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RESUMEN

TITULO: ESTANDARIZACION DEL GENOTIPADO DE MARCADORES
MOLECULARES MICROSATELITES PARA ESTUDIOS POBLACIONALES DE
AVES DEL GENERO Ramphocelus EN EL DEPARTAMENTO DE
SANTANDER, COLOMBIA*

Autores: LADY YULIANA NORIEGA CABALLERO**

Palabras claves: PCR, Microsatélites, Poliacrilamida, Ramphocelus.

Los estudios de genética poblacional tienen como objetivo determinar y medir la
variacion existente entre y dentro de las poblaciones, analizar la estructura
causada por fendmenos como la hibridacion y generar soporte dirigido a la
conservacion de especies. El uso de la biologia molecular ha permitido identificar
dicha variacion encaminada a caracterizar los genotipos individuales presentes en
las poblaciones, aspecto requerido para el posterior analisis de diferentes
pardmetros genéticos poblacionales. El objetivo de la presente pasantia de
trabajo de grado fue estandarizar el genotipado de los marcadores moleculares
tipo microsatélites RcAAAG406 y RcAAAGA410 tipificados en Ramphocelus
costaricensis, a partir de 105 muestras de ADN de dos especies de aves del
género Ramphocelus presentes en el departamento de Santander, Colombia. Se
siguieron dos protocolos de PCR publicados y uno realizado en el Laboratorio de
Genética de Poblaciones y de la Conservacion de la Universidad Industrial de
Santander (LGPC-UIS); los productos de PCR fueron visualizados en geles de
poliacrilamida al 7% y de agarosa al 2%. Se observaron productos de PCR para
los dos microsatélites propuestos en R. icteronotus; hecho que no se evidencié en
R. dimidiatus. Este resultado probablemente se deba al hecho que R.
costaricensis no es taxon hermano de R. dimidiatus, lo que dificulta la
amplificacion de microsatélites heter6logos en esta especie.

*Trabajo de Grado
**Facultad de ciencias. Escuela de Biologia. Director: Fernando Ronddn Gonzalez,
Ph.D.



ABSTRACT

TITLE: STANDARDIZATION OF MOLECULAR MARKERS GENOTYPING
MICROSATELLITE BIRD POPULATION STUDIES Ramphocelus GENDER IN
THE DEPARTMENT OF SANTANDER, COLOMBIA.*

Authors: LADY YULIANA NORIEGA CABALLERO **

Key words: PCR, Microsatellites, Polyacrylamide, Ramphocelus.

Population genetics studies aim to identify and measure the variation between and
within individuals, analyze the structure caused by phenomena such as
hybridization and generate support aimed to the conservation of species. The use
of molecular biology allowed us to identify such variation directed towards the
characterization of individual genotypes present in populations, aspect required for
subsequent analysis of different population genetic parameters. The objective of
this internship was to standardize the genotyping of microsatellite molecular
markers RCAAAG406 and RCAAAG410 established in Ramphocelus costaricensis,
in 105 DNA samples from two species of birds of the genus Ramphocelus present
in the department of Santander, Colombia. Two published and one developed in
the Laboratory of Population Genetics and Conservation of the Industrial University
of Santander (LGPC-UIS) PCR protocols were followed; PCR products were
visualized on polyacrylamide (7%) and agarose (2%) gels. PCR products for both
of the microsatellites proposed were observed in R. icteronotus; experience not
evident in R. dimidiatus. This result is probably due to the fact that R. costaricensis
IS not a sister taxon to R. dimidiatus, which hinders the amplification of
heterologous microsatellites in this species.

* Degree work, Research internship
** Science Faculty, Department of Biology. Director: Fernando Rondon Gonzalez,
Ph.D.
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INTRODUCCION

La deforestacion y la degradacion del habitat tienen un impacto negativo sobre la
estructura y la diversidad genética de las poblaciones naturales, debido al
incremento de la heterogeneidad de los bosques y su consecuente amenaza de la
diversidad biolégica (Gomez et al., 2008), causa principal de la extincién de
muchas especies de aves (Anciaes & Marini, 2000).

Dentro de la clase Aves, las tangaras son el grupo mas abundante y diverso del
Neotropico (Krueger & Williams, 2006); la gran mayoria de tangaras tienen en
general colores brillantes y muchas de ellas presentan dimorfismo sexual para el
color del plumaje (Isler & Isler, 1999). La tangara neotropical del género
Ramphocelus (Thraupidae: Passeriformes) incluye nueve especies que se
distribuyen desde México hasta el sur de Brasil (Isler & Isler, 1999). Las especies
de este género se caracterizan por presentar un pico plateado y un amplio rango
de coloracion y preferencias de habitat (Sibley, 1958; Hackett, 1996).

En Colombia se han registrado poblaciones de cinco especies de tangaras del
género Ramphocelus, a saber: R. carbo, R. dimidiatus, R. flammigerus, R.
icteronotus y R. nigrogularis (Hilty & Brown, 1986; McMullan & Donegan, 2014).
En los ultimos afios se han reportado coexistiendo simpatricamente R. icteronotus
y R. dimidiatus en el departamento de Santander (Carrefio, 2013). Lo anterior
puede conducir a un deterioro gradual del habitat natural de la especie residente y
la ampliacion del rango de distribucién de la especie invasora, R. icteronotus
(Archila, 2014); eventos que conllevan a contacto secundario (Confer, 2006), el
cual puede reducir el tamafio de las poblaciones de R. dimidiatus y por ende su
diversidad genética.

La revolucion molecular en los ultimos afios ha producido una gran cantidad de
técnicas y teorias que permiten a los ornitblogos examinar directamente la
variacion genética intra e inter poblacional (Haig 1998; Aranguren et al. 2005). A
medida que las poblaciones divergen, los individuos comienzan a acumular
cambios genéticos que eventualmente caracterizaran a cada poblacion (Boecklen
& Howard 1997; Rhymer & Simberloff 1996; Bedoya, 2007). Estos cambios son
registrados en el genoma y pueden ser analizados a partir del genotipado de
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marcadores moleculares como los microsatélites, los cuales han sido empleados
para establecer la cantidad de divergencia y diferenciacion genética (Loyau &
Schmeller, 2009), ademas de examinar las relaciones entre poblaciones de
diferentes especies relacionadas de aves (Haig et al., 2011).

Debido al hecho que recientemente se detectd la presencia de R. icteronotus en el
departamento de Santander (McMullan et al. 2011) y teniendo en cuenta su
evidente comportamiento invasor (Carrefio, 2013; Archila, 2014), la presente tesis
de pasantia de investigacion pretendio contribuir al estudio de la diversidad y el
grado de estructura genética en poblaciones simpatricas de R. dimidiatus y R.
icteronotus residentes en este departamento. Con la realizacion de esta pasantia
se estandariz6 la amplificacion mediante PCR, de los sistemas de marcadores
microsatélites RCAAAG406 y RCAAAGA410 caracterizados en Ramphocelus
costaricensis (Krueger & Williams, 2006); asi como la visualizacion de fragmentos
de PCR separados en matrices de poliacrilamida tefiidas con Nitrato de Plata
(Santos et al. 1993) y matrices de agarosa utilizando EZ-VISION® (Amresco)
como agente intercalante, técnicas requeridas en la resolucion de los objetivos
propuestos en el marco del proyecto de investigacion VIE-UIS 1351.

En el presente documento se reporta la estandarizacion de los sistemas de
microsatélites RcCAAAG406 y RCcAAAG410, contemplados dentro del citado
Macroproyecto, dirigido al analisis de la diversidad y estructura genética de
poblaciones de dos especies de aves del genero Ramphocelus presentes en el
departamento de Santander, Colombia.
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1. COMPETENCIAS DE LA PASANTIA DE INVESTIGACION

La pasantia fue enfocada en implementar técnicas de Biologia Molecular
reproducibles y utiles en estudios genéticos poblacionales en LGPC-UIS.

Una vez concluida dicha pasantia, la estudiante:

1. Identifica en campo los individuos de R. icteronotus y R. dimidiatus.

2. Extrae ADN a partir de muestras sanguineas de los individuos de ambas
especies capturados en campo.

3. Amplifica segmentos de ADN gue contienen microsatélites.

4. Utiliza métodos de separacion de ADN dirigidos a identificar variantes alélicas
en distintos individuos de una misma especie.

5. Redacta informes con contenido cientifico de una manera adecuada aportando
al desarrollo del proyecto.

13



2. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de grado hace parte del Macroproyecto de Investigacion:
“Diversidad y estructura genética de poblaciones de dos especies de aves del
genero Ramphocelus presentes en el departamento de Santander, Colombia”.
Dicho proyecto fue financiado por la Vicerrectoria de Investigacion y Extension de
la Universidad Industrial de Santander (UIS) y quedo registrado bajo el cédigo VIE-
UIS 1351.

2.1. Areade estudio

El area de estudio comprendio tres localidades geograficas ubicadas en el costado
occidental de la cordillera Oriental de los Andes colombianos, en el departamento
de Santander: 1) Finca El Diviso, ubicada en la vereda La Colorada del municipio
de San Vicente de Chucuri; 2) Finca Tierra Buena, ubicada en la vereda San
Bernardo de la Cuchilla del municipio de Lebrija y 3) Fincas La Victoria y La
Playita, ubicadas en la vereda Los Helechales del municipio de Floridablanca
(Figura 1). Las localidades fueron escogidas debido a que en ellas se encontraron
coexistiendo en simpatria las dos especies objeto de estudio.

2.2. Fase de campo

En cada localidad se coloc6 10 redes de niebla, las cuales estuvieron abiertas
entre las 5:00 y las 17:00 horas. A cada individuo capturado se le extrajo 50uL de
sangre de la vena braquial, utilizando una jeringa de 1mL. La sangre fue
almacenada en tubos de 1,5mL con EDTA 0,05M, asi mismo se conservd una
gota de sangre en una tarjeta estéril. Cada muestra se rotulé con las dos letras
iniciales del género y del epiteto especifico, ademas del numero de captura del
individuo. Posteriormente, cada individuo capturado fue anillado en el tarso
izquierdo a objeto de evitar la réplica en el muestreo. Todas las muestras se
almacenaron a 0°C hasta su procesamiento en el LGPC-UIS.
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Figura 1. Localidades de muestreo de especies de Ramphocelus en el
departamento de Santander, Colombia.
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2.3. Fase de Laboratorio

2.3.1 Extraccién de ADN

A partir de cada muestra de sangre se obtuvo el ADN total con el kit DNeasy®
Blood & Tissue (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante; asi mismo se
incrementd el periodo de incubacién (overnight) a objeto de garantizar una
concentracion final superior a 40 ng/ul de ADN. Con el fin de corroborar el éxito
de la extraccién y realizar la cuantificacion con patrones conocidos (Thermo
Scientifc), el ADN fue visualizado en geles de agarosa al 1% tefiidos con EZ-
VISION® (Amresco).
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2.3.2 Amplificacion de sistema de Microsatélites

En la amplificacion de los sistemas de microsatélites RCAAAG406 y RCAAAG410
(Tabla 1), se utilizaron las condiciones de PCR propuestas por Krueger & Williams
(2006) y Gonzalez (2009) (Tabla 2). Los dos protocolos siguen los siguientes
parametros: 94°C por 2min, seguido por 30 ciclos de 10s a 94 °C, 10s a 50°C y
20s a 72°C y una extension final a 72°C por 5 min.

Tabla 1. Cebadores empleados en la amplificacion de dos sistemas de
microsatélites.

Cebadores Secuencias
RcAAAG410 F: 5-CCACTGATTCCAAACACACT-3

R: 5-TTTTTCTTTTGTTCTTTCTCTCT-3
RcAAAG406 F: 5-ATGGGCAGATTGATTTGTGA-3’

R: 5-AAATGTCATTAGTTGCTCAAGTAAA-3

F: forward; R: reverse.
Fuente: Lady Noriega Caballero.

Tabla 2. Condiciones de PCR reportadas para los microsatélites RCAAAG406 y
RCcAAAG410.

Reactivos Krueger & Williams Gonzalez (2009)
(2006)

PCR Buffer 1X 1X

MgCl, No reporta 2 mM
dNTP’s 200 pM 200 mM
Cebadores 0,5 uM 0,5 mM

Tag Polimerasa 0,2U 0,2U

ADN 50 ng/uL 20 ng/puL

Fuente: Lady Noriega Caballero.
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2.3.3 Separacioén y visualizacion de productos de PCR

Los productos amplificados por PCR fueron separados por medio de electroforesis
en geles de agarosa al 2%; para visualizar los perfiles electroforéticos, previa a la
corrida, se adiciond a cada muestra 2 L de EZ-VISION® (Amresco). También los
productos de PCR fueron separados en matrices de poliacrilamida (PAGE) 19:1 al
7%, las cuales fueron tefiidas con nitrato de plata siguiendo las recomendaciones
de Santos et al. (1993) y Franco et al. (2010).

17



3. RESULTADOS

3.1. Identificaciones de las especies en campo.

En las tres localidades contempladas para la ejecucion del proyecto VIE-UIS 1351,
se realizaron observaciones con binoculares con el fin de ubicar individuos de las
especies de Ramphocelus en estudio. Durante el trascurso del siguiente proyecto
se capturaron siete individuos correspondientes a cuatro R. dimidiatus y tres R.
icteronotus. ElI macho de R. icteronotus presenta una coloracién
predominantemente negra, rabadilla amarillo limén y pico perlado azul (Figura 2);
la hembra presenta tonalidades ocres entre el amarillo y marrén y conserva la
tonalidad del color del pico descrito para el macho (Hilty & Brown, 1986).

Figura 2. Individuos de la especie R. icteronotus. A. Macho. B. Hembra.

Fuente: Fernando Rondén Gonzalez

Por su parte las hembras y machos adultos de R. dimidiatus (Figura 3) se
distinguen facilmente por presentar diferencias en el color del plumaje y pico; los
machos son rojos escarlata con alas negras y pico plateado, mientras que las
hembras presentan una coloracion menos vistosa en tonalidades de rojo y su pico
no presenta la coloracion de los machos (Hilty & Brown, 1986; Olson & Violani,
1995); por su parte los juveniles en ambos sexos son similares a las hembras
adultas (Moynihan, 1962).
18



Fuente: Fernando Ronddn Gonzélez.

3.2. Amplificacién de microsatélites

En el Laboratorio de Genética de Poblaciones y de la Conservacion de la
Universidad Industrial de Santander, se realiz0 la estandarizacion de los sistemas
microsatélites RCAAAG406 y RcAAAG410 reportados por Krueger & Williams
(2006). Luego de analizar 28 muestras de ADN de R. icteronotus, las condiciones
de PCR se determinaron de la siguiente manera para 15 pyL de volumen final por
individuo: 30 ng/uL de ADN, 1X de buffer, 2,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs,
0,5 UM de Cebadores y 0,2 U de Tag DNA polimerasa (Figura 4). Todas las
reacciones de amplificacibn se desarrollaron en un termociclador AB 2720
(Applied Biosystems), siguiendo los siguientes parametros: 94°C por 2min,
seguido por 30 ciclos de 15s a 94 °C, 15s a 50°C y 30s a 72°C y una extension
final a 72°C por 10 min.
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Figura 4. Escalera de Mgcl,, Se visualizan productos amplificados en PAGE
19:1 a partir de muestras de R. icteronotus con los iniciadores del microsatélite
RcAAAGA410.

Fuente: Lady Noriega Caballero.

3.2.3. Separacion y visualizacion de productos de PCR

La visualizacién de los productos de PCR obtenidos se realizé en geles de
Poliacrilamida 19:1 al 7% mediante electroforesis vertical empleando geles de
10x10x0,01 cm (ancho, largo y grosor respectivamente). La separacion de los
fragmentos requiridé de 3,0 puL del producto amplificado mezclado con 3,0 uL de
Buffer de carga 6X. En todos los casos se realiz6, una precorrida a 45V por 15min
seguido de la corrida a 90V por 1h, en un equipo Vertical Blotter E2010-P (Labnet
International, Inc).

Los geles de PAGE fueron puestos en una solucién fijadora de etanol absoluto -
acido acético glacial por 20 min, a continuacion el gel se tifié en una solucién de
Nitrato de Plata durante 20 minutos y se revel6 con una solucion de NaOH y
formaldehido, los volumenes y concentraciones de cada reactivo se adicionaron
siguiendo las recomendaciones de Santos et al. (1993) y Franco et al. (2010).
Como modificacién, la tincion del gel se llevo a cabo en un cuarto oscuro.
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Dado que los productos de PCR esperados para los marcadores microsatélites
RCcAAAG406 y RcAAAG410 se encuentran en el rango comprendido entre 176 y
215 pb (Figura 5), estos se compararon con un lader de 100 pb (Thermo Scientific)
y un ADN control positivo (Rfbc02) facilitado por el profesor Oscar Enrique Murillo
del Grupo de Investigacion en Ecologia Animal de la Universidad del Valle.

Figura 5. Visualizacion de productos de PCR del microsatélite RCAAAG406 en
PAGE 19:1. Se observan amplificados en siete muestras de R. icteronotus. Neg:
control negativo. Pos: control positivo.

Ramphocelus icteronotus /

Fuente: Lady Noriega Caballero.

Inicialmente se adopté como sistema de separaciéon de los productos de PCR el
uso de geles de Agarosa RA grado biotecnolégico (Amresco) al 2%. La
separaciéon de los fragmentos requiri6 de 2,0 pL del producto amplificado
mezclado con 2,0 yL de EZ-VISION® (Amresco). Las condiciones de corrida que
permitieron una separacion adecuada de los productos de PCR (Figura 6) de los
marcadores microsatélites considerados fueron: precorrida a 45V por 15min,
corrida a 90V por 1h, en una camara electroforesis horizontal OWL EASYCAST
B12 (Termo Scientific). Ninguna de las 77 muestras de R. dimidiatus mostro
producto amplificado para los dos sistema de microsatélites analizado durante la
pasantia.
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Figura 6. Visualizacion de productos amplificados por PCR del microsatélite
RCcAAAGA410 en gel de agarosa al 2%.

Fuente: Lady Noriega Caballero
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4. DISCUSION

En la estandarizacion de la PCR de los microsatélites RCAAAG406 y RCAAAG410,
se evidenciaron diferencias en cuanto a la concentracion del MgCl,. En el
desarrollo del presente estudio se encontro, luego de realizar ajustes en escaleras
de dicho reactivo, que los mejores productos amplificados se obtuvieron cuando la
concentracion de MgCl, fue de 2,5mM (Figura 4); concentracion que difiere de la
reportada por los autores en los que se baso la estandarizacion inicial (Tabla 2).
Siendo la concentracion de MgCIl, un factor crucial en el proceso de la
amplificacion el cual puede afectar dicho suceso, un cambio de 0,25mM puede
ser la diferencia entre un excelente producto o no tener producto (Harris, 1998),
debido a que el exceso de MgCl, reduce la fidelidad enzimética (Eckert & Kunkel,
1990), por lo tanto aumenta los productos inespecificos de amplificacién (Williams,
1989; Ellsworth et al. 1993).

En la estandarizacion de los ciclos se incremento el tiempo de desnaturalizacion e
hibridacién en cinco segundos y de extension en diez segundos, adicionalmente
se incrementd en cinco minutos el tiempo de extension respecto a lo reportado por
Krueger & Williams (2006). Segun Narina (2011) el incremento del tiempo de
extension mejora la sensibilidad de los productos de PCR, lo cual redunda en un
incremento del niumero de muestras amplificadas. En este caso, dicho incremento
equivale a un 85% de muestras amplificadas, respecto a las obtenidas con las
condiciones iniciales de PCR evaluadas. Con los incrementos reportados, se
logré alcanzar una alta sensibilidad en los productos de amplificacién para los
marcadores de microsatélites analizados (Figura 7).

En el establecimiento del mejor método de separacion de productos de PCR Utiles
en el analisis de microsatélites, las electroforesis en geles de poliacrilamida 19:1
fueron mas informativas en comparacion con las realizadas en geles de agarosa
(Sanchez et al., 2014). Lo anterior se sustenta a partir del hecho que se obtuvo
mayor sensibilidad en cuanto al nimero de alelos separados y observados (Figura
5), comprados con el nimero de alelos separados y observados en matrices de
agarosa (Figura 6). Con base en lo anterior, se recomienda tener en cuenta este
resultado, para estandarizaciones de otros marcadores microsatélites.

Figura 7. Porcentaje de muestras amplificadas por diferentes métodos de PCR.
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Los dos sistemas de microsatélites bajo estudio fueron identificados inicialmente
en Ramphocelus costaricensis. Los resultados obtenidos en el desarrollo de la
presente pasantia demuestran que los microsatélites RCAAAG406 y RcCAAAG410
(Kruger & Williams, 2006), sirven como marcadores para estudios genéticos
poblacionales que se realicen en poblaciones de R. icteronotus presentes en el
departamento de Santander. Gonzalez (2009) identific6 en poblaciones de R.
icteronotus del Pacifico colombiano, alelos a partir del uso de los sistemas
microsatélites anteriormente referenciados, lo cual es un aspecto importante a
favor del planteamiento de una hipétesis que permita explicar la separacion
reciente de individuos de esta especie que han ido colonizando las regiones del
bajo y Medio Magdalena, asi como, de la cordillera Oriental (Carrefio, 2013).

La no amplificacion de los sistemas microsatélites RCAAAG406 y RCAAAG410 en
muestras de R. dimidiatus, se puede explicar por el origen polifilético presente
entre R. dimidiatus y R. costaricencis, hecho soportado a partir del andlisis de
secuencias de los genes citocromo b (cyt b) y nicotinamida desidrogenasa
subunidad dos (ND2) (Burns & Racicot, 2009), y confirmado en filogenias
obtenidas a partir de secuencias de cuatro loci nucleares (un gen y tres intrones)
obtenidas por Burns et al., (2014), marcadores utiles al momento de resolver
relaciones a niveles mas profundos en aves. Lo anterior ayuda a soportar el
hecho que no hubo amplificacion utilizando marcadores heter6logos en la totalidad
de muestras analizadas de R. dimidiatus
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5. CONCLUSIONES

Los sistemas de microsatélites RCAAAG406 y RcAAAG410 fueron amplificados en
muestras de R. icteronotus, lo cual posibilita la exploraciéon de la diversidad
genética de poblaciones de esta especie que se encuentran por fuera del Choco
biogeografico, siendo este su rango de distribucion historico.

Los sistemas de microsatélites RCAAAG406 y RCAAAG410 no amplificaron en
muestras de R. dimidiatus, pese a esto es necesario hacer estudios posteriores
para identificar si otros marcadores microsatélites reportados por Krueger &
Williams (2006), pueden ser utiles al momento de evaluar la diversidad genética
en esta especie de tangara.

En cuanto a los aspectos metodoldgicos, el incremento del tiempo de extension
final conllevé a garantizar que cerca del 85% de las muestras de R. icteronotus,
exhibieran productos amplificados.
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6. RECOMENDACIONES

Pese a que Krueger & Williams (2006) reportan las mismas condiciones de PCR
en términos de tiempos de ciclado, concentracion de reactivos, entre otros
aspectos técnicos y, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la puesta en
marcha del proyecto de trabajo de grado de la presente pasantia, los demas
sistemas microsatélites que se van a adoptar en el macroproyecto VIE-UIS 1351,
deberan ser estandarizados a objeto de definir para cada sistema sus propias
particularidades.
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