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RESUMEN

La Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y la Lista Roja de Especies
Amenazadas, permite poner en alerta el estado de la biodiversidad mundial, Haciendo
necesario la implementacion de técnicas de estudios taxondmicos en algunos grupos
bioldgicos, debido a la dificultad que representa la identificacion morfoldgica de algunos
organismos en los que no se presentan suficientes caracteres diagnosticos. Existen nuevas
técnicas moleculares que facilitan esta labor. Sin embargo, en Colombia ain no son muy
conocidas y/o aplicadas. Actualmente el proyecto Barcode of life busca establecer una
biblioteca de referencia para la vida basada en el estudio del gen Citocromo Oxidasa | (COI)
como método de identificacion de especies animales de manera rapida, econémica y con la
gran ventaja de que solo requiere de una pequefia muestra del espécimen, por lo que no es
necesario sacrificar el individuo. El objetivo de este estudio es realizar un compendio de los
estudios realizados usando el gen COI para la identificacion de especies animales ya que, al
ser una técnica con gran acogida entre la comunidad cientifica, para la UNAD realizar este
tipo de investigaciones daria un mayor reconocimiento de calidad académica motivando al

desarrollo de investigaciones de este tipo.



ABSTRACT

The International Union for Conservation of Nature and Red List of Endangered Species,
allows to alert the state of the world's biodiversity; this makes necessary the implementation
of taxonomic study techniques in some biological groups, due to the difficulty represented
by the morphological identification of some organisms in which there are not enough
diagnostic characters. However, there are new molecular techniques that facilitate this work,
but in Colombia they are still not well known and/or applied. Currently the project Barcode
of life seeks establish a reference library for life based on the study of the Cytochrome
Oxidase | (COI) gene as a method of identification of animal species quickly, economically
and with the great advantage that only requires a small sample of the specimen, so it is not
necessary to sacrifice the individual. The objective of this study is to make a compendium of
the studies carried out using the COI gene for the identification of animal species since, as it
is a technique with great reception among the scientific community, for the UNAD to carry
out this type of research would give greater recognition of academic quality motivating the

development of research of this type.
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I. INTRODUCCION

El desarrollo tecnoldgico en diferentes campos de investigacion, ha permitido el
mejoramiento y la solucién a muchas de las problematicas que sufren las poblaciones a causa
del uso y explotacién desmedida de los recursos naturales del planeta. Sin embargo, de
acuerdo a los reportes otorgados por entidades encargadas de estudiar la biodiversidad
mundial, esta ha sufrido una acelerada pérdida a causa de diferentes factores tanto antrépicos
como ambientales. El conocimiento de la biodiversidad es un factor de alta importancia ya
que permite comprender su funcionamiento e integrarla en el uso y el desarrollo sostenible
de la humanidad. Ademas, la rapida disminucion de especies en el mundo, pone en riesgo las
principales fuentes hidricas, alimenticias y medicinales. Por esta razon son muchos los
investigadores que se han dedicado a realizar esta tarea; que, si bien no es nada facil, cada
dia se pone a prueba la ciencia de manera que facilite este trabajo. Actualmente, el desarrollo
de la biologia molecular ha permitido contribuir con este objetivo y desde hace varias décadas
se viene ejecutando un proyecto de cddigo de barras de la vida (Barcode of Life), como una
iniciativa mundial que busca inventariar la biodiversidad del planeta. Esta es una herramienta
que facilita y acelera el trabajo realizado por la taxonomia convencional basada en caracteres
morfolégicos, ocupa una posicién intermedia entre los estudios convencionales de filogenia
molecular y genética de poblaciones. Esta técnica sugiere que un fragmento estandar de 648
pb de la regién del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I (COl), sirve como un codigo de
barras para la identificacién de especies animales. Aunque se ha presentado escepticismo
entre la comunidad cientifica, poco a poco cientificos de todo el planeta se han ido uniendo
a esta iniciativa demostrando que el gen COI del mtDNA puede utilizarse con éxito para la
identificacion de especies animales de la mayoria de los grupos existentes. Actualmente la
base de datos Bold system cuenta con 436.044 especies animales descritas con codigo de
barras usando este parametro, de los cuales 1.723 registros son de especies en Colombia. Por
esta razon el presente estudio tiene como objetivo realizar un compendio del uso del gen
citocromo oxidasa | (COI) y cddigo de barras (Barcode of live) en estudios de genética y

biologia molecular para la identificacion de especies animales de manera que se dé a conocer



esta iniciativa en los centros de investigacion dentro del pais y se motive a inventariar la
biodiversidad colombiana, que como se conoce posee entre el 14% y el 15% de la
biodiversidad mundial y se cree que aun faltan muchas especies por determinar. Por lo que
esta seria una herramienta que facilitaria este proceso teniendo la ventaja de que no
discrimina la taxonomia convencional, sino que por el contrario es un complemento para
aclarar especies cripticas o determinar individuos cuando no se tiene el espécimen completo,

sino que solo que conserva un fragmento del mismo.



Il.  MARCO CONCEPTUAL Y TEORICO

Actualmente los avances tecnologicos en los diferentes campos de investigacion, permiten el
mejoramiento y dan solucién a muchas de las problematicas que sufre la sociedad a causa
del uso y explotacion desmedida de los recursos naturales del planeta. De acuerdo a los
reportes de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) y la Lista
Roja de Especies Amenazadas, (quienes permiten conocer Yy alertar acerca del estado de la
biodiversidad mundial). Se evidencia una acelerada pérdida de biodiversidad debido al
inadecuado uso de la tierra, la deforestacion, el cambio climético, las especies invasoras y
los patdgenos emergentes, entre otras causas (Hoffmann et al., 2010), sus aplicaciones a nivel
nacional permiten a los investigadores tomar decisiones que se consideren las mejores
opciones para la conservacion de las especies, enfocar las medidas de gestion de recursos
naturales para acelerar el inventario de la diversidad biol6gica, comprender su
funcionamiento e integrar el uso en el desarrollo sostenible de la sociedad humana (SCBD,
2011). Ademas, indica que la rapida disminucion de especies en el mundo, pone en riesgo
las principales fuentes hidricas, alimenticias y medicinales; que de las 63.837 especies
evaluadas 19.817 estan en amenaza de extincion, incluyendo el 41% de los anfibios, 33% de
los corales formadores de arrecifes, 25% de los mamiferos, 13% de las aves y 30% de las

coniferas.

La falta de informacion sobre el nimero -exacto- de especies en el mundo se debe en parte a
la falta de exploracién en ciertas areas del planeta, a la escasez de estudios taxondmicos en
algunos grupos bioldgicos, y a la dificultad que representa la identificacion morfolégica de
algunos organismos, debido a problemas intrinsecos en ciertos grupos con plasticidad
fenotipica, diferencias ontogénicas y dimorfismo sexual, entre otros. Ademas, existen
algunos casos como fragmentos de tejidos en descomposicion, sangre, plumas, piel, carne o
diferentes estadios larvales donde no se presentan suficientes caracteres diagnosticos para
una acertada identificacion y puede requerir de mucho tiempo ya que existen pocos

taxénomos especializados para cada grupo de organismos (Paz et al., 2011).

A nivel mundial los estudios genéticos que permiten identificar especies son escasos, es



notoria la falta de metodologias moleculares estandarizadas y de grupos interesados en
realizar este tipo de investigaciones, ya que el mayor auge en la historia lo ha tenido la
taxonomia tradicional. Sin embargo, actualmente el proyecto Barcode of life busca construir
un codigo de barras del ADN para establecer una biblioteca de referencia para la vida
multicelular (Hebert et al., 2003a), basada en el conocimiento y los estudios acerca de la
region control del ADNmt del gen Citocromo ¢ Oxidasa | (COl). Presentandose como un
método taxondmico estandarizado, empleando secuencias cortas de ADN, siendo una
herramienta de investigacion rapida, econémica y muy aceptada entre las utilizadas, ya que
solo requiere de pequefias muestras del espécimen, por lo que ya no es necesario sacrificar el
individuo para su identificacion (la mejor razén de aceptacion entre los investigadores), se
muestra como una excelente herramienta para la identificacion de especies cripticas, refleja
variacion intraespecifica de un gran numero de especies en el mundo y complementa la
taxonomia tradicional basada en caracteres morfoldgicos. Por estas razones se hace necesario
la divulgacion de esta investigacion, ya que, pese a los buenos resultados de la técnica, aln
es desconocida para muchos de los investigadores enfocados en la identificacion y
recuperacion de especies animales en Colombia. Conociendo que el DNA mitocondrial es
una molécula con replicacion semi-conservativa y con genes Unicos, permite contar con una
metodologia estandarizada que no requiere mayor esfuerzo investigativo para determinar su
secuencia. La mitocondria al cumplir funciones de obtencion de energia y respiracion celular,
permite la conservacion del DNA con la misma calidad que lo hace el nucleo, con la

diferencia que en animales esta informacion es heredada Unicamente via materna.

1. Generalidades del DNA Mitocondrial (mtDNA)

La mitocondria es un organelo celular que participa en la transformacién de energia de
oxidacion en ATP, una molécula indispensable para la vida (Aquadro et al., 1983). Esto se
logra gracias a la gran cantidad de moléculas que se encuentran dentro de la mitocondria, uno
de los cuales es el DNA (Lodish et al., 2000). EI mtDNA es una molécula circular de
aproximadamente 16.000 nucledtidos que presenta replicacién semi-conservativa, ausencia

de proteinas cromosomales (histonas) y ninguna repeticion de genes (Aquadro et al., 1983).



En mamiferos, es heredada a partir de un solo parental, en la mayoria de los casos a partir de
la madre (FitzSimmons et al., 1997). Cada una de las células eucariotas contiene varias
moléculas de mtDNA que contienen de 100 a 1000 copias por célula, entre individuos
presentan un alto nimero de polimorfismos de nucledtidos o variaciones en sus secuencias.
El mtDNA esté localizado en la matriz inferior de la mitocondria, su replicacion se da sin el
proceso de interfase, y las células hijas reciben aproximadamente el mismo nimero de copias.
Sin embargo, no existe un mecanismo que reparta exactamente el mismo ndmero de
mitocondrias a cada hija, por esta razon algunas células hijas contienen mayor cantidad de
mtDNA (FitzSimmons et al., 1997; Hebert et al., 2003a). Aparentemente el mtDNA presenta
un nivel muy bajo de recombinacion (Lodish et al., 2000). En la mayoria de las variantes se
involucran sustituciones, o cambios pequefios; pero el orden de los genes es estable a lo largo

de tiempos evolutivos pequefios (Stryer, 1995).

El tamafio y la cantidad de proteinas que se codifican en el mtDNA varian en un nivel muy
alto, al comparar diferentes individuos. En mamiferos no tiene intrones y no presenta las
regiones largas no codificantes que se encuentran en el DNA nuclear. Esta molécula circular
presenta dos cadenas, la cadena H o pesada, la cual codifica 13 genes para mRNA, que a su
vez producen 13 proteinas, 22 genes de tRNA y 2 genes para 2 rRNAs mitocondriales
(Figura. 1). La cadena L o ligera, presenta una menor cantidad de C+G, codifica un gen para
MRNA el cual produce 1 proteina y 8 tRNAs (Lodish et al., 2000).

Estas caracteristicas permiten que el mtDNA sea utilizado como marcador filogenético
macro-evolutivo (Avise, 2000). Por otro lado, las secuencias del mtDNA proporcionan una
nueva técnica la cual permite obtener informacién independiente para aclarar o corroborar
las filogenias que se han obtenido utilizando otras metodologias. El analisis del mtDNA es
una herramienta que en los Gltimos afios ha sido muy utilizada para estudios relacionados
con la ecologia evolutiva, la genética de poblaciones y la sistematica ya que juega un papel
muy importante en el metabolismo celular (Hillis et al., 1995). Se cree que algunas
enfermedades genéticas relacionadas con el metabolismo se encuentran relacionadas con este
genoma. Todas estas razones han llevado a una gran cantidad de autores a utilizarla en

estudios comparativos entre diferentes individuos (Lansman et al., 1987 y Brown, 1985).
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Figura 1. Molécula del mtDNA. Presenta 13 genes para mRNA codificantes para proteinas
(Color verde), 22 genes de tRNA (color amarillo) y 2 genes para 2 rRNAs mitocondriales

(color anaranjado). Adaptacién al castellano del esquema en blanco del genoma mitocondrial

disponible en Commons. Creacidn propia de uso libre.

Con el mejoramiento de las técnicas de secuenciacion de ADN vy la gran cantidad de
secuencias obtenidas en las dos ultimas décadas en gran variedad de organismos, el orden de
los genes y las caracteristicas del genoma mitocondrial ha sido estudiado y analizado en
profundidad. En numerosos estudios filogenéticos se han usado secuencias de genes
mitocondriales para establecer los niveles de relaciones filogenéticas (Kumazawa and

Nishida, 1993). Por ejemplo, la region control o DLoop del genoma mitocondrial se utiliza
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con frecuencia en estudios poblacionales debido a la alta variabilidad en su secuencia de
nucledtidos, mientras que la codificacion de los genes de proteinas, como el citocromo b (Cyt

b) generalmente se utilizan para el analisis filogenético de los taxones superiores.

La primera secuencia completa de estudios de todo el mtDNA de los animales mostré que la
mayoria de los genomas mitocondriales de invertebrados estan formados por casi el mismo
numero de genes, como en los vertebrados. No obstante, varios reajustes se han encontrado
en nematodos (Okimoto et al., 1991, 1992), artrépodos (Boore et al., 1995), bivalvos
(Hoffmann et al., 1992), moluscos (Yamazaki et al., 1997), equinodermos (Cantatore et al.,
1987; Jacob et al., 1988; Cantatore et al., 1989; De Giorgi et al., 1991), y Drosophila yakuba
(Clary y Wolstenholme, 1985). Esta variacion en el orden de genes dentro de los
invertebrados ha permitido utilizar el genoma mitocondrial con enfoque filogenético
(Camacho et al., 2008).

El tipo mas comun de variacion genética (SNP- Polimorfismo de un solo nucle6tido)
(Figura.2), es una diferencia respecto a una base presente en un sitio particular de la secuencia
de ADN. Por ejemplo, algunas poblaciones pueden tener citosina (C) en un sitio, mientras
otras tienen timina (T) en el mismo sitio. Cada alelo nuevo (SNP) va a estar asociado con
otros alelos que estaban presentes en la secuencia de ADN a partir de la cual surgieron. La
combinacion de alelos observados en un solo cromosoma, o parte de un cromosoma se
conoce como haplotipo (International HapMap Consortium, 2003). Este conjunto de
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs) en una sola cromatide se encuentran
estadisticamente asociados. Se piensa que estas asociaciones y la identificacion de algunos

alelos de un haplotipo, permiten identificar el resto de sitios polimorficos en su region.
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SNP SNP SNP

a SNPs
v v v
Chromosome1 AACACGCCA....TTCGGGGTC.... AGTCGACCG....
Chromosome?2 AACACGCCA.... TTCGAGGTC.... AGTCA ACCG.uxs
Chromosome3 AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG..us
Chromosome4 AACACGCCA.... TTCGCGGTC.... AGTCCACCG...s
b Haplotypes lv i

Haplotype1 CTC/AAAGTIACGGTTICAGGCA
Haplotype? TTGATTG/CIGCAACAGTAATA
Haplotype3 CCCGIATCTIGTGATACTGGTG

Haplotype 4
1 1 1

Figura 2. SNPs. a) Mutaciones de una sola base en el ADN b) Haplotipos. Conjunto de
polimorfismos generado por los SNPs. (Tomado y modificado de International
HapMapConsortium, 2003).

2. Cddigo de barras de la vida

Con el desarrollo tecnolégico y la acogida de técnicas de secuenciacion, el ADN se ha
convertido en una nueva fuente de informacién para aclarar relaciones evolutivas. Las huellas
de un analisis comparativo de secuencias nucleotidicas actualmente son comunes en todas
las areas de las ciencias bioldgicas (Tibayrenc, 2005). Permitiendo evaluar relaciones
bioldgicas utilizando secuencias de mtDNA. El proyecto cddigo de barras de la vida
(Barcode of Life), fue propuesto por Paul Hebert, investigador de la Universidad de Guelph,
en Ontario, Canada en 2003. Es la mayor iniciativa mundial genémica jamas realizada para
inventariar la biodiversidad del Planeta (Herbert et al., 2004). Se presenta como una
herramienta de identificacion taxonomica de especimenes para declarar especies cripticas,
busca una cobertura completa de las especies y ocupa una posicion intermedia entre los
analisis de filogenia molecular y genética de poblaciones que se venian realizando

anteriormente (Hajibabaei et al., 2007). Esta técnica consiste en extraer y secuenciar el DNA
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de la muestra de interés, luego de conocidas las secuencias de DNA, se realiza un
alineamiento que permita comparar las secuencias de interés con las ya disponibles en la
biblioteca virtual del proyecto Barcode (Figura. 3). Las secuencias de codigos de barras de
especimenes gque no coincidan con ninguna especie presente en la base de datos de referencia
pueden indicar que la base de datos esta incompleta o que posiblemente se trata de una nueva
especie. Los codigos de barras pueden revelar divergencia genética muy alta dentro de una

misma especie putativa sugiriendo la existencia de especies cripticas.

Este proyecto propone que un fragmento estandar de 648 pb de la regién del gen mitocondrial
citocromo ¢ oxidasa I (COIl), sirve como un codigo de barras para la identificacion de
especies animales (Herbert et al., 2003a). Después de haber demostrado que el gen COI del
mtDNA puede utilizarse con éxito para la identificacion de especies de aves de América del
Norte (Hebert et al., 2004), y muchos otros vertebrados (Vilaca et al, 2006; Clare et al, 2007;
Hajibabaei et al., 2007b; Chaves et al, 2008) la investigacion se ha incrementado para

inventariar la diversidad de las especies, utilizando esta etiqueta molecular.
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Figura 3. Metodologia de campo, laboratorio y analisis bioinformatico del uso del codigo de barras para la vida (Barcode of life).

Tomado y modificado de Wildlife Hero.
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Cientificos de la biodiversidad, especialistas en genémica y tecndlogos de mas de 50 paises
estan trabajando en conjunto para construir el codigo de barras de la vida de todas las especies
del planeta y establecer una biblioteca de referencia que sera la base para un sistema de
identificacion basado en el mtDNA de la vida multicelular (Paz et al., 2011). La base de datos
del proyecto Cddigo de Barras de la Vida (BOLD Systems) es un banco de trabajo
internacional en linea que ayuda a la recopilacion, gestion, analisis y uso de codigos de barras
de ADN, basado en la comparacion de la secuencia que codifica para la subunidad 1 del gen
mitocondrial COI (Herbert et al., 2003c). Actualmente, estd ganando adeptos como una
forma rapida de estudiar la biodiversidad del planeta al permitir identificar taxondmicamente
ejemplares dudosos y describir especies cripticas (aquellas con idéntica morfologia y
secuencias de COI diferentes) (Herbert et al., 2003a). El tamafio del fragmento de este gen
se ha seleccionado para generar una secuencia fiable y facil de leer ademas que permite la
identificacion de muestras de ADN degradado, que son secuencias dificiles de obtener
(Hajibabaei et al., 2006). Este impulso ha sido también objeto del Consorcio para el Cédigo
de Barras de la Vida (CBOL, http://barcoding.si.edu), una alianza internacional de
organizaciones de investigacion que apoyan el desarrollo de codigos de barras de ADN como
un estandar internacional para la identificacion de las especies. (Copyright BOLD, 2014-
2018).

3. Uso del Codigo de barras de la vida para la documentacion de la biodiversidad
en Colombia

El proyecto Barcode of life se ha convertido en uno de los programas internacionales mas
importantes para la identificacion molecular de gran cantidad de especies (Herbert et al.,
2004; Herbert & Gregory, 2005; Smith et al., 2005). A febrero de 2018 esta base de datos
cuenta con 436345 registros disponibles al publico, de los cuales Colombia representa el
1,58% de los datos reportados con 6916 registros que pertenecen a 1766 especies y 89
instituciones de investigacion. Siendo Lepidoptera con 41%, Diptera con 16,4% y Anura con

7,7% los géneros con mayor namero de registros del pais (Figura. 4).
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ORDENES

BLepidoptera MDiptera B Anura W Hymenoptera
B Peltigerales WApodiformes MSolanales B Characiformes
W Squamata ® Coleoptera W Ofros

Figura. 4. Secuencias a nivel de orden reportadas en Colombia para Bold System a febrero
de 2018. Tomado de Bold System- Record List.

Estos y cada uno de los registros aportados para inventariar la biodiversidad son de gran
importancia ya que permiten conocer variabilidad al interior del pais, donde se encuentra,
cual es su estado de conservacion y cuéles son las posibilidades de uso sostenible. En la lucha
por obtener estos registros, ya se conoce que Colombia, cuenta con 1834 especies de aves,
representando el 51,8% el de la riqueza del pais, siendo el grupo con mayor riqueza, le siguen
los anfibios con 700 especies, 19,7%, los reptiles 512 especies, 14,5% y los mamiferos que
presentan el valor més bajo con 492 especies, es decir 14% de la riqueza nacional (Rangel,
2015). Sin embargo, Colombia se destaca como el segundo pais mas biodiverso a nivel

mundial y se cree que aun faltan muchas especies por descubrir. Es por esta razén que
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estrategias como el cddigo de barras para la vida facilitarian el proceso y se lograria realizar
planes de manejo para especies que se encuentren en algin grado de amenaza y poder

estabilizar las especies, su habitat y los ecosistemas en general.

4. Retos en el uso del codigo de barras para la vida

Pese a los grandes avances y la acogida que ha tenido este proyecto por parte de un grupo de
cientificos, el uso de la biologia molecular y los avances tecnoldgicos ha sido estigmatizado
por otra parte de la comunidad cientifica por dos razones principales, una de ellas es el alto
costo en los procesos de laboratorio para la adquisicion de equipos y reactivos que permiten
analizar las muestras y por otra parte la propuesta de utilizar codigos de barras de ADN como
método de identificacion gener6 polémica desde sus inicios debido a la confusion que existe
entre esta herramienta de identificacion molecular y la taxonomia molecular conocida como
taxonomia por ADN (Tautz et al., 2003; Blaxter, 2004). En la taxonomia por ADN, la
determinacion de especies ya no dependeria de caracteristicas morfologicas sino Unicamente
de las secuencias de ADN. Estas técnicas, tanto codigos de barra de ADN como taxonomia
por ADN, proponen colectar secuencias de ADN que evidencien la variacion intraespecifica
de la biodiversidad mundial. Sin embargo de acuerdo a los estudios realizados por algunos
cientificos en diferentes grupos taxonomicos (Hebert et al., 2003b; Moritz y Cicero, 2004;
Meyer y Paulay, 2005; Hajibabaei et al., 2007b; Luo et al., 2011, entre otros) es evidente que
la generacion de codigos de barras de ADN no descarta el uso de la taxonomia basada en
caracteres morfoldgicos diagnosticos, sino que por el contrario la presenta como una
herramienta complementaria basada en técnicas de biologia molecular para la correcta
identificacion de especies, acentuando su uso, si ademas se trata de especies en alto riesgo de
amenaza, tréfico ilegal, falta del espécimen completo o deterioro ecoldgico de las mismas
(Padial y De la Riva, 2007). Se ha estimado que el costo de describir todas las especies
animales superara los 270 000 millones de ddlares y requerira siglos (Carbayo y Marque,
2011) esta situacion rebela que existen muchas especies aun por descubrir y ser identificadas
Y que Se requiere con urgencia nuevas técnicas, enfoques y perspectivas que permitan realizar
esta tarea en menos tiempo y a un bajo costo. Especialistas en biodiversidad constantemente

intentan abordar las dificultades taxondmicas desde un contexto local o regional mediante la

18



asignacion de especimenes a unidades taxondémicas operativas (OTU) utilizando las
diferencias morfol6gicas percibidas como indicadores de los limites de las especies. Sin
embargo, es muy dificil codificar las OTU basadas en la morfologia en un formato que
permita su comparacion entre los estudios. El acogimiento de secuencias de ADN como base
para la clasificacion OTU no seria una restriccion; debido a que su naturaleza digital ayuda
a la aplicacion de protocolos estandarizados para la designacion OTU, la comparacion de
resultados entre estudios y la preservacion de datos (Ratnasingham y Hebert, 2013). Las
técnicas de identificacion por ADN y cddigo de barras para la vida usando el gen
mitocondrial citocromo oxidasa |1 (COI) como secuencia base para la identificacion de
especies animales, permiten lograr resultados en corto tiempo, garantizan la identificacion de
especies y complementan la informacién ya obtenida por las OTU, lo que facilita la

documentacién de la biodiversidad en el planeta.

5. Uso del gen citocromo oxidasa | (COI) en la realizacion de codigos de barras

El gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COIl) es la subunidad principal del complejo
citocromo C oxidasa (complejo proteico transmembrana o complejo respiratorio 1V) (Figura.
5), se encuentra en bacterias y en la mitocondria de eucariotas, es la Gltima enzima en la
cadena de transporte de electrones respiratorios y a menudo se usa como un codigo de barras
de ADN para identificar especies animales debido a que tiene una alta tasa de sustitucion,
presentando variacion de la secuencia entre especies del mismo género (Hebert et al., 2003a;
Hebert et al., 2003b; Luo et al., 2011).
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Figura 5. Complejo proteico transmembrana: Estructura del citocromo c (color verde),
portador de electrones desde el complejo 111 al complejo IV y el complejo IV conocido como

citocromo ¢ oxidasa (color purpura).

En la ultima década, estudios realizados en grupos animales como aves, peces, mamiferos,
lepiddpteros, hemipteros y otros insectos han demostrado que el fragmento COI presenta una
variacion interespecifica lo suficientemente amplia para permitir una buena correspondencia
entre la identificacién molecular y la identificacion basada en caracteres morfolégicos de las
especies (Hebert et al., 2003c; Hebert et al., 2004; Ward et al., 2005; Borisenko et al., 2008;
Park et al., 2011). No obstante, Moritz y Cicero, 2004; Meyer y Paulay, 2005, sugieren que
el solapamiento a nivel intraespecifico e interespecifico aumenta cuando se analizan muestras
de un mayor grupo de organismos emparentados haciendo que el cddigo de barras de ADN
no sea tan eficaz para todos los grupos taxondmicos. En otras especies pertenecientes a la
clase de los anfibios, cuando varios individuos de la misma especie proceden de regiones
geograficas apartadas, la variacion intraespecifica puede superar la variacion interespecifica
si se habla de especies del mismo género, esto hace que la delimitacion de especies con solo
la secuencia de COI sea mas dificil de realizar (Vences et al., 2005). Sin embargo, en estudios
realizados por Kerr et al., 2009; Lukhtanov et al., 2009, con lepiddpteros y aves se ha

confirmado que al integrar individuos y taxones de diferentes regiones geograficas se pueden
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identificar normalmente las especies usando el gen COIl. Otros estudios por su parte han
revelado que aunque el cdédigo de barras basado en la secuencia del gen COI es apropiado
para la identificacion de especies en la mayoria de grupos de animales, existen algunas
dificultades al usarlo en algunos grupos de esponjas y cnidarios, debido a que este presenta
una evolucién muy lenta y como consecuencia la distancia genética entre especies cercanas
es demasiado pequefia para permitir la identificacion confiable a nivel de especie (Hebert et
al., 2003d; Rougerie et al., 2014). Por lo tanto, se ha sugerido que en esponjas se realice
secuenciacion de un fragmento mas largo del gen COl y se incluya el gen nuclear, Internal
Transcribed Spacer (ITS). En cnidarios el gen COI ha sido poco estudiado y su técnica
avanza muy lento, la recomendacion en este grupo es usar el gen mitocondrial 16S como
marcador complementario para cddigo de barras, ya que proporciona un nivel de resolucion
que diferencia entre especies. Ademas, muestra un alcance suficientemente amplio para
distinguir géneros, familias e incluso una superfamilia (Plumularoidea), y para inferir las
relaciones entre muchos de estos grupos taxondmicos en diferentes niveles jerarquicos
(Moura el al., 2008).

Estudios utilizando codigo de barras de DNA son de gran importancia para la identificacion
de mamiferos en zonas neotropicales donde por la gran extension del territorio y pese al
esfuerzo de los investigadores por documentar la biodiversidad de este grupo, falta
conocimiento detallado de este. Ademas, permite la aplicacion en estudios ecoldgicos de
carnivoros, facilitando determinar las especies de las cuales se alimentan (Figueird, 2010).
En reptiles, esta metodologia permitié proponer los primeros cédigos de barras para 31 de
las 128 especies de las familias Liolaemidae y Phyllodactylidae de reptiles descritas para
Chile (Barria, et al., 2012). En Colombia, estos estudios han permitido identificar individuos
de las 7 especies de tortugas marinas descritas actualmente; estos estudios han permitido
realizar un control de trafico ilegal de especies, cuando solo se tienen muestras de carne,
huevos o caparazon. La secuenciacion de un fragmento de 611pb del gen COI permitié
identificar y determinar los haplotipos de 17 tortugas carey anidantes en playas del caribe

colombiano (Daza y Hernandez, 2014).
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6. Estado normativo para el acceso a resultados de diversidad genética basados
en técnica de codigo de barras en Colombia

Los cddigos de barras de ADN proporcionan un método estandarizado de identificacion de
especies a través del uso de secuencias cortas de la region citocromo oxidasa | del genoma
mitocondrial, haciendo un trabajo importante en los sectores econdmico, de salud,
agropecuario y ambiental, ya que condiciona las medidas de gestion asociadas a epidemias,

plagas e invasiones bioldgicas.

En Colombia los estudios de biodiversidad genética son de gran importancia, tanto para la
comunidad cientifica, como para los entes gubernamentales, por lo que estan constituidos y
especificados en el articulo 58 de la constitucién politica de Colombia, Ley 99 de 1993, Ley
del medio ambiente en el articulo 5. numeral 20, donde establece que le corresponde al
Ministerio del Medio Ambiente coordinar, promover y orientar las acciones de investigacion
sobre el medio ambiente y los recursos naturales renovables, establecer el Sistema de
Informacion Ambiental y organizar el inventario de biodiversidad y de los recursos genéticos
nacionales. Ademas, el decreto 309 del 2000, por el cual se reglamenta la investigacion
cientifica sobre diversidad bioldgica, en el que el capitulo IV establece las aclaraciones y
manejo que se debe dar a los recursos genéticos y la ley 1286 de 2009, la cual promueve el
fortalecimiento de una cultura basada en la generacion, la apropiacion, la divulgacion del
conocimiento, la investigacion cientifica, el desarrollo tecnolégico, la innovacion y el
aprendizaje permanente, otorgando incentivos a las instituciones que demuestren la

veracidad de sus resultados.

En el marco de la politica nacional para la gestion integral de la biodiversidad y sus servicios
ecosistémicos (PNGIBSE) proyectada al afio 2035, se acepta que el conocimiento de la
biodiversidad nacional a nivel genético es limitado y no se cuenta con cifras representativas
al respecto de su estado actual. Debido a que el acceso a recursos genéticos se concede a
través del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible para investigacion o para
bioprospeccion y su nimero no es alentador, entre 2011 y 2017, se firmaron 179 contratos
de acceso a recursos genéticos, todos con fines de investigacion, pero solo 1 utilizando

ADNmt (MAVDT 2018). Es evidente gque el conocimiento sobre el patrimonio genético y
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molecular de la Nacién, como potencial para estrategias de uso, preservacion y restauracion
de biodiversidad, aun es limitado, debido generalmente a las barreras normativas y culturales
para el acceso al material genético. (MADS, 2013). Esto explica, el ¢por qué?, la técnica de
codigo de barras se ha trabajado en Colombia por mas de una década y aun no se evidencia
un numero de resultados. Se puede inferir que muchos de estos resultados han quedado en el
anonimato o publicados en revistas locales, debido a la extension en tiempo y documentacion

que lleva tramitar un contrato para el uso de recursos geneéticos.

7. Perspectivas del Cddigo de barras de la vida y documentacion de la
biodiversidad de fauna en Colombia

El uso de secuencias de ADN ha sido propuesto como base fundamental en la clasificacion
bioldgica y como herramienta analitica para el reconocimiento e identificacion de especies
en grupos particularmente complejos. En Colombia, analizar la biodiversidad resulta un
proceso confuso, pero de gran interés para los investigadores, debido a que es el segundo pais
mas biodiverso del mundo. De acuerdo con el reporte otorgado por Colciencias en 2016,
Colombia cuenta con 54.871 especies registradas, de las cuales 66 especies de aves, 1.500
plantas, 367 anfibios endémicos, 115 reptiles, 34 mamiferos y 1543 orquideas son endémicas
en el pais. Ademas, se registran cerca de 7.432 especies de vertebrados: 479 mamiferos, 1889
aves, 571 reptiles, 803 anfibios, 2.000 peces marinos, 1533 peces dulceacuicolas y 197 aves
migratorias, 30.436 especies de plantas, 32 biomas terrestres y 314 tipos de ecosistemas, los
de paramo representan aproximadamente el 1,7% del territorio colombiano que aportan agua
al 70% de la poblacion. (Colciencias, 2016)

Por lo anterior, la ciencia trabaja para contribuir al cuidado y preservacion de las especies,
proponiendo alternativas de cambio para el bienestar de todos los seres vivos. Una mirada
detallada sobre la biodiversidad puede revelar la informacion genética de los organismos. La
variabilidad de moléculas de ADN en las poblaciones de una especie esta relacionada con el
potencial de adaptacion que la misma tiene frente a cambios en su ambiente. La informacion
molecular permite calcular el flujo genético entre poblaciones, su aislamiento o conectividad,

su vulnerabilidad a la extincion, medir la diversidad filogenética, la historia evolutiva del

23



conjunto de especies que hacen parte de la comunidad, identificar especies cripticas y
determinas especies a partir de muestras de piel, carne o cualquier tejido obtenido de la
incautacion del trafico ilegal de especies, entre otros. Por esta razon, los analisis de ADN
deben ser considerados en la priorizacion de areas para la conservacion, ya que refleja el
potencial de respuesta al cambio de las comunidades en un é&rea determinada
(Humbold,2015). En Colombia, la informacion genética ha sido poco estudiada. Sin
embargo, el nimero de secuencias genéticas publicadas para diversos grupos biologicos,
particularmente para bacterias, ha aumentado significativamente en los Gltimos cuatro afios
(Figura. 6). Una revision de los estudios asociados con las secuencias de bacterias indica que
la mayor parte de esta informacién se ha generado en los sectores agropecuario y de salud
(Figura. 7). En contraste, existen muchos menos datos de secuencias publicadas en temas tan
relevantes como la bioprospeccion, la bioremediacion y las ciencias basicas. Asi mismo, la
cantidad de informacion genética disponible para plantas y animales principalmente asociada
con estudios de ecologia, evolucién y sistemética es muy escasa (Chéaves y Santamaria,
2006).
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Figura 6. Numero de secuencias de ADN, generada por afio, por dominio de organismos con
origen en Colombia publicadas en la base de datos Genbank (Base de datos de secuencias
genéticas de ADN del International Nucleotide Sequence Database Collaboration). Tomado
de Instituto Humbold
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Figura 7. Porcentaje de secuencias de ADN de eucariotas y bacterias publicadas en GenBank

categorizadas por sector de aplicacion. Tomado de Instituto Humbold
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I11.  CONCLUSIONES

La identificacion de especies animales es un tema de gran importancia dentro de la sociedad,
ya que permite establecer un concepto de la biodiversidad mundial y a partir de este brindar
estrategias tanto de uso sostenible como de proteccion a las mismas, de acuerdo a su estado
de conservacion. Los avances que ha tenido la ciencia y el desarrollo de técnicas de biologia
molecular, como la iniciativa de codigo de barras para la vida, en el marco de su propuesta
estandar de usar 648pb del gen mitocondrial citocromo oxidada I COI para la identificacion
de especies animales, ha dado resultado en mas de 75 paises del mundo con cerca de 436.044
especies identificadas hasta el momento. Sin embargo, es una técnica que pese a que se esta
trabajando hace més de tres décadas, aun no es muy conocida y aceptada dentro de la
comunidad cientifica, algunas de las razones es que se piensa que se omite los caracteres
taxondmicos convencionales, por otra parte el elevado costo en elementos y equipos de
laboratorio con los que se realiza el procedimiento y otra, ain mas importante ya que es la
razon de este estudio es la falta de informacion dentro de los investigadores, ya que muchos

acostumbran a usar las técnicas de antafio para sus estudios.

En el presente estudio se logrd copilar informacion en la que se establece la veracidad y
efectividad de la técnica codigo de barras para la vida usando el gen COI, donde su maximo
exponente, el doctor Hebert, un cientifico de la universidad de Guelph, en Ontario, Canadé,
junto con sus colaboradores, no ha parado de realizar identificacion de especies animales
usando esta técnica y demostrando que es confiable y que se puede llegar a obtener un cédigo
de barras de nucleétidos para todas las especies animales del planeta. Hebert y otros
investigadores describen en sus publicaciones que esta técnica ha funcionado en muchas
especies de diferentes grupos como mamiferos, aves, peces, reptiles, anfibios y en general la

mayoria de los grupos invertebrados.

De manera puntual se hace la invitacion a la comunidad cientifica, particularmente en
Colombia a que se use esta técnica ya que es de facil acceso, no necesita sacrificar el
individuo para su identificacién y se realiza en corto tiempo, teniendo en cuenta que

Colombia es el segundo pais mas biodiverso de América y que la labor de identificacion de
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especies es ardua y no se cuenta con especialistas para cada uno de los grupos animales. El
proyecto de codigo de barras es una técnica que se encuentra estandarizada para la mayoria

de los grupos, por lo que no requiere de una larga practica de laboratorio para obtener
resultados.
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