baja distancia filogenetica de 0,8 coincidiendo con c1asificaciones previas. Sin embargo,
no se dilucid6 la relacion que existe entre las tres especies de Mustelidos. Se hace necesario
continuar con el mapa de restricci6n para robustecer el anal isis parsimonioso por PAUP y poder
aclarar las relaciones filogenericas y evolutivas de estes especies.
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Las aguas residuales estan cargadas de gran variedad de mutacarcinogenos entre ellos Hidro-
carburos Policfclicos aromaticos, nitrosaminas y aminas Hererocrclicas todos ellos formados
durante la combustion de material orgenico yen alirnentos proteicos cocidos a altas tempe-
raturas. Dichos muracarcinogenos Jlegan a las aguas residuales especialmente a n-aves de [a
orina y heces. Las aguas residuales procedentes de la poblacion del Retiro son vertidas al rio
Pantanillo despues de ser tratadas en una planta a base de lodos activados. Este rio surte repre-
sas que alimentan las plantas de tratarniento de agua de consumo la Ayura y Rionegro que
distribuyen agua potable a mas de 2'000.000 de habirantes.
EI proposito de la invesrigacion es idenrificar por medio de cromarograffa de gases, muracarci-
nogenos en las aguas residuales antes y despues de pasar por la planra de tratamienro a base
de lodos activados y evaluar su efecro genotoxico en celulas humanas por medio del ensayo
Com era. Esta investigacion genero los siguientes conocimientos: Las aminas heterodclicas
mutacarcinogenicas AC, Trp-Pl, Trp-P2, IQ y MelQx detectadas en estas aguas residuales, no
fueron rotalmenre rerenidas por la planta de rraramiento del Retiro, por)o tanto podrian lIegar
a traves del rio panranillo hasta las aguas de con sumo humano. Los mutagenos que lograron
pasar la planta pueden penetrar hasta el nucleo de linfocitos humanos y danar su DNA.
En relacion con el efecto mutagenico, las dosis pequenas de mutagenos (dosis permisivas), tal
como lIegan a aguas de consumo podrian ser mas perjudiciales que las dosis mayores mezcla-
das can otros compuestos. Por los resultados anteriores se puede hiporizar que las aguas de
consumo humano contaminadas con aguas residuales, podrian conrribuir a los factores
de riesgo que aumentan la incidencia de cancer en la poblacion expuesta.
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