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APLICACION DE LAS TECNICAS DE POLIMORFISMO DE DNA
EN LA RESOLUCION DE CASOS DE ABIGEATO, IDENTIFICACION
INDIVIDUAL Y DETERMINACION DE PATERNIDAD.
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Resumen: La tipificacion de los grupos sanguineos y polimorfismos bioquimicos a partir de
muestras de sangre y suero sigue siendo el estandar internacional para la certificacion de
paternidad. En la actualidad, las mencionadas técnicas pueden ser suplementadas con marca-
dores moleculares de herencia mendeliana codominante, que permiten por primera vez contar
con pruebas de inclusion. El objetivo del presente trabajo consisti6 en resolver casos de identifi-
cacion individual, paternidad y abigeato, a partir de muestras no convencionales (musculo,
cuero, pelos, semen, sangre, rifion y corazon) aplicando marcadores moleculares. EI DNA gené-
mico se extrajo mediante una modificacion del método descripto por Wagner y col., (1994). Los
loci del BoLA y los microsatélites equinos y bovinos se analizaron mediante las técnicas de PCR-
RFLP y PCR-geles de secuenciacion, respectivamente. En el 95 % de las muestras analizadas se
extrajo DNA de calidad periciable, resolviéndose el 86 % de los casos. Los valores obtenidos
para el indice «L» variaron desde 1 en 21.762 hasta 1 en 329.025.477 en los casos donde no se
pudo realizar la exclusion, lo cual significa que existe una probabilidad entre 21762 y 329025477
de que los genotipos coincidan por azar. En el presente trabajo se demuestra que el analisis de
polimorfismos del DNA es una herramienta de utilidad para resolver casos de identificacion
individual, paternidades y abigeato a partir de muestras no convencionales.

Palabras claves: BoLA, microsatélites, identificacién individual, verificacion de paternidad,
bovinos, equinos.

THE USE OF MOLECULAR MARKERS FOR INDIVIDUAL
IDENTIFICATION, PATERNITY TEST AND DAILY ROB CASES

Abstract: Up to date, the international standard for individual identification and paternity
test of domestic animals are performing through blood groups and biochemistry polymorphisms
of blood samples. However these techniques may be improved by the use of molecular mark-
ers. The main characteristics of them are codominant Mendelian heredity and highly polymor-
phisms. The aim of the present work is to apply molecular markers to resolve individual iden-
tification, paternity test and daily rob cases using no conventional samples. These samples
included muscular tissue, skin, hair, semen, blood, kidney and heart. Genomic DNA were
extracted using the modified method described by Wagner et al., (1994). BoLA and equine and
bovine microsatellites loci were typing by PCR-RFLP and PCR-sequencing gel methods. Posi-
tive amplification could be obtained in the 95 % of the genomic DNA extracted from the ana-
lyzed samples. In addition, the 86 % studied cases could be resolved. In that cases where is
not possible of made an exclusion, the “L” index is between 1 in 21762 - 1 in 329025477. It
means that is one chance between 21762 - 329025477 that the genotypes are the same by
random. In the present paper it is prove that the use of molecular markers is a useful tool to
solve cases of individual identity, determination of paternity and daily rob using not common
samples.
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INTRODUCCION

Con anterioridad al desarrollo de las técni-
cas moleculares, la identificacion de un individuo
soOlo se podia realizar mediante el empleo de ta-
tuajes, caravanas o mediante descripciones feno-
tipicas. De la misma manera, la determinacion de
la paternidad debia resolverse de acuerdo al pa-
recido fenotipico entre los supuestos padres y la
cria.

A comienzo del siglo XX, Landsteiner (1) abre
el camino de la identificacion mediante marcado-
res genéticos, al evidenciar la existencia de poli-
morfismos en los grupos sanguineos humanos, ya
gue no todas las personas poseen el mismo tipo
de glébulos rojos. Asi, por primera vez, los indivi-
duos se podian agrupar sobre la base de un crite-
rio objetivo y se acufi6 el término “marcador gené-
tico”.

Luego de varias décadas, este criterio se con-
sider6 valido para la identificaciéon de animales
domésticos (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), incorporandose
nuevos tipos de marcadores genéticos, como los
polimorfismos proteicos correspondientes al sis-
tema de histocompatibilidad (puesto de manifies-
to por reacciones inmunoldgicas) (9, 10, 11, 12)y
los polimorfismos bioquimicos (identificados me-
diante técnicas electroforéticas) (8, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20).

Estos hitos constituyeron un gran avance
para la identificacion de animales domésticos, ya
que se contaba por primera vez con una bateria
de marcadores genéticos polimdérficos, que cum-
plia con las caracteristicas fundamentales para
ser utilizada en las pruebas de identificacion indi-
vidual y de verificacion de parentesco.

En la década de los ochenta, surgen las téc-
nicas de analisis del DNA. Las mismas permitie-
ron analizar el polimorfismo presente tanto en las
secuencias codificantes, como en las no codifican-
tes (por ejemplo minisatélites y microsatélites). En
1985, Jeffreys y col. (21), desarrollaron la meto-
dologia denominada “DNA fingerprinting” o hue-
lla digital, la que se basa en el andlisis de una
clase de secuencias repetidas denominadas mini-
satélites (22, 23, 24, 25, 26, 27).

En 1987, Mullis y Faloona (28) producen un
hecho revolucionario al idear la técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta meto-
dologia consiste en la amplificacion in vitro de un
fragmento de DNA especifico utilizando una poli-
merasa termoestable (Taq Polimerasa), permitien-
do en forma sencilla el analisis de los polimorfis-

mos presentes en el DNA. Ademas, presenta las
siguientes ventajas en relacién a la técnica de
fingerprinting: a) no es exigente en cuanto a la
calidad y cantidad del DNA utilizado y b) es senci-
lla, rapiday de alta repetibilidad, pudiéndose ana-
lizar simultdneamente un elevado numero de
muestras.

La PCR ha sido aplicada al estudio de loci
altamente polimérficos tales como:

- Los genes de clase | y Il del complejo prin-
cipal de histocompatibilidad (MHC) son los més
polimorficos del genoma. Inicialmente, estos loci
se tipificaron a través de reacciones inmunolégi-
cas. En 1992, van Eijk y colaboradores y van der
Poel y colaboradores (29, 30) desarrollaron meto-
dologias basadas en la técnica PCR-RFLP para ca-
racterizar el polimorfismo presente en los loci BoLA-
DRB3 y BoLA-DYA, respectivamente.

- Los microsatélites (Short Tandem Repeat,
STR) son secuencias constituidas por repeticio-
nes de di, tri o tetranucleétidos (31). En la actua-
lidad, se han informado mas de 1200 STR en bo-
vinos (32) y méas de 249 microsatélites en equinos
(33).

El desarrollo de las metodologias de analisis
de DNA, y especialmente la utilizacion de la técni-
ca PCR para la tipificacion de microsatélites, esta
modificando radicalmente el campo de la identifi-
cacion individual en humanos y animales domés-
ticos. Es por esta razén y dado el gran namero de
STR informados, que la Sociedad Internacional de
Genética Animal (ISAG) y la Food and Agriculture
Organization (FAO) han seleccionado y estandari-
zado diferentes microsatélites en las distintas es-
pecies de animales domésticas (bovinos, equinos,
porcinos, caninos, ovinos, caprinos) con el fin de
ser empleados para estudios de identificacion y
para trabajos sobre diversidad genética de razas
domésticas (ej: 34, 35). Dichos marcadores han
sido empleados en los test de comparacién inter-
nacional (1996, 1998 y 1999) donde intervienen
laboratorios de todo el mundo abocados a realizar
la tipificacion.

Hasta el momento la tipificacion de los gru-
pos sanguineos y polimorfismos bioquimicos a
partir de muestras de sangre y suero, sigue sien-
do el estandar internacional para la certificacion
de paternidad. Sin embargo, se encuentra dispo-
nible una bateria de marcadores moleculares al-
tamente polimoérficos, con herencia mendeliana
simple y alelos de tipo codominantes. La utiliza-
cion de estos marcadores permite resolver los ca-
sos de paternidad discutida con una probabili-
dad cercana a la unidad. Por lo tanto se puede
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contar, por primera vez, con pruebas de inclusion.

La inseminacién en vacas se realiza gene-
ralmente con pastillas de semen de toros que no
se encuentran en el mismo establecimiento. Es por
esta raz6bn que no se pueden obtener las mues-
tras de sangre necesarias para realizar la deter-
minacion de paternidad mediante los métodos tra-
dicionales de tipificacién. Sin embargo, es posible
obtener DNA a partir de pastillas de semen y de
esta manera resolver la paternidad por técnicas
moleculares.

Por otra parte, la sustraccion de ganado
mayor es un hecho frecuente en la Republica Ar-
gentina. Los animales sustraidos son faenados,
dejando restos de los mismos en el lugar del he-
cho que se pueden emplear como material
periciable. A su vez, cuando los sospechosos de
cuatrerismo son detenidos con la posible carne
robada, ésta también se tipificara del mismo modo
que las muestras anteriores. Los casos de abigea-
to se resuelven analizando las muestras obteni-
das en ambos sitios y realizando el estudio com-
parativo mediante las tipificaciones del DNA.

El objetivo del presente trabajo consistio en
la aplicacion de marcadores moleculares para re-
solver casos de identificacion individual, paterni-
dad y abigeato a partir de muestras no conven-
cionales.

MATERIALES Y METODOS

Material analizado: se utilizaron un total de
45 muestras, 29 de tejido muscular, 6 de cuero, 4
de semen, 4 de sangre, 1 de rifién y 1 de corazon.
Las muestras de cuero contenian también pelos.
Los casos de abigeato fueron remitidas por el Po-
der Judicial de la Provincia de Buenos Aires.

En las denuncias de abigeato, los restos bio-
légicos (evidencias del robo) se recogieron en el
lugar del hecho. Como consecuencia de haber es-
tado al intemperie sufrieron distinto grado de de-
terioro, ya que inmediatamente después de la
muerte comienzan los procesos de autélisis. Esta
primera etapa de descomposicion de los tejidos es
seguida por la accién de microorganismos, hon-
gos y, en un estado mas avanzado, por la inter-
vencién de insectos y vertebrados. Los factores
ambientales (por ejemplo, la humedad y el oxige-
no) y biolégicos reducen la calidad y cantidad del
DNA obtenido durante la extraccién (37).

Por lo antes mencionado, se presentaron
inconvenientes en la tipificacion genética de las

Polimorfismo de DNA

muestras que evidenciaron un estado avanzado
de descomposicién. Por esta razén, se utilizé el
método descripto por Wagner y col., (36) para ex-
traer DNA gendmico a partir de carne en descom-
posicién. Por el contrario, la calidad del DNA ex-
traido y la eficiencia de la amplificacién mejoraba
cuando las muestras habian sido fijadas en alco-
hol 70 % por el personal policial, ya que los pro-
cesos de degradacion del DNA pueden interrum-
pirse por agentes quimicos naturales o artificia-
les.

Extraccién del DNA gendmico: El DNA geno-
mico se obtuvo a partir de las muestras antes men-
cionadas mediante el método modificado descrip-
to por Wagner y col., (36). La lisis del material bio-
l6gico se realizé en un buffer de extraccion con el
agregado de proteinasa K, luego de la cual se pu-
rificaron a través de la técnica de “salting-out” (pre-
cipitacion diferencial con acetato de sodio amo-
nio). Posteriormente, se realiz6 la precipitacién del
DNA con isopropanol. Finalmente, el DNA obteni-
do fue resuspendido en agua bidestilada.

Marcadores genéticos utilizados: Todos los
marcadores se tipificaron mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). En
bovinos se amplificaron dos loci del BoLA (BoLA-
DRB3y BoLA-DYA) y seis microsatélites (MGTG7,
TGLA53, TGLA126, BM2113, SPS115, MS513).
En equinos las amplificaciones se realizaron em-
pleando nueve microsatélites (AHT4, AHT5, HMS2,
HMS3, HMS6, HMS7, HTG4, HTG6, VHL20).

La identificacién de las variantes de los ge-
nes BoLA-DRB3 y BoLA-DYA se realiz6 mediante
las técnicas de PCR-RFLP y PCR-ACRS descriptas
por van Eijk y col., (29) y van der Poel y col., (30),
respectivamente.

El polimorfismo presente en los microsatéli-
tes se tipificod, en base a su peso molecular, me-
diante la utilizacion de geles de secuenciacién des-
naturalizantes y su posterior tincién con nitrato
de plata.

Andlisis Estadistico: La primera etapa con-
sisti6 en realizar la exclusién de los animales. En
las disputas de paternidad, se descartd al padre
alegado de una cria cuando el macho en cuestién
no evidenciaba el alelo paterno en alguno de los
loci. En el caso que el alelo paterno no pudo ser
determinado, la exclusidn se realiz6 cuando el ma-
cho y la cria no compartian ningun alelo. En los
casos forenses, se realiz6 la exclusion cuando no
existia correspondencia entre los genotipos obser-
vados para la muestras encontradas en el lugar

ISSN 1514-2590

ANALECTA VETERINARIA 2001; 21, 1: 5-11 7



G. Giobambattista y col.

del hecho y las secuestradas a los sospechosos.

En la etapa siguiente se estimd el indice de
paternidad (L), que permite calcular la probabili-
dad que el padre alegado sea el padre biolégico,
conociendo los genotipos madre-cria-padre. El in-
dice de paternidad para un locus es igual a:

&) L=t
2P

siendo P, la frecuencia génica del alelo pa-
terno en la poblacién. Dado que son probabilida-
des independientes la probabilidad total del indi-
ce de paternidad sera igual a la multiplicacion del
aporte de cada locus.

En casos forenses el pardmetro L se calcul6
utilizando la siguiente formula:

(2) L= i
2R

siendo P, la frecuencia poblacional del ge-
notipo presente en las evidencias.

De la misma manera que en el caso ante-
rior, cuando se analizan varios loci el valor de P es

igual a: _ N
P= |_| P

La probabilidad de exclusion y el valor del
indice de Paternidad dependen del nimero de ale-
los, de sus frecuencias génicas y del niumero de
loci utilizados.

RESULTADOS

En el presente trabajo, se extrajo DNA gené-
mico de calidad periciable a partir de diferentes
tipos de muestras bioldgicas, tales como tejido
muscular, cuero, pelos, semen, sangre, rifién y
corazén. En el 95 % de las muestras recibidas se
obtuvieron amplificaciones positivas tanto para los
microsatélites como para los loci del BoLA.

En este estudio se plante6 la utilizacion de
marcadores moleculares para resolver tres tipos
de situaciones:

I. Identificacion de individuos a partir de
muestras de semen. Este estudio consistio en iden-
tificar, entre tres muestras de semen, cudles co-
rrespondian al mismo reproductor. El analisis de
los marcadores genéticos utilizados permitié de-
terminar que las muestras 1 y 3 pertenecian al
mismo toro, mientras que la pastilla de semen 2
correspondia a otro individuo (Figura 1).

MP1 2 3 4 5 67 8 9

MP LKFCLK ABAAAE BBAABE

Rsal Haelll Bty

Figura 1. Los productos de amplificacién corres-
pondientes al locus BoLA-DRB3 fueron digeridos
con las enzimas Rsal, Haelll y BstYIl. Los frag-
mentos digeridos fueron separados en geles acri-
lamida/bisacrilamida 6% (19:1) 1x TBE. MP: mar-
cador de peso molecular (PBR322 digerido con
Mspl); calles 1 - 3: muestras 1, 2 y 3 digeridas
con Rsal; calles 4 - 6: muestras 1, 2 y 3 digeridas
con Haelll ; calles 7 - 9: muestras 1, 2 y 3 digeri-
das con BstYI.

Figure 1. BoLA-DRB3 PCR products were digested with Rsal,
Haelll y BstYI restriction enzymes. Restriction fragments were
resolved by 6% (19:1) 1x TBE poliacrylamide gel electrophore-
sis. MP: Molecular Weight Marker (Mspl digest of pBR322); lanes
1-3: samples 1, 2 and 3 digested with Rsal; lanes 4 - 6: samples

1, 2 and 3 digested with Haelll; lanes 7 - 9: samples 1, 2 and 3
digested with BstYI.

Il. Determinacién de paternidad de crias de
inseminacion artificial.

Es un hecho cada vez mas comun que se
inseminen animales con pastillas de semen. En
muchos de estos casos el toro no esta disponible o
se encuentra en el extranjero. Es por esta razén
gue no se puede obtener las muestras de sangre
necesarias para realizar la prueba de paternidad
a partir de los métodos tradicionales: grupos san-
guineos y polimorfismos bioquimicos. Sin embar-
go, es posible resolver estos casos comparando el
patrén de DNA correspondiente a la pastilla de
semen del progenitor alegado con los de la cria 'y
la madre.

En la determinacién de paternidad que se
muestra en la figura 3, la comparacién de los ge-
notipos de la madre y la cria permitié determinar
el alelo paterno (obligado) para cada locus. Como
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dichas variantes se encontraban presentes en los
genotipos del padre alegado, este individuo no
pudo ser excluido de la paternidad. En base a los
resultados obtenidos, se estimd que existia una
probabilidad de inclusion de 1,7 x 10, siendo 1
en 585.277 la posibilidad que el padre sospecha-
do sea el padre biolégico.

111 Resolucién de casos de abigeato. El robo
de ganado mayor es un hecho frecuente en la Re-
publica Argentina. Usualmente, los ladrones fae-
nan los animales en el lugar del hecho y dejan
restos de los mismos. Cuando los sospechosos de
cuatrerismo son detenidos con la posible carne
robada, el material biolégico secuestrado en los
dos sitios puede ser comparado mediante técni-
cas de DNA y de esta manera puede resolverse
este tipo de casos.

A pesar del deterioro biologico de las mues-
tras, ya mencionado en materiales y métodos, se
pudo resolver el 86% de los casos analizados.
Como se observa en la figura 2, los genotipos de
las evidencias del abigeato obtenidos para un de-
terminado locus coincidieron con los observados

12 3 45 6 MP

Figura 2. Los productos de amplificacion corres-
pondientes al locus BoLA-DRB3 fueron digeridos
con la enzima Rsal. Los fragmentos digeridos fue-
ron separados en geles acrilamida/bisacrilamida
6 % (19:1) 1x TBE. Calle 1: animal faenado; calles
2 - 6: muestras bioldgicas secuestradas al sospe-
choso. MP: marcador de peso molecular (PBR322
digerido con Mspl).

Figure 2. BoLA-DRB3 PCR products were digested with Rsal
restriction enzyme. Restriction fragments were resolved by 6%
(19:1) 1x TBE poliacrylamide gel electrophoresis. Lane 1: dead
animal (reference sample); lanes 2 - 6: evidences colected from

the suspected butcher; MP: Molecular Weight Marker (Mspl
digest of pBR322).

Polimorfismo de DNA

en las muestras de carne secuestradas a los sos-
pechados de hurto. En los casos de abigeato don-
de no se pudo realizar la exclusiéon, los valores
obtenidos para el indice “L” (estimados segun for-
mula 2) variaron desde 1 en 21.762 hasta 1 en
329.025.477. Lo cual significa que existe una
chance entre 21.762 y 329.025.477 de que los
genotipos coincidan por azar.

DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que el
analisis de polimorfismos del DNA es una herra-
mienta de utilidad para resolver identificacion in-
dividual, determinacion de paternidades y casos
de abigeato. Actualmente en la Argentina, las prue-
bas de identificacion individual y las verificacio-
nes de paternidad oficialmente aceptadas se rea-
lizan mediante el andlisis de polimorfismos bio-
quimicos y grupos sanguineos. Los métodos sero-
légicos y de electroforesis de proteinas tienen al-
gunas desventajas insalvables para los casos tra-
tados en el presente trabajo. Dado que el polimor-
fismo presente en estos marcadores se detecta
mediante colorantes, reacciones enziméaticas o in-
munoldgicas, las muestras tienen que ser frescas,

1 2 3 4

B/C C/C BB AfA

Figura 3. Los productos de amplificacion corres-
pondientes al microsatétite D23S5 fueron sepa-
rados en geles desnturalizantes de acrilamida/
bisacrilamida 5 % (19:1) 1x TBE. Calle 1: vaca;
calle: 2: ternero; calles 3 y 4: toros sospechados
de la paternidad del ternero.

Figure 3. D23S5 microsatellite PCR products were resolved by

5% (19:1) 1x TBE poliacrylamide denaturing sequencing gel.
Lane 1: dam; lane 2: offspring; lanes 3 and 4: putative sires.
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ya que las proteinas se deterioran con gran facili-
dad.

Ademas, los valores de inclusién obtenidos
por marcadores de DNA altamente polimdrficos
como los microsatélites permiten obtener indices
de paternidad del 99,99 %, valor superior a los
obtenidos por los métodos tradicionales.
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