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RESUMEN

Justificacion: En Colombia, el comercio de especies de
fauna silvestre sin la documentacién necesaria es prohibido
por ley, por lo que, en el contexto de una investigacién penal
sobre venta de reptiles a través de internet, como parte de
una diligencia de allanamiento y registro, se realizé el
procesamiento del lugar de los hechos. Objetivo: realizar la
asignacién taxondémica mds probable utilizando anélisis
genético en muestras biolégicas recolectadas del lugar de los
hechos para establecer la presencia de reptiles, dada la
ausencia de animales en el momento del allanamiento.
Métodos: se recolectaron seis muestras bioldgicas que
incluyeron un trozo de muda de piel, hisopados de
superficies y materia fecal, para su posterior procesamiento
siguiendo los protocolos de analisis establecidos. Se realizé
extraccibn de ADN empleando silice y se amplificé un
marcador mitocondrial  12S-120pb; los fragmentos
resultantes fueron secuenciados y las secuencias fueron
comparadas con la informacién disponible en la base de
datos Genbank mediante el algoritmo BLASTn. Resultados
y discusion: a partir de los datos obtenidos de la
comparacién realizada, 100% de cobertura y 100% de
identidad y tras analizar las caracteristicas de cada grupo
taxondmico y la informacién genética disponible se realizé la
asignacién taxonémica. En la muestra de muda de piel se
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encontré dificultad para la amplificacién y secuenciacién de
todo el fragmento, lo que limit6 el empleo de marcadores de
mayor tamano, sin embargo, a partir de la informacién
obtenida se logr6 la identificacion de la especie Boa
constrictor (boa comun); en el caso de la materia fecal y los
hisopados se determin6é la presencia de muestras
provenientes de grupos taxonémicos comuUnmente
empleados para alimentacién de algunas especies de
reptiles, como Mus musculus (ratén comun) y el género
Rattus (especies de ratas). Conclusion: El marcador
mitocondrial 12S-120pb empleado en este caso resultd
exitoso para la obtencién de secuencias a partir de muestras
forenses, sin embargo, la utilizacién de cualquier marcador
para la asignacién taxonémica depende en gran medida de
la informacion disponible y las caracteristicas propias de

cada grupo taxonémico.

ABSTRACT

Introduction: In Colombia, the wildlife species trade
without the necessary documentation is banned by law, so in
the context of a criminal investigation into the sale of
reptiles over the Internet, as part of a search procedure, the
scene was processed. Objective: To make the most probable
taxonomic assignment using genetic analysis in biological
samples collected from the scene to establish the presence of
reptiles, given the absence of animals at the time of the
search. Methods: Six biological samples, including a skin
shedding, surface swabbing and fecal samples were collected
for their subsequent processing in the laboratory following
the established analysis protocols. DNA extraction was
performed using a silica-based DNA isolation method and a
12S-120bp mitochondrial marker was amplified; the
resulting fragments were sequenced and the sequences were
compared with the information available in the Genbank
database using the BLASTn algorithm. Results and
discussion: Based on the data obtained from the
comparison, 100% coverage and 100% identity, and after
analyzing the characteristics of each taxonomic group and
the available genetic information, the taxonomic assignment
was made. In the skin shedding sample, difficulties were
found for the amplification and sequencing of the entire
fragment, which limited the use of larger markers, however,
from the information obtained, the species identification for
Boa constrictor (common boa) was achieved; In the case of

feces samples and swabbing, the presence of DNA from
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taxonomic groups commonly used for feeding some
reptile species such as Mus musculus (common
house mouse) and the genus Rattus (rat species) was
12S-120bp

mitochondrial marker used in this case was

determined. Conclusion: The
successful for obtaining sequences from forensic
samples; however, the use of any marker for
taxonomic assignment depends largely on the
information available and the characteristics of each

taxonomic group.
INTRODUCCION

Los crimenes confra la vida silvestre, se han
convertfido en un negocio global muy lucrativo y
ampliomente distribuido, con un valor de
comercio ilegal estimado enfre 7 y 23 billones de
ddélares por ano', favoreciendo la pérdida de
biodiversidad, el empeoramiento de la crisis
climdtica y la diseminacién de enfermedades
zoondticas. En lo que respecta al trdfico y la
comercializacién ilegal, el panorama es cada vez
mds complejo, considerando el aumento de la
demanda, la captura mdltiple y el uso de la
misma especie en diferentes mercados 2. El
empleo de metodologias basadas en el andlisis
de ADN, particularmente marcadores de ADN
mitocondrial, abri¢ la posibiidad para la
identificacion de productos o subproductos de
origen bioldégico en los diferentes contextos de
crimenes contra la vida silvestre 3, sin embargo,
debido a la gran cantidad de organismos, la
limitada informaciéon en bases de datos y las
distintas aplicaciones de esta metodologia, su uso
abarca diferentes tépicos que deben ser
evaluados para cada marcador a emplear,
cumpliendo a cabalidad con criterios de
estandarizacién y validacién que garanticen la
admisibilidad de las pruebas en el contexto
judicial 4.

En Colombia el comercio de especies de fauna
silvestre es prohibido por ley 3 el caso que
presentamos, corresponde a una investigacion
penal llevada a cabo por la Policia Nacional de
Colombia en la Direccion de Proteccion vy
Servicios Especiales, sobre la venta de reptiles
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a fravés de internet; como parte de una diligencia
de dllanamiento y registro ¢, para la cual se solicitd el
apoyo de peritos del Laboratorio de Identificacion
Genética Forense de Especies Silvestres de la
Direccién de Investigacién Criminal e INTERPOL para
la toma de muestras bioldgicas
procesamiento del lugar de los hechos, el posterior
andlisis genético vy la
categoria taxonémica. Se recolectaron seis muestras
bioldgicas que incluyeron dos hisopados de la
superficie de un fterrario, fres muestras de materia
fecal y un frozo de muda de piel, para su posterior
procesamiento, con el propdsito de asignarlas a una
categoria taxondmica.

durante el

respectiva asignacién a

METODOS

Toma de muestras

La toma de muestras se llevé a cabo durante el
procesamiento del lugar de los hechos (Figura 1), por
personal experto en la recoleccién de evidencia
traza de origen bioldégico del
Identificaciéon

Laboratorio de
Especies
Silvestres, siguiendo los protocolos establecidos ’.

Genética Forense de

Exiraccidn

El ADN de las muestras recolectadas fue aislado
empleando un método de extraccién casero usando
silice, adaptado de lo descrito por Hoyos y Cols. 8, los
buffers de wunidn y elucidn registrados en la
metodologia de referencia fueron reemplazados por
los buffers QG y EB de la casa comercial QIAGEN®,
respectivamente. El volumen de elucién final fue de

25ulL.

Amplificacion

Se amplificd un fragmento del 125 mitocondrial 12S-
120pb a partir de 2ul de cada uno de los extractos
de ADN obtenidos, de 25uL,
incluyendo master mix 1X One Tag HS® (BioLalbs), BSA
0,2 mg/mL, 0,1 uM de los cebadores (lden_12SL1t
5'CAGGAAACAGCTATGACCGGATTAGATACCCCAC
TATGC-3' e Iden_12SH1t
5TGTAAAACGACGGCCAGTATCGATTATAGAACAGG
CTCC-3') (9) v 0,5 uM de los cebadores MI13REV
5'CAGGAAACAGCTATGACC-3 y M13- 21
5TGTAAAACGACGGCCAGT-3' 7, con un protocolo

en volumen fotal

Los crimenes contra la vida
silvestre, se han convertido
en un negocio global muy
lucrativo y ampliamente
distribuido. El analisis de
ADN, particularmente el
mitocondrial, abre la

posibilidad para la

1dentificacion de

roductos o

subproductos de origen
biologico en los diferentes
contextos de crimenes contra
la vida silvestre.

de ciclaje que incluye una
fase de denaturacién de 2
minutos a 94°C, 5 ciclos de
30s a 95°C, 30s a 50°C y
20s a 72°C, seguidos de 35
ciclos de 30s a 95°C, 30s a
56°C y 20s a 72°C, seguido
de una extension de 5min a
72°C 10,

Los productos de
amplificacion fueron
verificados en geles de
agarosa al 2%.

Secuenciacién

De cada producto
amplificado 2uL fueron
secuenciados en un equipo
analizador genético ABI
3500® a volumen final de
10uL, con 2uL de BigDye
Terminator Sequencing
Buffer (5x)®, 1uL de BigDye

Terminator ready reaction
mix® y los cebadores M13
registrados previamente a
concentracién de 1,0 uM,
con protocolo de ciclaje
de 1 minuto a 96°C, 15
ciclos de 10s a 96°C, 5s a
50°C y 75s a 60°C, 15 ciclos
del0s a 96°C, 55 a 50°C y
Imin 45s a 60°C, seguidos
de 5 ciclos de 10s a 96°C, 5s
a 50°C y 2min 45s a 60°C '°.

Edicién de secuencias y

comparacion con bases

de datos

Las secuencias obtenidas
fueron analizadas
empleando los programas
CodonCode Aligner 'y
Bioedit version 7.2.5 12,y
posteriormente
comparadas con la
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Figura 1: fotografia recoleccién de muestra 01,
fragmento de muda de piel.

informacién disponible en la base de datos Genbank'?
mediante el algoritmo BLASTN 14,

La identificacién de especie se basa en que la
variaciéon entre los organismos de una especie sea
menor a la variacion entre los organismos de especies
diferentes, lo que se conoce como “barco de gap” '°,
sin embargo, cuando se presenta sobrelapamiento la
asignacion se deberia reportar a
categoria supra especifica como género o familia '¢

17y para la emisién de los resultados se podrd hacer

taxondmica

uso los reportes arrojados tras la comparacion con la
base de datos de referencia, la disponibilidad de
infra e intfer grupo, la presencia de
polimorfismos caracteristicas

secuencias
diagnosticos,  las
taxondmicas asociadas y la distribucion geogrdfica de
las especies involucradas °.

RESULTADOS

De las seis muestras analizadas tres generaron
resultados inconcluyentes debido a la calidad
deficiente de la secuencia obtenida, las demds
muestras  presentaron  amplificacién  exitosa y

secuencias aptas para andlisis, como se muestra en la
Figura 2, entre las cuales se pudo identificar una
especie de repfil propia de la biodiversidad
colombiana. En el Cuadro 1 se registra la asignacion

Cuadro 1. Asignaciéon a categoria taxonémica por
muestra

Muestra Asignacion taxonomica
Muestra 01: fragmento de muda de . .
piel Especie: Boa constrictor

Muestra 03: materia fecal Especie: Mus musculus

Género: Rattus

Muestra 05: hisopado de superficie

Fuente: Autores

Presentacion de caso

taxondmica para cada muestra.

Para la muestra 01: fragmento de piel, se obtuvo 100%
de cobertura y 100% de identidad, con una secuencia
registrada como proveniente de un organismo de la

especie Boa constrictor, los porcentajes de identidad
con cobertura del 100%, con secuencias de individuos
de la familia Boidae y otros grupos taxondmicos, son
a 90.30%, por lo
taxondmica mds probable es como perteneciente a la
especie Boa constrictor.

inferiores tanto, la asignacion

Para la muesira 03: materia fecal, se obtuvo 100% de
100% de identfidad,
registradas como provenientes de organismos de la
especie Mus (Mus) musculus (ratdn casero comun, Unica
especie del género ampliamente distribuida a nivel
global). Los porcentajes de identidad con cobertura del
100%, con secuencias de otras especies del mismo sub
género (Mus) y otros grupos taxondmicos son inferiores a
99,07%, por lo tanto, la asignacién taxondmica mds
probable para la muestra es como perteneciente a la
especie Mus musculus.

cobertura vy con secuencias

Para la muestra 05: hisopado de superficie, se obtfuvo
100% de cobertura y 100% de identidad, con secuencias
registradas como provenientes de organismos de la
especie Raftus norvegicus (rata de alcantarilla o rata
noruega comun) los porcentajes de identidad con

cobertura del 100%, con secuencias de otras especies
del mismo género y otfros grupos taxondmicos son
inferiores a 98,09%, sin embargo, no todas las especies
del género estdn representadas en la base de datos y
mds
distribuida a nivel global, por lo tanto, la asignacién
taxondmica mds probable es como perteneciente al
género Rattus.

de una especies se encuentra ampliamente

DISCUSION

La asignaciéon taxondmica de evidencia producto de
crimenes contra la vida silvestre, a través de técnicas de
biologia molecular depende de varios factores:

1. De la intervencién de personal
procesamiento del lugar de los hechos, lo cual es
fundamental. Las bioldgicas

recolectadas,

experto en el
muestras deben ser
adecuadamente
conservadas, esto con el propdsito de preservar el

embaladas y
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material genético presente, evitando contaminacién

con fuentes exdgenas o productos que ocasionen
inhibicion'®
los andlisis moleculares.

2. En el caso de evidencia traza o subproductos,
donde la cantidad de ADN recolectado puede ser
escaso o estar altamente degradado, el uso de

marcadores moleculares cortos es necesario'?

3. La disponibilidad de secuencias en las bases de
datfos de ADN es indispensable para lograr la correcta
asignacion?; mientras mdas grande sea un grupo
taxondmico la posibilidad de contar con informacién
de todas o la mayoria de las especies es menor, y con
ello, también disminuye la resolucién en la asignacién

del espécimen.

4, Cuando se usa ADN mitocondrial para la
identificacién taxondmica, es importante tener en
cuenta que los procesos bioldégicos como la
heteroplasmia, la poliploidia, la introgresién, la
hibridacion, las copias nucleares de los genes

mitocondriales (NUMT) vy la clasificacion incompleta del

linaje pueden causar problemas de interpretacién y
por ende en la generacién de informes *

En ninguna de las muestras procesadas en el presente
caso, se evidencié contaminacién, lo que indica una
correcta recoleccién de evidencia; el marcador
empleado con un tamano de aproximadamente 120
pb, permitié obtener resultados en tres de las seis
muestras procesadas, lo cual demuestra:

1.-Su rendimienfo en muestras degradas o escasas.

2.-La eficiencia del marcador para ser empleado
como tamizaje en muestras de origen desconocido.

3.-La efectividad en la asignacion probable a un
grupo taxondmico.

Considerando que se trata de pruebas forenses, la
simple coincidencia NO debe ser empleada para
realizar el reporte, es recomendable revisar la
veracidad de la informacién respecto ala
coincidencia (informacién publicada, coincidencia
intra especie, etc.); caracteristicas de grupo

Robles Gonzdlez y Col.
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Figura 2: Figura 2: Secuencias obtenidas en
programa Bioedit versién 7.2.5. electroferogramas
complementarios 5°-3" y 3°-5” de las muestras.

A.- muestra muda de piel. B.- materia fecal.

C.- hisopado de terrario.

taxondmico tales como el nUmero de especies que
lo componen y disponibilidad de secuencias de
estas, entre otros; en caso de no contar con la
informacién suficiente o de ser contradictoria, es
pertinente realizar la asignacion a la categoria
taxondmica jerdrquica previa, de la que se tenga
certeza (género, familia).

Los resultados brindaron la evidencia necesaria para
demostrar la presencia de repfiles en el lugar
inspeccionado y con ello la posibilidad de establecer
una conducta punible, asi mismo, permitieron dar a
conocer la capacidad del laboratorio tanto en la
toma de muestras como en el andlisis molecular de
muestras forenses.

En Latinoamérica son muy pocos los laboratorios
forenses dedicados a la identificacidon de especies
diferentes a la humana, a pesar de que en esta se
encuentran varios de los paises con la mayor
biodiversidad del mundo, por lo que resulta
necesario aunar esfuerzos que permitan la
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consolidacién de informacién y la estandarizacién en
los procesos contribuyendo a la investigacion
efectiva de los delitos contra la vida silvestre.

El caso reportado muestra la capacidad que tiene el
ADN como herramienta forense para la identificacion
de especies silvestres de interés, facilitando la
proteccién de la biodiversidad.
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