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INFORMACION GENERAL 

El crimen surgió con el hombre mismo~:-· Cstc. concicntc de la punibilidad de su acción siempre ha 
intentado ocultnr su autoría. La sociedad se cncontrnbu y se encuentra ahora con el problema de 
determinar fo identidad de la persona que ha cometido una acción. La investigación de un hecho 
dclictuoso es uno de las actividades que rcali".a el Órgano Jurisdiccional (Ministerio Público~ 
Policía Judicial y autoridDdcs jurisdiccionales) con lo finalidad de proporcionnr una adecuada 
nd111inistroción y procurnción de justicia. Esac problema se ha ido solventando gracias a la 
aplicación de los conocimientos existentes en cada momento histórico~ posibilitando y exigiendo 
el nncimicnto de ciencias cspccinli.'-ndas. 

Lo perfecta identificación de las personas es requisito previo exigido en la gran mayoría de lns 
actuaciones judiciales. independiente de In esfera que se considere; no se puede impartir justicia si 
el culpnblc no esta plenamente identificado_ 

Por lo que el tCrmino ADN. además de Jo que realmente significan cst.ns siglas. e,,·oca y encierra 
una y mil sugerencias. rcncxioncs. posturas y actitudes_ El ADN esta ligado a nuestro pusndo, n 
nuestro futuro. a nuestro destino como ··humanidad·\ a nuestra seguridad como ciudndnnos. a 
nuestra identificación como seres imicos e irrepetibles y n nuestro patrimonio biológico. CI. :?) 
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RESUMEN 

Siendo los indicios de nntumlczn biológicn .. Jos que con mayor frccucncin se cncucntrrut en In 
escena del delito y una vez que esta muestra ha sido suministrada n Jos laboratorios y posterior a 
una cstrictn metodología de rutina que permite una clasificación previa de la evidencia 
colocóndoln cada vez dentro de un grupo más restringido y que Ja hacen diícrcnlc de los demás, 
entonces la meta del científico forense es determinar a través del nmilisis genético. si el indicio 
biológico pertenece a un individuo en particular. ya sea de la victima o del sospechoso. 
conduciendo esto a Ja identidad única y específica de Ja c·\!idcncin. A este procedimiento se Je 
denomina individualización. 

Los resultados de las pruebas de tipificación junto con la apropiada interpretación estadística se 
presentan al juez para que este pueda rendir su veredicto. 

La inclusión del nnólisis de los polimorfismos del ácido desoxirribonucleico (ADN) en In 
medicino legal y forense hn supuesto el mayor avance en In identificación criminal desde que se 
estandarizó el uso de lns huellas dactilares. 

Por tnnto se recopiló e integró toda la infomu1ción aceren de los STR ·so microsntélitcs. utili7.ndos 
rccicntcn1entc como marcadores genéticos en In ind ividualiznción de indicios biológicos. 
identificación de individuos con fines forenses y en la investigación biológica de la paternidad. 

Ln inforn1oción genética está contcnidn en In estructura molecular del ácido desoxirribonucleico 
(ADN). formada de nucleótidos que se repiten millones de veces con una estricta periodicidad. El 
ADN repetido Jo puede estar en tñndcm o de forma dispersa en el genoma. Es pnrticulnnncnte 
interesante el ADN repetido en tándem clasificado como minisatClitc o microsntélite (STR '"s. short 
tandcm n::pcnlS) motivo de este trabajo. Los STR ·s tienen de 2 n 7 pares de bases y son muy 
abundantes en todo el genoma. además de que son cxtrcmndamcntc polimórficos poseen una 
herencia mendeliana simple. lo que Jos hace muy adecuados para In tipificación de individuos en 
el área forense. Las ventnjas de estos marcadores genéticos son su estabilidad y In posibilidad de 
amplificación simulttlnca hasta J 6 loci microsatélitcs a partir de cualquier vestigio biológico aún 
en cnntidndcs lnv.n. muy degradados o antiquísimos~ sin importar el origen del espécimen n 
annli7'.ar~ así como In nutomatiJ":ación de In cual ya go7.an y de la creación de bancos de datos de 
perfiles genéticos. 

Estos marcadores se hnn convenido rápidamente en Ja herramienta legal y forense que nporta 
confiabilidad a los resultados y rapidez al proceso de investigación. 
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INTRODUCCION 

Lu identificación de In especie humana es una necesidad social que se remonta n los primeros 
siglos de la humanidad. y din a din se hace mós indispcnsnblc9 sobre todo en el cambiante mundo 
en que Yivimos9 Jo cunl nos ha obligado a buscar In manera mós eficiente de obtenerla. 

Las cuestiones relacionados con In identificación e individualización de las personas se hicieron 
ntás patente en el campo de procuración de justicia debido ni incremento ncclcrndo de In 
delincuencia y a la reincidencia de Jos delincuentes. (:?) 

Entre las ciencias forenses se encuentra la criminnlísticn donde se aplican los sistemas de 
identificación toles como In antropometría fisicn, el retrato hnblndo. In dnctiloscopín (situada en In 
sociedad desde su descubrimiento como el símbolo único y permanente para diferenciar a una 
persona y otrn). cte.; mismns que hnn servido n través de In historia para In identificación de 
personas vivas. muertas o de hallazgos corporales. contando con In intervención de las 
correspondientes instituciones de investigación y procuración de justicia. para corroborar o en su 
caso determinar con grnn certeza. mediante un detallado nnó.lisis de las evidencias fisicos y 
biológicas obtenidos de la intervención de uno o varios sujetos y por lo tanto la identidad de Jos 
mismos. 

Una herramienta importante de Ja criminnlísticn son los Laboratorios Forenses. Jos cuales utilizan 
un gran número de técnicas biológicas. inmunológicas. bioquímicas. químicas. matemáticas. 
nticroscópicns y fisicas. 

A mediados de los scrs. se incorpora el uso de técnicas moleculares en las Ciencias Forenses. 
surgiendo nsi una nueva ctnpn en In historia dando lugar a In creación de Ja Genético Forense. área 
nltomcntc especializada en trnbnjor con los di"·crsos tipos de muestras biológicas con el objetivo 
de aportar valiosos. certeros y confiables datos en el proceso de confrontación de cspccimcnes 
biológicos. así canto la continua búsqueda. desarrollo y mejora de procesos analíticos e 
!~tstruntentales incrcn1cntando la rapidez del estudio y facilitando In interpretación de rcsultndos.<l. 

La genética forense trabaja básicamente con In tecnología del ADN (el cual puede ser extraído 
vinuolmcntc de todas las fonnns biológicas de evidencia) definido como DNA fingcrprinting 
(huella genética). utiliznda para lograr Ja identificación inequívoca de personas independiente de 
estado fisico en que se encuentren: vivas. muertas. parcialmente quemadas. ahogadas,,. putrefactas 
y dcscnrnadns. 

Esta tecnología permitió la utilización de los marcadores genéticos como son secuencias 
hipcrvariablcs presentes en el genoma humano. pueden dctcctnrse ya sen en la secuencia 
nuclcotídico misma a través de sustituciones de nuclcótidos. o en la misma longitud generada por 
unn mismo secuencia que se repite un número diferente de veces~ como fuera demostrado por 
primera ve:r. por Wymnn y White. <3> 
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En orden cronológico. puede decirse que el inicio de los nnñlisis de ADN se produce en abril de 
l 98S. eunndo el primer caso judicial es resucito por aplicación de técnicas moleculares de 
camcteri.7.ación de secuencias hipcrvariablcs en el ADN. 

Los resulta.dos obtenidos mediante el estudio de las Huellns Digitnles Genéticas (HDG) o .... DNA
Fingerprinting·• pcmtitieron nclamr una disputn por inmigración a groo Brctm1a. Poco tientpo 
después. una corte civil inglesa acepta In evidencia de ADN en un caso de paternidad discutida. 

Ln aplicación de cstn prueba en ln in,·estigneión crin1innl se produce en octubre de 1986, en un 
caso de homicidio en el que se comprobó In inocencia del principal sospechoso. 

A partir de 1987. las pruebas de ADN son admitidas como evidencio en las cortes criminales de 
Gran Bretru1.a y de Estados Unidos.<~ 6. 11 > 

En l 9R8, se desnrroltnn técnicas de amplificnción de ADN de pequeñas regiones ''nrinbles del 
genoma, partiendo de sólo 1700 células diploides. equivalentes a unos 1 O nanogramos de ADN. 

Estns técnicas denominadas gcnCrienmcntc rcncción en cndcna de In polimernsa (polymcrase chain 
rcnetion o PCR). empican iniciadores o primcrs. que son secuencias de ADN eomplcmcntarins de 
Jns 7.0nas flanqucnntcs de interCs. las cuales son amplificadas por una enzima ADN polimerasn 
dumntc ciclos tém1icos adecuados. lognindosc millones de copias de In región. 

En 1989. y a causa de estudios de dudosos valores de probabilidad de que un mntcria1 genético 
proceda de un indiYiduo dctenninado en comparación al resto de unn población concreta.. 
efectuados por In empresa nn1ericana Lifcscod.es Corp .• en un caso criminal. se discute en Estados 
Unidos In validez cicntílica de estas pruebas para uso forense. resultando en una revisión critica de 
las técnicas utilizndns por los distintos grupos de investigadores. 

En 1990. El U. S. Congress Officc of Tcchnology Asscsment concluye que Ja identificación de 
indi••iduos basada en las pruebas de ADN es ciendficamcntc Yálida. siempre que se disponga de Ju 
ccrte;r.a metodológica de su reuli7.nción. La cstandari7.nción de las mismas es llevada a cabo. entre 
otros. por Jos laboratorios del FBI. 

La rnzón fundamental de la amplia difusión de estás técnicas estriba en el hecho de que. mientras 
Ja serología clásica y los marcadores genéticos evaluables fenotípicamente presentan un número 
muy limitado de genotipos posibles. el continuo descubrimiento de nuevas regiones hipcrvariablcs 
en el ADN rcsueh:c el problema de la identificación certera de individuos v del cstnbleeimiento de 
vínculos biológicos de parentesco. • 

En los primeros trabajos la utilización de las técnicas de PCR. si bien permitían e.,,·aluar regiones 
de una muestra de ADN que podía estar muy degradada. In escasa variabilidad entre los individuos 
componentes de ta poblnción general impedía In ccrte7..n incriminatoria del análisis: era factible 
que una evidencia coincidiera con un sospechoso por a;r.nr. y mucho más aún, que o un hombre le 
fuera atribuida erróneamente Ja pntcrnidnd biológica de un descendiente putati\!o. 
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A panir de los 9o·s, la posibilidad de evaluar un gran número de sitios variables 1ocali7..ndos en 
diferentes zonns del genoma.. permitió analizar.,, aunque fuera parcialmente, muestras de tejido 
humano quemado y en estado de putrefacción. 

Posteriormente,. Ja incorporación de un número aún mayor de sistemas hizo posible el 
establecimiento de vínculos biológicos de parentesco a través de ADN de muy pequeño tamaño, 
con lo cual se ha logrado Ja identificación de cadáveres momificados. con reducción ósea total o 
quemados. 

Así, los sistemas de análisis de AON pueden dividirse en dos grandes grupos: los basados en 
diferente longitud de Ja región variable. como lo son VNTR •s (Variable Number Tandcm Repcats, 
repeticiones en tandcm de número variable) y todavía los mñs resientes son los STR 's (Short 
Tandcm Rcpcats o pequeñas repeticiones en tándem) y los basados en la secuencia nucleotídica . 

Los polimorfismos de longitud pueden ponerse de manifiesto mediante enzimas de restricción 
(RFLPs) o por amplificación de In región variable con la PCR. 

Los análisis mediante PCR fueron ganando espacio. debido a Ja relativa simplicidad de sus 
técnicas, menor costo e interpretación sencilla de los resultados. pero sobre todo por requerir de 
ínfimas cantidades de ADN para evaluar cada uno de los sistcntas. En algunas mucstrns 
constituye Ja única posibilidad de lograr una camctcrización genética. 

Las unidades de repetición corta (STR ~s) representan unn rica fuente de marcadores altamente 
polimórficos en el genomn humano. incrementando ta designación de nietos en una población 
encuestada sobre las bases de su secuencia de ADN, ademas de ser utilizados paro el mapco fisico 
y genético del genoma humano. diagnóstico de cnf'cnncdadcs e identificación personal en las 
ciencias médica y forense. cz. 4

• t.) 

El sistema de identificación por medio de repeticiones cortas en tándem proporciona un método 
que ofrece la posibilidad de discriminar a un individuo con un alto grado de confianza en una 
población determinada. Los resultados obtenidos a partir de estos marcadores sumados a los datos 
obtenidos n partir del nnó:Iisis con los mnrcadorcs tradicionnlcs. aumentan considerablemente Ja 
confiabiUdad del resultado en el caso de que se trate de incluir o excluir a un individuo .. pero sobre 
todo incluirlo como dueño de la evidencia biológica recuperada de algún hecho dclictuoso. <l. 4 • 61 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a In incorporación de los más resientes marcadores genéticos los STR·s. con fines legales 
en los laboratorios de Genética Forense de las distintas procuradurías de Justicia de México. se 
hace necesario contar con información conjunta referente a ellos, con el propósito de esclarecer 
dudas surgidas por los involucrados en un proceso de Administración de Justicia (jueces. 
ministerio público. aboga.dos y peritos) para evitar la mala interpretación de los rcsultndos .. así 
como contar con la certeza de Jos mismos ni conocer que cada acción realizada por el profesional 
esta debidamente Cundamcntndn. 

Por ende. In rcnli,..ación de esta monog.rafin tuvo como principal reto la recopilación e integración 
de infomutción acerca de los STR ·s._ utilizados como marcadores genéticos dado su alto poder de 
discriminación. lo que pcnnitc incrementar el grado de probabilidad en la individualización de 
indicios biológicos e identificaciones forenses. así como dar un panorama general sobre la 
tecnología actualmente aplicado para su estudio y Ja que se encuentro en investigación para ser 
utili;,.ada en un futuro no muy lejano. 
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OB.JETIVO 

Rcnli:;r.ar una monografia que proporcione un panorama general de Ja· tipificación del ADN usando 
como marcadores genéticos ni sistema STR,. nsf como de In mctoclologió empicada en su análisis. 
Ja tecnología aplicada. además de establecer su importancia desdo el punto de vista forense. 

8 



GENERALIDADES DEL MATERIAL GENETICO 

La unidad fundamental de la vida es la célula. por lo que cada una de las células que conforman 
cualquier ser vivo tiene núcleo. que ...,.a a tener en su interior el ADN necesario para desarrollarse y 
cumplir la misión encomendada por la naturalC7.n. El CCXtjunto del ADN que posoc cada célula se 
denomina genoma. Sin to::mbargo. existen unas células muy especificas. que no tienen núcleo y que. 
IXJr Jo tanto. no poseen ADN. por ejemplo. los eritrocitos. 

Según su locafor.ación y estructura existen con dos tipos de ADN en el organismo. el AON 
nuclear. (al cual nos enfocaremos) y el ADN n1itocondrial. localizado en el interior de un organclo 
celular denominado mitocondria. 

Ambos tienen interés forense y poseen características que los hacen complementarios a Ja hora de 
la identificación y de investigar las relaciones familiares. C:?> 

La estructura de una determinada molécula de ADN está definida por la usccucncia .. de las bases 
nitrogenadas en Ja cadena de nuclcótidos, residiendo precisamente en esta secuencia de bases la 
información genética del ADN. El orden en el que aparecen las cuatro bases a lo largo de una 
cadena en el ADN es, por tanto, crítico para la c.élula, ya que es este orden el que constituye las 
instrucciones del programo genético de los organismos. 

Conocer esta secuencia de bases, es decir secuenciar un ADN equivale a descifrar su mensaje 
genético. 

1. 1 Estructura molecular del material ~nético 

Los elementos básicos del ADN se aislaron y analiz.aron mediante ruptura parcial del ADN 
purificado. Tales estudios demostraron que el ADN estaba compuesto sólo de cuatro moléculas 
básicas, llamadas nuclcótidos. idénticas entre sí, excepto en que cada uno contiene una base 
nitrogenada diferente. 

Cada nuclcótido contiene tres entidudes diferentes y fundamentales: 

un anillo hetcrociclico de átomos de carbono y nitrógeno (la base nitrogenada), 
un azúcar de cinco átomos de carbono en fonna de anillo (una pcntosa). llamada desoxirribosa. y 
un grupo fosfato en la posición S"' del azúcar. 

Las bases nitrogenadas son de dos tipos: Las purinos que poseen un anillo de cinco y seis lados 
fusionados; las pirimidinas que tienen un anillo de seis lados. Las cuatro bases son adcnina. 
guanina (purinas)~ citosina y timina (pirimidinas). Los nombres químicos completos de los 
nuclcótidos son 5"-monofosfato de dcsoxiadcnosina (o dcsoxiadcnilato o DAMP), S'-monofosfato 
de desoxiguanosina (desoxiguanilato o DGMP) .. 5'-monofosfato de dcsoxicitidina (dcxocitidilato 
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o DCMP) y S'-monofosfülo de dcsoxitimidina (desoxitimidilato o DTMP). Sin embargo resulta 
más conveniente referirse a cada nuclcótido por In abreviatura de su base (A.. G., C y T., 
rcspcclivamcnlc). En ausencia del grupo fosfato, la base y la dcsoxirribosa forman un nuclcósido 
en Jugar de un nuclcótido. C7. M. 

9> 

EstructumJmcntc el ADN es un polinuclcótido. producto resultante de la condensación de 
nuclcótidos. Esta polimerización se lleva mediante enlaces 3•5• fosfodiéstcr, yo que une dos 
residuos nuclcotídicos adyacentes como resultado de la cstcrificación de dos de los tres grupos 
hidroxilo del ácido fosfórico. Por cjemplo 9 en la dcsoxirribosa se cncuentnut dos grupos hidroxilo 
libres en Jos carbonos C-3 ·y C-5 •. 

Como se observa en Ja figura 1.1, el esqueleto de azúcar-fosfato-azúcur-fosfnto se localiza en el 
exterior de la molécula con Jns bases proyectándose hacia el centro. <7

• K. 
9 > 

Figura 1.1 Estructuro. de un segmento polinuclcolidico de AON. 

; \ .~-;:-.~~;.;---···--¡ 
l"AL~;.·'nE oiú'aEN 1 

10 



La estructura que diseñaron James Watson y Francis Crick en 1953 .. es una doble hélice de 
rotación derecha que se enrolla alrededor del mismo eje. Las dos cadenas se mantienen unidas 
por enlaces de hidrógeno que están presentes entre cada base de una cadena con una base 
asociada a la otra. en los que dos átomos electronegativos comparten un protón. entre las bases. 
Los puentes de hidrógeno se producen efitre átomos de hidrógeno con una pequeña carga positiva 
y átomos con una pequeña carga negativa. 

Como se ve en la figura 1.2. los puentes de hidrógeno se forman entre pe.res de bases. Cada par 
de bases consiste en una purina y una ~irimidina. emparejadas de acuerdo con Ja regla siguiente: 
G empareja con C. y A lo hace con T. <7. "· c.i. 

16
• 

171 

~
-H·N 

N ~ ,, ·H -~c~osina 
guanina 

,,,,,,,,.,..,. N·H ~"' 

timina "·o~-~"' adenina 

~'o ~..:::........ 
Figura t .2 Muestra los puentes de hidrogcno formados entre 

las pares de bases correspondientes entre si 

'-

La distancia entre el átomo de fósforo del esqueleto y el centro del eje es de 10 Aº. (por lo tanto 
el ancho de la doble hélice es de 20 Aº). 

El ancho de 20 Aº de la fibra requiere que una pirimidina de una cadena siempre se aparee con 
una purina de la otra cadena (cadena comrlementaria). si no la asociación de dos purinas se 
extenderla más allá del ancho requerido. (7. 

8
• • 

16
• 17> 

Los átomos de hidrógeno enlazados en el carbono 4 de la citosina y el carborKJ 6 de la adenina 
están de manera predominante en la configuración amino (NH2) en lugar de la Conna imino 
(NH). De la misma manera. los átomos de oxigeno enlazados con el carbono 6 de la b"Uanina y el 
carbono 4 de la timina están predominantemente en la configuración ceto (C=O) en lugar de la 
enol (COH). Estas restricciones estructurales en la configuración de las bases sugieren que la 
adenina es Ja única purina estructuralmente capaz de unirse con la timina.. y la b'Uanina es la única 
capaz de unirse con la citosina; por lo tanto. los únicos pares posibles son AT y GC. lo cual se 
ajusta al análisis efectuado por Charg:aff. Los pares AT se unen por dos enlaces de hidrógeno y 
los pares GC por tres enlaces de hidrógeno. 
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Las dos cadenas comprenden una doble hélice y Jns cadenas corren en direcciones opuestas .. es 
decir son anti paralelas. En otras palabras, si una cadena esta alineada en la dirección .S '-3 .... su 
cadena asociada debe alinearse en dirección 3•_.s ... <7

• 
11

• 
9

• 1
6

• l7) 

La doble hélice da una vuelta completa cada 10 residuos (34 Aº) ó ISO vueltas par millón de peso 
molecular. Cada par de bases tiene un giro de -36° alrededor del eje de la hélice con respecto al 
par de bases siguiente. Por lo tanto -10 pares de bases completan una "'Uelta de 360°. El giro de 
las dos cadenas, una alrededor de la otra. forma una doble hélice con un surco menor (-12 A) y un 
surco mayor de alrededor de 22 A). Como se observa en la figura 1.3, la doble hélice es 
dextrógira; es decir. da \.-uehas en el sentido de las manecillas del reloj si se mira a Jo largo de Ja 
hélice. Estas caractcristicas corresponden al modelo aceptado para In forma llamada forma B del 
ADN.(1..a.1!>.t6,17) 

Figura 1.3 Modelo simplificado de la 
Estructura helicoidal del ADN. 

El orden en que se unen los nucleótidos. se denomina secuencia. No existe ninguna restricción en 
la secuencia de bases de una determinada cadena de una molécula. Sin embargo9 una vez que la 
secuencia en particular se especifica en una cadena9 la secuencia de la otra cadena se detcnnina 
automáticamente. 

Es crucial que el material genético se reproduzca con exactitud: como las dos cadenas 
polinuclcotidicas sólo están unidas por puentes de hidrógcno9 son capaces de separarse sin 
necesidad de romper enlaces covalcntcs. La especificidad de los pares de base permite que~ una 
vez separadas, cada una de las cadenas pueda actuar como molde para la síntesis de una cadena 
complementaria. Por medio de unas enzimas llamadas poJimcrasaS9 sobre el molde que supone las 
cadenas simples. unen uno a uno los nuclcótidos. formando una nueva cadena complementaria e 
igual a Ja cadena que estaba anteriormente unido a la misma. De esta forma~ la estructura del ADN 
contiene la información necesaria para perpetuar su secuencia. <7

• 
11

• 
9

• 
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1.2 Lo• cromosomiu 

De manera general .. el genoma humano contiene aproximadamente 6x 109 pares de bases por célula 
somática o diploidc y 3xl09 pares de bases por células gamétieas o haploidcs; este ADN está 
repartido en 44 cromosomas autosómicos y un par de cromosomas sexuales (XX o XV) 
respccth·amcntc. para cada tipo de célula. <•s> 

Los cromosomas no tienen un grosor uniforme en toda su longitud. sino que presenta una 
constricción o porción mós estrecha llamado centrómcro. este es el responsable del movimiento 
de los cromosomas durante la división nuclear; este tiene diferentes posiciones a lo largo del 
cromosoma. Como se muestra en la figura 1.4. el ccntrómcro divide al cromosoma en 2 brazos. 
siendo p el más corto y q el más largo. Esta nomenclatura y las técnicas de bandeo cromosómico. 
permitieron ubicar y ordenar por regiones los genes a lo largo de cada cromosoma <9> 

ESTRUCn.IRA OP.N1!RAL DEL CROhfOSQNIA 

TPLQM'l!ROS 

BRAZO CORTO 

Cl!NTROM'l!RO 

BANDA 

H~TEROCRC!L'ld"A.Tg./.Jf. 

BRAZO LARGO 

TPLCIMl!ROS 

NllddcAal•.Rn JSC:Zl. • ,..., 

Figurn 1.4 Esquema representativo de un cromosoma 

Para que cada cromosoma representara una doble hélice de ADN .. las hélices debcrian estar muy 
enrolladas y compactas. puesto que la cantidad de ADN presente en cada núcleo es tal que si 
estuvieran completamente extendidos sumarian varios metros. ¿Cómo es posible empaquetar el 
ADN"!. si Jas células son muy pcquei\as. El empleo de la microscopia electrónica permitió estudiar 
en forma más detallada a la cromatina que consiste en el empaquetamiento del ADN con 
proteínas. formando un complejo para hacerlo más manejable y compacto en la célula. El 
componente proteico principal de Ja cromatina son las histonas~ estas son proteínas básicas con 
carga parcial positiva ricos en residuos de lisina y arginina dcscmpci\ando un papel importante en 
la fijación del esqueleto azúcar-fosfato que tiene carga negativa. (9

.•
9> 
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En J 975. Oudet y colaboradores determinaron que el primer paso de la condensación comprende 
In fonnación de Jos nuclcosomas. estas estructuras son cuentas que contienen 2 vucltns de ADN y 
son Ja parte fundamental de la cromatina. Hnsta 1977. Finch y colaboradores determinaron que 
cada nuclcosomn esta compuesto por las histonas (nuclcoproteinas) H2A. H2B. H3 y H4 
formando un ocuímcro donde existen nproximadnmcnte 146 pb de ADN. los nuclcosomns 
adyacentes están separados por un ADN de enlace de 54 pb y unida por una quinta histona 
llamndn H 1 propiciando que In condensación sen mucho mayor y haciéndose notar como una 
fibrn de 30 nm de diámetro que parecen cuentas cnsnrtndas en un hilo. así. In cromatina queda 
condensada 8,000 veces en relación con el ADN extendido de forma natural. Se hn estimado que 
hay aproximadamente 3.4xl07 nuclcosomns repartidas en los 46 cromosomas donde 
aproxin1ndamcntc tcndnin 2.6x 1 OK pares de bases por cromosoma nutosómico. <'1• ::o) 

Algunas regiones del cromosoma son activas y otras inactivas. La cromatina inactiva se le conoce 
como hcterocromntina y hay dos tipos., In constitutiva y In facultativa. La hctcrocromatinn 
(condensada c inactiva) se encuentro en regiones cercanas al ccntrómcro y en los extremos del 
cromosoma (telómcros). La hctcrocromntina facultnti'\·n en ocasiones esta condensada pero otras 
veces es trnnscriln activamente y por consigu icntc no cstn condensada apareciendo como 
cucromatina. Un ejemplo es el de los dos cromosomas X en las hembras de los mamíferos .. un 
cromosoma X esta casi completamente inactivo para In transcripción y en los machos csUi 
completamente activo. <9

. ~> 

1.3 Lm1 J$ncs como elemento de la herencia 

Los msgos heredados se definen por su capacidad de pasar de una generación a In siguiente de una 
fonnn predecible. El gen es In unidad de la herencia. La biología molecular que lo estudia, desde 
el punto de vista molecular. lo define como ... In secuencia de ADN cromosómico que contiene In 
infonnación requerida para fabricar un RNA y. a través de éste, una proteína ... Se estima que 
existen unos 32.000 genes, y que en total abarcan aproximadamente sólo el 10 % del ADN. 
ignoníndosc el significado del ADN restante. <7

• 13> 

Un gen es una entidad estable. pero está sujeto a cambios ocasionales de sceucncin. Tales cambios 
se denomimm mutaciones (7>. éstas pueden o no tener efectos negativos; o bien no reflejarse en el 
fenotipo nún cuando el cambio se presente en el genotipo. ' 1"> Ln mutación en In cadena del ADN 
constituye el proceso fundamental de la genética ,.-a que son transmitidos de los nntcccsorcs a los 
descendientes. este cambio ocurre constantemente en todo el organismo ya que es una 
caractcristicn ligada al proceso de fo \·ida. <:n) 

Los atributos esencinles del gen fueron definidos por Mcndcl hace más de un siglo. Como 
resumen de sus dos leyes. el gen fue reconocido como un •"factor discreto"' que pasa innltcmdo de 
los padres n In descendencia. Non11almcntc consideramos In genética desde In perspectiva del 
organismo. pero la altcrnnncin de generaciones también pcnnite contemplar al organismo por el 
medio por el que el gen se expresa y perpetúa. <7) 
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Estructura del gen 

EJ gen posee varias panes funcionales. que controlan su actividad. Se dividen en tres grupos: 

l. Secuencias que en conjunto componen el llamado promotor. que señala a partir de que 
nuclcótido el gen comienza a transcribirse y que inicia la transcripción. 

2. Otras secuencias. denominadas reguladoras. que detenninan en que momento el gen comienza 
a transcribirse y cuantas veces debe hacerlo en un tiempo dado. Existen dos tipos de 
reguladores. los amplificadores y los inhibidorcs. 

3. Finalmente en la cercanía del extremo 3 · del segmento codificador._ el gen posee una sección de 
ADN llamada secuencia de terminación. ('.\) 

En el segmento codificador. muy pocos genes poseen una secuencia de nuclcótidos totalmente 
utili;r.ables. ya que en la mayor parte de Jos casos presentan tramos de nuclcótidos ociosos._ 
llamados introncs. Como se observa en la figura l.S. estos sectores hsupcrfluosº de ADN se hallan 
intercalados entre los segmentos provechosos. a los que se denominan cxoncs. La molécula 
completa de ARN surgida de la transcripción lleva el nombre de transcripto primario: En ella no 
solo han sido copiados Jos exoncs sino también los introncs. Antes de abandonar el núcleo. Jos 
intrones son removidos del ARN del tnlnscripto primario por un proceso que incluye cortes entre 
Jos intrones y los exoncs y ulteriores empalmes entre los extremos libres de estos últimos. lo que 
elimina las secuencias inútiles y crea una molécula de ARN maduro continua en la que las 
secuencias aprovechables se hallan alineadas en fonna consecutiva. 

Los intrones no poseen función codificadora. Estas secuencias. que probablemente constituyen la 
mavor pru-tc del ADN. están sometidas a presiones evolutivas de carácter diferente a las impuestas 
po; la necesidad de codificar una secuencia de aminoácidos. <7

• 
13> 

Figura 1 . .5 Representación esquemática de un gen cucariótico. 
Tomado de Dcvlin.T.M (Ed). Bioquímica 
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Código genético 

La síntesis del ARN (ácido ribonucleico). usa como molde el ADN. se denomina transcripción .. 
mientras que la síntesis de la protcina. cuyo molde es el ARNm. lleva el nombre de traducción. 
Conto se observa en la fifurn 1.6. este flujo de inforntnción se conoce como el ""'dogma central"" de 
la biología molecular. c7• 

9 > 

traducción _____ y...._ ___ ..¡•~ Proteína 

Figura l .6 Este flujo de infonnación se conoce como el "'"dogma central"" de In Biologia Molecular 

Cuando un gen contiene la informnción necesaria para generar un ARN o una proteína suele 
decirse que el gen codifica a una de cs.as moléculas. Esta expresión se debe a que las instrucciones 
traslndadns del ADN ni ARN, v en el cnso del ARNm. de éste a In proteína .. son transmitidas en 
forma de código. ' 7

• 
11 

• 
13> ~ 

El sistema de códigos utilizado por las células se basa en el orden en que se encuentran los 
nucloótidos en el ADN .. que determina el ordenamiento de los nuclcótidos en el ARN,. y por ende 
In secuencio de Jos an1inoócidos en In proteína. 

El código genético se lec en grupos de tres nuclcótidos, cada uno de los cuales rcprcscnla un 
aminoácido. Cada secuencia trinucluclcotidica se denomina codón. Un gen contiene una serie de 
codoncs, que se Icen en serie desde el punto de iniciación situado en un extremo hasta el punto de 
terminación situndo en el otro extremo. c7• 11• l.:!> 

1.4 Organización del genoma humano 

El ADN contiene sccucncins de ADN codificante o no repetitivo y ADN no codificantc o 
repetitivo. 

Las secuencias no repetitivas del ADN .. se compone de secuencias de nucleótidos que fluctúan 
entre 800 n 2000 pares de bases. Como se obscn .. a en la figura 1 .7 .. esta fracción tiene la mayor 
parte de In información genética paro la producción de proteínas; A está familia se le conoce como 
la familia multigCnica que cstrictnmcntc sólo existe una copin por genoma y constituye solamente 
menos del 1 O 'Yo del genoma. La parte complementaria es la más abundante de todo el genoma y 
tiene In función de espaciador de regiones cxónicas. 
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El ADN expresivo o codificante, a pesar de ser el más interesante desde el punto de vista médico, 
posee poca variabilidad entre las personas ... con excepción de ciertas regiones, como la que informa 
para el sistema HLA. 

El ADN no codificantc o ADN repetitivo._ son cortas secuencias repetidas en forma de copias 
idénticas o parecidos. Las dos clases de ADN repetitivo poseen diferentes caractcristicas: 

ADN moderadamente rcpctith·o. A está subogrupación le denominan elementos 
intcrcspaciodorcs repetitivos. están constituidos por elementos intcrcspaciadorcs cortos 
conocidos como SINES que comprenden a los polinucJeótidos mayores de 300 pares de bases 
y menores de 500 pares de bases en longitud y los elementos intcrcspaciadorcs largos 
llamados LrNES que comprenden a polinuclcótidos mayores de 500 pares de bases y 
menores de 800 pares de bases. 

ADN aluunentc repetitivo. suele estar formado por secuencias muy cortas que están repetidas 
en tándem. formando grandes agrupDmicntos. Debido al corto tamaño de la secuencia 
repetida. a menudo se le denomina ADN de secuencia sencillo o se define como VNTR 's o 
STR dependiendo del número de bases que se repitan en tándem. 
l. 

Puede \tariar bastante la longitud de secuencias altamente rcpctifr\'as .. de 2 hasta menos de 300 
pares de bases. A este tipo de secuencias en tándem se le conoce como ADN satélite. que como ya 
dijimos tiende a locali,,.arsc en la heterocromatino constitutiva de los cromosomas. en particular en 
los ccntrómcros. <::. 7"

16
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------- ADN-...U- BINES -(STR"•) 
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Figura 1.7 organización del genoma humano. 
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UNES _ .. !KID ... 

La subagrupación de los VNTR ·s están formados por el ADN satélite.. que integran a 
polinuclcótidos mayores de 1 O pb y menores de 300 pb en longitud. El ADN minisatélitc 
comprende a polinucleótidos mayores de 7 pb y menores de 1 O pb en longitud._ y el ADN 
microsatélitc que está formado por oolinuclcótidos de 2-6 pb en longitud, llamad.os también STR ·s 
o repeticiones cortas en tándem. {:Z. 1·16

• 
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MARCADORES GENETICOS 

2.1 Polimorfismos genético• 

Se define polimorfismo como la frecuencia en In población de dos o mós formas nhcmativas y 
distintos fenotipos que resultan de In variación alélica en un locus. En otras pnlabrns. expresa la 
vnrinbilidad que existe dentro de un fragmento de ADN. Como regla ~cncral. cuantos mñs alelos 
haya. mayor polimorfismo y por ende. mayor poder de identificación. <- :?J) 

Con anterioridad ni desarrollo de las técnicas de bandas. yn se habinn establecido variaciones en In 
morfologin de algunos segmentos cromosómicos. sin que esto ncccsariruncntc rcpcrcuticrn en uno 
patología específica. Estas variantes reciben el nombre de polimorfismos. Así, Donnhuc y 
colaboradores infonnaron del primer gen localizado en un cromosomn humano asociado a un 
polimorfismo: el grupo sanguíneo DufTy en el cromosoma número l asociado a In presencia y 
segregación fomilinr del polimorfismo de su constricción secundaria (variante lgh+). cz.. 6> 

El polimorfismo del ADN estó determinado por regiones hipcn.-ariables, que involucran un 
cambio de base o un nUmcro dctem1inado de bases repetidas en tándem o secuencias especificas 
de diversas longitudes; estos polimorfismos tienen una gran variedad de alelos existentes 

El ADN codilicnntc cs. en general. poco polin1órfico .. con excepción de la región HLA. En cuanto, 
al ADN no codificantc, es altamente polimórfico. 

Existen dos tipos de polimorfismos: 

1. Polimorfismos de sitio o de secuencio. En donde In variabilidad alélica. como se observa en Ja 
figura 2.1 a. es debida n diferencias en sitios específicos de la molécula de ADN. En estos /oci 
polimórficos la presencia. de varias bases químicas (secuencias polindrómicas) particular del ADN 
confiere susceptibilidad a Ja acción de corte por unas tijeras quin1icas (enzimas) conocid3s co1no 
cndonuclcasns de restricción Ja fom1n nltemntiva del gen el cunl ca.rece de esta secuencia química 
particular. es decir. la ausencia del sitio de restricción no permite el cene por In cndonuclcasa en 
este sitio. Así In presencio. o ausencia de sitios de restricción don como resuhado fragmentos 
cromosómicos de longitud de los cromosomas del padre y de la madre. Los fragmentos 
resultantes del tratamiento enzimñtico se separan por tamaño bajo una corriente eléctrica a través 
de un gel (electroforesis) y utili7.ando un ADN que tenga una secuencia similar al ADN que es 
hibridif.ndo (acoplado). Estos polimorfismos de sitio son mejor conocidos como fragmentos de 
restricción de longitud polimórficn o FRLP. <~1 · : 7> 

2. Polimorfismos de longitud. Pueden presentarse en repeticiones múltiples de segmentos de corta 
longitud de ADN. En cada uno de Jos segmentos repetidos de la secuencia es similar .. como se 
obscn·a en In figura 2.1 b~ pero el segmento de longitud varia. Estos /oc/ son 
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conocidos como número de repeticiones en tándem (VNTR) o repeticiones cortas en tándem 
(STR ·s). Los sccueneins en tándem se consideran que son alelos de longitud de bases. c::7> 

Pam un locus VNTR o ST~ un individuo tiene dos :delos. uno en cada cromosoma. Los dos 
alelos pueden ser de In misma longitud o ser diferentes: nsi. para un loct1s VNTR o STR simple, 
cada. i!1dividuo tiene w1n banda 01om~~goto) o dos _bandas (hcteroci~ot~)· Las secuencias 
rcpcut1vns pueden presentarse en loci mult1ples sobre vanos cromosomas. ,:?.J. - ' 

2.2 Murcadorc" genéticos 

a) -TGTCACATA C GGAGCATACG-
--TGTCACATA G GGAGCATACG-

b) --AATCGT CACACA GTAACTTACGCT
-AA TCGT CA CACA CA GTAACTT ACGCT-
-AATCGT CACACACACA GTAACTTACGCT--

Figum 2.1 Polimorfismos en el ADN. a) presenta un cambio en 
el par de bases C por G. b) presenta lns secuencias de 

bases-CA- repetidas en tándem~ (Dnvics.1992) 

Lu individualidad genética de In ra;,.n humana es el dogn1a central de la biología humana. Esta 
individualidad se define por In combinación de marcadores genéticos que un individuo hereda de 
sus padres. 

Los marcadores genéticos se pueden am:di;,.a.r ni ni'\·el de · ... arinción de proteínas o de variación en 
In secuencio de ADN. 

El objeti ... o de los mnrcndorcs genéticos es determinar que nietos están presentes en un loe/ 
genéticamente ... nriable. 

Una clara ... enlaja de In detcnninnción de los genotipos de los diversos marcadores genéticos es el 
potencial de detector variación genética nuís allá de la que resulta de un cambio sobre una 
propiednd fisien. <27

• z•> 

2.2.1 Murcudorcs genético!' forenses 

Los individuos pueden distinguirse por su perfil de marcadores genéticos. Si el número de 
marcadores fuera ilimitado,. más diferencias entre Jos individuos serian rcvelados9 sin cmbargo 9 no 
todos los marcadores genéticos son adecuados para aplicaciones forenses. por lo que éstos deben 
seleccionarse cuidadosamente. 
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Los criterios para evaluar los marcadores genéticos para uso forense son diversos: como se 
obscn·n en In tablo 2.1, algunos factores se relacionan con el método de análisis y otros con Ja 
naturaJ07..n del marcador. Las ,·entajns de la selección de Jos marcadores genéticos forenses son 
Rue incrementan el poder de discriminación para obtener información útil de muestras forenses. 
<-7> 

CRITERIOS PARA EVALUAR LOS MARCADORES GENÉTICOS ADECUADOS 

Método de análisis 

Confiable, rápido y simple de llevar o cabo. 

Consume poco material. 

Naturnle7...n del mnrcador 

Heredado de otros marcadores a ser 
nnali7..ados. 
Polimórfico con un alto grado de 
hcterocigocidad. 

Detc~tn diferencias cualitativas no ambiguas entre 
alelos. 

Datos de frecuencia poblacional conocidos. 

Tablo 2.1 Criterios poro evaluar los marcadores genéticos adecuados (Turgcon M. L. 1989). 

Vale la peno remarcar lo importancia de tener disponible un método analítico que requiera sólo 
uno pequeña cnntidnd de n1atcrinl para tipificación de muestros forenses. Frecuentemente la 
cantidad de material encontrado como evidencia disponible para análisis es muy pequeña c 
irrcmpln¡,.nblc. Mientras menos cantidad de muestro se consuma en el análisis. habrá más 
oportunidndes de tipificar In muestra y analizar marcndorcs adicionales. Además, es deseable 
retener una ¡x>n:::ión de In muestra para pruebas subsecuentes; esto práctica, se realiza como pnrte 
del sistema de chequeo y balance en todas los ciencias que comprenden el sistema judicial. (:.?9) 

Los tres criterios relacionados con In nnturalc7..n de un marcador genético útil están basados en In 
información que se puede obtener o partir de estudios genéticos v análisis estadísticos de las 
frecuencias del gen (alelo). '~'· :: 7> .. 

Los 1nnrcadorcs considerados como polimorfismos genéticos son aquellos donde Ja frecuencia del 
genotipo excede el 1 % de In población .. excluyendo a muchos sistemas genéticos de interés en 
medicina como Jos errores congénitos del metabolismo cuya frecuencia en ningún caso es superior 
al I 'X, cstipulndo. · 

2 .. 2.2 A111JN.,--cto111 forcnsC!f del análi111is de 10111 marcadores i:cnéticoM 

El objetivo principal del análisis forense del ADN es obtener uno identificación confiable del 
donador de Ja evidencia. Por lo que el análisis debe emplear mnrcndorcs genéticos altamente 
informativos y debe desarroUnrsc de fonna fácil en un laboratorio forense típico en donde,. los 
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fluidos biológicos son en mnyor frccucncin Jos elementos clnvc en la investigación de muchos 
tipos de crimcnes. 

La finalidad de Jos estudios criminnlísticos que lleva el perito en Genética Forense es determinar .. 
por medio de In tipificación de marcadores genéticos si la evidcncin biológicn pudo originarse n 
partir de un individuo en particular .. ya sea de In victima o del sospechoso. Decidir que pruebas de 
tipificación deben ser aplicadas basándose en el origen,. tiempo y condición de las muestras,. 
seleccionando aquellas pruebas que proporcionen una mayor discriminación. 

Si un único marcador genético obtenido a partir de la evidencia no concuerda con el marcador de 
referencia del individuo en cuestión .. entonces el sujeto puede excluirse como el donador del fluido 
biológico con absoluta seguridad. Si .. por otra parte .. los marcadores genéticos del individuo 
concuerdan con todos aquellos obtenidos a partir de Ja evidencia entonces un origen común es 
posible. 

Una concordancia en Ja tipificación genética .. no constituye una identificación,. ya que una porción 
de In población en general puede también compartir el mismo arreglo de Jos tipos de marcadores 
genCticos en cuestión. Por lo tanto .. mientras más grande sea In porción de la población excluida,. 
más grande será el peso de In c'\·idencia. 

El perito presenta Jos resultados de las pruebas de tipificación junto con In interpretación 
estadistica apropiada ni jurado o ni jue7.,. quienes entonces consideran esta cvidcncin junto con 
otras circunstancias del crimen para rendir su veredicto. e:."'· 6 • 

30
• 3

1> 
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LA INDIVJDUALIZACION DEL SER HUMANO 

3. t Ma.rcadorcA genéticos tradicionalcA 

Los marcadores genéticos adoptados en el órcn legal y forense deben .. voh·cmos a reiterar ser 
poJimórficos. es decir. que se encuentren más de dos alelos de un gen en particular dentro de una 
¡x>blnción determinada. Se dice ~uc un loc11.\· es polimórfico si las frecuencias de los alelos mós 
comunes son menores del 95 %. <-. 4

. 31> 

Las técnicas bioquímicas de identificación de individuos~ previas ni conocimiento actual del ADN. 
se basan en In comparación de productos de expresión de diferentes genes. Estas proteínas.,. como 
los antígenos critrocitnrios (grupos sanguíneos). enzimas critrocitarias .. proteínas plasmáticas y 
antígenos de histocompatibilidnd (HLA). son marcadores que se transmiten obedeciendo a las 
leyes mcndelinnns de Ju herencia: <~ 6> 

En Jos grupos sanguíneos sus antígenos se hallan en In superficie de los glóbulos rojos,. y sus 
corrcspondienlcs anticuerpos fomu1n parte de las inmunoglobulinns del plasma. 

Los antígenos del sistema ABO se hallan también en otras células y en fluidos corporales (saliva. 
orina9 semen. leche) en indi,·iduos secretores. Al sistema ABO. descubierto en 190 l por 
Lnndstcincr. se fueron agregando posteriormente otros. como el RH. MNS,. DufTy,. Lc,vis,. Kidd9 

Lutheran. etc. <6. 30
· 31 ) 

Los grupos sanguíneos fueron Jos primeros marcadores en empicarse en el sistema forense; sin 
en1bnrgo tienen In dcs,·entnja de que no presentan un alto polimorfismo .. la tipificación se realiza 
con nntísuero y en ocasiones se dificultn In identificación del grupo cuando la cantidad de muestra 
es rclativamcnle pequeña o de mala calidad. <3 ::?> 

En conjunto. prescntnn un rungo de probabilidad de exclusión (es decir, de excluir la pntcrnidad 
biológica de padres fnlsamcntc alegados). de alrededor del 75 %. <6> 

Ln segunda generación de marcadores genéticos incluye a las enzimas critrocitarias y enzimas 
plasmáticas. ambas presentan gran polimorfismo y se detcnnínan por variantes clectroforéticas; se 
requieren de muestras que no estén dcsnaturali;,..adas y de cantidades ra7..onablcs para su and.lisis.<30> 
Se ha cstimDdO que solamente el 28 o/o de fas proteínas son potimórficns. <33 > 

Las mós frecuentemente utilizadas como marcadores genéticos en las pruebas de filiación son la 
haptoglobina~ nlfa-1- nntitripsinn. transferrina. proteínas grupo especificas Ge. alf"a lglicoprotcína 
ócida. factor B del sistema propcrdina 9 Cracción C3 del complemento,. alotipos Gm y Km.. de 
~~r~':~.:':ª1i~.?.· c!.i~~ras de inmunogl.obulinns. Su rango de probabiHdad de exclusión es de 
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Otros mnrcndorcs genéticos son las enzimas critrocitarins siendo In fosfotns:i ácida critrocitarin 
(EAP) la que presenta mayor polimorfismo .. pero también se encentran ta adenilato kinasa (AK) .. 
transan1inasn glutámico-pinívica (GPT), fosfoglucomutasn (PGM). cstcrasa O (EsD). adcnosín 
denminasa (ADA) .. fosfogluconnto dchidrogcnasn (PGD) y glioxnlnsa (GLO). El rango de 
probabilidad de exclusión oscila en el 61 o/n. (t>. 

30> 

Lns proteinns nntigénicns del HLA serológico están codificados por los genes del Complejo 
~:~~':s~~1~~t~~:!~'JiWlibilidnd .. ubicados en Jos loci A. B. C. D .. O~ DQ y DP del brazo corto del 

Los antígenos HLA-A. B y C están presentes en todas lns células nucleadns del organismo; en 
cambio los HLA-D y R se distribuyen en fomm más limitnda: sobre linfocitos B. macrófagos .. 
cspcnnntozoidcs. células de Langerhans. etc .. Presentan en su conjunto un rango de probabilidad 
de exclusión de aproximadamente 95 %. (t>. 

23• 
30> 

Las pruebas de HLA en estudios de paternidad comenzaron a ser aceptadas en las Cortes a partir 
de principios de los "70. aunque su origen científico se sitúa unos IS años antes por su utilidad en 
otra área de In identificación humana: In determinación de Ja compatibilidad entre dador y receptor 
de un trnnsplnntc de órganos. <t>. 30> 

El total de exclusión para los 4 sistemas anteriores es del 99.7 % para la población del ,.-atlc de 
México. <.m) 

Se han rcali;.ndo estudios de frecuencias fenotípicas en diferentes grupos sociales que han 
contribuido a conocer In distribución de frccucncins alélicas y genéticas .. que han sido empicadas 
para la identificación de personas y en las detcnninaciones de parentesco biológico. <.J-1 •• lS) 

Las muestr.Js biológicas de procedencia de escenas de delitos consisten principalmente de 
manchas sanguíneas, manchas seminales o de algún otro fluido donde la mnyoria se encuentran en 
las superficies de las prendas~ a partir de estas muestras es posible identificar al autor (es) del 
supuesto delito. aplicando los marcadores genéticos tradicionales siempre ?' cuando las muestras 
biológicas scnn de bucnn calidad y suficiente para rcali:r..nr el nnálisis;<.l:! sin embargo In gran 
mayorín de las evidencias biológicas están expuestas a la agresividad del medio ambiente como In 
lu.1: solar. la temperatura. humedad. microorganismos. cn:r.imas proteoliticns de los fluidos. y el 
tiempo entre otros factores que ocasionan la dcsnaturalif.nción de las proteínas propiciando 
resultados erróneos. dificilcs de interpretar o haciendo imposible In determinación del marcador. 
'"'.:.. ·

16> En las determinaciones de paternidad. la identificación del supuesto padre se renli;,..a por la 
intersección entre In frecuencia de Jos marcadores cmplcndos en la población y hasta ese momento 
se trata de una correlación. <.17> 

Los marcadores tradicionales no se pueden aplicar en muestras de fluidos contaminados como es 
el producto de una violnción. en tejido muscular. tejido óseo. en cabellos de miz. en muestras de 
tejido pnrcialmentc calcinado y momificado. marcando de esta n1nncra algunas desventajas 
respecto a las caroctcrísticns de la muestra para su identificación. <3 ::.. 36• 

311> 
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3.2 Marcudore!ll ~cnético!I ba!liatdo11 en el estudio del ADN 

La tipificación de un marcador genético amplificado por PCR se basa en la detección de 
variaciones en In secuencias de ADN. Un tipo de polimorfismos es el cambio de un.i simple base. 
El segundo os In variación de las secuencias repetitivas, VNTR ·s o STR ·s de genes específicos o 
polimorfismo de longitud. Algunos de los minisntélitcs y todos Jos microsatélitcs pueden ser 
amplificados por cstn técnicn de PCR. llamándose trunbién como fragmentos nmplificndos de 
longitud polimórficn (AMP-FLP's) a los VNTR para diferenciarlos cuando se hace In tipificación 
del ADN con base en los fragmentos de restricción de longitud polimórfica ó RFLP's. cz. 31> 

Existen en Ja actualidad kits que contienen todo lo necesario para llevar a cabo la técnica de PCR 
y que son específicos para determinado marcador genético. Algunos de estos sistemas son el, HLA 
DQ Al,. Polymnrker. DJSKO éstos son todavía ampliamente utili,o;ndos debido a su variación 
alélico que presenta dentro de In población. Se han llevado a cabo estudios para determinar la 
frecuencia de marcadores genéticos en diferentes poblaciones del mundo. donde los rcsult.odos 
revelaron una alta hctcrocigocidad y un nito poder de discriminación. 

A diferencia de In tipificación de polimorfismos en In secuencia de un gen, el análisis de los 
VNTR's y actualmente de los STR's ofrecen unn mayor ventaja pues hay más alelos en In 
población y por lo tanto un mayor número de combinaciones pueden obtenerse. <::11> 

3.2.1 Polimorfismos de 11ecucnchu nucleotfdica!I 

Complejo Mnyorde Histocompntibi1idnd (HLA región DQalfn) 

EJ polimorfismo de secuencia se puede detectar de una manera fácil y rápida empleando sondas de 
oligonuclcótidos alelo-específicos (ASO). Bajo las condiciones adecuadas~ este tipo de sondas 
solo hibridan con las secuencias con las que se aparcan pcñcctamente. 

Dentro de este tipo se encuentra el sistema DQ A 1, el cual es un gene que pertenece al complejo 
mayor de histocompatibilidad clase 11 y contienen una región polimórfica dentro del segundo 
cxón. Ln tipificación de la región DQ Al no solo es indispensable en In investigación de 
enfermedades del sistenu1 inmunitario y la tipificación de tejidos pnrn el transplantc de órganos, 
sino que se ha convertido en una henan1icnta imprescindible en la identificación de individuos. 
Este fue el primer sistema que se utilizó con fines forenses aplicando In PCR. Se han observado en 
la región DQ Al seis alelos {DQA J .1. 1.2. 1.3. 2. 3 y 4) cuya combinación definen 21 genotipos. 
La identificación de este sistcmn como ya dijimos. se rcali¡r.a con sondas de oligonuclcótidos alelo
cspccíficas (ASO) que están fijadas en membranas de nylón. dichas sondas son complementarias n 
In secuencia amplificada. A este método se le conoce como reverso del dot blot. La hibridación de 
las sondas con el producto wnplíficado se lleva a cabo bajo condiciones estrictas de lavados y 
temperatura. ya que se utili7.n una enzima conjugada que produce la reacción de color la cual 
revela el alelo presente en una dctenninada muestra. 
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Este método es especifico ya que permite observar cualquier variación alélica .. debido a que en el 
soponc de nylón se encuentran Jns secuencias que son complementarias para cada uno de los 
alelos posibles. <31 • 3

6> 

Polyrnnrkcr 

Este sistema incluye Ja tipificación simultánea de cinco loci genéticos como lo son:- receptor de 
lipoproteínns de bnjn densidad (LOLR) .. Glicoforinn A (GYPA), Gnmmnglobinn Hemoglobina G 
(HBGG), 0758 y componente especifico de grupo (CG). Los alelos asi como su localización en 
los cromosomas se enuncian en Ja tabla 3.1. incluyendo HLA DQalra. 

LOCUS CROMOSOMA PRODUCTO DE PCR (PB). NO.ALELOS 

LDLR 19 214 2 

GYPA 4 190 2 

HBGG 11 172 3 

D7SR ISI 2 

GC 4 138 3 

HLADQalía 6 239/242 6 

Tabla 3.1 Tomado del protocolo de ampliación del kit forense de polymnrkcr. Pcrkin Elincr. 

A pesar de que los seis Ioci génicos sólo poseen 2 ó 3 alelos por cada locus, este sistema es muy 
útil en Ja identificación forense de evidencia biológica y en pruebas para la determinación de 
paternidad. y de igual forn1n que en el sistema HLA OQ AL Se utiliza el método reverso dot blot 
paro la obtención del genotipo. <36> 

Variantes de ADN mitocondrial 

Dentro de Jos sistemas cuya variación reside en In sccuencin de' nuclcótidos .. me~ especial 
atención el estudio del ADN presente en las mitocondrias. En el año 1981. Andcrson y col. 
Publican la secuencia completa del ADN mitocondrial (Andcrson et al. .. 1981)~ de 
aproximadamente t 6~5 Kb .. que presenta una región no codificanle, denominada D loop .. donde se 
encuentra el origen de replicación. y que se caractcrÍ7..a por presentar sitios con elevado índice de 
mutación. 

Debido a que la infonnación contenida en Ja secuencia mitocondrinJ es heredada a partir de la vía 
materna exclusivamente esto permite establecer un vínculo de parentesco entre individuos 
maternalmente relacionados. El análisis de In secuencia permite diferenciar un individuo de otro 
de distinto linDjc materno. 
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Estn cnmctcristicn. sumnda n que cada célula contiene una gran cantidad de mitocondrins y por 
cito el genoma mitocondrial se halla mucho más representado que cJ contenido en el núcleo 
celular. hnce que este sistema sen de suma utilidad.: principalmente en ·Jos casos de· material 
ampliamente degradado. 

A partir del análisis de estn secuencia han sido carnctcri7.ados restos arqucOJógicos de varios miles 
de nños de antigücdnd en los que fue factible obtener ADN mitocondrinl relativamente bien 
conservado. (ó, 31 • -U) 

3.2.2 Polimorfismos de lon~itud de la rcitión ,·ariahlc 

Minisatélitcs ó Número de Vnrincioncs Repetidas en Tándem (VNTR ·s) 

Los minisntélites como yn dijimos en el capitulo anterior son regiones del genoma no codificnntcs. 
en los que involucran de 1 O a 100 unidades repetidas. cada una presenta. por Jo general. entre 9 y 
J 00 pares de bnscs con un arreglo total de 0.5 a 3 Kb. Existen miles de loci distribuidos a través 
del genoma de un amplio rango de cucruiontes y muchos de ellos son hipcrvariabtcs por lo que 
son npropiados para ID identificación individual. La mayor limitación de los VNTR '"s es que citos 
tienden a ser ngrupndos como tclómcros y son por lo tnnto de valor restringido en la construcción 
de un mapn genético completo. '"'3 > 

Sistema 01580 

La tipificación en este sistema es w1 ejemplo en la detección de secuencias repetitivo VNTR "'s o 
minisntélitcs que se localizan en el locus 01580. Este locus (identificado por In sonda pMCTI 18) 
contiene como secuencio base un segmento de ADN constituido de 16 pb que se repiten de 14 a 41 
"·eccs. Cada nielo cstn dctcrrninndo por el número de veces en que se repite In secuencia base 
(coro). es decir. que el alelo 14 se define así porque In secuencia base se repite 14 veces. y nsí 
succsivnmcntc pnra los demás alelos. Como puede observarse esta región posee una altn 
varinbilidad alélica~ ya que se han encontrado hnsta el momento 29 alelos que definen 435 
genotipos. ('.\<1-'::l 

Estudios realizados en familias revelan que el 01580 se hereda de manera nutosómicn 
~-i~~gminn.nte. En general se dice que un buen tnarcador genético se transmite por este mecnnismo. 

Para poder observar los ¡:iJclos presentes en Jns muestras biológicas y llevar a cabo Ja 
cnraetcri7..oción genética se aplica In técnica de electroforesis con geles de poliacrilamida (PAGE). 
esta técnica pcnnite separar los alelos VNTR·s dependiendo de su tamaño. así cada alelo mostmni 
w1 recorrido clcctroforético distinto. <39

-'
2

' 
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Microsntélilcs ó Repeticiones cortas en tñndem (STR"'s) 

En los 80'·s una subclase de loci repetitivos fueron descritos con una unidad repetitiva (UR) de 
sólo 2. J. 4. 5. 6 o 7 pares de bases -por eso se les llamaron mierosatélitcs- Y no f'ue sino hastn 
1989 que Ja naturaleza polimórticn de los microsatélitcs fue reconocida. penniticndo superar Ja 
mayoría de l:ls limitaciones que ofrecían Jos sistemas VNTR en Ja genética forense. Miles de 
microsatélilcs ya han sido carnctcri4".ndos y sean convertido en fo hcrrnmicntn cla\'e de la 
investigación de enfermedades genéticas en el laboratorio clínico. de mapco del genoma y en el 
campo de la identificación genética humana. c:i . .a::?> 
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STR'o EN IDENTIFICACIÓN FORENSE 

4.1 Gcncralidudcs de loA STR•A 

Todos los gcnomns cucarióticos contienen regiones de ADN rcpct1t1vo. llamado STR (Short 
Tándem Rcpcals) o rnicrosntélitcs 9 las cunlcs consisten en repeticiones en tándem de un pequeño 
número de bases (2-7). El número de repeticiones de un loc11.v STR puede ser altamente variable 
entre individuos. resultando polimorfismos de longitud que pueden ser detectados con un simple 
ensayo de PCR. La nomenclatura es infomuil y tales loci son diversamente llamados STR•s (por 
sus siglas en inglés Short Tándem Rcpcats). o marcador de secuencia Yariablc pequeña (VSSM"s). 
simple secuencia repetida (SSR "s). o repetición dinuclcótidn. c31

• .w. _..,,, -'9 > 

La unidad de repetición puede ser de 2 a 7 pares de bases y la repetición más común de Jos 
microsntélitcs es AC; AAAT; AG y AT .. aún y cuando el más reconocido es la repetición del di 
nuclcótido (dC-dA/dG-dT). Los micros.ntélitcs son cxtrcmndnmentc abundantes y numerosos 
STR ·s ya han sido earnctcri.;r.ndos. con Ja finalidad de desarrollar mapas genéticos humanos. 

Lns repeticiones cortas en tándem se clasifican de acuerdo al número de bases que los componen,. 
por ejemplo: en diméricns. lctraméricas. pcntnméricas. ele .• y se pl'cscntan en cada 300 a 500 Kb 
en el cromosoma por humano y aparecen intercaladas con esta frecuencia a lo largo del genoma 
humano (aproximadamente 400 millones de loci) es decir, con una frecuencia promedio estimada 
de J STR cadn 6 Kb en In secuencia. Los microsatélitcs tienen claras \.·cntajas sobre otros 
polimorfismos descritos. Los STR ·s comúnmente tienen múltiples alelos y muchos tienen una 
frecuencia de hctcrocigocidad de 70% o más,. haciéndolos nltan1cntc informativos parn el análisis 
ft~~~~::, .. <J:.ºJ;,. !~ ~'J,uc ahom son los mnrcodorcs de elección para propósitos de identificación 

Aunque In vnrinbilidnd de tos STR deriva fundnmentalmcntc de la diversidad en el número de 
repeticiones en tándem .. también su polimorfismo puede ser consecuencia de unn microvarinción 
de la secuencia de las unidades de repetición. <3 1> 

4.2 Chuificución de 10111 de marcador~ STR•s 

Las secuencias repetidas de Jos STR son nombradas por el tamaño de lns unidades de repetición. 
Las repeticiones dinuclcótidas tienen dos nuclcótidos por unidad de repetición (UR). Los 
trinuclcótidos tienen tres nuclcótidos en la unidad de repetición. los tctranuclcótidos tienen cuatro. 
los pcntanuclcótidos tienen cinco .. y los hcxanuclcótidos tienen seis nuclcótidos en la repetición 
base. Teóricamente,. hay 4 .. 16,. 64. 256 .. 1024. 40')6 posibles secuencias de lus unidades de 
repetición paro mono-.. di-9 tri-.. tetra-.. pcnto-.. y hcxanuclcótidos. respectivamente. En todo caso,. 
debido n que los microsalélitcs son repeticiones en tándem. algunas UR son actualmente 
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equivalentes a otras. Se aplicun dos rcglns pnra identificnr cuundo una ·unidad de repetición ... A .. es 
equivnlcnlc a una unidad de repetición ""B"". Primero,. la UR .... Aº es considerada equivalente a una 
UR ... B"" cuando ... A"" es inversamente complementaria n una secuencia ""B"",. y segundo. cuando 
••Aº es diferente de ... en o cuando la secuencia complementaria de •"Bº es producida por un cambio 
de nucleótidos. Por ejemplo. (GAAA)n es cquh·alcntc a (AGAA)n .. o (AAGA)n,. o (AAAG)n o 
(TTTC)n. (TTCT)n,. (TCIT)n,. o a (CTIT)n. En otras palabras. las ocho secuencias son 
cqui\.-alcnlcs. Note que (AGAG)n es considerada una repetición dinuclcotidica en lugar de unidad 
tetmnucleotidicn. 

Debido a esta equivalencia. se considera que solamente hay 2,. 4 .. IO .. 33.. 102 y 350 posibles 
secuencias de repetición para mono. di,. tri,. tetra .. pcntu,. y hc.xanuclcótidos .. respectivamente. ui • .an 

Repeticiones mononucJcotidicas (2): 

AyC 

Repeticiones dinuclcotidicas (4): 

AC, AG. AT Y CG 

Repeticiones trinuclcotidicas (1 O): 

AAC. AAG, AAT, ACC. ACG. ACT. AGC, AGG. ATC y CCG. 

Repeticiones tetranuelcotidicas (33): 

AAAC. AAAG, AAA T, AACC, AACG. AACT. AAGC, AAGG, AAGT; AATC, 
AA TG. AATT. ACAG. ACAT. ACCC. ACCG, ACCT. ACGC; ACGG. ACGT. 
ACTC, ACTG, AGAT, AGCC. AGCG. AGCT, AGGC, AGGG;ATCC, ATCG. 
ATGC, CCCG Y CCGG . 

Para las repeticiones pcntanuclcotidicas (102) y hcxanucleo~idicas (350) no es posible nombrar 
todas las secuencias de las unidades de repetición. Por razones que se considerarán más adelante .. 
las repeticiones tctranucJcotídicas son _los marcadores más populares para la identificación 
humana. 

Las secuencias STR no solamente varían.- en la longitud de las unidades de repetición y en el 
número de repeticiones~ si no también en el rigor con el que citos se conforman para un 
incremento en su repetición patrón. En base a esto los STR son divididos en diferentes categorías: 
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Repeticiones simples. Contienen unidades de longitud y secuencia idéntica. 
Repeticiones compuestas. Compucsta.s de dos o más repeticiones simples adyacentes. 
Con variación en la secuencia de las unidades de repetición. 
Repeticiones complejas. Pueden contener diferentes repeticiones en bloques de unidades 
de longitud variable como también secuencias intermedias voriablcs. 
Repeticiones hipcrvariablcs complejas. Difieren en el tamaño de pares de bases y 
secuencia. provocando una rcprodueibilidad gcnotipiea. 

Esta última categoría de marcadores STR no es comúnmente usada en la tipificación de ADN 
forense debido o dificultades con la nomenclatura de los alelos y a la variabilidad de resultados 
entre laboratorios. <31

• 41 > 

No todos los alelos de un locus STR contienen unidades de repetición completas y se les nombra 
como microvarinntes. Un ejemplo común de esta microvariaeión es el alelo 9.3 del locus THOI, el 
cual contiene nueve repeticiones tetrnnucleotidicas y una repetición incompleta de tres nuclcótidos 
porque en la séptima repetición es extra ... ·iada una adcnina de la unidad de secuencia base. 

4.3 Nomenclatura común pura alcloH STR 

Para asegurar wta reproducibil idad entre laboratorios y la posibilidad de comparaciones de datos, 
fue desarrollada una nomenclatura común dentro de la comunidad forense. Con la creación de una 
base de datos donde contribuyen laboratorios de todo el mWldo con información hace crucial el 
designar una nomcnclaturn aceptada internacionalmente pnrn Jos alelos STR. 

Reconociendo la necesidad de estandarizar Ja nomenclatura en repeticiones STR. un comité de 
científicos forenses~ conocido como Comisión de ADN de la lntemational Socicty of Forcnsic 
Hacmogenctics (ISFH) fue asignado crear esta nomenclatura. La denominación de los alelos de 
los STR se debe rcafür..ar de ncuerdo al número de unidades de repetición (UR) comparados con los 
ládcres alélicos. En el caso de que un determinado alelo presente una UR incompleta será 
designado por el número de UR complctns v el número de pares de bases de la UR incompleta. 
separando estos dos números por un punto. c.:fi. 4 t. 4 9J 

Otras recomendaciones de la ISFH con respecto a la nomenclatura de los alelos son las siguientes: 

J. Los ládcrcs de referencia deben de estar secuenciados y deben contener todos los alelos más 
COIDW1CS. 

2. Para STR compuestos (con variación en la secuencia de Ja unidad de repetición) la designación 
de Jos alelos se rcaJi7.nrá también de acuerdo al número total de UR que contiene el aJefo. 
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3. Para STR complejos, Ja nomenclatura de las UR debe guardar una relación matemática con el 
tamaño en pares de bases del alelo consenso. 

4. Para STR hipcrvariables los alelos deben ser identificados de acuerdo con su tamaño en pares 
de bnsc::s mediante co1nparnción con ládcrcs secuenciador. 

4.4 STR tctramérico!'I uuto•ómico!'I 

Una de las cuestiones fundamentales que se debe tener en cuenta en el criterio de selección de 
marcadores STR analizados mediante PCR en el campo de In Genética Forense es la especificidad 
y fidelidad de In amplificación. El análisis de los productos de amplificación de marcadores STR 
permite detectar. además del alelo real. otros productos de amplificación minoritarios 
denominados bandas stutter (ruido) que se forman durante el proceso de amplificación como 
consecuencia del fenómeno de splippagc de In ADN polimcrasn. En el caso de STR diméricos este 
tipo de productos nrtefactalcs de PCR es muy marcado. lo que hace muy dificil la designación de 
los alelos. Por el contrario. Jos STR tetrnméricos no presentan este tipo de resultados de manera 
tan acentuada. y en In mayoría de los casos el artefacto de amplificación se limita a Ja aparición de 
una única banda minoritaria (menor al 1 OCYo del alelo real). que presenta una unidad de repetición 
menos que el fragmento mayoritario que representa el alelo real. Consecuentemente. Jos STR 
tetrnméricos se han convertido en los marcadores genéticos de elección en el campo de la 
identificación genética humana. ya que sus productos de amplificación son altamente 
reproducibles y fücilmcnte interpretables. 01

· -"n 

4.5 Fundumcnto del wm de STR•s en idcnlificución humunn 

La capacidad de identificación por medio de marcadores STR"s se basa en la amplificación. 
anólisis e interpretación de regiones (loci) altamente polimórficas o hipcrvariables de secuencias 
cortas repetidas en tó.ndcm. especificas en longitud y locali/.ación para cada persona. Además. de 
que son nrny abundantes en todo el genoma. la variedad de alelos presentados por la población 
paro cada STR aumenta el poder de discriminación entre individuos. potenciándolo con el hecho 
de estudiar varios loe/ STR "s simultáneamente. (JJ,-&l.-'9 . '.'i'.'i) 

Para el propósito de identificación humana es importante tener marcadores de ADN que exhiban 
w1a alta variación o marcndorcs con un alto grado de polimorfismos. que pueden ser combinados 
para habilitar un elevado poder de discriminación entre muestras. <3 0 
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4.6 Loculizución de lmi: STR en lo8 cromosoma• humuno5 

Los CTomosomns humanos cuentan con infinidad de marcadores genéticos, en Ja tabla 4.1 se 
mencionan los marcadores usados con fines forenses siendo los de mayor proporción los loci STR. 
Sin embargo, únicamente de 13 a 18 STR ·s son utiliT.ados de forma rutinaria, en Ja tipificación de 
material biológico (señalados en la tabla con caracteres más obscuros): Los STR's del cromosoma 
Y se utilizan en casos específicos como Jos detallaremos en el siguiente capitulo. 

Crom11.'ionr Marcador STR 

F13B. RENA4 0 DISl171 
2 TPOX, APOB. 02S4 I O, 028436, D2S 1242, 

0281338 
3 . 0381349, 0351352, D3SJ3-~. D3SI 359, 

0381744,ACPP 
4 FGA (FIBRA), FABP,GABARBJS 

S CSFIPO, 058373, DSSHIS, DSSHlH 
6 FI 3Al. AC,13P2 (SE33), FOU,23, D6S366, 

D6SS02, D6S965 
7 D7S460, 07S809, D7SH20, D7S 151 7. 

0781520 
8 LlPOL <.LPL), D8S306, J)8S320, D8S323, 

085344, DKS347, DSS639, DHS1179 
9 D9S52 
10 DIOS89 
11 THOI ('l'Cll). APOAil.Dl 18554, UGB 
12 VWA,CD4, Pl..A2AI, Dl2S67, Dl2S391, 

Dl2SI090 
13 DI 3S30R, 0135317 
14 Dl4S306 
15 FES/FPS,CYAR04 <.P450), P\..'tll.U E 
J6 Dl6S..411139, DJ6S537 
17 017S976 
18 MBP. DlHS!H. Dl8S535. D18S849 
19 Dl9S2S3. D19S4::l3 
20 020S85,020S470 
21 02151 t. P\..'tllo D 
2:? 
X 
y 

mLADN 

l IPRTB. ARA, STR.X 1. DXYS 156 
DYSl9, DYS385, DYS3ll9n, DYS3ll9b 
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, 

DXYSl56 

Marcadores VNTR 
(RFLP) 

D187,Dl8339 
D2S44 

D4St39 

058110 

DIOS28 

012811 

Dl4Sl3 

DJ6S8S 
017879, 017826 

Otro.• 
Marcadores 

(PCR) 

GC (PM),GYPA 
(PM) 

DQn 

D7SS(PM) 

HBGG(PM) 

01785. YNZ:?.2 

LDLR(PM) 

AMELOGENINA 
AMELOGENIN 

A 

HVI vHV2 

Tabla 4.1 Locali;,..nción cromosómic.a de marcadores útiles en l.a tipificación del ADN. {3t. 7:) 
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4.7 Marcadores STR•s en el cromosoma Y 

En Jos últimos aftos la comunidad científica internacional ha dedicado tiempo y csfuerLo a la 
incorporación de polimorfismos en el cromosoma Y a la rutina forense. Los n1icrosatélitcs del 
cromosoma Y han irrumpido con gran fucr;:a en el panorama de los marcadores genéticos de uso 
forense. debido a sus importantes aplicaciones en un tipo de pericias muy definido. Entre ellas 
destaca la dctcnninación de la paternidad en aquellos casos en los que el progenitor está ausente y 
los hijos supuestos son varones. Ja identificación del agresor en delitos contra la libertad sexual. Ja 
identificación cadn\.'érica y la determinación del sexo en grandes calástrofcs. cte. 

Si bien en un principio se creía que el cromosoma Y contenía muy escasas secuencias variables. se 
~;::~:OómC:.~e0~~~s~!~~~s~~i, ff,>scc son igualmente polimórficos que sus contmpo.ncs ubicadas en 

4.8 Ventajas de la aplicación de low STR 

Las ventajas de la tipificación del DNA con el sistema STR's en chirca forense. que han hecho 
que su análisis sea realmente una revolución en identificación son las siguientes: c31

•
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Se pueden estudiar indicios biológicos de cantidad muy pcquefta (trn7.ns). de muestras 
muy degradadas. algunas de ellas de tejidos en estado de putrefacción o de mucho 
tiempo de antigüedad. 

Son de amplificación mós sencilla debido a su menor tamaño alélico. Los problemas de 
amplificación que se presentaron en un primer momento ya están superados. 
Actualmente los STR que se usan en Genética Forense pertenecen fundamentaln1entc ni 
grupo de las secuencias tctranuclcotídicas polimórficas; tras experiencias iniciales con 
otros STR. en particular tos de tipo dinuclcotídico que plantean más problen1as de 
amplificación y tipificación. 

El pequeño tamru1o de los microsatélitcs hncc que el fenómeno de perdida alélica 
(allclic dropout) y amplificnción preferencial., a causa de la degradación y de diferencias 
de longitud importantes entre Jos alelos~ no se produzcan habitualmente. 

Al igual que ocurre con los minisatélitcs., los alelos pueden ser fácilmente clasificados 
en función del número de repeticiones que contienen y no de su peso molecular. 
facilitando enormemente la estimación de frecuencias. Además. tras la amplificación de 
los STR pueden ser separados utilizando electroforesis con .. ·cncionaJ sobre geles de 
poliacrilamida y la detección de variantes alélicas no precisa el uso de métodos 
isotópicos. bastando una sencilla linción con plata. 
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Por último,. rcnliz.ar una PCR múltiplcx,. o amplificación simultánea de varios de estos 
loci microsntélitc a partir de una muestra única,. es mucho más sencillo. En el momento 
actual existen yn en el mercado sistemas para conseguir un perfil de STR en una única 
amplificación por PCR. El resultado es un patrón de 12 y hasta 16 STR polimórficos 
detectables simultáneamente,. con Jo que se alcanza un poder de discriminación enorme 
a partir de una única reacción. 01> 

La tccnologia en cuanto a Ja amplificación,. separación,. detección y análisis de 
resultados,. permite al laboratorio forense adaptarse en cuanto al costo,. rapidez de 
análisis. así como a In carga de trabajo. 

Se han podido crear perfiles genéticos con un nito poder discriminatorio en una sola 
rcncción debido a la condición de la amplificación simultánea de diversos loci STR.. 

.a.9 Bn5C.• de datos poblacionulcs y poder de di~criminac::ión 

Un requisito básico pnra poder aplicar los polimorfismos ADN,. y en el caso que nos ocupa los 
polimoñJSmos STR. en el campo de la genética forense es rcali7..ar previamente un estudio en una 
muestra representativa de la población de referencia (grupo poblacional en el que se va aplicar el 
marcador) pnra determinar los siguientes aspectos: 

l. Grado de variabilidad del marcador y frecuencias de las distintas variaciones (frecuencias 
alélicas) en la población de referencia. Cuanto mayor sea el número de alelos y más 
homogéneamente estén distribuidas las frcc:ucncins alélicas de un locus STR,. mayor scni su 
poder de discriminación. 

2. Proporción de genotipos en la población de referencia,. es decir,. si ésta es In que cabria esperar 
nsumicndo un cruz.amiento ni nza.r entre los individuos (proporción o equilibrio Hnrdy-
Wcinbcrg). ' 

3. Equilibrio de ligamento de los distintos /oci STR en estudio. Por tanto. determinar si In 
frecuencia de un genotipo m11/ti/ocus es igual al producto de las frecuencias de cada loc11s. 

4. Homogeneidad de 1.n poblnción o. por el contrario,. determinar si esta compuesta de 
subpoblnciones (subcstructurnción de la población) con distinta distribución de frecuencias 
alélicas. 

En Ja .actualidad existe un gran número de estudios sobre la distribución de las frecuencias alélicas 
de los polimorfismos STR en diferentes poblaciones de todo el mundo. Todos estos estudios 
muestran el grado de polimorfismo de los marcadores STR y como consecuencia su alto poder de 
discriminación en el campo de la identificación humana. 
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9.10 Aplicaciones de los polimorfi111mos STR•8 en Genética ForcnMC 

Las dos grandes áreas de aplicación de los polimorfismos . ADN 9 y más concretamente de los 
polimorfismos ST~ en el campo de la Genética Forense son la investigación de vestigios 
biológicos de interés crimimil y In in\·estigación biológica de In paternidad. 

La identificación o exclusión de individuos ncusndos de cometer agresiones sexuales cs. sin duda. 
una de Jns nplicncioncs mñs importnn1cs de la tecnología del ADN dentro de In investigación de 
,·estigios biológicos de interés forense. En este tipo de casos lo que se hace es comparar el perfil 
genético a partir de una muestra de referencia (sangre .. saliva. pelos. cte.) del presunto violador. 
La aplicación de los polimorfismos STR a la identificación genética de restos de semen es de 
especial conveniencin en los casos en los que el ADN espermático extraído de In evidencia (tomas 
de muestra vaginales. anales. ropas mnnchndns. etc.) se encuentre a uno bnjn concentración y/o 
dicho ADN se encuentre degradado. ya que .. por un lado. las técnicas de amplificnción genética 
(PCR) utilizadas para el análisis de STR ofrecen una gran sensibilidad (permiten obtener 
resultados incluso a partir de picogrnmos de ADN templado) y. por otro lado. el pequeño tamaño 
de los alelos de los STR ( 100-300 pb) pcnnitc abordar el análisis de muestras que presenta un 
ADN en nvan;.r.ndo estado de degradación. No hay que olvidar .. además .. ta posíbilidad de aplicar 
los STR del cromosoma Y en casos límite en los que et recuento de espermatozoides obtenidos de 
In evidencia es muy bajo y se encuentran mezclados con un gran número de restos celulares de In 
victima. 

Por supuesto Jos polimorfismos STR pueden aplicarse también a la identificación o exclusión de 
individuos acusados de cometer otros delitos ntedinntc la comparación del perfil genético obtenido 
de la evidencia con el perfil genético obtenido a partir de wta muestro biológica del sospechoso 
(en caso de que éste haya dejado algún resto biológico en Ja escena del delito) o de In victima (en 
el supuesto de que. por ejemplo. el resto biológico se encuentre en el nnna homicida que obre en 
poder del sospechoso). 

Por otro lado. In introducción de este tipo de polimorfis1nos genéticos ha posibilitado la 
in\·cstigación biológica de la paternidad. incluso en el supuesto en que et padre haya fallecido .. 
mediante el análisis genético de sus restos óseos o el análisis de muestras biológicas. como 
biopsias rcnlif-adas en centros hospitalarios u otro tipo de restos celulares del fallecido que 
pudieran recuperarse del entorno familiar (restos de snlh·a en sobres de carta manuscritas. restos 
celulares en peines. máquinas de afeitar .. cte.). Además. gracias a In introducción de este tipo de 
polimorfismos genéticos la in,·cstigación biológica de la paternidad se ha convertido en un 
poderoso método para la identificación genética de restos cadavéricos. Es necesario mencionar 
aquí algunos casos de identificación de estos restos ntediante el análisis de polimorfismos STR 
que han tenido uno especial trascendencia. tales como In identificación de In familia Romnnov. o 
ta identificación de los restos cadavéricos de Joscph Mcngclc. 
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Por último,. conviene apuntar que Jos STR son también los marcadores genéticos de elección para 
la creación de bases de datos nacionales de perfiles del ADN con rmcs de investigación eriminnl. 
El desarrollo de dichas bases de datos es yn una realidad en países europeos como el Estados 
Unidos._ Reino Unido y Holanda. En el caso del Reino Unido. In base de datos. que es elaborada y 
custodiada por el Forcnsie Sciencc Scrvicc (FSS). tiene el objeto de almacenar perfiles del ADN a 
partir de muestras de saliva de indi,;duos procesados o simplemente sospechosos de un criminal. 
Su propósito es nlmnccnar 135.0UO perfiles de ADN al nño. 
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STR's EN EL CROMOSOMA Y 

5.1 E"tructura y curactcriMtica8 del crommmmu V 

El cromosomn Y es un elemento acrocéntrico pequeño que solo representa al 2% del complemento 
cromosón1ico. Contiene alrededor de 6.107 pb. El 60 % de este ADN está constituido por 
secuencias polimórficns. altamente repetidas. y está confinado principalmente a Ja porción 
hctcrocromñticn del brazo largo. desde Yql3 n Yqtcr, y a la región pcriccntromérica, sugiriendo 
que estos regiones tendrían uno funcionnlidod limitada. 

Sin embargo. recientes in,·cstigacioncs demuestran In existencia de genes y famiJins génicas 
locnlizndns en las regiones supuestamente no codificnntcs presentes en este cromosoma. 

Debido a Ja falta de un elemento homólogo (lo que determino una haploidín parcial). Ja mayor 
parte del cromosoma Y no se recombina durante In mciosis. Sólo se produce recombinación con el 
cromosoma X en dos pequeñas regiones scudoautosómicns denominadas PARJ y PAR2. La falta 
de recombinación dctcm1inn que todas las secuencias ubicndas en esta zonn se heredan como un 
bloque. constituyendo un grupo de ligamento. 

Por otro Indo. dado que en este grupo de ligamento se localizan secuencias polimórficns~ estas 
serón cedidas de padres a hijos de forma obligada. Las mutaciones constituyen las únicas fuentes 
posibles de variación que pueden producirse en estas regiones. 

5 .. 2 Marcadores STR en el cromo§oma Y 

Hasta el presente se hnn descrito 23 microsalélites,. evaluables mediante PCR.. Sin embargo,. 
algunas de estas regiones fueron dcscanndns para su us~ en identificación por su escasa 
vnrinbilidad o por dificultades tCcnicns pnrn su anúlisis. 

Se hnn seleccionado 9 microsatélitcs descritos en In tabla 5.1,. que son aplicados regularmente en 
ca.sos de paternidad discutida .. nsi como en otras investigaciones del campo forense. 
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Nombre Loen lización Unidnd de Rango Rango en Nº 
del Marcador Repetición Alélico Pnrcs de Alelos 

o Sistema Bases 
DYSl9 pY TAGA 10-19 174-210 10 

DYS385 qY GAAA 1-13 353-405 13 
DYS389 I qY (TCTG)(TCTA) 7-13 239-263 7 
DYS389 ll qY (TCTG){TCT A) 23-31 353-385 9 
DYS390 qY (TCTA){TCTG) 5-14 195-227 JO 
DYS391 qY TCTA 8-13 275-291 6 
DYS392 qY TAT 7-16 236-263 K 
DYS393 qY AGAT 11-15 116-132 s 
YCAll y CA 1-7 147-165 7 
Tabla 5.1 Cnractcristicas de los 9 microsntélites del cromosoma Y empleados actualmente. 

Debido a que todos los STR del cromosoma Y constituyen un grupo de ligamento .. no pueden 
empicarse las frccucncins poblacionalcs de cada sistcmn por separado paro estimar el porcentaje 

~~'~%e;1~~~~o0 e~~u~i~~~~~:~~:'o1~~·Ji~~n~~~;~~~~s~~ fr:u~~~i:~~'~:~nºh!i°p1"ot~~o~~~if.-:'S~~~; se 

5.3 U!llio de los STR•s del cromo!ioma Y en la identificación forcnM! 

Los estudios iniciales fueron enfocados hacia la región denominada HY27H39"" (conocida 
nctualmcnte como DYS 19)~ que demostraron su utilidnd tnnto en estudios nntropológicos como en 
análisis de casos de paternidad en ausencia. de progenitor masculino. 

Si bien la aplicabilidad resultaba limitn.dn por no disponer de marca.dores adicionales .. tal 
restricción pudo ser posteriormente supera.da. Ln detección y validación de un grnn número de 
secuencias polimórficas presentes en el cromosoma Y .. hizo posible In rcali7.ación de estudios 
poblacionalcs más completos y su aplicación inmediata tanto en estudios de filiación deficientes 
como en casos forenses. 

En respuesta a Ja exigencia judicial tendente n la identificación de restos emergentes de una 
explosión causada por el atentado terrorista contra una asociación judía argentina acaecida en 
J 994. fue indispensable el desarrollo de marcadores genéticos polimórficos localizados en 
cromosomas sexuales humanos. 

Tal estrategia de análisis haría posible la determinación del sexo de los pequeños fragmentos 
humanos anali:l'.ados y la caractcri7..nción parcial de los mismos. En tul sentido se seleccionaron Jos 
microsalélites HUMHPRTB~ localizado en el cromosoma X. y el denominado DYSI9, Iocali7..ndo 
en el cromosoma Y. que fueron combina.dos con secuencias monomórficas de este último en una 
mezcla de reacción en cadena de la polimcrnsn o PCR. 

El nmílisis de Jos productos de amplificación de los marcadores combinados permitían alcnnznr el 
objetivo planteado en una única rcncción. La aparición de productos de amplificación del DYS 19 
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y In observación de una sola banda en el HUMHPRTB (hemicigosis) confirmnn el origen 
m:asculino de la muestra; por el contrario. In ausencia de nmplificnción del primero )' dos bandas 
en el segundo corresponden indudablemente n una mujer. <6

• 
31

• "* 1> 

A los erectos de confinnnr el sexo del individuo. se nnalim simultáneamente con los anteriores 
una secuencia especifica del cromosoma Y. altamente repetido y. por lo tanto. sensible. útil 
principalmente en Jos cosos de n1ujercs homocigotos para HUMHPRTB. 

Además de Jos sistemas anteriormente mencionados. es posible caracteriznr un conjunto de 
marcadores polimórlicos del cromosoma Y: In información obtenida constituye un hnpJotipo que 
debcni ser comparado con bancos haplotfpicos poblacionalcs. Al incrementar el número de 
marcadores polimórficos usados. el hnplotipo será más discriminntivo y. por lo tanto. su potencial 
infomu1tivo scrñ n1nyor. 

Si se dispone de bases de datos resulta posible estimar In frecuencia de aparición de cndn 
combinación y ese ... ·olor podni ser considerado junto con los emergentes del análisis de los 
marcadores autosómicos a Jos efectos de determinar In probabilidad de incriminación o el índice 
de paternidad. 

Del mismo modo. empican el DYS 19 en el análisis de evidencias de violaciones y lo recomiendan 
en cnsos de nsnlto sexual con muy reducida presencio de cspcrmato/.oidcs. donde In lisis 
diferencial no debería ser muy estricta para evitar In perdido de ADN masculino; en manchas mu)· 
nntiguas donde las cClulas cspcrnuiticns están degradados y por lo tanto no es exitosn In separación 
y en evidencias que contienen n1ezclas de sangre de personas de dircrente sexo. 01> 

Casos de paternidad en ausencia del podre 

En ausencia del progenitor masculino. si se cuenta con otro familiar masculino de la línea poterna .. 
su cromosoma Y será idéntico ni del padre no disponible y su supuesto hijo. Se estudió un caso 
correspondiente a unn pareja de desaparecidos. en el cual se observó identidad entre un tío paterno 
y su sobrino allegado. t.ll> 

Un nnñlisis detallado del cromosoma Y podría hacer innecesarias las exhumaciones pum 
determinar p:llcmidad de un follccido sobre un hijo varón. si se cuenta con hermanos reconocidos. 
tíos o abuelos paternos del supuesto hijo. <31> 

L:i limitación de estos análisis es que no distinguen entre supuestos padres pertenecientes a Ja 
misma línea poterna. En esos cnsos, el estudio debe complementarse con marcadores autosómicos. 
(ll.~I) 

Análisis de muestras forenses pro...-enicntes de delitos sexuales 

En el análisis de muestras provenientes de violaciones y otros delitos sexuales es posible evitar la 
interferencia del material biológico femenino (victima). En el estudio de hisopos y ropa interior,. se 
efectúo como primer cnsa)'O a los efectos de establecer presencia o nuscncin de ADN masculino, 
como nltcmati...-a al sistema combinado descrito previamente. 

39 



Si el resultado es positi'\'o., se obtiene el hnplotipo del ADN masculino aislado de la evidencia .. y se 
comparo con él o los sospechosos. Si no es idéntico .. la exclusión es categórica: en cambio., si hay 
coincidencia los resultados deben interpreta.ese con cautela., por cuantos hermanos varones., padre o 
tios del agresor prcscntanin igual hoplotipo. <11> 

Desde luego. lo confim1ación de Ja inclusión puede rcali7..arsc mediante marcadores nutosómicos. 

En los casos en que In víctima es un hombre .. los resultados obtenidos son cJaros n pesar de In 
mezcla. y el patrón genético del violador puede interferirse restando el correspondiente a la 
'\'Íctima. 

Resulta evidente In capacidad discriminnth·a de estos marcndorcs .. pero presentan una limitación: 
todos los individuos de la n1isma linea paterna companinín idéntica infonnnción en estos 
haplotipos .. por lo cual no será posible desvincular individuos rclncionados por vía· paterna de la 
cx.istcncia de vinculo de parentesco o filiación .. ni tnmpoco descartar al hermano de un sospechoso 
si sólo se nnali:r.nn marcadores presentes en este cromosoma. · 

Puede por lo tanto concluirse que estos marcadores son de enorme utilidad en la invcsiigación de 
~:t~:~!~~~~- <~!~ deberán ser .. en todos los casos. evaluados juntamente con mll:'"°adorcs 
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TIPIFICACION FORENSE DE LOS STR 

Estos son los diferentes pasos de los que consta un análisis completo de ADN: 

l. Extracción del ADN. 
2. Cuantificación del ADN cxtrnido. 
3. Estudio de las regiones hipcn·nrioblcs por: 

iESi~ CON f 
fAL!Jt DE ORIGEN 

- Amplificación por PCR. 
.. Sccucnciación de los STR ·s y por último 

4. Análisis automatizado de Jos STR ·s <6
• 

31
' 

6.1 Extracción del ADN 

Una muestra biológica obtenida de una escena del crimen en forma de mancha. ya sen. de sangre o 
de semen~ de sangre liquida de un sospechoso o un problema de pnlcntidnd contiene un sin 
número de sustancias además del ADN. Una molécula de ADN puede ser separada de otros 
mntcrialcs celulares y posteriormente ser examinado. Las proteínas celulares que cmpaqucum y 
protegen ni ADN en el medio ambiente de la célula pueden inhibir la habilidad para analizar el 
ADN. Por esto. los métodos de cxtrncción son dcsarrollndos con In cnpacidad paro separar 
proteínas y otros materiales celulares de las moléculns de ADN. En resumen. la cantidad y calidad 
del ADN frecuentemente necesita de ser cuantificada prioritariamente a la aplicación de 
procedimientos analíticos para optimizar resultados. <41

-
44> 

Existen diversos procedimientos de extracción. que deben cumplir con In n11s1on de extraer y 
purificar el ADN. Entre las que se encuentran: La extracción orgánica .. extracción con Chelex., y 
con papel FTA. La extracción exacta o aislamiento del ADN varia dependiendo del tipo de 
evidencia biológica o condición de la misma al ser cxruninada. <31 > 

1. La extracción orgánica .. algunas YCCCS referida como extracción fcnol-clorofonno,. fue usada 
por un largo periodo de tiempo ). sigue siendo utilizada en situaciones en donde se requiera 
tipificación por RFLP o PCR. El ADN de alto peso molecular es esencial para métodos FRLP., y 
puede ser obtenido más eficientemente por este tipo de extracción. oi. 3 7> 

2. El método Chelex de extracción para ADN es más rápido que la extracción orgánica. La 
extracción Chelcx involucra pocos pasos y nulas oportunidades de contaminación de muestra a 
muestra. Sin embargo., este proceso involucra la obtención de ADN de una sola cadena y por esto 
es solamcnle una herramienta para pro.ccdimicntos ·de mnplificaeión por PCR-bnsc. C

41
•

4 •> 
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Papel FrA""' 

Un procedimiento relativamente nuevo de extracción de ADN involucra el uso de papel FTA™. 
Este es un papel absorbente a base de celulosa que contiene cuatro sustancias quimicas parn 
proteger las moléculas de ADN de In degradación de tas nuclcasas y preservar el papel de 
contnminación bacteriana. Como resultado el ADN en el papel ITA™ es estable a temperatura 
ambiente durante un periodo de muchos años. 

El uso del papel FTATM simplemente involucra la adición de una gota de sangre en el papel y el 
posterior secado de la· mancha. Las células son Jisadas al contacto con el papel y el ADN de los 
leucocitos queda inmoviti,.ndo en la matriz del papel. Una pcquci\a parte del papel con muestra de 
sangre soca es removido y colocado en un tubo para su lavado. El ADN contenido puede ser 
purificado con lavados con disolventes que remuevan el grupo hcmo y otros inhibidorcs de la 
rcncción de PCR. Ln purificnción es visunlizndn durante los lavndos porque el color rojo del papel 
es removido en el sobrcnndnntc. El pequeño pcdnzo de papel purifiendo es adicionado a In 
reacción de PCR directamente. 

En situaciones donde se necesitan múltiples ensayos de In misma muestro9 el papel purificado 
puede ser reusado para amplificación y tipificación secuencial del ADN. <41 > 

Extracción diferencial 

La aplicación de las técnicas de estudio de potimorfistnos ADN hn superado muchos de los 
problemas que se plantenbnn con el uso de marcadores convcncionalcs9 pero también se 
enfrentaba a sus propias limitantcs. 

Una de sus n1ayorcs ventajas es que ofrece la posibilidad de rcsoh:er las mezclas de semen con 
otros nuidos biológicos procedentes de la victima (fluidos vnginales9 sangre o saliva)9 gracias a un 
método de extrncción conocido como hlisis diferenciar",. que se basa en la rcsistcncin de Jos 
cspcm1atozoidcs a la lisis con detergente y proteinnsa k en auscncin de un agente reductor. En un 
primer paso. la muestra se incuba en una disolución con SOS y proteinasa K... y produce la rotura 
de las células cpitelinlcs. pero no de los cspcnnntozoidcs. que pueden recuperarse por 
centrifugación. En el sobrcnadnnte de estn primera digestión queda el ADN procedente de In 
víctima. El precipitado que contiene los espermatozoides íntegros. tras varios lavados se incuba de 
nuevo en unn solución con SOS y protcinasa K. añadiendo esta vez el agente reductor ditiotrcitol 
(D'TT). Tnss la digestión. esta segunda fracción contiene el ADN de los cspcrmato.1:oidcs. 

Aunque la extracción diferencial resuelve las me/.clas de semen con otros fluidos9 no es de utilidad 
cunndo el cspcrmn procede de un individuo a:1:oospém1ico o vascctomisado. <31

·"'
1> 

Todas las muestras deben ser cuidadosamente manipuladas independientemente del método de 
extracción de ADN pura evitar la contaminación entre muestras. El proceso de extracción es 
probablcn1cntc donde Ja muestra es más susceptible a Ja contaminación en el laboratorio que en 
otras etapas del proceso de tipificación del material genético. Con la extracción se debe conseguir 
aislar y purificar el ADN~ dejándolo disponible poro los posteriores nnólisis idcntifícativos. Si no 
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se hoce correctamente se puede acarrear sustancias contaminantes (químicos o biológicos) que 
luego pueden impedir Ja acción de enzimas diversas (restricción o polimcrosns) imposibilitando 
completamente los estudios. Clt •• u. 70> 

El ADN extraído es conservado n -20ºC.. o entre -80°C por un largo periodo de tiempo, para 
prevenir Jo actividad de las nuclensas. Las nucleasns son enzimas que degradan el ADN. Estas 
enzimas necesitan magnesio poro trabajar apropiadamente por lo que otrn de las medidas para 
prevenir Ju digestión del ADN en In sangre es el uso de tubos colectores de tnpón lila que 
contienen un conservador sanguíneo conocido como EOTA. El EDTA qucta. o cnmnscnra .. todo el 
magnesio libre y esto previene la destrucción del ADN por lns nucleasns en las muestras de 
sangre. Cll. 41. 7o) 

6.2 Técnicas de cuuntificución 

Uno vez que se ha logrado extraer el ADN .. en mayor o menor cantidad y mó.s o menos purificado. 
nntcs de proceder nnali;.r.a.rlo. es necesario saber que cantidad de ADN se tiene y .. cual es In calidad 
del mismo. La detcnuinación de la cantidad de AON en una muestro es esencial para la técnica de 
PCR porque es estrecho el rango de concentración para trabajar mejor. Por ejemplo .. en los kits de 
las marcas comerciales ABI Profnilcr Plus y COfilcr multiplex STR especifican la adición de 1 -
2.5 ng de ADN templado para óptimos rcsultttdos. Los kits de Promcga STR trabajan bien en un 
rango de concentración similar de ADN. Con mayor cantidad de material genético pueden resultar 
picos que salen fuera de In csc3la de la técnicn de medición. Por el contrario una pcquei\n cantidad 
de ADN puede resultar en alelos '""dropout•• porque en la reacción de PCR la nmplificnción del 
ADN no se lleva npropiadamentc. Este fenómeno es algunas ''CCCS referido como fluctuación 
cstocó.sticn. <Jll 

Anlcriorntcntc los métodos de cuantificación involucraban tipicantcntc la medición de la 
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm o dctcnninación de fluorescencia después de teñir 
el gel con bromuro de ctidio. Dcsafonunndamcntc estos métodos no son muy sensibles,. y 
consumen invaluables espccimcncs forenses que son irrempla;r.ables. Por lo que considerando 
estos problemas han sido desarrollados métodos cuantificación que disminuyen estas situneioncs. 
Esto incluye el procedimiento spot-blot. C:.l.ll) 

Cuantificación slot blot 

Probablemente el método. mós popular en los laboratorios forenses actualmente p:ira la 
cuantificación es el llamado procedimiento ºslot blot''" .. que posee dos grandes ventajas: 

1. Por un lado permite detectar cantidades muy pcquciias de ADN .. como 100 picogramos. 

2. Paralcln.mcntc. si se empican sondas complementarias especificas del genoma humano .. el 
resultado positivo de la amplificación nos indica que el ADN es humano~ y no de otros animales 
domésticos habituales como perros,. gatos,. aves. 
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Este método involucrn la captura de ADN en membrana de nylon siguiendo de una adición de 
sonda humnno-cspccificn. Después por quimiolumincsccncin o colorimetría es observada una 
intensa señal que es comparada con un cstándnr. La cuantificación por spot blot es una medida 
relativa que compara una muestra desconocida y un estándar que es preparado usualmente por 
di luciones en serie de una muestra de ADN de concentración conocida. 

Cuando se cuenta con cantidades de ADN mayores. se puede empicar cuantificaciones con geles 
de ngnrosn teñidos con sustancias como bromuro de ctidio. que parnlelnmente a la cuantificación 
ofrecen información sobre In calidad del ADN. <Z. ll. 36

• 
37> 

Cantidad de ADN usada en tipificación de los STR por fluorescencia 

La nmplificnción por PCR es dependiente de la cantidad de moléculas de ADN templado 
adicionado n In reacción. Con base en In cuantificación del ADN que resulte usando algún 
procedimiento como slot blot u otro. In extracción de ADN de cada muestra es ajustada n un nivel 
que trabaje óptimamente en la amplificación por In reacción de PCR.. Comercialmente los kits de 
tipificación para STR trabajan mejor con 1 ng de ADN templado. <70> 

Ln cantidad de 1 ng de ADN genómico humano corresponde n aproximadamente 333 copias de 
cada locus que van n ser amplificados. Hay aproximadamente 6 pg de ADN genómico en cada 
célula que contiene una sota copia diploidc del genoma humano. Por lo que. un rango de 0.1 ng a 
25 ng de ADN vn a involucrar aproximadamente de 30 a 8330 copias de toda In secuencia de 
ADN.<-11 > 

Cuando el ADN ha sido ex.traído de los cspccimcncs problcma 9 y posterior a su cuantificación y 
determinación de In calidad con In que cuenta! se procede n rcnli7..nr la amplificación de los 
sistemas polimórficos que servirán para crear un perfil genético de la muestra annli.7..nda. 

6.3 Am1>lificación de loci STR•s 

La tipificación de los microsatélitcs o loci STR comien7..n con In amplificación de dichos toci. La 
reacción en cadena de la polimcrnsn es la técnica apropiada pnrn este caso yn que tiene la 
capacidad para amplificar dos o más loci STR simultánenmcntc en una sola rcncción9 llamándose 
n este procedimiento como PCR múltiplex. <39 > 

Reacción en cadena de In polimcrnsa (PCR) 

Estn tCcnicn se basa en In acción de una cnzima9 In ADN polimernsa .. la cual es capaz de sintetizar 
una nueva hebra formada por nuclcótidos complcmentnrios. tomando como modelo un fragmento 
especifico de las hebras del ADN. La estrategia consiste en amplificar una secuencia de ADN. en 
presencia de dos oligonuelcótidos llamados primer o iniciadores? que flanquean la región que se 
va a amplificar .. los cuales se unen ni extremo 3• de cndn una de las euidcnns de ADN. Esta 
amplificación se produce mediante varios ciclos de temperatura donde e.u.da uno consta de 3 
etapas: <43

• "'"'> 

44 



l. Desmuurnli.7..ación.- La doble hélice de ADN se calienta a 94ºC. lo que permite romper 
los puentes de hidrógeno existentes entre las bases de las dos hebras. 

11. Unión a primcrs.- La temperatura se disminuye hasta aproximadamente SOºC en 
presencia de los primers. Entonces .. éstos se unen específicamente en los extremos de la 
región a amplificar. cnda uno en la hebra que le corresponde. 

111. Elongación.- Ln temperatura se eleva a 72ºC .. la ADN polimerasn alarga las nuevas 
hebras de ONA a partir de los primers. uniendo nuclcótidos trifosfato o dNTPs (d.ATP. 
dGTP. dTTP y dCTP). 

Estas operaciones constituyen un ciclo de amplificación y resultan dos nuevas copias del 
fragmento de ADN. En el ciclo de amplificación siguiente. que pasa por las ntismas tres etapas. 
estas nuevas hebras servirán a su ve~ de matrices para ID ADN polimcrasn. Oc este· modo se 
obtienen 2" fragmentos después de n ciclos. El aumento de moléculas de ADN es cxponcncinl. <-"· 
.n . .tR) 

El uso de In enzima tcrmocstable obtenida de la bacteria Thermus aquaticus. denominada Taq 
%'1¡:~~= J'r:r:tc!~ :·;:;~=~ii~~:: &elr~~ m automati7..ación del proceso mediante el empico de 

PCR-Múltiplc" 

PCR-Múltiplex se define como In amplificación simultánea de regiones especificas de diversos 
loci genéticos en un tcnnociclndor por medio de la Reacción en Cadena de In Polimcrnsa. Para 
este tipo de amplificación como para Ja respectiva tipificación de los sistemas múltiples de STR 9 s 
existen actualmente Kits comerciales con los reactivos necesarios para dicho procedimiento. 

Algunos nombres de los kits son: oi •. u.70> 

GcnePrint9 que amplifica simultñneamcntc un sistema de tres loci STR tctmméricos. 
QFailcr .. para 7 marcadores STR 
ProFailer .. para l l marcadores STR 
Po,,,·cr plcx para 1 8 marcadores STR 

Prevenciones en el proceso de amplificación 

La reacción en cadena de la polimcrnsn. es una técnica muy sensible por lo que se sugiere 
considerar durante toda In numipulación medidas de prevención para evitar la contaminación de 
otros productos de PCR o de otras muestras ajenas de ADN (contaminación cn.17.ada). 
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n) El uso de guantes y su cnmbio frecuente. 
b) Se debe de renliznr el cambio de puntns en lns pipctns nutomóticas o usar unn pipeta 

específica por muestro. 
e) Preservar en áreas separadas los rcnctivos de pre y post nmplificnción. 
d) Rcnli .. mr en unn soln ñrcn la rcneción de amplificación 
e) Usar equipo y materiales exclusivos parn In reacción de amplificación 
O Ln rcncción se debe llevar de preferencia en enntpnnas de flujo lnminnr. 
g) Los rcnctivos deben ser cuidndosnmcntc preparados pnm evitar la presencia de ADN o 

nuclcasns contaminantes. 
h) El laboratorio debe contar con irmdinción ultroviolctn cuando el área no este en uso~ y limpiar 

los espacios de trabajo e instrumentos con isopropnnol y/o blanqueador al 1 O % para asegurar 
que las moléculas extrañas de ADN son destruidas antes de la extracción del AON o de su 
amplificación. '"' 1

• 
1"> 

Vcntnjnsy desventajas de la PCR con especímenes forenses 

Las ventajas de la nmplificnción con Ja reacción en cadena de la polimcmsu para In evidencia 
biológica son lns siguientes: 

Ln cantidad de ADN que puede ser usada puede ser de hnsta unn sola célula. 
El ADN degradado en fragmentos de solmnentc unas pocas pares de bnscs de largo 
pueden ser perfectamente amplificados. 
Un gran numero de copias de ,·arias secuencias especificas de ADN pueden ser 
amplificndns simultáneamente por PCR múltiplex. 
El ADN contnminnntc procedente de hongos o bacterias, no es amplificado por que los 
primers usados son humano-específicos. ' 
Los kits comerciales están disponibles pnra facilitar la reacción de amplificación por 
PCR en un solo paso. ' ·· · 

Existen tres potenciales situaciones que pueden ser consideradas como desventajas de la.PCR: 

Ln región Onnquendn de ADN templado puede no ser amplificada debido a la prc5:0.ncia 
de inhibidorcs de In PCR en el extracto de ADN. ' 
La amplificación puede no llevarse a cabo si el primer no se une al ADN: (alelos 
inválidos). y · 
Ln conuiminación de otro ADN humano también de evidencia forcnsc .. quc se este 
trabajando ni parejo o de muestras amplificadas previamente debido al descuido tócnico 
en el laboratorio e invalidación de Jos protocolos. <41

•
70> 
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SISTEMAS DE ANÁLISIS LOS STR'• 

7 .1 ElectroforcMiM TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Ln rcnccjón en cadena de In polimcrnsn (PCR) con In cual los alelos de os s son 
amplificados produciendo una mczcln de moléculas de ADN. Ln PCR multiplcx puede producir 
20 o más fragmentos de ADN que pueden dctcnninnrsc de una u otrn forma. En concreto. In 
resolución de una sola base es requerida para distinguir entre alelos de área muy limitada. (por 
ejemplo. del locus THO 1 los alelos 9.3 y l O). El rango de longitud de una separación típica donde 
ln resolución es de una sola base es necesario estar entre 100 y 400 pb. Adicionalmente. es 
importante que el método de scpnrnción sen reproducible y con rendimientos que puedan ser 
comparados con otros laboratorios. <41 > 

Pnra distinguir varias moléculas cnt.rc una y otra. primeramente se lleva n cnbo una scpnrnción 
para extraer Jos diferentes tamaños de Jos fragmentos de amplificación. La scparnción es 
comúnn1ente rcali:l'.ada por un proceso conocido como electroforesis sobre un soporte de gel o 
dentro de un eapilnr. 

Este proceso de electroforesis se refiere a In cnrgn eJCctrica conducida por las moléculas. En el 
caso del ADN, los grupos fosfato del esqueleto de Ja molécula de ADN tiene carga negativa. 
Sobre Ja influencia de una corriente eléctrica. las moléculas de ADN van a migrar del electrodo 
negativo. conocido como el cátodo, hacia el electrodo positivo. conocido con10 ánodo. El 
movimiento de los iones en el campo eléctrico genera calentamiento. Este calentamiento puede ser 
disipado o absorbido por el sistema. El excesivo calor puede generar bandas no deseables o en 
severos casos el gel puede literalmente fundirse. La electroforesis capilar tiene Ja ventaja de que el 
culor puede disiparse más fácilmente a través del capilar, el cual tiene una gran área en relación al 
,.-o lumen. e-u. !>J) 

7.2 Ek~troforcsis en soporte de gel 

Los soportes de gel consisten en una matriz solidificada porosa por medio de Ja cual las moléculas 
de AON pasan durante la electroforesis. Los pasillos donde se coloca fa muestra en el gel se crean 
al incrustar Jos dientes de una estructura en forma de peine en la matriz del gel. Después de que el 
gel a solidificado es rcmo.,,ido el peine dejando Jugar parn colocar las muestras de ADN. En la 
figura 7.1 se ve representado el sistema básico para una electroforesis en gel 

Son dos Jos tipos de seles que son comúnmente usados en biología molecular y en lnborntorios de 
genéticn forense con la finalidad de separar Jos el ADN. Los geles de ngarosa tienen poros de 
diámetro mayor y son usados para separar moléculas de ADN grandes y los geles 
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de polincrilnmidn que son usados para obtener una nito resolución en la separación en moléculas 
de ADN pequeñas, usualmente entre 500 o 1000 pb. 

Los métodos de tipificación forense usan los dos tipos de geles. El método de restricción de 
fragmentos de longitud polimorfien usa geles de agarosa para separar los fragmentos de ADN de 
un rango de longitud de 600 pb a 23 000 pb. Las moléculas de ADN de bajo peso molecular no 
son bien separadas con los geles de agarosn. Por otro lado, Jos alelos STR resultantes de la 
amplificación por PCR tienen un tamaño de 100 pb n 400 pb, por lo que son mejor separados por 
geles de poliacrilamida. En el cnso de algunos STR que tienen mierovarinntes. In capacidad de alta 
resolución de los geles de poliacrilamida es esencial pnrn separar moléculas que pueden solamente 
diferenciarse por un solo nuclcótido. C.ll •• u. ~q> 

PoG1Ilos para 
A do lao muestras Catado 
': Oel 

Í- ~-- .. Bufer __ _ _ , -

; .. __ --- -·-----~--·~- ~ ¡ '=~-~------- ----1 

! 
! 

.. _T • !' 

!Bandas 
deADN 

1 :z; 1 

..a 
¡ __ 

Line.as de 
~~ 
e:> C> 

gel ~~ 
~C\ Vist:adesde 

Jasu~t:::le ~~ 
~ 'cZ 

Figura 7 .1 Esquema de un sistema clcctroforetico de gel 

Geles de ognmsa 

La agarosa es básicamente una forma de alga mminn y que contiene poros con un diámetro 
alrededor de 2000 A (2000 nm). Los geles de agnrosa son fácilmente preparados al pcs::ir ciena 
cantidad de polvo de ngarosa y mezclarlo con el buffer de electroforesis. El polvo de ngarosa 
puede ser fiiciln1entc incorporado al buffer al calentarlo un poco. Después la solución se enfría y 
se distribuye en una estructura donde tcnnina de tomar forma y consistencia. Posteriormente se 
colocan los peines para formar Jos pasillos. 

El peine es retirado cuando el gel se ha solidificado por completo., quedando el lugar para colocar 
de 5-1 O µL de muestra o más dependiendo de las condiciones de trabajo. El número de dientes en 
el peine condiciona el número de muestras que pueden correrse simultáneamente en el gel. 
Típicamente entre 8 y 24 muestras son corridas al mismo tiempo en un gel de ngarosa. El estándar 
de peso molecular se corre paralelamente para estimar el tamaño de coda muestra de 
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ADN. Después el gel es sumergido en el buffer c)cctroforético. Son dos buferes los comímmcnte 
usados en el proceso de electroforesis. Tris-EDTA (TAE) y Tris-bonuo-EDTA (fBE). Las 
muestras antes de lomar su lugar en c1 gel son mezcladas con un marcador y el colorante azul de 
bromofcnol. lo que permite observar el corrimiento de la muestra en el ge~ además de que 
incrementa In viscosidad de In muestra y ayuda a que se quede en el gel. Postcriom1cntc da inicio 
el proceso de electroforesis. 

Cuando el gel es colocado en su lugar en el sistema clcctroforético se conectan los electrodos. El 
ánodo (electrodo positivo) es colocado del lado contrario donde se coloca In muestra. 
Comúnn1cnlc se necesitan de 100-600 volts para que lns moléculas de ADN crucen de 10-40 cm 
de largo.., nvmu.nndo de 1-10 V/cm. 01

••
0 > 

En el gel las moléculas de ADN son scpnradus por tamaño. las pequeñas se mueven más 
rápidamente y fácilmente n través de los poros del gel. Cuando In separación es concluida. el gel 
es fotografiado o escnneudo para fijar los resultados para cxruninación y comparación 
subsecuente. 

Se ha demostrado que un pequeño gel de agnrosa de 1 O cm de longitud por 1 mm de grosor podria 
tener un poder de resolución suficiente para separar repeticiones tctranucleotidicas. Incluso en Jos 
dinuclcótidos en tándem se puede utilizar agnrosn Met.nPhor y visunliznrlos tiñéndolos con SYBR 
Green. (41. 73> 

Geles de poliacrilamidn 

Los geles de polincrilamida (PA) tienen el dió.mctro del poro más pequeño (100-200 Á) que los 
geles de ngnrosn (1 S00-2000 Á). Ln proporción del tamaño del poro del gel es un factor 
importante para determinar In capacidad del soporte de gel para sepnmr fragmentos de tnmnfto 
similar de ADN. El gel de polincrilnmidn se prepara por In polimerización de ncrilamidn y 
acrílomidn bis. El proceso de polimeri;..r..nción se inicia por In generación de radicales libres 
provenientes del pcrsulfato de amonio y estabilizado por el componente TEMED (N. N. N. N -
tct.ramctiletilcndiaminn). c~ 1 > 

Las propiedades fisicns y tamaño del poro del gel son controlados por In cantidad de ncrilamida y 
su grado de unión. El tamaño del poro puede ser disminuido por el incrcn1ento de la concentración 
de ncrilamida. La evaluación del total de la concentración de ncrilnmidn en In solución del gel es 
comúnmente expresada en porcentaje T. Los poros muy pequeños se fonnan con un S % en peso 
de acrilamida. Una solución de gel para la separación de alelos STR es de 5% Tu otra manera de 
expresar es 5% acrilrunida:bis (19: l ). La detección de bandas. como se observa en In figura 7.2 .. en 
geles de poliacrilamida puede ser por el uso de marcadores fluorescentes o tinción con nitrato de 
plata. 

La desventaja del uso de la aerilnmida es que es neurotóxico y se sospecha carcinógcno.,. por lo que 
hay que ev~tar su inhalación y el contncto con In piel. con In utiliznción de guantes y lentes de 
seguridad. e 0 
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7.3 Elt.""Ctroíorc!ll:i!ll: cnpilnr (EC) 

La electroforesis capilnr (EC) es una tecnología que surge con un potcncinl parn incrementar In 
rnpidcz en 1n tipificnción del ADN por el hecho de haber sido nutomati..,...adn. Aunque In 
electroforesis en soporte de gel sigue siendo nU.n ampliamente usada. 

La electroforesis capilar es el nombre que recibe el transporte de partículns cargndns bajo In acción 
de un cnmpo eléctrico n través de un copilar que tiene como soporte un polímero. Es unn técnica 
de separación. en In que las partículas cargadas son separadas por sus diferentes velocidades de 
migración cuando le es aplicado un gradiente de potencial. Las velocidades de migración son 
función de In densidad de cnrga por lo que se podrán separar unas partículas de otrns con un 
arreglo de estn propiedad. A su vez. la densidad de cnrgn de In pnrticula scni función de una serie 
de parámetros que marcan las condiciones experimentales de In electroforesis: pH .. fuer7..n iónicn; 
gradientes de voltaje; interacción con el soporle. <.si.~3 - 6º> 

Ventajas de EC sobre los geles. 

En primera. los pasos de inyección. scpnroción y detección pueden ser totalmente nutomati7..ados, 
permitiendo el corrimiento de múltiples muestras simultáneamente. En general. solo en cuestión 
de minutos In ntucstro es consumida en el proceso de inyección y puede ser fácilmente 
reexaminada si se necesita. Esta es unn importante ventaja ya que Jos espccimcnes forenses no 
pueden volver a ser fácilmente obtenidos. 

Ln separación en capilares puede ser rcnlizadn en cuestión de minutos. Otra ventaja es que Jo 
información cuantitntivn es leída cficn;,..mente en formo elcctróni~n después de com.Rlctn.rsc uno 
corrida. Los pasos extra como son el fotografiar o cscnncnr el gel no son requeridos. < 1• 

60> 
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Desventajas de In EC 

La mayor desventaja de Jos instrumentos de electroforesis cnpilar es que lns muestras son 
nnali7..adas secuencialmente de una por una. El equipo de electroforesis con_ un único CDpilar no 
esta cnpncitndo para procesar un alto· número de muestras n In vez,. sin embargo ya· se· han 
desarrollado sistemas clcctroforéticos con capilares en serie para correr múltiples·· muestras 
simultáneamente. 

Otm desventaja es que el equipo de electroforesis requiere mayor prcsu~ucsto (~ns: de j\~ .. 000 
dólares) en comparación de el sistcmn de clcctroforctico en soporte de gel. 41

•
60> . 

Componentes de In EC 

El elemento principal de un equipo de EC es un capilar de vidrio de 50 -100 µm de diámetro 
interno y de 25-7S cm de longitud.. dos viales con buffer y dos electrodos conectados n la corriente 
eléctrica. El sistema también vn n contener un láser como fuente de excitación de moléculas. un 
detector de fluorescencia .. un automucstrcador y uno computadora pnm control de inyección ,.. 
dclección de muestras .. como se ilustrn en Ja figura 7.3. 

Los n1ismos búfcrcs que son utiJi,.ados en la electroforesis en gel pueden ser usados pnra la 
electroforesis capilar. Sin embargo .. en lugar de una matriz de gel por medio de In cual posen las 
moléculas de ADN .. basla una solución polimérica ·viscosa como U.miz. 

Prioritario a la inyección de cada muestra. un gel nuevo es vaciado para llenar el cnpilnr con una 
alícuota fresen de solución polimérica. Unn importante diferencia entre In electroforesis capilar y 
Ja de gel es que Ja corriente eléctrica csUl en el orden de 10-100 veces mas fuerte en la EC (300 
V/cm en lugar de JO V/cm)~ lo cual resulla en un menor tiempo de corTimiento para electroforesis 
capilar. 

La detección de In muestra es ejecutada automóticamcnlc por el instrumento de electroforesis 
e.apilar por In medición del tiempo desde la inyección de In muestra n Ja detección de Ja muestra 
con el hiscr colocado cercn del final del capilar. La luz del láser esta radiándose dentro del cnpilnr 
en una posición lija a través de una ventana y los fragmentos de ADN son iluminados al pasar por 
la ventana del capilar. Como con los geles. van a llegar ni punto de detección primeramente las 
pequeñas inoléculns después las n10Jéculns de mayor tamaño. Los datos de In separación de la EC 
son proyectados como una función de In relativa intensidad de In fluorescencia observada de la 
emisión de In fluorescencia de Jos colorantes al pasar por el dctcclor. Las señales de la emisión de 
In fluorescencia de los colorantes ligados a las moléculas de ADN pueden ser usados para detectar 
y cuantilicar las moléculas de ADN. '" 1

•
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Electroforesis Capilar- (EC) 

La separación del ADN 
ocUrre en minutos 

5-20 kV 

Laser de Iones 
de argón 

Adqu1s1ción y an..Jisis de datos 

Figura 7 .3 Esquema gcncrnl de un sistcmn de Electroforesis Cnpilnr 
pnm el análisis de ADN 

7.4 Tinción con plata 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 
Ln tinción con plnro en geles de polincrilnmida fue uno herramienta pnrn detección de pequeños 
cantidades de proteínas y visunfür..ar los ácidos nucleicos. Sin embargo ahora no es comúnmente 
usnda. Jos procedimientos de tinción con pinta fueron aplicados en Jos primeros kits STR 
comerciali;r.ablcs por parte de Promcga Corporation. El método de detección con plata es efectivo 
en laboratorios que rcnli;r..an tipificación de ADN con un bajo presupuesto ya que no es muy caro. 
El instrumcntnl no es ncccsnrinmcntc caro, simplemente se requiere un sistema básico de 
electroforesis en gel y algo de nitrato de plata. o•.~n 

El procedimiento de tineión con pinta se realiza trnnsfiricndo el gel cnlrc recipientes con varias 
soluciones que exponen las bandas de ADN. Primero. el gel es transferido n wt recipiente con 
solución de nitrato de plata ni 2 %. La pinta se une al ADN y es reducida con formaldchido 
fonnando un depósito de pinta metálica en las moléculas de AON en el gel. Se fotografia el gel 
¡>Dl'D capturar In imagen de las cadenas de ADN tenidas con In pinta para rnnntcncr el recuerdo 
permanente del perfil obtenido. Ahemativnmentc. los geles pueden ser embalados y por tanto 
prcservados.<31

·"'
1
' 
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Ventajas y dcs,,.cntnjas de In tinción con pinta 

La tinción con plata es de bajo riesgo en comparac1on de los métodos de detección con 
marcadores radioactivos._ pero no es tan conveniente como la utilización de los sistemas de 
nuoroscencia. Los dcmós reactivos necesarios para aplicar In tinción con pinta no son de cuidado 
por lo que no hay que tomar precauciones cspccinlcs ni momento de manipularlos. La primera 
ventaja de este método es que la técnica no es cara. Los productos de PCR no necesitan de 
marcadores especiales o pasos adicionales como es el cnso de los colorantes nuoresccntes. La 
tinción puede ser realizada en alrededor de media a una hora con un mínimo número de pnsos. La 
sensibilidad es de nprox:imndamente 100 veces mayor que In obtenida en In tinción con bromuro 
de ctidio. Sin embargo. su mayor desventaja se encuentra en In interpretación de datos ya que las 
dos cadenas de ADN pueden ser detectadas en los sistemas desnaturalizados observando dos 
bandas por cada alelo. Además de que. solo existe un color para diferenciar los productos de PCR 
por lo que pnm In determinneión simultanea de loci STR queda únicamente lo diferenciación 
mCtodos fluorescentes 

53 



MARCADORES FLUORESCENTES USADOS EN LA 
TIPIFICACIÓN DE ALELOS STR 

8. t Curactcristicmc de los Ouoroforo!I 

La tabla 8. J cnJista Jos colorantes fluorescentes que son comúnmente usados parn marcar 
productos de PCR para aplicaciones de gcnotipificnción. Los nombres químicos de Jos colorantes 
se lum agregado. ndcnuís de su longitud de onda de c.xcitación y de emisión. El kit AmpFl STR :m 
de PE Biosystcms usa primcrs que son marcados con los colorantes S-FAM 9 JOE. o NEO (Pcrkin 
Elmcr 1998). Los kits GcncPrint., PowcrPlcx"" 1.1 y 2.J de Promcga Corpomtion usan primcrs 
marcados con fluorcsccína y tctrnmctilrodaminn (TMR). C-'l,70) 

Colorante Nombre Químico ~ de i.dc 
Escitución Emi1ión 
Máxima(nm) Máxima 1 

lnm\ =-= ~ 
S-FAM S-Carboxi fluorcsccina 493 522 

=~ JOE 6-Carboxi-2 •. 7'"-dimctoxi-4 • .s ·- 528 554 
dicloronuorcsccina 8 <:::> NEO Propiedad de PE Biosystcms 553 575 

~~ ROX 6-Carboxi-X-rod.amina 587 607 e;; c:::i 
(CXR) 
Fluorcsccínn Fluorcsccínn 490 520 ~=s 
TMR N,N.N .. N-tctrnmctil-6- 560 583 
(TAMRA) carboxirodamina 
TET 4. 1 .. 2· .. r·-Tctracloro-6- 522 538 

carboxifluorcsccina 
HEX 4.7,2'".,4 ·.,.s '",.?'" -Hcxacloro-6- 535 553 

cnrboxüluorcccina 
SYBRGrccn Proe;icdad de Molecular Probcs 497 520 

Tabla R. 1 Caractcristicns de los colorantes fluorescentes más comunes en los kits 
STR y en otras nplicnciones genotípicas 

FAM y fluorcsceínn fluorcccn en In región azul de el espectro visible .. JOE en In región verde. y 
NEO Y TMR en In región nmnrilln. Los kits AmpFISTRx utili7..nn un cuarto colorante llamado 
ROX que emite fluorescencia en In región roja del espectro para marcar el estándar. Los kits 
Pov .. ·erPJex no STR utili7..an el fluoroforo rojo cnrboxi-X-rodnmida (CXR) para marcar su estándar 
interno. ROX y CXR son en esencia los mismos colorantes. 

Los marcadores 5-FAM. JOE. y NEO son derivados de In fluorcsceínn. Las cuatro estructuras de 
Jos marcadores fluorescentes comUnmente usados de PE Biosystcms son mostrados en In figura 
8.2 .. ya que In estructura de NEO es propiedad de PE Biosystcms y desconoce., TAMRA. o 
tclrnmetiJ rodaminn. fue incluida en su lugar como ejemplo de la estructura de un colorante 
amarillo. <41 > 
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Figura 8.2 Fluoroforos uso.dos por ABI paro la 
detección de alelos STR en cuatro colores. 

Cada uno de colorwites fluorescentes emiten una fluorescencia máxima a diferentes long.iludes de 
onda. Esta cnrnctcristica es aprovechada para crear filtros que capturen In señal de enda marcador. 
Los de fluoroforos de los kits de Pon·crPlcx'"" son detectados por un escáner de fluorescencia de 
Hitachi FMBIO 11. Coda uno de estos Ouoroforos son también detectados por instrumentación 
óptica. Por ejemplo,. por el ABI Prism 31 O que uso láser de iones de argón (Ar+). 

Cuando es requerido mnrcar varios fragmentos de ADN es importante usar apropiadamente Ja 
concentración de los fluoroforos a razón de obtener un balance de señales entre los loe/ del Perfil 
genético. (·U> 

8.2 Plutuforma9 de detección de Ouorc..~ccncia en alelos STR 

E.xisten un grwi número de plataformas de detección de fluorescencia con la finalidad de 
determinar alelos STR. Los métodos de detección más comunes actualmente para el análisis de 
STR son el Analizador Genético ABI 310 observado en la figura 8.3 y el escáner de gel FMBIO. 
Estos dos :instrumentos tienen diferentes fundamentos de detección de fluorescencia en productos 
de PCR marcados. En general,. Jos kits poro tipificación de STR son cspccificos para cada sistema. 
(·H.~.~M) 
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Figura 8.3 AnnJi.,.ador GcnCtico ABI 31 O 

Con el ABl 310. ln detección es rcaliLada durante la electroforesis csqucmali;.r.ada en la figura 8.4. 
Otros equipos que tienen un sistema de detección similar al ABI 310 son el ABI 373 o 377. el 
secuenciador ALF ADN. v el sistema LICOR. PE Biosystcms creo Jos kits STR Protilcr Plus'"'" v 
COfilcr"" paro trabajar co~ las plataformas de dctccció~ ABI 310 o ABI 377. Estos dos dos kiÍs 
cubren Jos 13 marcadores STR que requiere el sistema CODIS con tres marcadores en común 
entre ellos con propósitos de concordancia. <41

• ~H. n. n) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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,.,, TESIS CON 
1':.4.LLA DE ORIGEN 

Figura 8.4 La ilustración muestra la separación y detección de alelos STR 
con el Analizador Gcncático ABI Prism 31 O 

Con el FMBJO 11 o sistema de escaneo de geles. la detección es rcalízada posteriormente a Ja 
electroforesis. Así, varios geles pueden ser corridos fuera de líncn y ser detectados rápidamente 
por escaneo en el sistema de imagen de fluorescencia FMBIO. 

La corporación Promcga ha creado dos kits STR múltiplcx para trabajar en el FMBIO 11: Powcr 
Plcx,,.. 1.1 y el Powcr Plcx"' 2.1. Estos dos kits tnmbión cubren los 13 Joci STR que marca el 
CODIS nuevamente con tres STR ~s en común entre los dos kits para propósitos de concordancia. 
Estos STR son THO 1. TPOX, y VW A. <"'1• !>4. :'l:'i) 

Estos dos métodos de separación y detección son de diferentes habilidades para separar alelos 
STR de varias longitudes. Todos los fragmentos de ADN viajan a la misma distancia cuando el 
detector esta a un punlo fijo rclati'\·amcnlc a la inyección de la muestra. como en el ABI 31 O. Por 
otro lado. cuando la separación y la delccción son etapas indepcndicnlcs, como en el escáner 
FMBIO. los difcrcnles tamaños de los fragmentos de ADN viajan distancias difcrcnlcs a través del 
gel. Las pequeñas moléculas produclos de PCR "·iajan más lejos a tra\.·és del gel mientras que las 
de mayor tamaño quedan atrás. 
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PROCEDIMIENTO DE GENOTIPIFICACIÓN 
AUTOMATIZADA DE STR's 

9.1 El 1>rocc!50 de J,..aenoti11ificución 

Ln colección de datos de una muestra a partir de los equipos ABJ 31 O o FMBIO 11 son una serie de 
picos que representan n Jos diversos alelos amplificados de una muestra de ADN. Estos picos 
evidencian varias locnli.a1cioncs dentro de el clcctrofcrogramn de una mucstrn y es rcgistrnda 
como una intensa señal fluorescente ni pasar por el detector (en el caso del ABI 31 O) o posición 
sobre el gel (en el caso del FMBIO 11 gel imagcr). En la figura 9.1 son mostradas las ctnpas para 
difcrcncinr estos picos Ouorcsccntcs en los respectivos alelos. c.&I, 
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FALLA DE ORIGEN 

Figura 9.1 Proceso de gcnotipificación para determinación de alelos. 
Los kits de STR múltiplcx tienen In ventaja de usar Ouoroforos múltiples que son solubles 
cspcctrnlmcntc. Los diferentes Ouorocromos son separados y los picos que representan los 
fragmentos de ADN se identifican y asocian de acuerdo al color que les corresponda según el kit 
comercial que sen utilizado en ese momento. Los fragmentos de ADN son comparados con un 
estándar intento. Finalmente. La longitud de los productos de PCR de la n1ucstra problema son 
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correlacionados con el hider alélico que tiene un U.maño similar al cstñndar interno. El hider 
alélico contiene alelos de repeticiones conocidns y es usado para medir o correlacionar la longitud 
de Jos produclos de PCR con respecto ni número de unidades de repetición presentes en un 
particular Jocus STR. De la comparación de In muestra desconocida con el bien conocido lódcr .. es 
determinado el genotipo de la muestro desconocida. (°'

1
• 
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• n. 73> 

9.1.1 Fra..:mcnto~ de ADN 

Los fragmentos de ADN representados por picos en Jn electroforesis capilar como se muestrn en Ja 
figura 9.2 o bandas en el gel son comparados con un estándar que es mezclado con las muestras de 
ADN. El estándar es marcado con diferentes colores de nuoroforos que pueden ser espectralmente 
distinguidos de los fragmentos de ADN de tamni\o desconocido (Ver anexo). En el caso de los kits 
de ABJ Prism 31 O y AmpFI STR. el estándar interno es comúnmente el GSSOO-ROX. Este 
estándar contiene 16 fragmentos de ADN. con un rnngo de 35 pb n 500 pb. que son marcados con 
el colonmtc rojo ROX. Paro el uso de FMBIO y los kits Pov.ocrPlex. el estándar interno es el ILS 
600. Este estándar contiene 22 fragmentos de ADN. con un rango de 60 pb a 600 pb. el cual es 
marcado con el también rojo nuoroforo carboxi-X rodamida (CXR). <"' 1> 
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Figuro 9.2 Datos gcnerndos por el Analizador Genético ABI Prism 31 O. 

La muestra fue amplificada por el kit AmpFISTR SGM Plus. 
Estos datos son prioritarios a Ja separación del color. 
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9.1.2 análiids de los frugmcntos de ADN y software de ~noti11ificución 

Un sofiwarc totalmente sofisticado fue desarrollado para obtener datos clcctroforcticos 
rápidamente a través del proceso de genotipificación por el ABI 130. esto es hecho en do.s pasos 
por dos diferentes programas de sonv.·arc. El sofhvarc GcneScan• es usado para obtener el 
espectro de los colores de los fluoroforos de coda pico y el tnmai\o por tanto de tos fragmentos de 
ADN de ca<b muestra. El resultado de los elcctroferogrnmas son anali7..ados por el segundo 
programo de software. Genotypcr~. en la figura 9.3 se observa la pagina de inicio de el programa. 
Este programa dctemtina el genotipo de cada muestra por comparación del tamaño de Jos alelos 
obsen:ndos dentro del ltlder alélico para así obtener los alelos del /ocus nnnli.J:ado de la muestra 
problema de ADN. (-ll. ~ 7• n .. ?J> 

Genotypei 
S..--.lno 988, I•"""'- 'º' ...-He.., .. .
HISTP>0l•U-'°9)'C-i.,M1lon 

v ... ,_2~ 
C> 1~~·9$ tr.. P ... k .. -[..._.. Corp 
Proog.-...,. .............. u ........... l"Lac:"""9. 

'° •'9'8S-<joti "'~- Co-•-. ""° AllR1_,,, Re•..-•eod. 

Figura 9.J Esquema del inicio del programa Gcnotyperx 

Una vez que es proccsndo el clectroforograma por GcneScan.x es imponado hacia el programa de 
Genotyperx. entonces un macro llmnado ··Ka.,.nam··. que es especifico para loci STR y los lódcrcs 
alélicos en cada kit AmpFISTR~. se inicia en Genot~·pcr~ para realizar In designación de los 
alelos. En este punto. el analista rcali.'-a el análisis de los picos que van a ser tipificados y con base 
en su experiencia puede o no editar el nombre dado por el sofi'\varc. Las tablas de alelos son 
creadas de la designación de alelos. Finalmente. los alelos pueden ser exportados a un programa 
de propagación. como el Microsoft Excel. para ir más nlhí en el amílisis de datos o mandarlo a In 
base de datos de ADN. '"' 1

· 
7 =· 7

·
1> 

El FMBIO 11 hace la designación de bandas automáticamente. cuantificando In altura y el área del 
pico. y determina el tamaño de las bandas de ADN a través de la comparación con un estándar con 
el sofi,,·arc para análisis FMBIOx;. El analista ajusta el color de In separación para obtener una 
mejor resolución de los colores de los marcadores. El color de cada banda de gel es editado 
manualmente dentro de un rango específico para In designación de los alelos. La genotipificación 
nutomátic.a de Jos datos STR por FMBJO:R: es rcali;,.ada con el soft"·arc de gcnotipificación StaR 
CaJJ"l"M. Este sofh,·arc hace los crilculos de las pares de bases de los alelos y convierte cada pico en 
el alelo apropiado basado en los cálculos del tamn1lo del fragmento de ADN problema comparado 
con el cálculo del tamaño de los alelos en el láder alélico. <411 
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9.2 Factores que afectan los re,.ultado" de gcnotipificación 

Existen un gran número de etapas importantes poro obtener resultados correctos. Algunos eventos 
están biológicamente relacionados y a la vez también tecnológicamente. Por ejemplo. la cantidad 
de picos de adiciones incontplctos de 3 .. -nuclcótidos o basura son eventos relacionados o la 
cantidad de ADN templado usado en la amplificación de la PCR. Por otro lado. los artefactos 
·•Pull-up""' y Jos resultados de los eventos umbrales de Ja tccnologin fluorescente y el sofi,varc son 
usados para tipificar las muestras. 

Tres partes del proceso de gcnotipificoción ilustrado en lo figura 9.1 son cruciales paro los sucesos 
de gcnotipifieoción de muestras. Esto incluye las tablas de matrices .. el estándar interno, y las 
muestras de lódcrcs LJlclicos. <41 > 

Las n1otriccs son críticas pnrn In sepnrnción del color apropiado en un clcctrofcrogramo. Si los 
picos observados no son nsocindos con el color de un fluoroforo apropiado. cuando lo muestrn es 
gcnotipificodn no es determinado correctamente. Las matrices son estabilizados con el corrimiento 
de muestras que contienen cada uno de los fluoroforos de mnnern individual. El resultado de los 
corrinticntos de Jos colorantes indi\•idunlcs son combinados para fonnar matrices matemáticas que 
son usadns parn sustraer In contribución de otros colores dentro del espectro. Las matrices son 
exactas cuando las condiciones ambientales son constantes. Así. cuando el buffer clcctroforctico 
se cambia. una matriz nuevo tiene que ser estabilizado al grado de obtener el color apropiado entre 
los diferentes nuoroforos. 

La calibración con el estándar intento es necesaria para la apropiada detección de fragmentos de 
ADN dentro de un clcctrofcrogromo. Si cualquiera de los picos dentro del estándar están por 
debajo del umbral de detección In estabilidad de Ja colección de datos~ el análisis del sofh"·arc y 
los algoritmos no van n trabajar apropiadamente y los alelos pueden ser designados 
incorrectamente. Por lo que el analista tiene que checar que Jos picos del estándar interno sean 
detectados acertadamente mientras se reali;,.n el procedimiento de genotipificación de los alelos 
STR en la muestra. 

9.2.1 Ln impon.uncia de la precisión en genotipificación 

La genotipificnción de los STR es realizada por comparación del tamaño de los alelos de una 
muestra con el tamaño o longitud de los alelos del láder alélico de los mismos loci que los 
detcrrninndos en el ADN problema. Se necesita un alto grado de precisión entre las múltiples 
corridas dentro de un rango para llevar a cabo una correcta colección de los datos entre dos 
corridas .. donde una la primera es para el láder y lo otra es lo muestra problema. La precisión paro 
el sistema de medición es determinado por el análisis una muestro por duplicado o por el táder 
sobre condiciones de operación normales. 
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La precisión pnrn las plataformas de separación y detección pueden ser muy baja ± 0.5 pb para 
distinguir exnctnmente entre alelos microvarinntes (repeticiones parciales) y :licios de repeticiones 
completas que pueden diferir hasta por un solo nuclcótido. En general. el alto peso molecular de 
los productos de In reacción en cadena de Ja polimernsa (PC R). amplia el error en lns mediciones. 
Así .. los más grandes alelos de los loci STR como el FGA ,.. el 018551 generalmente van a 
ampliar las variaciones de las mediciones al contrario de los pequeños alelos de los loci D3S1358 
y THOl. <41) 

Con el uso del ABI 310. se tiene confinn.l'.a sobre el nito grado de precisión entre corridas donde 
un nito número de muestras son dctcnninndas de manera secuencial a través del capilar entre cada 
inyección de el láder. Ln precisión del instrumento ABI 31 O es comúnmente de 0.1 pb. Sicn1prc n 
unn variación de temperatura pequeño de 2 n 3° C entre el curso de Jos distintos corrimientos 
puede causar que los picos de Jos alelos migren l igernmcntc dif"crcntc al estándar interno y n 
diferente tiempo. Para aminorar este problema. los lñdercs alélicos pueden ser corridos más 
frecuentemente y las muestras problema pueden ser tipificadas con el resultado de In corrida de el 
lóder más cercn. <41 > 

9 .. 2 .. 2 Procedimiento~ de ujustcs con ulgoritmos 

El calibrar los frngmentos de ADN con el estñndnr interno como se ilustra In figura 9.3. El 
algoritmo más común usado paro determinar In proporción de los fragmentos de ADN es conocido 
como el método Southcn1 (meridional). Este método usa el t:unaño de dos picos conocidos y en 
medio uno desconocido. Usnndo el ejemplo de la figura 9.4. el pico de 165.05 pb es determinado 
con In medición del método Southcn1 por In posición de los picos de 1 SO pb y J 60 pb como puntos 
mínimos y de Jos picos de 200 y 250 pb como puntos máximos. 

El método meridional o de Southcm trabaja muy bien para In determinación ex.neta de In longitud 
de fragmentos de ADN sobre un rango de 100-450 pb cnntidnd ncccsnrin pam Jos nlelos STR. (41 > 

Pnm el estóndnr interno GSSOO-ROX comúnmente utili7..ado en los kits AmpFI STR. solo 
desconoce picos nrribn de lns 490 pb o bajo las 50 pb y no puede npliearsc el método de Southcm. 
Asimismo. si la intensidad de In señnl pnrn In calibración de uno de Jos picos en el estándar interno 
es de igual manera débil. cuando se tenga un pico desconocido en esa región no va n ser 
exactamente tipificado. 
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Figura 9.4 Proceso de tipificación de fragmentos de ADN 
por medio de un estándar interno 

9.2.3 Alelos fuera del ládcr 

Ocnsionalmcntc las muestras pueden ser que contcngnn nietos que no cncn entre los O • .S pnrcs de 
bases de un nielo que le corresponda un locus especifico de un ládcr alélico. Estos alelos son 
designados como alelos ·•fucr:t del hidcr·· o microvnrinntcs. El pico del alelo fuero de ládcr puede 
ser rnñs grande o más pequeño que los alelos del rango alélico o pueden encontrarse entre los 
alelos del ládcr. 

Si el alelo esta a una longitud más baja que el hídcr. puede ser designado como el más pequeño del 
nielo más corto dentro del ló.dcr para propósitos de gcnotipificación. Por cjcntplo .. et alelo más 
pcquc1'lo del locus CSFI PO que se encuentra en el ládcr es el 6., por lo que si el alelo problema es 
más pequeño que este va a ser designado como CSFI P0<6. Sin embargo. por el contrario el alelo 
mayor del Jocus CSFI PO que se encuentra en el ló.dcr es el IS por lo que un :delo mayor fuera del 
rango alClico va a designarse como CSF 1 PO > l S. Los alelos considerados dentro de un ládcr 
difieren entre las diferentes casas comerciales. ya que un alelo designado como fuera >IS por un 
kit puede ser designado por otro kit como el nlclol 6. <41

• M. 7:. 73> 

Los alelos que son designados como fuera de un ládcr son designados usualmente por el número 
de bases adicionales o fahantcs del alelo más pequeño que el anterior. Por ejemplo. un alelo del 
loc11s THOJ tiene tres bases solamente para poder completar otra secuencia base. el alelo 8 es el 
anterior a este fragmento por lo que se le va a llamar al alelo incompleto como THO 1 8.3. 
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9.2.4 Perfiles parciales de STR 

Si el ADN gcnómico en una muestra es severamente degradado o presenta inhibidorcs de In PCR. 
solamente se puede obtener un perfil parcial de STR. Usualmente los loci STR de gran tamaño en 
una reacción múltiple. como el O 1855 1 y el FGA. van a ser los primeros en causar problemas al 
trabajar una muestra de AON degradada. Cuando únicamente es obtenido un perfil parcial. 
disminuye Ja significación 9 por que hay menos loci para comparar. <-* 1> 

9.2...5 lntcr¡n-ctación de mue11trwc 

La me7.cla de ADN de dos o mñs individuos es común en nlgunos casos forenses y puede interferir 
con Ja intcrprcUtción de un perfil de ADN. En Ja evaluación de la evidencia. el analista licnc que 
decir cual es la procedencia de In muestra de ADN problema si es de un solo individuo o de mós 
personas. Esto puede complicar In cxnminación del número de alelos detectados de cada loc11s 
como tnmbién la altura del pico o la intensidad de Ja banda en el gel. Ocasionalmente Ja aparición 
de picos extra en Jos resultados se pueden confundir con alelos verdaderos. <"'O 
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OTRAS TECNOLOGIAS EN EL ANÁLISIS 
DE IDENTIDAD GENETICA 

10.t Microchip 1>ortátil para clcctroíorc•i!r1 capilar <41· n. 73> 

Ln ventaja de nna)il"nr ADN en un equipo portátil en miniatura de electroforesis capilar (EC) es 
que debido n las pcqucilas dimensiones de Jos canales. o capilares. permiten realizar aún más 
rápidamente una mejor separación de ADN. En lugar de utili7nr un tubo capilar de vidrio de 30 cm 
de largo para hacer In separación del material genético. el microchip portátil de EC tiene un 
ponaobjctos microscópico típico de vidrio con diminutos canales gravados en él que son de 1 O-SO 
µm de profundidad por 50 µm de ancho y diferentes cm de largo. 

La separación es de 1 O n 100 veces mós rópida en el microchip CE que en In electroforesis capilar 
con\·cncional. Usando solo 2 cm de distancia de capilar (comparado a los 36 cm del capilar 
uliJL,..ndo en el ABI 31 U). los alelos tctranucleotídicos de los STR son separados en tan solo 30 
segundos. El sistema de microchip de EC esta siendo actualmente desarrollado con un ronnato de 
detección multicolor. Estos sistemas fueron hechos compatibles eficazmente con kits de STR 
comerciales. 

También se han desarrollado microchips de electroforesis con capilares en serie con microplatos 
que tiene grabados 96 can~dcs separados poro aumentar el grado de muestras procesada al mismo 
tiempo. Estos equipos paruiriles tienen In capacidad de separar 96 muestras dircrcntes en um solo 
2 minutos. ¡La información de gcnotipificación puede generarse por consiguiente a una ''elocidnd 
de menos de dos segundos por muestra! 

10.2 Dctcrminución de STR por hibridación en serie c-n. r-. n> 

Nanogcn INC. esta desarrollando un microchip mostrado en In figura IO,J. basado en una serie de 
experimentos que prometen representar Ja detcm1inación de alelos STR rápidamente. Estos 
ensayos involucr:m el uso de un microchip de silicón compuesto de un grupo en serie de 
electrodos que actúan de manera independiente en los sitios de prueba. Un potencial eléctrico es 
dirigido directamente al sitio de prueba._ el cual contiene unn sonda únicn de ADN para 
hibridi;,.ación. 

La hibridi:r.nción en serie de ADN se inicia con la aplicación de la muestra de ADN sobre el chip~ 
después se realizan un par de lavados v se observa de donde se cnlID!'.a el ADN sobre la serie de 
sondas que contiene. Ln mucstnl amplificada por PCR va a unirse o hibridarsc con su sonda de 
sccuencin complcmcnt:Jria. Una ... descarga eléctrica ... es aplicada al sitio de cada sonda por un 
simple ajuste en el campo de energía eléctrica. Las muestras que no son pcñcctamcntc cnln7..adas a 
Ja sonda van a ser desnaturnli;,-.ndas y van a ser removidas del lugar de la sonda. 
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Coda lugar de prueba es separado de los otros. Con una señal observada en alguna de las posición 
en particular en lo serie de sondas se indica que In secuencia problema se hn unida a In sonda. 
Sondas fluorescentes pueden ser unidas a las moléculas de ADN pnra propósitos de detección. El 
son,"·arc lec la posición de In serie por señales fluorescentes e interpreta los datos para detenninnr 
Ja secuencia presente en In mucs&ra de ADN. 

Para conocer que alelos STR están presentas en un /oc11s en particular. el chip contiene los alelos 
conocidos pnra ese loc11s. Cndn posición de In sonda en el chip tiene diferentes alelos. Los ensayos 
actuales de hibridiznciones de los STR involucran npcnas dos sondas que se enla.l'.nn y flanquean 
las regiones de las repeticiones STR. 

Figurn 1 <l. l Imagen del equipo port.ri.til de Microchip creado por NANOGEN 

10.3 lmttrumcnto"' de clcctroforc!IÍ!ri capilar en !15Cric <41
· r-. 73

' 

Los ventnjns de In electroforesis capilar es su capacidad para automnti7.ar la inyección. separación 
y detccción de la muestra de ADN problema. Sin embargo. uno de las mayores desventajas del 
equipo con un solo capilar es que el número de muestras por tiempo es limitado ya que es un 
proceso secuencial. La separación por electroforesis capilar parnlelnmentc puede llc'\·nrsc a cabo a 
trnvés de In colocación de un mayor número de enpilnres creando así un sistema de clectrof"orcsis 
en serie (Figura 10.2). Cado capilar va u ser análogo a una línea de gel. 

En 19999 dos sistemas de electroforesis de 16 capilares en serie fueron comercializados: el ABI 
3700 de PE Biosystems (Foster City. CA) y el MegaBACE de Molecular Dynamics/Amersham 
Phanuncia Biotcchh (Sum1)""\'alc.. CA). Estos instrumentos fueron desarrollados para apoyar la 
necesidad de secuenciar a gran cscol.ll debido ni proyecto del genoma humano. El equipo ABI 
3700 y el McgaBACE tienen 16 capilares en paralelo y tiene In capacidad de secuenciar mós de 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 66 



500 nuclcótidos en cada capilar en alrededor de 2 a 3 horas. Estos equipos pueden analizar 
potencialmente más de 1000 muestras en 24 horns. 

Otrn de las ventajas del uso de un equipo de electroforesis capilar en serie es que los mismos kits 
de amplificación de STR pueden ser usados. Los mismos cuatro colores fluorescentes existen 
comercialmente pnrn estos equipos. Así. Jos datos de tipificación de STR de Jos equipos de ECS 
pueden ser compamdos con el ABJ 3 JO en un futuro. 

10.4 Es1>cctrosco1>i11 de masns MALDl-TOF iJ1. ""· 
7

:.. 
7 n 

Otro instrumento cnpa.1: de procesar muestras a gran esenia es Ja cspcctrometrin de masas en 
tiempo de '\rucio. Lu espcctrometria de masas unn técnica analítica versátil que involucra In 
detección de iones y la medición de su proporción de enrgn I mnsa. Los iones son separndos en un 
medio de vació. el tiempo del anólisis puede ser extremadamente rápido, al grado de segundos. En 
combinación con In preparación de muestras automnti.,....ada. el tiempo de vuelo de In 
cspcctromctrfa de masas ofrece un gran potencial en el procesamiento de miles de mucstrns de 
ADN diariamente 

Debido n la disposición de moléculas de ADN dentro de una fase gnscosn para el análisis en el 
espcctrómctro de masas .. otra técnica conocida como MALO! (matriz-nssistcd Jascr desortion
ionization) es utilizada. Cuando MALO! es acoplada con el tiempo de vuelo de In espcetrometria 
de masas. esta lécnica de medición comúnmente es referida como MALDl-TOF-MS. 
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El análisis de ADN usando MALDI-TOF-MS se describe a continuación y se esquematiza en la 
figura 10.3. Uno. muestra de ADN liquida es combinada con los componentes (en exceso) de una 
matriz., que contiene ácido picolinico. Esta muestra es colocada en un plato de metal o silicón. 
Como la muestra se seca al aire. el ADN se cristaliza en la matriz. después el plalo con las 
mucstms es introducido en un medio de vació en el espcctrómetro de masas para su análisis. 
Entonces un destello producido por el láser inicia el proceso de ioni;,.ación. 

Cada pulsación del láser inicia la ionización de la muestra y la subsiguiente separación de iones en 
el tubo de vuelo. Los iones de ADN viajan hacia el detector en cuestión de varios cientos de 
microsegundos ya que ellos se separan con base en su masa. Sin embargo. se necesitan varios 
segundos para anali;,.ar una muestro ya que las múltiples pulsaciones del láser son promediadas 
para rcali:;r..ar el espectro de masas final. 

Tlen1p0 de 't'#elo 
Esaec,,._~ de .Masas 

or 

ProduclDIS de reección:'T,1M"1m,.---;t-=---+1ft'li!>n de elsión 
tSei:mación t:0r tUTl4iio v 
Ac~enlo al detector &na li>re de carga 

electnca 

ext¡aeción dli iones •p de acele.,.ci6n 

Figura 10.3 representación de las etapas de la separación y detección 
de Jos fragmentos de ADN por espectroscopia de masas 
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CODIS Y MARCADORES POLIMÓRFICOS DE TIPO STR 

J 1ª1 GcncralidadC!!I 

Desde el descubrimiento de las hucllns digitales. ninguna ob"a aponación científica al campo de 
las ciencias forenses había tenido un impacto tan profundo como el desarrollo del método de 
análisis del ADN a partir de vestigios biológicos de interés criminal. 

Las técnicas de estudio del ADN permiten fundnmentnlmcntc determinar qué individuos, de entre 
los sospechosos. han sido falsamente asociados con una evidencia biológica e ir reduciendo el 
número de sujetos potencialmente implicados n unos pocos. cuando no a uno solo. 

Lo que se conoce como ••tccnologia AD~" incluye una amplia variedad de métodos annliticos, un 
gran número de estrategias de tipificación .. un amplio espectro de marcadores genéticos, en 
definitiva. una diversidad de proccd.imicntos que exigen también el uso de material informático 
espccinli7.ado. 

Desde el punto de vista técnico. la creación de bancos de datos de perfiles genéticos o de huellas 
digitales genéticas no resulta actualmente unn tarea tan ardu3 como lo era hace una década. 

Por ello algunos paises como EE.UU o lnglatcrra. han optado por esta creación de bancos de dalos 
de perfiles de ADN de delincuentes. con el propósito de In resolución rápida y eficaz de un gran 
número de casos criminales. 

En E. U. se conocen anualmente más de 300.000 delitos contra la libertad sexual. Ésta es una cifra 
muy elevada para un tipo de actos antiju.ridicos que suelen ser reincidentes en gran parte de los 
delincuentes quo los llevan a cabo. 

Partiendo de esta realidad. el Technical Working Group on DNA Analysis Mcthods (TWGDAM) 
proponía. en el ru1o 1989. aprovechar las Posibilidades de la tccnologia ADN y las que otorga el 
desarrollo de la informática para la creación de bancos de datos que fi:n.·orczcan el mejor 
funcionamiento de la Administración de Justicia en E. U. 

El uso de estos bancos de perfiles genéticos ofrece ventajas indudables en los delitos contra la 
libenad sexual. al incluir conductas delictivas que con cierta frecuencia son repetitivas. Esas 
ventajas se pueden concretar en: 

l. Se facilita la identificación del agresor. incluso en aquellos casos que antes quedaban sin 
resolver por no existir un claro sospechoso. 

2. Se f"acilita la supervisión de la vuelta .... condicionar• a la comunidad de estos delincuentes. así 
como su integración definitiva en ella con ciertas garantías. ' 31

• 
41

• 
69

• 
73> 

69 



En este capitulo se describen los siguientes aspectos: 

J. Estn.1ctura y funcionamiento de un sistema integrado de archivo de perfiles ADN que se basa en 
las necesidades e infraestructuras de las agencias e instituciones estadounidenses al scnicio de la 
ley. · 

2. Bases y ventajas del uso de poJimorfismos genéticos nnalizOdos por 'í-caccioncs cit Cadena de la 
polimcrnsa (PCR),. nsi como criterios pnrn In selección de los marcadores genético$ anUliZnblcs por 
esta técnica con fines de identificación humann. ·· , . · 

, .. ._._-- . . 
Esta información sirve de guia para la puesta en marcha de nuevos sistcmBs de _idt?ntificn_ci~n por 
ADN en otras naciones. <31 • 41 • 6 !i, 73> 

11.2CODIS 

El desarrollo y creación del FBI del denominado .Combined DNA lndcx Systcm (CODIS). o 
banco nacional estadounidense de perfiles de .ADN,.' supone obtener de Ja tecnología ADN .todo Jo 
que ésta pueda dnr de si: · · 

Los dos objetivos más importantes del CODIS son: 

1. Otorgar asistencia n los investigadores en In identificación de sospechosos. 
2. Incrcn1cntar In eficacia de los laboratorios forenses al facilitarles apoyo para la resolución de 
casos forenses. incluyendo Ja renfür..ución de cálculos estadísticos. 

CODJS es una base de datos jerarquizada que contiene fichas de casos de identificación forense en 
Jos que se ha utilizado tecnología AON. En ca.da ficha sólo queda registrada unn parte limitada de 
In infon11ación concerniente al cnso. es decir, exclusivw:ncntc aquella que permita In búsqueda de 
un perfil genético de ADN coincidente. 

En general los datos recogidos por ficha son: a) Wl identificador del laboratorio; b) un 
identificador del espécimen~ e) las características del ADN~ y d) la información que permita 
clnsificnry revisar In intcgridnd del perfil de ADN. 

Pnm ser totnlmcnte operativo. el sistcn1n CODIS del laboratorio del FBJ está integrado en una red 
infomuiticn en In que participan laboratorios forenses locales,. estatales y federales. De esta 
manera .. CODIS posibilita que todos ellos puedan comparar perfiles de ADN y puedan comparar 
perfiles de ADN e intercambiar información con el fin de establecer conexiones entre distintos 
hechos criminales~ aunque sean cometidos en distintos lugares y en distinto tiempo, y a veces 
trntrlndosc de crímenes en serie. En definitiva, permite In identificación de potenciales 
sospechosos por medio de In comparación dcJ patrón genético de individuos con antecedentes 
penales con el perfil de ADN de las muestras biológicas recogidas en el lugar de Jos hechos. 
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CODIS se ha incorporado como un banco de dutos distribuido en tres niveles,. local (Local DNA 
Jndex System,. LDJS} .. esmtnl (Statnl DNA lndcx Systcm,. SOIS) y nacional (National DNA Indcx 
Systcm .. NDIS). 

Una grnn variedad de est.óndarcs se han establecido para garanti.,....nr que tan sólo perfiles fiables y 
compatibles se contengan en los archivos NDIS. Estos incluyen estándares de calidad para la 
rcati4'.ación de análisis de ADN. AWlque en principio cualquier marcador genético puede ser 
incluido en LDJS. SOIS y NDIS .. se requiere un grupo de loci especifico de marcadores para cada 
perfil de ADN que se quiero introducir en el sistema nacional. 

Las recomendaciones de ta TWGDAM (Guidclines for a quality assurancc pro§ornm for DNA 
análisis) son In que se admiten)" se siguen pnrn llevar los programas de calidad. c3

i. 1
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11.3 Polimorfi.flfmos STR•s 

Los marcadores polimórficos de elección para su estudio por PCR son los denominados 
microsatélites o STR. Como también se ha eomentndo,. estos marcadores están compuestos de 
secuencias repetidas en tándem,. son altamente informath·os y pueden resultar extraordinariamente 
efectivos n In hora de individualizar una muestra forense si se amplifican varios de ellos 
simultáneamente en un PCR multiptex. 

Et laboratorio del FBI patrocinó una iniciativa encaminada a determinar el grupo de loci STR que 
se debía utilizar para el registro nacional de perfiles de ADN. En abril de 1996 se celebró una 
reunión con et fin de planificar y organi.7.nr una estrategia de validación del uso de un grupo de 
loci STR en Criminalisticn Biológica. 

Los propósitos,. por tanto. eran In identificación de loci STR candidatos que pudieran ser 
nnalizndos por medio de métodos de detección de fluorescencia,. determinar las asignaciones 
nlélicns que realizaban los distintos laboratorios pnnicipnntes y cuales eran sus resultados de 
acuerdo con intervalos específicos. 01. 

41
· 
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Los o~jc1ivos que podían anticiparse eran: n) probar,. evaluar. y/o optimizas In PCR y las 
condiciones de tipificación pum los kits comerciales disponibles en el mercado que contiene Joci 
STR candidillos: b) evaluar los protocolos para su uso por todos los laboratorios, unn vez que las 
condiciones de tipificación deseadas sean establecido; e) crear bancos de frecuencias de datos de 
las poblaciones más importantes. y d) evaluar el efecto de las condiciones nmbientales adversas en 
el análisis de estos marcadores en la rutina forense. Los STR que se evaluaron se ilustran la figura 
11.l y se mencionan a continuación: CSFIPO .. Fl3AOI .. Fl3B,. FES/FPS,. FGA,. THOI. LPL,. 
TPOX. VWA, D3Sl35K. DSS!llK. D7SK20. DHSI 179, Dl3S317, Dl6S359. DIHSSI Y D21SI l. 
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Figuro 10.1 Posiciones en Jos cromosomas de los 13 loci STR que marca el sistcmn CODIS 

Los laboratorios que pnrticipnron en esta iniciativa fueron: FBI .. Policin Montada del Canadá, 
Instituto de Patología de lns Fucr;,..as Armadas. Departamento de Policía de Dctroit. Dcpnrtamcnlo 
de Justicia de Florida. Centro de Ciencias de In Salud de la Universidad del Norte de Texas,. 
División de Ciencias Forenses de Virginia y Departamento de Salud Pública de In Universidad de 
Arizonn. entre otrns. 

En In reunión celebrada entre el 13 y 14 de noviembre de 1997 se acordaba finalmente el grupo de 
marcadores STR que debían utili-Lnrsc pnrn el sistema nacional. Se eligieron un total de 13 
sistemas genéticos: CSFI PO. FGA. THOI. TPOX. VWA. D3Sl358. D5S!ll!l. D7S820. DHSI 179. 
0135317. 016$359. DIRS51 Y D21Sl l. Todos los laboratorios participantes en esta reunión se 
comprometieron. adcnuis a inlcnlnr la tipificación de esos I 3 sislcmas genéticos cuando anali.;r..nnm 
cnsuistica forense. Sin embargo. entre los participantes en el proyecto de STR habin diferencias 
iniciales de criterio en Jo concerniente a la manera en la que los 13 loci serian analizados en 
muestras de delincuentes. Se debatieron dos estrategias diferentes: 

t. Tipificar todos y cada uno de los 13 STR en cnda una de las muestrM de delincuentes antes de 
ser remitidas ni NDIS. 

2. Tipificar un grupo de STR inicialmente .. enviar los resultados para ese grupo al NOJS y dejar el 
resto de los STR pnra resolver determinados casos. 

Algunos de los factores que se tuvieron en cuenta a la hora de establecer la aproximación más 
idónea fueron: coslo económico y ahorro de tiempo. dificultad••. posibles fuentes de error,. 
potencial individualizndor, cnpacidnd para resolver casos de mezclas. potencial como linea de 
investigación policial. imagen pública,. posibilidad de evitar que wut casa comercial particulnr se 
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configure como beneficiaria al utilizar un determinado kit de estudios de STR. quó loci utilizar 
inicialmente. tamaño de banco de datos y crecimiento de éste. 

Las ventajas de In tipificación de delincuentes por todos y cada uno de los 13 loci STR fueron: 
incremento del poder de discriminación (incluso en mezclas o en muestras degradadas). menos 
problemas de asignaciones provisionales de patrones genéticos .. mejores resultados en el control 
de calidad. presupuesto económico mils claramente definido. respuesta mñs rápida a las 
necesidades policiales. menos documcntnción. favorecer la con1pntibilidad y el intercambio de 
registros en todo el pnis. inversión posterior míninta. mens::aje claro y definido a los laboratorios 
comerciales y datos suficientes como para obviar las diferencias que puedan surgir como 
consecuencia del uso de primers de diversas casa comerciales. Así. el consumo de muestra no 
preocupa tanto debido n que no hace falta un análisis subsiguiente. 

Los factores que se consideraban n priori como no favorables fueron los siguientes: inicialmente. 
el costo económico. In inversión en tiempo y In laboriosidad son superiores; un menor número de 
Jnboratorios pueden pnrticipnr en un primer momento y es también inferior el número de muestras 
posibles de tipificnr: In no disponibilidad de los 13 loci STR en un kil comercial. 

Los pros y los contras de In tipificación de un grupo más reducido de STR son los opuestos a los 
que se dcrivnn de fo, tipificación del conjunto de Jos 13 loci. Sin embargo. es neces::ario considerar 
algunos foctores adicionales en relación con el uso de un grupo menos numerosos de STR y. entre 
ellos~ In disponibilidad de &..its en cJ mercado. En EE.UU. lns casas que comercializan los kits de 
STR más utilizados son: Promcgn Corporntion. Madison. Wisconsin. y Pcrkin Elmer. Fostcr City. 
California. Los STR que ofertan en común lns dos casas son: CSFI PO. THOI. TPOX. VWA~ 
05S81K. D7SK20. Y 0135317. Obviamente. Si se sclcccionnn estos 7 loci como los 
constituyentes del gn1po inicial del trabajo. se obtiene la ventaja de In compatibilidad entre varios 
lnbomtorios que favorece que en un pinzo corto de tiempo se puedan incluir los perfiles de ADN 
en el NDIS. Sin cmbnrgo. al seleccionar estos 7 loci se podría estar obstaculizando el uso de loci 
STR más apropiados cicntificnmcnte. más discriminativos y adecuados para las tareas de 
identificación. 

Tras discusión y evaluación. se decidió que para evitar los registros de ADN a NDIS se deberían 
tipificar las n1uestrns de delincuentes por medio de los 13 Joci. En niveles inferiores al nacional. 
como los correspondientes a laboratorios locales y estatales., se podrin elegir la tipificación de 
cualquier grupo de marcndorcs de entre esos 13. 

Ln combinación CODIS e investigación en STR. desde una doble perspectiva científica y judicial, 
redunda en un incremento de In capacidad de muchos laboratorios forenses o la hora de resolver 
casos criminales. 

La experiencia de este csfucr,..o de colaboración entre distintos laboratorios ha sido muy positiva. 
y no sólo porque haya permitido establecer los loci que debían utilizarse para In creación del 
CODIS. Además. esta experiencia ha impulsado el intercambio científico entre los miembros de la 
comunidad forense. que ya debe ser continuo. y ha puesto Jos bases para Jn validación de la 
tipilicnción de procesos de análisis por los STR. <31 • ·U. 69• 
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CONCLUSIONES 

Ln información recabada en el presente trabajo bibliognifico. nos proporcionn una visión general 
de In utilización de Jos STR para el nmílisis de vestigios de tipo biológico localizados en el Jugar 
de Jos hechos de un acto delictivo o en demandas de paternidad. 

Dadas las carnctcrísticas tan desfavorables en que se encuentran estos indicios biológicos en el 
lugar de los hechos o ni ser recabados de un cadáver en estado de putrefacción .. los STR'•s resultan 
idóneos para su nmilisis en virtud de que no se requiere de una gran cantidad y calidad de ADN 
obtenido debido ni tamaño tnn pequeño de este tipo de marcadores preservándose intactos aún 
bajo condiciones que evitan complcmmcntc la aplicación de otros tipos de marcadores genéticos 
corno el calor. In humedad. la putrefacción. etc. 

En cuanto. a la probabilidad de discriminación el nnó.lisis de un número adecuado de regiones 
(loci) de ADN puede hacer que estas probabilidades sean muy grandes. mayor al 99.99 % muy 
superiores a las objetivamente necesarias. lo cual nos pcm1itc llegar a una individuali;,r.ación de la 
evidencio altamente conlinble. 

La automatización en el análisis de estos marcadores disminuye el tiempo en Ja entrega de 
resultados .. etapn vital en la procuración de justicia. 

La selección de los 13 mnrcndorcs por el sistema CODIS o de un subgrupo de estos 13 para crear 
un perfil genético de Ja evidencia biológica o perfil biológico de un delincuente_ pcnnite 
cstnndnri;,r.nr estos resultados y compararlos con laboratorios de otros estados o· ñacioncs~ 
fncilitando el seguimiento de una linea de Ín'\.·cstigación para la resolución de casos criminales. 
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SUGERENCIAS 

Finalmente. con base en la investigación bibfiografica rcnli;r..nda. nos percatamos de la folla de 
información en español y principalmente en México de un tcmn tan actual por lo que se sugiere 
considerar el presente proyecto como apoyo teórico a futuros trabajos de invcstignción 
relacionados al área de In Genética Forense. así como en las actividades de rutina en el trabajo de 
labomtorio. 

También .. se sugiere que continuamente se anexe información que amplié Jos capítulos propuestos 
en esta monogrnfin.. con In finalidad de estar nctualizadn~ que además cumpln con el objcti\'o 
inicial y In aplicación quizás de nuevos objetivos. 

Debido a In necesidad creciente de los netos dclicth·os y la reincidencia de los delincuentes a 
cometer dichos actos.. se sugiere que México con apoyo do instituciones de investigación 
académicas y las distintas Procuradurías de Justicia cree su propia base de datos. ya que a largo 
plazo el gasto económico disminuye. 
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GLOSARIO 

Ácido.~ destA.-.:irribonuclei~,1 (Al>N o DNA). Molécula de doble hélice constituida por una espino 
dorsal de nuclcótidos formados a su vez por un nzúca.r (dcsoxfrribosn)9 un grupo fosfato y una 
base nitrogenado (adcnina. citosinn. guanina y timinn). El ADN es el soponc de todo la 
información genética que se trnnsmitc de generación en gcncmción (genes y regiones no 
codificnntcs). Las bases del ADN codifican el ARN mensajero (ARNm). que n su ·vez. codifica las 
secuencias de aminoácidos. El ADN de una persona es el n1ismo en cada núcleo de cada una de 
sus células. 
Ácido tle.n,1.xirrihonucleico (ADN) polinierasu. Enzima que intcn.·icnc en In replicación y In 
rcpamción del ADN. 
Áchlo de ... ·oxirrihonuclei~1 (Al>N) rL-cornbinante.. Molécula de ADN fonnadn por componentes 
procedentes de más de una molécula progenitora; por ejemplo. un inserto de ADN humano 
colocado en un vector plósmido. 
Ácitlo 1/eso.:.:irrihonucleicr.1 (ADN) rep,"lili•m. Secuencias de ADN distribuidas en n1últiplcs copias 
en el genoma. Pueden aparecer dispersas o repetidas en tándem. 
Ácitlo 1/csoxirrih1u1ucleic..v,1 (AIJN) repetitivo 1/i1tper.'io. Variedad de secuencias de ADN repetidas 
en In que las repeticiones aisladas están extendidas e intercaladas por todo el genoma. Compárese 
con REl'E77Cl<iN EN 7'ÁNDl-:M. 
Ácitlo 1/e.w.t.'Cirrihonuclcico (A!;>N) .'iutélile. Segmento de ADN cuya composición de bases es lo 
bastante diferente como para formar una banda distinta en una centrifugación de gradiente de 
cloruro de cesio: suele contener secuencias de ADN muv repetitivas. 
Ácido ""clcico. Una gran molécula compuesta de subu~idadcs de nuelcótidos. 
Ácido rihonuclcico (ARN " RNA). Molécula de un único filamento fonnnda por un nzúcn.r 
(ribosa). un grupo de fosfato y una serie de bases (adcnina. citosina. guanina y urncilo). Existen 
tres tipos básicos de ARN: mensnjcro. ribosomal y de transferencia. 
A1/c11in11 (A). Uno de las cuiltro bases del ADN. 
AIJNc. ADN complementario. formado mediante la transcripción inversa de ARNm purificado a 
partir de una muestra de cClulas. Este tipo de ADN sólo se corresponde con una secuencia 
codificadora (exones). 
Alela. Abrcvinturn comúnmente usndn del ténnino alelomorfo. Se puede definir como las 
diferentes fonnns en las que se manifiesta un gen o lucus determinado en una población concrctn; 
Fonnns nlternnth·ns de un locus genético. 
Anrinoácit/t,. Una cadena de compuestos proteicos de al menos 20 bases nitrogenadas .. que se 
combinan para formar uno proteína. 
Anrplificucidn. Acción de incrementar el número de copias de una secuencia dinna de ADN (un 
locu.\· determinado). Ln ó.lmplificnción puede reali7.nrsc In vivo o In vltru por medio de In reacción 
en cadena de In polimeraSD. 
Análi'ii'i de secuencia.~ de ha.-;es. Un método9 algunas veces automatizado9 para determinar la 
sccucnci'1 de los bases. 
Antl¡:en1,1 leuc11eilario lruntano (Hl..A). Término utili7..ado para designar n los productos proteicos 
del complejo mayor de histocompillibilidad (CMH). 
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Autorradio¡:rafia. Es la forma en que se visualizan los resultados en múltiples técnicas de nmilisis 
genético. Imagen generada tras In exposición n una película de rayos .X de un conjunto de 
fragmentos de ADN que han sido hibridndos con unn sonda marcada rndinctivamentc. 
Célula. Estructura o unidad orgánica fundamental de los seres vivos. capaz de rcnli7.ar procesos 
esenciales de In vida. 
Célula s'1nrática. Células distintas n las de In línea gemtinal fonnndoro de gametos. En seres 
humanos. In mayoría de células somóticas son diploidcs. 
Ci¡.:010. Óvulo fecundado diploidc. 
Cil<.1.d11a (C). Una de las cuatro bases del ADN. 
Clon. Conjunto de fragmentos idénticos de ADN creados mediante técnicas de ADN 
rcco111binantc. Con este tém1ino también se designa a las células idénticas que descienden de un 
único ancestro común. 
Cenrnímero. Una región cspccinlizoda del cromosoma en la cual Jos husos de las fibras se 
conectan durante Ja división celular. 
Ctítli¡:o gen.Jtic:o. La secuencia de nuclcótidos. codificada en triplctcs (codoncs) a lo largo del 
mARN. que determina la secuencia de aminoócidos en la síntesis de proteinas. La secuencia de 
ADN de un gen puede usarse pnrn predecir la secuencia de mARN. el código genético entonces 
puede usarse pnra predecir la secuencia de aminoácidos. 
Codon1in11ntes.. Pólr de alelos que se expresan ambos cuando aparecen juntos en estado 
heterocigoto. 
C<ul<in. Grupo de tres bases o triplete que especifica. cuando se traduce. un aminoácido. 
C.Ton1mwn1a.\:. La estructura genética con capacidad de autorcplicación de células conteniendo el 
ADN celular que p011ól en su nuclcótido un arreglo de genes en forma de secuencia. En 
procariotcs. el ADN cromosoma! es de tipo circulnr y todo el genoma es portado por un 
cromosoma. En cucnriotes. los genomas consisten de un número de cromosomas cuyo ADN cst:i 
asociado con diferentes tipos de proteínas. 
Cronro ... oma ... au10.'ótín1ic.•o.\·. Los 22 pares de cromosomas que no son cromosomas sexuales (X e 
Y). 
C.Ft1n1<1."ionw.\· hon1tílog"·"- Un par de cromosomas conteniendo In misma secuencia linear de genes. 
cndn uno dcrivndo a partir de uno de los padres. 
<-~ronu1.'óoma .... - .~cxuale . .._ Cromosomas X e Y en seres humanos. Contpó.resc con CROMOSOMAS 
A l!TOSÓMICOS. 
Deleci<in. Pérdida de mnterial cromosómico. 
Oi¡.:e ... ti<in por restricci~í11. Proceso en que se expone el ADN a unn enzima de restricción. 
causando su escisión en fragmentos de restricción. 
Diploitle. Un conjunto completo de material genético consistiendo de cromosomas aparcados. uno 
de los cromosomas procedentes de cndn conjunto parental; Posee dos copias de cada cromosoma. 
En los sc1"es hun1anos. el número diploide es 46. Compárese con HAPLOIDE, POLJPLOIDE. 
/)oh/e hfilice. Describe In fonm:a de escalera enrollada de la molécula de ADN de doble filamento. 
/.Jon1inante. Alelo que se expresa de fomin idéntica en copia única (hetcrocigotos) o en copia 
doble (homocigotos). Compárese con RECES/VD. 
J>uplicaciLín. Presencia de una copia adicional de matcrinl cromosómico. Compárese con 
DEI.Ec·¡c)N. 
Electr<if<>re.d\:. Técnica de separación de moléculas gracias u In migrnción de las mismas en un 
campo eléctrico. 
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Electrofi"e..~iv en canipo pul~átü. Vnricdnd electroforétiea adecuada para fragmentos 
relativamente grandes de ADN; el fragmento se dcspla7.a por un gel mediante impulsos alternantes 
de clcctricidnd. 
Elec:trofl1rL~·i .. proteica. Técnica en In que se identifican variaciones de aminoácidos según las 
diferencias de cnrgn que ocnsionnn In movilización difcrcncinl de los polipéptidos por un medio 
cargado cléclricnmente. 
En::Jn111. Una proteína que nctún como un catalizador. acelerando In tus.u a la cual una reacción 
bioquímica sucede, pero sin nltcrar In dirección o naturaleza de Ja rcncción. 
Enelonuclea.o;a 1/e re.~riccidn. Enzima bacteriana que escinde el ADN en unn secuencia de ADN 
especifica (lugar de restricción). 
EntreL·ru:;aniielfto. Intercambio de matcrinl genético entre cromosomas homólogos durante la 
meiosis (tnmbién puede ocurrir. aunque raras veces. durante la mitosis); produce rccon1binación. 
E.:nin. Las secuencias de ADN de una proteína codilicante de un gen. o de otra mnnem son has 
secuencias que están reprcscntodns en el mARN en el momento que llega a los ribosomas. porque 
son las regiones del gen que se expresan. Compárese con IN"/7l.ÓN. 
Exonuclea.o;u. Una enzima que penetra o rompe nuclcótidos secuencialmente a partir de 
terminaciones libres de uno línea de ácido nucleico sustraído. 
E.xte11.o;i<ilf ele/ cehador 1> prinrer. Parte del proceso de PCR. en el que 1::1 ADN polimernsa extiende 
In secuencio de ADN comenzando en un cebador oligonucleótido. 
Fenotipo. Carnctcristic::1s observadas en un individuo. producidas por In interacción entre genes y 
enlomo, 
Frugnielfto Je re.o;triccidn. Segmento de ADN que hn sido escindido por una cndonucleasa de 
restricción. 
FrL~uenciu de genotipo. Proporción de individuos en una población que son portadores de un 
genotipo específico. 
Frec:ue11ciu 1/e reconihinacidn. Proporción de mciosis en lns que se observan recombinaciones 
entre los dos loe/. Se utiliza parn cslimnr las distancias genéticas entre loe/. 
Frecue11cia génica en una población. Proporción de cromosomas que contiene un gen especifico. 
Ganieto. Célula germinal haploidc (cspennnto/.oidc u óvulo). 
<ien. l.ocu.\· único responsable de un rasgo. Ln unidad lisien ,.. fundmnenUll de In herencia. Es una 
secuencia ordenndn de nuclcótidos locnli/.ndos en una posición particular. sobre un cromosoma 
panicular. que codifico un producto funcional espcciJico (p.c. una proteína: o una molécula de 
ARN). 
Cienética. El estudio de los pnlroncs de In herencia de las cnrnctcristieas. 
Genética ele poh/11c.·i<>ne.~ Rama de In ciencia que trnta de In variación genética y de la evolución 
genética de poblaciones. 
G"enéticu niolecultir. Estudio de In estructura y la función de Jos genes a nivel molecular. 
Genoma. Totalidnd del ADN de un orgnnismo. Todo el material genético en Jos cromosomas de 
un organismo pnrticulnr. el tamaño de un genoma se da gcncrnJmente por el número to.tal de pares 
de bases. 
Genotipo. Constitución nlélica de un individuo para un lacus dctcrn1inado o paro un conjunto de 
ellos. 
<i11ani11u (6J. Unn de lns cuatro bases de ADN. 
llap/11i</es. Células que poseen una copia de cada cromosoma (gametos). En hun1an057 el número 
hupJoide es 23. 
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Hap/otipo. Constitución nlélicn de /oci múltiples en un único cromosoma. Derivado de <<genotipo 
haploidc». 
Hete1VCigoto. lndi"·iduo con dos alelos diferentes en un /ocu.s. Compárese con HOMOCJGOTO. 
Heterocig<x:idud. La presencia de diferentes nietos en uno ó más /ocl .. sobre los cromosomas 
homólogos. 
Heterop/a.vrra. Coexistencia de secuencias diferentes de ADN en un /ocru; en una único célula. Se 
observa a menudo en el ADN mitocondrial. 
Hibridización in .dtu. El uso de ADN o ARN prueba para detectar la presencia de una secuencia 
de ADN complcmcntnrio en uno célula cultivada de eucucnriote o de una bacteria clonada. 
Hibridización. El proceso de unir dos cadenas complementarias de ADN o una de ADN y otra de 
ARN para fonnar una molécula de doble cadena. 
llo/ándrica. Herencia ligada al cromosoma Y~ transmisión exclusivts de padre a hijo. Homocigoto. 
Individuos cuyos dos alelos en un loc11s son idénticos. Compñrcse con HETERVCJG07V. 
Huella tlactilur 1/e ADN.. Conjunto de polimorfismos ADN. por lo usual número variable de 
repeticiones en t.óndem (VNTR). tipificados en un individuo. Puesto que estos polimorfismos son 
muy \'ariables. los genotipos combinados son útiles para la identificación de individuos en 
Medicina Legal. 
lltrr1Jn. Secuencia de ADN no codificantc que suele estnr situada entre dos exoncs. Se transcribe 
en ARNm primario. pero se escinde en la formación del transcrito de ARNm maduro. Ver 
I':.XONES. 
Kilobu:u? (kb). Unidnd de longilud para Jos fragmentos de ADN. es igual a 1000 nuclcótidos. 
Kilo1/a/1on. Unidad de masa molecular equi\'alentc a l 000 dahons. Un dalton es lo décima parte 
de la masa del álomo de carbono y equivale a 1.66 X 10"::4 g. Su abreviatura es kd. 
l..áder(e.<i).son patrón de referencia. que está compuesto por una serie sucesiva de fragmentos de 
ADN cuyo peso molecular es conocido con exactitud. 
l .. adere.'i alelico."&. Patrones de referencia compuestos por una suma de todos tos alelos posibles del 
locus o loci en estudio. 
LINE. Clase de AON repetitivo disperso en el que cada repetición es relativamente larga. hasta 7 
kb. Compárese con ,\'/NI:". 
l..igu:;.tín o liganrie,,lo. Ln proximidad de dos o más marcadores (p. e. genes. ntnrcndorcs RFLP) 
sobre un cromosoma~ a m.ás unidos o pegados que estén Jos marcadores.. menor scní In 
probabilidad de que sean separados durante los procesos de replicación o reparación del ADN 
(fisión binaria en procariotes. mitosis o meiosis en eucariotes) y entonces, mayor será la 
probabilidad de que ellos sean heredados de manera conjunta. 
J..ocus (plural locí"). La posición sobre un cromosoma de un gen u otro cromosoma marcado. El 
uso de locus. a ,·cccs est.á restringido para indicar las regiones de ADN que son expresadas. 
Marc.:-u1lt1r. Una locnli.1'.ación fisicn identificable sobre un cromosoma (p. e. sitios de corte de 
enzimas de restricción, genes) cuya herencia puede seguirse. Los marcadores pueden expresru-sc 
en regiones de ADN (genes) o en algunos segmentos de ADN sin una f"unción conocida 
codificable. pero cuyo patrón de herencia puede determinarse. Ver FRLP (longitud de fragmentos 
de restricción polimórficos). 
Marcad~'re."i pt'linror.fico.'i. Sistemas genéticos variables que presentan form.as diferentes en 
individuos diferentes como RFLP. VNTR.. repeticiones mierosntélites y grupos sanguíneos. 
ligados o no a un Jocus patológico. 
~'eguha.<w (Alh). Un millón de pares de bases. 
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ft-leh>.,.i.._ Proceso de división cclulnr en que se forman gametos haploidcs a partir de células 
germinales diploidcs. 
Mendeliano. Referido a Gregario Mcndcl y describe un rasgo atribuible a un único gen. 
Micrmiaté/Ue. Tipo de ADN satélite que consiste en pequeñas unidades repetidos. por lo usual de 
2. 3 .. 4 hasta 7 bp. que aparecen en tándem. .. 
Mini.~até/Ue. Tipo de ADN sntélitc que consiste en unidades de repetición en tándem de 
longitudes entre 20 y 70 bp. Ln variación en el número de repeticiones minisatélitcs es Ja base de 
Jos polimorfismos VNTR. 
Jtlill'>Cl'>ndriu. Orgnnclos que poseen funciones muy importantes para In respiración celular. Las 
mitocondrins tienen su propio ADN original. 
1'1ito.ds. Proceso de división cclulnr en el que se producen dos células hijas idénticos n partir de 
una lmica células progenitora. Compárese con MEIO.\'JS. 
Mnn<1génicu. Describe la herencia de un rasgo de la que es responsnblc un único gen. Ese rasgo se 
denomin.o ccmendeliano». 
Jtfutat_•i1;n. Alteración de In secuencia de ADN; Cualquier cnmbio heredable en la secuencia de 
ADN. 
Núniero '-'ariahle de r1..peticiones en tándem (VN1"R). Tipo de polimorfismo ercndo por 
variaciones en el número de repeticiones minisntélites en una región cromosómica definida. 
<..Jli/:onucleótido. Secuencia de ADN constituido por un pequeño número de nuclcótidos. 
('J/ig1>nuclet'itil'l1> 11/1t/o-e.vpec(lfoo. Secuencio corta de ADN. en general de 18-20 nuclcótidos. que 
se utiliza pnra la detección por hibridación de sccucncins ·vnrinntcs de ADN causantes de 
enfcrn1cdadcs. o neutras. que sin:cn como marcadores. 
Palindr1>me. Secuencia de ADN cuya complementaria es In mismo si se Ice en sentido contrario 
(p. ej .• S'AATGCGCATT 3·¡. 
Pannii..:ia. Describe una población cuyos individuos se unen ni nznr respecto n un genotipo 
específico. 
Par t'le ha."4!.~ Unidnd de bases de ADN complementarias en una molécula de ADN de doble 
filamento (A-T. C-G). 
Pirirnidina.'i. Bases (citosinn y timina en el ADN. y citosinn )' uracilo en el ARN) compuestas por 
anillos de carbono-nitrógeno simples. Compárese con PURINAS. 
Polinu,,:fi.vmo. Locu ... · en que dos o más alelos tienen frecuencias de gen superiores n O.OJ en una 
población. Cuando no se cumple este criterio. se dice que el locu.v es monomórfico; Ln variación 
gcnCtica que ocurre en mas de 1 o/o de una población se debe considerar como un polimorfismo útil 
para rcali/.ar análisis gcnCtico de ligamiento. Compárese con MUTACIÓN. 
Polintt1rfi.'imo 1/e locu.,· de restriccúín. Variación de In secuencia de ADN debido a In presencia o 
ausencia de un locus de restricción. Este tipo de polimorfismo es la base de los RFLP más 
tradicionales. 
Polin11>1;finno l'le longilud 1/e losfragntento~· de re.~triccidn (RFl .. P). Variaciones en la secuencia 
de ADN en las poblaciones. dctcctndas mediante digestión de ADN con una cndonuclcasa de 
restricción; se efectúa la electroforesis de los fragmentos de restricción resultantes. transfiriendo 
los fragn1cntos n un medio sólido (blot) e hibridando el ADN en el blot con una sondn marcado. 
Polünnrfi.'imt1 nticrt1.'i1•té/Ue. Variación genética entre individuos de una misma población que está 
basada en In existencia de números diferentes de unidndes de repetición (de pequeño tamaño) en 
un locus. 
Prúners (iniciadt'1r). Cadena corta de polinuc1cótido preexistente n la cual pueden agrcgárscle 
nuevos dcsoxiribonuclcótidos por In acción de In enzima ADN polimerasn. 
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Prt1nJotor. Un sitio sobre el AON en el cunl la ARN polimernsn se enla7..a para iniciar In 
transcripción. 
Prohahilü/ad. Proporción de veces que se espera que un suceso especifico ocurra en una serie de 
ensayos. 
Purina.fi. Lns dos bases de ADN (también de ARN)~ adeninn y guanina. formadas por dos anillos 
de cnrbono-nilrégcno dobles. Compárese con PJRIMIDlNAS. 
Reuccidn e11 cadena de la polinwra.'ia (PCR). Técnica de amplificación In vllro. que genera un 
gran número de copias de unn secuencia específica de ADN flanqueada por otras complementarias 
a las de dos cebadores oligonuclcótidos. 
Recc...¡i••c1.. Alelo que sólo se expresa fcnotipicnmcntc en cstndo homocigoto. El nieto rcccsivo es 
ocultado por un nielo dominante cuando ambos se presentan juntos en un heterocigoto. 
Rec:o,,,hinucidn. Aparición entre Jn descendencia de nuevas combinaciones de alelos. resultantes 
de cntrecru/.arnicntos producidos durante In meiosis progenitora. Intercambio de material genético 
entre cromosomas homólogos durante In mitosis. 
Rcgidn ,.¡eudc,1uuto.nStnicu. Extremo distal del brazo corto del cromosoma Y. que sufre un 
entrccru.r.un1iento con el extremo distnl del brazo corto del cromosoma X durante In meiosis en el 
hombre. 
Repurucil11• del AJ:JN. Proceso en que se modifican los errores en In secuencia del ADN para 
obtener Ja sccuencin original. 
Rc/l'f-.,Ícicin en td11t/e,,._ Secuencias de ADN que se presentan en copias múltiples Jocnli7..adas 
directamente unajuntn n otra. Compórese con ADN REPH77TIVO Dl~\'PER._\"O. 
Secuencia de AIJN. Orden de lns buses de ADN a lo largo de un cromosorna. 
~•tegre¡:ac:icln. Distribución de genes desde cromosomas homólogos hasta gametos diferentes 
durante la meiosis. 
Sec:uenciación. Dctenninación del orden de nuclcótidos (secuencias de bases) en una molécula de 
ADN o ARN. o el orden de aminoácidos en una proteína . 
.. •tecuencia.,; repetitla.'i en tundem (STR). Copias múltiples de una mismo secuencia de ha.Ses sobre 
un cromosoma~ se usa como marcador en mapco fisico. 
SINE (elen.ent<1.'i intercalado.'i cort<1.'i). Clase de ADN repetitivo en el que cnda repetición es 
relativamente corta. Compórese con LINES. 
S11ti1ucicin ele par tle ha.'ie.'i. Cambio de un par de bases por otro. Tipo de mutación. 
TelcJmero. Las terminaciones de los cromosomas. Estas estructuras especializadas están 
involucradas en In replicación y cstnbilidad de las cadenas de lns moJCculas de ADN. 
7iminu (7J. Una de las cuatro bases del ADN. un miembro del par de bases A-T (adenina-timina). 
Uraci/o. Una base nitrogenada nom1alment.c encontrada en el ARN pero no en el ADN. el urncilo 
forma pares de bases con In ndeninn. 
Traducción.. Proceso en que una secuencia de aminoácido es ensamblada según el patrón 
especificado por el transcrito ARNm primario. 
Tran.ifcrenc:iu tle Se.1utñcrn (tanihién, St1uthern H/01). Técnica de laboratorio en la que 
frngmcntos de ADN sometidos a electroforesis en gel se transfieren a una membrana sólida de 
nilón no nitrocelulosa. Después puede hibridarsc el ADN con una sonda marcada y exponerse a 
una película de rayos X. Véase tambiCn A CTIVRRADJOGRAFÍA. 
Trans/<1caci<Jn. Intercan1bio de material genético entre cromosomas no homólogos. 
Zona <~ punto L'Uliente de rL"COntbinación. Región de un cromosoma donde la .frecuencia de 
recombinación es elevada. 
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ANEXO 

Los siguientes son ejemplos de clcctrogrnmas. Se observan Jos picos que representan los alelos de 
los loci onafümdos al hacer Jn comparnción con el hidcr que es la primera serie de picos. También 
son organizados por colores dependiendo el nuoroforo con el que fue marcadn. la secuencia 
detectada 

Al aparecer solo un pico significa que el individuo al que pertenece dicho estudio es homocigotico 
paro ese Jocus en particular. Si aparecen dos picos por lo tanto el individuo es hctcrocigotico. 
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