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SHORT COMMUNICATION

AMDAR y PCR-extra-rapida para la identificacion de la
tortuga cabezona Caretta caretta (Testudines: Cheloniidae)
utilizando el gen mitocondrial citoctomo c oxidasa I (COI)

Freely available on line

Daniel Lancheros-Piliego, Javier Hernandez Fernandez ™

AMDAR and PCR-Extra-fast for Molecular identification of the loggerhead sea turtle Caretta
caretta (Testudines: Cheloniidae) using the mitochondrial gene cytochrome c oxidase I (COT)

Abstract

We molecularly identified the loggerhead turtle Caretta caretta using high-speed PCR amplification and
restriction analysis of mitochondrial DNA. We isolated the DNA from blood from juvenile C. caretta tfrom
Don Diego beach (Magdalena; n=4), in Islas Del Rosario (Bolivar; n=2) in the Colombian Caribbean.
By using high-speed PCR amplification of mitochondrial cytochrome ¢ oxidase I (COI), we reduced
reaction by one third and obtained fragments of 650 base pairs. We analyzed the amplified IOC product
using enzymes Hindl1l, HpyCH4III and Msel and generated an electrophoretic profile, which compared 7
silico to other sea turtle species sequences, revealed the loggerhead’s specific pattern. We found similarity
between 97-99% with C. caretta in five of the BLAST analyzed nucleotide sequences and 92% in another.
We generated a bar code for the sampled turtle information and sequences and stored them in the BOLD
database. The methodology described for the identification of C. carettais a fast and inexpensive procedure
that minimizes time and improves PCR specificity.
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Universidad Jorge Tadeo Lozano. Facultad de Ciencias Naturales
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Grupo de investigacion “GENBIMOL” Genética, Biologia Molecular La tortuga cabezona Caretta caretta (TCStudlﬂCS!

y Bioinformatica, Carrera 4 No. 22-61, Bogot4, Colombia Cheloniidae) se distribuye en los océanos del
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(Dodd 1988, European Environment Agency
2009). Esta especie también anida y se alimenta en
SICI: 2027—1352(201309/12)1823<321:AYPPIDLTCCCUEGMCC()>2.0.TS;2—D algunas 70Nnas del Caribe Colombiano (Mlnlsterlo
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del Medio Ambiente de Colombia 2002, Ceballos-
Fonseca 2004). Como parte de su ciclo de vida
realiza migraciones importantes entre las zonas de
alimentacion y las playas de anidacion valiéndose
de las corrientes calidas en el Océano Atlantico
como la Corriente Norecuatorial y la Corriente del
Golfo en el Caribe (Dodd 1988, Fitzsimmons et
al. 1997, Monzén et al. 2012).

LLa UICN (2013) cataloga a la tortuga cabezona
en peligro Al de extincion y al igual que las demas
especies de tortugas marinas esta protegida por
leyes nacionales y acuerdos internacionales que
pretenden mitigar la disminucién de hembras
anidantes por causas de origen antrépico
(Barreto 2011, SWOT 2012, IUCN 2013). El
declive de las poblaciones de esta tortuga en el
Caribe colombiano es un fenémeno recurrente
(Amorocho 2003, Invemar 2003, Barreto 2011).
Ese declive poblacional esta ocurriendo debido
a factores como comercializacion de la carne,
los huevos, los caparazones y el aceite de las
tortugas para el consumo humano (Rueda 2001,
SWOT 2012), a esto se suma la captura incidental
por pesquerias industriales y artesanales y la
pérdida del habitat (Eckert et al. 2000, Barreto
2011) y la polucion marina (Barreto 2011,
SWOT 2012).

El proyecto Barcode of life (codigo de barras del
DNA), eslamayor iniciativa genémica mundial para
inventariar la biodiversidad del Planeta (Herbert et
al. 2004). En los ultimos afnos 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 et al. 2003, Hubert et al. 2008). Este
proyecto sugiere que un fragmento de 648 pb de
la region del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa
subunidad I (COI o cx7), puede servir como
etiqueta molecular, convirtiéndose en un cédigo de
barras para la identificacién de especies animales
(Herbert et al. 2003). Sin embargo, Naro_Maciel et
al. (2010) reportaron un fragmento de 815 pb del
COI para identificar las siete tortugas marinas que
habitan los océanos Atlantico y Pacifico. El gen
COI constituye el fundamento de los cédigos de
barras de DNA debido a que su tasa de mutacién
permite estudiar la biodiversidad de modo
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eficiente por que la secuencia de nucleétidos se
conserva a nivel intraespecifico y es variable a nivel
interespecifico (Hubert et al. 2008). Utilizando esta
metodologia, a Octubre del afio 2013, la pagina
WEB del proyecto tiene un reporte de 2.615.761
codigos de barras que describen 192.670 especies
(Sujeevan & Hebert 2007). El cédigo de barras
para especies amenazadas facilita un sistema
de identificacién de organismos, que permite
clasificar de manera rapida, simple y rentable
diferentes muestras de especimenes saqueados,
comercializados y  capturados  ilegalmente
(Hajibabaei 2012, Naro-Maciel et al. 2010). Esta
iniciativa mejora el conocimiento taxonémico,
que es clave para el desarrollo de estrategias de
conservacion adecuadas (DeSalle & Amato 2004).

Laidentificacién molecular es de gran utilidad en
biologia de la conservacion, en cuanto a censos de
biodiversidad y cuando los métodos tradicionales
son ineficaces, como en la identificacién de huevos,
formas larvarias, o en el analisis del contenido del
estbmago o los excrementos para determinar redes
alimentarias (Stoeckle 2003). Ademas pueden ser
potencialmente empleados en casos forenses para
identificar muestras de tejidos obtenidos a partir
del comercio ilegal o el uso de huevos y la carne
(Hajibabaei et al. 20006). Los Cédigos de barras de
ADN también son aplicables en la investigacion
de campo para la identificacion de los nidos
perdidos y tortugas varadas en las playas que con
frecuencia se encuentran en un avanzado estado de
descomposicion, lo que complica la identificacion
de especies correctamente. Otra posibilidad es la
rapida identificaciéon de hibridos interespecificos,
que puede ser tan frecuente, como el 45 % de la
poblacion de E. imbricata de Bahia, Brasil (Lara-
Ruiz et al. 20006, Sarah et al. 2009).

Considerando la importancia ecoldgica y
socio-cultural que tiene la tortuga caguama y su
afectacion por el trafico ilegal y la pérdida del
habitat, esta investigacion tuvo como fin establecer
metodologia rapida, de bajo costo y efectiva para
identificar especimenes de C. caretta utilizando
la etiqueta molecular representada por el gen
mitocondrial COIL. A su vez, se colabord con la
Libreria de Cédigos de barras documentando la
biodiversidad en el Caribe Colombiano.
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Materiales y Métodos

Obtencion de muestras: Se recolectaron
muestras de la sangre periférica de dos hembras
adultas y cuatro juveniles de C. caretta provenientes
de dos zonas en el Caribe Colombiano: La playa
de anidaciéon Don Diego en zona de influencia
del PNNT (N=4), departamento del Magdalena
y la isla San Martin de Pajarales en el PNNCRSB,
departamento de Bolivar (N=2). Las muestras
se obtuvieron a nivel del seno cervical siguiendo
la metodologia de Dutton (1996) y fueron
almacenadas en tubos estériles con solucion 0.1
M Tris-EDTA (Greiner Bio-one®, Kremsmiinster,
Austria) para transportarlas en refrigeracion
hasta el Laboratorio de Biologia Molecular de
la Universidad Jorge Tadeo Lozano en Bogota,
donde se preservaron a 4° C.

Extraccion de DNA: El DNA genémico se
obtuvo utilizando el kit de extraccién UltraClean™
Tissue & Cells DNA Isolates siguiendo el protocolo
suministrado por la casa comercial fabricante (MO
BIO Laboratories, Inc, California, EE.UU.). Las
extracciones fueron reveladas por electroforesis
en gel de agarosa al 1 % p/v en solucién tampon
TBE 0.5X con tincién de bromuro de etidio (2
ug/ml) en una cimara horizontal GelXL UltraV-2
(Labnet International, Inc. New Jersey, EE.UU.).
El resultado de la separacion fue registrado con
el fotodocumentador UVP GelDoc-1t™ System
(UVP, Upland, EE.UU.) utlizando luz UV y se
analiz6 con el programa Vision Works® 1S Image
Acguisition and Analysis Software (Imaging system,
EE.UU.).

Amplificacion del gen mtDNA citocromo ¢
oxidasa I por PCR-Extra rdpida: Para amplificar
el gen mtDNA COI citocromo ¢ oxidasa I por
PCR Extra-rapida se realizo la reaccion como
se describe previamente (Liu & Shearn 1995,
Marifio et al. 1996) y se completé un ensayo con
el objetivo de disminuir en la PCR los tiempos
de denaturacién, hibridacién y extension desde
1 minuto hasta 1 segundo cada uno. Fueron
utilizados los primers-oligonucle6tidos heterologos
VE2 (5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3) 'y
VR1 (5°-TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA-3’),
publicados previamente (Ward et al. 2005, Ivanova
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et al. 2007) y disefiados para amplificar el gen COI
en la tortuga Chelonia mydas (Wang et al. 2012). La
reaccion de PCR Extra-rapida se realiz6 utilizando el
termociclador de bloque PTC-100™ Programmable
Thermal Controller (MJ Research, Madison,
EE.UU.) en mezclas de reaccién con volumen final
de 25 pl, las cuales contenfan cada una 20 ng de
DNA, 0.5 mM de cada primer-oligonucleétido, 1.5
mM MgCl, 1 U de Tag Polimerasa (Bioline Inc.,
California, EE.UU), 200 mM de cada dNTP’s
(Bioline Inc., California, EE.UU.) y solucion PCR-
tampon 1X (50 mM KCl y 10 mM Tris-HCI pH
8,3). Los parametros de amplificacion incluyeron
desnaturalizacion 2 min a 94°C, seguida por 35
ciclos de 94°C por 1s, 53°C por 1s y 72°C por 1s,
finalizando con una extension de 10 min a 72°C.

Para determinar la calidad de los productos
de la PCR Extra-rapida, 2 ul de cada amplificado
fueron mezclados con el mismo volumen de
tampoén de carga (30 % Glicerol y 0.05 % Azul
de bromofenol p/v) y esta mezcla se sirvi6 en los
pozos de un gel de agarosa al 1 % (p/v) en TBE
0,5X. El gel fue tefiido con bromuro de etidio (2
ug/ml). La amplificacién del gen COI de C. caretta
fue verificada evidenciando en el gel la presencia
de una unica banda de 650 pares de bases
(bp) utilizando el marcador de peso molecular
Hiperladder II (Bioline Inc., California, EE.UU.).
El proceso fueregistrado con el fotodocumentador
UVP  Gel-Doc-IT™  System (UVP, Upland,
EE.UU)) y analizado con el programa Vision
WorksLs (Imaging system, EE.UU.).

Purificacion de los productos de 1a PCR Extra-
rapida: Un volumen de 23 pl de cada uno de los
productos amplificados de COI por PCR Extra-
rapida fue corrido por electroforesis bajo las mismas
condiciones en que se verific la amplificacion
inicial. Las bandas del producto se cortaron del
gel de agarosa y se purificaron con el kit Ultra
Clean® Gel Spin® DNA Extraction siguiendo las
instrucciones de la casa comercial fabricante (MO
BIO laboratorios, Inc. California, EE.UU.).

Secuenciacion del COI de C. caretta: Para
obtener la secuencia nucleotidica del gen COI
de C. caretta, 25 pl de cada uno de los productos
purificados de la PCR Extra-rapida junto con los
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oligonucleétidos VF2 y VR1 fueron secuenciados
automaticamente en ambas direcciones (5-
3y 3-5’) utilizando el método tagDye Deoxy
Terminator Cycle-sequencing en un secuenciador
3730XL (Applied Biosystems).

Analisis in silico y experimental por AMDAR
del gen mtDNA COI: Se realiz6 un analisis
AMDAR (Amplificacion Mitocondrial de DNA
y Analisis de Restriccion) 7z silico con datos de
secuencias del gen COI de tortugas de la familia
Cheloniidae previamente publicados en las bases
de datos BOLD-MAS (http://www.boldsystems.
org/views/login.php) y GENBANK (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov; Tabla 1) utilizando las
enzimas de restriccion Hindlll, HpyCHA4III y
Msel. Para este analisis se utiliz6 la herramienta
en lineca NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.
com/NEBcutter2/index.php de New England
BioLabs®, Inc. Ipswich, EE.UU)) la cual permite
utilizar enzimas de restriccion para cortar una
secuencia de DNA y finalmente generar mapas
de restriccion corriendo una electroforesis virtual
y producir el perfil de cada especie (Vincze et
al. 2003). Estas huellas moleculares obtenidas 7
silico fueron utilizadas para hacer comparaciones
con el analisis AMDAR iz wvitro obtenido
experimentalmente.

Para obtener 7z vitro la huella dactilar del gen
mtDNA COI de C. Caretta se realizaron cuatro
restricciones enzimaticas sobre el producto de
amplificaciéon obtenido por PCR Extra-rapida

utilizando las mismas enzimas que en el analisis 7
silico y siguiendo el protocolo de la casa comercial
fabricante (INVITROGEN CORP, California,
EE.UU.). Las enzimas fueron utilizadas para cortar
individualmente y en conjunto los amplicones
del gen COI y los perfiles producidos fueron
revelados en gel de agarosa al 2 % p/v. El proceso
fue registrado con el fotodocumentador UVP
Gel-Doc-IT™ System (UVP, Upland, EE.UU.)
y andlizados con el programa Vision WorksLs
(Imaging system, EE.UU.).

La informacién ambos
procedimientos fue analizada de acuerdo a la

cantidad de bandas y el peso molecular de los

generada  en

fragmentos de corte que se produjeron.

Generacion del codigo de barras: Las secuencias
obtenidas por PCR Extra-rapida del gen mtDNA
COI de C. caretta fueron ensambladas con el
programa CLC DNA WorkBench 5.6.1 (CLC
Bio, Dinamarca). La comparacion e identificacién
a nivel de género y especie de cada una de las
secuencias fue realizado con la herramienta de
Busqueda de Alineamiento Bésico Local, BLAST
(Altschul et al. 1997).

Resultados y Discusion

El DNA genomico aislado a partir de las muestras
de sangre de las seis tortugas procedentes del
Caribe colombiano fue viable, obteniéndose
concentraciones entre 80-95 pug/ml. Por su patte,

Tabla 1. Descripcién de las especies y numero de accecién a GenBank de las secuencias del gen COI de
tortugas marinas previamente descritas en bases de datos y utilizadas para el andlisis AMDAR 7 silico de

identificacion de la tortuga cabezona Caretta caretta.

Unidad taxonémica Ubicaciéon geografica Accesion GenBanK Autor
Chelonia mydas Cm USA GQ152881
Dermochelys coriacea Dc Australia GQ152876
Eretmochelys imbircatta Ei Puerto Rico GQ152887 Naro-Maciel
et al., 2010
Lepidochelys kempii Lk USA GQ152891
Lepidochelys olivacea Lo Australia GC152890
Natator depressa Nd Australia GQ152883
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las amplificaciones del gen COI realizadas por
PCR Extra-rapida mostraron una buena resolucioén
en la electroforesis con bandas de 648 bp (Figura
1). Estos productos amplificados se utilizaron
seguidamente, en analisis de restriccion enzimatica
y posteriormente en secuenciacion.

La amplificacion de fragmentos del gen COI
de la tortuga C. caretta por PCR Extra-rapida
se obtuvo en un tiempo record de 74 minutos,
reduciendo el tiempo de amplificaciéon a 1/3
con respecto al tiempo convencional requerido.
Generalmente el tiempo requerido para una
reaccion de amplificacion estandar es de 3-4 horas
0 un poco mas, con tiempos de denaturacion,
hibridaciéon y extensiéon de 1 minuto cada uno
(Saiki et al. 1998). El analisis de costo aproximado
de una reaccion de PCR y su revelado sin pagar el
técnico y el uso de instalaciones y equipos es de
$ 1.2 US. Este avance en la técnica hace posible
amplificar de manera eficiente muestras de DNA
de la tortugas cabezona.

pb CCDDI

CCDD3

1000

700

300

CCDD4

Identificacion molecular por AMDAR del
gen mitocondrial COI: Se realiz6 un analisis
AMDAR (Amplificacion Mitocondrial de DNA
y Analisis de Restriccion) iz silico utilizando
secuencias del gen mitocondrial COI de las siete
especies de tortugas marinas realizando restriccion
con las enzimas Hindlll, HpyCHA4III y Msel. El
objetivo del analisis fue identificar las secuencias
a nivel de especie mediante la obtencién de
patrones de bandeo 77 silico distintivos para cada
taxon. Los perfiles electroforéticos obtenidos
del gen COI para las siete especies de tortugas
marinas mostraron diferencias observables, que
permitian en principio la identificacion de Caretta
caretta (Figura 2a). Se obtuvieron como resultado
cinco patrones de bandeo diferentes al analizar los
polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion para las 7 tortugas evaluadas
(Figura 2a). Dos de estos perfiles electroforéticos
fueron compartidos por dos especies cada uno
y los otros tres perfiles fueron unicos para las
especies C. caretta, L. kempii y D. coriacea. Para C.

CCDD5S CCIRI CCIR2

Fig. 1. Productos de amplificacién del gen citocromo ¢ oxidasa I (COI) por PCR Extra-rapida de 6
especimenes de la tortuga marina Caretta caretta utilizando los primers VH1 y VR2. En los seis carriles se
observa una banda nitida con un tamafio aproximado de 648 pares de bases que corresponde al fragmento
esperado para el gen COL. PM: Marcador de peso molecular Hiperladder II (Bioline Inc., California, EE.UU.).
Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, tefiido con bromuro de etidio.
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caretta los fragmentos de restriccién obtenidos
fueron de 228, 147, 139, 76 y 48 pb. Para L. kempii
fueron de 458, 179, 82 y 15 pb y para D. coriacea
fueron de 274, 194, 103 y 82 pb. Por su parte C.
mydas y IN. depressus obtuvieron idéntico patrén
electroforético revelando fragmentos de 335, 194,
103 y 82 pb. De la misma forma E. zmbricata y L.
olivacea obtuvieron idéntico patrén de restriccion

mostrando fragmentos de 458, 194 y 82 pb.

El AMDAR 7n vitro realizado con los productos
amplificados del gen COI de C. caretta por PCR
Extra-rapida con una mezcla de las enzimas
Hindl11, HpyCHA4IIL y Msel produjo un perfil
electroforético con los fragmentos de restriccion
predichos por el analisis AMDAR i silico,
conformado por cuatro bandas con pesos de 228,
147,139 y 76 pb aproximadamente (Figura 2b).

Identificacion molecular por coédigo de
barras: Se obtuvieron las secuencias nucledtidicas
de cada uno de los amplicones. Mediante analisis

con BLAST se detecté para las seis secuencias la
filiacién comparando con secuencias previamente
descritas para Caretta caretta en GenBank y BOLD,
la composicion media de Guanina y Citocina (GC)
fue del 44.99 % + 0.4809.

En el anilisis de similitud realizado con el Motor
taxonémico de BOLD, las secuencias mostraron
niveles altos de homologias con codigos de barras
de tortugas marinas previamente registrados en
la base de datos. Las secuencias nucledtidicas
de las seis muestras fueron identificadas como
pertenecientes a la especie Caretta caretta con
valores de similitud porcentual altos (> 97).

Los sitios variables en las secuencias del
mismo gen se acumulan de manera natural en
el genoma de los organismos y su estudio se ha
modelado matematicamente para ilustrar y explicar
la evolucién de las mutaciones en las secuencias
de nucledtidos de DNA. La divergencia media
intraespecifica, calculada como la cantidad de

ND pb M

Hindill HpyCH4IIL  Msel MIX

Lh cc ™M De El LK LO

SO0

400 <

300 1

200 4 — —
100 — — —_—

Fig. 2. a. Perfiles de restriccion por AMDAR-in silico del gen mtDNA COI para las siete especies de tortugas
marinas existentes. Las enzimas de restriccion Hindlll, HpyCH4III y Msel producen un patrén de bandeo
especifico para C. caretta, L. kempii y D. coriacea. Cartil Ce: C. caretta; Cartil Cm: Chelonia mydas; Dc: Dermochelys
coriacea; Bi: Eretmochelys imbricata; 1k: Lepidochelys kempii; 1.o: Lepidochelys olivacea y Nd: Natator depressus. Las
secuencias del gen COLI se obtuvieron en GenBanK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). b: AMDAR-#n vitro
del fragmento amplificado por PCR extra-rapida del gen mitocondrial citocromo c oxidasa I (COI) con las
enzimas Hindlll, HpyCH4II1 y Msel y una Mix utilizando las tres enzimas. Los carriles cc en A con la MIX en
B muestran las mismas bandas, comparacién que permite identificar a la tortuga cabezona. PM: Marcador de
peso molecular Hyperladder II (Bioline, UK). Electroforesis en gel de agarosa-1 % (p/v), TBE 0,5 X tefiido

con bromuro de etidio.
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posiciones variables encontrada sobre el numero
total de posibles cambios fue 0.036 % (Tabla 2)
cifra inferior al 0,9 % encontrado por Naro-Maciel
etal. (2010) para Caretta caretta en la costa de Brasil,
y por otra parte, la divergencia media interespecifica
con respecto a L. olivacea, (la especie mas cercana
segun el analisis de COI) fue del 7,2 % comparado
con 6,3 % reportado por Sarah et al. (2009).

Tabla 2. Distancia K2P (Paraimetro 2 de
Kimura) de las secuencias del gen mtDNA COI
de la tortuga Caretta caretta obtenidas en este
estudio. CCDD: Espécimen colectado en playa
Don Diego (Magdalena), CCIR: Espécimen
recolectado en Islas del Rosatio (Cartagena).

CCDD1 CCIR1 CCDD3 CCDD4 CCDD5 CCIR2

—t

(@)

A 0.00

Q

©)

=i

=

o 0022 0.00

Q

o

A

A 0.022  0.000 0.00

Q

©)

S

(=)

A 0.060 0.057 0.057 0.00
Q

@)

)

Q

8 0.029  0.037  0.037 0.070 0.00
©

G007 0014 0.014 0.049 0.022 0.00
&

Los codigos de barras del gen mitocondrial
citocromo ¢ oxidasa I se fundamentan en el escaso
grado de variabilidad nucleétidica que existe a nivel
intraespecifico comparado con una mayor variabilidad
al nivel interespecifico (Hubert et al. 2008).

Para lograr hacer comparaciones directas de
loci homologos en el area de distribucion global de
las tortugas marinas, los laboratorios en el mundo
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deben utilizar los mismos juegos de primers o
iniciadores oligonucle6tidos para la amplificacion
por PCR del gen mtDNA COI (Allard et al. 1994,
Dutton 1996, FitzSimmons et al. 1997). En este
caso y con los cebadores seleccionados los cédigos
de barras discriminaron los especimenes de C.
caretta de las demas especies de tortugas marinas
y claramente abren la posibilidad de evaluar su
utilidad para identificar especificamente huevos,
neonatos, juveniles y adultos asi como carne,
aceite, piel, huesos y caparazones para evitar la
depredacion y el trafico ilegal de esta especie.

Las secuencias del COI para las seis tortugas
evaluadas se registraron en la base de datos de
BOLD Systems con los numeros de acceso
CCOL001-10 a CCOL006. Con los datos de
las secuencias y el analisis de las distancias se
desarroll6 el cédigo de barras de la tortuga C.
caretta permitiendo su caracterizaciéon hasta el
nivel de especie en forma confiable y rapida. Este
resultado concuerda con diversos estudios del gen
COlI en tortugas marinas (Sarah et al. 2009, Naro-
Maciel et al. 2010) y en diversos grupos animales
(Herbert et al. 2004, Hubert et al. 2008, Sinniger et
al. 2008, Schander & Willassen 2005).

Una vez que la base de datos global de codigos
de barras de COI sea establecida completamente
para tortugas marinas cualquier persona con
acceso directo o indirecto a secuenciacion de
DNA sera capaz de identificar, con un alto
grado de veracidad, cualquier individuo, huevo,
caparazon, carne, huesos y aceite. Esta sera una
herramienta invaluable para los conservacionistas,
las pesquerfas y los gobiernos. La totalidad de la
informacion generada por esta técnica se encuentra
almacenada en la Base de Datos de Codigos de
Barras de la Vida -BOLD- y es de libre acceso.

Conclusion

El gen COI puede ser amplificado por PCR Extra
rapida y es un marcador molecular idéneo para la
identificaciéon especifica de la tortuga cabezona
Caretta caretta. El proceso taxonémico puede
ser abordado de dos maneras tras conseguir las
amplificaciones de COI: Primero el patréon de
bandeo obtenido con AMDAR utilizando las
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enzimas Hindlll, HpyCH4II1 y Msel presentod
una huella dactilar que diferencié6 a C. caretta
de las demas especies de tortugas marinas en
analisis computacionales y es una metodologia
rapida y econémica. El proceso de secuenciacion
presenté informacion suficiente para generar el
cédigo de barras y es una herramienta util que
ofrece la posibilidad de estudiar la diversidad en
el grupo de los Chelonios marinos. Antes de este
estudio no estaban disponibles métodos analiticos
precisos en Colombia que permitieran identificar
esta especie amenazada, este estudio contribuye
proporcionando una herramienta para el avance
de las investigaciones cientificas y los programas
de conservacion de la especie en el Caribe
colombiano, creando la necesidad de evaluar la
utilidad de los marcadores AMDAR y Codigo de
barras del gen mtDNA COI para la identificacion
taxonoémica de muestras de otro tipo de tejidos de
neonatos, juveniles y adultos, asi como huevos y
productos derivados de la especie.

Con el método descrito en esta investigacion
la identificacion de la tortuga marina C. caretta se
convierte en un procedimiento rutinario, rapido y
de costo efectivo ya que no precisa de taxébnomos
especializados para obtener resultados confiables
y puede ser ultimado en pocas horas tras la
obtencién de las muestras.
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AMDAR y PCR extra-ripida para la identificacién de la
tortuga cabezona Caretta caretta (Testudines: Cheloniidae)
utilizando el gen mitocondrial citocromo c oxidasa I (COI)

Resumen. Para identificacién molecular de tortuga cabezona
Caretta caretta; se utiliz6 Amplificacion Mitocondrial DNA
y Andlisis de Restriccion y PCR Extra-rapida. Se obtuvo
muestras de sangre de juveniles de C. caretta de playa Don
Diego (Magdalena; n=4) e Islas Del Rosario (Bolivar; n=2)
en el Caribe colombiano. Se aisl6 DNA, se estandarizé la
amplificacién del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa I
(COI) por PCR extra-rapida, obteniendo fragmentos de
650 pares de bases, disminuyendo en un tercio el tiempo
de reaccion. El producto amplificado de COI se analiz6
con enzimas Hindlll, HpyCHAIIL y Msel generando perfil
electroforético que al compararlo 7z silico con secuencias
para otras especies de tortugas marinas; permitié identificar
patrén especifico para la tortuga cabezona. Las secuencias
nucledtidicas se analizaron con BLAST y similaridad entre
97-99 % con C. caretta en cinco secuencias y 92 % en otra. La
informacion de tortugas muestreadas fue integrada en base
datos BOLD y se gener6 el codigo de barras. La metodologfa
descrita para identificacion de C. caretta es procedimiento
rapido y bajo costo que minimiza el tiempo de PCR
mejorando su especificidad.

Palabras clave: Caretta caretta; PCR extra-rapida; Citocromo
¢ oxidasa I (COI); AMDAR; Cédigo de barras.
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AMDAR e PCR extra-rapida para a identificacio da
Tartaruga-Comum Caretta caretta (Testudines: Cheloniidae),
utilizando o gene mitocondrial citocromo c oxidase I (COI)

Resumo. Identificimos molecularmente a tartaruga-
comum Caretta caretta usando PCR amplificado de alta-
velocidade e analise de ADN mitocondrial restrito. Isolamos
o ADN do sangue de juvenis C. carreta das praias Don
Diego (Magdalena ; n=4), das Ilhas del Rosario (Bolivas;
n=2) no Caribe Colombiano. Ao utilizar a amplificacio por
PCR de alta velocidade da citocromo ¢ oxidase I (COI ),
reduzimos a reac¢ao a um ter¢o, ¢ obtivemos fragmentos de
650 pates de bases. Analisimos o produto IOC amplificado
com as enzimas de restricio Hindlll , HpyCHAIIL e Msel e
geramos um petfil eletroforético, que comparado ew silico
com outras seqiiéncias de espécies de tartarugas marinhas,
revelou padrio especifico a tartaruga-comum. Encontramos
semelhancas entre 97-99 %, com C. caretta em cinco das
seqiiencias de nucleotideos BLAST analisados e 92% com
outro. Geramos um c6digo de barras para a informacao e
sequiéncias das tartaruga amostradas e foram armazenados
na base de dados BOLD. A metodologia descrita para a
identificacdo de C. caretta ¢ um procedimento rapido e
barato, que minimiza o tempo e melhora a especificidade
da PCR.

Palavras-chave: Curetta caretta; PCR de alta velocidade;
Citocromo c oxidase I ( COIL); AMDAR; Codigo de barras.

www,javeriana.edu.co/ scientiarnm/ web


http://puj-portal.javeriana.edu.co/portal/page/portal/Facultad%20de%20Ciencias/publi_universitas

