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CONVENCION SOBRE EL COMERCIO INTERNACIONAL DE ESPECIES
AMENAZADAS DE FAUNA Y FLORA SILVESTRES

2

¥,

Decimoséptima reuniéon del Comité de Flora
Ginebra (Suiza), 15-19 de abril de 2008

Cuestiones relativas a la identificacion

DESARROLLO DE TECNICAS GENETICAS PARA LA IDENTIFICACION FORENSE
DE LA MADERA Y LOS PRODUCTOS DE MADERA DE GONYSTYLUS (RAMIN)

1. Este documento ha sido presentado por la Autoridad Cientifica del Reino Unido.

2. Introduccién

a)

b)

El comercio de Gonystylus spp. se caracteriza por el movimiento de una gran variedad de partes
y productos a través de las fronteras internacionales. Se ha comprobado que la identificacién de
esas partes y productos constituye un desafio para los organismos de observancia de la CITES
en los paises de importacién y exportacion.

La inclusién del género Gonystylus spp. ha facilitado la identificaciéon del material comercializado
utilizando las técnicas tradicionales de anatomia de la madera, con la dificultad de distinguir
fiablemente las especies individuales. Los especialistas en anatomia de la madera pueden realizar
rédpida y fiablemente la identificacion anatémica de muestras. El desarrollo en fecha reciente de la
clave morfoldégica dirigida por ordenador C/TESwood/D (Richter, Gembruch y Koch, 2005),
combinado con un curso de formacién de dos dias de duracién, ha mejorado considerablemente
las posibilidades de los oficiales de observancia para proceder al anélisis de riesgos y la
identificacion inicial de muchas especies de madera objeto de comercio. Para completar estos
recursos, se necesita cada vez mas un método de identificacién categérica rapido y de alto
rendimiento para el ramin que pueda utilizarse como un instrumento de laboratorio normalizado,
facilmente transferible entre los paises y capaz de proporcionar pruebas forenses a los tribunales.
A fin de examinar esas opciones, la Autoridad Administrativa del Reino Unido, el Departamento
de Medio Ambiente, Alimentaciéon y Asuntos Rurales (Defra) financié un proyecto piloto para
explorar el uso de técnicas genéticas en la identificacion de maderas incluidas en los Apéndices
de la CITES. El proyecto fue realizado por el Wildlife DNA Services y el Real Jardin Botanico de
Kew, (la Autoridad Cientifica CITES del Reino Unido para la flora).

3. Objetivos

a)

El objetivo de este proyecto era producir un método validado para la identificacion genético
forense de la madera y los productos de madera de ramin (Gonystylus spp.), para su uso por los
organismos de observancia (Aduanas / inspeccion fronteriza) y los comerciantes. El proyecto se
disefié como un estudio piloto para proporcionar una prueba conceptual para el desarrollo de un
ensayo aplicado. En consecuencia, tenia un alcance taxonémico limitado, centrandose en un solo
género, pero incluyendo todas las fases en la produccién de un ensayo, desde la recogida de
muestras y la extraccion de ADN hasta la seleccion del marcador, el disefo del ensayo y la
validacion. Cabe resefiar que la investigacion estaba impulsada por las necesidades de los
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usuarios finales, en este caso, el Departamento de Aduanas e Impuestos Especiales de su
Majestad (Reino Unido). Este enfoque significaba que los criterios que regian la aplicacion
practica del ensayo se especificaban desde el inicio, inclusive las consideraciones sobre la
posibilidad de transferir el ensayo, el costo por muestra, la capacidad de muestras, la rapidez del
ensayo y la solidez de la técnica para proporcionar pruebas fiables para entablar acciones legales.

b) En el Anexo de este documento se presentan los métodos y los resultados, Unicamente en inglés
y espafol.

4. Conclusiones

La investigacién puso de relieve que las muestras de madera y de productos de madera pueden
identificarse rapida y econdémicamente utilizando las técnicas actuales de andlisis genéticos
disponibles. El desarrollo de esas técnicas es relativamente directo y con la creciente disponibilidad
de datos genéticos para muchas especies arbdéreas, deberia ser posible repetir este tipo de prueba
para una mayor proporcion de maderas comercializadas. Los métodos analiticos se transfieren
facilmente entre laboratorios y producen resultados que son suficientemente sélidos para poder ser
utilizados como prueba legal.
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Figura 1: Resultados del ensayo TagMan mostrando una diferenciacién entre las siete especies de

ramin (Gonystylus) y las tres especies mas estrechamente relacionadas. El tridngulo
representa un control de la mezcla del ADN 1:1, las cruces (abajo a la izquierda) son
controles negativos.

5. Aplicaciones préacticas

En la practica, el proceso de prueba consta de tres fases: la recogida de muestras, la extraccién de
ADN vy el andlisis genético. La recogida de muestras se efectia en el lugar de la inspeccién y puede
ser realizado por un investigador con un minimo de formacion y equipo. Las muestras se transfieren
luego a un laboratorio. EIl ADN se extrae de la muestra utilizando un método que se ha optimizado
durante el proyecto para varios tipos de productos de madera. El andlisis genético subsiguiente se
efectlla mediante una técnica industrial normalizada y ofrece una identificacién répida y inequivoca
del ADN del ramin. La fase completa en el laboratorio lleva unas seis horas en total con capacidad
para procesar 96 muestras simultdneamente (con algunos instrumentos hasta 384 muestras).
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10.

Requisitos en materia de recursos

Recogida de muestras: Equipo basico para extraer ~1cm?® de material, p.ej. navaja o sierra.
Capacitacion de un oficial de observancia (1-2 horas)

Andlisis de laboratorio: Juegos y reactivos comercialmente disponibles de extraccién de ADN
Sistema de analisis genético de PCR en tiempo real
Protocolo disponible libremente (SOP) para realizar el anélisis

Instalaciones: Para la labor de supervisién, la prueba puede realizarse en cualquier
laboratorio con el equipo necesario (>50 en el Reino Unido). Para la
investigacion forense, las instalaciones disponibles se limitan a laboratorios de
pruebas de calidad garantizada(>5 en el Reino Unido). Existen instalaciones
semejantes en todo el mundo.

Costos estimados: N.B. los costos estan sujetos a fuertes economias de escala
Establecer costos de un labo para comprar un ensayo
(1500 pruebas) GBP 500.00
Costos de reactivos por muestra
(p.ej. tiempo del personal/transparencias) GBP 3.00
Precio realista de supervisiéon para la agencia de control GBP 20.00
Precio realista del anélisis forense para la observancia GBP 50.00

Referencias

Richter H.G., Gembruch K, & Koch G. (2005). Software program: C/TESwood/D version 1.0, BFH
German Federal Agency for Nature Conservation. Available on CD-ROM.

Weising, K. & Gardener R.C. (1999). A set of conserved PCR primers for the analysis of simple
sequence repeat polymorphisms in chloroplast genome of dicotyledonous angiosperms.
Genome 42, 9-19.

Reconocimientos

Los colaboradores en el proyecto desean dar las gracias a las siguientes personas por su asistencia:
Lillian Chua (Forest Research Institute Malaysia); Oliver Gailing (/nstitute of Forest Genetics and
Forest Tree Breeding, Universidad de Goétingen, Alemania). La labor se llevé a cabo gracias al
concurso financiero del Departamento de Medio Ambiente, Alimentaciéon y Asuntos Rurales (Defra) —
Autoridad Administrativa CITES del Reino Unido.

Para mayor informacién

Para mayor informacién sobre la aplicacién de la prueba, sirvase contactar con:
Dr Rob Ogden, Wildlife DNA Services

Telephone: +44 1506 424290

Fax: +44 1506 424280

Email: rob-ogden@wdnas.com

En Anexo a este documento se presenta informacién detallada sobre el desarrollo y el rendimiento del
test, que se publicard en una préxima edicién del diario "Endangered Species Research".
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Anexo
(English and Spanish only / Unicamente en inglés y espafiol / Seulement en anglais et espagnol)

METODOS Y RESULTADOS DEL PROYECTO

Métodos
Recogida de muestras

1. Se obtuvieron muestras de referencia autenticadas a partir del material amablemente cedido por el
Instituto de Investigacién Forestal de Malasia (FRIM) y de la coleccién mantenida en el Real Jardin
Botanico de Kew. Las muestras de referencia se dividieron en tres categorias: Gonystylus (siete
especies concretas, inclusive las méas comercializadas); especies genéticamente conexas
(representativas de los tres géneros confamiliares de Gonystylus); y especies anatémicamente
similares (ejemplos de 17 especies que podia ocasionar confusiéon en la identificacion del ramin).
Ademas, se obtuvo una serie de muestras tipos, incluso material de hojas secas, madera no
procesada y una variedad de productos trabajados como clavijas, persianas y mangos de utensilios.

Extraccion del ADN

2. Se probaron dos juegos comerciales de extraccion de ADN para material vegetal: Tepnel Nucleon
Phytopure, basado en un método de precipitacion salina y Tepnel GMO BioKit, basado en la captura
de particulas magnéticas de ADN. Se utilizaron ambos juegos siguiendo los protocolos de los
fabricantes. La calidad del ADN recuperado de las hojas y de la madera procesada se evalué
utilizando la amplificaciéon de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se esperaba que el ADN
de la madera procesada fuese de calidad inferior (rendimiento reducido y fragmentado) en
comparacion con el material de las hojas frescas. La magnitud de la fragmentacién se evalué
mediante la amplificaciéon de la PCR de dos secuencias de longitud diferentes de los productos (200 y
800 bp) del plasto génico matK.

Seleccién del marcador genético

3. Se han preseleccionado cinco regiones génicas encontradas en el plasto de ADN para proceder a su
investigacion como posibles marcadores discriminatorios para su utilizacion como cédigo de barras
universal del ADN para las plantas: matK, rpoC1, rpoB, accD y YCF5. Se produjeron secuencias de
ADN para cada regién para las muestras de especies Gonystylus y las tres especies genéticamente
conexas.

4. Se alinearon las secuencias para permitir la identificacion de cada una de las posiciones de los
nucleétidos que varian entre las especies. Esas posiciones dentro de las secuencias, conocidas como
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), se evaluaban ulteriormente para seleccionar los SNP que
muestran el mismo tipo de ADN en todas las especies de ramin, pero tipos de ADN diferentes en las
especies distintas al ramin. Del diagnéstico resultante del SNP se elige un marcador genético Unico
para su uso en la fase de disefo del ensayo.

Desarrollo del ensayo

5. La base del ensayo es un método de identificacién del ADN conocido como TagMan, que permite
detectar la variacién genética en el SNP elegido utilizando sondas de colores diferentes. Las sondas
se leen ulteriormente en una maquina que permite identificar a la muestra de la prueba como
perteneciente al ramin o a una especie distinta del ramin.

Validacion

6. Se investigé el ensayo final TagMan para examinar su actuacién con diferentes tipos de muestras,
diferentes especies y diferentes concentraciones de ADN. Ademas de la validacion del propio ensayo,
se desarrollo con control interno junto a la sonda para demostrar la presencia del ADN en muestras
que no arrojan resultados con la sonda TagMan. Esto puede ocurrir con muestras que son
genéticamente muy diferentes del ramin. El control interno consiste en un segundo marcador
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genético, un locus microsatélite plasto (CCPR2) (Weising, & Gardener, 1999), que dard un resultado
normalizado para casi todas las especies de arboles para poner de relieve que la prueba funciona
correctamente.

Resultados del ensayo

7.

10.

Se logré recuperar el ADN y amplificar el PCR con éxito para el material vegetal fresco y los
especimenes de madera trabajada de ramin. En todos los casos se amplificé el pequefio fragmento de
ADN; el fragmento mas grande se amplific6 solamente en el material de hoja fresca, como se habia
previsto. La técnica de extraccion del ADN que ha dado los mejores resultados fue el juego Tepne/
Phytopure, basandose en la recuperacién del ADN vy el costo.

La evaluacién de las secuencias del ADN producidas para cada una de las cinco regiones genéticas
candidatas indicaron que el marcador matK era el mas adecuado para distinguir entre las muestras de
ramin y de otras especies. La region matK contenia tres posiciones separadas de SNP que podia
discriminar los dos grupos.

El ensayo SNP actué como se habia previsto, discriminando correctamente el ramin de las muestras
de otras especies distintas del ramin. La identificacién de muestras fue definitiva en todos los casos,
con la formacién de distintas agrupaciones para ampos tipos de secuencias (Figura 1).

Las pruebas de validacion mostraron que el ensayo funcionaba con la ADN recuperado de todos los
tipos de muestras probadas, inclusive los productos trabajados. El ensayo no dio resultados positivos
falsos para las 20 especies distintas del ramin probados (tres genéticamente similares vy
17 morfolégicamente similares). El ensayo TagMan ofrece resultados homogéneos hasta un nivel de
0,01ng/ul de ADN templado.
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