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PROLOGO

El presente libro nace como producto de una convocatoria para Libros de
Catedra de la Universidad Nacional de la Plata. La propuesta, avalada por la
Facultad de Ciencias Veterinarias, permitira introducir al lector en los
principales aspectos de la identificacion genética de animales y/o sus productos
derivados, conocer los principales métodos de genotipificacion utilizados en
genética forense, reconocer los lineamientos de estandarizacion y acreditacion
de los laboratorios de genética forense y por ultimo fortalecer las capacidades
de los futuros profesionales en el area de genética.

Entre los autores de esta obra se destacan profesionales de distintas
entidades académicas: Universidades Nacionales (UNCPBA, UNLP), del
exterior (Universidade Federal de Minas Gerais. Belo Horizonte, Brasil;
Universidad de Western Cape Sudafrica), laboratorios de servicios nacionales
(Laboratorio de ADN, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNCPBA, Tandil, de la
CICPBA y el CONICET); internacionales (Laboratério de Genética, Escola de
Veterinaria y el Myleus Biotechnology Research Team, Belo Horizonte, Brasil) y
profesionales del Cuerpo de Instructores de la Fiscalia General del
Departamento Judicial Azul y de Junin de la Provincia de Buenos Aires.

Los coordinadores del presente libro son profesionales responsables del
dictado en la carrera de grado de Médico Veterinario de la UNLP, de un curso
optativo de Genética Veterinaria Forense de la UNLP, y miembros del Servicio
Externo de Diagndstico Genético en Animales Domésticos del Instituto de
Genética Veterinaria (IGEVET, UNLP-CONICET).



CAPITULO 1

INTRODUCCION A LA GENETICA FORENSE NO HUMANA

DEFINICION E HISTORIA DE LA GENETICA FORENSE, AREAS DE
INCUMBENCIA, OBJETIVOS Y APLICACIONES

Guillermo Giovambattista, c, Pilar Peral Garcia

1.1. Historia de la Genética Forense

La genética forense se define como la especialidad que engloba las
aplicaciones de las técnicas de genética molecular basadas en el
analisis de los polimorfismos del ADN y en la identificacion de
individuos, razas o especies con el fin de auxiliar a la justicia en la
resolucion de casos judiciales.

El origen de la genética se remonta a los estudios de Mendel
publicados en el afio 1866. Desde ese hito inicial, una serie de eventos
como el desarrollo de los primeros marcadores genéticos, los mapas de
ligamiento, la teoria de la genética de poblaciones, entre otros (Roewer,
2014), fueron cimentando las bases de esta disciplina en las ultimas tres

décadas, permitiendo el surgimiento de la genética forense (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Cronologia de los principales hitos en el desarrollo de la
genética.

Inicialmente, los estudios de identificacion genética y la resolucion de
filiaciones se realizaban a través de la tipificacion de grupos sanguineos,
de genes del sistema principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés
major histocompatibility complex) y de polimorfismos bioquimicos o
isoenzimas (Ripoli y Villegas Castagnasso, 2010). Estas técnicas se basan
en el analisis de las variaciones a nivel proteico mediante geles de
electroforesis o reacciones seroldgicas e inmunologicas, por lo que su uso
se limitaba al estudio de polimorfismos que producen cambios no
sinénimos en las proteinas y a partir del analisis de muestras frescas de
unos pocos tipos de tejidos, como por ejemplo la sangre. Sin embargo, a
partir de la década del "50 del siglo XX, con la descripcién de la estructura
del ADN y el descubrimiento del cédigo genético y con el desarrollo de las

técnicas de biologia molecular (secuenciacién del ADN,



enzimas de restriccion, técnicas de hibridacién) comenzaron a sentarse
las bases para el surgimiento de la genética forense.

En 1985, Sir Alec John Jeffreys, genetista britéanico de la Universidad
de Leicester, descubrié un patréon de variable y heredable basado en el
analisis del ADN mediante sondas multi-locus del tipo minisatélites, lo
que permitid desarrollar la técnica de las huella genéticas de ADN
(DNA fingerprinting; Figura 1.2) (Jeffreys et al., 1985; Kirby, 1990). Esta
metodologia permitid por primera vez determinar los perfiles de ADN
de un individuo o de una muestra biolégica. Por lo tanto, la huella
digital (forensic genetic fingerprinting) puede definirse como “la
comparaciéon del ADN nuclear de una persona con aquel identificado
en una muestra biolégica encontrada en la escena del crimen o con el
ADN de otra persona con el propésito de realizar una identificacion o
una exclusion” (Roewer, 2014).

Figura 1.2: Fotografia de la primera huella genética de Sir Alec John
Jeffreys expuesta en el Museo de Ciencias de Londres, Reino Unido

La primera aplicacion de esta metodologia consistioé en la identificacion
de los parientes residentes en el Reino Unido de un menor en un caso de

inmigracion ilegal. Los resultados obtenidos permitieron



evitar la deportacion del menor (Jeffreys et al., 1985). En el afio 1987,
la técnica de la huella genética se utilizd por primera vez como técnica
forense policial para identificar al violador y asesino de dos jovenes
britanicas, Lynda Mann y Dawn Ashworth, que habian sido asesinadas
en la ciudad de Narborough (Leicestershire, Reino Unido) en los afios
1983 y 1986, respectivamente (Cuadro 1.1). La resolucién de este caso
puso en evidencia la gran potencialidad de los métodos de
identificacion genética basados en el andlisis del ADN. La tecnologia
de la huella genética fue rapidamente aplicada a la identificacién de
otros organismos, incluyendo plantas y hongos (Nybom et al., 2014).
En este contexto, los animales domeésticos no fueron la excepcion
(Jeffreys et al., 1987). A pesar de que la técnica desarrollada por
Jeffreys fue aplicada con éxito hasta mediados de los "90 para resolver
casos forenses y de filiacion, ésta presentaba varias limitaciones en
cuanto a la cantidad y la calidad del ADN requerido, a la repetitividad y
la estandarizacion y al analisis estadistico de los resultados (Ripoli y
Villegas Castagnasso, 2010; Roewer, 2014).

En los afios sucesivos, otros desarrollos tecnologicos en el area de la
biologia molecular (por ejemplo, la aplicacion de la tecnologia de
electroforesis capilar a la secuenciacién del ADN y la mejora de los
meétodos de purificacion de ADN a partir de diferentes tipos de muestras y
estados de conservacién) y en otras disciplinas como la informatica y la
genética de poblaciones aplicada a las ciencias forenses (ver capitulos 3,
5 y 6) fueron cimentando las bases para la consolidacion de la genética
forense. Sin embargo, el hito que marcé un cambio radical en las
posibilidades reales de aplicacion de las ciencias forenses fue el desarrollo
que realizé Kary Mullis en 1985: la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction). Esta metodologia
permite la amplificacion de cientos de miles de copias de ADN a partir de
una secuencia molde especifica (farget) limitada por un par de
oligonucledtidos (primers). Aunque las primeras versiones de la PCR

resultaron poco eficaces, el uso de polimerasas de ADN



termoestables extraidas de microorganismos hemofilicos, como por
ejemplo la Taq polimerasa, permitié su uso masivo.

Finalmente, el uso de la PCR para amplificar secuencias repetidas
en tandem del tipo microsatélites (STRs, del inglés short tandem
repeat) (Goldstein y Schlétterer, 1999) y la posterior separacion de los
fragmentos (alelos) mediante secuenciadores capilares (originalmente
en geles de poliacrilamida) permiti6 el desarrollo de los actuales
métodos de identificacién genética y la asignacion racial, mientras que
la amplificacion 'y secuenciacion de fragmentos de ADN
correspondientes principalmente a genes mitocondriales es la base de
los métodos usualmente empleados para la identificacion de especies
(ver capitulos 3, 7, 8 y 9).

En las tres ultimas décadas, las metodologias antes mencionadas se
han usado extensivamente en todo el mundo en el area de las ciencias
forenses para asistir en el trabajo de los fiscales y policias y de esta
forma aportar evidencias para resolver casos judiciales. La genética
forense se aplicé inicialmente a la resolucion de casos humanos,
donde tanto la victima como el sospechoso eran de esta especie. Asi
por ejemplo, pueden mencionarse casos de paternidades, asesinatos,
violaciones, inmigracién ilegal, catastrofes naturales, desaparicién de
personas, atentados terroristas y guerras (Roewer, 2014). La
disponibilidad de técnicas sensibles y precisas de biologia molecular ha
permitido el analisis de restos organicos como pelos, semen, saliva y
sangre, secuestrados en las escenas de un crimen, delito sexual o
catastrofe. Por esta razon, cuando se piensa en genética forense se la
asocia a la resolucion de este tipo de casos. Sin embargo, esta
situacion ha comenzado a cambiar en los ultimos quince afios con el
surgimiento de una nueva disciplina denominada genética forense no

humana, la que se describira a lo largo del presente libro.
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1.2. Genética Forense No Humana

Los primeros casos forenses que involucraron muestras biolégicas no
humanas surgen ante la necesidad de resolver casos donde las victimas
eran humanos, como por ejemplo ataques de animales a personas,
accidentes de autos que involucraban animales, o asesinatos (Menotti-
Raymond et al., 1997; Savolainen y Lundeberg, 1999; Schneider et al.,
1999; Halverson y Basten, 2005; Nussbaumer y Korschineck, 2006;
Ogden et al., 2009). Se han utilizado evidencias provenientes de las
mascotas de las victimas o de los sospechosos para resolver casos
judiciales humanos y de esta forma condenar o absolver al acusado
(Figura 1.2). En 1999, Savolainen y Lundeberg reportaron seis casos
forenses que incluian tres asesinados, un asalto a banco, un robo y un
caso de caza furtiva, donde las evidencias consistian en restos de pelos
presuntamente originados en perros y/o lobos. EI ADN procedente de los
bulbos pilosos fue analizado mediante la secuenciacién de un fragmento
de la region control del ADN mitocondrial (ADNmt). Los resultados
obtenidos se compararon con las secuencias reportadas en las base de
datos establecidas para las poblaciones de perros y lobos. Dichas
comparaciones permitieron la exclusion de los ocho sospechosos de los
casos de asesinatos. Sin embargo, las evidencias permitieron vincular dos
de los asesinatos, ya que compartian la misma secuencia rara de ADNmt,
caracteristica de una raza de perros. En el caso de robo y en el asalto del
banco se pudo establecer un vinculo entre las muestras biologicas y los
sospechosos. Finalmente, en el caso de caza furtiva, se pudo establecer
que los pelos provenian de un perro y no un lobo. Los estudios
demostraron que el analisis genético de muestras de origen animal es una
valiosa herramienta para las investigaciones forenses.

En los ultimos afos la disciplina ha evolucionado independientemente
de la genética humana con el fin de resolver casos donde el objeto de
estudio es un animal o un vegetal. Es por esta razon que la genética
forense animal, vegetal o en forma mas genérica genética forense no

humana es una nueva disciplina que puede ser definida como “la
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aplicacion de técnicas y teorias genéticas en asuntos legales que
involucran materiales bioldégicos de origen animal o vegetal” (Animal
Forensic Workshop, ISAG Conference 2008, Amsterdam, The
Netherlands,http://www.isag.us/Docs/Proceedings/ISAG_Proceedings 2

008.pdf). Esta area del conocimiento provee perfiles de ADN que permiten
relacionar al sospecho, la victima y la escena del crimen, en los cuales el
animal puede haber sido la victima (casos de crueldad animal, robo de
animales, trafico ilegal de fauna silvestre), el culpable (animales
involucrados en ataques a personas u otro animal, causantes de
accidentes, responsables de danos a propiedades) o el testigo (muestras
de ADN de origen animal pueden relacionar al sospechoso con la escena
del crimen o con la victima) (Giovambattista et al., 2001; Lirén et al., 2007;
Diaz et al., 2007; Himmelberger et al., 2008; van de Goor et al., 2009;
Grahn et al., 2010; Di Rocco et al., 2011; Frosch et al., 2011; Ogden et al.,
2012; Wictum et al., 2012). Los resultados del analisis de microsatélites de
muestras biologicas se han presentado en los Juzgados como evidencias
en casos que involucraban animales domésticos, tales como bovinos,
ovejas, cabras, caballos y llamas
(http://www.vgl.ucdavis.edu/forensics/index.php).

La Argentina fue pionera en el desarrollo de la genética forense animal.
En 1990, el grupo de genética de animales domésticos del Instituto de
Genética Veterinaria (IGEVET, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata) resolvié para el Poder Judicial de la
Provincia de Buenos Aires el primer caso de genética forense animal, que
consistid en la resolucién de un caso de robo de ganado o abigeato
(Giovambattista et al., 2001). Desde esa fecha se han resuelto en el pais
varios centenares de casos judiciales que involucraban muestras de
origen animal: robo de ganado y mascotas, adulteracion de alimentos,
fauna ilegal y dopaje de caballos (Liron et al., 2007; Diaz et al., 2008; Di
Rocco et al.,, 2011). En la actualidad, existe una red de laboratorios
compuesta por las Facultades de Ciencias Veterinarias de las

Universidades Nacionales de La Plata, del Centro de
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la Provincia de Buenos Aires y de La Pampa, dedicadas a la resolucion
de casos de genética forense animal, como asi también el laboratorio
de Genética Aplicada de la Sociedad Rural Argentina (SRA). Estos
casos han tenido una alta visibilidad social en el pais (Figura 1.3).

Tod0Agro.com.ar
La geneética combate el abigeato

“Con los analisis genéticos el robo de ganado ha disminuido drasticamente”, dijo la
mvestlgadnra Pilar Peral Garcia, doctora en Ciencias Naturales dirige el Instituto de
Wicno g et "«wnnna dela UNLP.
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Figura 1.3: Visibilidad social de la genética forense animal en la
Argentina.

Debido al surgimiento de la genética forense no humana y el
posterior crecimiento del numero de laboratorios especializados en
esta disciplina, comenzaron a publicarse articulos sobre esta tematica
en diferentes revistas periddicas de ciencias forense y medicina legal
(Tabla 1.1; http://www.forensicswiki.org/wiki/Journals), asi como
también libros especializados en genética forense animal (van de Goor,
2011; Merck, 2012; Linacre y Tobe, 2013; Rivers y Dahlem, 2014) o
vegetal (Hall y Byrd, 2012).
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Tabla 1.1. Lista de las principales revistas dedicadas a las ciencias

forenses.
Nombre Asociacién Editorial Web
Forensic Science Elsevier http:/ fwww.journals.elsevi
International er.com/forensic-science-
international/
Forensic Science Elsevier http:/ [www journals.elsevi
International er.com/forensic-science-
Supplement international-supplement-
Series series
Forensic Science ISFG Elsevier http:/ [www journals.elsevi
International: er.com/forensic-science-
Genetics international-genetics
Forensic Science ISFG Elsevier http:/ fwww journals.elsevi
International: er.com/forensic-science-
Genetics international-genetics-
Supplement supplement-series
Series
Jowrnal of American Academy Wiley http://onlinelibrary.wiley.c
Forensic Sciences of Forensic om/jowrnal/10a111/(1SS
Sciences N)i556-4029
Legal Medicine Japanese Society of Elsevier http:/ fwww journals.elsevi
Legal Medicine er.com/legal-medicine
Investigative BioMed http:/ fwww.investigativeg
Genetics Central enetics.com/
Jowrnal of Elsevier http:/ fwww journals.elsevi
Forensic and er.com/journal-of-
Legal Medlicine forensic-and-legal-
medicine
Science & Justice Journal of the Elsevier http:/ fwww journals.elsevi
Forensic Science er.com/science-and-
Society Justice
Jowrnal of OMICS http:/ [www.omicsonline.or
Forensic Research Publishing g/forensic-research.php
Group
Jowrnal of Annex http:/ fwww.annexpublishe
Forensic Science Publishers rs.com/journals/jowrnal-
& Criminology of-forensic-science-and-
criminology/jhome.php
Problems Of Instytut http:/ fwww.forensicscienc
Forensic Sciences Ekspertyz e:pl/content/view/8/14/lan
Sadowych gen/
Australian Journal Australian Academy Tay[ov & http:/ /ww.tandfon[ine.co
of Forensic of Forensic Francis m/toc/tajf2o/current.Usq
Sciences Sciences

yfvQWo8o
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Una de las consecuencias del crecimiento de la genética forense no
humana fue la aparicion de cursos de especializacion en instituciones
académicas como respuesta a la necesidad de formar recursos
humanos. En el anexo se mencionan algunos ejemplos de la amplia
oferta de cursos sobre genética forense que se dictan en distintas
instituciones académicas.

Simultaneamente, se organizan talleres de discusion sobre genética
forense no humana en reuniones cientificas de diferentes asociaciones
cientificas internacionales, como la Asociacién Internacional para la
Genética Animal (ISAG, http://www.isag.us/) y la Sociedad
Internacional de Ciencias Forenses (ISFG, http://www.isfg.org/), y en

sociedades locales, como la Sociedad Argentina de Genética Forense
(SAGF, http://www.sagf.org.ar/). En estas reuniones se discuten
diferentes temas de interés para la genética forense no humana, tales
como el desarrollo y mejoramiento de los métodos de genatipificacion,
el desarrollo de bases de datos para los diferentes tipos de marcadores
en diferentes especies, la descripcion de casos de aplicacion, los
mecanismos de colaboracion inter-laboratorio (Proficienty test vs.
Comparison test) y las recomendaciones para la estandarizacion de
laboratorios dedicados a la genética forense no humana
(acreditacion/certificacion). Con respecto a los dos ultimos puntos, no
se puede dejar de mencionar los esfuerzos realizados con el fin de
proponer listas de recomendaciones para los laboratorios dedicados a
la genética forense animal (Budowle et al., 2005), asi como la
validacién de los métodos de genotipificacién y la estandarizacion de
las nomenclaturas (Van de Goor et al., 2009; Wictum et al., 2012). En
la Tabla 1.2 se detallan los principales talleres sobre genética forense
no humana realizados hasta el momento.
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Tabla 1.2. Lista de talleres sobre genética forense no humana.

Taller Asociacion  Lugar/fecha Web
22nd Congress of ISFG Copenhague,  http://www.isfg.org/Meeting
the International Dinamarca,
Society for 2007.
Forensic Genetics
23rd Congress of ISFG Buenos http://www.isfg.org/Meeting
the International Aires,
Society for Argentina.
Forensic Genetics 2013
24th World ISFG Viena, http://www.isfg.org/Meeting
Congress of the Austria. 2011
International
Society for
Forensic Genetics
25th Congress of ISFG Melbourne, http://www.isfg.org/Meeting
the International Australia,
Society for 2013
Forensic Genetics.
Primer Workshop ISAG Porto Seguro, http://www.isag.us/conferenc
sobre Genética Brasil, 2008 es_past.asp
Forense No-
Humana
Segundo ISAG Amsterdam. http://www.isag.us/conferenc
Workshop sobre Paises Bajos, es_past.asp
Genética Forense 2008.
No-Humana
Tercer Workshop ISAG Edimburgo, http://www.isag.us/conferenc
sobre Genética Escocia. es_past.asp
Forense No- 2010.
Humana
Cuarto Workshop ISAG Cairns, http://www.isag.us/conferenc
sobre Genética Australia, es_past.asp
Forense No- 2012
Humana
SWEFS 2012 SWFS Jackson Lake http://www.wildlifeforensicscie
meeting Lodge near nce.org/
Jackson, WY,
USA 2012
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Otra consecuencia del desarrollo de la genética forense no humana
fue la necesidad de la implementacibn de bases de datos
poblacionales para las diferentes especies domésticas o especies
silvestres, informacion imprescindible para la estimacion de los indices
forenses, la interpretacion de los resultados y la redaccién de los
informes (Halverson y Basten, 2005; Himmelberger et al., 2008; Grahn
et al., 2011; Kanthaswamy et al.2009; para mas detalle ver capitulo 4).
En la Argentina, en el marco del Programa Provincial de |dentificacion
Genética para la Prevencion y Resolucién de Casos de Abigeato en
Ganado Mayor (Bovinos y Equinos), en el Instituto de Genética
Veterinaria (IGEVET, CCT-CONICET La Plata, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata) se implementd una
base de datos genéticos para las principales razas de animales de
produccion (bovinos, equinos, ovinos) y de compafiia (perros) para ser

usada en la resoluciéon de casos forenses.

1.3. Perspectivas Futuras de la Genética Forense

Como se mencioné anteriormente, los cambios tecnoldgicos
significativos ocurridos en los ultimos afios han modificado radicalmente el
enfoque de los estudios en la mayoria de las ciencias bioldgicas, migrando
los trabajos del analisis de uno o unos pocos genes a los estudios
gendémicos. Como era de esperar, las ciencias forenses no han sido
ajenas a estos cambios tecnolégicos y conceptuales. En su momento, la
tecnologia de Jeffreys significé un importante desarrollo y el puntapié
inicial para la genética forense. Sin embargo, la evolucién tecnoldgica la
torno obsoleta para los usos forenses y se paso6 del
Southern blot a la PCR, de la marcas radiactivas a las fluorescentes y de
la electroforesis en geles a la electroforesis capilar. Como las técnicas se
hicieron mas sensibles, automatizables y con mayor repetitividad y los

métodos estadisticos se hicieron mas potentes, la genética forense
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se expandi® en numerosos laboratorios de todo el mundo,
ampliandose significativamente el campo de aplicacion.

Ante los continuos cambios tecnoldgicos, la comunidad de genética
forense usualmente se pregunta en qué direccién se desarrollara la
huella genética (Budowle y van Daal, 2009; Kayser y de Knijff, 2011).
Mientras que la determinacién de la huella genética basado en
minisatélites es el pasado, los microsatélites y la secuenciacion capilar
son el presente, con los polimorfismos de nucleétido simple (SNPs, del
inglés simple nucleotide polymorphism), las inserciones y supresiones
(INDELs, del inglés insertions and deletions) y las tecnologias de
microarreglos (microarrays) y de secuenciacion masiva de segunda
generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) estamos
adentrandonos en el futuro. Un numero creciente de investigadores del
area estan convencidos que los métodos que utilizan NGS
reemplazaran en un futuro cercano a aquéllos basados en analisis de
fragmentos (microsatélites). Con el surgimiento de las tecnologias de
NGS es posible ampliar significativamente los alcances de la genética
forense, ya que, por ejemplo, sera posible analizar rapida y
econdmicamente un enorme numero de loci informativos (Parson et al.,
2013; Roewer, 2014).

En la actualidad, podemos definir cuatro tipos de juegos de
polimorfismos desde el punto de vista forense: i. un juego de 12-30
STRs autosdmicos estandarizado a nivel internacional; ii. un panel de
marcadores del cromosoma Y altamente informativos; iii. polimorfismos
de la region control y de regiones codificantes del ADNmt; y iv. SNPs
autosomicos que permitan inferencias fenotipicas (Budowle y van Daal,
2008; Roewer, 2014). Recientemente se ha planteado la posibilidad de
tipificar los paneles de STRs mediante NGS (Bornman et al., 2012;
Warshauer et al., 2013). Por otra parte, Allen et al. (2013) desarrollaron
una metodologia basada en NGS que permite tipificar simultaneamente
estos cuatro tipos de marcadores genéticos: 10 STRs, 386 SNPs

marcadores autosomales para determinar ancestria y caracteristicas
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fenotipicas, y el genoma completo del ADNmt. Sin embargo, a pesar de
lo promisorio de las técnicas de NGS, éstas aun presentan una tasa de
error demasiada elevada para el trabajo rutinario en genética forense
(Bandelt y Salas, 2012), aunque es de esperar que estas tecnologias
mejoren su precision y consistencia en el corto plazo.

Una pregunta que ha surgido con la posibilidad de tipificar
simultdneamente un numero grande de SNPs de regiones codificantes
es ¢ Con qué precision se podria predecir la apariencia de un individuo
a través del analisis del ADN? Diferentes autores han realizado identikit
moleculares mediante el estudio de genes relacionados a
pigmentacion, ancestria, entre otros, con resultados promisorios
(Kayseremail y Schneideremail 2009; Walsh et al., 2011; Walsh, 2013).

Otra area donde las nuevas tecnologias seguramente tendran un
impacto significativo es en el control de alimentos para la deteccién de
contaminaciones y adulteraciones. Proyectos internacionales como el
International Barcode of Life (iBOL; http://ibol.org/) han tenido derivaciones
hacia su aplicacién en genética forense (Dawnay et al., 2007; Carvalho et
al., 2011; Dalton et al. 2011; Haye et al., 2012; Galimberti et al., 2013),
existiendo un incremento en el monitoreo de los puntos de ventas para
verificar la sustitucion de productos comestibles (Wong y Hanner, 2008;
Miller y Mariani, 2010) o medicinales (Wallace et al., 2012). En este
sentido, organizaciones como la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) ya han desarrollado normativas para la identificacion de
especies acuaticas con el fin de garantizar la seguridad alimenticia

(http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/DNASeafoodldentificati

on/). En este contexto, las nuevas tecnologias de NGS tendran un
importante papel, especialmente para la determinacién de la composicién
de productos mezclas (por ejemplo, alimento con mezclas como dulces,
paté).

Otro tema de discusion es la reduccion del tiempo que llevan los
analisis genéticos para determinar un perfil de ADN, factor esencial en
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las investigaciones policiales. Ya existen instrumentos comerciales que
producen en solo dos horas un perfii de ADN comparable a los
almacenados en las bases de datos. Estos equipos se encuentran
actualmente en estado de validacién (Tan et al., 2013) y cambiaran en
el futuro la forma en que se obtiene y analiza el ADN, ya que a partir de
un hisopado pueden brindar un perfil de ADN, realizando la extraccion,
amplificacion, separacién, deteccién y lectura (allele calling) totalmente
automatica y sin intervencion humana. Esto permitird la rapida
identificacion de personas o animales que se encuentren en bases de
datos. Sin embargo, y a modo de comentario final, no se tienen que
olvidar los beneficios y costos sociales que tendra la aplicacion de las

nuevas tecnologias emergentes (Levitt, 2007).

1.4. Acerca del presente libro

A lo largo de los diferentes capitulos del presente libro se hara un
recorrido por las diferentes areas del conocimiento involucradas en la
genética forense en general y la genética forense no humana en particular,
todas piezas necesarias para la resolucién de un caso forense y la
posterior redaccion e interpretacion correcta de los resultados obtenidos.
Asi, por ejemplo, se abordaran desde el relevamiento de las muestras en
el lugar del hecho y las evidencias secuestradas en poder de los
sospechosos (Capitulo 2) — primer paso indispensable para la correcta
resolucion de un caso judicial — pasando posteriormente por la descripcion
de los métodos de analisis de ADN (Capitulo 3), las bases de datos
genéticos (Capitulo 4) y los métodos estadistico poblacionales (Capitulos
5 y 6) mas comunmente empleados en los estudios forenses. Por otra
parte, se describe el estado del arte de la genética forense no humana a
diferentes niveles de organizacion (individuo, poblacién/raza y especie),
haciendo hincapié en los ejemplos de aplicacion para resolver casos
forenses animales y vegetales (Capitulos 7, 8 y 9). Finalmente, se

discutiran las normas de acreditacion y certificacion de los laboratorios
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genéticos, necesarias para garantizar la calidad y repetitividad de los
resultados obtenidos (Capitulo 10).
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1.6. ANEXO

Lista de Cursos sobre Genética Forense No Humana que se dictan
en diferentes instituciones académicas

Genética Veterinaria Forense, Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de La Plata, La Plata, Buenos Aires, Argentina

(http://www.fcv.unlp.edu.ar/).

Cursos Medicina Forense Veterinaria, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de la Provincia de
Buenos Aires, Argentina (http://www.vet.unicen.edu.ar/).

Forensic and Conservation Genetics, University of Central Lancashire,
Preston, Reino Unido

(http://www.uclan.ac.uk/courses/msc pgdip pgcert forensic and conser

vation genetics.php).

Animal Forensic, Animal Network, Fitzroy, Vic Australia
(http://www.animalforensics.com.au/course.php).

Veterinary Forensics, College of Medicine and Veterinary Medicine,
The University of Florida, Florida, USA

(http://forensics.med.ufl.edu/distance-education/veterinary-forensics-

onlinef).

Application of Forensic Science to Animal Cruelty, Cummings School
of  Veterinary Sciences, Tufts University, MA USA.
(http://vet.tufts.edu/capp/animal matters/2011 lectures.html).

Lista de Laboratorios que trabajan en genética forense animal

Instituto de Genética Veterinaria (IGEVET), CCT CONICET La Plata,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de La Plata,
La Plata, Buenos Aires, Argentina

(http://www.conicet.gov.ar/new scp/detalle.php?id=21075&info gener

al=yes&inst=vyes).
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Laboratorio de ADN, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Tandil, Buenos
Aires, Argentina.

Dra. Adrian Linacre, School of Biological Sciences, Flinders University,
Adelaide, South Australia, Australia

(http://www.swansea.ac.uk/undergraduate/courses/medicine/bscgenetics

/).

Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad de Utrecht, Utrecht,

Paises Bajos (http://www.uu.nl/faculty/veterinarymedicine).

Laboratorio de Genética Aplicada, Sociedad Rural Argentina (SRA),
Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina.

Laboratorio de Genética Animal de la Escuela de Veterinaria de la
Universidad Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil.

Laboratorio Van Haeringen Laboratorium BV (VHL), Amsterdam,
Paises Bajos (https://www.vhlgenetics.com/en-us/home.aspx).

Laboratorio VGL Forensics, Davis, California, USA.
(http://www.vgl.ucdavis.edu/forensics/).

Forensic DNA Lab., Department of Biotechnology, University of the
Western Cape, Cape Town, South Africa
(http://www.forensicdnalab.org.za/).

Weatherbys Ireland DNA Laboratory, Irlanda (http://www.irish-
equine-centre.ie/index.php?item_id=59).

Laboratorio de Genética Animal, Escuela de Ciencias Veterinarias,
Universidad de Queensland, Gatton, Queensland, Australia.

http://www.uu.nl/faculty/veterinarymedicine/EN/Current/agenda/Pages/

Koeienenpaardenvoorhetgerecht.aspx.

Forensic Molecular Biology, Instituto de Medicina, Universidad
Médica de Innsbruck, Innsbruck, Austria

(http://gerichtsmedizin.at/forensic_molecular biology.html).
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Wildlife Genetics and Microscopy Unit, Australian, Centre for Wildlife
Genomics, Australian Museum, Sidney, Australia
(http://australianmuseum.net.au/acwg/#sthash.vjYfEIjQ.dpuf).

Lista de recortes periodisticos

http://www.sequridadydefensa.com/informes/adn-para-combatir-
el-robo-de-ganado-10610.html

http://infouniversidades.siu.edu.ar/noticia.php?id=769,

http://www.colonbuenosaires.com.ar/semanariocolondoce/cgi-
bin/hoy/archivos/00001530.html,

http://www.todoagro.com.ar/noticias/nota.asp?nid=9055

http://www.ruralprimicias.com.ar/noticia-sra-colaboro-con-la-justicia-

para-esclarecer-un-caso-de-abigeato-12018.php,

http://www.lanacion.com.ar/1580613-la-sra-y-su-ayuda-contra-el-

abigeato
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Cuadro 1.1. El caso de los asesinatos de la ciudad de Narborough, Reino
Unido.

El primer reporte del uso la técnica de huella genética (ADN

fingerprinting) en casos policiales consisti6 en la exclusiéon de un
hombre de sesenta arios acusado de la violacion seguida de muerte
ocurrida en julio del afio 1986 en la ciudad de Narborough, Reino
Unido. El sospechoso también habia sido acusado de ofro caso
similar ocurrido en noviembre de 1983 en la misma localidad, y que
aun no habia sido resuelto. La absolucion se baso en que el patron
de bandas de la huella genética obtenido para la muestra de semen
recuperada de la victima y la muestra de sangre perteneciente al
sospechoso no coincidian. Sin embargo, las muestras de semen
recuperadas en los casos presentaban el mismo perfil genético.
Como en base a otras evidencias la policia sospechaba que el
violador/asesino era un hombre joven que vivia en el mismo distrito
que las victimas, se procedi6 a muestrear a toda la poblacion
sospechosa de esa localidad (5.500 hombres). EI 40% las muestras
compartian el mismo grupo sanguineo que el de las evidencias
(muestras de semen), por lo que se procedio a analizarlas mediante
la técnica de la huella genética. En principio este analisis no permitio
detectar ninguna muestra compatible. Sin embargo, en una
conversacion fortuita, un cliente admitié al cantinero de un pub que
durante el muestreo habia donado dos muestras, la suya y la de un
compariero de trabajo incapacitado de dar sangre. Posteriormente, el
compafriero fue identificado y arrestado, y su perfil de ADN coincidio
con el de las muestras de semen encontradas en las victimas. Por lo

que finalmente el sospechoso confeso la autoria de ambos crimenes

y fue condenado a cadena perpetua.

30




Cuadro 1.2. La mascota testifica a favor de su duefio, sospechoso de un
crimen.

En enero de 2005, una joven mujer fue encontrada muerta cerca
de una autopista en el sur de Austria. Debido a que el cuerpo habia
sido quemado, la victima no podia ser identificada. Sin embargo,
se encontro cerca del cuerpo el sweater que vestia la mujer, en el
cual se encontraron pelo de origen animal. La morfologia de los
pelos permitia determinar que podian pertenecer a alguna especie
de mustélidos (Mustelidae) o a un perro (Canidae).
Simultaneamente, los investigadores policiales identificaron a un
Joven sospechoso del crimen, en cuyo auto secuestraron pelos de
origen animal. De los bulbos pilosos se procedié a extraer y
analizar el ADN mitocondrial, con el fin de responder a las dos
preguntas planteadas por la Corte: ;A qué especie pertenecian los
pelos? ¢;Las muestras del sweater y del auto correspondian al
mismo animal? Los resultados obtenidos mostraron que los pelos
eran de perro, con la excepcion de uno que era de gato. Ademas,
todos los pelos del sweater de la victima presentaban el mismo
haplotipo mitocondrial, mientras que los pelos secuestrados en el
auto del sospechoso pertenecian a dos haplotipos diferentes, uno
de los cuales coincidia con el haplotipo de la mascota del
sospechoso. A su vez, los dos patrones encontrados en el auto no

se correspondian a los detectados en el sweater de la victima.
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CAPITULO 2

ABIGEATO: DEL LUGAR DEL HECHO AL LABORATORIO

DEFINICION DE ABIGEATO. ETAPAS DE INVESTIGACION. LUGAR DEL
HECHO, DELIMITACION Y PRESERVACION. OBSERVACION DEL LUGAR.
RECOLECCION DE INDICIOS. RECOLECCION DE MUESTRAS. TIPO DE

MUESTRAS ADECUADAS PARA EL ANALISIS GENETICO. PRESERVACION
DE MUESTRAS. CADENA DE CUSTODIA.

Nora Lia Padola, Analia Margheritis, Ana V. Bustamante

2.1. Consideraciones generales

El abigeato es uno de los delitos rurales que comprende el robo de

animales por su carne, ya sea para consumo propio o con el fin de

comercializarla. Este delito es clasificado por el Cédigo Penal de la Nacion

como delito contra la propiedad y como figura especial del hurto. En

cuanto a la sancion penal, es mas gravoso que el hurto genérico. La

tipificacion penal responde a la necesidad de mayor proteccion del

ganado, que por su naturaleza debe ser dejado en campo abierto,

imposibilitando la custodia efectiva de sus propietarios. EI Codigo Rural de

la Provincia de Buenos Aires regula los hechos, actos y bienes de la

actividad rural. Segun su articulo 2, un establecimiento rural es “todo

inmueble que, situado fuera de los tejidos de las ciudades o pueblos de la

provincia, se destine a la cria, mejora y engorde del ganado, actividades

de granja o cultivo de la tierra, a la avicultura u otras
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crianzas, fomento o aprovechamiento semejante” (Codigo Rural de la
Provincia de Buenos Aires y leyes complementarias, 2004).

Existen dos tipos bien definidos de abigeato que se diferencian no soélo
por la cantidad de animales sustraidos, sino por la propia modalidad
delictiva. El abigeato mas comun (por la cantidad de hechos denunciados)
se denomina de baja escala; en él se sustrae la carne de uno o dos
animales y los restos del/los bovinos se abandonan en el campo. El otro
tipo de abigeato es el de mediana y gran escala; consiste en el
apoderamiento de varios animales que son retirados vivos del campo en
camiones tipo jaula o cerealeros, siendo una actividad delictiva mucho
mas compleja. En cualquiera de los casos de abigeato, la investigacion se
lleva a cabo segun las reglas de la Criminalistica. Segun la Asociacion
Criminalista de California (California Association of
Criminalists; https://www.cacnews.org/) esta disciplina es “la profesion y la
disciplina  cientifica  dirigida al  reconocimiento, identificacion,
individualizacion y evolucién de las evidencias fisicas mediante la
aplicacion de las ciencias auxiliares en el campo de las ciencias legales”.
La hipotesis basica de la criminalistica es que el criminal siempre deja en
el lugar del hecho algo que de algun modo revela la existencia de un delito
y de esa manera permite establecer la identidad de su autor. Encontrar
ese “algo” es el objetivo de la mencionada ciencia. Es preciso saber qué
se quiere estudiar para recién entonces orientar la tarea y, con el método
correspondiente, hacer la investigacion adecuada. En el resultado final de
toda investigacion, mucho depende de los primeros pasos que dé el
investigador que primero tome contacto con el hecho (Criminalistica y
lugar del hecho, 2014).

En la investigacion del hecho punible se recorren al menos cuatro
grandes etapas:

- Busqueda de indicios en el lugar de los hechos.

- Su recoleccion y envio al laboratorio.

- Analisis de laboratorios e interpretacion de los resultados.

- Elaboracién del informe pericial y defensa del mismo en el juicio oral.
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2.2. Lugar del hecho
Investigacion

De acuerdo a la definicién sugerida por el Ministerio de Justicia y
Derechos Humanos, a través de la Secretaria de Justicia y Asuntos
Penitenciarios, Subsecretaria de Politica Criminal de la Republica
Argentina (2004), el lugar del hecho es “...el espacio fisico en el que se
ha producido un acontecimiento susceptible de una investigacion
cientifica criminal con el propdsito de establecer su naturaleza y
quiénes intervinieron...” , “... puede estar integrado por uno o varios
espacios fisicos interrelacionados por los actos del acontecimiento
investigado...”, “...se caracteriza por la presencia de elementos, rastros
y/o indicios que puedan develar las circunstancias o caracteristicas de
lo alli ocurrido.” Todo “lugar del hecho” debe ser considerado y tratado
como una “escena del crimen potencial” hasta que se constate o se
descarte la comision de un ilicito, debiendo el responsable de su
procedimiento preservarlo, “garantizar la intangibilidad de los
elementos, rastros o indicios que puedan existir para evitar cualquier
pérdida, alteracion o contaminacion”. El lugar del hecho puede ser:

Abierto: es un lugar sin delimitacion, al aire libre. Aqui los indicios
se ven mayormente afectados por los eventos meteorologicos y los
animales carrofieros que pueden dafar de manera irreconocible el
cadaver y hasta trasladarlo, imposibilitando determinar el lugar
inmediato de lo ocurrido.

Cerrado: este lugar tiene los limites claramente demarcados. Aqui
los indicios y el cuerpo de la victima se hallan con cierto resguardo.
Generalmente sélo se ven afectados por la accion del tiempo vy, de
forma indirecta, por la estacién del afo.

Otra clasificacion hace distincion entre lugar del hecho y lugar de
hallazgo:

Tipico: cuando los indicios se encuentran en la misma area, por lo
que el lugar del hecho sera el mismo que el lugar del hallazgo.
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Atipico: cuando los indicios se encuentran en lugares diferentes con
respecto a la escena.

En los casos de abigeato, generalmente hay dos o mas lugares de los
hechos:

1) Lugar donde se encuentra el o los animales faenados (en el caso
del abigeato de baja escala) o donde se produjo el desapoderamiento
de los animales y pueden encontrarse huellas de camiones u otros
vehiculos utilizados para arriar los animales, o algun efecto dejado por
la banda delictiva (para el caso de los abigeatos a mayor escala).
Como se mencioné anteriormente, es un lugar abierto afectado por las
condiciones atmosféricas, por lo que es conveniente concurrir
rapidamente, llevando a cabo una inspeccion exhaustiva para no
perder ninguna evidencia.

2) Lugar de allanamiento, donde se sospecha que fueron llevados
los cortes del animal o el vehiculo donde son transportados si es una
flagrancia, sin dejar de tener en cuenta lugares terciarios o cuaternarios
si la carne fue vendida a terceros.

La investigacion del lugar del hecho debe ser realizada por un
equipo multidisciplinario de peritos convocados de acuerdo a la
naturaleza y las circunstancias del hecho que se investiga. El equipo
de trabajo pericial debe ser coordinado por un responsable encargado
de dirigir las acciones del resto de los peritos (Raffo, 2006).

Para el desarrollo de las actividades en los escenarios de los
hechos, se aplican determinados métodos:

- Delimitacion y preservacion del lugar de los

hechos. - Observacion del lugar.

- Graficacion / fijacién del lugar.

- Recoleccién de indicios.

- Suministro de indicios al laboratorio.
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- Delimitacion y preservacion

El lugar del hecho debe ser considerado y tratado como una escena
del crimen potencial, por lo cual debe ser cuidado hasta la llegada del
personal especializado. Asegurar y proteger el lugar del hecho son dos
obligaciones relacionadas entre si. La primera consiste en establecer el
cerco perimetral. La segunda, en prevenir cualquier alteracion en la
condicion original del lugar para garantizar la intangibilidad de los
elementos, rastros o indicios que puedan existir para evitar cualquier
pérdida, alteracion o contaminacién. Ambas acciones son de vital
importancia y de ellas depende el éxito o el fracaso de la investigacion.

El principio técnico es no tocar, no pisar ni alterar sin antes
documentar a través de la toma fotografica, filmaciones, croquis y
actas. Existen algunas reglas basicas de proteccién del lugar que
deben tenerse en cuenta:

* Delimitar el lugar conservando una adecuada distancia. En los
casos complejos, procurar establecer un doble cordon o cerco
perimetral para aislar la zona y permitir que solo los peritos
permanezcan en el cerco central, sin que ello implique excluir al resto
de los investigadores o autoridades judiciales o policiales, que
permaneceran en el segundo vallado.

* No mover ni tocar nada, ni permitir que otro lo haga, hasta que no
haya sido examinado y fijado el lugar por quien corresponda.

* Dejar constancia de los cambios que hayan sido inevitables.

- Observacion del lugar
Inspeccidn preliminar

Una vez asegurado y protegido el lugar del hecho, se procedera a
inspeccionarlo de manera que puedan captarse todos los indicios
asociados al hecho que se investiga. El personal designado determinara
una técnica de abordaje, de acuerdo a las caracteristicas del lugar (abierto

o cerrado), e implementara técnicas protocolizadas de trabajo
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para satisfacer las necesidades de un escenario en particular. Los
propdsitos especificos mas significativos de la inspeccion son delinear
la extension del area de busqueda, organizar los métodos y
procedimientos que se necesiten y preparar una descripcion narrativa
de la escena con la existencia y ubicacion de detalles sencillamente
observables y de posible valor como evidencia, y los elementos que
facilmente puedan sufrir cambios por condiciones climatolégicas y de
iluminacion. Tanto el perito como el fotégrafo y toda persona que
tuviere a cargo la investigacién del hecho deberan trabajar con guantes
a fin de no alterar posibles evidencias o huellas, o dejar las propias en
los distintos elementos de la escena. Esta inspeccién preliminar es el

paso mas importante para garantizar el éxito de la investigacion.
- Acceso

Al lugar deben ingresar solamente los técnicos, profesionales
(médicos veterinarios, bidlogos, bioquimicos) o personal idéneo en
caso de no contar con profesionales (peritos de rastros
especializados). El correcto abordaje de la escena del crimen, asi
como la recoleccion y conservacidon de las evidencias, arrojara
resultados capaces de esclarecer los hechos criminales que son
materia de investigacion. El abordaje puede ser:

Lineal: los especialistas en la busqueda recorren la zona en forma
lineal separandose a no mas de la distancia de un brazo cada uno de
ellos (Figura 2.1). Esta modalidad no es frecuente ya que necesita de
mucho personal para poder abarcar una zona de mediano tamano.

Espiral interior: Menna (2005) propone recorrer en busqueda de
evidencias desde un punto lejano formando un espiral hasta llegar al
punto central, en este caso al animal faenado (Figura 2.2).

Otras formas menos utilizadas de abordar el lugar del hecho son en
Strip, tal como se muestra en la Figura 2.3, o el modo vinculante que,
como su nombre lo indica, se basa en una teoria de vinculacion entre
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victima — sospechoso — evidencia fisica (Figura 2.4). Esta ultima no se

utiliza en los casos de abigeato.
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Figura 2.1. Abordaje de la escena del crimen en forma lineal.
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Figura 2.2. Abordaje de la escena del crimen en forma espiral

interior.
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Figura 2.3. Abordaje de la escena del crimen en forma de Strip.

vinculante
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Figura 2. 4. Abordaje de la escena del crimen en forma
vinculante.

- Aseguramiento y proteccion

No debe tocarse, cambiar nada de lugar o alterar ningun elemento
hasta que no esté debidamente identificado, medido y fotografiado.

-Graficacion / fijacion

Descripcion narrativa: es la manera de documentar la escena tal
como fue encontrada y no debe confundirse con la utilizaciéon de
bosquejos (croquis), fotografias y anotaciones detalladas, los que si se
llevaran a cabo mas tarde. Esta descripcion puede prepararse de tres
maneras diferentes: manuscrita (notas), con grabaciones de la voz, o
bien en video. Cada uno de estos métodos tiene limitaciones que
deberian ser evaluadas antes de su utilizacion.

Fotografiado y relevamiento planimétrico: la fotografia documenta
en forma ilustrativa los distintos escenarios del delito dado que se necesita
un registro visual completo del hecho para asegurar una cabal
investigacion y un subsecuente procesamiento. El propdsito de la
fotografia es dar a conocer una grabacién visual del lugar del hecho y
todas sus caracteristicas pertinentes. Es primordial que el escenario esté
imperturbado antes de que se tomen las fotografias para que las tomas
ilustren las caracteristicas originales y no contaminadas del lugar, por lo

cual es aconsejable realizar varias vistas fotograficas, ya que puede
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correrse el riesgo de perder una parte de la escena que parecia no tener
significancia y luego adquiere gran importancia. El registro fotografico
debe ir de lo general a lo particular y desde tres puntos principales: a)
larga distancia; b) distancia media y c) acercamiento mayor. Es
recomendable el uso de iluminacion de soporte para una mejor toma
fotografica. Se sugiere el empleo del formato digital Raw por ser un
archivo de sélo lectura, lo que significa que cualquier modificacion genera
un archivo nuevo, brindandole una seguridad adicional para los “retoques
fotograficos”. Siempre que sea posible, deberan aparecer en las tomas
dispositivos de medicion como una regla o una cinta métrica, ya que ello

permitira obtener medidas y relaciones de distancia.

2.3. Recoleccion de indicios
Levantamiento de la evidencia

La evidencia fisica es todo objeto tangible que conecta al hecho con
su autor. Esta evidencia es inanimada, proporciona datos imparciales y
resulta ser objetiva; por lo tanto, es la uUnica que no puede
cuestionarse, siempre y cuando se haya evitado su manejo inadecuado
(Ver toma de muestra).

Para la recoleccién de las evidencias por parte del personal policial
encargado de las investigaciones preliminares, del perito veterinario y
del fotografo, deben tomarse todas las precauciones de manera que no
se dafien los objetos que se encuentren en el interior de la escena del
crimen y que pueden ser de valiosa utilidad en la averiguacion de la
verdad de los hechos.

La importancia de realizar una buena recoleccion y conservacion de
las evidencias radica en que ello permitira llegar a descubrir lo que
realmente ocurrié e identificar a los presuntos responsables.

Por mas que parezca elemental, nunca debe olvidarse que al
laboratorio llega lo que se envia y el analisis se lleva a cabo sobre lo
qgue se recibe y no sobre lo que se manda (Moreno, 2006), por lo que si
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durante el trayecto o el tiempo transcurrido hasta el analisis el indicio
levantado se altera, se analizara esa evidencia alterada.

Registro, sefalizaciéon y preservacion de la evidencia

La tarea pericial es avalada mediante el acta que se labra con motivo
del procedimiento, describiendo y detallando todos los indicios levantados,
informando sobre el lugar en que fueron hallados a fin de su correcta
individualizacion. Es tarea del Perito que incumbe en la especialidad el
depdsito de la muestra en un contenedor adecuado segun el tipo de
indicio (de caracter organico o inorganico), su rotulado, firmas de testigos
y planilla de cadena de custodia de cada uno de los indicios. Asi se
remitiran las muestras a los laboratorios correspondientes y bajo el
cumplimiento de las “garantias de la ley” que resguardan el derecho
(debido proceso). Es recomendable adjuntar copia del levantamiento de la
muestra junto a alguna documentacion ilustrativa como fotografias,
resumen del hecho o informes preliminares, los cuales aportan datos al

personal del laboratorio.

Inspeccion final y entrega del lugar del hecho

Se realiza con el fin de asegurar que el estado del escenario del
hecho haya sido documentado tan completamente como fuera posible.
Todos los elementos del lugar deberan ser analizados de acuerdo a un
concepto central, dando debida custodia a la cadena del indicio para
que éste pueda, a través de métodos cientificos, elevarse al rango de
evidencia y posteriormente transformarse en prueba juridica. Concluida
la inspeccién final y habiendo obtenido datos objetivos, se evaluan y se
conciben las primeras hipotesis respecto al hecho investigado. De no
poder plantearse una hipotesis, no es aconsejable la liberacion del
lugar del hecho. De tener que volver al lugar, sélo se podra ingresar
previa notificacion de las partes y con motivo fundado.
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En sintesis, en el lugar del hecho el trabajo ordenado y disciplinado
permite el analisis de las caracteristicas y circunstancias del hecho que
se investigue, por lo cual sus diversas etapas deben ajustarse a un
ordenamiento de acuerdo a un plan o metodologia de trabajo. Hay que
recordar que en materia pericial la idea preconcebida y la precipitacion
o la improvisacibn son enemigos de la investigacion. La primera
cuestidén cierra la mente del investigador a otras posibilidades y la
segunda nos conduce al error, al omitirse pasos y acortarse los
tiempos necesarios para la investigacién. Por esta razén, se puede
afirmar que el éxito de una investigaciéon depende en gran medida de la
labor desarrollada en el lugar de los hechos.

2.4. Recoleccion de muestras

De acuerdo al articulo 266 del Cédigo Procesal Penal de la Provincia
de Buenos Aires, el objetivo debe enfocarse en la acreditacidén de la
existencia de un hecho ilicito y en la determinacion de la autoria del
mismo. Respondiendo a este objetivo es que resulta indispensable
elevar todo registro de huella, rastro o indicio al rango de prueba
juridica, asi como establecer las motivaciones y los medios que
causaron la muerte.

El peritaje en veterinaria es una actividad que esta considerada
como actividad profesional en la Provincia de Buenos Aires, y
respaldada por el inciso 11 del articulo 78 de la ley 9686/81 y su
decreto reglamentario N° 1420/83 en su articulo 51 (Schettino, 2007).

Equipo de recoleccion y manejo de muestras

La recoleccion de muestras debe hacerse durante la necropsia o con
posterioridad a ella por el médico forense, con la colaboraciéon de
personal entrenado y con experiencia en la recoleccion de muestras.
La toma de muestras se realizan frente a testigos, preferentemente los
abogados de las partes, un escribano o las personas convocadas para
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tal fin. En caso de no concurrir persona alguna, personal del laboratorio
oficiara de testigo firmando en calidad de tal.

Los miembros del equipo deben extremar las precauciones para
evitar o minimizar el riesgo de contaminacion, tanto exégena como
cruzada, que puede producirse durante el procedimiento. Para ello
deben ir equipados con ropa protectora (guantes, mascarilla, batas o
ambos) y siempre que sea posible deben utilizar material estéril o bien
disponer de los medios necesarios para realizar una limpieza adecuada
del material y de las superficies de trabajo, como por ejemplo una
solucion de lejia comercial al 10% o alcohol.

Equipo basico de un perito forense veterinario

El perito forense debe contar con un equipamiento basico que le
permita realizar la necropsia del animal referencia y recolectar
muestras para el laboratorio de patologia, toxicologia, ADN o
entomologia forense (Figura 2.5.). Es recomendable que estén
presentes los siguientes materiales:

-Un cuchillo de hoja de 17 a 20 cm (bien afilado, higienizado y

cubierto con papel estéril).

-Un mango de bisturi.

-Diez hojas de bisturi nuevas, para

recambio. -Una pinza anatémica con diente

de raton. -Una pinza de punta fina tipo

odontoldgico. -Un pincel fino, tipo N° 1.

-Una tijera curva.

-Una tijera recta.

-Doce pares de guantes

descartables. -Un par de guantes de

goma. -Barbijos de tela.

-Ropa de trabajo limpia y

desinfectada. -Botas de goma limpias.

-Una lupa de mano.
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-Un rollo de papel de cocina.

-Un paquete chico de algodon estéril.

-Dos litros de alcohol fino 70° (siete partes de alcohol en tres partes
de agua destilada).

-Diez frascos Bisteril con tapa a rosca.

-Diez tubos plasticos con tapa a rosca.

-Veinte tubos plasticos esterilizados (en lo posible, tapa

rosca). -Una camara fotografica.

-Planillas de protocolo de toma de muestra.

-Acta de constitucion en el lugar, firmada por

testigos. -Termdmetro quimico.

-Una linterna de tres elementos (minimo).

-Una heladera de telgopor o portatil.

hisopos y papel de filtro

Figura 2.5. Parte del equipo basico de un perito forense
veterinario.

La necropsia del cadaver o sus restos

El procedimiento de necropsia sigue los lineamientos establecidos
cuando el cadaver se encuentra completo, revisando externamente
para establecer posibles heridas, fracturas o soluciones de continuidad
en piel o cuero. Se debe revisar la cabeza, para advertir posibles
pérdidas de sangre que orienten la causa de muerte para luego
proceder a la apertura y cuereado del animal. Se deben tener en
cuenta distintas posibles situaciones:

44



- De constatarse ingreso de balas, se intentara seguir el recorrido
interno hasta obtener el proyectil.

-En las situaciones de animales con mordedura de perros u otro
animal predador, se intentara medir el ancho de los colmillos que
impactan sobre cuero y musculatura.

- Si se sospecha la utilizacion de un arma blanca, se debe tratar de
determinar el perfil, observar si son ovaladas y la seccién de la hoja
(forma y labio de la herida).

-En el caso de intoxicaciones o envenenamientos se dispondra de la
toma de muestras consignadas para la sospecha de cada téxico. En
general se recomienda obtener trozos de intestino, estbmagos, rifiones
y pulmones, como también muestras de sangre.

- Si no se tiene informacién de la data de muerte, y dado el estado
de putrefaccion del cadaver o de los restos, se recomienda observar la
presencia de insectos como moscas (verdes o grises), larvas o
coleodpteros (cascarudos) sobre el cadaver e intentar su captura, ya
que pueden indicar con aproximacion la etapa y data de muerte
(Schettino, 2007).

Identificacion por pruebas de ADN

Los métodos de identificacion individual deben ser dificiles de manipular
en forma fraudulenta. En el ambito de los animales domésticos, la
identificacion surge como una necesidad del sistema de cria o de
produccion, y brinda herramientas validas para la certificacion de origen.
Los sistemas de identificacion pueden estar relacionados con el pelaje, por
senales en las orejas, tatuajes, identificacion por marca o numeros en el
cuero, identificacién por silueta o fotografia, o por corte de la cola. Todos
estos modos de identificacion hacen referencia a caracteristicas externas
del animal, las cuales pueden sufrir alteraciones a lo largo de la vida o
bien desaparecer con él. Sin embargo, las pruebas de ADN para
identificacion y filiacion permiten distinguir de manera inequivoca a un

individuo a lo largo de toda su vida.
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La tipificacién del ADN constituye la prueba mas contundente para la
identificacidn. La técnica usada es la misma que se usa en las pruebas
forenses de humanos, por lo que su eficiencia y confiabilidad se halla
proxima al 100% de seguridad. No hay posibilidad alguna de que dos
bovinos tengan el mismo perfil genético, con excepcion de los gemelos
univitelinos. Tampoco existe la posibilidad de que el ADN pueda variar

con el tiempo o ser adulterado (Beledo, 2007).
Tipo de muestras adecuadas para el analisis genético
- Muestras de tejido

Se pueden tomar muestras de tejido muscular, higado, cuero (sélo
en caso de no haber otros tejidos disponibles), hueso, o visceras. Las
dimensiones de las muestras no deben exceder los 2 cm2 y deben
colocarse en recipientes limpios que contengan alcohol etilico diluido al
70% (3 partes de agua y 7 partes de alcohol). La muestra debe estar
completamente sumergida en alcohol y no debe someterse a altas
temperaturas. Es preciso tener en cuenta que las muestras para
analisis genético nunca deben ser recogidas ni almacenadas en liquido
fijador (por ejemplo, formaldehido) (Chieri y Zannoni, 2001). Las
muestras de hueso o dientes deben conservarse en sobres de papel
debidamente rotulados a temperatura ambiente en lugares secos.

- Muestras de sangre (animal vivo)

Se recogeran de 5 a 10 ml de sangre en un tubo correctamente
rotulado y con anticoagulante tipo EDTA. Una vez introducida la sangre en
el tubo con anticoagulante, mezclar por inversion varias veces para evitar
la formacion de coagulos. Dicho tubo debera introducirse en una bolsa o
tubo de transporte correctamente precintado, que se mantendra
refrigerado hasta su llegada al laboratorio. Si se requiere sangre para la
realizacion de otro tipo de andlisis, por ejemplo toxicolégico, deberan

recogerse muestras adicionales (Rivas San Martin et al., 2007).
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-Manchas de sangre

Un requisito imprescindible para tener éxito en la recoleccién de las
manchas de sangre es su correcto secado (preferentemente al aire).
Las manchas humedas pueden recolectarse utilizando hisopos de
algoddn, siempre que no sea factible enviarlas sobre el sustrato en el
cual se encuentran (ropas, vidrios, tierra, hojas, pasto), para luego
colocarlas correctamente secas en sobres individuales de papel.
Pueden encontrarse sobre superficies poco absorbentes y en este caso
se diluyen en hisopos de algodén estériles humedecidos con agua
estéril o con solucion salina al 0,9%. Se debe frotar el hisopo en el area
donde se encuentran las manchas utilizando un hisopo diferente para
cada mancha, que se guardaran en sobres individuales correctamente
rotulados.

Los hisopos se pueden dejar secar al aire para prevenir la
degradacion o pueden colocarse en un freezer. Si las muestras se
refrigeran, debera utilizarse un equipo refrigerante para el envio de las
mismas, ya que la interrupcion de la cadena de frio rapidamente
contamina y degrada la evidencia bioldgica, impidiendo o dificultando
enormemente la realizacion de los analisis de ADN (Chieri y Zannoni,
2001).

-Pelos y cabellos

Se debe recolectar 20 6 30 pelos del animal a estudiar, arrancados y
no cortados, preferentemente de la punta de la cola. Deben tener el
bulbo piloso, ya que se trabaja con el ADN que se encuentra en sus
células (Figura 2.6.). Es recomendable atar con una cinta el conjunto
de pelos antes de ser arrancados, para evitar que se dispersen y
facilitar el trabajo del laboratorio. Los pelos deben colocarse en un
sobre de papel tipo carta el cual debera ser cerrado con cinta adhesiva
sin mojar con saliva el borde engomado del sobre (podria existir
contaminacion con ADN). El éxito del analisis depende de la cantidad

de pelos con bulbo que contenga la muestra (Chieri y Zannoni, 2001).
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Figura 2.6. Obtencién de muestras de pelo.

Otros tipos de muestras biolégicas

Es factible obtener ADN para realizar una identificacion a partir de
heces, orina, secreciones nasales y uias. Particularmente en la orina,
el éxito del estudio dependera de varios factores, entre ellos la demora
entre la toma de la muestra y el comienzo del andlisis. En orina fresca,

el éxito es superior que si se trata de orina congelada.

2.5. Preservacion de las muestras

Las muestras recolectadas deben ser correctamente envasadas
para garantizar una adecuada preservaciéon hasta su llegada al
laboratorio. Para ello, es conveniente seguir las siguientes
recomendaciones generales:

- Colocar las muestras en recipientes individuales con cierre
irreversible o doble envase, especialmente cuando se trate de fluidos
biolégicos.

- Precintar los recipientes utilizados.

- Mantener siempre por separado las muestras dubitadas y las
muestras de referencia.

-Todos los recipientes utilizados para el envasado de muestras
deben estar correctamente etiquetados y con la cadena de custodia
cumplimentada.
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Preservacion incorrecta

A continuacién se detallan casos de preservacion
incorrecta: -Tubos sin rétulos (Figura 2.7.).

Figura 2.7. Muestras recolectadas en tubos sin rétulo.

-Envases NO cerrados herméticamente: el alcohol derramado ha
borrado los rétulos (Figura 2.8.).

—J.‘""
——— e "

Figura 2.8. Muestras con rétulos alterados por incorrecto cierre
de los envases.

- Muestras que no se han secado correctamente: la sangre fresca
del hisopo ha traspasado al papel (muestra contaminada) (Figura 2.9.).

. ST
(ABUTAD
LUGAR:
FISCAL:
PEl

muestras de sangre mal conservadas

Figura 2.9. Muestras contaminadas por incorrecto secado de las
mismas.
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- Tubos colocados en sobres que se aplastan con el transporte
(Figura 2.10.).

Figura 2.10. Muestras dafiadas durante el transporte.

2.6. Suministro de indicios al laboratorio

Aunque parezca elemental, no debe olvidarse que al laboratorio
llega lo que se envia y el analisis se lleva a cabo sobre lo que se recibe
(Moreno, 2006). Si durante el trayecto o el tiempo transcurrido hasta el
analisis el indicio levantado se altera, sera sobre esa evidencia alterada
sobre la que se trabajara. Si algun indicio no se levanta, o se lo hace
mal, el resultado final sera como si no hubiese existido, afectando por
completo el proceso judicial. Por esta razon se puede afirmar que el
éxito de una investigacion depende en gran medida de la labor
desarrollada en el lugar de los hechos.

Los indicios que se remitiran al laboratorio seran las evidencias
(muestras dubitadas) y las referencias (muestras indubitadas). En el
caso del abigeato, el laboratorio debera identificar y confirmar si las
muestras dubitadas (por ejemplo, trozos de carne hallados en poder
del sospechoso o0 animales en pie en litigio) se corresponden, es decir,
si son idénticas a las muestras indubitadas (por ejemplo, carcasa de
animal faenado en el establecimiento de la victima o bien en el caso de
hacienda en pie, cuando el propietario puede certificar la filiacién de los

animales que le fueron sustraidos).
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Planilla de cadena de custodia

Tanto en los formularios de recoleccion de muestras (dubitadas y de
referencia) como en los recipientes utilizados para el envasado de
dichas muestras debe existir un espacio dedicado a la cadena de
custodia, que siempre debe ser correctamente cumplimentado (Rivas
San Martin et al., 2007). Los datos especificos que deben constar en
los formularios son:

- El codigo asignado a la muestra.

- El numero de precinto del envase.

- La fecha y hora de la toma.

- El nombre o identificacién de la persona que realiza la toma.

- El nombre o identificacidén de la persona que chequea la toma.

En los envases primarios y/o secundarios, los datos especificos que
deben constar son:

- La fecha de la toma.

- El nombre o identificacion y la firma de la persona que realiza la
toma.

Recepcion de muestras en instituciones

Cuando las muestras judiciales son entregadas en mesa de entrada
de instituciones como Facultades o Institutos de Investigacion, es
conveniente tener una planilla de cadena de custodia para la recepcion
y envio de las muestras al laboratorio encargado de los analisis de
ADN correspondiente (Figura 2.11).
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Recepcién de muestras judiciales.

Instructivo para mesa de entradas de la UNCPBA.

Ante la recepcion de muestras judiciales, dar aviso inmediato al
Laboratorio de ADN de la Facultad de Ciencias Veterinaria (43-
8850 int. 237/256)

Horario de atencién: 8.30 hs a 17.00 hs.

Responsables: Dras. Nora Lia Padola y Ana V. Bustamante

Por favor, registrar en la planilla de cadena de custodia que se
adjunta, la siguiente informacién;

s { ~ Recibe de: Entrega a - |
i ‘I

r Fecha

Tipcyn’dei'_' - S = — 4‘

] documento |
—— 1 — S— — $ —
Firma [ | =i ‘

= =
‘ Aclaracién | ! I

feg> I Recibe de: I Entregaa: |
‘yiFecha I = ' == ‘
| Tipo ¥ n® de [ 5 = " —1
| documento [ |

“Aclaracién ‘ — ‘ = == |

Figura 2.11. Ejemplo de planilla de cadena de custodia para la
recepcion y envio de las muestras al laboratorio.
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CAPITULO 3

METODOS DE GENOTIPIFICACION

MARCO HISTORICO DEL USO DE MARCADORES.
INFORMACION GENETICA: CLASIFICACION Y UTILIDADES.
FLUJO DE MUESTRAS. TECNICAS DE USO FRECUENTE
EN FORENSE. TECNICAS DE NUEVA GENERACION.

Egle E. Villegas Castagnasso, Elina Francisco, Julién A. Crespi, Silvina Diaz, Claudia
M. Corbi Botto, Maria V. Ripoli

3.1. Concepto y marco histérico

En el primer capitulo se definio la genética forense como la
especialidad que comprende la aplicaciéon de técnicas de biologia
molecular para la identificacion de individuos/razas/especies con el fin
de auxiliar en la resolucion de casos judiciales. Para este fin es
necesario determinar el genotipo de los individuos o de los restos
bioldgicos que forman parte de la investigacion, definiendo como
genotipo al conjunto de informacién genética que posee un organismo.
Dentro del genotipo, se analizan determinadas regiones que resultan
informativas en la distincién de individuos/razas/especies, ya que las
mismas presentan cambios en la secuencia de bases del material
genético que generan variabilidad. Estas regiones se denominan
polimorficas y cuentan con dos o mas variantes en una
poblacion/especie, considerando que la variante menos frecuente no

puede ser mantenida unicamente por mutacion (Ford, 1965).
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Inicialmente, las diferencias entre individuos se expresaban
mediante la descripcion de detalles en su aspecto externo (fenotipo),
como por ejemplo el color de capa, la presencia de manchas,
remolinos, marcas, tatuajes o alguna otra particularidad destacable.
Debido a que las descripciones realizadas eran subjetivas, por
depender de cada observador, se incurria en errores que hacian de
éste un método escasamente informativo en la resolucion de disputas
por origen o progenie.

El comienzo del analisis de las regiones polimodrficas se produce a
principios del siglo XX, cuando el médico austriaco Karl Landsteiner
describié diferencias en el sistema sanguineo ABO (Landsteiner, 1900).
Posteriormente, Von Durgen y Hirszfeld determinaron que este sistema
presentaba herencia mendeliana simple, lo que significa que la existencia
de cada variante (alelo) en el individuo puede justificarse por la presencia
en uno de los progenitores. Esto es asi para todos los organismos que
tengan reproduccion sexual, donde cada progenitor aporta la mitad del
material genético para la formacion del nuevo individuo. Por ser un
sistema inalterable a lo largo de la vida, permite distinguir entre individuos
de forma objetiva, analizar vinculos biolégicos y excluir a los individuos
que no estan relacionados. Ademas, el grupo de trabajo de Landsteiner
también describié otros antigenos eritrocitarios y leucocitarios que
presentaban polimorfismo y herencia mendeliana como el Rh, MNSs o
Duffy. Con estos aportes, hacia mediados del siglo XX los investigadores
contaban con un numero importante de sistemas informativos (marcadores
geneticos) que permitian un analisis objetivo para la resolucion de
disputas judiciales, pudiendo excluir a los individuos que contaran con una
combinacion alélica diferente al progenitor putativo o al vestigio bioldgico
hallado.

Las pruebas realizadas basandose en la descripcion del aspecto
exterior permitian analisis poco confiables. Con la aparicion de los
marcadores a nivel serolégico, las conclusiones aumentaron el poder de

discriminacién en un 40%, y con la utilizacién de los polimorfismos del
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MHC el poder discriminatorio se elevo al 80%. Asi, el desarrollo creciente
de diversas técnicas para la identificacion del polimorfismo en distintos
sistemas hizo que se ampliara el tipo de caracteres analizados, no
limitandose solo a descripciones fenotipicas y grupos sanguineos sino que
también se sumaban los polimorfismos a nivel proteico o bioquimico. De
este modo, la certeza con la que se podian dar los resultados de un
anadlisis fue incrementandose, tanto por el aumento del numero de
sistemas analizados como por el tipo de marcadores utilizados, mejorando
considerablemente el poder de discriminacion.

En el aino 1953, la descripcion de la estructura del ADN por James
Watson y Francis Crick conformd un avance decisivo para el nacimiento
de la biologia molecular, siendo la base del desarrollo cientifico que
continla hasta nuestros dias. Este descubrimiento, sumado al desarrollo
de nuevas técnicas, permitio identificar regiones del ADN que presentan
diferencias entre individuos, pudiendo de este modo distinguirlos de forma
fehaciente. Ejemplo de ello son los antigenos del MHC. A partir de 1970,
el desarrollo del conocimiento en este campo revolucioné las pruebas
biolégicas de la paternidad (Mayr, 1970). Sin embargo, estos marcadores
genéticos presentaban grandes limitaciones a la hora de analizar muestras
degradadas, que se encuentran en escasa cantidad o que no son frescas,
como sucede frecuentemente en el ambito forense. De este modo, poco o
nada podia decirse del individuo al que pertenecia un vestigio bioldgico,
principalmente manchas hematicas, cabello o esperma. Por este motivo,

en ese entonces la ayuda brindada a la justicia era realmente limitada.

En el afio 1978, los microbidlogos Werner Arber, Daniel Nathans y
Hamilton Smith describieron el funcionamiento de las enzimas de
restriccion, utilizadas por las bacterias como mecanismo de defensa
contra virus invasores, que cortan el ADN cuando reconocen una
secuencia especifica, favoreciendo su degradacién. Esta propiedad
brindé una nueva herramienta para poder detectar diferencias entre
individuos.
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A principio de la década siguiente, Alex Jeffreys (1982) describe
patrones electroforéticos de bandas de ADN altamente variables y
heredables, que permiten la identificacién genética de un individuo. El
patron de bandas caracteristico obtenido para cada individuo se
conoce como huella genética. Esta técnica fue utilizada por primera vez
para resolver un caso judicial en 1985, demostrandose los
antecedentes britanicos de un nifio cuya familia materna era originaria
de Ghana. En otro caso forense, la aplicacion de esta técnica permitié
condenar a un violador y asesino de dos adolescentes en Inglaterra,
analizando muestras de semen tomadas de las victimas. Esta fue la
primera condena en el mundo avalada por pruebas de ADN en el
campo forense (para mas detalles, ver Cuadro 1.1). Recién en 1987 los
reactivos necesarios para estas pruebas pudieron comercializarse.
Desde entonces, el analisis genético ha servido para la administracion
de justicia. Al tratarse de pruebas vinculantes, ofrecen el medio
necesario para que con certeza y rigor cientifico se determine el perfil
genético de un individuo, necesario para auxiliar en un caso judicial.
Estos marcadores, que permitian analizar la variabilidad a nivel de
ADN, formaron parte del comienzo de las pruebas que se denominan
de inclusion, puesto que su poder de discriminacion, acompanado por
el analisis estadistico necesario, permite determinar si se trata de la

combinacion alélica que uno espera y que ésto no se debe al azar.

En el afio 1984, el bioquimico estadounidense Karl Mullis describe la
PCR. La técnica amplifica una regién especifica de ADN, seleccionada
a través de cebadores, para obtener un elevado numero de copias con
gran rapidez y fiabilidad. Este hecho permite que se puedan realizar
analisis partiendo de cantidades muy pequefias de ADN (del orden de
los nanogramos), lo que antes no hubiera sido posible. Como esta
situacion es frecuente en el area forense, la PCR se ha convertido en
una invaluable herramienta. Sumado a esto, sus numerosas variantes
han permitido poner de manifiesto diferencias tanto a nivel individual

como entre razas o especies.
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El conocimiento de los genomas comienza en el afno 1990 con el
desarrollo del proyecto genoma humano, que tenia como finalidad
determinar las secuencias de bases nitrogenadas que componen el ADN.
Posteriormente, se identificaron y ubicaron en el genoma humano
secuencias de interés, principalmente en el area médica. En el caso
especifico de los genomas de animales domésticos, los primeros en ser
descriptos fueron los de gallina y perro, seguidos en tercer lugar por el
genoma bovino. Hasta la actualidad se ha completado la secuencia de
mas de 180 genomas (http://www.genomenewsnetwork.org). Del mismo
modo que en los animales, se ha desarrollado el estudio de genomas
vegetales, donde Arabidopsis fue el primero en ser completado. Al igual
que en el area animal, en los vegetales el desarrollo de los genomas ha
estado a cargo de consorcios internacionales con numerosos paises
implicados. El conocimiento de los diferentes genomas ha permitido la
deteccién de nuevas secuencias polimorficas que se utilizan en la genética
forense. En la Figura 1.1 se grafica en una linea temporal los avances

tecnologicos descriptos anteriormente.

Desde la llegada de las pruebas de ADN, se cuenta con analisis
mucho mas poderosos en cuanto al poder de discriminacion. El analisis
simultdneo de numerosas regiones variables del material genético
permite obtener conclusiones de hasta un 99,99% de exactitud (ver
Capitulo 5).

El mejoramiento en los métodos de extracciéon del ADN, sumado al
desarrollo de nuevas técnicas de biologia molecular acompafiadas del
analisis estadistico requerido, ha optimizado los tiempos y las pruebas
cientificas para ayudar en la resolucion de problematicas judiciales. A
continuacion se tratara la disposicion del material hereditario a nivel
celular y las técnicas que permiten poner de manifiesto las regiones
que son informativas en el area forense.
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3.2. Informacidén genética: localizacién y utilidades

La informacion genética de un organismo eucariota cuenta con miles de

millones de pares de bases que componen el ADN nuclear, mientras que

una porcion menor se halla en las organelas citoplasmaticas como las

mitocondrias y los cloroplastos (Figura 3.1). El material genético nuclear

se hereda en partes iguales tanto via materna como via paterna, segun

patrones mendelianos. En el caso del ADN citoplasmatico, la herencia del

material genético es Unicamente materna, ya que el évulo es el que aporta

las organelas citoplasmaticas del futuro cigoto.

ADN
nuclear
Informacion
geneética
(eucariotas)
ADN
ADN mitocondrial
citoplasmatico
ADN

cloroplasmatico
(vegetales)

Figura 3.1: Genomas presentes en un organismo eucariota.

3.2.1. ADN nuclear

El ADN nuclear esta organizado en secuencias que codifican para

productos secundarios (ARN, péptidos y proteinas) que tendran una

funcién determinada, denominadas ADN expresivo o codificante. El

resto del ADN lo conforman secuencias que no seran transcriptas a

proteinas y que se conocen como ADN no codificante (Figura 3.2).
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Secuencias unicas

Expresivo o
codificante
(genes) Secuencias repetitivas
ADN
nuclear

Paolimorfismos de secusncia —= SNPs

No codificante Microsatélites

Polimorfismos de repeticion <:
Minisatelites

Figura 3.2: Clase de secuencias de ADN presentes en el ADN
nuclear de un organismo eucariota.

Del total del ADN nuclear, solo del 2 al 10% esta constituido por
secuencias codificantes, siendo éstas genes que constituyen la unidad
fundamental y funcional de la herencia. Estos genes codifican para la
sintesis de ARNs y proteinas, que son los componentes basicos de las
células. En general, estas secuencias son poco variables,
presentandose alguna excepcion como en el caso de los genes del
MHC.

El ADN no codificante, al no estar sujeto a una presién selectiva
intensa, admite mayores niveles de variacion en comparaciéon con las
regiones de ADN codificante. De esta manera, se encuentran regiones
altamente variables cuyo analisis evidencia diferencias entre individuos,
por lo cual son extensamente empleadas para el andlisis forense. Dentro
de las secuencias no codificantes, la presencia de las distintas variables
puede estar determinada por la composicion (secuencia de bases) o la
longitud del fragmento de ADN analizado (nimero de repeticiones).

Los polimorfismos en la secuencia (cambio de uno o mas nucleotidos)
se producen por mutaciones en las bases nitrogenadas que componen la
secuencia de ADN analizada. En el caso de presentarse en un solo sitio,

se habla de mutacion puntual y el polimorfismo se conoce como
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polimorfismo de nucleétido simple (SNP, del inglés single nucleotide
polymorphism). En este grupo también hallamos aquellos sistemas
cuyos alelos se distinguen por el corte diferencial con enzimas de
restriccion, donde el cambio de secuencia afecta al sitio de corte de la
enzima, permitiendo que una variante alélica se corte y la otra no.

Por otro lado, los polimorfismos de longitud son aquellos cuyas
variantes puede distinguirse por el cambio en el largo de la secuencia a
analizar. Recordemos que estamos hablando siempre de la misma
region analizada, ya sea determinada por cebadores especificos en el
momento de la PCR o por sondas al momento de la hibridacién. Este
es el caso de las secuencias microsatélites y minisatélites, donde cada
alelo esta definido por el numero de repeticiones en tdndem de la
secuencia nucleo (core). Asi por ejemplo, un alelo estara determinado
por tres y otro por cuatro repeticiones. En el caso de los microsatélites,
estas secuencias estan formadas por dos a seis nucleétidos, mientras
que en los minisatélites tienen alrededor de treinta pares de bases.
Estas repeticiones se presentan en diferentes lugares (loci) del genoma
y cada una constituye un marcador genético diferente (Hamata et al,
1982).

En el caso especifico de los microsatélites, son los marcadores de
eleccion en el ambito de la genética forense, por su distribucion uniforme a
lo largo del genoma, el alto numero de alelos que presentan cada sistema,
su naturaleza codominante (ambos alelos son observables) y su facil
deteccion (Chehab et al., 1991; Oudet et al., 1991).

Un caso especial dentro del ADN nuclear es el ADN del cromosoma
Y. En los mamiferos sélo lo portan los machos y se transmite de los
padres a la descendencia masculina, lo cual permite analizar linajes
paternos. Cabe destacar que las regiones analizadas en estos casos
se encuentran en la region pseudoautosémica del cromosoma Y, esto

es, la region de este cromosoma sin homologia con el cromosoma X.
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3.2.2. ADN mitocondrial (ADNmt)

El ADNmt presenta herencia materna, es decir que sdélo es
trasmitido por la madre, mientras que el ADN mitocondrial del padre no
pasa a la descendencia. Los individuos que provienen del mismo linaje
materno poseen el mismo ADNmt. Este es circular, cerrado y de doble
cadena, lo que le confiere mayor estabilidad con respecto al ADN
nuclear, frente a fendbmenos degradativos como los que se presentan
comunmente en los casos forenses. Sumado a ello, cada célula
presenta un alto numero de copias de ADNmt (10 a 100 mitocondrias
por célula), lo que permite que sea utilizado cuando se presenta una
muestra con escaso material periciable.

El analisis del ADNmt se realiza mediante la amplificacion de
regiones de interés seleccionadas de acuerdo al tipo de analisis
requerido, las que luego son secuenciadas permitiendo el analisis
comparativo. Este analisis es especialmente util en el ambito forense
para estudios de identificaciéon, filiacibn por linajes maternos e
identificacion de especie de origen (ver Capitulo 6).

3.3. Flujo de muestras en forense/procedencias

Debido a que el ADN se encuentra en cualquier resto biolégico que
contenga células nucleadas, la recoleccion de muestras forenses tiene
multiples origenes, como por ejemplo tejido, semen, cabellos, manchas
hematicas, saliva, heces, entre otras. A menudo se trata con vestigios
biolégicos que estan lejos de ser la muestra ideal, tanto en lo que se
refiere a su cantidad como a su calidad. Con respecto a la calidad
hacemos referencia a muestras degradadas o sometidas a condiciones
ambientales adversas y en las que el ADN se encuentra muy
fragmentado. También hay que tener en cuenta la presencia de
determinadas sustancias que deben ser eliminadas en esta etapa para

evitar inhibiciones en la reaccion de amplificacion como tintes textiles,
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altas concentraciones de melanina o hemoglobina. Asi, el estudio
forense comienza con la toma de la muestra (ver Capitulo 2), la cual
debe cumplir con ciertos requisitos en los métodos de recoleccion y
debe resguardase de manera que se conserve la mayor cantidad de
células para el analisis.

El segundo eslabon en el estudio forense es la extraccion de ADN.
Para ello, hay un método especifico acorde al origen de la muestra 'y a
su estado de degradacion, existiendo numerosas opciones. Algunas de
ellas tienen insumos de facil preparacién en el propio laboratorio y
otras son kits comerciales que incluyen todos los reactivos necesarios.

Una vez obtenido el material genético, se cuantifica por
electroforesis comparativa y/o espectrofotometria, y mas recientemente
PCR en tiempo real, para saber cual es la concentracién y la calidad de
partida. En el caso de la electroforesis comparativa, se realiza la
corrida incluyendo una muestra testigo de concentracion conocida y
que por comparacion permite estimar la concentracién y el grado de
degradacion de la muestra problema. La otra alternativa es la
utilizacion del espectrofotometro, que proporciona con mayor exactitud
la concentracibn y permite estimar la proporcion de ciertos
contaminantes, como por ejemplo proteinas.

El siguiente paso es la amplificacion de la muestra problema. Para
llevar a cabo este paso se debe determinar cual o cuales son los
marcadores adecuados para resolver la problematica planteada y aplicar
la técnica necesaria. Posteriormente, se determinaran los alelos en cada
sistema elegido, lo que permitira establecer el perfil genético para realizar
el analisis especifico. Es importante sefalar que la automatizacién de la
mayoria de las técnicas utilizadas en este ambito permite un mejor
sistema de trabajo en los laboratorios, ya que ha permitido aumentar la
cantidad de muestras a procesar y ha reducido considerablemente el
tiempo de obtencidn de los perfiles genéticos. Una vez obtenidos, se
realizan los analisis necesarios con la evaluacién estadistica apropiada, lo

que dara el marco de certeza de las
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conclusiones obtenidas. En la Figura 3.3 se ejemplifica el flujo que
siguen las muestras al ingresar al circuito forense para el caso de la
tipificacion por microsatélites.

Cuantificacion

Extraccion PCR

Secuenciacion

Muestras

INFORME «——

Resultado

Figura 3.3: Flujo de trabajo para el analisis de una muestra de ADN
mediante marcadores de tipo microsatélites.
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Por otra parte, las técnicas y metodologias empleadas deben
cumplir con normas que aseguren que los distintos procesos, desde la
extracciéon hasta la obtencion del perfil genético, se realizan bajo
normas estrictas de calidad (ver Capitulo 10).

Con respecto a lo edilicio, es necesario delimitar los espacios de
trabajo y establecer un flujo unidireccional desde la extraccion hasta la
obtencion de datos, ya que el sentido inverso entre alguna de estas
etapas, sobre todo de la extraccion a la amplificacion, favoreceria la
posibilidad de contaminacion.

3.4. Técnicas de uso frecuente en forense

Como se menciono anteriormente, en el afio 1984 se desarrollo el
método de la PCR. Esta técnica represent6 una revolucion tanto en el
area de la biologia como de la medicina, y dentro de la Genética
Forense permitid la resolucién de un gran numero de casos que no
hubieran podido resolverse debido a la cantidad limitante de ADN o a
su estado de degradacion.

Los polimorfismos del ADN pueden ser de diversos tipos, desde una
mutacion de una sola base hasta el cambio en el numero de unidades
repetidas en tandem. La gran versatilidad de la técnica de PCR
permitié el desarrollo de diferentes variantes de esta metodologia, que
se adaptan al tipo de polimorfismo analizado y permiten resolver
distintas situaciones. A continuacion describiremos en forma breve las

principales metodologias utilizadas en genética forense:

3.4.1. PCR-RFLP. PCR de polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion (RFLP, del inglés restriction fragment length
polymorphism)

Este método se basa en la deteccién de diferencias en la longitud de

los fragmentos de restriccion obtenidos a partir de una secuencia de
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ADN determinada. Dicha secuencia o fragmento de ADN debe ser
previamente amplificado mediante PCR y sometido luego a la accién de
una o varias enzimas de restriccién (Damiani et al., 1990; Denicourt et al.,
1990; Pinder et al., 1991). Las enzimas de restriccion o endonucleasas
son proteinas bacterianas que digieren al ADN de doble cadena. Estas
enzimas realizan el corte o digestion cuando reconocen en la secuencia
del ADN un determinado motivo nucleotidico o diana de restriccion
(Meselson y Yuan, 1968). Estas secuencias especificas se caracterizan
por ser palindrémicas (inversamente repetidas) y tener una longitud de 4 a
10 pares de bases.

La técnica PCR-RFLP consiste en amplificar una region determinada
del ADN y luego someterla a la accion de endonucleasas especificas.
Las diversas mutaciones que presentan las diferentes moléculas de
ADN son las responsables de la aparicion o desaparicion de los sitios
de restriccion, y este hecho es a su vez el responsable de generar los
diferentes patrones de restriccion. Una vez que se realiza la digestion
se comparan los patrones de bandas obtenidos a partir de la digestidon
de moléculas de ADN de diferentes individuos, que han sido sometidas
a digestion con las mismas enzimas de restriccion. La identificacion y
comparacion de los patrones de bandas se realiza luego de una corrida
electroforética en un gel de agarosa o poliacrilamida que permite

separar las bandas por tamafio (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Descripcion esquematica de la técnica de PCR-RFLP.
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3.4.2. PCR-STRs. PCR de repeticiones cortas en tandem (STR, del
inglés short tandem repeat)

La técnica de la PCR no sélo permite amplificar y analizar genes
estructurales, sino que también permite amplificar y estudiar STR (Litt y
Lutty, 1989; Tautz, 1989; Weber y May, 1989). Estas secuencias no
codificantes se encuentran ampliamente distribuidas por todo el
genoma, son altamente polimorficas y ademas poseen herencia
mendeliana. Asimismo, presentan un buen poder de discriminacion y
facilidades para ser amplificadas de forma simultdnea con PCR
multiplex, es decir que se pueden amplificar varios sistemas STR
simultaneamente a partir de la misma muestra.

Los microsatélites o STRs consisten en repeticiones en tandem o
continuas de dos, tres o cuatro nucleétidos (por ejemplo la repeticién del
dinucleétido AT). En el caso de estos loci, la diferencia entre los alelos
estd dada por variaciones en el numero de repeticiones, asi por ejemplo,
en un individuo X el dinucledtido (AT) puede estar repetido 7 veces en un
lugar especifico (locus) de determinado cromosoma, y 9 veces en el
mismo locus del cromosoma homologo (Georges et al., 1991; Kemp et al.,
1991; Brezinsky et al., 1992, 1993a, 1993b; Swarbrick et al., 1990; Vaiman
et al., 1994; Avraham et al., 1993; Ciampolini et al., 1993, 1995; Ellegren,
1993; Goudarzi et al., 1993; Steffen et al., 1993; Sun et al., 1993a, 1993b,
1994a, 1994b; Sunden et al., 1993).El individuo X presentaria el genotipo
7-9 para el STR analizado.

La técnica de PCR-STR se basa en la amplificacion de los
microsatélites mediante la utilizacion de cebadores adyacentes a dicha
secuencia. Los productos de la PCR pueden someterse a electroforesis en
geles de poliacrilamida o bien pueden detectarse las distintas variantes
mediante la utilizacion de secuenciadores automaticos. En el primer caso
se realiza la amplificacion de los STRs de interés seguida de una corrida
electroforética en geles desnaturalizantes. Las diferentes bandas,
correspondientes a los fragmentos con distinto niUmero de repeticiones, se

visualizan posteriormente mediante tincién del gel con

68



nitrato de plata. En el segundo caso, para la amplificacién de los STRs
deben utilizarse cebadores marcados con fluorescencia. El analisis de
los STRs se efectua en un secuenciador de ADN en el que se realiza
una electroforesis capilar. Posteriormente se realiza la interpretacion de

los resultados con un software especifico (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Descripcion esquematica de la técnica de PCR-STRs (analisis
de fragmentos).
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3.4.3. PCR-SNPs. PCR de polimorfismos de nucleétido simple (SNP,
del inglés single nucleotide polymorphisms)

Dentro de las metodologias que se estan utilizando actualmente,
deben mencionarse las técnicas de analisis de los polimorfismos de
nucleétido simple (SNPs). Este tipo de polimorfismo consiste en el
cambio de un nucleétido por otro (transicion o transversion) dentro de
una secuencia determinada de ADN, es decir que cada SNP posee
usualmente dos nucledtidos alternativos en una posicion determinada.
El hecho que los SNPs se encuentren distribuidos a lo largo de todo el
genoma, sean marcadores bialélicos de herencia codominante y
tiendan a ser relativamente estables, los hace marcadores bioldgicos
de excelentes caracteristicas. Otra particularidad de interés de los
SNPs es su baja tasa mutacional, lo que los hace marcadores ideales
para estudios de paternidad. Si bien los marcadores mas ampliamente
utilizados dentro de la genética forense son los STRs, en los casos de
muestras de ADN muy degradadas o con escasa cantidad, los
marcadores mas apropiados son los SNPs, ya que como el
polimorfismo solo afecta una base, la posibilidad de que la mutacion
esté intacta en material muy degradado es alta.

Por otra parte, la simplicidad de los SNPs los hace susceptibles de
analisis a gran escala y particularmente de analisis con chips o
microarreglos de ADN. Actualmente, los SNPs se estan utilizando para la
resoluciéon de casos complejos de parentesco o de identificacion dado que
cuando las muestras se encuentran muy degradadas los STRs no
funcionan. Otra de las grandes utilidades de los SNPs es la determinacién
del origen geografico de una muestra biolégica y también la determinacion
de ciertas caracteristicas fisicas. Sin embargo, los SNPs tienen también
limitaciones, por ejemplo el numero de SNPs que se necesitan para
realizar un estudio es alrededor de cuatro veces el nimero de STRs que
serian necesarios (Sobrino et al., 2005).

En animales domésticos aun no se han llevado a cabo estudios tan
extensivos como en humanos; sin embargo, los datos disponibles
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indican que existiria una alta densidad de SNPs en las regiones que
han sido estudiadas. Los estudios realizados en animales domésticos
para la deteccion de SNPs se enfocan principalmente hacia el analisis
de marcadores genéticos potencialmente asociados a caracteres de
produccion (genes candidatos). Sin embargo, la informacion que se
esta obteniendo a partir de estos polimorfismos resulta de utilidad tanto
para ser aplicada en programas de seleccion como asi también en
identificacion genética (trazabilidad, abigeato) y en farmacogenética.
No existe un método ideal para la tipificacion de los SNPs, por lo
tanto, la seleccion de una técnica apropiada depende de los
requerimientos del investigador. Para comprender las técnicas de
tipificacion de SNPs se debe tener en cuenta que existen distintas
reacciones para discriminar alelos, diversos métodos de deteccion de
los alelos discriminados y diferentes formatos de ensayo. A
continuacion se describen algunas de las técnicas mas utilizadas para

el estudio de los SNPs:

3.4.3.i. AS-PCR. PCR alelo-especifica (AS, del inglés allele specific)

Esta metodologia permite discriminar las variantes alélicas de un
marcador basandose en la utilizaciéon de dos cebadores, cada uno
especifico para un alelo determinado y un cebador comun (David y
Deuhtch, 1992). Los cebadores alelo-especificos se diferencian en una
base para que sélo se unan a la mutacion especifica. Para cada
individuo analizado se realizan dos PCR simultaneas en las que se
incluyen el mismo ADN molde, pero mientras en un tubo se agrega un
cebador especifico para uno de los alelos mas el cebador comun, en el
otro tubo se afade el cebador complementario al otro alelo y ademas el
oligonucléotido comun. Los productos de PCR se someten a
electroforesis y se determina el genotipo del individuo en estudio de
acuerdo a la presencia o ausencia de las bandas correspondientes a
cada reaccion (Figura 3.6).
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Figura 3.6: Descripcion esquematica de la técnica de AS-PCR.

3.4.3.ii. ASO-PCR. PCR de oligonucleédtidos especificos de alelos
(ASO, del inglés allele specific oligonucleotide)

La hibridacion con sondas u oligonucleotidos alelo-especificos es
una técnica que permite discriminar las variantes de un marcador
determinado mediante la utilizacion de sondas alelo-especificas
marcadas con fluorescencia. Esta técnica permite distinguir fragmentos
de ADN que sélo difieren en una base. Para poder realizar este tipo de
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reacciones es necesario disefar dos sondas, una especifica para cada
alelo. Los oligonucledtidos tienen un tamafio de 15 a 20 pb y
generalmente la base polimérfica se ubica en el centro de cada sonda.
En condiciones O6ptimas de hibridacion, los hibridos ADN - sonda
complementaria seran estables, mientras que los hibridos que difieran
en una base seran inestables. Los genotipos pueden inferirse a partir
de las sefales de hibridacién que sélo seran emitidas por los hibridos
estables.

El principio empleado para la deteccion de los hibridos estables es el de
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia (FRET, del
inglés fluorescence resonance energy transfer). En este caso, la
fluorescencia se emite como resultado de un cambio en la distancia fisica
entre un colorante fluorescente llamado donante o reporter y una molécula
atenuadora de la fluorescencia llamada atenuador o quencher. Estas dos
moléculas se encuentran en la sonda. Si la sonda no se une al ADN molde
por falta de complementariedad, no se produce emisién de fluorescencia,
ya que el colorante y el atenuador se encuentran en posiciones cercanas.
En el caso que la sonda sea complementaria al ADN, se une al mismo y
de esta manera se incrementa la distancia entre el reporter y el quencher.
De este modo, la molécula atenuadora de la fluorescencia no puede
actuar sobre la molécula fluorescente y esto permite la emision y
consiguiente deteccion de la fluorescencia.

Entre las técnicas desarrolladas para tipificar SNPs utilizando este
tipo de reacciones, podemos mencionar la deteccion de actividad
exonucleasica (TagMan) y las guias moleculares:

1. Deteccion de actividad exonucleasica (TagMan): Esta técnica
aprovecha la actividad exonucleasica 5 de la Taq polimerasa que elimina
los nucledtidos desde el extremo 5° de una sonda unida a un fragmento de
ADN a medida que avanza la polimerizacion desde un cebador,
generando de esta manera una senal fluorescente (Holland et al., 1991;
Livak et al., 1995; Sobrino et al., 2005). Su mecanismo de accion es

similar al videojuego PacMan, de ahi su nombre. En este caso
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se utiliza un cebador comun y dos sondas que difieren en sdélo una
base, cada una complementaria a un alelo. En los extremos de las
sondas se encuentran los colorantes fluorescentes, el reporter en un
extremo y el quencher en el otro. La metodologia consiste en permitir
que se unan al fragmento de ADN molde un cebador y la sonda
complementaria con el colorante fluorescente, con un espacio entre
ambos de manera que pueda actuar la polimerasa. Se realiza entonces
una PCR y a medida que avanza la polimerizacién a partir del cebador
hacia la sonda, la Taq polimerasa también realiza una actividad
exonucleasica 5'— 3" que degrada a la sonda. De esta manera, el
colorante fluorescente se separa de la molécula atenuadora vy
comienza a emitir fluorescencia, ya que a medida que aumenta la
distancia entre las dos moléculas el atenuador deja de actuar y permite
que el colorante emita fluorescencia. La emision de fluorescencia solo
ocurre si la sonda es especifica para uno de los alelos; de lo contrario
no se detecta ningun tipo de emision debido a que la sonda, al no ser

complementaria, no se une al ADN en estudio (Figura 3.7).
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Figura 3.7: Descripcion esquematica de la técnica de deteccion de

actividad exonucleasica (TagMan).

2. Guias moleculares (Molecular beacons): Para esta técnica se utilizan

sondas que son complementarias al fragmento de ADN en el que se

encuentra la mutacion de interés. Estas sondas poseen en ambos

extremos secuencias que son complementarias entre si, y que a su vez

llevan un marcador fluorescente en el extremo 5 y un atenuador en el 3'.

Debido a la presencia de esas secuencias complementarias en los

extremos, la sonda adquiere una configuracién de bucle cuando no hibrida

con el ADN blanco, razén por la cual la molécula fluorescente esta inhibida

por el atenuador y no se produce emisién de fluorescencia.

75



Cuando la sonda se aparea correctamente con el ADN analizado, el
marcador y el atenuador se separan produciéndose la emision de
fluorescencia (Tyagi y Kramer, 1996; Sobrino et al., 2005). Para la
tipificacion de los SNPs deben utilizarse sondas especificas para cada
alelo, marcadas con colorantes fluorescentes diferentes (Figura 3.8).
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Figura 3.8: Descripcion de la técnica de guias moleculares (Molecular
beacons).

3.4.3.iii. Microarreglos de ADN

Los microarreglos de ADN, también llamados microarrays de ADN o
chips de ADN, representan una tecnologia de alto rendimiento que ha
revolucionado en los ultimos anos distintas areas de la investigacion,
incluida la genética forense (Kobilinsky, 2011). Los microchips surgen

como consecuencia de una combinacion entre técnicas

76



microelectronicas empleadas para la fabricacion de microprocesadores
informaticos y materiales biologicos. La gran ventaja de esta
metodologia es que permite el andlisis simultaneo de un gran numero
de moléculas de ADN en muy poco espacio.

Un microarreglo consiste basicamente en una superficie solida del
tamano de un portaobjetos, generalmente de vidrio, silice o plastico, a
la cual se fijan pequefas gotas que contienen fragmentos cortos de
ADN o sondas (20 a 50 pb). El tamano de las gotas es del orden de los
micrometros. Las sondas tienen una secuencia conocida y quedan
inmovilizadas sobre la superficie solida en posiciones conocidas. Sobre
estos arreglos de sondas se hibrida el ADN que necesita ser evaluado.
Estos chips permiten detectar desde cientos a cientos de miles de
marcadores (Figura 3.9).

Dentro de los chips de ADN, encontramos los microarreglos de SNPs y
de STRs. Estos resultan de utilidad dentro del area de la genética forense
ya que permiten realizar perfiles de la muestra en evaluacion. Ambos tipos
de microarreglos han sido utilizados tanto en humanos como en animales
para establecer relaciones de parentesco entre individuos y para efectuar
estudios de identificacion, con resultados exitosos (Divne et al., 2005; Li et
al., 2006; Teletchea et al., 2008; Ronn et al., 2009; Park et al., 2010; Kling
et al., 2012; Zietkiewicz et al., 2012).

El funcionamiento de los microarreglos se basa en la capacidad de
las moléculas complementarias de ADN de hibridar entre si.
Basicamente, se utilizan dos métodos de tipificaciéon, un método se
basa en la hibridacion especifica de alelos y el otro en la extension de
la sonda inmovilizada que actua como un cebador, con dNTPs
marcados con fluorescencia. En el primer caso las sondas fijadas en el
chip representan todas las posibles variantes de un determinado sitio
polimorfico; de este modo el ADN en estudio sélo se unira a la sonda
con la que la coincidencia sea exacta. Luego el microarreglo es

escaneado para poder medir la fluorescencia y la mutacion se identifica
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de acuerdo a la senal fluorescente emitida. En este caso, el principio
empleado es el de las sondas ASO descriptas anteriormente.

En el segundo caso, la tipificacion se basa en la extensién de la
sonda usando como molde al ADN en estudio. Los cuatro nucleétidos,
que contienen diferentes marcas fluorescentes, se afiaden junto con la
ADN polimerasa. La base incorporada, que es complementaria a la
base ubicada en el sitio polimorfico del ADN molde, se identifica por la
naturaleza de su sefal fluorescente. En este caso el microarreglo

también es escaneado para detectar la fluorescencia.
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Figura 3.9: Descripcion esquematica de la técnica de microarreglos.

3.4.3.iv. Minisecuenciacion (Minisequencing primer extension)

Esta metodologia se basa en la utilizacion de un cebador cuyo extremo
3" se ubica junto a la base que precede al SNP o mutaciéon que define una
variante alélica. La ADN polimerasa sélo extiende al cebador en una base
(single-base extension primer), es decir que solo se incorpora un

nucledtido que es complementario a la mutacién (Syvanen
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et al., 1990; Sokolov 1990). Mediante esta técnica pueden detectarse
varios SNPs simultaneamente (multiplex reaction). En este caso es
necesario disefiar cebadores especificos para cada SNP analizado. La
minisecuenciacion es utilizada en genética forense para la
identificacion de haplogrupos del ADN mitocondrial (La Neve et al.,
2007; Daca et al., 2008).

Existen distintas técnicas que permiten analizar los productos de
extension del cebador, entre ellas pueden mencionarse la
electroforesis y deteccion de fluorescencia, la espectrometria de masas
(MALDI-TOF MS) y microarreglos.

1. Electroforesis y deteccion de fluorescencia (SNaPshotTM): Para

lograr la extension del cebador ubicado junta a la mutacién se agrega
una ADN polimerasa y ddNTPs marcados con cuatro colorantes
fluorescentes. Luego los productos de la reaccion se separan mediante
electroforesis capilar en un secuenciador de ADN (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Descripcibn esquematica de la técnica de
minisecuenciacion (SNaPshotTM).

2. Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS): esta técnica mide el

peso molecular de los productos obtenidos a partir de una
minisecuenciacion. La masa precisa del producto de la reaccion varia de

acuerdo al tipo de dNTP incorporado, ya que cada nucledtido presenta
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un peso molecular diferente. En este caso no es necesario marcar los
nucledtidos, pero si es preciso disponer de equipos automatizados y
ademas debe asegurarse la pureza de la muestra sometida al ensayo.

3. Extensién de cebadores fijados a un chip (APEX, del inglés

arrayed primer extension): Otra forma de detectar el nucledtido

incorporado durante una minisecuenciacion es mediante el uso de
microarreglos. En este caso los cebadores se fijan a la matriz y son
extendidos mediante una polimerasa que incorpora ddNTPs marcados.
Como molde se utiliza el ADN bajo estudio. Posteriormente el

microarreglo se escanea para medir la emision de fluorescencia.

3.4.3.v. Pirosecuenciacion

Esta tecnologia también se utiliza para el estudio de SNPs y se
basa en la ocurrencia de una cascada de reacciones enzimaticas que
producen la emision de luz cada vez que se incorpora un nucleétido al
ADN molde. Mediante la actividad de una polimerasa se van
incorporando nucledétidos a partir de un cebador unido a un ADN
molde. Cada vez que se incorpora un nucleétido complementario a la
cadena molde se libera un pirofosfato (PPi) que se transforma en ATP
por accion de una ATPsulfurilasa. El ATP es entonces utilizado por la
enzima luciferasa para producir un pico de luz que es captado por una
lente. Los nucledtidos no incorporados son degradados por una enzima
llamada apirasa para que no afecten las reacciones de incorporacion
sucesivas. La incorporacion de cada nucledtido se registra en un
pirograma en el cual se puede leer la secuencia del ADN molde. La
gran ventaja de este método es que se puede detectar cualquier nuevo
polimorfismo y analizar un gran numero de individuos
simultaneamente. La desventaja es que se requiere de un

equipamiento automatizado especifico (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Descripcion esquematica de la técnica de pirosecuenciacion.
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3.4.4. PCR-Secuenciacion

En el afio 1977, Maxam y Gilbert (1977) y Sanger et. al. (1977)
desarrollaron dos métodos para poder determinar la secuencia de un
fragmento de ADN. Si bien ambos métodos son muy similares, la
metodologia mas comunmente utilizada es el método enzimatico de
Sanger. Esta técnica se basaba originalmente en la extension especifica
de la cadena de ADN a partir de un cebador, mediante la accién de la
ADN polimerasa que incorpora dNTPs en la cadena en formacion.
Ademas, a la mezcla de reaccién se le agrega ddNTPs que carecen de un
residuo -OH en la posicion 3" de la desoxirribosa. Estos nucledtidos se
incorporan a la cadena en crecimiento por medio del trifosfato presente en
posicién 5°, pero al carecer del hidroxilo en la posicion 3" no pueden
formar enlaces fosfodiéster con nucledtidos sucesivos y la cadena queda
interrumpida. La técnica original consiste en realizar cuatro reacciones de
polimerizacion diferentes, en las cuales debe incluirse el fragmento de
ADN que se desea secuenciar, dNTPs convencionales que si llevan el
residuo -OH en posicién 3" y los ddNTPs. La diferencia entre las cuatro
reacciones es que una lleva ddATPs, otra ddTTPs, la tercera ddCTPs y la
cuarta ddGTPs. De este modo, los dNTPs y los ddNTPs compiten entre
ellos generando poblaciones de oligonucledtidos terminados en A, C, G o
T (Sambrook et al., 1989). Los fragmentos obtenidos, que difieren en la
ultima base, se separan mediante electroforesis en geles. Posteriormente
la secuencia se determina leyendo el gel de abajo hacia arriba. De esta

manera se logra conocer la secuencia del fragmento original (Figura 3.12).

Actualmente, la secuenciacion se realiza en equipos automatizados que
utilizan los mismos principios basicos establecidos por Sanger et al. (1977)
pero empleando los cuatro ddNTPs en una misma reaccion, los cuales se
diferencian porque son marcados con cuatro fluorocromos distintos que
luego son excitados por un laser leidos para que puedan ser detectados

por el equipo. De esta manera los secuenciadores
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automaticos generan un electroferograma de cuatro colores en el que
cada pico representa a cada una de las cuatro bases del ADN.

Amplificados de la secuencia
e interés obtenidos por PCR

(5'-CAGCATCATGAGGGAGTGCAGCT-3")

PURIFICACION

(Elimina restos de primers. nucleofidos y
restos de mix no ufiizados en la amplficacin)

Secuenciador Automatico

Interpretacion del cromatograma mostrando la secuencia

Figura 3.12: Descripcion esquematica de la técnica de PCR-secuenciacion.

3.5. PCR cuantitativa y Genética Forense

En 1993, Higuchi perfeccion6 la metodologia convencional de PCR
adicionando una videocamara al termociclador que actuaba en el mismo
momento en que se estaba produciendo la amplificacion. La camara
captaba la fluorescencia emitida por el bromuro de etidio al intercalarse
con las hebras recién sintetizadas. La cantidad de fluorescencia emitida
era directamente proporcional a la cantidad de ADN producido por la PCR
dando la posibilidad de medir en tiempo real dicha amplificacion. Esta

metodologia es conocida como PCR cuantitativa (qQPCR) o PCR en
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tiempo real (RT-PCR), aunque se ha ido modificando la forma en que
se emite la fluorescencia.

Dada las bajas cantidades de ADN usualmente encontradas en las
evidencias biolégicas forenses, determinar la cantidad de ADN
humano, animal o vegetal extraido de una muestra de la escena del
crimen es un paso crucial en el analisis. Este dato no soélo es necesario
para optimizar las condiciones de reaccién sino también para minimizar
el consumo de la muestra. Actualmente, muchos laboratorios de
genética forense cuentan con esta tecnologia debido a la importancia
de conocer la cantidad de ADN con la que se cuenta para realizar la
amplificacion. Ademas, en muchos casos, es necesario conocer si se
estda en presencia o no de inhibidores de la amplificacién y esto
también puede determinarse por esta técnica.

Si bien actualmente existen kits comerciales basados en gPCR para
uso en genética forense humana (Nicklas et al., 2003), hasta el
momento no existen kits comerciales disponibles para cuantificar ADN
animal o vegetal. Sin embargo, se han publicado metodologias
desarrolladas mediante sondas TagMan para cuantificar el ADN en
caninos, felinos, equinos y bovinos (Evans et al., 2007; Lindquist et al.,
2011; Kanthaswamy y Premasuthan, 2012; Kanthaswamy et al., 2012)
y productos vegetales (Johnson et al., 2013). Estas técnicas resultan
de gran utilidad ya que muchas veces es necesario cuantificar con
precision en casos de forense animal o vegetal, como por ejemplo, en
ataques de una especie a otra, o para evaluar la contribuciéon de una

especie en la manufactura de alimentos.

3.5.1. Fundamentos de la PCR cuantitativa

Durante la amplificacién de ADN por PCR, la cantidad de templado
se duplica con cada ciclo, por lo tanto la cantidad de producto (P),
luego de un ciclo sera:

P=(2)"T
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siendo T el tiempo transcurrido. En consecuencia, existe una relacion
exponencial entre la cantidad de producto amplificado y la cantidad de
templado original. Esto se cumple solo durante la fase exponencial de
la reaccion, cuando los reactivos no son limitantes y la formacién de
producto es proporcional a la cantidad de templado original. La relacion
exponencial existente se va a mantener duplicando el ADN en cada
ciclo, y P va a depender tanto del ADN original a cuantificar (X) como
de la eficiencia de la reaccion (Er) sera:

P= X (1+Er)n

Para poder realizar la medicién del producto se deben utilizar
estandares de ADN con cantidades conocidas, y asi poder extrapolar los
datos desconocidos. El umbral (threshold) es un punto dentro de las
curvas de calibracién que se toma para determinar cuantos ciclos tardara
una determinada muestra en alcanzar una determinada cantidad de
producto Y. El numero de ciclos que una muestra tarda en alcanzar una
determinada cantidad de producto se denomina Ct (Figura 3.13).

A mayor concentracion de ADN en la muestra, mas rapidamente se
alcanzara el umbral y el Ct sera menor. Por lo tanto, existe una
relacion exponencial entre la cantidad de producto amplificado y la
cantidad de ADN del templado original:

Y = X(1+Er)n

siendo Y el producto amplificado en cada ciclo; durante la fase
exponencial Er se mantiene relativamente constante y el producto (Y)
es funcion de la cantidad de ADN molde (X).

Cabe destacar que se puede realizar el analisis de varios targets o
secuencias blanco a la vez utilizando sondas marcadas con diferentes

fluoroforos. Esta técnica se conoce como Multiplex gPCR.
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Figura 3.13: Curvas de amplificacién obtenidas mediante la técnica de PCR

cuantitativa.

3.5.2. Métodos de deteccion

Los métodos de deteccion son variados, pero todos ellos se basan
en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(FRET) entre dos moléculas. De este modo, el incremento del ADN en
cada ciclo es proporcional a la cantidad de la fluorescencia emitida. En
genética forense las sondas TagMan son la metodologia mas utilizada
para la cuantificacion del ADN, dada su gran especificidad. Por otro
lado, los agentes intercalares como el SYBR Green | son también muy

utilizados dada la facilidad en optimizar las condiciones de reaccion.

3.5.2.i Agentes intercalares

Los agentes intercalares son fluorocromos que aumentan
notablemente la emisién de fluorescencia cuando se unen a ADN de
doble hélice. EI mas empleado en RT-PCR es el SYBR Green I, cuya
ventaja radica en que la optimizacién de las condiciones de reaccion es
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facil y econémica. El inconveniente de su utilizacion reside en que los
agentes intercalares tienen baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta tanto a los productos especificos como a los
generados inespecificamente o a los dimeros de cebadores, que son
muy frecuentes en la PCR.

3.5.2.ii Sondas de hidrdlisis: TagMan

Como se menciond anteriormente, el principio de las sondas
TagMan se basa en la actividad de exonucleasa 5°-3" de la enzima Taq
polimerasa. El fundamento de esta metodologia radica en que al
escindir una sonda marcada con un fluorocromo donante en el extremo
5’ (que emite fluorescencia al ser excitado) y un aceptor en el extremo
3’ (que absorbe la fluorescencia liberada por el donador al estar ambas
moléculas espacialmente préximas) se produce la emision de
fluorescencia.

Durante la amplificacion, la sonda se hibrida con su cadena
complementaria. La actividad 5 exonucleasa de la Taq polimerasa
hidroliza el extremo libre 5 de la sonda, produciéndose la liberacion del
fluorocromo donante. Este ultimo, al encontrarse espacialmente alejado
del aceptor, puede emitir fluorescencia que es captada por el lector (Figura
3.7). Al igual que en otros métodos de RT-PCR, la sefal de fluorescencia
resultante permite mediciones cuantitativas de la acumulacién del
producto durante las etapas exponencial de la PCR. La ventaja de las
sondas TagMan es que aumentan significativamente la especificidad de la
deteccién, dado que estan disefiadas para hibridar dentro de una region
de ADN amplificada por un conjunto especifico de cebadores. Por lo tanto,
la utilizacién de estas sondas es ventajosa ya que resulta una metodologia

sensible, precisa y reproducible.
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3.6. Técnicas de secuenciacion masiva (NGS, del inglés Next

generation sequencing)

La secuenciacion a gran escala ha sido revolucionada en los ultimos
afios por el desarrollo de varias tecnologias de secuenciacion masiva
(NGS). Cuando hablamos de técnicas de secuenciacidon masiva nos
referimos a la secuenciacion simultanea de millones de fragmentos
pequeinos de ADN, lo que permite crear una coleccion masiva de
datos. Cada coleccién de datos puede alcanzar tamafios del orden de
los gigabytes, lo que es equivalente a 1 billén (1.000.000.000) de pares
de bases de ADN. Comparando estas nuevas tecnologias con la
secuenciacion de primera generacion (secuenciacion automatica de
Sanger), esta ultima podia secuenciar un fragmento de ADN por vez,
generando quizas entre 500 a 1000 pares de bases de ADN en una
unica reaccion (Metzker, 2010). Por lo tanto, este desarrollo ha
incrementado drasticamente el numero de bases obtenidas en cada
secuenciacion, y al mismo tiempo ha disminuido el costo de cada base
secuenciada.

Las técnicas de secuenciacion masiva son ventajosas en ciertos
aspectos, entre los que podemos destacar que proveen alternativas de
alto rendimiento mucho mas econdémicas que la secuenciacién de Sanger,
Por lo tanto, se puede secuenciar un genoma completo en un solo dia.
Como consecuencia de estas caracteristicas favorables, la secuenciacion
de alto rendimiento de genomas facilitd, entre otros, el descubrimiento de
genes Yy elementos regulatorios asociados con enfermedades, la
identificacion de mutaciones causantes de patologias, asi como
informacioén del transcriptoma completo (secuenciacion del ARNm) de una
muestra en un unico analisis, sin requerir el conocimiento previo de la
secuencia genética de un organismo.

Como desventajas, en vias de solucién, podemos mencionar que para
algunos laboratorios las plataformas para NGS aun pueden ser muy

costosas. En forma adicional, el analisis de los datos puede llevar mucho
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tiempo y puede requerir conocimientos especiales de bioinformatica
para obtener informacion adecuada de los datos de las secuencias.
Quizds el mayor desafio al que se enfrentan los laboratorios de
genética es el manejo y almacenamiento de las grandes cantidades de
datos de secuencia que se generan por NGS, que pueden alcanzar a
600 gigabytes en una sola corrida (equivalente a alrededor de 90.000
canciones en un reproductor mp3).

Este desafio del conocimiento y aplicacion de la bioinformatica ha
dado lugar al desarrollo de plataformas y programas que brindan
soluciones crecientes para el tratamiento del formato de los datos, el
ensamble de novo de las secuencias, el mapeo de lecturas en
referencia a un genoma, la cuantificacion y deteccion de variantes de
secuencia y, fundamentalmente, el almacenamiento de los datos
(Grada y Weinbrecht, 2013).

La primer tecnologia NGS que estuvo disponible comercialmente fue el
secuenciador gendémico Roche/454 (454 Life Sciences, Branford, CT,;
Margulies et al., 2005). Mientras que los primeros equipos podian entregar
longitudes de lectura de alrededor de 100 bases, la generacion actual de
instrumentos alcanza lecturas de mas de 400 bases.

Todas las tecnologias NGS disponibles difieren de la secuenciacion
automatica de Sanger en que no requieren el clonado del molde de ADN
en vectores bacterianos. En la mayoria de las estrategias de NGS el
molde de ADN se fragmenta, se une a un sustrato y se amplifica por PCR
para generar representaciones clonales de los fragmentos originales que
son separados espacialmente para la reaccibn de secuenciacion
subsecuente (Nowrousian, 2010). La secuenciacion en si misma se logra
mediante un cierto niumero de métodos que hacen uso de diferentes
enzimas (ligasas o polimerasas) y de diversas propiedades quimicas para
generar senales luminicas que son registradas por métodos de deteccion
altamente sensibles. Un aspecto comun de todas las tecnologias NGS es

el alto grado de simultaneidad, dado que tienen
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lugar millones de reacciones de secuenciacion al mismo tiempo y en
pequefios volumenes de reaccion (Figura 3.14).

En la actualidad existen tres tecnologias NGS principales: el Analizador
Gendmico de lllumina (Solexa), el lon Torrent y el Pirosecuenciador
Roche/454 FLX. Si bien la forma en que cada plataforma NGS ejecuta la
secuenciacion de ADN es uUnica, los distintos sistemas poseen aspectos
comunes (Metzker, 2010). Generalmente inician el proceso fragmentando
el ADN gendmico al que se unen oligonucleétidos adaptadores; estas
moléculas son amplificadas clonalmente para la secuenciacion en paralelo
de millones o billones de lecturas. Para dimensionar comparativamente,
con la secuenciacién de Sanger se necesitaron billones de délares y 15
anos de trabajo para completar un Unico genoma en el proyecto Genoma
Humano (HGP, del inglés Human Genome Project). No obstante, esta
metodologia aun se utiliza en la mayoria de los laboratorios de
investigacion y permanece como una herramienta clave para la
verificacién de clones y la secuenciacién basada en PCR (Mardis, 2008;
Ansorge y Wilhelm, 2009).
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Figura 3.14: Descripcion esquematica de la técnica de secuenciacion
masiva (NGS).

3.6.1. Aplicaciones de las tecnologias NGS

La tipificacion genética tradicional implica el analisis paso a paso de
un numero de genes, para tratar de identificar dénde se encuentra la
alteracion genética. Un ejemplo que ilustra esta situaciéon es la
tipificacion genética en casos de cancer hereditario donde usualmente
se secuencian dos genes, BRCA1 y BRCA2, en busqueda de
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alteraciones en los pacientes afectados. Esto puede requerir la
secuenciacion de mas de 60 fragmentos de ADN para identificar donde
puede estar presente un unico cambio de bases en el ADN. En
contraste, usando NGS estos genes pueden ser secuenciados juntos
en un solo test, mostrando claramente el potencial de la tecnologia
NGS de brindar informaciéon en numerosos genes de una sola vez. Otro
ejemplo interesante es el caso de los numerosos genes involucrados
en el desarrollo de tumores, tales como el cancer de pulmén. El
analisis del perfil molecular de una muestra del tumor utilizando NGS
puede llevar a identificar una alteracibn que podria utilizarse para
definir la mejor opcién del tratamiento con drogas para un paciente.

Las aplicaciones de las tecnologias NGS son multiples, entre ellas
pueden mencionarse la secuenciacion de genomas, el analisis de la
organizacién genomica, el analisis de expresion génica, el estudio de
microorganismos eucariotas, asi como también para estudios de
metagenodmica y para la deteccion de variaciones de secuencia dentro
de genomas individuales. En este ultimo caso pueden mencionarse a
modo de ejemplo, los SNPs, indels, variantes estructurales, analisis de
variacion genética individual, dinamica gendémica y estudios de
expresion. Ademas, estas tecnologias han sido adoptadas rapidamente
para estudios de alto rendimiento que previamente se realizaban por
meétodos basados en hibridacion, tales como los microarreglos. Esto
incluye el uso de NGS para transcriptomica (RNA-seq) o analisis de
genomas completos de ADN/interacciones proteicas (ChIP-seq).

Una de las aplicaciones mas generalizadas de las técnicas de
secuenciacién con alto rendimiento y a bajo costo es la secuenciacion de
genomas. Podemos distinguir entre la resecuenciacion, es decir la
secuenciacion de genomas de una especie cuando ya hay disponible un
genoma de referencia, y la secuenciacion de novo. La resecuenciacion es
actualmente una de las mayores aéreas de aplicacion de NGS. Las
plataformas con lecturas cortas pero con alto rendimiento tienen un gran

potencial porque con un genoma de referencia disponible, aun las
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lecturas relativamente cortas pueden ser mapeadas con un alto nivel
de confianza en la secuencia de referencia. Para genomas grandes
como los de mamiferos, esta estrategia es muy util; actualmente ya se
han secuenciado genomas individuales de humanos y bovinos con la
tecnologia NGS (Xia et al., 2012; Derek et al., 2012). Ademas, las
secuencias que son mapeadas con un genoma de referencia pueden
emplearse para identificar SNPs, Indels, variaciones en el numero de
copias (CNV) y variantes estructurales, colaborando de esta manera en
la comprension de las bases genéticas de las diferencias fenotipicas.
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CAPITULO 4

BASES DE DATOS EN GENETICA FORENSE

DEFINICION DE BASES DE DATOS EN GENETICA FORENSE. TIPOS DE
BASES DE DATOS

Guillermo Giovambattista, Daniel Estanislao Goszczynski, Maria Elena
Fernandez, Juan Pedro Lirén, Pilar Peral Garcia

4.1. Introduccion

En la practica de genética forense de rutina, una vez que las muestras
llegan al laboratorio, se realizan una serie de pasos sucesivos durante la
resolucion de casos forenses: extraccion de ADN, tipificacion de los
marcadores genéticos, analisis de los resultados, estimacion de los
indices forenses y redaccion de informes. Es por esta razén que los
genetistas forenses, tanto dedicados a genética forense humana como no
humana, deben recurrir a las bases de datos genéticos para estimar
estadisticamente el valor de los resultados presentados en los informes
forenses y, por lo tanto, determinar el peso de la evidencia en un juicio.
Ademas, es frecuente que el perfil de ADN de una evidencia tenga que ser
comparado con uno obtenido previamente, motivo por el cual ha surgido la
necesidad de implementar las denominadas bases datos forenses,
definidas como "el conjunto de programas informaticos (software) y
soportes fisicos (hardware) donde se almacena de modo ordenado y
coherente la informacion de los perfiles genéticos, asi como todo dato
asociado a la muestra/individuo, informacion que luego puede ser
recuperada y comparada de modo automatico de acuerdo a parametros

previamente establecidos”.
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En los ultimos afos, el desarrollo tecnolégico en los métodos de
genatipificacion y de bioinformatica ha permitido la generaciéon de una
cantidad de informacion genética que tiene que almacenarse de modo
racional y ordenada para su posterior uso. Es por ello que las bases de
datos han tenido un gran desarrollo en genética forense humana, y en
menor medida en genética forense no humana. Es comun que cada
laboratorio de genética forense tenga su propia base de datos, producto
de la informacién acumulada correspondiente a las muestras analizadas a
lo largo del tiempo, que es utilizada para la estimacién de los indices
forenses. Sin embargo, estas bases de datos pueden estar sesgadas y no
representar el perfil y la estructuracién de la/s poblaciéon/es de donde
proceden las evidencias y referencias que tipifica un determinado
laboratorio. Por lo tanto, se recomienda la implementacion de muestreos
especialmente disefados para construir bases de datos forenses
representativas de las zonas de influencia del laboratorio y que los
calculos estadisticos sean realizados a partir de parametros poblacionales
correspondientes a las poblaciones de origen de las muestras analizadas.
Estos muestreos deben incluir todos los tipos raciales presentes en una
determinada region geografica. Asi por ejemplo, si se desea implementar
una base de datos para una determinada especie de animales
domeésticos, deben muestrearse vy tipificarse animales de todas las razas
criadas en esa zona. Por otra parte, ante la necesidad de contar con
bases de datos representativas y de libre acceso, se han llevado a cabo
diferentes iniciativas nacionales e internacionales. A lo largo del capitulo
se mencionaran diferentes ejemplos de bases de datos forenses

implementadas hasta el momento.

4.2. Clasificacion de bases de datos

Se han implementado diferentes tipos de bases de datos genéticos
forenses, que pueden agruparse de diferente forma segun el criterio

utilizado. Como se menciond en el capitulo 1, la genética forense puede
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abordarse a nivel individual, poblacional/racial o de especie, por lo que
una primera divisién de las bases de datos puede basarse en aquellas
que son utilizadas para identificacion individual y en las empleadas
para la determinacion de la especie de origen.

Las bases de datos para identificacion genética individual
contienen perfiles de marcadores genéticos, expresados en numeros
y/o letras, asociados al codigo de identificacion de una persona, animal
o muestra. El acceso a los datos debe estar perfectamente controlado,
y las conclusiones que se pueden obtener de los mismos van a
depender de los programas informaticos que sean autorizados por las
diferentes legislaciones. El acceso a dichas bases de datos es mas o
menos restringido, dependiendo de la trascendencia o la propiedad de
los datos almacenados, siendo los mas protegidos aquéllos que
contienen informacién sobre la "identidad" de las personas (Lorente et
al., 2001, 2002a, 2002b; Alvarez-Cubero et al., 2010).

Las bases de datos genéticos para la determinacion del origen
especie- especifico de muestras biolégicas almacenan secuencias de
ADN, especialmente aquellas basadas en la secuenciacién de regiones
conservadas de ADNmt (por ejemplo, Cyt b, COI). Las principales bases
publicas disponibles en la actualidad que pueden ser utilizadas para la
determinacion del origen especie especifico son GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y BOLD (Barcoding of Life Database,
http://www.barcodeoflife.org/). Aunque el GenBank es el repositorio
primario de secuencias de ADN, esta base de datos no cuenta con
software especializados para el almacenamiento, la organizacion y el
analisis de los datos asociados al origen de las secuencias, y por lo tanto,
que certifique la especie de origen de la muestra secuenciada. Por el
contrario, en BOLD, la unidad basica de informacion es el registro del
espécimen, el cual es asociado a la informacion de la secuencia de ADN.
El registro del espécimen incluye imagenes y la posicion satelital de la
localidad donde fue colectado, entre otros datos. En el capitulo 9 se

discuten y comparan las caracteristicas de estas bases de datos en el
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contexto de la identificacion especie especifica. Las bases de datos de
secuencia de ADN, por ejemplo las basadas en regiones variables del
ADNmt (lazo D; D-loop), también pueden ser utilizadas para
identificacion individual o para la determinacion de la raza o poblaciéon
de origen, aunque con un bajo poder estadistico.

Las bases de datos genéticas también pueden clasificarse de
acuerdo a la clase de marcadores genéticos que almacenan:

Bases de datos de microsatélites (STRs). Estas bases de datos
almacenan los genotipos (perfiles genéticos) de los microsatélites
correspondientes a los paneles de identificacion genética, vy
representan la diversidad genética autosdmica y la estructura genética
de las poblaciones. Los genotipos se ingresan generalmente con
numeros, que representan el numero de repeticiones o los pares de
bases, 0 en algunos casos con codigos de letras (por ejemplo,
equinos). Esta nomenclatura es estandarizada internacionalmente. En
el caso de los animales domésticos, el panel de microsatélites y la

nomenclatura es recomendada por la ISAG (http://www.isag.us/). Un

ejemplo de bases de datos basadas en STRs es la Unidad CODIS.
Esta base maneja los sistemas CODIS (Combined DNA Index System)
y NDIS (National DNA Index System) y desarrolla y provee soporte
técnico al programa CODIS (http://www.fbi.gov/about-us/lab/biometric-
analysis/codis). En marzo de 2014 esta base de datos contenia mas de
10 millones de perfiles de ADN basados en el panel CODIS de STRs.
Actualmente, la eficiencia del programa es medida por la cantidad de
crimenes que ha ayudado a resolver.

Base de datos de linajes maternos y paternos. Este tipo de base de
datos genéticos almacena informacion de haplotipos mitocondriales o del
cromosoma Y, ya sea producto del analisis de microsatélites, SNPs, o
ambos. Dado que los marcadores genéticos con herencia materna o
paterna no tienen una distribucion geografica al azar, los perfiles de las
evidencias tienen mas probabilidad de compartir caracteristicas con los

individuos de la misma region (Roewer et al., 2007). Es por esta razén
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que aunque tienen poco poder estadistico para la identificacién de
individuos, son de gran utilidad para determinar su origen racial. Las
bases de datos de ADNmt son de gran utilidad en genética forense, ya
que generalmente esta clase de marcadores pueden ser obtenidos a
partir de rastros o en muestras altamente degradadas.

Un ejemplo de bases de datos de linajes es YHRD (Y Chromosome
Haplotype Reference Database). Se trata de la mayor base de datos de
haplotipos del cromosoma Y humano; esta ubicada en el Instituto de
Medicina Legal y Ciencias Forenses (Berlin, Alemania, www.yhrd.org) y
contiene mas de 115.000 haplotipos pertenecientes a 850 poblaciones
humanas (Willuweit y Roewer, 2007). YHRD es de gran utilidad para
inferir la poblacién de origen de una muestra (linaje paterno). Ademas,
los haplotipos del cromosoma Y basados en STRs son de particular
utilidad para tipificar ADN de machos purificados a partir de muestras
forenses que presentan mezcla.

EMPOP (www.empop.org) es la mayor base de datos de ADNmt y
es mantenida por el Instituto de Medicina Legal de Innsbruck, Austria.
El repositorio posee en la actualidad mas de 34.000 secuencias de la
region hipervariable de la regién control del ADNmt, gracias a la
colaboracién de mas de 100 instituciones de 63 paises (Parson y Duir,
2007). Esto pone en evidencia la importancia de las colaboraciones
internacionales para la implementacion de estas bases de datos.

Base de datos de secuencias de ADN. Mientras que las dos
primeras permiten la identificacion de individuos y del origen racial,
estas bases de datos genéticas son utilizadas principalmente para la
determinacion de la especie de origen de una muestra. Almacenan
secuencias de ADN, siendo las regiones conservadas del ADNmt las
mas utilizadas. Como se menciond anteriormente, los dos principales
repositorios que incluyen secuencias que pueden ser utilizadas para
identificacion especie-especifica son GenBank y BOLD. Por otra parte,
también existen bases de datos especificas, como por ejemplo, la
perteneciente a la Unidad de ADN Mitocondrial (mtDNAU;
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http://www.fbi.gov/about-us/lab/biometric-analysis/mtdna) del  FBI
(Federal Bureau of Investigation), que analiza y almacena secuencias
de ADNmt humanas para resolver diferentes tipos de crimenes.

De acuerdo a la procedencia de las muestras, las bases de datos
pueden dividirse en:

Bases de datos poblacionales. Estas bases de datos almacenan
perfiles genéticos (genotipos) de individuos representativos de la/s
poblacion/es de pertenencia de los individuos involucrados en un delito.
Permiten obtener las frecuencias génicas y otros parametros
poblacionales necesarios para el calculo del poder de exclusion y los
indices forenses (ver capitulos 5y 6).

Ejemplos de bases de datos poblacionales en animales domésticos son
los trabajos realizados por Halverson y Basten (2005), Himmelberger y
colaboradores (2008) y Kanthaswamy y colaboradores (2009). Estos
estudios incluyeron el analisis de 18 microsatélites de la regién control del
ADNmt en las poblaciones de las razas mas populares de EE.UU, segun
los registros de pedigris de la Asociacién Canina Norteamericana (AKC,

por sus siglas en inglés, American Kennel Club http://www.akc.org/), asi

como de perros mestizos distribuidos a lo largo de EE.UU. La base de
datos resultante es de acceso publico y contiene informacion sobre los
loci, las frecuencias génicas, la distribucién de la variacién genética entre
las poblaciones analizadas, las estimaciones de la probabilidad de
coincidencia entre muestras y los coeficientes de consanguinidad (STR

DNA Internet DataBase, http://www.cstl.nist.gov/strbase/). Entre las razas

incluidas se encuentran tanto las que se usan comunmente como
mascotas como aquéllas que han sido causales de agresiones a humanos
y animales. Es por ello que estas bases de datos poblacionales pueden
ser utilizadas para resolver casos de robo de mascotas y ataques a
humanos o animales.

Los gatos son uno de los animales domésticos mas comunes en todo el
mundo, razén por la que es usual encontrar pelos de esta especie en la

escena del crimen, los que pueden ser usados para relacionar a la
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mascota con la victima y/o el sospechoso. Con el fin de establecer una
base de datos para usos forenses, Grahn et al. (2011) analizaron el
lazo D mitocondrial de 25 poblaciones correspondientes a 26 razas de
gatos distribuidas en todo el mundo.

Bases de datos de inteligencia. Esta clase de bases datos
almacena la informacion genética de muestras de individuos
conocidos, generalmente acusados o culpables de algun delito, asi
como de donantes muestreados al azar en la poblacion. Su aplicacion
permite comparar los genotipos de las evidencias recolectadas en el
lugar del hecho con los perfiles almacenados en la base de datos y de
esta forma identificar al autor de un ilicito. El primer uso de este tipo de
bases de datos para resolver un crimen ocurrié en el Reino Unido en el
afno 1995. La frase "cold hit’ se refiere a la coincidencia (match) entre
el perfil de ADN de una evidencia y el de una muestra almacenada en
la base de datos. Los “cold hit” son de gran utilidad para la
identificacion del sospechoso durante una investigacion. Dependiendo
del contenido de estas bases de datos, podemos diferenciar:

Bases de datos forenses criminales. Almacenan perfiles genéticos
procedentes de personas que han sido procesadas o condenadas, asi
como de indicios bioldgicos encontrados en la escena del crimen. En
algunos casos pueden considerarse perfiles genéticos de victimas
conocidas, con el objeto de facilitar la resoluciéon de delitos. Su
caracteristica principal es que algunas de las muestras y datos
considerados se obtienen sin el consentimiento de las personas
implicadas.

Bases de datos forenses civiles. Su unico fin es la identificacion
de personas desaparecidas, lo cual se hace comparando el ADN de los
individuos no identificadas con el de los familiares. Por sus
caracteristicas humanitarias, se requiere que los familiares colaboren
de modo voluntario luego de firmar un consentimiento informado
siguiendo las consideraciones del protocolo de Helsinki
(http://www.wma.net/es/30publications/10policies/b3/), hecho que las
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diferencia de las bases de datos criminales. Asi por ejemplo, podemos
mencionar el programa Fénix
(http://www.guardiacivil.org/prensa/actividades/fenix/index.jsp) vy la
iniciativa DNA-PROKIDS (http://www.dna-prokids.org/).

El Programa Fénix fue implementado para la identificacion mediante

ADN de cadaveres y restos humanos procedentes de guerras,
problemas socio-politicos y desastres en masa. El programa contiene
dos bases de datos independientes. Una de ellas es la Base de Datos
de Referencia que contiene informacion de microsatélites de ADN
nuclear y del cromosoma Y, asi como secuencias de ADNmt de
parientes. La otra base de datos se denomina Base de Datos Dubitada
y contiene todos los perfiles genéticos de los restos encontrados que
no han podido ser identificados por métodos clasicos (identificacion de
huellas dactilares, parametros antropolégicos, odontologia, rayos X).
La comparacion los perfiles genéticos depositados en ambas bases ha
permitido la identificacién de cientos de restos (Lorente et al., 2001;

http://www.guardiacivil.org/prensa/actividades/FENIX/presentacion.isp).

Estrategias similares se han implantado en todo el mundo: Argentina
(Banco Nacional de Datos; http://www.mincyt.gob.ar/ministerio/banco-
nacional-de-datos-geneticos-bndg-23), Brasil (Missing person Database-
gen; da Silva et al., 2009), la antigua Yugoslavia (ICMP, International
Commission of Missing Persons), Colombia (FENIX-Colombia",
Laboratorio de Genética del Centro Técnico de Investigacion, Fiscalia
General de la Nacion), Chile (el Servicio Médico Legal) y EE.UU (Texas
Missing Persons DNA Database, UNT Health Science Center).

La Iniciativa DNA-PROKIDS es un proyecto internacional disefiado para
luchar contra el trafico de seres humanos a través de la identificacion
genética de las victimas y sus familiares, especialmente en nifios

(http://www.dna-prokids.org/). Este proyecto se inicié6 en Espafa y se ha

ampliado a China, India, Indonesia, Filipinas, Nepal, Sri Lanka, Tailandia,
Brasil, Guatemala y México. DNA-PROKIDS; el mismo emplea los

marcadores genéticos de rutina, como los STR incluidos en el
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CODIS, ADNmt y STR del cromosoma Y. Actualmente se estan
desarrollando paneles de SNPs que permitiran determinar
caracteristicas fenotipicas de los individuos, asi como su procedencia
geografica y étnica. Sobre la base de este tipo de informacion genética
se podran crear bases de datos que permitiran la identificacion de
menores victimas de trafico humano y la reunificacion de éstos con sus
familias.

Las bases de datos de genética forense estan mucho mas
desarrolladas en humanos que animales. Sin embargo, en esta ultima
area de aplicacién existen bases de datos equivalentes a las antes
mencionadas:

Bases de datos de los servicios de filiacion. Para la inscripcion de
reproductores en los libros genealdgicos de las principales especies de
animales de produccion y de compadia, tales como bovinos, equinos,
ovinos y perros, se requiere certificar la paternidad mediante analisis de
ADN. Por ello, los laboratorios que realizan rutinariamente estos analisis
poseen extensas bases de datos que permiten verificar la paternidad
declarada o comparar un perfil genético con los previamente almacenados
en la base de datos para resolver una filiacidon. Originalmente se
almacenaban datos de grupos sanguineos y de polimorfismos
bioguimicos, y actualmente se incluyen los microsatélites. Estas bases
también podrian ser empleadas como bases de datos poblacionales o de
inteligencia. En Argentina, la mayor base de datos de este tipo, con varios
miles de perfiles genéticos, se encuentra en el laboratorio de Genética
Aplicada de la Sociedad Rural Argentina (SRA,

http://www.sra.org.ar/laboratorio/), aunque no es de acceso libre. En el

caso particular de los perros, la base de datos de esta especie es
mantenida por el Laboratorio de Genética de Animales Domésticos del
IGEVET (UNLP-CONICET LA PLATA), FCV- UNLP (http://igevet.laplata-
conicet.gov.ar/index.php?title=P%C3%A1gina_principal).

Bases de datos para resolucion de abigeato. El robo de ganado o

abigeato, asi como el robo de mascotas, es un delito comun en muchos
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paises. La creacion de bases de datos poblacionales y de inteligencia
puede ser de utilidad para resolver este tipo de delitos. En el afio 2001,
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP y la provincia de
Buenos Aires pusieron en marcha el Programa Provincial de
Identificacion Genética para la Prevencion y Resolucién de Casos de
Abigeato en Ganado Mayor (Bovinos y Equinos). Este programa, que
posteriormente fue extendido a otras regiones del pais, contemplo
tanto la resolucion de estos casos mediante analisis de ADN, como la
implementacion de bases de datos poblacionales que permitan la
estimacion de los indices forenses. Por otra parte, la custodia de
muestras permite contar con muestras de referencia.

Finalmente, cabe mencionar que en el area de salud también se han
implementado bases de datos que incluyen perfiles genéticos
asociados a registros médicos y ambientales. Ejemplos de estos
repositorios, denominados biobancos, son el Biobank del Reino Unido
(https://www.ukbiobank.ac.uk/) y el de EE.UU (Henderson et al., 2013;
http://usbiobankstudy.web.unc.edu/).

4.3. Consideraciones finales

Las bases de datos forenses han crecido ininterrumpidamente
durante los ultimos afos, especialmente en la especie humana (Levitt,
2007). Asi por ejemplo, paises como China poseen aproximadamente
16 millones de perfiles genéticos humanos incorporados en sus bases
de datos, Estados Unidos unos 10 millones de perfiles y el Reino Unido
aproximadamente 6 millones de perfiles, siendo estos paises los que
mantienen las mayores bases de datos de perfiles de ADN humanos.
Estos valores representan un alto porcentaje de la poblacion: el 10%
de la poblacion del Reino Unido, el 0,9% de Alemania y el 0,8% de los
Paises Bajos estan tipificados (Levitt, 2007).
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Pero, ¢ cuales son los beneficios y riesgos de expandir las bases de
datos genéticos? Desde el punto de vista técnico, el incremento de las
bases de datos aumenta significativamente la probabilidad de que
ocurran coincidencias (match) entre perfiles de ADN correspondientes
a muestras de evidencias y de individuos inocentes (voluntarios)
almacenados en las bases de datos (Gill et al., 2006). Estos eventos ya
se han observado en repetidas ocasiones, tanto en bases de datos
humanas como de animales domésticos, y ha llevado a recomendar un
aumento en el numero de los marcadores genéticos analizados y a
utilizar métodos de calculos mas conservadores.

Por otra parte, el desarrollo de las bases de datos forenses ha hecho
necesario discutir los criterios de inclusion y retencion de muestras y
perfiles de ADN, la eficiencia para la resolucién de casos forenses, y el
efecto sobre la privacidad de las personas. En las bases de datos
forenses no humanas, este ultimo punto de discusion (central para las
bases de datos humanas) es reemplazado por la cuestion de la
propiedad de las muestras y, por lo tanto, de los perfiles de ADN.

Los beneficios de las base de datos son evidentes, ya que en el
pasado numerosos crimenes han podido ser resueltos mediante la
comparacion de los perfiles de ADN obtenidos de las evidencias y de
aquellos depositados en los repositorios. Sin embargo, los beneficios
de los analisis de ADN en genética forense tendran necesariamente un
costo social y ético, y sera necesario maximizar los esfuerzo para
minimizarlo (Lewitt, 2007).
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CAPITULO 5

BASES ESTADISTICAS DE LA GENETICA FORENSE

METODOLOGIA ESTADISTICA EN LAS PRUEBAS DE ADN EN
LA CIENCIA FORENSE ANIMAL. IDENTIFICACION INDIVIDUAL Y
FILIACIONES

Juan Pedro Lirén, Maria Elena Fernandez, Guillermo Giovambattista

5.1. Introduccioén

La utilizacidon de la tipificacion a nivel ADN en las ciencias forenses
se ha convertido en una herramienta extremadamente util para
diferenciar un individuo de otro o establecer relaciones de parentesco,
y se fundamenta en principios cientificos y técnicos que son aceptados
universalmente. Estas nuevas técnicas moleculares permiten el estudio
de la diversidad biolégica en el nivel mas basico: el propio material
genético, el ADN. Los principios basicos y las metodologias
convencionales de la genética de poblaciones y la estadistica pueden
ser utilizados para interpretar los resultados de analisis de ADN en
casos forenses. Debido a la aparicion relativamente nueva de las
técnicas de ADN, los tribunales han sometido sus fundamentos y
meétodos de aplicacion a un minucioso estudio y control de calidad. En
los comienzos de la utilizacién de los perfiles de ADN en la corte, se
consideraba que la interpretacion de los resultados poseia un cierto y
aparente grado de complejidad, lo que impedia un pleno uso de sus

invalorables cualidades. Sin embargo, con el paso de los afios, las
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metodologias experimentales y estadisticas han evolucionado
notablemente, constituyendo hoy en dia uno de los campos mas
solidos y reconocidos en la corte como elemento de prueba.

El objetivo principal de este capitulo consiste en introducir las bases
estadisticas de las pruebas de ADN y explicar como sus resultados
pueden utilizarse para la determinacioén de relaciones de parentesco y
la resolucién de casos forenses en la ciencia animal.

Desde la introduccién de las técnicas de ADN en las ciencias
forenses en la década de los 80, ha habido un gran avance en las
metodologias y herramientas de estudio de la variabilidad genética a
nivel molecular, incrementado dramaticamente la sensibilidad y la
discriminacion de las técnicas de analisis. Actualmente, las técnicas
moleculares mas utilizadas en las ciencias forenses se basan en la
aplicacion de la técnica de PCR y la utilizaciéon de perfiles genéticos
basados en marcadores moleculares nucleares como los microsatélites
(STRs) y mas recientemente en los SNPs y los marcadores
uniparentales (ADNmt y cromosoma Y). Si bien los principios
matematicos y de genética de poblaciones pueden ser aplicados con
ciertas modificaciones a marcadores genéticos que poseen distintos
tipos de herencia y ubicacién cromosomica, los modelos estadisticos
desarrollados en este capitulos se aplican a loci de herencia
codominante (siempre podemos inferir los dos alelos que posee un
individuo para un genotipo determinado) y ubicados en cromosomas no

sexuales o autosomicos (ver Notacion).
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Notacién

Supongamos que un locus o gen A puede tomar varias formas
alternativas o alelos, A;j. Un individuo posee dos alelos, cada uno
heredado de un progenitor. Cuando los dos alelos de un individuo son
iguales, por ejemplo AjA; decimos que el genotipo del individuo es
homocigota. En cambio, si el individuo recibié diferentes alelos de sus
progenitores para este locus, por ejemplo AjAj, decimos que es de
genotipo heterocigota.

En un determinado cruzamiento, un individuo transmite a su
descendencia uno de los dos alelos que posee para cada gen. La eleccion
del locus particular que transmite es considerada aleatoria en el sentido
que cada alelo posee la misma probabilidad de ser heredado. Este modelo
de herencia, propuesto por Mendel en 1865, es la base genética de las

pruebas de paternidad. Si una madre posee los alelos A1A> y su cria
posee el genotipo AxA3, resulta claro que el alelo Ao ha sido heredado de
su madre y el A3 de su padre. Entonces, todos los machos que no posean

el alelo Az, por ejemplo padres con los genotipos A1A2 , AsAs 0 A1Ay,

pueden ser excluidos como posibles padres de la
cria.

5.2. Interpretacién de la evidencia
5.2.1 identificacion individual: casos forenses

Los marcadores genéticos se han aplicado a la identificacion
individual desde el descubrimiento de los grupos sanguineos, jugando
un rol fundamental en las disputas de paternidad. Simultdneamente a
la aparicion de estas técnicas bioquimicas, hubo una evolucion
concomitante de la estadistica aplicada a las ciencias genéticas
forenses. A final de los anos 80, los perfiles de ADN comenzaron a
utilizarse para excluir una persona especifica como origen de cierta

evidencia biolégica encontrada en la escena del delito. En estos casos,
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es necesario establecer la probabilidad de hallar el perfil genético del
acusado en caso de no ser éste el aportante de la evidencia. Con el
paso del tiempo se ha incrementado el numero de marcadores
genéticos utilizados, disminuyendo notablemente la probabilidad de
que dos individuos tomados al azar de la poblacion coincidan con un
mismo perfil genético y por ende justificando la hipétesis que el
sospechoso es el verdadero aportante de la evidencia genética. Un
ejemplo comun de la aplicacion de las ciencias forenses es la
resolucion de casos de robo de ganado, o abigeato. En estos casos,
los perfiles de ADN se obtienen a partir de muestras bioldgicas
halladas en la escena del robo o evidencia (pelos, sangre, restos de
carne y otros tejidos) y de esta forma pueden ser comparados con los
perfles de ADN de muestras biolégicas secuestradas a los
sospechosos del delito o referencia (carne, manchas de sangre en la
ropa o cuchillos). La comparacion de los perfiles genéticos de la
evidencia y la referencia puede arrojar tres resultados posibles:

1. Si los perfiles de ADN de la evidencia coinciden con los de la
referencia en todos los loci estudiados, este hallazgo se interpreta
como una "inclusion” o una "imposibilidad de excluir”.

2. Si los dos perfiles no son consistentes en alguno de los loci, el
hallazgo se puede interpretar como una no
coincidencia o "exclusion”.

3. Si no hay datos suficientes para apoyar una conclusion, el hallazgo
se interpreta como "no concluyente”.

Si ha ocurrido una coincidencia en el perfil genético de la muestra de
evidencia y referencia obteniéndose una inclusion, este resultado
puede tener dos interpretaciones posibles:

1. Los perfiles de ADN de la evidencia coinciden con los de la
referencia, dado que las dos muestras provienen del mismo individuo
(por ejemplo, los restos de tejidos secuestrados en el lugar del robo

pertenecen al mismo animal que las muestras de carne secuestradas
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al sospechado de cometer el ilicito). Esta es la hipotesis de la fiscalia
0 acusador.

2. Las muestras de la evidencia no provienen del mismo individuo al
cual pertenecen las muestras de la referencia y por ende los perfiles
genéticos de la evidencia coinciden con otro individuo de la
poblacion. Esta es la hipétesis de la defensa.

Desde sus comienzos, la identificacion genética se ha basado en
principios cientificos, evitando que en las conclusiones hubiera
opiniones de expertos basadas en la experiencia y no en la objetividad.
Uno de las principales caracteristicas de la presentacion de la
evidencia genética en la corte es que los informes no son de tipo
determinista, es decir que eliminan las afirmaciones categéricas de
identificacion o exclusion que existen en otras disciplinas. En su lugar,
los resultados de las pericias se presentan en forma de razones
probabilisticas y se expresan como relaciones de verosimilitud dentro
de un contexto matematico de tipo bayesiano.

Indice forense “likelihood ratio” (LR). El indice forense es una
forma de cuantificar el peso de la evidencia genética. La verosimilitud
LR de una hipétesis H dada la evidencia E puede expresarse como LR
(H \ E). La verosimilitud de una hipotesis (H1) se evalua siempre en
forma relativa a otra hipétesis (H2). Esta comparacion se denomina

razon de verosimilitud:

Pr E\ H,

LR Hy,Hy \ E
Pr E\ H,

(1)

donde Pr(E\H4) es la probabilidad condicional de la evidencia E bajo la
hipotesis H1 y Pr(E\H2) la probabilidad condicional de la evidencia E
bajo la hipotesis Ha.

En los casos de identificacion individual se compara el patron
genético de los restos organicos de los animales faenados ilegalmente
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(referencia) con las muestras biologicas secuestradas a los imputados
(evidencia). Por lo tanto, en el marco de las probabilidades
condicionales, el término E corresponde a los genotipos de las dos
muestras bioldgicas analizadas (evidencia y referencia). En el caso que
estos dos perfiles genéticos sean iguales, o que corresponde a una

inclusion, las hipotesis alternativas a contrastar son las siguientes:

H¢, hipotesis de la fiscalia o del acusador: la muestra secuestrada a
los imputados (evidencia) pertenecioé al mismo individuo que los restos
organicos correspondientes a los animales faenados ilegalmente
(referencia).

Hq, hipotesis de la defensa: la muestra secuestrada a los imputados
no se corresponde con el animal faenado y por ende corresponde a
otro animal de la poblacion.

A partir de aqui, introduciremos alguna terminologia adicional y

denotaremos al genotipo de la evidencia como Ge y al genotipo de la
muestra de referencia como G,. Notese que en el caso que estamos

tratando G¢ = G,. Ademas, designaremos como | a cualquier otro tipo
de informacién o evidencia no genética que eventualmente posea la
corte en relacién a las hipétesis de la defensa y la acusacién. Previo a

la tipificaciéon de ADN, la probabilidad de Hs estaba condicionada por I:
Pr(Hp/l). Luego de la evidencia genética, la probabilidad Hf pasa a
estar condicionada ademas por Ge y Gy: Pr(Hi/Gg,Gy,l). De la misma
manera, aplicamos el mismo razonamiento con Hg: Pr(Hq/Ge,Gp,l).

Claramente, Hq y Hf son sucesos exhaustivos y mutuamente
excluyentes. Esta propiedad establece uno de los principios
fundamentales de la interpretacion de la evidencia, que expresa que
para poder establecer |la certeza de una proposicibn es necesario
considerar al menos una proposicion alternativa. En principio podemos
considerar solo la informacion de origen no genético y expresar la
relacion entre las dos hipdtesis como una razén de probabilidades
(odds en inglés) a priori en favor de la fiscalia:
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PrH¢/ 1
PrHg/ 1

(2)

La forma de incorporar la razén de probabilidades a priori a favor de
la fiscalia es ordenando la ecuacion con la hipotesis Hf en el
numerador. De este modo expresamos cuantas veces es mas probable
que el acusado sea culpable que inocente. Invirtiendo la formula (LR
en favor de la defensa) expresariamos cuanto mas probable es que el
acusado sea inocente que culpable.

A continuacion, incorporamos la evidencia genética y lo expresamos
como una razon de probabilidades a posteriori en favor de la fiscalia:

Per/Gr,Ge,l
Per/Gr,Ge,l

)

Aplicando el teorema de Bayes a la expresion anterior y
remplazando (Ge,Gy ) por E, llegamos a la siguiente ecuacion:

PrH ¢l E|l PrE/H¢l PrH¢lI
PrHq! E,l PrE/Hq,! PrHqgll

razon a posteriori = LR * razon a priori

Esta ecuacién es de central importancia en la interpretacion de
genética forense ya que permite distinguir el rol de la corte —
establecido en la parte izquierda de la igualdad — del rol del cientifico
forense, que corresponde al primer término del lado derecho de la
igualdad. Mientras que la corte evalua la probabilidad de culpabilidad o
inocencia del acusado en relacion con las evidencias, el cientifico
aborda otro tipo de problematica diferente: “cual es la probabilidad de
la evidencia si la hipotesis de la fiscalia fuese cierta” y “cual es la

probabilidad de la evidencia si la hipotesis de la defensa fuese cierta”.
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La ecuacion 4 muestra que la probabilidad a posteriori viene
determinada por la razén a priori multiplicada por un cociente de dos
probabilidades o razén de verosimilitud LR (likelihood ratio):

Pr Ge ,G,/H¢,l
Pr Ge ,Gr/Hd ,l

LR ®)

expandiendo la ecuacion anterior:

PrGe /G, ,H¢,l ,PrG./H¢,l

LR (6)

Pr Ge /G, ,Hy,I Pr G,/ Hg,l

Los términos Pr G,/ H¢, | yPr G, / Hy, | denotan la probabilidad de

la muestra de referencia secuestrada al sospechoso de hurto dado que
pertenezca o no, respectivamente, al mismo animal que la evidencia
tomada en el lugar del robo. Es importante observar que estos términos
son equivalentes y se simplifican en la ecuacién porque la probabilidad

del genotipo G; no varia entre las dos hipotesis Hq y Hs , sea la muestra

de referencia y evidencia originadas del mismo animal o no.
El indice forense (Evett y Weir, 1998) se estima entonces como:

Pr Go\G.,H ¢,/
Pr Go\G,,Hy ,/ (7)

LR

si se considera primero el numerador, en donde las muestras de
referencia y evidencia pertenecen al mismo individuo y no existen
errores en la tipificacion de los marcadores genéticos. La probabilidad
segun la hipotesis Hf de que Gg sea igual a G, dado que pertenecen al

mismo individuo, es igual a 1. Recordemos que estamos considerando
un caso de inclusion genética. Entonces, el indice LR se transforma en:
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1

IR ——M—
Pr Ge\Gr ,Hd (8)

Nos queda por ultimo calcular la probabilidad del denominador. Para
asignar dicho valor, se debe responder la siguiente pregunta: ¢ Cual es

la probabilidad de observar el genotipo de la evidencia Gg igual al de la

referencia G;, si la muestra de la evidencia pertenece a otro individuo
diferente del que aportd la muestra de referencia? Si se considera a
“otro individuo” como un animal tomado al azar de la poblaciéon de
origen de la muestra hallada en el lugar del hecho, la probabilidad de
que la evidencia y la referencia posean idéntico genotipo depende de
las frecuencias génicas de dicha poblacién (ver Anexos 5.5.1 y 5.5.2).
De esta forma, el indice LR se calcula como:

IR 1
P 9)

donde P es la frecuencia esperada del genotipo en la poblacion y se
calcula a partir de bases de datos de individuos tipificados para los
mismos marcadores moleculares que los utilizados para construir los
perfiles genéticos del caso. Supongamos que podemos calcular la
frecuencia P del genotipo G en la poblacién de referencia, a la cual
pertenece la muestra secuestrada al imputado, considerando que no
pertenece al mismo animal que se posee como evidencia Pr G/\Gg,Hy .
Asignamos de esta manera la probabilidad P al denominador de la
ecuacion 9. Por ejemplo, si la frecuencia de P en la poblacion es
0,0001, el LR se calcula como LR =1/0,0001 = 100.000. Esta evidencia
puede ser presentada de la siguiente forma: “La evidencia es diez mil
veces mas probable si la muestra de referencia pertenecié al mismo
individuo faenado en el lugar del hurto que a algun otro animal

desconocido”.
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5.2.2 Pruebas de parentesco. indice de paternidad
5.2.2.1 Paternidad en trios: madre, cria y padre alegado

Para evaluar la evidencia en casos de paternidades disputada, se
utiliza un marco tedrico similar al empleado en los casos de
identificacion individual. El indice de paternidad (IP) es un término
utilizado en las pruebas de parentesco para referirse a la razén de
verosimilitud (LR). En un tipico caso de paternidad discutida donde se
posee el perfil genético de la madre, la cria y el padre putativo o
alegado, utilizaremos la siguiente nomenclatura:

M: madre de la cria y Gy su genotipo.

C: cria de la madre M y G su genotipo.

P: padre alegado y Gp su genotipo.

Los genotipos Gu, Ge y Gp constituyen la evidencia E. A su vez,
denominaremos a las dos hipotesis de contraste en el calculo de LR
como:

Hp: el padre alegado es el padre de la cria.

Hg: algun otro individuo y no el padre alegado, es el padre de la cria.

Siguiendo el marco bayesiano utilizado en los casos de identificacion

individual, podemos interpretar la evidencia de la siguiente manera:

PrHo/El PrEI/H,l ,PrH,/I (10)

PrHq/ E,l PrE/Hq,] PrHqll

razén a posteriori = LR *  razon a priori

De forma anadloga a la ecuacion 6 de la seccién anterior,
supondremos que no existe otra informacién | que la evidencia

genética E y expandiendo LR obtenemos:

PrG:,Gm ,Gp/Hp

PI‘ Gc ,Gm ,Gp / Hd
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|R PrGe/Gn.Gy.H, .PrGp.GylH,
PrGe/Gm .Gy, Hy  PrGm,Gy/ Hy

(11)

Tanto Hpy como Hyq no cambian el valor de Gy, y Gp del segundo

término, por lo tanto este cociente es igual a 1. Entonces:

PrG¢/Gn .Gy, H
LR S (12)

Pchle,Gp,Hd

El calculo del indice de paternidad proviene de evaluar el numerador
y denominador de esta ecuacién para las diferentes combinaciones de
alelos que puedan tener los genotipos del trio: madre, hijo y padre
alegado. El numerador expresa la probabilidad del genotipo de la cria
dado los genotipos de la madre y padre alegado, y puede ser evaluado
mediante un cuadrado de Punnet. Como poseemos el genotipo de la
madre, es posible determinar el alelo materno An, y el paterno Ap que

posee la cria. Incorporando esto en el denominador de la ecuacion
anterior, tenemos:

Pr G. /G ,Gp,Hy PrAn, Ay IGn ,Gp ,Hg

PrAy,/GmGp ,Hy * PrA,IGn,Gp,Hy (13)

Asumiendo que Pr(Am/Gm,Gp,Hp) = Pr(Am/Gn), el denominador de LR
se convierte en:

PrAn/Gm* PrA, GG, Hy (14)

Es facil notar que la probabilidad Pr(An/Gm) de que la cria reciba un

alelo materno es 1 o % si la madre es homocigota o heterocigota,
respectivamente. Generalmente esta probabilidad se denomina factor

mendeliano materno, My, La segunda parte del denominador considera
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la probabilidad del alelo paterno Ap considerando que no es heredado
del padre alegado, sino de otro padre. Este término de la ecuacion se
denomina factor mendeliano paterno, Mp. Para calcularlo, necesitamos

conocer las frecuencias génicas de este alelo en la poblacion de los
posibles padres de la cria. A continuacién ejemplificaremos el calculo
del indice de paternidad para algunas combinaciones de genotipos de
los padres y la cria:

Ejemplo 1.
Consideremos los siguientes genotipos del trio: Gy=cd, Gp=ab y
Gg=ac. Para el calculo del numerador Ila ecuacién 12,

Pr(G¢/Gnm,Gp,Hp), tenemos que los cuatro posibles genotipos de la cria
vienen del siguiente cuadro.

Alelos del padre

a b
Alelos de c ac bc
la madre d ad bd

Los cuatro genotipos posibles de la cria son equiprobables y por lo
tanto la probabilidad de que la cria tenga el genotipo ac es de 4. Ahora
resta calcular el denominador. Como la madre es heterocigota, la primera

parte del denominador o factor mendeliano materno, Pr(An/Gp), es V2. El
alelo paterno es Ap = a, entonces Pr(Ap/Gm,Gp,Hqg) es la frecuencia del

alelo a en la poblacion, que denominaremos p5 De esta forma, obtenemos

el indice de paternidad para este ejemplo:

1
4

P 1p 2p,
2 a

Ejemplo 2.
Consideremos ahora los siguientes genotipos del trio: Gy=cc, Gp=ab y

Gc=ac. Para el calculo del numerador Pr(G¢/Gpy,Gp,Hp), tenemos dos

posibles genotipos de la cria que provienen del siguiente cuadro.
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Alelos del padre

a B
Alelos de la c ac Bc
madre o} ac Bc

Los 2 genotipos posibles de la cria son equiprobables y por lo tanto la
probabilidad del genotipo ac es 2. Como la madre es homocigota, el

factor mendeliano materno, Pr(Am/Gn), es 1. El alelo paterno Ap es a,
entonces Pr(A,/Gw,Gp,Hg) es la frecuencia del alelo a en la poblacion, pa,

El indice de paternidad para este ejemplo viene expresado entonces

como:

—

p 2 1
1Pa 2pa

Ejemplo 3:
Consideremos ahora los siguientes genotipos del trio: Gy=ab,

Gp=bc y Gg¢=ab. Para el calculo del numerador, los cuatro genotipos
posibles de la cria se obtienen a partir del siguiente cuadro.

Genes del padre

b C
Genes de a ab Ac
la madre b bb Bc

Los cuatro genotipos posibles de la cria son equiprobables y por lo
tanto la probabilidad de tener el genotipo ac es de 1/4. Como la madre es
ab y el hijo ab, puede haberle pasado cualquiera de sus dos alelos con
probabilidad de . Dependiendo de qué alelo pas6 la madre, el alelo

paterno A, podra ser a con probabilidad p; o b con probabilidad py. De

este modo, el denominador quedara como (72 pa + V2 pp). Finalmente,

el indice de paternidad para este ejemplo equivale a:

Y

1
2(pa P»)




Como se ha mencionado anteriormente, el indice de paternidad
puede variar segun los alelos del trio madre, cria y padre alegado.
Habitualmente, en una prueba de parentesco se tipifican decenas de
marcadores genéticos y por ende se realiza un igual numero de
calculos de IP. Es conveniente en estos casos calcular el IP para todas
las combinaciones de genotipos de la cria, madre y padre alegado,
como se muestra en la Tabla 5.1.

Genotipo Genotipo de la Genotipo del IP
materno cria padre alegado
Aa Aa
Ab aa 1
Bb Ab Pa
Bc
Aa
Ab aa
Ac ab 1
Bb Ab 2pP4
Bc
Bc
Cc ac
Cd
aa 1
Ab ab ab Pa Pb
ac 1
2(pa_po)

Tabla 5.1. Caélculo del indice de paternidad para las combinaciones
posibles de tipo inclusion de genotipos maternos, paternos y de la cria.

5.2.2.2 Paternidad en duos: cria y padre alegado

En la practica veterinaria, en los casos de paternidades discutidas,
es muy comun no poseer la informacion genética de la madre. Por
ejemplo, en la comparacién de un toro posible padre de una o varias
crias. En este caso, la evidencia consta sélo del genotipo del padre

putativo Gp y el genotipo de la cria G.. Denominaremos a las dos

hipotesis de contraste en el célculo de IP como:
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Hp: el padre alegado es el padre de la cria.
Hg: algun otro individuo y no el padre alegado, es el padre de la cria.

Siguiendo el marco bayesiano utilizado anteriormente, podemos
interpretar la evidencia de la siguiente manera:

Pr G, /G, H

LR (15)

Pr GC /Gp ,Hd

La probabilidad del genotipo de la cria en el denominador es
independiente del genotipo del padre alegado, dado que segun Hy éste
ultimo no es el verdadero padre. Por lo tanto, la ecuacién se reduce a:

Pr G, /G, ,Hp
LR (16)
PrG./ Hy

A continuacion ejemplificamos el calculo del indice de paternidad
para distintas combinaciones de genotipos del padre putativo y la cria.

Ejemplo 1.
Consideremos los siguientes genotipos del duo: Gp=ac y Gg=ab. Para
calcular el numerador Pr(Gc=ab/Gp=ac,Hp) asumimos que el padre

alegado es el verdadero padre de la cria. Como no poseemos la
informacién de la madre, no podemos calcularlo mediante un cuadro de
Punnet, como hicimos para calcular el IP en los trios. En nuestro ejemplo
el alelo a de la cria proviene del padre con probabilidad Y2, ya que el
mismo es heterocigota. El alelo b es heredado de la madre y, como no
posemos la informacién del genotipo materno, suponemos que deriva de
una madre desconocida de la poblacion. De esta forma, le asignamos a
este alelo b una probabilidad equivalente a su frecuencia génica

poblacional py, siendo el numerador 1/2*py. Para calcular el denominador
Pr(G¢=ab/ Hg), debemos determinar la probabilidad de que el genotipo de

la cria Gg=ab provenga de la poblacion. Considerando
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que conocemos las frecuencias génicas poblacionales, de donde proviene
el padre verdadero segun Hy y asumiendo que existe equilibrio de Hardy-

Weinberg (ver Anexo 5.5.3), calculamos el denominador Pr(Gc=ab/ Hy) =

2*pa*pp- Finalmente, el indice de paternidad equivale a:

—Pb 1
IP <
2P " pp 4pa

En la Tabla 5.2 se calcula el IP para todas las combinaciones
posibles de genotipos de la cria y padre alegado.

Genotipo Genotipo de la IP
materno cria
aa Aa 1_
Pa
aa Ab 1
ab Aa 2Pa
ab Ab Pa_Pb
4pa po
ab Ac 1
4p,

Tabla 5.2. Calculo del indice de paternidad para las combinaciones
posibles de tipo inclusion de genotipos paternos y de la cria.
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Cuadro 5.1. Ejemplo del calculo de las frecuencias genotipicas segun el
principio de Hardy-Weinberg (H-W).

Proporciones genotipicas esperadas | Frecuencias alélicas para el

segun el principio de Hardy-Weinberg esperma

para un locus con dos alelos A1 (p1) Az (p2)

Frecuencias alélicas para A1 (p1) A1A1 (p1p1) AAz2 (p1p2)

los ovulos

Az (p2) A1A2 (p2p1) A2A2 (p2p2)

Las proporciones genotipicas que se originan a partir de las frecuencias
génicas de la poblacion segun el principio de H-W pueden expresarse de
forma simbdlica como:

Homocigotas: AjA;; Pii = pi2,
Heterocigotas: AjA;; Pjj = 2pip;, i # .

En el caso de que una poblacién no posea sus proporciones genotipicas de
acuerdo al principio de H-W, soélo basta una generacién de apareamiento al
azar para alcanzarlo, pues en cada generacion las proporciones genotipicas
s6lo dependen de las frecuencias génicas de la poblacion. Como
mencionamos anteriormente, las ecuaciones utilizadas a lo largo de este
capitulo asumen que las poblaciones se encuentran en equilibrio de H-W. Sin
embargo, existen modificaciones de estas férmulas generales para ajustar los
valores en situaciones donde existen desviaciones de los valores esperados
para tal equilibrio. Uno de los ajustes mas utilizados en las ciencias forenses
es el que contempla la existencia de sub-estructuracion poblacional.
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5.3 PODER DE EXCLUSION

La disponibilidad de varias técnicas de analisis de la variabilidad
genética como los polimorfismos bioquimicos, los grupos sanguineos y
especialmente los marcadores de ADN, ha permitido su aplicacion en
la identificacion individual y en el control de filiacién. Una forma de
cuantificar la eficacia de un conjunto particular de marcadores
genéticos es calculando la probabilidad de exclusion (PE) a priori, la
que se define como la probabilidad de que un sistema genético
especifico confiera evidencias que conduzcan a la exclusién de un
determinada relacion genética (ejemplo, la paternidad discutida de un
padre, la correspondencia entre la evidencia y la referencia en casos
forenses, etc.). Este indice se evalua en el contexto de diferentes
escenarios que se presentan habitualmente en los casos de paternidad
e identificacion individual. En las situaciones analizadas en este
capitulo se asume que los marcadores genéticos utilizados poseen
herencia de tipo codominante y estan en equilibrio de ligamiento y
Hardy-Weinberg (ver Anexos 5.5.3y 5.5.4).

5.3.1 Poder de exclusion en casos de paternidad

En la seccion anterior se ha definido que si un padre alegado es
compatible con todos los marcadores genéticos de la cria, obtenemos
una inclusion genética. Ademas, notamos que este resultado puede
tener dos interpretaciones posibles: i) Hp: el padre alegado es el padre
de la cria. ii) Hd: algun otro individuo de la poblacién y no el padre
alegado, es el padre de la cria. De esto surge que la efectividad de un
marcador genético para resolver disputas de paternidad puede ser
determinada calculando su habilidad de excluir padres falsos. Cuanto
mas pequefa es la probabilidad del denominador de la ecuacion de
verosimilitud, que en los casos de parentesco denominamos indice de

Paternidad (IP), mayor peso poseera la evidencia.
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5.3.1.1 Poder de exclusion de paternidades en trios: PE(p/m,c)

Podemos calcular el poder de exclusion en los casos de paternidad
considerando todas las combinaciones de genotipos maternos y de la cria
y verificando en cada caso qué genotipos paternos pueden excluir la
relacion de paternidad. De esta manera, la sumatoria del valor de
probabilidad de todas las posibles exclusiones constituye el poder de
exclusion de este sistema genético. Como ejemplo, consideremos un

marcador bialélico donde una madre posee el genotipo A{A{ y su cria
A1A2. Con esta informacién podemos determinar que el alelo materno de
la cria es A4y el paterno Ap. Por ende, todos los padres que no posean Ay
quedan excluidos de la paternidad. Como se trata de un locus con dos

alelos, el unico padre excluido puede ser el de genotipo A1A¢. La

probabilidad de exclusion de este caso particular se calcula como:

Pr(Gm==A1A1) * Pr(Gc=A1A2/Gm=A1A1) * Pr(Gp=A1A1)

2 . . 2 _ 4,
P1 P2 P1 =p1 P2

En la Tabla 5.3 se muestran todas las combinaciones posibles
madre, cria y padre excluido para un locus multialélico.

Madre Cria Padre excluido

Tipo PrGn, tipo PrG¢/Gm  Tipo Pr Gp

AA o AA  p AvA. w,x#i (1-pi)
AA P AvAC wox#] (1)

AA; 2p; pj AiAi  pil2 AvA.  wx#i (1-p)°

#i AA  pil2 AvAc w,x#]  (1-p) ,
AiA (Pite)2 AvAc wox#i o (1-pio py)
Ai A pk/ 2 Aw Ax, w, X #k (1-pk)2
Ai Aj PK/2 Aw Ax, w, X # Kk (1-pk)2

Tabla 5.3. Exclusiones de paternidad para un locus multialélico.
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El poder de exclusion de este marcador genético consiste en la
sumatoria del producto de las tres columnas de cada fila de la tabla.

Este célculo del poder de exclusion individual PE; puede expresarse

mediante la siguiente ecuacion (Jamieson y Taylor, 1994):

k k k k k k

PE; (p/m,c) 12 Pi12 o’

i1

k
\rr)
2p' 3p7 AP 3p N

i1 i1 i1 i1

donde pj corresponde a la frecuencia genica del i-th alelo y pj la

frecuencia génica del j-th alelo, siendo i diferente a j.

5.3.1.2 Poder de exclusion en duos: PE (p/c)

El poder de exclusién en casos de paternidad cuando no se conoce
el genotipo de uno de los progenitores (generalmente el padre) se
calcula de forma similar al caso de paternidad en trios. En este caso no
existe el genotipo materno y la probabilidad de la cria, por ende, no es
condicional sobre la madre. Como ejemplo, si consideramos un

marcador bialélico donde la cria posee el genotipo A4A4, los Unicos

padres excluidos en este son de genotipo ApAy. La probabilidad de

exclusion de este caso particular se calcula como:

Pr(Gc=A1A1) * Pr(Gp=A2A2)

2 2
p1-

2, 2
P2  =p1

P2

La probabilidad de exclusién de un marcador genético para todas las
combinaciones de crias y padres excluidos puede determinarse con la
siguiente ecuacion (Jamieson y Taylor, 1997):

Kk K 2 ko K
PE;(plc)14 pf 2pf’ 4 p? 3 p (19)

i1 i1 i1 i1
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donde p; corresponde a la frecuencia génica del i-th alelo y k es el

numero de alelos
5.3.1.3 Poder de exclusion en casos de cambio de progenie: PE (c/p,m)

En este caso se desea determina el poder de exclusion de una
relaciéon de filiacion entre una cria y sus dos padres putativos (por
ejemplo, sustitucion de progenie). En esta situacion la probabilidad de
exclusion (Jamieson y Taylor, 1997) se estima con la siguiente férmula:

k
PE(c/m,p)14 p'4 p’3 p 8 p 8 p° p 2 p

donde p; corresponde a la frecuencia génica del i-th alelo y k es el

numero de alelos.
5.3.2 Poder de exclusién en casos de identificacion individual: PE (e/r)

El poder de exclusion de un locus cuando se comparan dos genotipos
(evidencia y referencia), también denominado poder de discriminacion, se
obtiene calculando el complemento de la probabilidad de que dos
individuos tomados al azar de la poblacion presenten genotipos idénticos

(matching). El PE en este caso se estima mediante la siguiente formula:

k k
PE(e/N1 pi 4pip
i1 Jji1 (21 )

donde pi y pj corresponden a la frecuencia génica de los i-th y j-th alelos y
k al numero total de alelos. El primer término corresponde a todos los
posibles homocigotos, y el segundo a las diferentes combinaciones

posibles de genotipos heterocigotas (sin tener en cuenta el orden).
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5.3.3 Poder de exclusion combinado simple y doble

La probabilidad de exclusion depende de las frecuencias génicas y
del numero de alelos. Si PE; es la probabilidad de exclusién de un
locus i, la probabilidad de exclusion combinada simple PECg de varios
loci se determina calculando la probabilidad de que al menos un locus
del sistema conduzca a la exclusion. O, en otras palabras, PECg es
igual al complemento de la probabilidad de que todos los marcadores

genéticos incluyan. De esta manera, calculamos el PECg como (Boyd,
1954; Weir, 1990):

PECs 1 1PE; (22)
k

donde PE; corresponde a la probabilidad de exclusion del i-th locus y k
al numero de loci.

Para reducir el efecto de los errores de tipificacion genética, de las
mutaciones y de la presencia de alelos nulos se ha sugerido la
aplicacion del criterio de exclusion en mas de un locus (Chakraborty et
al., 1974, Pemberton et al., 1995). La probabilidad de exclusion
combinada de dos o mas loci (PECq) puede ser calculada como el

complemento de la probabilidad que ocurra ninguna o solo una
exclusion (Chakraborty et al., 1974):

k k k

PEC4 1 (1PE;) PEj (1PEj) (23)
i1 i1 ij

donde PE; corresponde a la probabilidad de exclusion del i-th locus, k

al numero de loci, y PE; al poder de exclusion individual de los j-th loci
diferentes del i-th locus considerado en cada término del producto.

5.3.4 Poder de exclusion para marcadores uniparentales

Las ecuaciones descritas en los apartados anteriores se refieren a
marcadores autosoémicos que poseen una herencia mendeliana
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codominante. Como se mencionoé anteriormente, cada individuo posee
dos alelos para cada locus, uno heredado de cada progenitor. Sin
embargo, en genética forense es un hecho comun el uso de
marcadores uniparentales, como el ADNmt (linaje materno) y los
marcadores del cromosoma Y (linaje paterno). Estos loci, a diferencia
de los anteriores, se caracterizan por poseer una sola copia o haplotipo
por individuo heredada de uno de los progenitores. Es por esta razon
que en los casos de identificacion genética mediante marcadores

uniparentales, el poder de exclusién se calcula como:

k

PE(elr) 1 p,-i (24)

donde p;j es la frecuencia del haplotipo mitocondrial o del cromosoma Y

k
en la poblacion, siendo el termino p,-2 la probabilidad de coincidencia
i1

de dos muestras tomadas al azar de la poblacion (random match
probability; Angleby y Savolainen, 2005).

5.5. ANEXOS
Anexo 5.1. Principios de genética de poblaciones

En este capitulo se introducen las bases estadisticas de los calculos,
tanto de los indices forenses como del poder de exclusion en los casos
mas frecuentes de paternidades e identificacion individual. En las
ecuaciones descritas para los célculos forenses, considerabamos la
hipoétesis de que la evidencia y la referencia, a pesar de poseer idéntico
genotipo, no eran parte del mismo animal y por lo tanto la evidencia
provenia de otro individuo de la poblacién. Asimismo, en los calculos de
los indices de paternidad, la hipotesis alternativa consideraba que el
alelo paterno de la cria no provenia del padre dubitado sino de otro

individuo de la poblacién. En todos estos casos, es necesario entonces
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estimar de alguna manera la probabilidad de que estos alelos o
genotipos pertenezcan a la poblacion general. La estimacion de estas
probabilidades constituye una parte muy importante de la genética
forense y se funda en principios establecidos dentro del marco
conceptual de la Genética de Poblaciones.

Para obtener la probabilidad de que un individuo seleccionado al
azar de la poblacion posea el mismo perfil genético que la evidencia de
ADN, necesitamos conocer la frecuencia de dicho genotipo en la
poblacion. Estos valores generalmente se obtienen a partir de una
muestra de la poblacién total, que suele denominarse base de datos de
ADN. En la practica de rutina de los laboratorios forenses, para
determinar el perfil genético de las evidencias se utilizan decenas de
marcadores moleculares. Por lo tanto, para una determinada base de
datos, existen miles de millones de genotipos posibles para este
conjunto de marcadores utilizados, y debido a esta limitacién debemos
utilizar forzosamente las frecuencias génicas de cada alelo para
estimar la frecuencia esperada de un cierto perfii de ADN. A
consecuencia de lo expuesto, para realizar dichas inferencias
estadisticas, necesitamos establecer ciertas asunciones acerca de la
estructura genética de la poblacion, y ahi es donde la Genética de
Poblaciones juega un papel clave.

Anexo 5.5.2. Frecuencias alélicas y genotipicas

Es usual en genética designar a un gen con una letra y a cada alelo con

un subindice numérico. Por ejemplo Ag se refiere al sexto alelo del locus A,

y B12 al doceavo alelo del locus B. Cuando queremos aplicar alguna regla

general o férmula a un locus determinado, generalmente utilizamos letras
como subindices, por ejemplo i o j. Ademas, al referirnos a la frecuencia o
proporcion de un alelo determinado utilizamos la letra p con un subindice
que indica el nombre del alelo. Por ejemplo, denotamos particularmente

que el alelo As se encuentra en la poblacién en una proporcién del 20%

como p5=0,2 y generalmente que
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cierto locus A; posee una frecuencia p;. Es importante notar que la

sumatoria de las frecuencias alélicas para todos los alelos i de un locus
es igual a uno, es decir .

Anexo 5.5.3. Apareamiento al azar y proporciones en equilibrio de

Hardy-Weinberg

En general y de manera simplificada, en los calculos forenses se suele
asumir que los individuos de una poblacion se reproducen en forma
aleatoria. Sin embargo, es evidente que los individuos de una especie
determinada no se aparean aleatoriamente. Por ejemplo, una vaca de la
raza Holstein en Gran Bretafa no tiene la misma oportunidad de aparearse
con un macho de la raza Holando de la provincia de Santa Fé, Argentina,
que con un toro de su mismo establecimiento lechero. Sin embargo, los
apareamientos no se realizan de acuerdo a los genotipos que poseen los
individuos para los marcadores utilizados en los analisis forenses. En este
caso, y a pesar de la separacion geografica de estos animales, si las
frecuencias alélicas locales no se alejan de las halladas para la raza
Holstein a nivel mundial, las proporciones genotipicas de ambas

poblaciones pueden ser similares.

Las frecuencias genotipicas esperadas en una poblacién con
apareamiento al azar se denominan proporciones de Hardy-Weinberg,
y surgen intuitivamente de suponer que estas proporciones son el
resultado de la combinacion aleatoria de las gametas que provienen de
sus progenitores. Por ejemplo, pensemos en un locus que posee dos

alelos Aq y Ao con frecuencias pq y p2, respectivamente. Los posibles
genotipos para este locus surgen de la combinacion aleatoria de sus
, 2 .
alelos: A1A1 con frecuencia esperada p1*p1 = p1 ; A2A2 con frecuencia
2 .
esperada p2:p2 = p2 Y A1A2 con frecuencia esperada p1*p2 + p2*p1 =
2:p1*pa2.
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Anexo 5.5.4. Multiples loci y equilibrio de ligamiento

Una poblacion con apareamiento al azar (y en ausencia de otras
fuerzas evolutivas como seleccion y migracion) durante un cierto
numero de generaciones consigue un estado de equilibrio, en el cual la
frecuencia de un perfil genético para varios loci (genotipo multiloci) es
equivalente al producto de las frecuencias genotipicas de sus loci
individuales. Cuando la poblaciéon arriba a dicho estado, decimos que
se encuentra en Equilibrio de Ligamiento (LE). El concepto de equilibrio
de ligamiento es utilizado frecuentemente en la practica cuando se
calcula el indice forense de un conjunto de loci. El procedimiento de
calculo de este indice se conoce como ley del producto, pues consiste
simplemente en multiplicar el valor del indice forense obtenido para

cada loci individual.

Una diferencia importante entre el equilibrio Hardy-Weinberg y el de
ligamiento es que este ultimo no se alcanza en una sola generacién de
apareamiento al azar, sino en forma gradual. Para un par de loci no
ligados (que no se encuentran en el mismo par de cromosomas
homalogos) el desequilibrio de ligamiento (LD) se reduce a la mitad en
sucesivas generaciones. Es importante notar que, aunque de una
forma mas gradual, los loci que se encuentran en un mismo
cromosoma pueden alcanzar el estado de equilibrio. Sin embargo, la
mayor parte de las aplicaciones forenses utilizan marcadores genéticos
que se encuentran en distintos cromosomas homoélogos y que se
encuentran en LE. Otro punto a tener en cuenta es que la sub-
estructuracion poblacional actua aumentando el LD entre algunos loci y
de forma inversa reduciendo el desequilibrio entre otros marcadores.
De esta forma, la ley del producto puede considerarse como una forma

conservativa de calcular el indice forense para un conjunto de loci.
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CAPITULO 6

ASIGNACION RACIAL

DEFINICION DE RAZA. METODOS DE ASIGNACION RACIAL.
PROGRAMAS Y APLICACIONES DE LA ASIGNACION RACIAL

Andrés Rogberg Mufioz, Agustin H. Falomir Lockhart, Daniel E. Goszczynski

6.1 Generalidades de la asignacion racial

6.1.1 ;Qué es una raza?

El concepto de raza se aplica casi especificamente a los animales

domésticos, de produccion, de trabajo o de compafiia. Desde el punto de

vista genético suele utilizarse para designar subgrupos o poblaciones de la

misma especie que presentan diferencias genéticas por estar parcialmente

aisladas (natural o artificialmente), pero que son capaces de seguir

reproduciéndose entre si. El aislamiento pudo haberse originado por

causas geograficas, como subgrupos que fueron llevados por los humanos

a zonas aisladas (el perro sin pelo de Peru) o islas (raza bovina Jersey);

por eventos de domesticacion independiente (los cerdos); o, como en el

caso de muchas razas modernas, por el aislamiento artificial/intencional

realizado por el hombre (barrera racial). En el caso de los animales

salvajes, el aislamiento geografico que determina diferencias evolutivas a

nivel fenotipico suele constituir sub-especies. Sin embargo, existen casos

intermedios como algunas poblaciones de peces de criadero, donde no se

utiliza el término “raza”. Originalmente, muchas razas modernas se

seleccionaron y diferenciaron
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por caracteristicas morfolégicas definidas, siendo el pelaje uno de los
caracteres mas considerados. Como consecuencia del aislamiento se
generaron diferencias, que ademas de observarse fenotipicamente,

pueden detectarse a nivel del genoma.

6.1.2 Definicion de asignacion

Si bien en el ambito veterinario y de la produccion animal el
concepto de raza nos es familiar, muchas veces su determinacion no
es tan sencilla, y la determinacion de la raza de origen de un animal
por algun método dado es lo que llamamos asignacion racial. En
general, las asociaciones de criadores de razas han definido patrones
fenotipicos particulares para cada una, y un animal puede ser
considerado de esa raza si se adapta a esas descripciones; sin
embargo, este método es subjetivo al inspector. Por otro lado, existen
registros genealdgicos que avalan la pureza de un determinado
individuo, aunque en muchos casos las paternidades declaradas
puedan ser erroneas. Ante un contexto comprendido por el desarrollo
tecnologico, los avances en genética, el acceso masivo a la
informacion y la inclusion del analisis de ADN como una herramienta
disponible, surge la posibilidad de implementar métodos de asignacion
racial cada vez mas seguros y confiables. En este sentido, podemos
definir la asignacién racial molecular como la determinacién de la raza
de un animal a través de un estudio de ADN con fines de control,
comercializacion, trazabilidad, forenses, u otra naturaleza.

Un punto a tener en cuenta para asignar la raza de un individuo es
que, independientemente del método de asignacién racial utilizado, se
requiere de un patron previamente definido para la raza y con el cual
se hara la comparacion. Por ejemplo, si el método usado se basa en
caracteristicas observables a simple vista (fenotipicos en el animal
vivo) sera necesaria una descripcion minuciosa de las caracteristicas
morfolégicas y de pelaje aceptadas, mientras que si el método se basa
en estudios de ADN, se requerira una base de datos poblacional
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compuesta por un numero de animales pura de la raza previamente

genotipados para los mismos marcadores a utilizar para la asignacién

racial (ver capitulo 4).

6.1.3 Caracteristicas de clasificacion de razas en las especies

domésticas

En la Tabla 1 se detallan algunos de los criterios que se utilizan para

clasificar y diferenciar las razas de diferentes especies de animales

domésticos. Estos criterios son utilizados para la asignacion racial a

nivel fenotipico y en algunos casos hasta pueden determinar que un

animal sea reconocido o0 no como miembro de una raza.

CRITERIO DE CLASIFICACION

Especie  Color de capa Origen Morfolégico Funcién
s i Foi ot iy Estructura corporal/Tamafio corporal/
Largo del pelo
. Centro de Domesticacién | Presencia y forma de cuernos/Largo prepucio/ . .
SRS St (Medio Oriente/India) Tamano y forma gibas/Largo del pelo/otros Lechero/Carnicero/Trabajo
PartG si L Tamanio corporal Deportivo/Terrier/Caza/
(pequenos/medianos/grandes/gigantes) |Trabajo/Compariia/Pastores
8 Bufalo Si Pais de origen delaraza | Tamaro corporal/Forma y largo cuernos |Lechero/Carnicero/Trabajo
o
w
= ; Centro de Domesticacion E 55
g Cerdo Si (Europa/Asia) Tamafo corporal De produccién/mascotas
=
Cabra Si - Tamario corporal Lechero/Carnicero/Fibra
Equino Si Pais de origen de la raza RERA A NGt daRda) Trabajo/Deportes/Paseo
Temperamento
Conejo Si Pais de origen dela raza Tamano/Tipo de oreja/Largo de pelo Carne/Piel/Pelo
Ovino Si s TIPO ylargo C.le i Lechero/Carnicero/Lana
Presencia o ausencia de cuernos
Gallina Si Pais de origen dela raza Tamafic eoiporsl/balckdeipial/Cantitadide Huevos/Carne/Ornamental
u plumas/Color de huevos/otros
>
< | Pavo Si Pais de origen de la raza Tamario corporal (Pesado/liviano) -

Tabla 6.1: Criterios de clasificacion de las razas dentro de las
principales especies de animales domésticos.
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6.2 Métodos de asignacion racial

La raza de un animal puede determinarse genéticamente desde dos
enfoques: por métodos deterministicos, basados en el andlisis de
marcadores especificos de raza (por ejemplo, genes asociados a color
de capa o piel), y por métodos probabilisticos, que determinan la
similitud o la distancia entre el genotipo del animal muestreado con
respecto a una poblaciones de referencia (animales puros).

6.2.1 Métodos deterministicos

Para generar una caracteristica visual diferencial, muchas razas
fueron seleccionadas hacia unos pocos 0 un unico patron de pelaje.
Consecuentemente, los genes de pigmentacion fueron sometidos a
una presion selectiva durante mucho tiempo, y por ese motivo la
busqueda de marcadores raciales privativos se enfocé inicialmente
sobre caracteristicas. Los analisis comenzaron en ratones, y se
trasladaron por homologia a las especies domésticas, dando lugar al
estudio de genes como MC1R (Receptor de Melanocortina 1), ASIP
(proteina de sefalizacion aguti) y TYRP1 (Proteina relacionada a
tirosinasa 1), entre otros. Estos genes desempefan roles importantes
en la via de sintesis de la melanina (Bennett y Lamoreux 2003).

Para mencionar algunos ejemplos, en bovinos el gen MC1R
presenta dos mutaciones, cuyos alelos determinan la prevalencia de
eumelanina (cabello de capa negro) y feomelanina (cabello rojo o
amarillo); algunos estudios sefialan que este gen actua de manera
similar en cerdos. El gen ASIP ha sido asociado a variaciones en el
color de pelaje de las ovejas, y el gen TYRP1 esta correlacionado a
variaciones de color en vacas, ovejas y cerdos. Finalmente, el gen KIT
ha sido asociado al color blanco dominante en cerdos domésticos, y
estudios recientes sugieren que también podria estar relacionado con
los patrones de manchas blancas en razas lecheras bovinas.

La eleccidén de un método deterministico para una asignacion racial
no siempre resulta adecuada y dependera de cada problematica en
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particular ya que el método requiere alelos exclusivos de cada raza a
diferenciar. Por ejemplo, si utilizamos genes relacionados con la
determinacion del pelaje, no podriamos diferenciar razas con pelajes
similares. Sin embargo, existen ejemplos donde estos métodos han
sido utilizados con éxito. En el afio 2002, Maudet y Taberlet utilizaron
por primera vez tres mutaciones ubicadas en el gen MC1R para
autentificar tres quesos franceses (con denominacion de origen, RDO).
Los quesos Beaufort, Abondance y Reblochon deben ser producidos
s6lo por las razas lecheras Montbéliard, Abondance y Tarentaise, y en
el estudio se pudo detectar algunas adulteraciones por la utilizacién de
leche Holstein en la fabricacion. Los investigadores determinaron las
frecuencias de cuatro variantes alélicas en el gen MC1R y encontraron
variantes exclusivas para las razas. En la Tabla 6.2 se muestran los
datos adaptados del trabajo original (Maudet y Taberlet, 2002).

Raza Color de capa Genotipo
Abondance Marron y blanco ele (AA)
Montbéliard Rojo y blanco ele (AA)
Tarentaise Rojizo con negro E1/E1 (BB) o E+/E1 (BC)

Holstein Blanco y negro E”E (DD)

Tabla 6.2. Genotipos del gen MC1R en diferentes razas lecheras
criadas en Francia: Abondance, Montbéliard, Tarentaise y Holstein
(Adaptada de Maudet y Taberlet, 2002).

Como se puede observar en la Tabla, la raza Holstein posee el alelo
ED fijado (y exclusivo de la raza en este contexto). Las razas
Abondance y Montbéliard presentan el mismo genotipo (e/e) y no
podria diferenciarse una de otra utilizando este método, aunque si los
quesos provenientes de la raza Tarentaise (siempre en el contexto de
estas cuatro razas). Sin embargo, los genotipos de las tres razas
francesas se diferencian completamente del Holstein; por lo tanto, al
detectar el alelo ED en una muestra, se puede demostrar la
adulteracion con otra raza diferente a la Abondance, Montbéliard y

Tarentaise (probablemente Holstein).
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6.2.2 Métodos probabilisticos

Partiendo de la idea de que el genotipo de un individuo es mas
parecido a los de su poblacién de origen que a los de cualquier otra
poblacion, es posible determinar la raza de pertenencia por funciones
de maxima verosimilitud, estadistica bayesiana o distancias genéticas.
Por supuesto, esto requiere una base de datos poblacional previa que
incluya un numero representativo de animales por raza a asignar (ver

capitulo 4).
6.2.2.1 Métodos de maxima verosimilitud

Los métodos de maxima verosimilitud son procedimientos
matematicos que consideran los datos observados como muestras de
procesos aleatorios, 0 modelos cuyos parametros son desconocidos.
Dada una distribucion de probabilidad D, con una densidad de
probabilidad Ld, caracterizada por un parametro 8, y dada una muestra
de xi datos observados para i = 1 ... n, la probabilidad asociada a los

datos observados puede ser calculada como:

P((x;} 1] 6) = La(8 [{x} Iy

Si el parametro 6 no es conocido, es posible inferir sobre su verdadero valor a
partir de la muestra 6. El método de maxima verosimilitud busca, en el espacio
de todos los valores posibles, el valor de 6 que maximiza la probabilidad de
haber observado la muestra dada. La incertidumbre asociada a esta estimacion
se expresa normalmente por los intervalos de confianza del 95% para 6.

6.2.2.2 Métodos bayesianos

Los métodos bayesianos infieren los parametros del modelo
combinando la maxima verosimilitud con la informacién previa. La

informacion sobre el parametro 8 debe expresarse mediante la
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especificacion de una distribucion previa P(8). La distribucion P(0) es
ponderada hacia el 6 mas probable de acuerdo a la informacion previa
disponible. El resultado es la probabilidad posterior, que corresponde a
nuestras creencias acerca de los parametros, teniendo en cuenta tanto los
datos anteriores como los observados. Suponiendo que las frecuencias
alélicas en cada locus de cada poblacién tienen a priori una igual densidad
de probabilidad, la probabilidad posterior de observar individuos con el

genotipo Ak Ak en el locus j de la poblacién i es igual a:

(nyje + 1/K; + 1)(ny + 1/K;)
(niy + 2)(ny; + 1) sik =k

donde n ijk es el numero de alelos k muestreados en el locus j en la
poblacion i; nij es el numero de genes muestreados en la poblacion i; y
kj es el numero total de alelos observados en todas las poblaciones en
el locus j. Esto nos indica la probabilidad de que un individuo
pertenezca a una poblacién y se puede utilizar como un umbral o
criterio de asignacion.

6.2.2.3 Métodos de distancia genética

Los métodos de distancia genética asignan la poblacidon
desconocida a la mas cercana, es decir, la poblacién desconocida se
aparea con la que genera distancia genética promedio menor. Se
utilizan calculos de distancia genética como la estandar de Nei, Chord,
o Da (Takezaki y Nei, 1996). La asignacion basada en distancia no
requiere una matematica compleja; se puede adaptar a las
propiedades de los marcadores moleculares y esta libre de supuestos
de Hardy-Weinberg o desequilibrios de ligamiento. Su principal
desventaja es la falta de una probabilidad asociada a la asignacion.
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6.2.2 Programas de asignacién

Los programas mas comunmente usados para la asignacion racial

se listan en la Tabla 6.3. El uso de cada uno de ellos debe ser

evaluado dependiendo del marco de la problematica a resolver y el tipo

y numero de marcadores disponibles.

Programa Criterio Marcador Enlace
Tipo Densidad
Distancia
genetica STR Baja densidad
GeneClass2 |Frecuencia SNP [(no pueden www1.montpellier.inra.frfCBGP
genica EEH; estar ligados)  |/software/GeneClass
Bayesiano
STR |Baja densidad
Structure Bayesiano SNP |(no pueden pritchardlab.stanford.edu/struct
RFLP ure.html
AFLP [estar ligados)
Baja y Alta www.genetics.ucla.edu/softwar
Admix Bayesiano SNP |densidad e/admixture
Baja y Alta C .
FastStructure | Bayesiano SNP |densidad rajanil.github.io/fastStructure
Baja y Alta www.helsinki.fi/bsg/software/B
BAPS Bayesiano SNP |densidad APS
bml.ucdavis.edu/research/rese
Maxima arch-programs/ecology-
Wichrun C o STR |[Baja densidad |evolution-conservation/salmon-
verosimilitud

research/salmon-genetics-
software

Tabla 6.3: Caracteristicas de los programas mas utilizados para
la asignacion racial a partir de datos de marcadores moleculares.

6.3 Usos de los métodos de asignacion

Los métodos de asignacién racial, ademas de ser variados, tienen una

gran diversidad de utilidades en diferentes areas: i) en el campo de la

produccion,

para certificar

determinados productos,

acreditar sus

condiciones de elaboracion y su origen, tomar decisiones y mejorar los

esquemas productivos (principalmente en casos de razas compuestas y

149




cruzamiento); ii) en el campo de la biodiversidad, para apoyar la
conservacion de razas a través de sus relaciones e historia; iii) en el
campo de la justicia, como soporte a pericias en casos judiciales.

6.3.1 Certificacion de productos alimenticios

En un mundo cada vez mas globalizado, la certificacion de la
inocuidad, calidad y procedencia de los productos de origen animal se
ha vuelto un tema de gran importancia. En los ultimos afios se han
sucedido eventos sanitarios que han provocado que consumidores
individuales, asociaciones de consumidores e incluso paises
compradores de estos productos, empiecen a demandar controles
sobre los productos que compran, su produccién y transporte. Los
ejemplos de mayor difusion abarcan zoonosis, como la gripe aviar y la
gripe porcina, enfermedades relacionadas al tipo de alimentacion que
consumen los animales, como la encefalopatia espongiforme bovina, e
intoxicaciones por el consumo de subproductos animales con alto
contenido de quimicos toxicos, como la crisis de las dioxinas. Estos
ejemplos ponen de manifiesto la importancia de controlar tanto el
producto como el animal y el sistema de produccion. Por su parte, la
Organizacion Mundial de la Salud posee dos programas relacionados
al consumo de alimentos: Seguridad Alimentaria (Food Safety
http.//www.who.int/foodsafety/en/#) y “Vigilancia de intoxicaciones
alimentarias” (Foodborne Disease Surveillance
http.//www.who.int/foodborne_disease/en/#).

En este contexto, la asignacion racial puede ser una herramienta que
indirectamente resuelva algunas de estas cuestiones. Se podria pensar
que el hecho de conocer la raza de un individuo nos brinda una limitada
informacion. Sin embargo, ciertas razas poseen atributos de calidad
superiores a otras y una determinacion racial podria asegurarnos una
cierta calidad (minima al menos). Aunque las posibilidades son mas
amplias, la raza nos puede dar informacién geografica, ya que hay razas

que se crian casi exclusivamente en algunos paises o regiones, o hay
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paises o regiones donde no se crian determinadas razas. Mas aun,
dado que el ecosistema y/o el modo de produccion de ciertas regiones
son particulares o exclusivos, y muchas veces algunas razas fueron
seleccionadas y criadas exclusivamente en esas mismas regiones, la
certificacion racial podria estar dandonos también informacion sobre la
produccion. Pero veamos mas en detalle cada una de las situaciones

que mencionamos:

6.3.1.1 Calidad

Cuando hablamos de alimentos, en la mayoria de los casos la
calidad de los mismos no puede ser testeada o probada por el
consumidor previo a su compra. Como se menciond, existen razas o
poblaciones que poseen atributos exclusivos de calidad y la
certificacion racial podria asegurar una calidad minima al consumidor.
Algunas razas o comercializadores de productos alimenticios de origen
animal han aprovechado este reconocimiento para generar marcas
propias o certificaciones que agregan valor a sus productos y en
algunos casos logran distribuir el beneficio en la cadena de produccién.
Veamos algunos ejemplos:

Carne Angus Certificada: es el programa de la Asociacion
Argentina de Angus; en su pagina web aparecen varios criterios para la
certificacion, algunos raciales como el pelaje (negro o colorado sélido
tipico del Angus) y el caracter mocho (absoluto en la raza) y otros de
calidad que también se le atribuyen a la raza (Wheeler et al., 2005),
como la muscularidad, la madurez/edad, la buena tipificacion de la
canal, grasa de cobertura y marmoleado. Todos caracteres fenotipicos
y de calidad.

Munchi’'s y San Isidro Labrador: estas marcas de productos
lacteos alegan la calidad de sus productos debido al uso de leche
obtenida de animales de raza Jersey. La raza Jersey es reconocida por
el mayor contenido de sdlidos en la leche (Auldist et al., 2004).
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Jamon Ibérico: es una denominacion de origen y de calidad del
jamén espafiol criado a partir de animales con al menos un 50% de
sangre de razas Ibéricas. Esta certificacion contempla ademas una
certificacion  del proceso de alimentacion (Gobierno de
Esparia/Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y Maritimo 2014).

Raza Nostra: portal y carniceria espariola que vende carne de
razas bovinas, ovinas y suinas reconocidas y certificadas (Raza Nostra
2014).

6.3.1.2 Trazabilidad

La trazabilidad es un término muy amplio que puede utilizarse para
productos y procesos, en particular productos de origen animal. Existen
varias definiciones, por ejemplo, las Normas ISO 8402 la definen como
“la capacidad de establecer la historia de los procesos de origen de un
producto, su uso y procedencia mediante referencia a un registro
escrito”, mientras que la Regulacion Europea (ER) 178/2002 la define
como “la habilidad para trazar y seguir un animal, un alimento o un
ingrediente a través de todos las etapas de produccion y distribucion”.
En el caso de los animales, se han generado varios métodos de
identificacién para los individuos en las etapas productivas como
caravanas, bolos ruminales, analisis retinal, entre otros, que luego
requieren una continuidad a nivel de faena, empaque y distribucion.
Por otro lado, el ADN ha demostrado ser una herramienta utilizable
para el seguimiento en toda la cadena, desde los animales hasta sus
derivados alimenticios, ya que se encuentra en toda célula nucleada
del individuo (es decir en cualquier tejido) y se mantiene inalterado con
la mayoria de los tratamientos de coccion, conservacion o curado.

Si bien los métodos de asignacion racial no pueden identificar
individuos, debido a que no es el objetivo del analisis, pueden en ciertos
contextos servir como control de fraudes. En las diferentes regiones del
mundo las razas criadas varian notoriamente, esto se debe principalmente

a condiciones climaticas e historicas. De este modo se
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podria chequear la adulteracion de productos animales provenientes de
ciertas regiones con productos locales de inferior calidad y/o mas
baratos. Un ejemplo de esta utilidad se puede encontrar en un estudio
realizado por nuestro grupo (Rogberg-Mufoz et al., 2014) donde se
tested la posibilidad de identificar carne Argentina en el mercado chino.
En el contexto de las crecientes importaciones de carne en China y la
informalidad remanente del mercado carnico interno, pueden ocurrir
adulteraciones que impliquen el etiquetado de carne producida
localmente como carne importada. China es uno de los principales
productores de carne del mundo (y principales consumidores en total a
nivel pais) y su produccién se basa en el ganado local llamado Ganado
Amarillo Chino, aunque practicamente toda esta produccion es volcada
al mercado interno. La carne importada proviene mayoritariamente de
paises donde las razas europeas son mayoritarias, por lo tanto una
asignacion racial podria servir para la busqueda de fraudes en los que

carne local se etiquete como importada.
6.3.1.3 Denominacion de origen

Ya se menciond que las razas producidas en diferentes paises del
mundo pueden ser distintas, pero en algunas regiones (incluso
pequenas areas) pueden llegar a ser exclusivas y esto ha sido
aprovechado para agregar valor al producto. La Comunidad Europea
en sus regulaciones 509/2006 y 510/2006 (Union Europea 2006)
establece tres certificaciones para productos regionales:

Protected designation of origin (PDQ): se refiere a productos
originarios de una determinada area o region, que asegura condiciones
ambientales y de produccion exclusivas del area.

Protected geographical indication (PGl): se refiere a productos
originarios de una determinada area o region, que asegura una
determinada calidad debido a condiciones ambientales y de produccion

de esa area (pueden o no ser exclusivas).
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Traditional speciality guaranteed (TSG): se refiere a productos
elaborados con materias primas y procesos tradicionales, que lo hacen
diferente a otros.

Existen numerosos trabajos que utilizan la asignacién racial por ADN
para dar soporte a este tipo de certificaciones. En el trabajo realizado
por Negrini et al. (2008) se demostré la utilidad de un set de 90 SNP
para identificar la carne de cuatro regiones Europeas que cuentan con
PGIl: “Guaranteed Pure Highland Beef’ (Escocia), ‘“Vitellone
del’Appennino Centrale” (ltalia), “Ternera de Navarra” (Espafa) y
“Boeuf de Chalosse” (Francia), con resultados que fueron superiores al
80% de efectividad. Por su parte, investigadores espafioles han
demostrado la utilidad de 25 microsatélites para determinar y certificar
la composicion racial de la PDO “Jamoén Ibérico” (Garcia et al., 2006).
Bajo un enfoque deterministico, Russo et al. (2007) desarrollaron un
test de ADN utilizando el locus MC1R (responsable de la coloracion de
pelaje) para autenticar quesos “Parmigiano Reggiano” producidos
unicamente con leche de la raza Reggiana. En ese momento estos
quesos tenian un valor de mercado que duplicaba el de quesos
similares sin denominacion de origen.

6.3.2 Pureza, cruzamientos e hibridos

Una posible utilidad de la asignacion racial es la determinacion del
grado de pureza de un animal. En razas que poseen un registro abierto
y/o que la absorcidon esta permitida, la determinacion de la proporcion
de genes de la raza pura nos puede permitir definir si un animal es lo
suficientemente puro para ser aceptado como “Puro”. En general, se
acepta que un animal es puro luego de un numero de generaciones en
las que se utilizé un progenitor puro. Este numero de generaciones
puede variar, pero luego de 5 generaciones el porcentaje del genoma
de la raza absorbente es casi 97% y luego de 7 generaciones ese
porcentaje es mayor a 99%. Alternativamente, un analisis de ADN con
un numero adecuado de marcadores nos puede determinar mas
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exactamente ese valor y adelantar el proceso de absorcion eligiendo a
los animales que poseen una mayor porcién del genoma de la raza
absorbente (Hillel et al., 1990). Por otro lado, existen casos en que
algunos criadores pudieran utilizar animales de otras razas para
corregir o modificar un caracter, frente a la duda la organizacion
responsable del registro (o el comprador del animal) podria solicitar un
analisis que confirme su pureza. En el caso de los Labradores de color
plateado, algunos criadores alegan que es una variante natural y otros
que fue por cruzamiento con Weimaraner. Si bien el American Kennel
Club se expidio al respecto en el 2000, aun existe controversia.

Otro aspecto a considerar son las evaluaciones genéticas basadas en
datos fenotipicos (evaluaciones bajo un Modelo Animal). En general los
programas de evaluacién son llevados a cabo por las Asociaciones de
Criadores de cada raza e incluyen animales puros o con un cierto grado
de pureza. Sin embargo existen razas de origen mixto o compuestas
(Brangus y Braford en bovinos, PampINTA en ovinos) formadas por la
cruza de dos o mas razas, 0 programas de cruzamiento en los que
participan varias razas. En estos casos, la determinacién racial por ADN
podria ayudar a determinar qué porcentaje exacto de cada raza posee
cada individuo y asi poder predecir mejor el mérito genético de los
animales a ser seleccionados (VanRaden et al., 2007).

Asimismo, se puede considerar un cruzamiento entre individuos de
dos especies diferentes, aunque en general no son buscados estos
cruzamientos y mucho menos evaluados. Sin embargo, existen varios
casos entre los animales domésticos, como el cruzamiento entre burros
y caballos, cabras y ovejas, vacunos y yak (Bos grunniens en Asia), o
entre animales domésticos y salvajes como cerdos con chanchos
jabalies, perros con zorros o lobos y cruzamiento entre camélidos
americanos (llamas con guanaco o alpacas con vicufias). En algunos
de estos casos puede ser necesaria la identificacion de su caracter
hibrido por cuestiones comerciales o legales, por ejemplo en el trafico
ilegal de animales (Di Rocco et al., 2011).
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6.3.3 Programas de conservacion

En el mundo existen alrededor de 7.600 razas que corresponden a
18 especies de mamiferos y 16 de aves (Groeneveld et al., 2010),
algunas de las cuales se encuentran en extincion debido a la
consanguinidad y el cruzamiento con otras razas. Los estudios
moleculares pueden ayudar a determinar la diversidad conservada en
una determinada raza, como también la relacion entre diferentes razas
para ayudar a la conservacion de razas en peligro de extincion o con
un alto grado de consanguinidad. En este sentido se puede utilizar
otras razas muy cercanas genéticamente para expandir los rodeos o
aumentar la variabilidad genética de una determinada poblacion y asi
conservar sus aptitudes diferenciales. Por ejemplo en ovinos, Baumung
et al. (2006) investigaron la diversidad de razas austriacas y lograron
establecer la relacion entre las diferentes razas de ese pais y la

recomendacion de conservacion de alguna de ellas.

6.3.4 Casos forenses

En el area forense, los animales pueden ser las victimas (ya sean
robados, atacados o hasta muertos), los atacantes (de personas, otros
animales o de la propiedad privada), los responsables de accidentes, o
la prueba que conecte al sospechoso con la escena del crimen, por
ejemplo a través de los rastros de ADN en mordidas o pelos

encontrados en pertenencias del sospechoso.
6.3.4.1 Mascotas

En los animales de compania, la asignacién racial suele ocupar un
espacio historico-cientifico o simplemente se realiza por la curiosidad
del duefio del animal (Kurushima et al., 2013). Sin embargo, la
asignacion racial puede dar informacién sobre posibles enfermedades
o susceptibilidades que pueda tener un perro o un gato; mas aun, en el
area forense se ha sugerido la utilizacion de la asignacion racial en

casos de ataque de perros a humanos, ya que las razas Pit Bull y
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Rottweiler han sido las que mas ataques realizaron en EEUU. En este
sentido, el determinar la raza del perro puede ayudar a resolver casos
judiciales (Kanthaswamy et al., 2009).

6.3.4.2 Peces

Como se comentd anteriormente, el concepto de raza aplicado a los
peces se puede asimilar a las poblaciones de una misma especie que
por eventos geograficos han quedado casi aisladas unas de otras y
han sufrido una deriva génica en consecuencia. Se ha propuesto la
utilizacion de métodos de asignacion racial para la deteccion del origen
geografico del pescado comercializado y el control de las areas
utilizadas por los barcos pesqueros (Ozerov et al., 2013). Por otra
parte, estos métodos han demostrado ser utiles en el control y la
certificaciéon de la pesca deportiva. En el afio 2000, Primmer et al.
detectaron un intento de fraude en un concurso de pesca de salmones
en Finlandia cuando un pescador intenté ganar el concurso con un
espécimen traido de otro lago cercano, en donde los peces tienen un

mayor tamafo medio.
6.3.4.3 Animales silvestres

Asi como en la pesca, existen regulaciones a nivel mundial para la
caza de determinados animales y prohibicion para las especies en peligro
(Cirelli, 2002). Sin embargo, la caza ilegal persiste. En estos casos
forenses es muy comun que los imputados aleguen que los restos
animales son de especies domésticas, y si las especies silvestres son muy
cercanas a las domésticas, estos mismos métodos se pueden aplicar para
diferenciarlas (diferenciacion de especie). Se han publicado varios
articulos con ejemplos relacionados a la caza ilegal, por ejemplo, se han
utilizado estas técnicas para detectar la caza y venta de Cacatias en
Australia (White et al., 2012), matanzas de Lobos en ltalia (Caniglia et al.,

2010) y de muflones en Espana (Lorenzini et al., 2011).
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6.3.4.4 Casos judiciales

Al momento de realizar un estudio de ADN, ya sea de paternidad o de
identificacion genética por comparacion de perfiles, es muy importante la
base de datos de referencia para el calculo de la probabilidad (indice de
paternidad o forense, ver capitulo 5) y exactitud del resultado. En este
sentido, Lirdn et al. (2007) sugirieron que un analisis previo de la raza de
los individuos involucrados permitiria usar las frecuencias especificas de

raza o grupo racial y obtener un resultado mas exacto.
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CAPITULO 7

IDENTIFICACION ESPECIE-ESPECIFICA EN ANIMALES
DOMESTICOS

FUNDAMENTOS Y METODOS DE GENOTIPIFICACION EMPLEADOS PARA LA
ASIGNACION DE UN INDIVIDUO O UNA MUESTRA BIOLOGICA A SU ESPECIE DE
ORIGEN

Diego Manuel Posik, Marcela Gongalves Drummond, Lissandra Sousa
Dalsecco, Danilo Alves Pimenta-Neto, Denise Aparecida Andrade de Oliveira,
Guillermo Giovambattista

7.1. Introduccion

En los ultimos veinte afios, el analisis de ADN ha revolucionado la
ciencia forense y se ha convertido en una herramienta de suma
importancia a la hora de aplicar la ley. Por otra parte, surgieron
circunstancias que han llevado a la necesidad de identificar la especie
de origen a la que pertenece una muestra biolégica desconocida.

Entre los motivos que llevan a la identificacidén de la especie a la que
pertenece una muestra, se encuentran:

i) La aparicion de nuevas enfermedades transmitidas por animales,
como la influenza aviar y la fiebre aftosa. El caso mas emblematico fue
el de la aparicion en Inglaterra en el afio 1996 de un brote de
encefalopatia espongiforme bovina (mas conocida como mal de la vaca
loca), en la que se vieron afectados miles de animales. Una vez
confirmada la posibilidad de transmisién de estos nuevos agentes

infecciosos (los priones) desde los bovinos al hombre, las legislaciones
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de la Union Europea y de los Estados Unidos prohibieron el uso de
proteinas derivadas de tejidos de rumiantes para alimentar animales de
consumo humano (Rastogi et al., 2007). La rapida identificacién de las
materias primas que forman parte de un alimento o un alimento
balanceado permite el rapido control del brote de una enfermedad.
(Hedlin et al., 2012).

i) Las malas practicas de parte de algunos productores de alimentos
en las que se reemplazan materias primas de una especie de mayor
valor comercial (pescados, carne, leche) por otras de menor valor,
sobre todo cuando existen marcadas diferencias de precio o problemas
de disponibilidad en el mercado.

Por ejemplo, a comienzos de 2013, la Unién Europea enfrento
problemas de autenticacién de sus productos carnicos bovinos, los
cuales presentaban la adicion de carne de caballo. Después de este
descubrimiento, la FSAI (Food Safety Authority of Ireland), junto al
Departamento de Agricultura, Alimentos y Marina de Irlanda,
implementaron una investigacion en toda la cadena de produccién y
comercializacion de los productos carnicos de origen bovino que reveld
el origen polaco de productos adulterados. La identificacion de
productos fraudulentos se extendid6 en toda la Union Europea,
alcanzando paises como Inglaterra y Francia (Department of
Agriculture Food and the Marine, 2013).

Como las etiquetas no proveen suficiente garantia sobre los
contenidos reales de un producto, es necesario identificar y/o
autenticar los componentes de los alimentos procesados, de modo de
proteger tanto a consumidores como a productores de las sustituciones
ilegales o de una identificacion equivocada (Teletchea et al., 2005,
Rastogi et al., 2007).

iii) La preocupacion por las comunidades (principalmente hebreos y
musulmanes) por el consumo de productos alimenticios adulterados o
contaminados con carne de cerdo que, por cuestiones religiosas, no se
consideran aceptables para su consumo (Mohamad et al., 2013). Lo
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mismo sucede en el hinduismo, donde la vaca es considerada un
animal sagrado y el consumo de su carne es tabu, siendo por lo tanto
evitado por toda la comunidad hindu (Schréder, 2003).

iv) La existencia de individuos susceptibles a determinadas
proteinas de origen animal, quienes suelen ser rigurosos con la
eleccion de las especies a la hora de elegir alimentos con el objeto de
evitar las alergias alimentarias.

v) La existencia de muestras encontradas en la escena del crimen que
no dan resultados para los analisis estandares de DNA o microsatélites,
permite plantearse si se esta ante una muestra con ADN no apto para un
analisis o si en realidad el ADN no pertenece a una persona. Si hubiera
restos 6seos que no son identificables morfolégicamente, es posible
confirmar la especie de origen por medio del ADN.

vi) La identificacion de restos en el campo o en posesion de un
sospechoso producto de la caza furtiva y la ayuda en la resolucion de
casos en la lucha contra de trafico de especies en peligro de extincion
(Fajardo et al.,, 2010). La identificacion de especie de productos
también se ha utilizado ampliamente en los que ya no es posible la
identificaciéon morfolégica, como madera procesada (Finkeldey et al.,
2010) y partes de animales (como los que se usan en la medicina
tradicional china o las aletas de tiburén), que adquieren un elevado
valor comercial en el mercado internacional (Ogden et al., 2009)

vii) La identificacion de restos animales no humanos o especies
vegetales utilizadas para la elaboracion de utensilios, alimentacion,
rituales, etc. encontrados en sitios arqueoldgicos (Tillmar et al., 2013).

El concepto de “especie” es uno de los temas mas debatidos de la
biologia evolutiva, hecho que se ve reflejado en la existencia de mas de
20 definiciones basadas en diferentes métodos vy criterios. La dificultad
de asignar un organismo a una categoria biolégicamente significativa
debe ser considerada antes de usar cualquier herramienta de
identificaciéon molecular. Es importante el conocimiento de la historia

evolutiva y la posicidén taxonomica del espécimen en estudio. Términos
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como cepa, Vvariante, subespecie 0 raza podrian, en algunas
circunstancias, ser usados como sinénimos por diferentes investigadores
para describir la misma entidad bioldgica (Pereira et al., 2008).

La identificacion genética de especies se basa en el aislamiento y
analisis de los marcadores de ADN que presentan variaciones entre
especies pero son generalmente conservados dentro de la especie, ya
que su tasa de mutacidon coincide aproximadamente con la tasa de
evolucién de las especies.

En animales, los marcadores mas comunmente usados son las
regiones génicas dentro del ADNmt. EI genoma mitocondrial, comparado
con el genoma nuclear, es relativamente pequefio (en humanos 16.569 pb
de ADN circular doble cadena). A diferencia del ADN nuclear, que consta
de un set diploide por nucleo, existen por célula cientos a miles de copias
del ADNmt. Esta abundancia permite hacer extracciones de ADN a partir
de muestras altamente degradadas, procesadas o con relativamente muy
poco material celular, muy comunes en genética forense animal,
minimizando el riesgo de fallas al analizar este tipo de evidencia (Karlsson
et al., 2007). Los haplotipos mitocondriales resultan de gran utilidad en la
identificacion de especies ya que no sufren recombinacion y se heredan de
forma uniparental. El resultado de esto es una diversidad intraespecifica
reducida dado que las especies estan aisladas reproductivamente y por lo
tanto hacen que el ADNmt sea de utilidad para la identificacion de
especies. La tasa de mutacion relativamente elevada, en comparacion con
los genes nucleares, resulta en la acumulacién de mutaciones puntuales
suficientes para la discriminacién entre especies estrechamente
relacionadas (Lockley y Bardsley, 2000). Para el gene COl, por ejemplo, la
tasa de evolucion molecular permite distinguir no solo especies proximas
sino también grupos filogeograficos dentro de una misma especie (Hebert
et al., 2004; Hogg e Hebert, 2004; Ward et al., 2005).

Para los animales, se utiliza, en particular, el citocromo b (Cytb)
(Parson et al., 2000; Bottero y Dalmasso, 2010; Dooley et al., 2004;
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Sevillia et al., 2007), la citocromo oxidasa | (COIl) y la regién control
mitocondrial (D-loop) (Hebert et al., 2003a y b). También se han usado
marcadores mitocondriales adicionales que incluyen los genes que
codifican para los ARN ribosomales (ARNr). Del mismo modo, se utilizan
marcadores apropiados para plantas, normalmente localizados en el
genoma de los cloroplastos, dentro de los genes matK, rbcl y trnH-psbA
(Ogden et al., 2009, ver capitulo 9).

El gen COIl ha sido elegido para ser usado como codigo de barras en
animales (Hebert et al., 2003a) y las bases moleculares de secuencias de
estas regiones estan creciendo continuamente gracias al apoyo de
museos de historia natural, investigadores de vida silvestre y otras
instituciones, principalmente las relacionadas al consorcio CBOL
(Consortium for the Barcode of Life). El proyecto CBOL fue lanzado en
mayo de 2004 y ya cuenta con mas de 120 organizaciones de 45 paises.
CBOL tiene como objetivo promover o desarrollar alianzas internacionales
de investigacion necesarias para construir, a lo largo de los préximos 20
afos, una biblioteca de codigos de barras para todas las especies
eucarioticas (Ratnasingham e Hebert, 2007). La idea surgié en 2003,
cuando investigadores de la Universidad de Guelph (Ontario, Canada)
propusieron la creacién de un sistema diagnéstico universal de especies,
basado en un fragmento de aproximadamente 650 pares de bases (pb), a
partir de la base 58 del extremo 5 del gene mitocondrial COI. Este sistema
fue denominado DNA Barcode, porque las secuencias de ADN de ese gen
funcionarian como un coédigo de barras (Hebert et al, 2003).
Posteriormente, se cred un banco genético de DNA Barcode para el
depdsito de la informacién de todas las especies que posean secuencias
de COI publicadas, asi como también especies que mas tarde tendran sus
secuencias estudiadas. Para el analisis y el depésito de tales secuencias
se utilizan muestras depositadas en museos u otras instituciones que
previamente fueron identificadas por los taxonomistas (Ratnasingham e
Hebert, 2007). Este banco de dados, denominado BOLD (Barcode of Life

Database) permite asociar otros tipos de datos a
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las muestras, tales como fotos de especimenes (voucher), punto de
colecta, numero de especimenes, institucion en la cual ha sido
depositado, datos taxondmicos e informacion  molecular
(electroferogramas de las secuencias y primers utilizados para la
amplificacion y secuenciacion). EIl DNA Barcode es la técnica universal
de identificacion genética en peces y se usa en todo mundo, con por lo
menos 7.705 especies ya analizadas (Fish-Bol, 2012). Recientemente,
el organismo norteamericano FDA implementd el Barcode genético
para la identificacién de peces y sus productos para la certificacion y
deteccion de fraudes (Yancy et al.,, 2008). Iniciativas semejantes ya

existen en otros paises.

7.2. Identificacidn de especies

En la practica existen varias técnicas que se usan para analizar
marcadores informativos de especie. La mayoria de los métodos
existentes para la determinacion de especies se centra en muestras de
ADN provenientes de una unica especie y se basan en la amplificacién
por PCR. Sin embargo, hay muchas instancias donde no hay
informacion a priori sobre las especies componentes de una muestra.
En estos casos son de utilidad los métodos universales de tipificacion,
especialmente si el método permite detectar varias especies mezcladas
en una muestra (Tillmar et al., 2013).

Uno de los principales métodos de identificaciéon especifica es la
secuenciacion de nucleétidos seguida de la comparacion de la secuencia
resultante con datos de secuencias de referencia de especies conocidas.
El grado de similitud entre la secuencia a identificar y las de referencia
permite inferir la especie de origen. La secuenciacion de ADN ha sido
aprobada por la ISFG y ha sido validada como técnica para uso en casos
de identificacion forense (Wilson et al., 1995).

El uso de primers universales, es decir primers que aparean en

regiones altamente conservadas de un gen (regiones de secuencias que
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son idénticas o practicamente iguales entre las especies de un
determinado taxén), permite amplificar el ADN de un rango amplio de
especies sin contar con informacion previa acerca de la muestra. Estas
secuencias conservadas flanquean regiones variables entre especies,
lo que permite diferenciarlas por diferentes técnicas (Figura 7.1). Desde
hace mas de dos décadas se han descripto primers conservados como
los propuestos por Kocher et al. (1989), que aun siguen siendo de
utilidad en los analisis de identificacion de especies.
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Figura 7.1: Primers universales de mamifero y primers especificos
de especie. La figura representa el alineamiento de dos fragmentos de
la secuencia del gen citocromo b de nueve especies de animales
domésticos. Los numeros en la parte superior corresponden a la
posicion de los fragmentos dentro del gen. Los puntos representan
identidad de nucledtidos con respecto a la secuencia de oveja (O.
aries)
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tomada como referencia. Los asteriscos representan posiciones en las
que los nucledtidos estan conservados en todas las secuencias
analizadas. a) En el alineamiento de arriba se muestra uno de los
primers universales de Kocher et al. (1989), que permite amplificar un
fragmento del cytb de cualquiera especie de mamiferos. b) En el
alineamiento de abajo se muestra uno de los primers especificos de
pollo (G. gallus) publicado por Matsunagaa et al. (1999). Este
alineamiento también contiene un fragmento de una muestra
desconocida que, por comparacién con el resto de las secuencias, se
puede identificar como perteneciente a cerdo (S. scrofa).

Una vez obtenida la secuencia, el método principal de identificacion del
ADN es por busqueda y comparacion de la secuencia desconocida con
aquellas de especies conocidas almacenadas en una base de datos de
referencia. Se calcula una medida de similitud entre secuencias y la
muestra es asignada a la especie mas semejante. Las bases de referencia
mas comunmente usadas para busquedas comparativas de identificacion
de especies son las bases de colaboracién del NCBI/EMBL/DDBJ
(www.insdc.org) y BOLD, parte del CBOL (www.barcodinglife.com). Para

las especies que estan bien representadas en dichas bases de datos, es
comun encontrar un 100% de coincidencias entre la muestra desconocida
y las especies de referencia. Sin embargo, debido a las variaciones de
secuencia entre especies, no siempre se observa una coincidencia
completa, por lo que la identificacion de la especie se logra con alrededor
de un 98,5% de identidad. Especies muy relacionadas pueden tener una
similitud del 90 al 95%, o incluso superior. Ademas, el largo de la
secuencia a comparar afecta la confianza en la identificacion. Es por eso,
por lo tanto, que se deja en manos de la experiencia y opinion del cientifico
forense la evaluacion de la fuerza de una evidencia al abordar la tarea de

asignar la especie a la que pertenece una secuencia (Ogden et al., 2009).

La secuenciacion de ADN utiliza toda la informacién presente en la
secuencia a analizar. Al realizar las comparaciones se observa que las
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diferencias de marcadores genéticos a nivel de especies se deben
principalmente a cambios de un unico par de nucleétidos en sitios deter
minados de la secuencia de ADN, conocidos como SNPs (Figura 7.1).

Los SNPs pueden ser utilizados directamente para identificar
especies evitando la necesidad de realizar la secuenciacion completa y
pueden ser caracterizados utilizando técnicas que requieren menos
tecnologia y/o son de menor costo, como el caso de la identificacion de
polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion amplificados por
PCR (RFLP) (Bravi et al., 2004; Stamoulis et al., 2010; Figura 7.2). Los
analisis por PCR-RFLP también han sido ampliamente utilizados para
la identificacion de especies, debido a que con un unico par de
iniciadores se puede generar un fragmento que, con la eleccion
apropiada de las enzimas de restriccion, permite la discriminacién de
varias especies (Lockley y Bardsley, 2000). La reduccién del tamafo de
los marcadores genéticos analizados suele ser a menudo
imprescindible para obtener resultados de muestras que estan
degradadas o han sido altamente procesadas en las que el ADN se
encuentra fragmentado (Ogden et al., 2009). En este caso es posible el
analisis de regiones mas cortas de ADN por medio del genotipado de

SNPs por pirosecuenciacion o microarrays de SNPs (Ver 7.3).
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Figura 7.2: PCR-RFLP. Patrones de PCR-RFLP de un fragmento de
amplificacion por PCR del gen citocromo b (Cytb) obtenidos por
digestion con la enzima Hinf I. Calle 1: marcador de peso molecular.
Calle 2: conejo. Calle 3: oveja. Calle 4: bovino. Calle 5: muestra forense
de bovino. Calle 6: caballo. Calles 7 a 9: muestras forenses de caballo.
Los numeros de la izquierda representan los tamafos del marcador de
peso molecular y los de la derecha los tamafnos esperados de los
fragmentos de digestion (Bravi et al., 2004).

El desarrollo de ensayos dirigidos a identificar SNPs permite el
analisis de muestras en las que estan presentes varias especies, cosa
que no es posible hacer con la secuenciacion de un fragmento
amplificado con primers universales.

Un enfoque diferente se orienta a las areas de secuencias
diferenciales de cada especie. El beneficio de esta estrategia reside en
la posibilidad de identificar una especie individual en una mezcla de dos
0 mas especies. Esta identificacion no es posible con el uso de la
secuenciacion. La Figura 1b muestra como es posible disefiar primers
que hibridan solamente en una especie y difieren especialmente en el
extremo 3’ del cebador. En la Figura 7.3 se observa cémo es posible
amplificar por PCR seis fragmentos de diferente tamario, cada uno
perteneciente a una especie, utilizando primers especificos de especie.

Esta metodologia ha permitido identificar un gran nimero de muestras
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forenses de trafico de especies, asi como identificar diferentes
componentes en alimentos (Matsunaga et al., 1999, Rasmussen et al.,
2012, Doosti et al., 2014).

Asimismo, este tipo de disefio permite la realizacion de PCR multiples
(multiplex PCR) en las que, en una unica reaccion utilizando varios pares
de primers, se pueden detectar simultaneamente varias especies en
muestras de composicion diversa (Matsunagaa et al., 1999; Tobe y
Linacre, 2008).

h pa~i Lot 63
ond P s O D,

NI,

Figura 7.3: PCR con primers especificos de especie.
Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién del
ADN obtenido a partir de seis muestras de carne. G: cabra, C: pollo, B:
bovino, S: oveja, P: cerdo y H: caballo. M: marcador de peso molecular
(Matsunagaa et al., 1999).

Una alternativa al uso de primers especificos es usar primers
universales en combinacion con sondas especificas. Se disefian
diferentes sondas que hibridan con las secuencias de cada especie de
modo que permitan ser detectadas por PCR en tiempo real ( ver Capitulo
3.5). Esta tecnologia es altamente especifica y sensible, permitiendo
ademas determinar el porcentaje de ADN de cada especie presente en
una mezcla (Swamgo et al., 2006; Rojas et al., 2011; Soares et al., 2013;
Drummond et al., 2013).
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Figura 7.4: PCR en tiempo real. Curvas de amplificacion por PCR
en tiempo real de muestras de referencia de cerdo (0.1 al 25% de carne
de cerdo en mezclas con carne de ave).

La identificacion de SNP por pirosecuenciacion permite la identificacion
de las posiciones variables en la secuencia de ADN entre especies
distintas. Esta técnica se basa en la ocurrencia de una cascada de
reacciones enzimaticas que producen la emision de luz cada vez que se
incorpora el nucledétido correcto en el extremo de una cadena de ADN que
esta creciendo. La incorporacion de cada nucleétido se registra en un
pirograma en el cual se puede leer la secuencia del ADN sintetizado. La
altura de los picos de los pirogramas es proporcional al nimero de
nucledtidos presentes en la secuencia (ver Capitulo 3.4). Focalizarse en
un determinado SNP permite disefiar ensayos para la identificacion de un
nuamero alto de muestras en forma rapida y econémica y sin la necesidad
de obtener fragmentos de ADN largos y de alta calidad (Balitzki-Korte et
al., 2005; Karlsson y Holmlund, 2007).

En la Figura 7.5 se muestra cémo, por medio de Ia
pirosecuenciacion, se pueden identificar dos fragmentos pequefios de
ADN obtenidos a partir de dos especies diferentes. Mediante esta
técnica, Karlsson y Holmlund (2007) consiguieron identificar 28

especies de mamiferos en muestras desconocidas de fauna europea.
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Figura 7.5: Identificacion de especies por pirosecuenciacion. a)
Pirogramas de cerdo (arriba) y humano (abajo) de secuencias parciales
del RNAr 16S. Las secuencias correspondientes se muestran en b).
(Karlsson y Holmlund, 2007).

Con las nuevas tecnologias que utilizan microarreglos, conocidos
comunmente como chips de DNA, se puede realizar la deteccion
simultanea de un numero muy alto de SNPs de las especies a analizar.
Los avances tecnologicos permiten vislumbrar que estos métodos
estaran disponibles en un tiempo corto para su uso en la identificacion
masiva de alimentos y en el trafico de fauna (Kochzius et al., 2008).

Al reducir la informacion genética disponible de una secuencia
completa a varios SNPs dentro de un marcador genético, se aumenta
el riesgo de una identificacion equivocada de la muestra, que debe ser
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tenida en cuenta al disefiar los ensayos y al interpretar los datos
forenses. Tanto la PCR-RFLP como la identificacion de SNP son
métodos ampliamente aceptados en la comunidad forense; sin
embargo, mas que en la identificacion de especies, son utilizados en la
deteccion de las mismas.

La identificacion de SNPs tiene un alcance definido por el total de
especies analizadas durante el desarrollo de la técnica. La aplicacion
de este test asume el conocimiento de potenciales especies presentes
con el objeto de distinguirlas, lo que no excluye la posibilidad de que se
encuentre presente alguna otra especie distinta a la que se estaba
buscando (Ogden et al., 2009).

7.3. Reporte de un caso

En el afno 2012 se decomisarons 10 muestras de chorizos en
diferentes comercios de una localidad de la Patagonia argentina. Las
muestras se enviaron al IGEVET (UNLP-CONICET LA PLATA) con la
solicitud de que se les realizara un analisis de identificacion de especie.
A partir del ADN de dichas muestras, utilizando primers universales, se
amplificaron por PCR fragmentos de 358 pb correspondientes a una
region del gen mitocondrial cytb (Kocher et al., 1989). Los fragmentos
fueron digeridos con la enzima de restriccion Hinf I. Una de las
muestras dio como resultado que en su composicion habia ADN de
vaca y de caballo (Figura 7.6).
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Figura 7.6: PCR-RFLP de muestras de chorizo decomisadas.
Electroforesis de los fragmentos del gen cytb de 358 pb amplificados
por PCR y posteriormente digeridos con la enzima Hinf I. La digestion
en bovinos genera dos fragmentos, uno de 196 pb y otro de 117 pb
(calles 1 a 9, 13). En cerdos, este fragmento no posee sitio de corte
para esta enzima (calle 12). En caballos, la digestion produce tres
fragmentos, uno de 234 pb y otros dos de 79 y 45 pb, respectivamente
(estos ultimos no visibles en el gel) (calle 14). La muestra de la calle 10
muestra un patrén combinado de vaca y caballo.

Un nuevo envio de la misma entidad en 2013 constaba de 4
muestras: un trozo de carne, carne molida, un chorizo y un segundo
trozo de carne, todos comercializados como de carne de vaca. Al
realizar las amplificaciones con primers especificos, se pudo demostrar
que los dos trozos de carne eran de caballo, la carne molida era de
bovino y el chorizo era mezcla de carne de caballo y de vaca, no
comprobandose la presencia de ADN de cerdo.

En la industria de los alimentos balanceados para bovinos es comun
utilizar la harina de pluma, subproducto de la industria avicola, como
suplemento proteico. A la hora de exportar, el importador solicitaba la
certificacion de que la harina de pluma estuviera libre de materias primas
de rumiantes (como por ejemplo, harina de hueso) con el objeto de evitar
la transmision de la encefalopatia espongiforme bovina. Un analisis de
ADN de la harina de plumas demostré que en su composicion habia
unicamente ADN de pollo.

La duda sobre el origen de un pequefio hueso encontrado dentro de
una morcilla que podria haber pertenecido a un roedor fue disipada

rapidamente cuando posteriormente a un tratamiento de descalcificacion
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se extrajo ADN del tejido y se pudo comprobar que su secuencia tenia
un 99% de similitud con la secuencia del gen Cytb de Sus scrofa
(cerdo) (Figura 7.7).

Figura 7.7: Hueso encontrado dentro de una morcilla. El tamafno
y la forma del mismo generd la sospecha que perteneciera a alguna
especie desconocida. El analisis de ADN por secuenciacion demostrd
que provenia de un cerdo.

En una carrera de caballos, el dopaje en la orina dio positivo. El
duefio afirmaba que la orina habia sido sustituida ya que estaba seguro
de que su caballo no habia recibido ninguna droga no permitida. Con el
objeto de determinar si la orina cuestionada pertenecia o no al caballo,
se tomaron muestras de sangre y pelo del caballo y se les realizo la
extraccion de ADN para determinar la identidad por medio de
microsatélites y compararlos con los que se obtendrian de la orina.
Utilizando esta técnica se pudieron determinar los microsatélites de la
sangre y el pelo, pero la orina dio resultados negativos.

Al tratar de determinar si a partir de la orina se habia podido obtener
ADN con cierta integridad y libre de inhibidores, se probd sobre esta
muestra la amplificacion de un fragmento del gen mitocondrial Cytb. Se
pudo obtener un producto de amplificacion que al ser analizado
posteriormente por secuenciacion y por PCR-RFLP dio como resultado
que no pertenecia a la especie equina. La comparacioén con el banco
de datos GenBank dio un 100% de identidad con humano. Se obtuvo el
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mismo resultado por la comparacion de los patrones de digestion de la
PCR-RFLP. Los resultados evidenciaron una manipulacién de la
muestra, en la que se sustituyd la orina de caballo por la de una
persona, dando soporte a la hipotesis del criador del caballo
sospechado de dopaje (Diaz et al., 2008; Figura 7.8).

Hae Il Hinf |

M sangre pelo orina caballo humano

Figura 7.8: Patron de PCR-RFLP de la orina de caballo
sospechada de doping. A la izquierda, patron de digestion con la
enzima Hae Ill de las muestras de sangre y pelo del caballo
cuestionado, de la orina y de controles de caballo y humano. El patron
de restriccion de la orina coincide con el de humano. A la derecha se
muestra el patrén de restriccion con la enzima Hinf | de las mismas
muestras. Aqui también, el patrén de la orina coincide con el de
humano. M: marcador de peso molecular. FragPCR: fragmento de
amplificacion por PCR sin digerir.
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La posible sustitucion de un producto por otro de menor valor
comercial y la sensibilidad a las proteinas de la leche de vaca
motivaron el pedido de identificacion de especie a la que pertenecia la
leche con que se elaboré un queso comercializado como puro de
cabra. El producto generé una fuerte reaccion en un consumidor
alérgico quien demandé al fabricante por adulterar el producto. Al tratar
de identificar la especie con la que fue elaborado se encontré que la
digestion del fragmento del gen mitocondrial cytb con dos enzimas de
restriccion mostré patrones coincidentes con aquellos producto de la
combinacion de los patrones de vaca y cabra, confirmandose la
adulteracion del queso.

Hae Il

vacacabra

Figura 7.9: Patron de PCR-RFLP de un queso cuestionado por
adulteracién. A la izquierda, patron de digestion con la enzima Hinf |
de controles de vaca, cabra y de dos extracciones diferentes del queso
cuestionado. A la derecha, patron de digestion con la enzima Hae 1l de
las mismas muestras. En ambos casos se ve en el queso la
superposicion de patrones de cabra y vaca.
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Durante los afios 2009 y 2010 se realizé una investigacion utilizando
DNA Barcode para certificar la autenticidad de pescados
comercializados como surubi en supermercados da la ciudad de Belo
Horizonte (Minas Gerais, Brasil). De acuerdo con el banco de datos
Fish Base (www.fishbase.org), algunas especies, entre ellas

Pseudoplatystoma corruscans, pueden ser comercializadas con el
nombre comun de surubi. La muestra estaba dividida en dos grupos,
30 muestras de peces enteros y 33 muestras de filetes. En el grupo de
pescado entero, el 97% de las muestras fueron identificadas como

Pseudoplatystoma tigrinum, una especie del mismo género, pero se
encuentra en otra cuenca nacional y no es considerada como surubi por la
Fish Base. Por el contrario, sélo el 42% de las muestras de filetes
pertenecia al género Pseudoplatystoma. Ademas, presentaban una mayor
similitud con otros géneros, entre ellos Brachyplatystoma, Netuma y
Genidens. No se encontré6 ninguna muestra de Pseudoplatystoma

corruscans, o surubi verdadero (Carvalho et al., 2011).
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CAPITULO 8

IDENTIFICACION ESPECIE-ESPECIFICA EN TRAFICO
DE FAUNA SILVESTRE

PROBLEMATICAS QUE LLEVAN A LA IDENTIFICACION DE ESPECIES
SILVESTRES: TRAFICO DE FAUNA, ADULTERACION DE ALIMENTOS

CON PRODUCTOS SILVESTRES, MEDICINA TRADICIONAL.

Maria Eugenia D’Amato

8.1. Introduccion

En este capitulo presentaremos la problematica de la identificacion
de especies e individuos de especies silvestres. Esta necesidad surge
de los requerimientos para asegurar la proteccioén de la biodiversidad,
la explotacion sustentable de los recursos naturales y la bioseguridad
(transporte de patdgenos, cuarentenas), entre otros. Se presenta
brevemente la situacién contextual mundial en forense de fauna, un
breve historial de los avances tecnologicos que permiten la practica de
esta disciplina, los avances en analisis genético de datos mas
importantes y casos emblematicos de los continentes africano vy

asiatico en la identificacion de productos de origen animal.
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8.2. El contexto forense: Proteccion de la biodiversidad

La genética forense de fauna (y flora) es una disciplina relativamente
nueva, la cual esta intimamente ligada a la investigacion cientifica para
la conservacién de especies. Mediante la aplicacion de técnicas de
genética forense tradicional es posible:

La identificacion de especies.

La identificacion de la regién geografica o grupo de origen.

La identificacidon de trazas de material bioldégico de especies
protegidas en situaciones de trafico o caza ilegal.

Si bien las técnicas de laboratorio son idénticas a las utilizadas en
genética forense humana, el analisis posterior de la informacién
genética requiere de un entrenamiento muy especifico en analisis
filogenético, estadistica y genética de poblaciones. Algunos ejemplos
de estos casos se encuentran en la seccidn 8.7. “Problemas
especificos de la practica forense de vida silvestre”.

Sin embargo, la identificacion genética es casi el ultimo eslabon de
la cadena de acontecimientos en forense de fauna silvestre: para que
ello suceda es necesario contar con un marco legal que defina qué
especies estan protegidas del comercio, el trafico y la explotacion, y de
instituciones u organizaciones estatales que aseguren el cumplimiento
de la ley, con una clara definicion de las consecuencias de su
infraccion. La instancia de prosecucion y los pasos posteriores a la
identificacion de una actividad criminal se excluye de este capitulo y se
presentan soélo algunos casos a nivel informativo.

El estado de vulnerabilidad de especies animales y vegetales es
definido individualmente por estados y paises independientes y por
organizaciones o tratados internacionales, como la IUCN (/nternational
Union for Conservation of Nature, http://www.iucn.org) y CITES
(Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora, www.cites.org), respectivamente.

CITES es un acuerdo internacional firmado originalmente por 80

estados en 1973 y que actualmente cuenta con 178 estados signatarios.
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La funcién de este tratado es asegurar la supervivencia de especies
silvestres afectadas por el trafico internacional. CITES determina las
especies para las cuales es necesario contar con una licencia para su
importacion o exportacidén. Los estados signatarios definen, dentro de
su sistema legal, el organismo que extiende las licencias y nombra
asesores cientificos a tal proposito.

De acuerdo al grado de vulnerabilidad de las especies, CITES define
3 niveles de proteccion en los apéndices |, Il y Ill, los cuales son listas
de organismos en nivel decreciente de vulnerabilidad.

Apéndice I: incluye especies amenazadas de extinciéon. El
comercio de estas especies se permite en forma excepcional.

Apéndice lI: incluye especies no necesariamente amenazadas
de extincién, pero su comercio debe ser controlado para
asegurar su supervivencia

Apéndice llI: incluye especies protegidas en al menos 1 pais.
IUCN es una organizacion sin fines de lucro fundada en 1948,

compuesta por mas de 1.200 miembros. Entre ellos figuran estados,
oficinas gubernamentales y organizaciones no gubernamentales
(ONGs) nacionales e internacionales que desarrollan programas de
educacioén, desarrollo sustentable, conservacion, politicas globales y
aspectos legales relacionados con la conservacion de la naturaleza.

Esta organizacion definié 7 categorias de vulnerabilidad de especies
silvestres: de ultima preocupaciéon (least concern), casi amenazadas
(near threatened), vulnerables (vulnerable), en peligro (endangered),
en estado critico (critically endangered), extinta en estado salvaje
(extinct in the wild) y extinta (extinct) (http://www.iucnredlist.org/). Estas
categorias son utilizadas para el planeamiento de la conservacion de
especies, el monitoreo y la toma de decisiones.

Los problemas ambientales y relacionados con trafico o explotacion
de especies silvestres muchas veces exceden los limites geograficos
nacionales y se requiere la accion coordinada de organismos

supranacionales que aseguren la proteccion de especies y el
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cumplimiento de la legislacion internacional. La red internacional de
mayor envergadura es la ASEAN-WEN (Association of Southeast Asian
Nations Wildlife Enforcement Network, http://www.asean-wen.org/) que
nuclea aduanas, cuerpos de policia y diversas agencias
gubernamentales y ambientales de 10 paises (Brunéi, Camboya,
Indonesia, Laos, Malasia, Myanmar, Filipinas, Singapur, Vietham y
Tailandia). Nueva Zelandia y Australia acordaron otra organizacion
internacional, AELERT (Australasian Environmental Law Enforcement
and Regulations Network), que nuclea diversas agencias locales,
estatales y federales con el fin de coordinar acciones que aseguren la
proteccion del medio ambiente. Una organizacién similar se cre6 en
2011 en Centroamérica, ROAVIS (Red de Observancia y Aplicacion de
la Normativa de Vida Silvestre de Centro América y Republica
Dominicana). Esta organizacion coordina las acciones de proteccién
contra el trafico de fauna entre Sudamérica y Norteamérica y cuenta
con financiacion del Departamento de Estado de Estados Unidos. Los
estados componentes de ROAVIS son Belice, Costa Rica, El Salvador,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Panama y Republica Dominicana.
ROAVIS es avalada por la ONG internacional TRAFFIC
(http://worldwildlife.org/initiatives/traffic-the-wildlife-trade-monitoring-
network) la cual es subsidiaria o una iniciativa dependiente del WWF
(World Wildlife Fund, www.wwf.org)

Otras ONGs y organizaciones internacionales especializadas en
forense de vida silvestre se especializan en la diseminacion de
conocimiento, coordinacion de actividades, construccién de capacidad
operativa y obtencién de fondos para determinados proyectos de
desarrollo forense. Por ejemplo, TRACE (Tools and Resources for
Applied Conservation and Enforcement, http://www.tracenetwork.org),
fundada en 2006.

El organismo internacional de mayor alcance y prestigio en la accién

coordinada contra el crimen internacional es Interpol. Interpol es una
organizacion internacional que cumple la funcién de coordinar acciones
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contra el crimen internacional organizado y adquirir y compartir
informacién de importancia para combatir crimenes de diversa indole.
Esta agencia cuenta con un Programa de Crimen Ambiental, con
secciones especializadas en vida silvestre, polucion y pesca. También
coordina el entrenamiento coordinado de personal de seguridad de
distintos paises con problemas comunes, como el trafico de fauna en
Africa.

Las organizaciones nacionales involucradas en la prevenciéon del
trafico y explotacion ilegal de fauna son generalmente las fuerzas
policiales y de parques nacionales. Como la genética forense de fauna
es una disciplina relativamente nueva, hay pocos paises que cuentan
con laboratorios estatales especializados en esta disciplina y los
analisis son generalmente derivados a grupos de investigacion
especializados pertenecientes a universidades, museos de ciencias
naturales, institutos de investigacion, o zooldgicos.

Entre las organizaciones nacionales mas activas figuran PAW
(Partnership for Actions Against Wildlife Crime) en Gran Bretana,
(http://www.defra.gov.uk/paw/about/), destinada a implementar vy
efectivizar las leyes de proteccion del medio ambiente y de la vida
silvestre y de la cual participan miembros de organizaciones
gubernamentales y no gubernamentales.

En Estados Unidos, dos organizaciones gubernamentales se ocupan
de implementar el cumplimiento de leyes para distintos sectores de
ambiente y vida silvestre. El Servicio de Vida Salvaje y Pesca de
EE.UU (USFWS, United States Fish and Wildlife Service) cuenta con
un organismo especializado que se encarga de hacer cumplir la ley
(United States Fish and Wildlife Service Office of Law Enforcement). El
gobierno de EE.UU. también cuenta con un laboratorio especializado y
dedicado solamente a forense de vida silvestre (Fish & Wildlife Service
Forensics Laboratory) en Ashlan, Oregon (http://www.fws.gov/lab/). La
politica y las implementaciones gubernamentales en contra del trafico
de fauna en EE.UU pueden verse en Wyler y Sheik (2013).
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La Sociedad para la Ciencia Forense de Vida Silvestre (Society for
Wildlife Forensic Science, www.wildlifeforensicscience.org/) fue creada en
enero de 2011, con 52 laboratorios miembros de los Estados Unidos,
Canada, Brasil, Australia, Nueza Zelandia, Gran Bretana, Suecia, Suiza,
India, Malasia, Hong-Kong, Tailandia y Sudafrica. Mediante una iniciativa
de esta sociedad se cred, en forma analoga al SWGDAM (Scientific
Working Group for DNA Analysis Methods) para genética forense humana
en EE.UU y también en 2011, el Grupo Cientifico de Trabajo para las
Ciencias Forenses de Vida Silvestre (SWGWILD, Scientific Working Group
for Wildlife Forensic Sciences) encargado de delinear recomendaciones de
practicas a seguir en procedimientos de forense de vida silvestre. Se
puede acceder a estas recomendaciones en el sitio

http://www.wildlifeforensicscience.org/swgwild/.

8.3. Trafico de fauna: crimen de escala global

Las regiones mas afectadas por el trafico internacional de fauna son
Africa y Asia. Las mismas cuentan con una enorme riqueza de
biodiversidad, pero son también de las mas pobres del planeta. El
trafico internacional de especies y productos animales de alto valor esta
normalmente ligado a otras organizaciones criminales, también
internacionales, que facilitan el trafico de drogas o armas y la presencia
de milicias organizadas en paises con inestabilidad politica, que
aprovechan la disponibilidad de especies de gran valor en el mercado
ilicito para solventar sus actividades (Warchol et al., 2004; Milliken y
Shaw, 2012; CITES, IUCN & TRAFFIC, 2013).

El reporte de WWF (Dalberg, 2012) indica que el trafico de vida
silvestre y sus productos, excluyendo pesquerias y maderas, ocupa el
cuarto lugar de comercio ilicito en el mundo, después del trafico de
narcoticos, falsificaciones y trafico humano, con un marco que excede

)

los 10 mil millones*” de USD anuales.
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La pobreza y las costumbres locales también implican una amenaza
para la fauna local. Un reporte del Parlamento de Gran Bretana sobre
el “comercio de carne del monte” (bushmeat trade) en la cuenca de
Congo indica que el trafico de animales para este fin alcanza las 3,4
millones de toneladas por afo, mientras que en la cuenca del
Amazonas los volumenes de trafico no llegan a un 5% de este valor
(PostNote, 2005). Una revision mas reciente y detallada, avalada por

TRAFFIC (www.traffic.org), presenta los valores de volumen de caza y

precios en el mercado de “carne del monte” en Africa (Lindsay et al.,
2012). El trafico de aves y reptiles es también un comercio de gran
envergadura en Sudafrica y Namibia, con destino a ser utilizados como

mascotas (Warchol et al., 2003).

8.4. Breve historia de la genética forense
8.4.1. Los avances tecnolégicos

El desarrollo de la genética forense de especies salvajes (o especies
no-modelo) esta intimamente asociado al desarrollo de los estudios
poblacionales y evolutivos de estas especies. Son precisamente estos
trabajos los que posibilitaron contar con secuencias de ADN de referencia.
Hubo dos hitos importantes en el desarrollo de tecnologias que permitieron
un incremento exponencial no solamente en genética forense sino en la
disponibilidad publica de secuencias de ADN. El primero fue el desarrollo
del método de PCR (Saiki et al., 1985, 1988), trabajo que le valié a Kary
Mullis el premio Nobel de Quimica en 1993. La reaccién de PCR tuvo un
enorme impacto en las ciencias biolégicas y biomédicas. La posibilidad de
obtener una gran cantidad de producto (secuencias de ADN) también
facilité la combinacién de la reaccion de PCR con el método de

secuenciacion de ADN mediante la utilizacion de dideoxinucledtidos
(Sanger, 1977). En 1989, el equipo de Allan wilson'" de Ia Universidad de

California en Berkeley, EE.UU, publicé los primeros
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primers universales para diversos genes mitocondriales (Kocher et al.,
1989). Estos hechos dieron un enorme impulso al estudio de
organismos no-modelo y permitié el avance de estudios filogenéticos y
poblacionales de un gran espectro de organismos eucariotas y
procariotas. El incremento exponencial de la disponibilidad de
secuencias de los genes mitocondriales citocromo b (cyt b) se muestra
en la Figura 8.1. La creciente disponibilidad de una gran cantidad de
informacion genética de referencia facilito el desarrollo de la genética
forense faunistica (Hsieh et al., 2001; Hsieh et al., 2003).
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Figura 8.1: Ejemplo de la creciente disponibilidad de secuencias
mitocondriales de animales en GenBank. Se muestran el nimero de
secuencias disponibles para “Bovidae” y “cytb”, el numero de taxa y el
numero de genomas mitocondriales completos elegidos como
referencia para la base de datos RefSeq and NCBI.

A mediados de la década del 80 nacen los métodos modernos de
identificacién genética de individuos. La primera investigacion forense
resuelta por polimorfismos de ADN fue conducida por el profesor Sir Alec
Jeffreys, quien resolvié un problema de inmigracion de un nifio de

Ghana, probando la relacion de parentesco con su madre y hermanos
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residentes en Gran Bretafia (Jeffreys et al., 1985b). La técnica que
desarrollé fue denominada “huellas digitales genéticas” (DNA
fingerprinting) y utilizaba sondas marcadas radioactivamente para detectar
fragmentos de ADN gendmico cortado con enzimas de restriccion y
transferido a un soporte sélido, como membranas de nitrocelulosa. Las
sondas representaban motivos repetidos que aparecian dispersos en el
genoma en organizaciones en tandem de cientos de pares de bases. La
utilizacion de esta técnica de identificacion de polimorfismos de
repeticiones (minisatélites, Jeffreys et al. 1985a) domind la genética
forense hasta principios de los '90. Esta técnica de las huellas genéticas
también se usdé en otros organismos en estudios poblacionales,

identificacion de lineas, cepas, pedigries, entre otros.

En la década del ‘90, los marcadores que toman la delantera en la
identificacién de individuos son los microsatélites, marcadores que
dominaron la genética forense humana desde entonces. Estos son de
enorme utilidad en estudios evolutivos, genética de poblaciones y
estudios genealdgicos (Golsdtein y Schiotterer, 1999).

En identificacion de especies, los SNPs adquieren mayor relevancia.
A partir de trabajos originales como los de Bartlett y Williamson (1992)
se desarrollaron innumerables métodos especificos de deteccién de
especies a partir de material biolégico. Los métodos modernos varian
desde la utilizacion de primers especie-especificos para la generacion
de productos de PCR de tamafio especifico, a la utilizacion de métodos

automatizados de deteccion de SNPs (Ogden et al., 2009).

El dltimo gran hito tecnologico es el desarrollo de tecnologias
gendémicas de secuenciacién clonal, conocidas como secuenciacion de
préxima generacion (NGS) (Mardis, 2013). Esta tecnologia es
particularmente util para el estudio de material de origen mixto o mezclas
de productos de distintas fuentes y fue utilizada en la investigacion de la

identidad de productos medicinales tradicionales asiaticos (ver seccion
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Casuistica). Ogden, en su revision de 2011, detalla la potencialidad y
diversidad de estas técnicas en forense de vida silvestre.

8.4.2. Una necesidad imperiosa: las bases de datos

En todo sistema de identificacion genética es necesario contar con un
sistema de referencia. Asi como la identificacion de individuos en genética
forense humana requiere del conocimiento de las frecuencias alélicas o
haplotipicas poblacionales, en la identificacion de especies es necesario
tener un sistema de referencia apropiado, tanto para la identificacion de
especies como de individuos. En la seccién anterior se indicaron los
eventos cientificos que permitieron el incremento de la informacion
disponible. En esta seccién se presentan las bases de datos de
secuencias de ADN que permiten el acceso a esta informacion.

Las dos bases de datos de mayor impacto (utilizacion) son GenBank y
BOLD. Estas difieren en alcance e interés. EI NCBI (National Center for
Biotechnology Information) de EE.UU contiene diversas bases de datos
genéticos y gendémicos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/all/#databases),
entre ellas GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), creada en
1982. Esta base de datos es depositaria de secuencias completas de
genomas de diversas especies (especie humana, especies domésticas y
varios microorganismos), diversas secuencias completas o parciales de
genes nucleares o mitocondriales y genomas mitocondriales completos de
diversas especies silvestres. Estas secuencias son enviadas directamente
a la base de datos, sin intencién de publicacion posterior, o forman parte
de trabajos publicados en revistas cientificas internacionales con revision
por pares previo a su publicacion. Muchas editoriales exigen la
disponibilidad publica de las secuencias utilizadas en los estudios
filogenéticos o poblacionales como condicion sine qua non (Wiley
Scientific ~ Publications,  http://www.wiley.com/WileyCDA/) para la
publicacion de trabajos cientificos. GenBank es el mayor repositorio

mundial de secuencias de ADN. Sin embargo, no esta exento de errores
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ya que no cuenta con controles de calidad de interpretacion de
electroferogramas y secuencias, como es la norma en bases de datos
genéticas humanas de aplicacién forense como EMPOP (empop.org).
Otras fuentes de error son las identificaciones erroneas de especies y
posiblemente el error humano y la confusion de muestras durante el
procesamiento de informacion en los laboratorios. Ejemplos de
identificacion de depdsitos erroneos en GenBank se pueden encontrar
en Harkins et al. (2006), Teletchea et al. (2008), Linacre and Tobe
(2011), D’Amato et al. (2013).

La base de datos BOLD es mas reciente. Fundada en 2003, es
depositaria de un fragmento de 648 pares de bases (pb) del gen
mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad 1 (COIl). Este fragmento,
de gran utilidad para la identificacion de especies, fue denominado
“codigo de barras de la vida” (barcoding of life, Hebert et al., 2003;
Ratnasingham y Hebert, 2007). La informacion enviada a esta base de
datos debe estar acompanada de informacion sobre el “voucher” de
origen, institucion de origen e informacion bioldgica adicional. Las
secuencias depositadas en BOLD se encuentran también disponibles
en GenBank, pero la situacion inversa no se cumple. No todas las
secuencias de COl en GenBank cumplen con las condiciones de
aceptacion para BOLD.

8.5. La problematica mas frecuente en la practica

forense de vida silvestre

Las técnicas mencionadas en esta seccion tuvieron un gran impacto
cientifico que excedi6 el campo de la genética forense humana. Si bien
la organizacién y estandarizacion de la genética forense de vida
silvestre fue un poco mas tardia (ver seccion siguiente), contd con la
ventaja de utilizar la experiencia adquirida en la practica forense
humana para la obtencién de datos.
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Sin embargo, el tipo de marcadores a utilizar depende del tipo de
pregunta que se intenta responder. A diferencia de la genética forense
humana, que generalmente requiere de un analisis de parentesco, la
practica de genética forense de especies silvestres suele requerir de
analisis filogenético o de la identificaciéon del grupo, stock, linaje o
variante geografica al cual un determinado individuo pertenece. Los
procedimientos generales de practica de laboratorio y de analisis de
datos se detallan a continuacion.

8.6. Los procedimientos estandar

En forma similar a la practica de genética forense humana, la
practica de genética forense animal debe seguir protocolos de trabajo
que aseguren la calidad (quality assurance) de los resultados y definan
controles de calidad de los procedimientos utilizados. Budowle et al.
(2005) describen la necesidad de establecer practicas de laboratorio
que reduzcan la posibilidad de contaminacion y aseguren la calidad de
los resultados, como el testeo de reactivos con anterioridad al analisis
de muestras, la utilizacién de controles negativos durante la extraccion
del ADN y de la preparacion de la reaccion de PCR, y la calibracion y el
monitoreo regular de la precision de instrumentos. Los procedimientos
experimentales de laboratorio deben estar adecuadamente validados,
es decir, se deben conocer los limites de sensibilidad, reproducibilidad,
exactitud, precision y los parametros experimentales dentro de los
cuales se obtienen perfiles genéticos similares (Para mas detalles, ver
el capitulo 10).

Los procedimientos estandar de operacion (SOP, standard operating
procedures) deben establecer claramente qué criterios se utilizaron para la
denominaciéon de alelos de microsatélites, basados exclusivamente en el
numero de repeticiones presentes en el fragmento amplificado por PCR.
Una nomenclatura claramente expresada permite la comparacion de datos

entre laboratorios. En la denominacion de secuencias de ADN
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mitocondrial, los sitios polimérficos son expresados utilizando genomas
mitocondriales de referencia, por ejemplo los presentes en la seccion
RefSeq de GenBank
(http://ftp.cbi.pku.edu.cn/pub/database/RefSeq/release/mitochondrion/?C
=D;0=A) gato (NC_001700), pollo (NC_001323), vaca (NC_001567), perro
(NC_002008), cabra (NC_005044), caballo (NC_001640), cerdo
(NC_000845) y oveja (NC_001941) y para especies salvajes de ciervo
(NC_004563), oso (NC _003426), salmén (NC _001960), y esturion
(NC_004420); o bien genomas mitocondriales adoptados como referencia
por la comunidad cientifica por su temprana fecha de publicaciéon (genoma
de Bos taurus V00654, Anderson et al., 1982).

Sin embargo, en un reporte forense, una identificacion ad hoc no es
valida y las conclusiones del analisis deben estar acompafiadas de valores
numéricos o analiticos que las avalen. A continuacién se presentan los
procedimientos mas frecuente de comparacién de secuencias, grado de
similitud entre secuencias y parametros evaluados en busquedas en
bases de datos y evaluacién de similitud por métodos filogenéticos,

conjuntamente con sus ventajas, problemas y limitaciones.

8.7. Problemas especificos de la practica forense de

vida silvestre
8.7.1. Especies. Delimitacion e identificacion de especies

Una de las situaciones mas frecuentes en la practica de genética
forense de vida silvestre es la identificacién de especies protegidas en
productos de origen animal o en trazas de material biolégico en ropas y
utensilios de cazadores ilegales. Esta situacion nos retrotrae a la pregunta
posiblemente mas fundamental en biologia: ;Qué es una especie? No es
la intencidn de este capitulo resumir la problematica de la delimitacion de
especies, sino presentar los problemas enfrentados en forma practica y

coémo reportar la identificacion especifica. En definitiva,
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la practica taxondmica muchas veces es reducida al criterio personal
del investigador, resumido en la frase “una especie bioldgica es lo que
un taxonomo entiende como tal”(s).

Los pasos fundamentales en la identificacion forense de especies
son los siguientes:

1. Eleccién de una secuencia de ADN a estudiar.

2. Obtencion de informacién genética del espécimen, muestra,
producto de origen animal o vegetal, mancha, provista por
autoridades pertinentes para el andlisis.

3. Comparacion del resultado con secuencias de referencia.

4. Validacioén de la correspondencia (match).

El primer paso en la identificacién de especies es la eleccion de un
fragmento de ADN que sea altamente informativo. Esta condicion esta
dada por el grado de polimorfismo inter-especifico de dicho gen y la
cantidad de informacién disponible como referencia en las bases de
datos. Historicamente, los fragmentos de ADN que dominaron esta
practica son los genes mitocondriales cyt b y COIl. De las 1140 bases
de cyt b generalmente se utiliza una regiéon de aproximadamente 360
del pb, mientras que de las 1544 bases de COI se utiliza un fragmento
de aproximadamente 600 pb. El debate sobre cual es mas adecuado
para la identificacion de especies fue extensamente cubierto por la
literatura cientifica. El trabajo de Tobe et al. (2011) indica que la sefial
filogenética de cyt b es mayor que la de COI.

El disefio experimental se basa entonces en la secuencia de ADN
informativa a estudiar. La extraccion de ADN es seguida de una
reaccion de PCR utilizando primers universales y/ o especie-
especificos, seguidos de una reaccién de secuenciacion, utilizando el
meétodo de Sanger de terminacion por dideoxinucleotidos.

El siguiente paso es la comparacion del resultado obtenido con otras
secuencias de referencia. La practica mas recomendable es la obtencion

de estas referencias en el laboratorio forense utilizando material
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conocido provisto por especialistas que certifiquen la identidad
taxondmica de las muestras (vouchers de BioBanks, zooldgicos o
museos). La utilizacion de referencias existentes en bases de datos es
la practica mas frecuente, por ejemplo, la exploracion directa de
GenBank y BOLD.

La funcion “BLAST search” en GenBank permite determinar cuales son
las secuencias mas similares a la de estudio y que estan presentes en la
base de datos. El resultado de GenBank BLAST es una lista de
secuencias ordenadas de mayor a menor similitud con respecto a la
secuencia en estudio. Los parametros que permiten evaluar el grado de
similitud son el “bit-score” (score maximo vy total), E-value, porcentaje de
identidad y grado de cobertura. El dltimo es un valor muy intuitivo; es el
grado de solapamiento entre la secuencia en estudio y otras existentes en
la base de datos. Una cobertura del 50% indica que la secuencia en
estudio es superpuesta o cubierta sélo en la mitad de su extensién por
otra existente en la base de datos. La calidad del alineamiento entre la
secuencia en estudio y las existentes en la base de datos esta dada por
los valores de “bit score” (cuanto mayor el valor, mas confiable es el
alineamiento) y un valor estadistico de la probabilidad de que una similitud
de ese tipo ocurra por azar esta dada por el E-value. Cuanto mas bajo el
E-value, menor es la posibilidad de una correspondencia (match) por azar.
Por ejemplo, un valor de E=0,01 indica que existe una probabilidad en 100
de que esa correspondencia ocurra por azar. Estos valores deben ser
adecuadamente evaluados, ya que una base de datos deficiente en
determinados taxa puede dar valores altos de score, que no son
necesariamente las mas proximas en sentido filogenético.

Durante el estudio de la identidad especifica de charqui (biltong) en
Sudafrica (D’Amato et al., 2013), la especie con maximo bit-score (756)
para una secuencia de COIl (acceso a GenBank JX567041) resultd
Lagorchestes hirsutus, canguro liebre (hare-wallaby), una pequena
especie de Macropodidae. El resultado mostré un 100% de cobertura, un

E-value de 0,0 (0 probabilidad de un match de este tipo por azar) y una
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identidad del 88%. La misma muestra fue secuenciada para cytb
(acceso a GenBank JX567196). Esta vez la especie con maximo bit-
score (586) y 100% de cobertura fue el canguro rojo Macropus rufus, el
Macropodidae de mayor tamafo, con un E-value de 10 -158. Estos
resultados indican la escasez de secuencias de COI para especies de
Macropodidae en el GenBank.

La inspeccion de match en el GenBank es wuna primera
aproximacion, que debe ser validada por otros métodos. Las bases de
datos presentan limitaciones y, como se demostré arriba, la
representatividad de taxa y genes suele ser limitada. La inspeccion de
las distancias genéticas intra-e inter-especificas fue sugerida por el
trabajo de Tobe et al. (2010). Estos autores investigaron los rangos de
distancia genética intra- e inter-especifica para cyt b y COI utilizando
datos de 236 especies de mamiferos. Para ello utilizaron la distancia
de Kimura de 2 parametros multiplicada por 100 [K2P (x100)] (Kimura-
2-Parameter-Model; Kimura, 1980). Este es un modelo de substitucién
nucleotidica que considera diferente ritmo de substitucion para
transiciones y transversiones. Estos autores observaron que las
diferencias intra- e inter-especificas mostraban valores de K2P (x100)
menores que 1,5 % y mayores que 2,5%, respectivamente.

Estos valores deberian considerarse cuidadosamente en un analisis
forense. Especies con una importante estructura genética poblacional o
que hayan sufrido una importante deriva génica pueden mostrar valores
intra-especificos superiores al 2% de similitud genética. En el otro extremo
se encuentran las especies con historias evolutivas muy recientes, como
los fius o los Equidos, con importantes eventos de especiacién en el
Pleistoceno. En el estudio de D’Amato et al. (2013) mencionado
anteriormente, la evaluacion de toda la informacién disponible para
especies detectadas en biltong encontré valores intra-especificos de hasta
un 10% de divergencia entre especies de jirafas y valores menores que
2,5% de divergencia entre el fiu azul y el Au negro. Los valores

encontrados por Tobe et al. (2010) son una buena guia
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inicial, pero es altamente recomendable realizar una evaluacion
exhaustiva de toda la informacion disponible para la/s especie/s en
estudio, utilizando otros métodos, como el analisis filogenético.

El analisis filogenético tiene la ventaja de poder identificar grupos de
secuencias en agrupamientos jerarquicos de mayor a menor similitud.
Los métodos filogenéticos permiten obtener valores estadisticos que
apoyen la credibilidad de estos grupos. Los métodos de maxima
parsimonia, maxima probabilidad (maximum likelihood) y distancia
(neighbor joining) utilizan un reemplazo (bootstrap) de nucledtidos y
con estas nuevas secuencias con algunos nucleétidos reemplazados
se vuelve a reconstruir la filogenia un determinado numero de veces.
La proporcién de veces que las ramas del arbol son recuperadas en
forma idéntica al arbol original es el valor de bootstrap, el cual es
presentado en el nodo. En general se acepta 95% o mayor como
valores confiables de topologia. Valores menores que 50% en general
no se muestran por su bajo nivel de confiabilidad. Yang y Rannala han
publicado recientemente una revision de métodos moleculares
filogenéticos (2012).

Los resultados de una reconstruccion filogenética deben ser también
evaluados cuidadosamente. Un elevado valor de bootstrap en los
nodos indica que estas secuencias estan emparentadas pero no
necesariamente indica identidad especifica. Se requiere una
evaluacion de la distancia genética entre los componentes de un grupo,
clado o rama.

Una limitacién inherente de los marcadores uniparentales es,
precisamente, su caracter de uniparental. Las secuencias mitocondriales
pierden calidad de informacion para casos de hibridacion e introgresion.
En el estudio de identidad de especies utilizadas para manufacturar
biltong, se evaluaron referencias provistas por especialistas, secuencias
presentes en GenBank y secuencias encontradas en la carne durante el
estudio. Las especies de fiu entraron en contacto secundario por accion

antropogénica en Sudafrica. Parte del material de referencia provisto por
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los especialistas no correspondia a la especie esperada de fiu, lo que
refleja un grado de introgresién importante después del cual no es
posible identificar hibridos, que adquieren el fenotipo de la especie en
la que lo absorbe genéticamente.

8.7.2. Determinacion del origen geografico de los especimenes.
Asignacion

El analisis de la distribucion geografica de la diversidad genética en
una especie es una necesidad prioritaria en el disefio de unidades de
conservacion. El término filogeografia fue acufado por Avise y
colaboradores en 1987 (Avise et al., 1987), originado del analisis de
distribucion geografica de linajes mitocondriales dentro de una especie.
Esta concepcién permitio el desarrollo del concepto de UES (Unidades
Evolutivas Significativas; Moritz, 1994).

Entre las secuencias mitocondriales mas utilizadas en filogeografia y
estudios intra-especificos figuran cyt b y D-loop. El ultimo muestra un
ritmo de mutacion 10 veces mayor al observado en las secuencias
mitocondriales codificantes y similar al de los microsatélites.

Durante el analisis de biltong en D’Amato et al. (2013) una de las
especies identificadas fue la cebra Cape Mountain, incluida en el
apeéndice Il de CITES. El analisis filogenético con cyt b sugiere que la
carne de este espécimen provenia de Namibia y no de Sudafrica.

En los ultimos 14 afios se han publicado y perfeccionado métodos de
asignacion de individuos a poblaciones mediante el uso de marcadores
diploides. Los primeros intentos estuvieron basados en la utilizaciéon de
frecuencias alélicas existentes en grupos predeterminados o conocidos
(Petkau et al.,, 1995; Eichert y Banks, 2000) para determinar la
probabilidad de un genotipo de pertenecer a ellos. Cornuet et al. (1999),
basados en Rannala y Mountain (1997), desarrollaron un método
bayesiano parcial en el que mediante simulaciones de Monte Carlo se

generan genotipos de poblaciones parentales previo a la asignacion del
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genotipo de interés. Estos métodos se hallan implementados en el
programa GenClass (Piri et al., 2004) y representan métodos
supervisados de clasificacion en los que los grupos de asignacion son
predeterminados o conocidos por el investigador. Mas recientemente,
Wesser et al. (2004) elaboraron un método de inferencia de
frecuencias alélicas en regiones geograficas no muestreadas,
partiendo de datos genotipicos y distribucidon geografica de los mismos.
Asi, es posible la asignacion de muestras de origen desconocido a
regiones geograficas de las cuales no se cuenta con informacion. Este
método tiene una ventaja sobre los mencionados mas arriba, en los
que las asignaciones se encuentran limitadas a muestras conocidas; el
mismo fue utilizado en la inferencia de la zona de origen de marfil
africano confiscado (ver seccion Casuistica 8.8).

Todos estos métodos asumen equilibrio de Hardy-Weinberg y
equilibrio de ligamiento (LE). La utilidad y limitaciones de estos
métodos de asignacion fueron evaluadas por Manel et al. (2002) y Ball
et al. (2011) con ejemplos de datos publicados para estudios de
genética de poblaciones y estudios forenses. (Para mas detalle sobre
los métodos de asignacion, ver capitulo 6).

8.7.3. Identificacion de individuos

Los procedimientos en la identificacion de individuos son basicamente
idénticos a los utilizados en estudios de determinacion de parentesco
(filiacibn) en humanos. Los marcadores genéticos utilizados son las
secuencias mitocondriales de la regién control o D-loop y los
microsatélites especie-especificos. Revisiones de estos procedimientos se
encuentran publicadas en Evett y Weir (1998) y Fung y Hu (2008). Un
ejemplo de estos procedimientos se puede ver en la identificacién de una
tigresa matada en el Tiger Safari Zoo Park en la India en el afio 2000, solo
para obtener sus garras. Unos 4 anos mas tarde se realizé un analisis de

filiacion entre las garras del tigre encontradas en posesion de
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un sospechoso y los padres y hermanos del animal matado, habitante
del mismo zoolégico. Los analisis dieron una identificaciéon positiva del
parentesco esperado entre el material secuestrado al sospechoso y los
tigres del zooldgico (Gupta et al., 2011).

8.8. Casuistica forense de vida silvestre
8.8.1. Caza ilegal de rinocerontes en Africa

La expansion economica en Asia determiné un mayor poder adquisitivo
de sus habitantes. Desafortunadamente este hecho afecté en forma
dramatica la situacion de supervivencia de muchas especies utilizadas en
medicina tradicional y consumo humano. Los cuernos de rinoceronte
tienen un enorme valor econémico en la medicina tradicional del sudeste
asiatico y China por sus supuestas propiedades afrodisiacas: 1 kg de
cuerno alcanza valores de USD 30.000 en el mercado ilegal. El
rinoceronte de Java se extinguié en Vietnam en el afio 2011. De esta
especie s6lo quedan unas pocas decenas de animales en Java e
Indonesia. Al disminuir las poblaciones asiaticas, la atencion se desvié
hacia Africa, con la consecuente dilapidacion de las poblaciones naturales
en ese continente. CITES prohibié el comercio de rinocerontes africanos y
sus productos en 1977. Sudafrica estda habitada por 2 especies de
rinoceronte, el negro (Diceros bicornis) y el blanco (Ceratotherium simum)
(Figura 8.2). La poblacién de rinocerontes blancos fue reducida a unos 40
individuos a principios del siglo XX y actualmente los aproximadamente
20.000 animales que se encuentran en reservas nacionales y privadas de
Sudafrica descienden de esta poblacion remanente. El 90% de los
rinocerontes blancos y el 40% (de un total de 5.000 individuos) de los
negros se encuentran en Sudafrica

. La caza ilegal es llevada a cabo por sindicatos internacionales
organizados, que cuentan con una importante logistica para la
localizacién de las presas, el transporte y el armamento.
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Figura 8.2: Hembra de rinoceronte blanco con su cuerno cortado
como medida preventiva de caza ilegal en el Parque Nacional
Kruger. Foto cortesia Carla D’Amato.

Sudafrica presenta el 85% de los 25.000 rinocerontes en estado
silvestre en el planeta. En Sudafrica, la depredacion se realiza tanto en
parques nacionales como en tierras privadas, pero la peor parte es sufrida
por el Parque Nacional Kruger. Este Parque forma parte del Great
Limpopo Transfrontier Park — conjuntamente con el Gonarezhou National

Park en Zimbabwe y el Limpopo National Park en Mozambique
— que en forma conjunta alcanzan una extension de 35.000 km2. El parque

Kruger tiene una extension de casi 20 millones de hectareas (19.485 kmz),

una superficie equivalente al tamafo de Israel, Gales o la provincia de
Tucuman. Esta extension es de muy dificil monitoreo, por lo que esta
facilmente expuesto al crimen organizado ingresante desde paises
limitrofes (ver 3). La estrategia adoptada por parques nacionales y
propietarios de reservas privadas es el corte de cuernos de los animales
para evitar que sean asesinados. Esta practica no siempre es exitosa, ya
que la caza continua aun con el propdsito de extraer la base
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remanente de los cuernos removidos. La ultima estrategia adoptada
por el Parque Nacional Kruger es la utilizacion de drones para
monitoreo y locacién de cazadores ilegales. La estadistica de caza
ilegal estimada por el Departamento de Asuntos Ambientales de
Sudafrica se muestra en la Figura 8.3. Los valores del afio 2013 fueron
recolectados en septiembre. Aproximadamente un 60% de esta

depredacion tiene lugar en el Parque Nacional Kruger.

Caza ilegal de rinocerontes en Africa
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Figura 8.3: Numero de rinocerontes cazados anualmente en
Sudafrica y Africa debido al comercio ilegal de cuernos. Los valores
continentales para 2013 corresponden al mes de febrero.

La Universidad de Pretoria desarrollé un sistema de identificacion de
individuos patentado como Rhodis®, Rhino DNA Index System. El
proyecto Rhodis® tiene como objetivo la generacién de una base de
datos de perfiles de individuos en todas las reservas nacionales,
provinciales y privadas; permite la trazabilidad de cuernos confiscados
de manos de traficantes y se los puede adjudicar a individuos
(cadaveres) especificos.

El sistema consiste de 22 loci de microsatélites y un sistema de
sexado (Harper et al., 2013) y permite distinguir las dos especies.
Aplicando una correccion por endocria de © = 0,3 la probabilidad de
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coincidencia aleatoria (RMP, random match probability) para el
rinoceronte blanco es 1,7 x 10'5 -6 X 10-6. Los valores exceden el
numero existente de individuos de esta especie. Esta base de datos
cuenta actualmente con unos 3.500 perfiles individuales de ambas
especies.

El Laboratorio de Genética Veterinaria de la Universidad de Pretoria
y el Servicio de Policia de Sudafrica desarrollaron en forma conjunta un
kit para la recoleccion de material biolégico de rinocerontes para
estandarizar el muestreo y asegurar la cadena de custodia en casos
forenses. Hacia fines de 2012, el sistema de identificacion genética
permitid el arresto de unos 400 cazadores ilegales y el encarcelamiento

de 25,

8.8.2. Caza ilegal de elefantes en Africa

El elefante africano Loxodonta africana fue cazado en forma intensiva
debido al precio del marfil. En 1989 CITES promueve la veda total de la
explotacion de elefantes africanos y el trafico de marfil: el elefante africano
es enlistado en el Apéndice | de CITES. Sin embargo, los paises de Africa
del sur Namibia, Botswana, Zimbabwe y Sudafrica transfirieron a esta
especie al Apéndice Il entre 1997-2000. Actualmente, las regiones mas
afectadas por la caza ilegal de elefantes son Africa central y occidental
(recopilado en UNEP, CITES, IUCN, TRAFFIC, 2013). En 1997 CITES
establece MIKE (Monitoring the lllegal Killing of Elephants) y TRAFFIC
establece el programa ETIS (Elephant Trade
Information System Database) como programas de recoleccion de
informacion de caza ilegal de elefantes y el estudio de la ruta de
contrabando y recoleccion de datos de confiscaciones. La ruta de
trafico ilegal y contrabando involucra mas frecuentemente a paises del
sudeste asiatico y China (CITES report SC61). Se estima que las
matanzas en todo el continente en 2012 y 2013 alcanzaron los 25.000
y 22.000 ejemplares, respectivamente (CITES, IUCN, TRAFFIC, 2013).
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El numero remanente de animales de esta especie en estado salvaje
es de aproximadamente 470.000 en todo el continente (Blanc et al.,
2007). Recientemente se reconocio el estatus de especies diferentes,
de modo tal que las dos formas conocidas, el elefante de bosque y el
de sabana, sean especies diferentes, Loxodonta africana cyclotis y
Loxodonta africana africana (Figura 4), actualmente L. africana y L.
cyclotis, respectivamente (Rohland et al., 2010). Ambas son
consideradas “vulnerables” por la IUCN.

Figura 8.4. Loxodonta africana africana. Kruger National Park.
Foto cortesia Malena D’Amato

Wasser et al. (2004) realizaron un estudio genético para evaluar la
distribucion geogréafica de la variabilidad genética en elefantes
africanos y asi poder predecir el origen geografico a partir de muestras
de colmillos y marfil de origen desconocido. Partiendo de muestras de
tejidos y escatolégicas colectadas en 28 localidades, realizaron una
tarea de genotipado con 16 microsatélites especie-especificos. Estos
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autores desarrollaron un método de emparejado espacial de frecuencias
alélicas (spatial-smoothing based estimates of allele frequencies) que
permite la asignacion de muestras de origen desconocido a regiones
geograficas de las que no hay material de referencia. Este método,
denominado de asignacion continuo (CAM, continuous assignment
method), es mas efectivo que los métodos tradicionales de asignacion
como el de Paetkau et al. (1995). Estos autores utilizaron sus métodos de
asignacion para analizar muestras confiscadas de contrabando de marfil.
Uno de estos episodios fue la confiscacion de 6,5 toneladas de marfil
ocurrida en Singapur en 2002. El analisis de las muestras indicé que los
colmillos provenian del elefante de sabana, de una region geografica del
sur de Africa circunscripta a Zambia, cercano a Malawi, lugar desde donde
partid la carga maritima a oriente (Wesser et al.,, 2007). Un estudio
subsiguiente realizado sobre una confiscacién de la cadena de trafico
Camerun-Hong-Kong asigné el material estudiado al elefante de bosque,
con origen geografico en el sur de Gabon (Wesser et al., 2008). El material
confiscado de ambas cadenas mostré una asignacién geografica similar,
evidenciando asi una organizacion internacional del comercio ilicito
mediante multiples puntos de embarque para material proveniente de una
zona de explotacion. Estos estudios permitieron evidenciar paises y zonas
de explotacion intensiva donde se reforzaron los esfuerzos en contra de la
caceria ilegal. Los estudios de ADN del material confiscado permitieron de
esta manera incrementar la informacién sobre las rutas de caceria y

contrabando del marfil en Africa.

8.8.3. Pesca ilegal de abalon en Sudafrica

El abalon Haliotis midae o perlemoen (Figura 8.5) es un gastrépodo
intermareal de la familia Haliotidae, endémico de Sudafrica; es el halidtido
de mayor porte presente en el territorio Sudafricano. Esta especie es
blanco de pesca ilegal debido al elevado precio que alcanza en el

mercado asiatico: unos U$S 300 por kilogramo de carne sin valva.
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La explotacion ilegal del abalon se encuentra intimamente ligada a
factores socioecondmicos en Sudafrica, y la ruta internacional del
comercio ilicito de esta especia estda coordinada con el trafico de
sustancias abusivas ilegales desde China mediante la actuacién de
organizaciones criminales internacionales (Steinberg, 2005).

H. midae es una especie de crecimiento lento, alcanzando la madurez
sexual a la edad de 8-9 afios y un tamafio de 20 cm a la edad de 30 afnos.
En el afio 2010 el gobierno sudafricano tomoé la controvertida decision de
retirar a esta especie del Apéndice Ill de CITES.

Los pescadores ilegales devalvan los abalones y cuando son
interrogados por autoridades o patrullajes costeros aseguran haber
pescado otra especie intermareal de menor tamafo, el siffie Haliotis
spadicea. El tamafo legal de pesca del abalon es 114 mm, limitado a
unos pocos individuos por buzo mediante la obtencién de un permiso
especifico.

Sweijd et al. (1998) disefaron un ensayo para distinguir a estas dos
especies mediante el analisis de la secuencia de ADN del gel “sperm
lysin”, que presenta un alto grado de conservacion intra-especifico
(Vacquier et al., 1990). El test consiste en una amplificacion por PCR
de un fragmento de 130 pb de este gen, seguido de RFLP o bien
secuenciacion por método de Sanger. Una transicion determina la
ausencia de un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccidon
Hha Il en el siffie (GCAC) mientras que la secuencia GCGC del abalon
es reconocida y clivada. Los productos de PCR son resueltos en geles
de agarosa. Este test se realiza desde el afo 2002 en la Universidad
de Stellenbosch (Roodt-Wilding y Bester, 2006) donde regularmente se
analiza el material biolégico confiscado, hisopados de instrumentos y
material utilizado en la recoleccién de abalon como guantes y cuchillos.
H. midae es detectado en una cifra superior al 75% de los casos asi
estudiados (Bester, comunicacion personal).
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Figura 8.5: Ejemplares juveniles de Haliotis midae. Fotografia
cortesia de A. Bester, Universidad de Stellenbosch.

8.8.4. Trafico ilegal de chitas en el sur del continente africano

El chita (Acinonyx jubatus) tenia una amplia distribucion geografica en
los continentes africano y asiatico. Actualmente, es considerada una
especie vulnerable por IUCN y esta incluida en el Apéndice | de CITES. La
mayor poblacion africana se encuentra en Namibia, con aproximadamente
2.500 animales. El trafico de esta especie esta limitado a un nimero anual
de 5 animales vivos o como trofeos de caza para Botswana, 150 para
Namibia y 50 para Zimbabwe. En Sudéafrica, el chita esta presente en la
lista de especies que necesitan proteccion en el
National Environmental Management: Biodiversity Act, 2004 (Acta N°
10 de 2004). La posesién o transporte de especies protegidas necesita
de un permiso emitido por autoridades nacionales y provinciales.

En 2008, un estudio realizado por la Universidad del Free State
(Kotze et al., 2008) detecto el origen extra nacional de unos 6 chitas
encontrados en una estancia lindera con Botswana. Esta es una zona
afectada por el trafico de vida silvestre. Los duefios de la estancia no
poseian los permisos necesarios y las autoridades de control delegaron
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el estudio del origen de estos animales. Como referencia se utilizé ADN
de un total de 57 animales provenientes de Botswana, Namibia y
Sudafrica. Analizaron el polimorfismo de 13 microsatélites aislados en
gato doméstico y los 11 loci que no mostraron desvios de HWE se
utilizaron en al andlisis de asignacién. Estos autores aplicaron tres
métodos: un método basado en frecuencias génicas, un método
bayesiano parcial y un método bayesiano completo. El método basado
en frecuencias génicas de Paetkau (1995) asigno 5 de los 6 animales a
Namibia y uno no pudo ser asignado a ningun grupo. La utilizacién del
test de exclusion de Rannala y Mountain (1997) en combinacién con el
método bayesiano parcial de Cornuet et al. (1999) asigné 4 animales a
Namibia, mientras que 2 animales no pudieron ser asignados. Estos
dos procedimientos se encuentran implementados en el programa
GENECLASS 2 (Piry et al. 2004). EI programa STRUCTURE se utilizd
en forma relajada, admitiendo mezcla [admixture] y correlacion en la
frecuencia de alelos. Este procedimiento es mas realista que los
parametros utilizados por Manel et al. (2002). Los 3 grupos (clusters)
identificados en este analisis mostraron una diferente proporcién de
distribucion de los especimenes de referencia entre ellos y una mayor
similitud de 2 de los animales en estudio con especimenes de Namibia,
tres con el grupo representado mayoritariamente por animales
sudafricanos y uno con el grupo representado mayoritariamente por los
animales de referencia de Botswana. Estos resultados indican que la
hipotesis del origen de Botswana de los seis chitas debe descartarse.
Histéricamente muchas de las poblaciones de chitas de Sudafrica
provienen de translocaciones realizadas desde Namibia.

8.9. Identificacion de especies en productos

comestibles de origen animal en Sudafrica

En los paises de Sudafrica, es muy popular el consumo de carne seca
con especias, un tipo de charqui llamado localmente biltong (Figura 8.6) y

salchichas secas (droé wors). Estos productos son manufacturados
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por productores locales a pequefia escala o bien a gran escala, y
cuentan con marcas comerciales. Si bien se manufacturan con carne
de vaca, los productos mas populares provienen de carne de antilopes
locales, cazados a tal propédsito o explotados como ganaderia, o de

carne de avestruz, unica especie nativa que se cria en forma intensiva.

Figura 8.6: Canasta abierta de biltong en un negocio
especializado en este producto.

Un estudio reciente (D’Amato et al. 2013) evalud la identidad y
veracidad de la etiquetas comerciales de unas 146 muestras de carne
procesada como biltong, salchichas secas, carpaccio, carne fresca y
ahumada en el mercado de Sudafrica. Las muestras fueron analizadas
mediante secuenciacion de productos de PCR utilizando primers para
cyt b y COl. El analisis de identificacién de especies se realizd de
manera exhaustiva mediante diferentes métodos como BLAST en
Genbank, analisis filogenético, analisis de asignacion por caracteres
diagndsticos y analisis de distancia genética intra- e inter-especifica.
Quedaron asi evidenciados los problemas y las ventajas de estos
métodos en la investigacion de identificacion de especies, y los riesgos
de basar las conclusiones de asignacion a un solo método.

El resultado de esta investigacion (Figura 8.7) demostrd que el 69,2%
de los productos contenia material distinto al de la etiqueta comercial, de

los cuales 42% correspondia a Bos taurus, mientras que una proporcion
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similar pertenecia a otra especie salvaje. Entre ellas se detectd la
cebra de montana Equus zebra zebra (Figura 8.8), catalogada en el
Apéndice Il de CITES. En menor proporcién se detectaron las especies
domeésticas Ovis aries, Equus caballus y Sus scrofa y 3 especies de
canguro.

E. caballus
S scrofa 1%

Macropus sp
7%

Figura 8.7: Proporcion de la contribucion especifica a los productos
de carne “salvaje” substituidos en el mercado sudafricano.

Figura 8.8: Cebra de montana Equus zebra zebra, encontrada en
biltong.



8.10. Aplicacion de pirosecuenciacién en la
identificacidn de especies a partir de material biolégico

altamente procesado

Las nuevas tecnologias genomicas basadas en pirosecuenciacion y
produccion de una gran cantidad de datos simultaneamente (High
Throughput) produjeron un enorme impacto no soélo en los estudios
gendémicos sino también en otras disciplinas, como la genética forense. Estos
métodos de secuenciacion de préxima generacion (NGS) y de segunda
generacion permiten la identificacion de una gran cantidad individual de
hebras de ADN originadas a partir de un solo evento de PCR (resefiadas en
Glenn, 2011). Este tipo de secuenciacion clonal (cada hebra es considerada
un “clon”) es posible gracias a plataformas como lllunina MySeq (lllumina),

454 GS Junior (Roche) y lon Torrent (Life Technologies).

Un trabajo realizado en la Universidad de Perth, Australia, evidencio la
composicion compleja de productos de medicina tradicional china (Coghlan et
al., 2012) compuestos por materiales biolégicos altamente procesados, en
forma de jarabes, pildoras o pulverizados. Esta situacion determina la
imposibilidad de aplicar los métodos tradicionales de PCR y secuenciacion
para la investigacién exhaustiva de la composicion del producto, salvo que se
desee investigar la presencia de ciertas especies con primers de PCR
altamente especificos. Para evitar este inconveniente, el grupo de Michael
Bunce aplicé primers de PCR universales para blancos de origen vegetal y
animal: la region del p-loop del gen plastidico trnL, y el gen 16S rRNA
mitocondrial. Los productos de PCR fueron secuenciados y analizados en la
plataforma 454-Junior (Roche) (ver Rothberg y Leamon, 2008, para mayor
detalle). Se leyeron aproximadamente 49.000 secuencias totales que
partieron de 15 muestras de productos de medicina tradicional china
detenidas por oficiales aduaneros en el momento de entrada a Australia. El
resultado del estudio mostré la presencia de 68 familias de plantas, algunas
potencialmente téxicas como Ephedra y Asarum; dos especies de animales

catalogadas por IUCN como vulnerable y en estado
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critico, respectivamente: el oso negro asiatico (Ursus thibetanus) y la
saiga (Saiga tatarica), mientras que el 78% de los productos contenia
especies no declaradas.

8.11. Material y lecturas adicionales

John E. Cooper and Margaret E. Cooper (eds.): Wildlife forensic
investigation—principles and practice. CRC Press, Boca Raton, London,
New York, 2013, ISBN: 978-1-4398-1374-4

Jane E. Huffman, John R. Wallace (eds) : Wildlife Forensics: Methods
and Applications. Wiley & Sons Ltd.,2012. New Delhi, India, 2012, ISBN:
978-0-470-66258-8, ISBN: 978-0-470-66259-5.

Adrian Linacre, Shanan Tobe (eds.) Wildlife DNA Analysis: Applications
in Forensic Science. Wiley-Blackwell. 2013. ISBN: 978-0-470-66595-4 |
ISBN-13: 978-047-0-66596-1

Links

Informacion sobre estadistica de caza ilegal y actividades de proteccion
de rinocerontes

https://www.environment.gov.za/update on rhinopoaching

http://www.bdlive.co.za/national/science/2013/02/08/drones-now-part-

of-anti-poaching-arsenal

http://www.iol.co.za/scitech/science/environment/drones-to-help-fight-
in-anti-poaching-war-1.1526137#.UmIfG1INYWSo

http://www.rhodis.co.za/

Pesca y trafico ilegal de abalon

Rhodes University , Nota de perspectiva sobre la accién sobre la pesca
y trafico ilegal de abalon en la provincia sudafricana Eastern Cape, 9
de Noviembre de 2012
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http://www.ru.ac.za/perspective/perspectivearticles/name, 72437 ,en.ht

ml

Charla presentada por Vernon Munninck en el evento independiente de
TedX “‘Who moved my sushi ? 7 el 24 de marzo de 2012 en Cape Town.
Vernon Munnick, Guardaparques de Cape Nature en la zona costera
protegida de Hermanus, Sud Africa, comparte su experiencia de trabajo
en una zona depredada por la pesca ilegal de abalon.

http://www.youtube.com/watch?v=cNxa8uJHkGo

http://www.capenature.co.za/news.htm?sm[p1][action]=content&sm[p1
][cntid]=2085&sm[p1][persistent]=1

Links

http://www.interpol.int/Member-countries/Africa/South-Africa

http://sansalvador.usembassy.gov/news/2011/09/26.html

https://aelert.net/?page id=1805 http://www.asean-

wen.org/index.php/about-us/what-is-asean-wen

http://earthday.worldwildlife.org/about/news-press

http://www.traffic.org/ http://www.havocscope.com/value-of-the-

illegal-wildlife-trade/ http://www.havocscope.com/tag/wildlife-
trafficking/

8.12. Referencias Bibliograficas

Anderson S., de Bruijn M.H., Coulson A.R., Eperon I.C., Sanger F.,
Young |.G., (1982) Complete sequence of bovine mitochondrial DNA.
Conserved features of the mammalian mitochondrial genome. J Mol
Biol. Numero 156, pp.683-717.

Avise, J.C.; Arnold, J., Ball, R. M., Bermingham, E., Lamb, T., Neigel,
J.E., Reeb, C.A., and Saunders, N.C., (1987). Annual Review of
Ecology and Systematics. Numero 18, pp. 489-522.

218



Ball, M.C., Finnegan, L.A., Nette, T., Broders, H.G., Wilson, P.J., (2011)

Wildlife forensics: "supervised" assignment testing can complicate the
association of suspect cases to source populations. Forensic Sci Int
Genet. Jan; Numero 5(1), pp. 50-56.

Banks, M.A., Eichert, W., (2000.) WHICHRUN (Version 3.2) a computer
program for population assignment of individuals based on multilocus
genotype data. Journal of Heredity. Numero 91, pp. 87-89.

D'Amato, M.E., Alechine, E., Cloete, K.W., Davison, S., Corach, D.,
(2013) Where is the game? Wild meat products authentication in South
Africa: a case study. Investigative Genetics Numbre 4, pp. 6
doi:10.1186/2041-2223-4-6

Evett, LW., Weir, B.S., (1998) Interpreting DNA Evidence: Statistical
Genetics for Forensic Scientists. Sinauer Associates, Sunderland, MA
Fung, W.K,, Hu, Y.-Q., (2008) Statistical DNA Forensics: Theory,
Methods and Computation. Wiley.

Gupta, S.K., Bhagavatula, J., Thangaraj, K., Singh, L., (2011)
Establishing the identity of the massacred tigress in a case of wildlife
crime. Forensic Sci Int Genet. Numero 5(1), pp. 74-75

Harkins, G.W., (2006) Studies on the population genetics of Euphausiids:
a comparison of patterns in pelagic taxa displaying different distributions
and life-histories. PhD Thesis.: University of the Western Cape.

Harper, C.K., Vermeulen, G.J., Clarke, A.B., de Wet, J.I., Guthrie, A.J.,
(2013) Extraction of nuclear DNA from rhinoceros horn and
characterization of DNA profiling systems for white (Ceratotherium
simum) and black (Diceros bicornis) rhinoceros. Forensic Science
International: Genetics. Numero 7, pp. 428—433.

Hebert, P.D.N., Cywinska, A., Ball, S.L., de Waard, J.R., (2003)
Biological identifications through DNA barcodes. Proc Biol Sci, Numero
270, pp. 313-321.

Kimura, M., (1980) A simple method for estimating evolutionary rate of
base substitutions through comparative studies of nucleotide sequences.

J Mol Evol. Numero 16, pp. 111-120.

219



Jeffreys, A.J., Wilson, V., Thein, S.L., (1985a) Hypervariable
‘minisatellite’ regions in human DNA. Nature. Numero 314(6006), pp.
67-73.

Jeffreys, A.J., Brookfield, J.F., Semeonoff, R., (1985b) Positive
identification of an immigration test-case using human DNA fingerprints.
Nature. Numero 317(6040), pp. 818-819.

Kocher, T.D., Thomas, W.K., Meyer, A., Edwards, S.V., Paabo, S.,
Villablanca, F.X., Wilson, A.C., (1989) Dynamics of mitochondrial DNA
evolution in animals: amplification and sequencing with conserved
primers. Proc Natl Acad Sci U S A. Numero 86(16), pp. 6196-200.
Linacre, A.M., Tobe, S.S., (2011) An overview to the investigative
approach to species testing in wildlife forensic science. Investigative
Genet. Numero 2, pp. 2

Lindsey, P., Balme, G., Becker, M., Begg, C., Bento, C., Bocchino, C.,
Dickman, A., Diggle, R., Eves, H., Henschel, P., Lewis, D., Marnewick, K.,
Mattheus, J., McNutt, J.W., McRobb, R., Midlane, N., Milanzi, J., Morley,
R., Murphree, M., Nyoni, P., Opyene, V., Phadima, J., Purchase, N.,
Rentsch, D., Roche, C., Shaw, J., van der Westhuizen, H., Van Vliet, N.,
Zisadza, P.(2012) lllegal hunting and the bush-meat trade in savanna
Africa: drivers, impacts and solutions to address the problem. Panthera
| Zoological Society of London. Wildlife Conservation Society report,
New York. 74 pages. Disponible en www.traffic.org

Manel, S., Berthier, P., Luikart, G., (2002) Detecting wildlife poaching:
identifying the origin of individuals with Bayesian assignment tests and
multilocus genotypes. Conserv.Biol. Numero 16 (2002), pp. 650—659.
Mardis, E.R., (2013) Next-Generation Sequencing Platforms. Annual
Review of Analytical Chemistry. Numero 6, pp. 287-303.

Moritz, C. (1994). Defining "evolutionary significant units" for
conservation. Trends in Ecology and Evolution. Numero 9 (10), pp.
373— 375.

220



Paetkau, D., Calvart, W., Stirling, I., Strobeck, C., (1995) Microsatellite
analysis of population structure in Canadian polar bears. Mol Ecol.
Numero 4, pp. 347-354.

Piry, S., Alapetite, A., Cornuet, J. M., Paetkau, D., Baudouin, L.,
Estoup, A., (2004) GeneClass2: A Software for Genetic Assignment
and First-Generation Migrant Detection. Journal of Heredity Numero 95,
pp. 536-539.

Post-Note 124 (2005) 236.The Parliamentary Office of Science and
Technology. The Bushmeat Trade. www.parliament.uk/post/home.htm

Rannala, B., and Mountain, J. L., (1997) Detecting immigration by using
multilocus genotypes. Proceedings of the National Academy of
Sciences USA. Numero 94, pp. 9197-9201.

Ratnasingham, S., Hebert, P.D.N., (2007) BOLD: the barcode of life
data system. Mol Ecol Notes. Numero 7, pp. 355-364.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Horn, G.T., Erlich,
H.A., Arnheim, N. (1985) Enzymatic amplification of [3-globin genomic
sequences and restriction site analysis for diagnosis of sickle cell
anemia. Science. Numero 230 (4732), pp. 1350-1354.

Sanger, F., Nicklen, S., Coulson, A.R., (1977). DNA sequencing with
chain-terminating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. Numero 74
(12), pp. 5463-5467

Teletchea, F., Bernillon, J., Duffraisse, M., Laudet, V., Hanni, C., (2008)
Molecular identification of vertebrate species by oligonucleotide
microarray in food and forensic samples. J Appl Ecol, Numero 45, pp.
967-975.

Tobe, S.S., Kitchener, A.C., Linacre, A.M., (2010) Reconstructing
mammalian phylogenies: a detailed comparison of the cytochrome B
and cytochrome oxidase subunit | mitochondrial genes. PLoS One.
Numero 5(11), e14156.

Yang, Z., Rannala, B., (2012) Molecular phylogenetics: principles and
practice. Nature Reviews Genetics. Numero 13, pp. 303-314.

221



WWEF / Dalberg. (2012) Fighting illicit wildlife traffi cking: A consultation

with governments. WWF International, Gland, Switzerland.

Notas

M Publico la hipotesis del origen africano de la humanidad,
conocida como la hipotesis de la Eva africana en Science en 1987.

( )En ingles billones = mil millones, pero para los idiomas latinos billén
= millén de millén.

3 . .. . .
( )Profesor Victor Crisci, comunicado a una clase de Introduccion a la
Taxonomia Numérica en 1985.

@ Rhino DNA technology helps fight against poaching”,

noticia publicada por SABC news (South African Broadasting
Corporation) el 7 de septiembre de 2013.
http://www.sabc.co.za/news/a/bfe8ea80410281fc86f0a7434f2981a1/
Rhino-DNA-technology-helps-fight-against-poaching-20130709
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CAPITULO 9

IDENTIFICACION ESPECIE-ESPECIFICA EN
VEGETALES

PROBLEMATICA DE LA IDENTIFICACION DE ESPECIES EN PRODUCTOS DE
ORIGEN VEGETAL. NECESIDAD DE IDENTIFICACION DE LA ESPECIE PARA
EVITAR FRAUDES Y PROBLEMAS DE SALUD Y ECONOMICOS. BREVE
REPORTE DE LOS OTROS METODOS

Rafael Melo Palhares, Marcela Gongalves Drummond, Bruno dos Santos
Alves Figueiredo Brasil, Denise Aparecida Andrade de Oliveira

9.1. Introduccion

La identificacion de la/s especie/s constituyente/s de productos
vegetales debe ser garantizada, estén estos productos en forma de
fitoterapicos, fitocosméticos o alimentos. La identificacién de la materia
prima vegetal sigue tradicionalmente criterios botanicos basados en
datos taxondmicos, utilizando caracteristicas macroscépicas vy
microscopicas, ademas de las caracterizaciones bioquimicas y
organolépticas, y debe ser hecha por taxdbnomos altamente
especializados (Figura 9.1). Sin embargo, en la mayoria de los
productos descriptos, el material vegetal no se puede caracterizar
debido a las modificaciones generadas durante el proceso de
produccion, imposibilitando la identificacién de especies a lo largo de la
cadena productiva (Figura 9.2). Ademas de la pérdida de la

caracterizacion generada por el procesamiento de la materia prima,
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otros obstaculos comunes para la identificacion vegetal son la
comercializacion de partes no identificables botanicamente, la existencia
de taxa (unidad de clasificacion bioldgica) con alta variacion fenotipica,
o incluso la existencia de diferentes grupos de vegetales que presentan

caracteristicas fenotipicas semejantes.

Figura 9.1: Exicatas preparadas para su identificacion botanica
y depdsito en herbarios. A. Herreria salsaparrilha Mart, B.
Hymenaea courbaril L.

Figura 9.2: Drogas vegetales. A. Un medicamento producido a
partir de las muestras de B. De izquierda a derecha es posible
visualizar: A: Mentha piperita L.; Matricaria recutita L. B: Panax
ginseng L.; Peumus boldus Molina; Passiflora incarnata L.
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En consecuencia, es posible encontrar en el mercado mundial de
productos de origen vegetal diversos casos de sustituciones o fraudes en
niveles preocupantes. Estos fraudes son realizados en muchos casos con la
sustitucion de la especie de interés por una de menor valor econémico,
llevando a perjuicios que pueden alcanzar a toda la cadena productiva. Por
otra parte, el fraude por sustitucion de especies ocurre muchas veces sin
considerar la salud de los consumidores, utilizandose especies sustitutas
que, ademas de no poseer las propiedades deseadas, pueden ser

inseguras, produciendo alergias o envenenamientos.

Algunos estudios muestran el uso de metodologias tradicionales
para el analisis de sustituciones de especies, como por ejemplo, la
caracterizacion quimica y las cualidades organolépticas de los
productos vegetales. Uno de ellos evaluo la autenticidad de los tés de
plantas medicinales comercializados en tiendas naturistas de Belo
Horizonte (Brasil). Cerca del 50% de las muestras analizadas fueron
rechazadas por considerarlas falsificaciones de acuerdo a los
examenes visual, de aroma, sabor y de microscopia. En otro estudio se
analizaron 42 productos fitoterapicos comercializados en Porto Alegre
(Brasil) y se constaté que el 71,4% no satisfacia los requisitos minimos
de calidad. Los problemas mas frecuentes fueron sustituciones de
especies, contaminaciones o ausencia del componente quimico
principal. Un analisis de autenticidad de 10 muestras de cangorosa o
espinheira santa (Maytenus ilicifolia) comercializadas en el estado de
Goias (Brasil) mostré que siete estaban de acuerdo con las
especificaciones del rétulo, dos no presentaban nomenclatura cientifica
y una pertenecia al género Sorocea. Aunque el género Sorocea incluya
una especie conocida comunmente como espinheira santa, el rotulado
como tal constituye una falsificacion en relacion a la especie
oficialmente presente en la Farmacopea Brasilera. Otro analisis mostro
que, de 252 muestras vegetales recolectadas en tiendas naturistas de
cinco regiones geograficas de Brasil, apenas 126 (50,2%)

correspondian a la especie declarada.
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Los resultados mostrados en estos estudios reflejan las dificultades
de identificacion de la materia prima utilizada en drogas vegetales y
demuestran que es necesaria la aplicacion de metodologias mas
precisas de modo de detectar irregularidades. Existe la expectativa de
que el aumento de la fiscalizacion y la utilizacion de metodologias mas
confiables conduzcan a una mejoria en la calidad de los productos.

9.2. Métodos para la identificacion de especies
vegetales basados en ADN: regiones del ADN

analizadas (cloroplasto vs. genémico)
Codigo de barras de ADN: ;qué es y cudles son sus beneficios?

La metodologia de identificacion de especies por cédigo de barra de
ADN (DNA barcode) es un sistema capaz de utilizar secuencias de
ADN especificas de forma analoga a un codigo de barras identificador
para cada taxén, funcionando como un sistema bioidentificador global,
practico, econémico y especifico.

Desde su desarrollo, esta metodologia va llamando la atencion de
los grupos de investigacion y otras entidades, dada su aplicacion y
versatilidad. En el afio 2004, se cre6 un gran consorcio, el CBOL
(http://'www.barcoding.si.edu), que tiene como objetivo promover esta
técnica como un estandar global para la identificacion basada en
secuencias de eucariotas. En el 2010, se lanzd un proyecto de ambito
internacional, el IBOL, que es una red de colaboracion internacional de
26 paises que busca establecer un sistema de identificacion
automatica basado en una biblioteca de cédigo de barra de ADN de
todos los eucariotas.

El rapido progreso y consecuente estandarizacion de esta técnica
impulsé la creacion de un banco de datos mundial (BOLD) creado y
mantenido por el COBL, que tiene como objetivo el almacenamiento y la

disponibilidad de los cddigos de barra genéticos desarrollados en todo el
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mundo. Cada entrada de la plataforma BOLD contiene informacion tal

como la taxonomia de la especie, su nombre, su imagen, las coordenadas

de GPS donde fue encontrado y la secuencia del cédigo de barras de ADN

(Figura 9.3). En la actualidad, BOLD esta en su tercera version y cuenta

con aproximadamente 170.400 especies depositadas de todo el mundo y

aproximadamente 1.940.850 codigos de barra de esas especies

(http://v3.boldsystems.org/index.php/TaxBrowser_Home).
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Figura 9.3: Diagrama del ingreso de datos correspondientes a
una nueva entrada en la la plataforma BOLD. Cada entrada
contiene la informacién de la taxonomia de la especie, su nombre,
su imagen, las coordenadas de GPS donde fue encontrado y la

secuencia del codigo de barras de ADN.
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Inicialmente propuesto para la identificacidn de especies animales,
la metodologia que utiliza el codigo de barras de ADN se basa en la
amplificacion y secuenciacion de una regiéon del gen mitocondrial que
codifica para la enzima COIl. La eleccion de la region genémica a ser
utilizada sigue los siguientes criterios basicos:

Universalidad del par de primers

utilizado. Calidad de la secuencia.

Cobertura en la secuenciacion

bidireccional. Poder de discriminacion.

Potencial de estandarizacion.

Siguiendo estos criterios, una regién seleccionada como codigo de
barras de ADN debe involucrar pocos loci, preferiblemente uno, que
pueda ser secuenciado de forma rutinaria y confiable en una amplia
gama de especies y muestras, resultando en datos facilmente
comparables que permitan la identificacion de las distintas especies.

El cédigo de barras de ADN ya estandarizado para las especies
animales (COl) ya citado cumple de forma satisfactoria con todos estos
criterios y viene siendo utilizado ampliamente en todo el mundo.

Para los vegetales, la determinacion de un marcador molecular que
pueda ser utilizado como cédigo de barras de ADN eficiente se vuelve
mas dificil y desafiante. Desde la propuesta inicial del codigo de barras
de ADN, diferentes grupos trabajaron en la estandarizacién de un
cbdigo de barras de ADN vegetal. Esto condujo a la generacion de una
gran cantidad de datos e hizo que los diversos grupos defendieran la
utilizacion de distintas regiones gendmicas.

El principal factor que dificultad la estandarizacion del codigo de
barras de ADN vegetal fue la propia caracteristica de este grupo de
seres vivos. Debido a las bajas tasas de sustitucion de nucleétidos en
el ADNmt vegetal, las regiones de esta organela fueron descartadas
como potenciales codigos de barra. Por lo tanto, los grupos de

investigacion se volcaron al ADN nuclear o al cloroplastico.
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Debido a la gran variacion de ploidia de los vegetales, el DNA
nuclear no resulté una opcion viable, pues los resultados obtenidos del
analisis de estas regiones podrian ser enmascarados debido a los
diversos tipos de heterocigotos. A pesar de eso, aun hoy algunos
grupos defienden la utilizacion de regiones no codificantes como los
ITS (internal spaced transcriber) o el ITS2 (Internal spaced transcriber
2) de forma complementaria al cédigo de barras de ADN oficial.

Por lo tanto, el ADN proveniente de los cloroplastos fue elegido para el
desarrollo del coédigo de barras de ADN de especies vegetales. La
presencia de multiples copias del ADN cloroplastico en una misma célula
aumenta la probabilidad de deteccidon de una secuencia especifica e
incrementa la posibilidad de amplificar fragmentos de ADN no dafiados,
incluso después de procesamientos que llevan a la degradacion.

A lo largo de los afos, diversas combinaciones de regiones
cloroplastideas fueron sugeridas como candidatas al codigo de barras
de ADN, siendo ellas codificantes (genes matK, rbcL, rpoB y rpoC1) o
no codificantes (atpF—atpH, trnH—psbA, psbK-psbl). Estas regiones
fueron analizadas en forma separada y en conjunto en la tentativa de
evaluar cual de ellas proporcionaria los mejores beneficios inherentes

al codigo de barras genético:

rpoC1 + rpoB + matK

rooC1 + matK + trnH-
psbA rbcL + trnH-psbA

atpF-H + psbKI + matK
matK + rbcL + trnH-
psbA rbcL + matK

A pesar de diversas tentativas de trabajar con tres regiones, el grupo
CBOL, responsable de la delimitacion de las regiones del barcode, optd
por la utilizacion de dos regiones con el fin de evitar gastos y tiempo

excesivo en el procesamiento de las muestras. A partir de esa decision y
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del analisis de dos candidatos potenciales, el grupo CBOL lanzo
oficialmente en 2009 el cddigo de barras de ADN vegetal, conformado
por la unidn de dos regiones de los genes matK y rbcL.

El gen matK posee una de las tasas mas rapidas de evolucion vy,
consecuentemente, un mayor poder de discriminacién dentro de las
regiones cloroplastideas codificantes analizadas. Sin embargo, existen
dificultades para el disefio de primers universales capaces de amplificar el
ADN de todas las especies vegetales. Si bien el gen rbcL es de facil
amplificacion, recuperacion y analisis, no presenta el mismo poder de
discriminacion que la region matK. Por lo tanto, la combinacion de esas
dos regiones satisface los criterios de universalidad, poder de
discriminacién entre taxa y potencial secuenciacién no ambigua y de

calidad requeridos para el barcode genético.

9.2. Identificacion de la especie de origen en muestras
forenses: casos en que la identificacion de un resto vegetal

permite asociar con el lugar del hecho

Los perfiles de ADN vienen siendo utilizados desde hace algun
tiempo para procedimientos legales cuando se trata de casos
humanos. Algunos ejemplos son la prueba de culpabilidad o inocencia
en un crimen, la comprobacién de la paternidad, la identificacion de
restos humanos en casos de personas desaparecidas o en caso de
victimas de desastres en masa, la comprobacién de ciudadania en
casos de inmigracién, entre otros. Mas recientemente, analisis de
perfles de ADN también han sido aplicados en animales, como la
identificacion de comercio de especies en extincidon, analisis de
paternidades y traza de apareamientos.

La presencia ubicua de especies vegetales convierte a los vestigios
botanicos en muestras de utilidad para muchas investigaciones forenses.
Sin embargo, este recurso todavia esta subutilizado debido a la falta de

experiencia y conocimiento botanico entre investigadores y la
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dificultad de identificar muestras degradadas de forma rutinaria por
medio de las caracteristicas botanicas. La identificacion de vegetales a
nivel de especies o individuos puede ayudar a determinar el origen
geografico de la muestra, mostrar conexiones entre escenas del crimen
e individuos, poner a prueba coartadas, comprobar la posesion o venta
de especies prohibidas o en riesgo de extincion, entre otros potenciales
usos.

Con los recientes avances en técnicas moleculares y la
estandarizacion de secuencias identificadoras para vegetales, ya sea
del codigo de barras de ADN o de otras regiones cloroplasticas o
nucleares, como también las metodologias de secuenciacion de nueva
generacion, la identificacion de plantas terrestres se ha vuelto cada vez
mas util en el analisis forense. En el caso de la identificacion de
individuos, son ampliamente usadas las técnicas de RAPD (randomly
amplified polimorphic DNA) y mas recientemente los microsatélites
(STR). Estos son pequefas regiones de ADN con repeticiones de
pares de bases (normalmente de una a cuatro) en una frecuencia
determinada. Las regiones de microsatélites poseen una alta tasa de
mutacion cuando se comparan con otras regiones del ADN y son
utilizadas rutinariamente como marcadores genéticos en humanos.
Ademas, estas regiones son empleadas para estudios de patrones de
polinizacion, dispersion de semillas, flujo génico e hibridacion.

Las técnicas moleculares reducen la necesidad de especialistas en
la identificacion botanica y son facilmente estandarizables en los
laboratorios. Algunos ejemplos de utilizacion forenses de estas
técnicas se detallan a continuacion.

En el ano 1992, en Arizona, EE.UU, se encontré el cuerpo de una
mujer y, al lado de su cuerpo, un beeper que llevo a la policia hacia un
sospechoso. La principal evidencia utilizada en el juicio fue un conjunto
de secuencias de ADN obtenidas de semillas presentes en la capota
de la camioneta del sospechoso. El cientifico responsable del analisis,
Tim Helentjaris de la Universidad de Arizona, Tucson (EE.UU), utilizo la
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técnica de RAPD vy, debido a la variabilidad genética encontrada en la
especie analizada (Arbol Palo verde, Parkinsonia microphylla), pudo
asociar la presencia de la camioneta y por lo tanto del sospechoso con
el area especifica en la que fue encontrado el cuerpo. La aceptacion de
esta evidencia por parte de la justicia marcé uno de los primeros casos
de aceptacion de evidencia genética vegetal para la determinaciéon de
la culpabilidad de un crimen e incentivd el avance de investigaciones
en esta area.

En el ano 2000, un articulo publicado por Congiu y colaboradores
describié la utilizacion de la misma técnica de RAPD para la
identificacion de una variedad de frutilla. Una corte italiana se vio
delante de un caso de comercializacion no autorizada de una variedad
patentada de frutila (Marmolada®). Esta variedad es bastante
resistente a climas frios y tiene una alta productividad, ademas de ser
resistente a las plagas. A partir del analisis de RAPD, el laboratorio
contratado pudo certificar que de un total de 31 plantas incautadas, 13
pertenecian a la variedad patentada. Como consecuencia del fallo
emitido se decomisaron las plantas y se aplicé una multa al infractor.

En 2001, se encontré el cuerpo de un hombre de aproximadamente 30
afios en una region del sur de Finlandia, un mes después de ser visto por
ultima vez en compania de tres hombres. Estas tres personas,
sospechosas del crimen, fueron presas pero no se habia encontrado
ninguna evidencia forense que las ligara con el cuerpo encontrado.
Durante la investigacion se identificaron vestigios de especies de bridfitas
en el auto de los sospechosos, encontradas también en la escena del
crimen. Un equipo de cientificos trabajando en ese caso identificd las
especies de briofitas Brachythecium albicans, Calliergonella lindbergii y
Ceratodon purpureus en el auto de los sospechosos y encontrd colonias
de las mismas tres especies en el lugar del crimen, proximas al cuerpo de
la victima. Para el analisis fueron elegidas las dos primeras especies por
poseer reproduccion clonal y, consecuentemente, menor variabilidad

genética. A partir del analisis de los perfiles de ADN
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por RAPD y STR fue posible concluir que la muestra de B. albicans
obtenida en el auto de los sospechosos tuvo su origen en la escena del
crimen, mientras que la muestra de C. lindbergii se habria originado en
la escena del crimen o sus alrededores, proporcionando argumentos
para que la fiscalia presente el caso.

En el afio 2007, Craft y colaboradores publicaron un articulo
cientifico demostrando el uso de analisis de microsatélites en un
intento de relacionar hojas presentes en el auto de un sospechoso de
un crimen local. Este se trataba de un doble homicidio en el que se
encontraron enterrados los cuerpos de una madre y su hijo recién
nacido en una fosa en la region central de Florida, EE.UU. A pocos
metros de la fosa se identificaron tres arboles de la especie Quercus
geminata, una especie de roble. Durante la investigacion policial se
identificd un sospechoso al que le encontraron en el auto dos hojas
identificadas como de la especie Q. geminata y una tercera hoja de la
especie Q. virginiana, una especie proxima a la primera. El grupo de
Craft utilizé el analisis de cuatro microsatélites en las hojas del auto del
sospechoso y en las hojas del lugar del enterramiento. El resultado
obtenido llevd a la comprobacion de la inocencia del sospechoso en
cuestiéon, ya que las hojas encontradas en el auto tenian un perfil de
ADN diferente de las encontradas en los arboles cerca de la fosa.

En 2011, Rotherham y Harbison publicaron un articulo describiendo el
uso de marcadores genéticos para distinguir variedades de marihuana
(Cannabis sativa). De acuerdo con los autores, de Nueva Zelanda, la
marihuana es al mismo tiempo una droga ilicita y un cultivo legal, ya que
puede ser utilizada para la produccion de fibras y aceites de semillas. La
diferenciacion de sus propositos de cultivo se hace de acuerdo a los
niveles de THC (tetrahidrocanabinol) en la planta adulta, la sustancia
activa responsable de los efectos psicoactivos de esa planta. La diferencia
de los niveles de THC se debe a las caracteristicas genéticas de las
diferentes variedades de C. sativa. Por lo tanto, las metodologias

genéticas capaces de diferenciar las variedades con altos niveles de
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THC de las variedades con bajos niveles son capaces de diferenciar
los cultivos comerciales legitimos de los cultivos dedicados al
narcotrafico. Si bien la utilizacion de marcadores genéticos para
diferenciar variedades de C. sativa se ha generalizado, presenta
algunas restricciones ya que requieren de la amplificacion de
fragmentos de gran tamano, los que dificulta el andlisis de muestras
con ADN degradado y ademas no abarca a muchas variedades. Los
investigadores demostraron que este nuevo analisis de SNPs,
identificados y estandarizados en su laboratorio, permite identificar
muestras para discriminar con facilidad entre variedades de Cannabis

con alta y baja produccion de THC.

9.3. Deteccion de fraude e identificacion incorrecta en
alimentos de origen de vegetal. Problematica y ejemplos (te,

maderas, aceites, plantas medicinales, vinos)

A medida que las industrias alimentaria y medicinal se convirtieron
en globales y de mayor complejidad, surgié un nuevo desafio para la
seguridad de los consumidores de esos segmentos de productos. El
aumento de la complejidad de la cadena de produccién y de la
distancia entre el productor y el consumidor final hizo mas dificil el
seguimiento de la autenticidad de las especies a lo largo de la misma.

En este universo, un problema que va ganando cada vez mas
visibilidad es el fraude realizado por la codicia de productores,
fabricantes, procesadores, distribuidores y vendedores, que buscan
aumentar su ganancia disminuyendo la calidad del producto final con la
sustitucion de especies por otras de menor valor.

Los ejemplos de utilizacion de metodologias moleculares de estos
fraudes son cada vez mas comunes. En 2011, Guo y colaboradores
identificaron un problema con la hierba medicinal china Scutellaria
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baicalensis. Esta especie vegetal tiene una amplia distribucién en el
nordeste de China y areas adyacentes a Japon, Corea Mongolia y
Rusia. Sus raices son utilizadas desde hace mas de dos mil afios para
el tratamiento de hepatitis, ictericia, diarrea y enfermedades
inflamatorias. Debido a la alta demanda en el mercado y a la
sobreexplotacion de las ultimas décadas, se produjo un descenso de la
disponibilidad natural de S. baicalensis. Debido a la escasez, se
volvieron comunes las adulteraciones con especies del género
Scutellaria como S. amoena, S. rehderiana y S. viscidula. Como esas
especies adulterantes poseen compuestos activos diferentes de los de
la especie medicinal S. baicalensis, se observaron en la poblacion
efectos terapéuticos no deseados. Se hicieron tentativas de control de
calidad basadas en analisis quimicos y microscépicos, que no tuvieron
el efecto deseado debido a la variacién de concentraciones quimicas
de los principios activos que dependen fuertemente de las condiciones
ambientales y a la necesidad de especialistas altamente entrenados,
ademas de un largo tiempo de preparacién de muestras para el
anadlisis. Para solucionar este problema, un grupo de investigacion
aplicé la metodologia de barcoding de ADN, incluyendo también
analisis de la region intergénica psbA-trnH. Con esta metodologia fue
posible distinguir a la especie medicinal S. baicalensis de sus
adulterantes mas comunes, conduciendo a la estandarizacién de un
método mas eficiente que puede ser aplicado en busca de una mayor
seguridad ante el consumo medicinal de esta especie en particular.
China es reconocida como uno de los paises de mayor utilizacion de
medicamentos a base de especies vegetales, practicada desde hace
milenios. Con el aumento de estudios de reconocimiento de eficacia y
seguridad de determinados fitoterapicos, este pais pas6 a ser uno de
los mayores exportadores del mundo. Sin embargo, la regulacion de
esa clase de medicamentos y su fiscalizacion es aun incipiente y, en

muchos casos ineficaz.
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En 2012, una incautacion de mercaderia originaria de China dio
origen a otro trabajo. A pedido de la aduana australiana, Colghlan vy
colaboradores realizaron analisis de secuenciacion de nueva
generacion de medicamentos fitoterapicos oriundos de China. Con esta
metodologia es posible la secuenciacion rapida de genes, genomas y
metagenomas, originando una gran cantidad de datos y posibilitando
un analisis detallado de diversas especies simultdneamente. Segun los
autores, este es el primer trabajo que muestra el uso de esa tecnologia
de secuenciacion para el anadlisis de medicamentos compuestos de
diferentes especies animales y vegetales. A partir de la secuenciacion
de las muestras el grupo pudo observar la presencia de especies
vegetales no declaradas en los medicamentos analizados, entre ellas
especies que contienen sustancias alergénicas, sustancias toxicas,
especies encuadradas en listas internacionales de proteccion por estar
en riesgo de extincion, especies sin reconocimiento medicinal
conocido, como también especies conocidas por acumular metales
pesados como mercurio, cobre, arsénico y plomo.

En conjunto, estos fraudes no solo llevan a un descrédito de los
medicamentos fitoterapicos, con el consecuente retroceso en la
aceptaciéon de esta importante clase de medicamentos, sino que
también pone en riesgo inmediato la salud de la poblacion que vaya a
consumirlos. Debido al procesamiento por el que pasan estos
productos, la identificacion de las especies seria imposible por una
técnica no molecular. Por ese motivo, este estudio, ademas de tantos
otros, muestra que el analisis del material genético esta siendo y debe
ser cada vez mas comun en aplicaciones forenses debido a su
versatilidad de aplicacion, confiabilidad, rapidez y simplicidad relativa,
pudiendo ser estandarizado y aplicado con rapidez y eficiencia,
resolviendo cuestiones antes irresolubles.

Los fraudes por adulteraciones son observados en medicamentos a
base de vegetales y también se los encuentra en la industria alimenticia.

Un ejemplo son los aceites de oliva. La poblacion de la region del
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Mediterraneo tiene la tradicion de usar aceite de oliva en diversos
alimentos. El producto preserva el gusto, aroma y las vitaminas de las
aceitunas. Ademas de esto, el aceite de oliva posee propiedades
reductoras de la presion sanguinea y del colesterol LDL, factor que
puede contribuir a la baja incidencia de enfermedades coronarias en
esta region. Utilizando metodologias innovadoras para la extraccion del
material genético, Kumar y colaboradores (2011) pudieron amplificar
material genético presente en las muestras de aceite de oliva.
Realizando analisis de las secuencias matK y psbA-trnH, estos
investigadores consiguieron demostrar que en algunos casos el aceite
de oliva tenia adicion de aceites mas baratos y de menor calidad, como
el aceite de canola o de girasol genéticamente modificado, ambos
conteniendo mayores cantidades de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados, disminuyendo la calidad del aceite
de oliva y llevando a la poblacion a consumir productos de menor
calidad que la esperada.

También en 2011, un grupo de investigacién liderado por Stoeckle
publicé un trabajo en el cual se hizo un analisis del material genético
presente en tés. Estas infusiones acuosas son consumidas
mundialmente por su sabor o por sus beneficios para la salud,
dependiendo de la especie vegetal utilizada. Debido a la naturaleza
fragmentada de los vegetales comercializados para tés y a la amplitud
taxondmica de las especies utilizadas, la correcta identificacion del
embalaje es esencial para garantizar al consumidor los beneficios
deseados y la seguridad. En este estudio, ademas de comprobar la
eficiencia de la aplicaciéon del barcode de ADN para la correcta
identificacion de los tés, los investigadores pudieron observar que en
aproximadamente el 35% de las muestras analizadas se encontraron
especies vegetales diferentes de las descritas en los rotulos. Con los
resultados obtenidos en este estudio quedan claros los beneficios que
se obtienen a partir del analisis de ADN para uso forense y a partir de

la estandarizacion mundial de la metodologia del barcode de ADN.
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CAPITULO 10

LEGISLACION, CERTIFICACION Y ACREDITACION
DE LABORATORIOS

CALIDAD: DEFINICION. EVOLUCION. NORMALIZACION. CERTIFICACION.
ACREDITACION. AUDITORIAS. CONTROL DE CALIDAD. ENTIDADES
CIENTIFICAS Y ASOCIACIONES DEDICADAS A LA GENETICA FORENSE
HUMANA'Y NO HUMANA A NIVEL INTERNACIONAL Y EN ARGENTINA.
LABORATORIOS FORENSES NO HUMANOS EN ARGENTINA

Virginia Aliverti y Pilar Peral Garcia

10.1 Introduccién

La demanda de pruebas genéticas de identidad y forense animal se

han vuelto frecuentes en nuestro pais, hecho que hace cada vez mas

importante y necesario disponer de ciertas pautas que garanticen

cualquier seguimiento o escrutinio legal.

Como se mencion6 en el capitulo 1, para garantizar la calidad y

repetitividad de los resultados obtenidos para la resolucion de un caso

forense y la posterior elaboracion del informe, el laboratorio de genética

forense debe contar con un proceso que asegure la calidad de los

mismos.

Actualmente existe una tendencia global hacia la cual resulta

inevitable para el mejor desempefio de las instituciones la implantacion
de un Sistema de Gestion de la Calidad (SGC) (AETS, 2007). EI SGC
no es mas que un "sistema de gestién para dirigir y controlar una

organizacién con respecto a la calidad" (ISO 9000, 2005).
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Durante la rutina diaria en el laboratorio, no resulta facil controlar
todos los aspectos relacionados con los ensayos y las mediciones que
se realizan hasta obtener un resultado, ya que estas van a depender
de varios factores, como equipos, insumos y hasta de los propios
analistas; por lo tanto, alcanzar la calidad es una tarea que involucra a
todos los sectores del laboratorio (Figura 10.1).

GAENEITE

Figura 10.1: Pasos para el procesamiento de la muestra. Es
importante mantener la trazabilidad durante todo el procedimiento,
de esta forma, si ocurre un error, se puede determinar en qué paso
ocurrio.

Con la gestiéon de calidad se establece la asignacion de
responsabilidades y la documentacién de recursos humanos y técnicos
a través de una sistematizacion y organizacién de procedimientos
adecuados. Esto permite una practica de calidad en los ensayos
realizados por profesionales, estudiantes y personal del laboratorio.

10.1.2. Calidad: Definicion

El concepto de calidad viene del latin Qualitas y esta asociado al
atributo o la propiedad que distingue a las personas, bienes o servicios.
Segun el Diccionario de la Real Academia de la Lengua Espanola,
calidad es la propiedad o conjunto de propiedades inherentes a una
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cosa que permiten apreciarla como igual, mejor o peor que las restantes
de su especie (Real Academia de la Lengua Espanola, 2004). Para la
Organizacioén Internacional de Normalizacion (ISO, del inglés

International Organization for Standardization), calidad es el “grado en
el que un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con los
requisitos” (ISO 9000, 2005). Los instrumentos adecuados para
garantizar la calidad en un laboratorio incluyen acreditacion,
certificacion, pruebas de aptitud, medidas internas para garantizar la
calidad, documentacion de politicas y procedimientos y/o el control de
la competencia del personal, que puede incluir una certificaciéon o
registro del personal de laboratorio (AETS, 2007).

10.1.3. Calidad: Evolucion

La calidad ha transitado por varias etapas en su devenir historico,
que se pueden resumir en Inspeccion de la calidad; Control de la
calidad; Aseguramiento de la calidad; Gestion de la calidad y Gestion
total de la calidad.

El SGC se implementa dentro de las Buenas Practicas de Laboratorio
(BPL), "conjunto de requisitos cientifico-técnicos y organizativos que
deben satisfacer los laboratorios para demostrar su competencia para
realizar determinados ensayos y garantizar la calidad y confiabilidad de los
resultados de dichos ensayos" (CI-ENAC-BPL, 2008).

Los Procedimientos Operativos Estandarizados (POES) describen los
métodos que permiten llevar a cabo las operaciones una manera eficaz
durante el procesamiento de las muestras en el laboratorio. Representan
documentos escritos que describen Qué, Cuando, Quién y Como. La
aplicacion de los POES brinda la posibilidad de responder rapidamente a
fallas en la calidad y constituyen un complemento de la BPL.

Es a partir de 1987 que la ISO describe las relaciones entre el
control de la calidad interno y externo y el aseguramiento de la calidad
como “todas aquellas acciones planificadas y sistematicas, necesarias
para proporcionar la seguridad adecuada de que un producto o servicio
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satisfacen determinados requerimientos de calidad” (Escobar Carmona
et. al., 2009).

El aseguramiento de la calidad hace referencia a que una
organizacién decide implantar un SGC, como por ejemplo, el basado
en las normas ISO 9000. Existen diversos modelos de excelencia que
actuan como complemento a las normas ISO 9000 y suman cuestiones
como la importancia de las relaciones con todos los clientes, usuarios y
los resultados de la misma. Tal es el caso del Modelo Baldrige en los
Estados Unidos, el Modelo Europeo European Foundation for Quality
Management (EFQM) y el Modelo de Calidad Total de origen japonés
(TQC) (Figura 10.2).

Clientes en
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Figura 10.2: Factores que determinan el Modelo de Calidad
Total (TQC).

10.2. Normalizacion. Certificacion. Acreditacion de

Laboratorios

La tendencia tanto a la certificacion como a la acreditacion de los
SGC en los laboratorios se extiende hoy a todos los ambitos de la
actividad. La razén de esta tendencia no radica solamente en las
exigencias crecientes de los clientes, dado que muchas organizaciones
han tomado conciencia de la necesidad de mejorar sus procesos y
asegurar sus resultados.
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10.2.1. Normalizacion

La ISO define las normas como “... acuerdos documentados que
contienen especificaciones técnicas y otros criterios precisos para su uso
consecuente como reglas, directrices o definiciones, con el objetivo de
asegurar que los materiales, productos, procesos y servicios sean
apropiados a su fin” (ISO 9000, 2005). Las normas pueden servir de base
técnica para el comercio en los productos finales y servicios entre
compradores y vendedores, o como un medio para facilitar la conformidad
con las reglamentaciones técnicas. La normalizacion, es decir la adhesion
a procedimientos o especificaciones de productos, incluye el desarrollo y
la provision de normas y el suministro de informacion sobre ellas a las
partes interesadas, y ocurre en varios niveles (ISO 9000, 2005). Las
normas regionales son aquellas que han sido elaboradas en el marco de
un organismo de normalizacion regional, normalmente de ambito
continental, que agrupa a un determinado numero de organismos
nacionales de normalizacién. Como ejemplo, podemos citar las normas
IRAM (Instituto Argentino de Normalizacion y Certificacion), COPANT
(Comision Panamericana de Normas Técnicas), CEN (Comité Europeo de
Normalizacion), CENELEC (Comité Europeo de Normalizacién
Electrotécnica), AMN (Asociacién Mercosur de Normalizacion), RAN (Red
Andina de Normalizacion) y CROSQ (Organizacién Regional de Normas y
Calidad de CARICOM). Por su parte, las normas internacionales son
aquellas que han sido elaboradas por un organismo internacional de
normalizacién. Las mas representativas por su campo de actividad son
ISO, IEC (Comité Electrotécnico Internacional), ITU (Unién Internacional
de Telecomunicaciones), CODEX FAO/OMS Normas de Alimentos (Codex
Alimentarius) y WSSN (Red de Servicio de Normas Mundiales).
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10.2.1.1. Normas ISO

ISO es una federacion mundial que cuenta actualmente con 159
paises miembros sobre la base de un miembro por pais. EI miembro de
ISO es un “organismo nacional de normalizacion” (ONN), el mas
representativo de la normalizacion en su pais y por lo general a cargo
de la normalizacion voluntaria por un mandato oficial de su gobierno
(Normas Internacionales y Normas privadas, ISO 2010). En nuestro
pais, el representante ante la ISO es el IRAM.

En este sentido, las normas ISO proveen una base técnica para la
legislacion en materia de salud, de seguridad y medio ambiente y
contribuyen a proteger a los consumidores.

Actualmente, a nivel mundial las normas de la serie ISO: ISO 9000,
ISO 14000 y sus distintas aplicaciones especificas, como la ISO 17025:
2005, son requeridas debido a que garantizan la calidad de un
producto o servicio mediante la implementacion de controles
exhaustivos, asegurandose que todos los procesos que han intervenido
para ello operan dentro de las caracteristicas previstas.

Normas ISO 9000

La familia de normas ISO 9000 constituye un conjunto de normas del
SGC que permiten asegurar que el producto o servicio que sale de una
organizacién satisfaga los requerimientos del cliente. Se deben
registrar todos los procesos realizados y ademas utilizar las auditorias
internas para asegurarse de mantener el sistema.

ISO 9000 — Sistemas de Gestion de la Calidad — Fundamentos y
vocabulario.

ISO 9001 — Sistemas de Gestion de la Calidad — Requisitos. (Es
una norma que se certifica).

ISO 9004 — Sistemas de Gestion de la Calidad — Directrices para la
mejora del desempenio.

ISO 14000— Gestion Ambiental.
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ISO 17025 — Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibraciéon. (Es una norma que se acredita).

Norma ISO 17025:2005 IRAM 301

La norma internacional ISO/IEC 17025:2005 IRAM 301 “Requisitos
generales para la competencia de los laboratorios de calibracion y
ensayo” contiene los requisitos que deben cumplir los laboratorios de
ensayo y/o calibracion para demostrar la competencia de generar
resultados técnicamente validos.

La competencia técnica se basa en tres pilares fundamentales: el
personal calificado, los métodos normalizados o validados y el
instrumental calibrado y trazable a las unidades del Sistema
Internacional (SI).

10.2.2. Certificacion

Las normas ISO 8402, ISO 65 y de la Guia ISO/CEI 2 definen
la certificacidon como el “procedimiento mediante el cual un organismo
da una garantia por escrito de que un producto, un proceso o0 un
servicio estda conforme a los requisitos especificados en la norma”
(FAO, 2002). ElI otorgamiento de una garantia escrita o de un
certificado se basa en un informe de inspeccién que puede o no
contener informacion de fuentes secundarias.

Una etiqueta de certificacion es un simbolo que indica que el
cumplimiento de las normas ha sido verificado. Por lo general, el uso de

dicha etiqueta esta regulado por el organismo que establece las normas.

10.2.3. Acreditacion

La acreditacion es el procedimiento mediante el cual un organismo de
acreditacién autorizado reconoce formalmente que una organizacion es
competente para la realizacibn de una determinada actividad de

evaluacion de la conformidad (FAO, 2002). Se confirma la capacidad de
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esa organizacion en el cumplimiento de las actividades mediante
normas mundiales.

La acreditacion se aplica a laboratorios, organismos de inspeccion vy
organismos de certificacion y esta destinada a generar confianza en los
resultados de las certificaciones, inspecciones, ensayos y calibraciones,
dando respaldo de confiabilidad a los organismos de evaluacion de la
conformidad. Cuando la acreditacidon es reconocida internacionalmente,

otorga credibilidad y transparencia al mercado y facilita el comercio.

10.2.3.1 Normalizacion, certificacion y acreditacion

La puesta en practica de normas de calidad, la certificacién y la
acreditacion requieren de inversion y capacitacion de toda la
organizacién que decide implementar un SGC.

Los organismos de normalizacion se estructuran en comités técnicos,
cada uno de los cuales trata una tematica distinta y en el que estan
representadas todas las partes interesadas en la materia. Las entidades
de certificacion son a su vez evaluadas por Entidades Nacionales de
Acreditacion, a fin de disponer de un reconocimiento de su capacidad para
realizar su funcion como entidad evaluadora de la conformidad.

Como se menciono, las Entidades de Acreditaciéon se encargan de
reconocer la capacidad de evaluar la conformidad y emitir certificados e
informes de los organismos evaluadores de la conformidad: entidades
de certificacion, laboratorios de ensayo, laboratorios de calibracion y
entidades de inspeccion.

De este modo, cada pais dispone de una infraestructura de la calidad,
conformada por un organismo nacional de normalizaciéon y una entidad
nacional de acreditacion; en Argentina estas entidades son el IRAM y el
OAA (Organismo Argentino de Acreditacion), respectivamente. A fin de
facilitar la validez internacional de los certificados emitidos por las
entidades de certificacion que acreditan, las entidades de acreditacion de

unos y otros paises mantienen entre si acuerdos de reconocimiento
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de los certificados que emiten, en el marco de una organizacion mayor
(IAF - International Accreditation Forum).

A continuacion se mencionan algunas Entidades de Acreditacion en
el mundo: ANSI-ASQ National Acreditation Board (ANAB) en EEUU,
Entidad Costarricense de Acreditaciéon (ECA) en Costa Rica, Entidad
Nacional de Acreditacion (ENAC) en Espafa, Organismo Uruguayo de
Acreditacion (OUA) en Uruguay.

10.2.4. Auditorias

Las auditorias permiten controlar el funcionamiento de los sistemas
de calidad en los laboratorios. Incluyen la realizacion de evaluaciones
periodicas del grado de cumplimiento de las normas de aplicaciéon y
requisitos internos del SGC, segun el modelo implantado.

Las auditorias internas son llevadas a cabo por el personal propio
del laboratorio calificado o por personal contratado que cumpla el perfil
de auditor. La realizacion de auditorias internas es un requisito de las
normas de calidad y ademas sirven como “autodiagnéstico” sobre la
situacion del laboratorio.

Las auditorias externas son realizadas por un organismo de
acreditacién o certificacion u organizaciones externas al laboratorio. Las
personas escogidas para este tipo de proceso de auditoria son expertos
en el campo aseguramiento de calidad y generalmente cuentan con
sélidos conocimientos de los métodos y técnicas de auditoria.

Como parte de su sistema de calidad, el laboratorio debe implementar
un programa de aseguramiento de la calidad, tanto interno como externo,
que asegure y demuestre que los ensayos se encuentran bajo control y

que proporcionan resultados validos y confiables.
10.2.5. Control de calidad

Las consecuencias de los errores durante el analisis de casos en
forense son determinantes ya que muchos analisis se utilizan para la

resolucién de casos legales (Schneider, 2007); por lo tanto, cada vez es
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mas importante contar con un conjunto de directrices minimas para las
practicas de calidad que pueden resistir el escrutinio legal. Ante la falta
de protocolos estandarizados, durante el andlisis forense crecid la
demanda por el control de calidad de rutina en los laboratorios, lo que
determind las permanentes recomendaciones de los organismos
cientificos (Schneider, 2007). Un claro ejemplo de ello es que la
mayoria de los errores se originan durante el procesamiento de una
muestra, en gran medida debido a la falta de registros (Prieto et.al.,
2011 y Budowle et.al., 2005).

Como ya mencionamos, la garantia de calidad (QA, quality
assurance) y el control de calidad (QC, quality control) son necesarios
para garantizar resultados confiables y de alta calidad (Budowle et.al.,
2005). QA y QC no son sinonimos; QA es el seguimiento de las
actividades que tienen por objeto verificar si las practicas y los
resultados de las pruebas son el suministro de informacién fiable. QC
es un mecanismo o actividad destinado a verificar si las condiciones de
prueba funcionan apropiadamente para producir resultados fiables
(Budowle et.al., 2005).

Un programa de control de calidad debe incluir los controles a
realizar, su frecuencia, los criterios de aceptacion y las acciones a
tomar cuando los resultados de dichos controles se encuentren fuera
de los criterios especificados.

Los controles internos de calidad tienen como objetivo la evaluacion
continua del trabajo de laboratorio. Se realiza un listado de actividades
relacionadas al ensayo, como por ejemplo control de las condiciones
de trabajo (ambientales, de los materiales de referencia, de los
materiales y equipos utilizados en los ensayos, control de la esterilidad
y aptitud de los medios de cultivo) y de la utilizacién de controles
positivos y negativo. De esta manera el laboratorio controla la
variabilidad durante el ensayo (entre analistas y entre equipos o

materiales involucrados en el ensayo).
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En el caso de un laboratorio forense que realiza pruebas de rutina, se
debe tener en cuenta que para el procesamiento de una muestra por
PCR, debido a la alta sensibilidad de esta prueba, el requisito mas
importante es evitar la contaminacién. Para ello, el laboratorio debe tener
tres areas de trabajo separadas: sala de extraccion de ADN, sala de
preparacion de mezcla de reactivos y sala de PCR (Schneider, 2007).

En cuanto a los controles de calidad externos (ensayos de aptitud o
ensayos inter-laboratorios), la participacién de un laboratorio forense
en un programa de pruebas de competencia es esencial en un
programa de calidad. Los ensayos de aptitud sirven para demostrar
periodicamente el funcionamiento de la calidad del laboratorio
(Budowle et al., 2005). La participacion en tales actividades es uno de
los mecanismos utilizados por el propio laboratorio y por el OAA para
asegurar la calidad de los resultados y para la demostracion de la
competencia técnica (OAA, CE-LE-01).

Con una prueba de competencia abierta, el laboratorio y su personal
es consciente de que se estan probando, pero no son conscientes de
los resultados de tipificacion de ADN; ya que son ciegos con respecto a
los resultados. Las muestras se analizan e interpretan de acuerdo con
el protocolo aprobado por el laboratorio (validacion).

Se define como validacion la confirmaciéon de los resultados
obtenidos por una determinada técnica, mediante la provision de
evidencia objetiva, de que se cumplieron requisitos particulares para un
uso pretendido y especifico (Trullols et al. 2004). Es un proceso por el
que se evalua un procedimiento para determinar su eficacia y fiabilidad
y para determinar los limites operacionales de la técnica; los estudios
incluyen sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, precision,
exactitud y analisis de muestras acorde con las intenciones de uso del
ensayo (Budowle et al., 2005).

Las pruebas de competencia abierta deben realizarse al menos una
vez al ano. Los laboratorios deben tener y mantener la documentacién
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adecuada y, si se producen errores, deben contar con politicas y

practicas para la accion correctiva (Budowle et al., 2005).

10.3. Entidades cientificas y asociaciones dedicadas
a la genética forense humana y no humana a nivel

internacional y en Argentina

En Argentina y a nivel internacional diferentes asociaciones
cientificas se encuentran abocadas a la genética forense humana y no
humana. Asi es el caso de la Sociedad Internacional de Ciencias
Forenses (ISFG) y la Sociedad Argentina de Genética Forense
(SAGF). Particularmente en genética forense no humana, cumplen un
rol preponderante la Asociacion Internacional de Genética Animal con
su comité de forense animal (ISAG), y la Sociedad Forense de la Vida
Silvestre (SWGWILD).

En estas asociaciones se discuten diferentes temas de interés de la
genética forense humana y no-humana, siendo los de mayor relevancia el
desarrollo y mejoramiento de los métodos de genotipificacion, las bases
de datos para los diferentes tipos de marcadores en distintas especies, la
descripcion de casos de aplicacion, los mecanismos de colaboracion inter-
laboratorio (Proficienty Test vs. Comparison Test), las recomendaciones
para la estandarizacion de laboratorios dedicados a la genética forense
no-humana (acreditacién/certificacion), entre otros. Con respecto a los dos
ultimos puntos, cabe destacar los esfuerzos realizados con el fin de
proponer listas de recomendaciones para los laboratorios dedicados a la
genética forense animal (Budowle et al., 2005). Por su parte, el ISFG
recomienda que los laboratorios que tienen como objetivo llevar a cabo las
pruebas de forma rutinaria deberian considerar la acreditacion a la norma
ISO17025 (Morlinga et.al.2002), asi como la validacién de los métodos de
genotipificacion y la estandarizacion de las nomenclaturas. La Asociacion
Forense para la Vida Silvestre describe los codigos de ética para

promover los mas altos
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estandares de conducta profesional y personal entre sus miembros y
afiliados (http://www.wildlifeforensicscience.org/mission/ethical-

guidelines/).

10.4. Laboratorios forenses no humanos en Argentina

En nuestro pais existen prestigiosos laboratorios de
investigacion y servicio que realizan estudios en genética animal tanto
en animales domésticos como silvestres. Entre ellos, el Instituto de
Genética Veterinaria “Ingeniero Fernando Noel Dulout” (IGEVET,
UNLP-CONICET) es reconocido por la Sociedad Argentina de Genética
Forense.

El IGEVET se encuentra en la Facultad de Ciencias Veterinarias (FCV)
de la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) y desarrolla desde los
afios "60 investigaciones en genética animal. En el marco de un Servicio
Externo creado en afio 1994, “Servicio de Diagnédstico Genético en
Animales Domésticos” (GAD-UNLP) se realizan estudios de variabilidad
genética de especies domésticas (bovinos, equinos, ovinos y caninos)
mediante técnicas genéticas, gendmicas y transcriptomicas para resolver
problematicas en el area de las ciencias veterinarias. Se realizan
diagnésticos de identificacion individual, filiacion y casos de abigeato en
bovinos y equinos mediante marcadores de ADN del tipo microsatélites.
Recientemente se han implementado métodos de identificacion genética
en caninos y ovinos. EI GAD participa desde 1996 en el Test de
Comparacion Internacional organizado por la ISAG para la estandarizacion
de los sistemas de tipificacion y certificacion de los laboratorios de
diagnostico genético animal. Desde el afio 2004 se realiza la identificacion
especie-especifica de muestras biologicas con el fin de certificar la
composicion de alimentos (quesos, alimentos balanceados, harinas de
origen animal) y para resolver casos de fraudes, adulteraciones y
contaminaciones (casos de dopaje positivo en caballos de carrera) para el

Poder Judicial y para empresas privadas.
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