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.

191



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).

211



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/
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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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