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1. Abstract

Forensic Genetics is a branch of Genetics that encompasses a set of methods based on genetic
variability between organisms with the objective of determining which is the origin of the
samples to resolve legal conflicts. In the first moment, samples were related to human cases
until a wide range of applications was developed in which the main objective was to recognize
the origin of the non-human sample. The paper presents some of the taxonomic identification
techniques that Non-Human Forensic Genetics has been able to use. Second, the main
advantages and disadvantages of each of the techniques are compared. Classical taxonomic
methods, based on morphological characters, are not useful when the samples do not exhibit all
the distinctive physical characteristics. Alternatively, the Barcode is proposed as an
identification system, microsatellites as genetic markers and PCR-Real Time as a molecular
technique. The Bar Code is the system that has been designed to study a fragment shared by all
the taxa of large groups but with enough variability to differentiate them. The presence of
InDels in the genome has been considered a problem when performing DNA sequencing. With
the development of SPinDel, the resulting sequences with interspersed InDels are used to create
numerical profiles characteristic of each taxon. If the DNA is completely degraded, molecular
techniques cannot be performed. The combination of Flight Time Spectrometry (TOFMS) with
GCXxGC or DART allows to conclude which species it is using volatile compounds or mass.
Whatever technique is used, it is necessary to create a reference database.

2. Resum

La Genetica Forense es tracta d’una branca de la Genética que engloba un conjunt de métodes
basats en la variabilitat genética entre organismes amb 1’objectiu de determinar quin és 1’origen
de les mostres per resoldre conflictes legals. En un primer moment les proves provenien de
casos relacionats amb els humans fins que es va desenvolupar un ample ventall d’aplicacions
on el principal objectiu és reconéixer la procedéncia de la mostra no-humana. En el treball es
presenten algunes de les tecniques d’identificacié taxonomica de les quals la Genética Forense
No-Humana ha pogut fer-ne Us. En segon lloc, es comparen els principals avantatges i
inconvenients de cadauna de les tecniques. Els metodestaxonomics classics, basats en caracters
morfologics, no sén Utils quan les mostres no presenten totes les caracteristiques fisiques
distintives. Llavors, es proposa com a alternativa el Codi de Barres com a sistema
d’identificacio, els microsatél-lits com a marcadors genetics i la PCR-Real Time com a técnica
molecular. EIl Codi de Barres ¢és el sistema que s’ha dissenyat per estudiar un fragment que
comparteixen tots els taxons dels grans grups perd0 amb suficient variabilitat com per
diferenciar-los. La preséncia d’InDels en el genoma s’ha considerat un problema a I’hora de
realitzar la seqiienciaci6 de ’ADN. Amb el desenvolupament d’SPinDel s’utilitzen les
seqliencies amb InDels intercalats per crear perfils numeérics caracteristics de cada taxo. Si
I’ADN es troba completament degradat, les técniques moleculars no es poden realitzar. La
combinacié de I’Espectrometria del Temps de Vol (TOFMS) amb GCxGC o DART permet
arribar a concloure de quina espécie es tracta mitjancant la utilitzacio dels composts volatils o
de la massa. Sigui quina sigui la técnica utilitzada és necessaria la creacido d’una base de dades
de referéncia.

3. Introduccio

Durant el darrer segle, el nombre d’espécies en perill d’extincié o en estat critic ha augmentat

principalment a conseqliencia de la pérdua de I’habitat i la sobreexplotacié d’espécimens per

part de I’home. Per resoldre el problema, el comerg d’organismes aguaitats ha estat regulat sota

una legislacio internacional on s’inclou el Convention on International Trade in Endangered

Species (CITES) (The CITES species, 2017). En I’acord internacional es divideixen les espécies
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en diferents nivells o apéndixs segons el seu grau de vulnerabilitat: a ’apéndix I s'inclouen els
organismes amb més perill d’extinciéo mentre que en el 111111 es troben les menys vulnerables
pero significants.

Les mesures legals pel control de vida salvatge no son suficients sense proves evidents que
permetin la discriminaci6é d’organismes en atemptats contra la vida. Per tant, es veu la necessitat
d’un monitoreig adequat que permeti la identificaci6 d’especies per ala conservaci6 i I’aturada
de I’explotacio.

La discriminacié taxonomica d’espécies és una de les moltes aplicacions que desenvolupa la
Genetica Forense i s’entén com el conjunt de métodes i tecniques basades en la variabilitat
genctica entre organismes amb 1’objectiu de determinar quin €s 1’origen de les mostres que es
troben a I’escena del crim per resoldre conflictes legals (Ogden et al., 2009).

Des del primer moment, 1’inica funcié que exercia la Genética Forense era la resolucio de casos
relacionats amb la identificacio de mostres humanes tot i que les seves aplicacions eren
limitades (Arenas et al., 2017). Posteriorment, la necessitat de determinar restes no humanes
conegudes com el “testimoni silencids” a I’escena del crim provoca el desenvolupament de la
Genetica Forense No Humana (GFNH). Aquesta categoria inclou diversos escenaris: la
causaci6 d’un dany per part dun animal a una propietat o a un huma, la relacié genética entre
organismes o la identitat d 'unamostra que esta en disputa com per exemple, controls de dopatge
en curses de cavalls. Pel que fa a aquest Gltim hi ha un ampli ventall d’exemples que €s
consideren proves auxiliars derivades de la disciplina de la botanica, zoologia, microbiologia i
analisi (Figura 1). Els exemples més comuns en el que participa la Genética Forense No-
Humana son el control de trafic il-legal d’espécies, deteccio de frau en el menjar i seguretat
sanitaria, deteccié de falsificacions d’organismes, entre altres (Amorim, 2019).
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Fig. 1. Principals aplicacions de la Genetica Forense No-Humana en referencia al camp
de la zoologia, botanica, microbiologia i analisi d’aliments (Arenas et al., 2017)
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Els taxonoms han usat els caracters morfologics pel reconeixement d’espécies animals i
vegetals des d’abans de I’época de Carl von Linnaeus. Inclis després de cents d’anys de feina,
aproximadament només es reconeixen i nombren el 20% de les especies existents (Kress, 2017).

La identificacio taxonomica és relativament facil en organismes domestics o0 molt estudiats
(Amorim, 2019). En aquest cas, el reconeixement mitjancant caracters morfologics podria ser
atil, no obstant, a vegades, la detecci6 de diferéncies entre especies, especialment en mostres
deteriorades o en individus que es troben en fases immadures com ous, pupes o larves, pot ser
una tasca molt complicada (Sedghiani et al., 2017).

Les tecniques moleculars basades en I’estudi de la seqiiéncia genomica per a la identificacio de
mostres son una bona alternativa als metodes classics. Aquestes tecniques pero, es limiten a
dissenyar sondes especifiques per a cada especie, exigint un treball laboriés de validacio.
Gracies a 1’acceptacid de I’adopcioé universal del Codi de Barres (Hebert et al., 2003a) i
’establiment d’una plataforma de codificacio de les barres anomenada Barcode of Life Data
System (BOLD) es va desenvolupar un consens d’identificacio d’espécies de tot el mon el qual
va millorar i simplificar la tasca de reconeixement taxonomic.

Un DNA barcode o codi de barres és un sistema d’identificacio el qual usa una sequencia curta
de nucledtids seleccionada especialment del genoma (Waugh, 2007) per una posterior
amplificacid mitjancant una reaccio en cadena de la polimerasa (PCR). Finalment, 1’amplico
previament seqlienciat es compara amb una base de dades de referéncia on es recull tota la
informacié genomica dels organismes (Yang et al., 2018). En definitiva es tracta d "un fragment
genomic caracteristic de cada espécie, pero amb prou diferéncies com per poder diferenciar-
les.

La PCR-real time es tracta d’una técnica molecular basada en el genoma que s’empra com
alternativa al Barcode amb 1’objectiu de reduir el nombre de passos per al reconeixement d’un
taxd. El metode consisteix en la utilitzacio de fluorofors per a mesurar la fluorescéncia
mitjangant un sensor. D’aquesta manera es permet quantificar i detectar si I’amplificaci6 PCR
s’ha produit a causa de la preséncia de ’ADN objectiu.

Un dels principals problemes a I’hora de seqiienciar ’ADN és la presencia de mutacions
d’insercio/delecio anomenats InDels (Santos i Pereira, 2018). L’SPInDel (Species Identification
by Insertions/Deletions) utilitza aquestes regions per desenvolupar perfils numeérics
caracteristics de cadataxo. Dits perfils es creen a partir de les diferents longituds de sequéncies
resultants de la intercalacié d’InDels.

Tot i disposar de técniques Utils per a la GFNH, aquesta no es troba tan desenvolupada com la
GFH (Ahmed et al., 2018) a causa de diversos motius (lyengar, 2014). Es deu primerament a
que I’analisi forense de vida lliure ha d’afrontaruna gran quantitat d’espécies, fet que comporta
una manca de marcadors genetics optims. Seguidament, durant molts d’anys s’han obtingut
marcadors i protocols sense una posterior validacié necessaria pel cas forense. Un altre motiu,
gran part de la practica i recollida il-legal de recursos naturals es produeix en paisos pobres on
els recursos financers son limitats. Finalment, la delinqtiéncia contra les plantes i fauna salvatge
sempre té una prioritat inferior a la participacié de la criminalitat humana.

No sempre es poden utilitzar les proves genétiques per arribar a determinar una especie ja que
en ocasions el material genétic es troba en unes condicions nefastes o completament degradat.
Es datil centrar la investigacié en altres métodes com I’Espectrometria del Temps de Vol
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(TOFMS) la qual es combina amb GCxGC amb I’objectiu de detectar el composts organics que
es desprenen d’un cos o amb DART (Direct Analysis in Real Time). Amb la unié de DART-
TOFMS s’identifiquen els components de la mostra mitjangant un espectrofotometre de masses.

En sintesi, per a que totes les tecniques mencionades siguin proves robustes i fiables és necessari
comptar amb una base de dades de referéncia prou ampla i validada per a facilitar la
discriminacid. Finalment la combinacié dels metodes assegura amb més fiabilitat la correcta
identificacié taxonomica de la mostra.

4. Objectius
Els objectius principals del treball son:

- Coneixer i descriure les técniques taxonomiques actuals utilitzades en el camp forense.

- Descriure exemples actuals de cada tecnica en el camp forense.

- Comparar les principals avantatges i limitacions de cadatécnica.

- Explicar com ajuda la combinacié de les técniques taxonomiques en la identificacié de
mostres forenses.

5. Metodologia

Per tal d'obtenir informacié amb rigor cientific, s'ha dut a terme la recerca bibliografica amb els
cercadors Pubmed, Scopus i Web of Science. En conseqiiencia, el cercador Google Academic
ha quedat descartat des d'un primer moment ja que no ofereix informacié contrastada per un
comite cientific. Les passes de I’estudi son les mateixes per a cada un dels motors de recerca
(Figura 2).

Primerament, s’han escollit les paraules claus per a les tres recerques. La primera decisio fou
fer una recerca més general per saber quins eren els metodes forenses més repetits que
apareixien en els articles. Llavors en les dues primeres recerques es va optar per paraules clau
amb les que s’obtingués una visio global de les possibles teécniques forenses. Les paraules
escollides foren forensic identification i forensic methods. Degut a que el nombre d’articles
trobats en cada recerca no era manejable, es va decidir acotar més cada una de les cerques
afegint una nova paraula clau: species. En la tercera recerca es varen utilitzar taxonomic
identification com a paraula clau, on igual que en les altres recerques, el nombre d’articles era
molt elevat, i per aixo, es va afegir les sigles COI (Citocrom Oxidasa 1). Es va decidir emprar
COl perque amb les anteriors recerques es va comprovar que la técnica taxonomica forense més
repetida era el Barcoding, i especificament, la utilitzacié del fragment COI per a la
discriminacié d’espécies animals. A més, en cadauna de les recerques s’ha aplicat el filtre dels
darrers 10 anys de publicacié per obtenir informaci6 sobre les técniques actuals.

Tots els titols dels articles trobats en cada una de les recerques, s’han ordenat alfabéticament
per tal de facilitar la tasca d’eliminacio en cas de repeticio. Finalment, s’han unificat els titols
de les tres cerques per una posterior seleccio.

Per tal d’acotar el nombre de fonts emprades s’han seguit els segiients criteris de seleccio: a)
eliminar els capitols de llibre, b) descartar els articles referents a técniques de la Genética
Forense Humana que no s’usin en la Gengética Forense No-Humana, c) eliminar articles de parla
no anglesa i d) suprimir els articles que no tractin sobre técniques taxonomiques d’identificacio
d’espécies com per exemple reportatges de casos criminals d’especies.



Finalment, els articles restants s’utilitzaran per a la realitzaci6 del treball. Seguint la
metodologia esmentada, s’obté una recerca exhaustiva, sistematica i actualitzada de les
tecniques d’identificacio taxonomica d’especies.

En el cas que sigui necessari, s’accedira a articles que no siguin trobats durant la recerca com
son la contrastacié de referéncies citades en els articles trobats i articles originals del
desenvolupament d’una técnica.

METODOLOGIA DE RECERCA
BIBLIOGRAFICA

1} Triz de paraules clan
2} Aplicacio del filtre dels darrers 10
anys de publicaris

Utilitzacid de tres cercadors:
Scopus, Web of Science 1 Pubmed

Copia del titol dels articles a una fulla
de calcul (Excel)

Ordenacio alfabética dels titols 1
eliminacid dels articles repetits

Unificacio dels titols

1) Elminacié de llibres
2} Descart d’articles sobre tcnigues de

GFH que no s™utilitzin en GFNH
Cribatge per a I'acotament de les 3) Eliminacié articles de parla no-
fonts emprades anglesa

4} Suprimir articles que no parlin de
técniques taxondmigues
d'identificacio d’espécies forenses

Redaccid del treball

Figura 2. Esquema de la metodologia seguida pera dur a terme la recerca bibliografica.

6. Resultats de la recerca

Amb D’objectiu de trobar articles on s’expliquessin les teécniques que s’utilitzen per a la
identificaci6 taxonomica d’espécies s’ha seguit la metodologia explicada en I’apartat anterior.
En aquesta seccié es comentaran els resultats obtinguts aplicant dita sistematica, és a dir, es
mencionara el nombre d’articles obtingutsi eliminats per a cadarecerca (Figura 3).

La primera recerca es va realitzar amb les paraules clau forensic identification en cada un dels
cercadors (Pubmed, Scopus i Web os Science). El nombre d’articles obtinguts fou de 11.833,
12.468 i 13.687, respectivament. Al ser un nimero molt elevat i poc manejable es va decidir
afegir la paraula species per tal d’acotar els resultats obtenint aixi: 1.043, 1.914 i 1.417,
respectivament.

La segona recerca de caracter general es va fer amb les paraules forensic methods amb la qual
es varen obtenir 37.183 articles a Pubmed, 40.287 a Scopus i 21.848 a Web of Science. De la
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mateixa manera que la recerca anterior, la quantitat d’articles va originar que no es poguessin
manejar i per tant, s’afegeix una tercera paraula clau species obtenint finalment 1.339, 1.505 i
938, corresponent a cada motor de recerca.

La darrera cerca més especifica es va dur a terme amb les paraules taxonomic identification.
Aquest cop, el nombre d’articles apareguts era molt superior a les dues recerques anteriors
(70.744 articles a Pubmed, 19.414 a Scopus i 24.183 a Web 0s Science), per aixo de la mateixa
manera es va voler reduir el nombre afegint una tercera paraula COIl. Amb les tres paraules el
nombre d’articles va disminuir a 1.043, 1.1651 1.809.

Per altra banda per a cada una de les recerques, s’aplica el filtre dels darrers deu anys de
publicacidé per tal d’obtenir informacié sobre 1I’Gs de técniques actuals, i en repercussid el
nombre d’articles va tornar a remetre. Llavors, en la primera recerca s’obteniren 685
publicacions a Pubmed, 1.207 a Scopus i 1.036 a Web of Science. En la segona, 931 a Pubmed,
1.073 aScopusi 1.654 a Web of Science mentre que en la darrera recerca s’obteniren 865, 985
i 707, respectivament.

Tot seguit, es copiaren els titols dels articles en una fulla de calcul (Excel), tot separant per
recerques, per tal d’ordenar-los alfabéticament i eliminar les publicacions repetides. Es per
aquest motiu que del total de 3.658 articles de la primera recerca, 1.013 foren eliminats per
repeticid, donant lloc a un total de2.038 articles. En el cas de la segona recerca, es copien 2.557
titols dels quals 735 es repetien. Aleshores, la dada final de publicacions fora repeticions era de
1.530. Finalment, també es varen eliminar 1.013 titols repetits dels 3.658 copiats de la tercera
cerca, de manera que quedaren finalment 1.530 articles.

La seglient passa realitzada ha estat la unificacio de les tres recerques i per aixo, s’han agrupat
tots els titols dels articles no repetits, per tal de posteriorment tornar-los ordenar alfabéticament
1 eliminar les copies. Per tant, d’un total de 5.126 articles entre les tres recerques, 898 es
repeteixen donant lloc a un total de 4.177 publicacions en els quals s’ha aplicat un criteri de
seleccid (explicat a I’apartat de metodologia). Finalment, 297 articles s’utilitzaran de font de
partida per a la redaccié del treball.

Com a conclusio, es va observar que els articles repetits coincidien majoritariament als
cercadors de Pubmed i Scopus en les cerques de Forensic species identification i Forensic
species methods.
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RESULTATS DE LA RECERCA
Pubmed Scopus

Forensic identification Forensic methods Taxonomic identification
11.83% 12408 J7183 40287 FOL744 10414

Forensic species Forensic rpaciar wmsthods Taxonomic idsntification
identification o Cor

-
L1338 I

5 rhTa r 43
10437 1014 1043 111

Aplicacid del filire de 10 anys de publicacid

Forenzic specier Forensic speciss msthods Taxonomic idsntification

identification chs ot cor

68y 120 K3l

Copia dels articles 2 una fulla de caleul, ordenzcis alfabeticament 1 elmmmacio da repaticions

Forensic speciss Forensic speciss methods Taxonomic idsniification
identification N . . car
1.530 (735 repetrts) )
1.558 (518 rapetitz) 2038 (1.113 repetit=)

Unificacio de les tres recerques, crdenacio alfabética 1 eliminacid de repeticions

4.177 (398 repetit=)

Figura 3. Esquema de l’apartat de resultats de la recerca. S’especifiquen en diferents
colors el nombre d’articles trobats en cada cercador (blau, Pubmed; vermell, Scopus;
verd, Web of Science).

7. Metodes d’identificacié d’espécies

7.1 Taxonomia classica
Les tecniques taxonomiques classiques es basen en la identificacié de caracters morfologics o
anatomics. En aquest apartat es recullen clars exemples del seu Us en el camp de la investigacio
forense.

Els delictes relacionats amb la vida salvatge presenten com a principal objectiu el guany de
diners a partir de la venta d’animals, de plantes o dels productes que deriven d’ells.
Aproximadament uns 55 milions d’animals moren cada any per la seva pell i és la Xina el
principal pais exportador (Garofalo et al., 2018). La identificacio de péls i pell pot ser una tasca
molt dificil, sobretot quan estan tractats amb quimics, colorants o0 son peces molt petites, sigui
quin sigui el metode que s'empra (Mariacher et al., 2019)

Una de les teécniques morfologiques encarregades en I’analisi del pél animal per la seva
identificacio és la tricologia. Es tracta d’unmétodeno invasiu ibarat que permet la determinacio
de I’especie, inclus la raca, de mamifers mitjangant la combinacié dels patrons de les escates
cuticulars i I’analisi de les cel-lules medul-lars del pel (Felix et al., 2019). En la Figura 4
s’observen exemples de diferents patrons cuticulars que permeten la diferenciacié d’espécies.
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Figura 4. Morfologia de les escates cuticulars del pel d’espécies animalsdiferents. La primera imatge pertany
auna cabra,la segona aun caila darrera a un moix. Escala: 25 um. (Modificatd” Ahmed et al., 2018)

Per a dur-se a terme, es realitza un primer estudidels péls mitjancant la microscopia optica per
saber 1’estat d’aquest. Posteriorment, es produeix la crioseccio (tecnica que consisteix en que
la mostra és endurida per congelacié i es talla amb un microtom) i tot seguit es fixen en un
porta-objectes per ser visualitzats en un microscopi optic. Totes les mostres seran fotografiades
perd només les imatges més nitides podran ajudar a identificar quina especie és (Mandoreba et
al., 2019).

En P’estudi de Sarma et al., (2014) es conclou que la tricologia pot arribar a ser de vital
importancia en el reconeixement d’animals salvatges, és per aquest motiu, que es veu la
necessitat derealitzar una base dedadesones recullin els metodes estadistics per la classificacio
dels caracters morfologics, intra e interespecifics, per a la identificacié d’una espécie (Kitpipit
i Thanakiatkrai, 2013). En el cas contrari, estudis com el de Sato et al., (2010) afirmen que els
parametres usats (patrons de medul-la i forma de la cuticula) no poden ser utilitzats Unicament
per a la identificaci6 d’espécies, sind que es veu la necessitat de combinar-los amb tecniques
moleculars. Aixi mateix, un estudi morfologic basic serveix de meétode d’exclusido de mostres
per un posterior analisis molecular i que, en conseqliencia, s’abarateixen els costos (Mariacher
et al., 2019).

Un altre s aplicable a I’estudi dels péls és la deteccié de substancies toxiques com arseni i
identificar el temps d’exposicié (Ahmed et al., 2018).

La presencia de cranis de félids en la investigacio forense de cada cop és més habitual i és per
aquest motiu que estudis morfologics qualitatius com el de Sims (2012) de cada vegada es
realitzen meés sovint per explicar les principals diferéncies significatives a nivell dels canins,
perfil nasal i morfologia de la cavitat auditiva (Taula 1).

13



Taula 1. Principals caracteristiques descriptives de cinc espécies de felids (Sims, 2012)

Species Canines Nasals Auditory bullac*
Cheetah small, hooked backwards, | smraightto small, compact, both ento and ecto
(Acinonyx jubatus) grooves absent or faint concave inflated: separation line visible
Jaguar conical, robust, grooves concave ento large, inflated with anterior
(Panthera onca) absent or faint extension; ecto not inflated with

flattened projections

Leopard long, more laterally convex ento large, inflated with minimal
(Panthera pardus) flattened, grooves anterior projection; ecto similar to
prominent often paired jaguar
Puma small, conical, grooves convex ento large, inflated with minimal
(Puma concolor) absent or faint anterior projection; ecto not inflated
without flattened projections
Snow leopard long, more laterally concave ento flattened; ecto inflated, separation
(Uncia uncia) flattened, grooves line visible
prominent

El reconeixement de parasits que presenten proboscide es pot dur a terme mitjancant la
distribucio i nombre de ganxos que hi tenen presents. Al realitzar la seva fixacio, I’0rgan no és
reconeix de manera que s’ha dissenyat un métode de reconstruccié 3-D a partir de fotografies i
programes informatics Util per a la seva identificacio (Reier et al., 2019).

Tot i aixi, el reconeixement d’espécies mitjangant la utilitzacio de caracters morfologics pot ser
una tasca molt complicada degut a que en molts de casos, tot i que taxonoms especialitzats hi
participin, les mostres biologiques es troben degradades (Jogayya et al., 2013) o incompletes
de manera que 1as de claus diatomiques resulta inutil (Arenas et al., 2017).

A Tarticle de Hebert et al., (2003b) s’hi descriuen algunes de les limitacions dels métodes
taxonomics classics. En alguns casos com és la identificacié dels insectes només es pot resoldre
en un estadi evolutiu concret o en un dels dos sexes. Un altre inconvenient consisteix en que es
pot ocasionar un mal reconeixement del taxon degut a la plasticitat fenotipica i la variabilitat
genetica dels caracters utilitzats. Una altra limitacié es troba en I’aplicacio d’espécies
criptiques, tot i que en certes ocasions es poden arribar a identificar espécies criptiques
mitjancant mesures proporcionals. A Kobayashi i Kondo (2007) s’explica com la mida de la
closca dels mol-luscs permet la identificacio de dues espécies criptiques (Margaritifera laevis
i M. Middendorffi). Finalment, la identificaciéo morfologica pot arribar a ser un gran repte per a
la falta d’espécies-tipo (Salvetti et al., 2020).

El reconeixement taxonomic classic presenta diverses limitacions que han provocat el
desenvolupament de noves tecniques moleculars basades en el genoma.

7.2 Codi de Barres
Una de les tecniques que destaquen en els estudis taxonomics basats en el genoma és el Codi
de Barres 0 DNA Barcoding. En aquest apartat es defineix que és el Codi de Barres i en qué
consisteix.

El Codi de Barres es basa en sequienciar fragments concrets del genoma (Kumar et al., 2018)
gue comparteixen totes les especies dels grans grups pero son prou variables com per distingir-
les. Llavors s’aplica aquest fonament per comparar-la amb seqtiencies de referéncia dipositades
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en bases de dadesi aixi relacionar-la amb ’espécie de la qual pertany (Hebert et al., 2003a).
Per tant, proporciona una estratégia segura per a la identificacidé d’espécies conegudes i no
conegudes mitjancant un analisi de variacid de seqliéncia.

Son diverses les caracteristiques que hauria de tenir el codi de barres ideal. Zhang et al., (2015)
afirma que hauria de posseir poca variacio intraespecifica, una alta divergéencia interespecifica
i el minim de la divergéncia interespecifica hauria de ser major que el maxim de la variacio
intraespecifica. En altres paraules explica que ha de ser una seqiiéncia prou conservada per tal
que hi hagi menys variabilitat dins de la mateixa espécie que entre espéecies i que la taxa de
mutacio ha de ser suficient per presentar una bretxa de codificacié de barres o barcoding gap
(regions del genoma que presenten una menor variacié intraespecifica menor que la
interespecifica) (Meyer i Paulay, 2005). S’estima que una bona variacio interespecifica entre
especies properes és d’almenys el 3% pero aquest nombre pot variar entre els diferents grups
taxonomics (Staats et al., 2016). Per altra banda, el codi de barres hauria de ser universal per a
que la seva amplificacio sigui senzilla i ha de contenir pocs processos d’insercié o eliminacid
de nucleotids per facilitar 1’alineacio de seqiiencies (Yang et al., 2018).

Son moltes les avantatges que presenta enfront la taxonomia tradicional ja que és un métode
molt més fiable i precis d’usar el qual no es troba limitat per la morfologia o etapa de
desenvolupament de I’individu (Hebert et al., 2003b). A més, poden ser utilitzats sense
coneixements previs dels taxons a analitzar (Hebert et al., 2004) i els equips de laboratori
necessaris per a dura terme la técnica solen estar presents en I’area de biologia molecular (Yu
et al., 2017). Aleshores, organitzacions internacionals com Consortium for the Barcode of Life
(CBOL) i Barcode of Life Data System (BOLD)promouen la utilitzacié del Codide Barres com
a méetode molecular estandard per a la identificacio d’espécies (Yang et al., 2018).

7.2.1 Procediment general
La identificacio taxonomica d'especies mitjangant 1’us del codi de barres és un procés similar
per a totes les mostres animals i vegetals (Yang et al., 2018). El primer pas consisteix en
I’extraccid de ’ADN de la mostra a analitzar per posteriorment, seleccionar el codi de barres
més adient i amplificar-lo mitjangant una reacci6 en cadenade la polimerasa (PCR). Finalment,
la cadena amplificada es seqliencia i compara amb una base de dades de referéncia on es recull
tota la informaci6 genomica dels organismes.

L’extraccio de ’ADN és la primera passa de la tecnica, el protocol de la qual presenta diversos
punts critics com son la lisis de teixits, ’eliminacié d’impureses i la seva precipitacid. Aquest
procés es pot dur a terme mitjancant metodes tradicionals, per exemple com I’extraccié amb
dodecilsulfat sodic (SDS) i fenol-cloroform, pero la majoria d’estudis ja ho fan mitjangant 14s
de Kkits comercials o protocols especifics per ’extracci6 d’ADN per un cas en concret (Staats
et al., 2016)

Un cop, ’ADN de la mostra ha quedat aillat, s’escull la regio del codi de barres més adient per
a la posterior amplificacio. La seleccié dependra de I’estat de dita mostra i de quin sigui el seu
origen. En el cas dels animals, s’estableix el Citocrom Oxidasa | (COIl) com a codi de barres
estandard proposat pel Consorci de Codide Barres de la Vida (CBOL) (Yan et al., 2013) pero
si la mostra es troba molt degradada la taxa d’amplificacio és superior amb la utilitzacio de
mini-barcodes (<100pb).

L’amplificacio de la regio barcode esta lligada a la preseéncia d’encebadors o primers, els quals
comengaran I’amplificacié del segment en la regi6 d’ADN hipervariable per assegurar la
maxima resolucié taxonomica (Leray et al., 2013). Uns mateixos primers poden amplificar
moltes espécies diferents. Pel seu disseny i avaluacio s’utilitza un software de biologia
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molecular. A part dels encebadors, per a la realitzacio dela PCR també és necessari la presencia
d’ADN polimerases termoestables, de dNTP i de nucleotids. Per altra banda, s’han de tenir en
compte altres parametres com la temperatura i el temps de desnaturalitzacio i uni6 a I’encebador
(annealing) ja que son fonamentals per a la correcta amplificacio.

Un cop amplificada la regié seleccionada es passa a la seva seqlienciacio. EI métode més usat
és Sanger ja que permet la lectura de sequéncies de fins a 1.000 pb, tot i que també és adequat
per a mostres menors. El procés inclou quatre passes: purificacio dels productes amplificats per
PCR, reacci6 de seqiienciacid, una segona purificacio i finalment electroforesi capil-lar.

Des de I’any 20035, les avantatges de les técniques de Sequenciacio de Nova Generacid (NGS)
0 seqlienciacié massiva han revolucionat la branca de la Taxonomia (Shokralla et al., 2012).
Les NGS permeten la seqiienciacio de mils de fragments d’ADN en parallel. La
pirosequenciacio fou la primera técnica de seqlienciacidé massiva incorporada al mercat
(Shokralla et al., 2014).

Finalment, la regié sera comparada amb una seqliencia de referéncia disponible en bases de
dades publiques per a la correcta identificacid de I’especie. El codi de barres normalment es
basa en biblioteques publiques de referencia establertes en NCBI GenBank o BOLD (BOLD
Systems, 2014-2020).

L’analisi de seqiiéncies s’executa amb eines com Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
Es tracta d’un algoritme basat en les similituds, el qual relaciona la seqiliéncia analitzada amb
la seqiiéncia de referencia present en la base de dades (Altschul et al., 1997) proporcionant un
percentatge de semblanca. En el cas que no hi hagi una similitud entre les sequéncies de
referéncia i l'analitzada, el programa ho identificara com un nou taxo (Staats et al., 2016). Els
meétodes basats en arbres filogenetics son una técnica complementaria (Ogden et al., 2009). EI
que fan és assignar la sequéncia analitzada a un determinat cluster, ésa dir, agrupen les espécies
que tenen una seqlencia similar en unitats taxonomiques operacionals (OTUs). Un OTU és
comunament definit com un cluster que presenta un 97% de similitud i per tant, pot ser
considerat com una Unica espécie (Hebert et al., 2003a)

En la Figura 5 s’ensenya un exemple de la coincidéncia entre una mostra extreta d’un xal de
shatoosh (teixit que es forma a partir dels pels més fins de I’antilop tibeta) amb les sequiéncies
de referencia del GenBank.

Pantholops Ovis Rupricapra Capra Unknown 1
Pantholops - 90.00 91.67 90.84 100.00
QOvis 12 - 91.67 90.84 90.00
Rupricapra 10 10 - 88.33 91.67
Capra 11 11 14 - 90.84
Unknown 1 0 12 10 11 =

1b

Figura 5. Bases121-241 del gen citocrom b de Pantholopshodgsonii (antilop)en
comparacié amb lesespécies de mamifers que presenten les homologies més
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properes a la seqiiéncia. També es mostra el nombre de bases diferint entre les
quatre especies i el % de similitud entre les 120 bases (Linacre i Tobe, 2011).

7.2.2 Codi de Barres Animal
L’ADN mitocondrial (ADNmt) és una font de marcadors moleculars degut al seu alt nombre
decopies, heréncia materna, faltade recombinacio i alta tasa de mutacié (Piganeau et al., 2004).
S’ha estandaritzat 1’as dels gens mitocondrials en el reconeixement d’espécies (Jogayya et al.,
2013) degut a que presenten una elevada variacié interespecifica i baixa variacid
intraespecifica.

Per altra banda, presenta una série de mancances entre les quals inclou index de mutacié
inconsistent, heteroplasmia i introgressio (Rubinoff et al., 2006). L’heteroplasmia és la
coexisténcia entre dos 0 més genomes d’ADNmt en el mateix organisme (Breton et al., 2007),
és a dir, consistiria en la presencia de pseudogens nuclears mitocondrials (Numts). Els Numts
son copies no funcionals d’ADNmt trobades en el nucli de les cel-lules eucariotes. Poden ser
facilment coamplificats juntament amb I’ADNmt mitjancant 1"as d’encebadors universals.
Llavors la caracteritzacid dels organismes usant un primer curt pot resultar un vertader
problema. Per reduir la possibilitat d’identificacions incorrectes, s’han d’identificar i eliminar
els Numts presents (Song et al., 2008). La introgressié consistiria en el moviment de gens d’una
espécie a una altra degut per un procés d’hibridaci6. L’espécie hibrida presentaria un genoma
mixt de les dues espécies procedents i en conseqiiéncia la seqiiéncia resultant s’hauria d’afegir
a la base de dades.

Entre els marcadors mitocondrials destaquen el Citocrom b (Cit b), 12S rRNA, 16S rRNA 0 la
regid D-loop pero el considerat marcador fonamental per als animals és el Citocrom Oxidasa
(COI, COX1, CO1) (Hebert et al., 2003b). La seqiiencia COI (648 pb) és un locus del codi de
barres que es troba a I’ADN mitocondrial (Hebert et al., 2003a) i que codifica part de I’enzim
terminal de la cadena respiratoria dels mitocondris (Vartak et al., 2015).

Aquesta sequéncia (648pb) forma part d’una proteina transmembrana present en els
mitocondris, la qual conté una seqiiencia molt conservada entre especies. Funciona com
I’acceptor terminal d’electrons en la cadena respiratoria i per tant, catalitza la reduccié de
I’oxigen a aigua. La proteina compren diverses subunitats nuclears i tres sintetitzades en el
mitocondri (subunitats I, I1i 111). ElI Citocrom Oxidasa | es troba localitzat preferentment entre
les membranes de la cresta mitocondrial (Waugh, 2007).

El Govern Federeal de Brazil ha adoptat el fragment COI del Codi de Barres com a metode
estandart per a la identificacid rutinaria de productes pesquers processats (Carvalho et al.,
2017). A Testudi s’analitzaven 255 productes de peix per demostrar si es trobaven ben
etiquetats o si es tractaven d’especies en perill o que patien la sobrepesca. Com a resultat es va
demostrar que el 17.3% de les mostres es trobaven mal identificades i algunes de les mostres
es relacionaven en taxons sobreexplotats.

Malgrat que el 98% dels animals poden ser identificats amb el marcador COI (Hajibabaei et al.,
2006) no sempre es pot usar degut a la presencia de buitsen les bases de dades ja que no hi son
presents les sequeéncies de referéncia d’alguns grups com els reptils i els amfibis per la falta
d’estudis taxonomics usant COI (Klippel et al., 2015). La rad que justifica la manca d’estudis
recau en que el gen 16S ARNr seria el principal marcador utilitzat fins al moment pel
reconeixement de dits grups (Murphy et al., 2013). Altres grups en que 1"as de COI no és
eficient son en els nematodes, els gasteropodes, els cnidaris i els equinoderms degut a que és
una regid poc conservada (Hebert et al., 2003a; Remigio i Hebert, 2003; Derycke et al., 2010;
Hoareau i Boissin, 2010).
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Un altre marcador utilitzat tradicionalment en el reconeixement és el Citocrom b (Cit b), pero
en comparacid amb el COl, les bases de dades d'accés public son encara més incompletes i no
poden assegurar una correcta identificacio de I’especimen (Wilson-Wilde et al., 2010), si bé, el
Citocrom b juntament amb 12S i 16S ARNr son els marcadors genétics més usats en la
discriminacio d’espécies en mostres degradades (Karlsson i Holmlund, 2007). Aix0 deu ser
perqué igual que el marcador 16S rRNA, contenen regions internes altament conservades a
través dels taxons, adequat per la designacid de primers universals, alternats amb regions curtes
hipervariables que son especifics d'especies (Sarri et al., 2014).

L’estudi fet per Rajpoot et al., (2018) és un bon exemple de I’ts del fragment Citocrom b com
a codi de barres en mostres de mala qualitat. L’arrel de la planta Hatha Jodi (nom comu de la
planta) és un simbol de bona sort i per tant, presenta una gran demanda en el comerg indi.
L’arrel del vegetal te un aspecte molt similar als genitals de Varanus (sargantana protegida a la
India) per la qual cosa s’aprofita la seva gran semblanca per comercialitzar els genitals enlloc
de I’arrel. Com a conseqiiéncia del comerg il-legal del réptil ha desencadenat una disminucid
de la poblacio de la sargantana. El resultat de I’assaig ha revelat un 100% de coincidéncia entre
les seqliencies de les mostres requisades amb les seqtiencies de referencia de Varanus.

7.2.3 Codi de Barres Vegetal
La identificacio molecular dels animals esta ben establerta degut a la utilitzacié del fragment
de gen mitocondrial Citocrom C Oxidasa | (COIl) com a codi de barres estandard pero en
vegetals, aquesta seqiiéncia és altament invariable (Jiao et al., 2019) i consequentment, no es
pot usar com a codi debarres (Baek et al., 2013). Aleshores, les regions nuclears i del cloroplast

es solen usar en estudis filogenétics per a la identificacio taxonomica d’especies vegetals (Chase
et al., 2005).

Dependra del tipus de mostra a analitzar que s'utilitza una regié o una altra: en mostres que han
estat previament emmagatzemades durant un llarg periode o degradades, com la fusta,
s’utilitzara majoritariament el genoma cloroplastic degut a que presenta un nombre de copies
major (Jiao et al., 2019). Entre els codis de barres basats en el genoma del cloroplast, es
proposen les regions rbcL, matK i trnH-psbA com els marcadors oficials recomanats per
Barcode of Life (Eurlings et al., 2013).

El codi de barres rbcL codifica la subunitat major de la rubilosa-1,5-bifosfat
carboxilasa/oxigenasa (RUBISCO).Com que la RUBISCO ésun enzim fotosintetic critic, rbcL
fou el primer gen que fou sequenciat. La seva amplificacio, sequenciacid i alineacié és molt
senzilla en la majoria de plantes terrestres pero el seu poder discriminatori és modest (Staats et
al., 2016).

Per altra banda, la regid matK (841 pb) codifica I’enzim maturasa que participa a I’splicing
d’introns de tipus II a partir de transcripcions d’ARN. Tot i que per alguns autors consideren a
matK com a marcador analeg de COIl (Hilu et al., 1997), la seva amplificacié és costosa,
sobretot en les plantes que no son angiospermes degut a la falta de primers universals (Fazekas
et al., 2008).

L’espaciador intergénic trnH-psbA (450pb) és un dels segments més variables del cloroplast en
angiospermes. Com que la seva longitud pot variar entre els 296 a 1120pb, I’obtenci6é de
fragments i la seva sequienciacié pot resultar problematica. A més, quan la longitud de la regi6
trnH-psbA presenta una sequéncia molt curta (300pb) en les angiospermes provoca que la
variacid entre sequencies no sigui suficient per a la discriminacié entre espécies (Vijayan i
Tsou, 2010).
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Entre els marcadors basats en ’ADN nuclear destaca I’'ITS. Es tracta duna regi6 repetida en
tandem dins del genoma nuclear que generalment demostra una variabilitat interespecifica molt
elevada (Jiao et al., 2019). A I’estudi de Yu et al., (2017) en el que s’examinen quin son els
millors marcadors per a la identificacié de Dalbergia (especie de bosc en perill d’extincio)
s’arriba a la conclusié que ITS2 és el millor fragment per al seu reconeixement i que es podria
reconeixer com a codi de barres universal pel moén vegetal (Chen et al., 2010). En contra,
s’exposen dues restriccions: possibilitat de contaminacié per microbis i amplificacié de copies
no funcionals (Yu etal., 2017).

Tot i que alguns autors expressen la seva conformitat cap a un codi de barres especific, altres
afirmen que la combinacié de primers (coctel de primers) augmenta la taxa de discriminacio
d’espécies comparat amb 1"as d’un sol (Kolmann et al., 2017). Es deu a que permet detectar
més polimorfismes alhora en les sequéncies estudiades i la posterior eleccié de fragments més
curts pero eficients en la discriminacié detaxons en mostres degradades (Bottii Giuffra, 2010).

Els assajos previs per a la deteccié de Hoodia (espécie de cactus sintetitzadora d’esteroides
glicosidics utilitzats per perdre pes) en diferents productes utilitzant el Codi de Barres varen
fallar. Degut a la seva utilitat, el comer¢ il-legal ha provocat la incorporacié del vegetal a la
llista CITES. En Gathier et al., (2013) es combinen el marcador nuclear ITS juntament amb
psbA-trnH per a una major resolucid de Hoodia en diferents productes. Aquests marcadors
permeten amplificar petites quantitats d’ ADN presentsa la mostra i distingir entre espécies molt
properes gracies a que la longitud de la seva cadena és de menor mida. Es conclou que el Codi
de Barres és un sistema d’identificacio valid per al reconeixement de Hoodia. A més, es va
poder detectar ’adulteraci6 de certs productes vegetals amb compostos que no estaven
especificats en I’etiqueta.

7.2.4 Metabarding i Mini-barcoding
En’estudi de mostres degradades o mixtes per la identificacidé del material del qual esta format,
no sempre es pot utilitzar el Codide Barres convencional. Per aquesta rad, s’han dissenyat nous
protocols derivats del Barcoding anomenats Metabarcoding o Mini-barcoding. Ambdds
meétodes, juntament amb el Codi de Barres, son capacos de reconéixer especies animals i
discriminar productes originals d’aquells que estan modificats en la medicina tradicional,
material cru, productes processats i preparacions complexes (Yang et al., 2018).

L’ADN-Metabarcoding és un tipus especial de Codi de Barres i per tant, utilitza la mateixa
base de dades de referencia que el codi de barres pero permet la identificacié de taxons en
mostres mixtes mitjangant 1'as de métodes de seqiienciacid6 massiva (Taberlet et al., 2012). El
prefix “meta” es refereix a la col-leccié de sequéncies barcode de diferents espécies (Staats et
al., 2016).

El protocol a seguir pel Metabarcoding consisteix en: 1) extreure ’ADN de la mostra, 2)
amplificar el segment especific Barcode o un altra regi6 d'interés, 3) seqlienciacié massiva de
I’amplicdé d’ADN, 4) analisi de les sequéncies usant un programa informatic adient i 5)
identificacié d'especies mitjancant la similitud dels amplicons amb la base de dades (Staats et
al., 2016).

A Testudi de De Boer et al., (2017), on s’analitza el Metabarcoding per a la identificacio
d'orquidies i altres plantes en productes comercials, conclou que I’ADN Metabarcoding serveix
per a la verificacio de la presencia o absencia de certes plantes en productes que només podien
ser analitzats a través de proves quimiques, i en conseqiiencia serveix per identificar i monitorar
espécies afectades pel comerg il-legal.
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Tot i que el Metabarcoding pareix un procés simple d’aplicar, Staats et al., (2016) exposa les
limitacions que dificulten la tasca. En primer lloc, les condicions a les quals estan exposades
les mostres causen una perduade la qualitat de ’ADN i variaci6 en les concentracions. A més,
el poderde discriminacio dels métodes informatics depéndirectament del’eleccid del marcad or
Barcoding i de la informacié proveida de la base de dades elegida.

Lamajoria de mostres utilitzades en el Metabarcoding provenen deteixits dels espécimens pero
en els darrers anys s’ha desenvolupat un nou subtipus anomenat Environmental Metabarcoding
(e-metabarcoding) (Valentini et al., 2016) en el que s’usen mostres extretes de I’aire o aigua
(e-ADN) sense necessitat d’un previ aillament d’ADN (Lodge et al., 2012). De la mateixa
manera també poden ser extretes del sediment per analitzar la diversitat d’invertebrats, fongs i
bacteris (Orgiazzi et al., 2015).

En moltes ocasions, les mostres que arriben al laboratori estan molt processades i en
conseqiiencia, ’ADN es troba molt degradat. Aixi i tot, és possible la seva amplificacio i
seqlienciacié mitjancant el disseny de nous primers estandard que permetin escurcar la longitud
del fragment (Eurlings et al., 2013). Els nous codis de barres formats per una cadena més curta
de nucleotids (50-400 pb) s’anomenen mini-barcodes.

Per a teixits animals amb ADN degradat, els Mini Codi de Barres posseeixen una major taxa
d’exit que els Codis de Barra que utilitzen una longitud completa (Yang et al., 2018), arribant
a la identificacio del 90% de les mostres (Shokralla et al., 2011).

L’as de Mini-barcodes és una bona eina pel reconeixement de mostres degradades pero en
reduir la sequéncia a amplificar també es perd informaci6. Per aquest motiu és necessari la
sequenciacié de diferents fragments amb diferent nombre de parells de bases per arribar a
obtenir la quantitat més gran d’informacié possible. Es el que passa en Dubey et al., (2011) on
s’ha pogut dur a terme la correcta identificacio de mostres en mal estat de Python molurus amb
la utilitzacié d’una seqiiéncia de 245pb. Previament, es va utilitzar un fragment de 175 pb amb
el que només es podia arribar al genere Python, segurament per la falta de seqliencies de
referéncia a la base de dades. Python molurus és una espécie de serp protegida de I’india que
és cacada per la comercialitzacio de la seva pell. Gracies als esforcos de les autoritats per frenar
el trafic il-legal de serps i la utilitzacio de mini-barcodes per mostres en mal estat es propicia la
conservacio de I’especie.

Pel que fa a les plantes, el disseny de Mini-barcodes estandard de moment no ha tingut éxit a
causa del fet que les restriccions de longitud permeten treballar amb ADN altament degradat
pero condiciona la resolucio de I'espéecie (Staats et al., 2016).

7.3 PCR-real time
Una de les técniques taxonomigues usades en el camp de la investigacio criminal d’espécies és
el DNA Barcoding. Aixi i tot, I’aplicacié d’aquest quan el temps €és limitat és dificil. Per aquest
motiu es proposa la PCR real-time (PCRrt) com a metode alternatiu per a reduir el nombre de
passos necessaris per al diagndstic d’una espécie sense la necessitat de realitzar-lo dintre d’un
laboratori (Cardefiosa et al., 2018).

La PCR en temps real o també coneguda com a PCR quantitativa és una variant de la PCR
convencional, i per tant, utilitza els mateixos components. A diferéncia de la PCR estandart
s’utilitzen fluorofors (SYBR Green, TagMan) per mesurar la quantitat de productes amplificats
en cada moment (Pereira et al., 2008) i detectar si I’amplificaci6 PCR s’ha produit a causa de
la preseéncia de ’ADN objectiu.

El colorant fluorescent és inserit a la sonda de nucleotids. Mentre que la sonda es troba sencera
no es despren fluorescéncia. En el moment, que la seqliencia objectiu es troba present, la sonda
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es comenca a dissociar mitjancant I’activitat nucleasa de ’ADN polimerasa. Aquesta
dissociacid augmenta el senyal de fluorescéncia. Les molécules restants de fluorofors
s’eliminen en cada cicle la qual cosa permet un augment de la intensitat de la fluorescencia
proporcional a la quantitat d’amplicons produits (Pereira et al., 2008). Els fluorofors son
detectats per un sensor de fluorescencia present en el termociclador en el moment que es
produeix I’amplificaci6 del’ADN. El disseny d’encebadors especifics per a I’espécie aestudiar
és un pas obligatori o es corre el risc de produir-se una amplificacio creuada d’espécies properes
que condueixen a falsos positius (Littlefair et al., 2016).

Durant el darrer pas del protocol se solen generar diagrames de corbes de fusié que poden ser
usades per a la identificacio final de les especies. Les corbes de fusio es generen per la
dissociacio de I'ADN de doble cadena durant les temperatures de l'escalfament i la corba de
fusid varia normalment amb la relacio GC/ AT de lI'amplic6 generat i la seva mida (Ririe et al.,
1997).

La presencia de taxons protegits en productes pot ser facilment determinada mitjancant la PCR
a temps real. Es el cas de la utilitzacié del métode per a la identificacié de shatoosh (llana
provinent de Pantholops hodgsonii, antilop) en peces de roba (Fei et al., 2014). El seu comerg
ha causat la disminuci6 del nombre d’espécimens i per aquest motiu, s’han dissenyat un conjunt
de primers per la 12S ARNmt especifics de I’antilop. La técnica ha permes la deteccio dun 1%
de shahtoosh mesclat amb caixmir fent que una sola fibra es pugui arribar detectar.

7.4 Microsatel-lits
Els microsatel-lits (STR, Short Tandem Repeats) son sequiéncies curtes compostes entre 1 a 6
parells nucleotids de longitud que tenen una alta taxa de mutacié per culpa de I’escorregut de
la polimerasa durant la replicaci6 de 'ADN (Ellegren, 2004). Aquestes seqiiéncieS €S
repeteixen en tandem un nombre determinat de cops. Les més freqtients son les mono, di, tri o
tetra, si bé, els més emprats son els tetra gracies al fet que el percentatge d’stutter és menor
(Gill et al., 1994).

A causa dels alts nivells de polimorfisme, codominancia i reproductibilitat de les analisis, s’ha
demostrat ’aplicacié dels microsatél-lits al’area forense, conservacio d’espécies i filogeografia
(Vanden Abeele et al., 2019). El caracter codominant permet la distincié entre organismes
homozigots i heterozigots. A més, es poden aplicar en material degradat o en mal estat gracies
a la seva mida (<300 pb) (Gill et al., 1994).

S’han de tenir en compte diversos factors per ala seleccié d’un microsatél-lit. Per una banda la
gualitat de les dades obtingudes a partir de STR, considerant la preséncia d’errors en el genotip
o per la manca d’informaci6. Per altra banda, s’ha de prendre consciencia del poder
discriminatori de cada un dels microsatél-lits (Coetzer et al., 2017).

La cria en captivitat és una de les principals activitats per a ’obtencié d’animals amb valor
comercial. Per tant, es dona la possibilitat que els individus siguin cacats il-legalment i
col-locats en centres de captivitat al-legant que ja eren descendents legitims d’individus en
captivitat. Els lloros de la familia Psittacidae son molt apreciats pels col-leccionistes pel seu
plomatge colorit, capacitat de mimica, atractiu exotic i raresa. Per aquests motius son sovint
incorporats a centres en captivitat per una posterior comercialitzacié. La verificacio filial
mitjangant la utilitzacié de microsatél-lits pot ser una evidéncia fiable de I’activitat il-legal. En
Jan i Fumagalli (2016) es desenvolupen microsatel-lits per a set tipus diferents de lloros
involucrats en el comerg il-legal local i internacional. L’analisi proporciona les proves de si les
mostres forenses de les aus havien estat o0 no en captivitat.
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El mateix passa a I’estudi de Rebata et al., (2016) s’analitza 1’as de STR per a la identificacid
d’espécies salvatges i domeéstiques de porc senglar i porc en diferents localitzacions. Conclou
que els microsatel-lits s6n una bona eina per a la diferenciacio entre porcs domestics i salvatges
aixi com per verificar la identitat genética d’espécimens amb el proposit de dur a terme
investigacions forenses de crims de vida salvatge, garantia de la salut publica, control de
parentesc en ramaderia i gestio de la seguretat alimentaria.

7.5 SPInDel
La preséncia d’InDels (mutacions d’insercid/delecio) en el genoma s’ha considerat com un
problema per a la seqiienciaci6 de ’ADN i, per tant, aquestes regions s’han evitat a ’hora de
desenvolupar técniques d’identificacié taxonomica d’espécies (Santos i Pereira, 2018).
Aleshores, esva desenvolupar I’'SPInDel (Species Identification by Insertions/Deletions) el qual
va demostrar que les regions genomiques amb multiples InDels poden ser utilitzades per a
processos d’identificacid d’espécies (Figura 6).

a) A B c D
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Species 2 » = == — N = - - -— 2
Species 3 e m— O = = = E=-
AB BC cD
----"'--_ N,
---“'—--‘-_---- = ERCES
G-TG--=-=-=-~-~ GTTTGTG-ATT- - -CTGGG-TTCC-----====== GTACTTAGTTTGCTATTCCGC
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Figura 6. Il-lustracié esquematica de les passes seguides per a la identificaci6 d’espécies utilitzant
I’SPInDel. (a) ll-lustraci6 de la seqiiéncia alineada de les espécies hipotetiques. Les quatre regions
conservades (verd) defineixen els dominis hipervariables (linies marronsno continues). Una seccio
de 'alineament és augmentat perensenyarla preséncia de buits en les regions hipervariables. (b)
Cada espeécie és identificada perun perfil numeric resultat de la combinacio de les longituds de les
regions hipervariables (Pereira et al., 2010).

L’SPInDel és un enfocament alternatiu per a la identificacié taxonomica basat en la longitud de
sis regions del gen ARN ribosomic (ARNT) (Alves et al., 2015). En general, les alineacions de
seqiiencies de gen d’ARNr de diferents especies mostren una alternanga entre regions
conservades i variables, a causa de la preséncia de substitucions anomenades SNP i
insercions/delecions (InDels). La preséncia d’InDels provoca seqiiéncies amb diferents
longituds i introdueix espais durant 1’alineaci6. El principi de la técnica consisteix en el fet que
cada fragment diferent estudiat és caracteristic de cada especie, per tant, cada taxo es defineix
per un perfil numeric.

L’SPInDel PCR multiple es basa en la metodologia de la PCR-multiplex, per tant, s’encarrega
d’amplificar simultaniament en la mateixa reaccié diversos fragments, marcats préviament, per
poder diferenciar-los mitjangant electroforesi capil-lar (Pereira et al., 2008). Fou desenvolupat
per a la identificacié de mostres humanes i mostres provinents d’animals doméstics (Gongalves
et al., 2015). Avui en dia presenta un alt potencial per a treballar en tots els grups taxonomics,
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ja que inclou una base de dades amb més de 1800 perfils especifics per a espécies de 18 grups
taxonomics (Carneiro et al., 2012).

La técnica fou comprovada 1’any 2014 per la Comissio de Treball de Parla Espanyola i
Portuguesa de la Societat Internacional de Geneética Forense (GHEP-ISFG, Working
Commission of the Spanish and Portuguese-Speaking Working Group of the International
Society for Forensic Genetics) (Alves et al., 2017). Els 24 laboratoris de 10 paisos diferents
varen identificar onze mostres proveides per la GHEP-I1SFG usant SPinDel i 10 mostres control
d’espécies objectiu. ES va proporcionar un software als participants per I’obtencio dels resultats.
Totes les mostres foren correctament identificades per 22 dels 24 laboratoris, incloses les
mostres amb poca quantitat d’ADN o mixtes. Posteriorment, per una segona comprovacio,
s’analitzaren 241 mostres de les quals 238 foren ben identificades. Es pot suggerir que SPInDel
és un metode valid per al reconeixement d’espécies facil de ser implementat als diferents
laboratoris de Genética Forense.

En Carneiro et al., (2012) es defineixen els passos a seguir per a la realitzacio de I’SPInDel
(Figura 7). El primer que es fa és obtenir les sequencies d’ARNrmitocondrial del GenBank per
posteriorment, elegir aleatoriament una seqiieéncia representativa de cada especie.
Posteriorment, per a facilitar el maneig de dades s’ha dissenyat una plataforma computacional
on a la finestra principal apareix la seqiiéncia a estudiar amb un valor que s’assigna a cada
nucleotid depenent de la freqiiéncia d’aparicio en les seqiiéncies alineades. En aquest moment,
es dissenyen encebadors complementaris a regions altament conservades que delimiten els
InDels (Gongalves et al., 2015). Per tant, cada especie és identificada per un perfil numeric
creat a partir de diversos fragments de longitud determinada com a resultat de la combinaci6 de
regions hipervariables (Santos i Pereira, 2018).

El perfil es produeix per electroforesis capil-lar amb 1’4s d’escales al-I¢liques. En el cas que no
es pugui determinar la longitud del fragment, la identificacié encara és possible comparant el
patrd de bandes de la mostra objectiu amb les mostres de referéncia analitzades (Pereira et al.,
2010).
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Figura 7. Diagrama de fluxe de les passes a seguir durant Iutilitzacié de I’'SPInDel peral
processament de 'informacio per la identificacio d’espécies (Carneiro etal., 2012).

Les espécies amb una linia evolutiva propera podrien obtenir un perfil de I’SPInDel molt
similar. En Gongalves et al., (2015) s’explica que les espécies del génere Vulpes presenten un
perfil similar que amb altres taxons d’un genere diferent. Tot i aix0, la coincidencia dels perfils
¢és molt estrany considerant 1’alt nombre de possibles combinacions numeriques (Pereira et al.,
2010).

L’SPInDel s’ha aplicat per a la identificacio de la subclasse dels Elasmobranquis (Amaral et
al., 2017). Aquest grup inclou els depredadors mes grans que pateixen activitats de
sobreexplotacid per I’obtenci6 de la seva carn i aletes. A pesar dels mecanismes de conservacio
existents, cap metode molecular esta disponible per a mostres deratjades i taurons en un context
forense. El desenvolupament d’un sistema molecular basat en el fragment 16S ARN amb
preséncia d’InDels permet la identificacié de diversos taxons d’Elasmobranquis.

7.6 Espectrometria del Temps de Vol (TOFMS)
L’estudi dels composts organics volatils (VOCs) va ser usada principalment per I’analisi de
cossos en descomposicid (Stefanuto et al., 2015). En el camp forense, els VOCs son rellevants
per entendre la deteccid de drogues, explosius, etc. mitjangant I’olfacte dels cans.

Un metode proposat recentment pel reconeixement taxonomic d’espécies és la microextraccio
en fase solida (HS-SPME, headspace solid phase microextraction) acobladaa GCxGC-TOFMS
(Gas Cromatograpgy-time-of-flight mass spectrometry). La técnica s’encarrega de detectar els
volatilomes que despren la mostra. Els volatilomes és el conjunt de perfils de compostos
organics volatils (VOCSs) gue es troben influenciats per factors primaris (genetics), secundaris
(com la dieta o ’ambient) i terciaris (factors externs) (Curran et al., 2005).
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De la mateixa manera que cada espécie presenta una seqiienciacié genomica Unica que s’usa
per a la identificacié mitjancant el Codi de Barres, també produeix un volatiloma caracteristic
que permet la seva diferenciacio (Ueland et al., 2016).

Diversos articles investiguen I’aplicacio de perfils de volatilomes utilitzant GCxGC-TOFMS
per a la deteccid de mostres forenses. Es el cas de I’analisi d’exemplars que es requisaren en
controls de fronteres on se sospitava que eren productesderivats de I’ivori dels elefants (Ueland
et al., 2020). Per aix0, a partir de mostres conegudes d’ivori d’elefant, dentina o os s’usaren per
a realitzar un perfil de volatiloma de referéncia. L’assaig es duguéa terme comparant els perfils
de volatilomes obtinguts amb els de referencia. A més, per confirmar que el resultat fou
correcte, es realitzaren analisis d’ADN i es va demostrar que GCxGC-TOFMS va identificar
correctament sis de les vuit mostres procedents de I’ivori d’clefant.

GCXGC-TOFMS s’ha convertit en el métode preferit per I’analisi de VOC. La unié d’ambdds
protocols permet una sensibilitat de separacid dels volatilomes superiors.

Per a la identificacio taxonomica d’espécies, TOFMS també es combina amb DART, sigles que
provenen de l'anglés Direct Analysis in Real Time. A I’analisi de DART, ’espectrometre de
masses rapidament identifica els compostos quimics diferenciant la massa de la carrega (m/z)
(Paredes-Villanueva et al., 2018). Com a resultat s’obté un espectre quimic que pot ser
incorporat a una base de dades per ajudar a la identificacié de futures mostres.

El génere Pericopsis inclou quatre especies arbories (Familia Fabaceae) deles quals només una
presenta interés comercial. La seva distincié és imprescindible perqué es tracta d’una espécie
protegida per CITES. Per aixo0, es varen recollir els perfils resultants utilitzant DART-TOFMS
de les quatre especies i servir com a referencia discriminatoria per a les properes mostres
(Deklerck et al., 2017).

8. Discussio

A mesura que la tecnologia ha avancat també ho han fet els protocols per a la identificacio
taxonomica de mostres forenses. El recorregut comenca amb els métodes classics, basats en el
reconeixement de I’espécimen mitjangant caracters morfologics, fins a arribar a técniques més
especifiques basades en el genoma molecular o amb els compostos volatils organics que
desprén la mostra.

El desenvolupament de noves tecniques sol ser una consequencia de les limitacions que
presenten els metodes existents. Per exemple, com que els métodes morfologics no poden
arribar areconeixer el taxo en casos on la mostra esta degradadao incompleta, se cercaren altres
vies de reconeixement.

L’analisi deles seqiiencies d’ ADN mitocondrials 1 nuclears juntament amb els gens ARNrs’han
utilitzat com a eina fonamental per reconstruccions filogenetiques i com a punt de partida de
les técniques taxonomiques moleculars. Es deu principalment al fet que es troben en tots els
organismes, es troben funcionalment conservats i tenen una estructura en mosaic de regions
conservades i variables (Pereira et al., 2010). La PCR-real time, els microsatel-lits, el Codi de
Barres i I’SPInDel destaquen entre les proves moleculars utilitzades en el camp forense.

La discriminacié taxonomica mitjancant les técniques moleculars citades sempre necessiten la
comparacid del resultat obtingut amb una base dedadesde referencia. La utilitzacio de sistemes
d’emmagatzematge de codi de barres proporcionen un gran avantatge sempre que les

caracteristiques genetiques intra e interespecifiques de ’especie a estudiar hi estiguin guardades
(Abd-Rabou et al., 2012).
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Barcode of Life Database (BOLD) és un dels principals sistemes d’emmagatzematge
d’informaci6 existents el qual emmagatzema una gran quantitat de marcadors d’espécies
coneguts aixi com a informaci6 taxonomica i geografica de cada especie, el problema resideix
en qué no conté tota la informacié disponible sobre Barcode i llavors, els investigadors han de
contrastar la informacio a altres bases de dades com GenBank (Baek et al., 2013).

Es totalment imprescindible la creacié d’una base de dades de codis de barres de DN A per a la
determinacid exacta d’especies (Kundu et al.,2018). Gracies al desenvolupament d’una
llibreria, el Selangor State Forest Department juntament amb Institute Malaysia varen ser
capagos d’identificar i relacionar els tronc talats il-legalment amb la soca provinent mitjancant
la utilitzaci6é de codis de barres i1 una base de dades desenvolupada amb I’objectiu de frenar la
desforestacio (Tnah etal., 2010).

Per altra banda, durant la inclusié de sequéncies de referéncia a la base de dades es poden
cometre errors (Belcaid i Poisson, 2017) de manera que s’han d’examinar totes les seqiiéncies
per una posterior correcta identificacio. Es el cas deFields etal., (2015) en el que s’identifiquen
mostres de taurons que tedricament pertanyen al programa CITES perd que en realitat la
sequiencia d’ADN és més propera a especies no protegides.

En la comparacié de resultats d’analisis taxonomics mitjangant 1’as de DART-TOFMS també
s’han trobat diversos errors. En Paredes-Villanueva et al., (2018) es discuteix que les errades
podrien ser causades pels segiients motius: baix nombre de mostres de cada especie, variacid
entre espécies, mala identificacio per culpa de I’autor o variacié del lloc on es troben les
especies. El clima, la caracteritzacié del sol, la presencia de nutrients son factors determinants
pel lloc on es localitza la mostra.

A conseqliencia deles limitacions que presenta el Barcoding, BOLD té I’objectiu d’obtenir tres
seqliencies de cada espécie per tal de capturar la variacié geografica de la web, ja que hi haura
alguna variacid en la seqliéncia dintre una mateixa espécie. A més, d’incorporar fitxers amb
informacié complementaria. Aquestes mesures sén per arribar a assegurar la qualitat de les
dades enviades (Wilson-Wilde et al., 2010).

L’establiment del fragment Citocrom Oxidasa I (COI)com a codi de barres animal en BOLD
ha permés la resolucié taxonomica en molts estudis forenses, perd també ha causat el
desplacament del citocrom b, cosa que era un dels marcadors mes atractius per a estudis
filogenétics i filografics a causa de I’elevada variacid interespecifica (D’Amato et al., 2013).
Llavors, analisis de mostres basades en el Cit b d’alguns grups en els quals s'inclouen els
nematodes, cnidaris, gasteropodes i equinoderms, sén més dificils de realitzar-se per culpa de
la manca de sequéncies de referéncia dipositades en les bases de dades.

COl es tracta d’un codi de barres extret de I’ADN mitocondrial, el qual presentara una major
taxa de mutacié que ’ADN nuclear. Per aquesta rad, sera necessari una seqiéncia nucleotidica
de major longitud per la diferenciacio taxonomica. A més, cada cel-lula conté diversos
mitocondris i aquest conté diverses molécules circulars de DNA (Waugh, 2007). Es per aquest
motiu que es destaca I'ts del DNA mitocondrial per sobre de ’ADN nuclear perqué presenta
un major nombre de copies i és més facil d’extreure en mostres processades (Rasmussen i
Morrissey, 2008).

Tot i que la utilitzaci6 tant de ’ADN nuclear com ADN mitocondrial per a la identificacio de
mostres animals hauria d’arribar al mateix punt final, diversos autors han conclos que 1'us
d’ADN mitocondrial i d’ADN nuclear en el mateix estudi taxonomic pot provocar diferents
assignaments d’especimens (Marie-Stephane et al., 2012).
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En el mon vegetal no s’ha arribat a establir cap codi de barres estandard per a la resolucio de
totes les plantes. Per aix0, cada cop que es fa una analisi taxonomic s’ha de fer un estudi previ
de quin marcador és el més optim. Entre els marcadors vegetals es destaquen els nuclears i els
cloroplastics.

El codi de barres basat en el cloroplast presenten un déficit d’informacié genética que propicia
una baixa resoluci6 per a la identificacio d’especimens, en concret, per aquells taxons que
pertanyen al mateix genere (Chen et al., 2015). Per altra banda, la seqliencia cloroplastica és
dificil d’obtenir a partir de teixits de fusta pero I’obtencié d’aquesta a partir de material fresc
com fulles o brots és rutina (Jiao et al., 2019). En el cas contrari, I’ADN cloroplastic presenta
altres avantatges: a) una alta taxa de mutacid, b) un elevat nombre de copies per cél-lula, c) les
seqiiencies analitzades se solen trobar en bases de dades publiques, d) conté regions
conservades adequades pel disseny de primers universals i e) és heretat uniparentalment, per
tant, no pateix recombinacio (Olmstead i Palmer, 1994). En el cas dels codis de barres nuclears
en el que destaca ITS sol presentar contaminacié per fongs dificultant la seva recuperacié (Jiao
et al., 2014).

La majoria de mostres que arriben al laboratori son productes que han estat préviament
manipulats per a la seva comercialitzacié o que han estat exposats a condicions que propicien
el degradat de ’ADN. Amb la PCR-real time és possible sabre amb quina quantitat d’ADN
objectiu s’inicia ’estudi i quina quantitat s’ha amplificat (Pereira et al., 2008).

Per altra banda, les seqiiéncies que s’utilitzaran quan les mostres es troben degradades sén de
menor longitud. Per aquest motiu, s’han dissenyat mini codis de barres i microsatel-lits que
augmenten el poder resolutiu quan les mostres es troben en mal estat. La identificacio
taxonomica d’aquest tipus de mostres també és possible gracies a 1’SPInDel, ja que inclou
encebadors que actuen sobre tres regions més curtes (<200 pb) (Gongalves et al., 2015). Aixi
doncs, tant el mini-barcoding com I’'SPInDel son capagos de determinar mostres degradades o
gue contenen poc material genétic.

Les especies properes evolutivament presentaran una seqiiencia génica molt similar. Llavors,
les técniques moleculars basades en I’estudide la seqiiéncia, com el Codide Barres, permetran
diferenciar entre espécies provinents de la mateixa linia evolutiva. La discriminacio d’espécies
molt properes també és possible amb la técnica SPInDel, la qual utilitza les regions amb InDels
per a la correcta identificacid, sense la necessitat de seqiienciar la mostra. D’aquesta manera,
aprofita el que és una limitacié per a les altres técniques com un avantatge. A més a meés, realitza
una analisi simultani de maltiple loci (Santos i Pereira, 2018) amb 1’objectiu de disminuir el
nombre de resultats de falsos positius. Aquest fet s’explica en qué la probabilitat que les sis
regions d’ARNTr utilitzat fallin durant I’amplificacié dels polimorfismes és molt baixa, fins i tot
menor que en els metodes en qué només s’usa un parell d’encebadors.

Els métodes per a la identificacié taxonomica d’especies basats en caracters morfologics i
analisis d’ADN presenten diverses restriccions: llarg periode de temps, inversid monetaria,
experiéncia per al maneig de la tecnica i en el cas de les proves genétiques destruccio de la
mostra (Ueland et al., 2020). | a part, com és evident en qualsevol mostra en qué I’ADN estigui
totalment degradat, no es pot realitzar cap prova géenica (Coghlan et al., 2012). Tot i aixo, el
material necessari per dura terme les proves estan a I’abast de qualsevol laboratori molecular.

GCXGC-TOFMS presenta el potencial de proveir una analisis taxonomic utilitzant el perfil del
volatiloma per a la identificacié de I’organisme del qual prové la mostra sense necessitat de la
seva destruccid. A més, podria arribar a constituir la base d’un dispositiu industrial portatil
basat en la detecci6 de composts organics volatils. Aquests instruments poden ser
considerablement més barats que métodes actuals (Ueland et al., 2016; 2020).
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En sintesi, sigui quin sigui el métode utilitzat, tots depenen d’una base de dades de referéncia i
una taxonomia robusta per millorar I’assignacio de les espécies (Coghlan et al., 2012). A més,
al no existir la técnica idonia per I’assignacié de totes les mostres, 1la millor manera és una
combinaci6 de les técniques proposades amb el fi d’augmentar la correcta resolucid de
I’especie.

9. Conclusions

La millora de les técniques taxonomiques d’identificacio d’espécimens amb interes forense ha
permeés una millor i major resolucié dels conflictes casuistics. Des d’un primer moment, la
identificacié taxonomica es basava amb la utilitzacio dels caracters morfologics caracteristics
de cada taxo.

La mancanca de trets diferencials en mostres degradades, la preséncia d’espécies criptiques i
el reconeixement dels individus en un estadi evolutiu concret impossibiliten la tecnica per al
reconeixement de mostres en certs casos.

Com a alternativa, els protocols basats en I’ADN s6n una bona opcid perque totsels organismes
disposen d’aquesta molécula. Es destaca el Codi de Barres, els microsatél:lits i la PCR-real
time. Els tres permeten obtenir un resultat més fiable i precis, ja que no és necessari tenir cap
coneixement previ al taxo a estudiar. Tot i que es redueix el temps d’estudi, els perfils obtinguts
de cada taxo s’han de dissenyar i comparar amb una base de dades de referéncia, ja que si no
no s’assegura la correcta identificacio.

Per altra banda, les mostres obtingudes d’organismes sense vida es solen trobar en condicions
nefastes per culpa d’un processament prévi. Llavors, en mostres en que encara es conservi
I’ADN, les cadenes de nucleotids seran més curtes i en conseqiiéncia, s’utilitzaran Mini Codis
de Barres, microsatél-lits i ’'SPInDel.

Lapresencia d’InDels en el genoma €s considerat un problema per a la seqiienciacio de ’ADN,
i per tant és un inconvenient per a aquestes tecniques. Pero el que resulta una limitacio, per a
I’SPInDel és un avantatge, ja que desenvolupa perfils numeérics a partir d’aquestes regions.

Aquestes tecniques no es poden usar quan les mostres que arriben al laboratori han patit
processos quimics o fisics molt forts que han degradat completament ’ADN. En aquest cas
s’han de fer servir técniques com TOFMS les quals es basen en la deteccio dels volatilomes que
despréen la mostra.

Tot 1 que ’avang de la tecnologia ha permés una millora en els protocols de reconeixement
taxonomic d’espécies amb interés forense encara queda molta feina a fer, ja que s’haurien de
completar les bases de dades existents per una major eficacia. Una combinacio de les técniques
per al reconeixement de les mostres forenses permet una comparacio dels resultats i una major
precisié a I’hora d’especificar de quin taxo es tracta.
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