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RESUMEN

Una de las estrategias que se sigue en la carrera de biologia en su tercera
etapa del plan modular es que el alumno se integre de manera tesuprana al dmbito
profesional y productivo, siendo de este modo que ingresé al laboratorio de Genética
del Hospital General de México. Posteriormente ingresé al laboratorio de Genética
Forense de la Direccién General de Servicios Periciales de la Procuraduria General
de Justicia del Distrito Federal bajo la asesoria y el adiestramiento del quiiniico
Luna, tuve la oportunidad de conocer el drea legal, que me ha permitido participar en
la evaluacién de la evidencia. Para el estudio de la evidencia con la finalidad de
obtener la identidad del probable responsable, se crearon las Ciencias Forenses, las
cuales han colaborado en la administracion de la justicia, la criminalistica, se
encarga del andlisis de los indicios y evidencias que son elementos que se encuentran
intimamente relacionados con un presunto hecho delictuoso. En una primera etapa
de andlisis se aplican técnicas sencillas y rdpidas, a estas pruebas se les lama
orientativas, después se procede a realizar la prueba confirmativa. La etapa de la
identificacién y confrontacién de caracteristicas altamente especificas, como es el
caso de los marcadores genéticos, permiten comprobar el origen de la evidencia
biolégica cuando se confronta con las mismas caracteristicas del presunto
responsable. En esta etapa se aplican las técnicas mds sofisticadas que existen en el
area de la identificacién como es el estudio del ADN,

La Genética Forense: se define como la ciencia que examina la evidencia
dentro del dmbito cientifico y legal, con todos los mecanismos de implementacion de
la tecnologia de la lmella génica por ejemplo: La Reaccidén en Cadena de la
Polimerasa (PCR) se emmplea como una estrategia de andlisis para la evidencia y se
define como una reaccidn enzimatica ciclica, permitiendo analizar la evidencia por
medio de los marcadores HLA DQA1, Polymarker y el D1S80.

En este trabajo se presentaron dos casos, en uno de ellos se plantes un
problema de paternidad y en el segundo fue una violacion y howmicidio. Para dar
respuesta a lo anterior, se aplico una metodologia que se apoya el uso de la
herramienta que se emplea en nuestro laboratorio de genética forcnse. Con los
resultados obtenidos se pudo ubicar la conducta delictiva de los implicados.



BIOGRAFIA DEL SUSTENTANTE

Uno de los principales objetivos que se persigue eni la carrera de biologia de In
ENEP Iztacala, en su tercera etapa del plan modular, es que el alumno se integre de
manera temprana al dmbito profesional y productivo,

Conociendo este antecedente mii objetivo principal fue adentrarme al drea de
Genética Humana. Ingresando a la seccidn de morfogénesis del servicic de Genética
del hospital General de México bajo la direccién del Dr. Ricardo Gareia Cavazos, mi
instancia en este laboratorio abarcé los dos primeros médulos de la tercera etapa.
Durante este periodo las actividades que se realizaron Sfue la de identificar
malformaciones en recién nacidos para caracterizar sindromes y a su vez emplear
técnicas de citogenética.

Con la experiencia adquirida ingrese al Laboratorio de Genética Forense de la
Direccién General de Servicios Periciales de la Procuraduria General de Justicia del
Distrito Federal en la fecha del 27 de Enero de 1992, quedando de manera formal bajo
la direccibn del Quimico Alfonso Luna Visquez.

Bajo la asesoria y el adiestramiento del quimico Luna, tuve la oportunidad de
conocer el drea legal en algunos de sus aspectos mds importantes, como la
evaluacidn de indicios, en virtud de que éstos son la tinica relacion entre el probable
lecho delictuoso y el presunto responsable (cuando se comprueba gue el material es
significativo para esclarecer el delito, el indicio recibe la categoria de evidencia).

La primera técnica que aprendi, fue la evaluacion de la fosfatasa dcida de
origen prostatico y la busqueda de células espernaticas en los casos de violacién.

Mi primera etapa de entrenamiento en la identificacion comienza en el
laboratorio en 1992, cuando se aplicé por vez primera la técnica denominada
“secretores y no secretores del sistema ABO”,

Por mi desempeiio e interés en el drea, el 16 de septiembre de 1992 se me da la
oportunidad de ingresar como Perito en materia de Genética Forense,
convirtiéndone en ese momento en el primer Bilogo a nivel Nacional que ocuparia
tal cargo, como representante de la parte oficial y quedando adscrito al Laboratorio
de Genética de la Direccién General de Servicios Periciales de la Procuraduria
General de Justicia del Distrito Federal. En este afio se trabajaron 847 casos de
violacion utilizando la Técnica de la Fosfatasa Acida asi como la visualizacién al
nticroscopio y 100 casos para secretores y 1o secretores del sistema “ABO”.

Es en 1993 cuando se adquiere el material y equipo para mi adiestramiento en
las técnicas de Extraccion Amplificacién e Hibridacion del Acido desoxirribonucleico
(ADN)., utilizando dos sistemas de marcadores genéticos de aplicacién Forense HLA
DQA1 y Polymarker, esto apoyado con Ia técnica de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). en este aito se trabajaron 1092 casos de violacién utilizando la
prieba de Fosfatasa Acida y 300 en los que se utilizé Ia prueba de secretores y no
secretores.



En 1994 se inaugura oficialinente el Laboratorio de Genética Forense, apartir
de este momenta la técnica de ADN se utiliza como una herramienta en procesos
legales, en la individualizacién y coufrontacién genética en el drea y forense. Con un
poder de descriminacion combinada reportada por Perkin-Elmer del .9998 para la
poblacién Hispanica que habita en los estados unidos. En este ajio se trabajaron
1168 casos de violacién utilizando la Fosfatasa Acida con la visualizacién al
microscopio para biisqueda de células. Espermaticas Y 200 utilizando la prueba de
secretores.

En 1995 se incluye en el estudio del ADN el séptimo marcador Genético,
llamado D1S80. Con este marcador el poder de discriminacién se incrementa
ddndonos una mayor confiabilidad, sumando los tres sistemas genéticos. Perkin-
Elmer reporta que el poder de descriminacion combinado es del 999982 para la
poblacién Hispanica que habita en los estados unidos. En este aflo se trabajaron
1273 casos de violacién utilizando Ia Fosfatasa Acida y 90 para la prueba de
secretores.

En 1996 y 1997 se trabajaron 2040 Y 1492 casos de violacién respectivantente
utilizando la Fosfatasa Acida asi como la bisqueda de espermatozoides.

De 1994 hasta 1997 el banco de datos se incremento con muestreos en la
poblacién del Valle de México y a estas fechas se han trabajado con la técnica de
ADN 2037 Averiguaciones Previas relacionadas con violacién, homicidios,
paternidad, robo de infante, secuestro, identificacion de personas etc., Todos estos
casos caracterizados en el drea Legal.



INTRODUCCION

Debido a la necesidad de crear una metodologia para el estudio sistemdtico de
las evidencias en hechos delictuosos Yy con la finalidad de obtener la identidad del
probable responsable, se crearon las Ciencias Forenses. {Neufeld 1990).

Desde entonces, la ciencia ha colaborado en la procuracion y administracion
de la justicia, siendo el testimonio cientifico el factor decisivo para la resolucién de
problemas legales.

El andlisis cientifico de huellas dactilares, sangre, semen, pelos y otros
indicios de origen fisico encontrados en la escena del crimen, pueden ser inds
convincentes para un juez, que la declaracion de un testigo ocular. Por tal motivo la
contunidad cientifica forense vigila la investigacién sometiendo las nuevas teorias y
descubrintientos a extensas revisiones y verificaciones independientes con el fin de
que el resultado redunde en la obtencién de la verdad historica de los hechos.

Eit un proceso penal los adversarios presentardn opuestas opiniones de
expertos, dejando en manos del juez la evaluacién critica de la evidencia, tomaundo
cont base a los fundamentos cientificos, una resolucién determinada.

El objetivo principal de un proceso es descubrir la verdad de un hecho
criminal, con el fin de ubicar la conducta delictiva, creando una informacién clara y
precisa para ubicar al presunto ejecutor del hecho,

La investigacién de un probable hecho delictuoso es una de las actividades
que realiza el Organo Jurisdiccional, con la finalidad de proporcionar una adecuada
administracion y procuracion de Jjusticia y se apoya de tres disciplinas :

A).-La criminalistica, que se encarga del andlisis de los indicios Yy evidencias,
entendiéndose por éstas a todos los elementos que se encuentran {ntimnammente
relacionados con un presunto hecho delictuoso, cuyo estudio perniite reconstruir los
hechos, e identificar a su(s) autor(es) y establecer su participacion. En esta drea
participan peritos en genética, quimica, antropologia, patologia, hematologia,
balistica y dactiloscopia, entre otros.(Montiel 1984, Moreno 1984)

B).-La policiologia, que incluye técnicas, métodos Yy conocimientos aplicados
en la localizacion, persecucién y detencién de los presuntos responsables del hecho
delictuoso, en esta drea participan la Policia Judicial .(Montiel 1984, Moreno 1984)

C).-La criminologia, se encarga del estudio del delito como conducta lmana
Yy social. investiga las causas de la delincuencia, la prevencién del delito y del
tratamiento al delincuente. en esta direa participan peritos en psicologia, psiquiatria-
y criminologia (Montiel 1984)

En un Iugar de hechos en casos de homicidios, la sangre de la victima puede
ser encontrada en la ropa del sospechoso; en los casos de violacién el violador puede
dejar el semen sobre la victima o bien en las prendas, a tal situacién se le conoce
como la ley de intercambio, donde el intercambio de cuerpo A en colisién con cuerpo
B ambos quedardn impregnados del cuerpo opuesto, siendo posible caracterizar o
identificar al dueiio o a los dueiios de las muestras siendo en ese momento que
hablariamos de la evidencia.

El andlisis de la evidencia es realizado de manera multidisciplinaria por
expertos de cada drea y exige una alta especializacion en la materia, el resultado de
esta interaccién de ciencias nos puede conducir a obtener la identidad del individuo
como el infractor del echo criminal (Moreno 1984).



La ley permite que expertos calificados testifiquen y expresen su opinion en su
materia en la cual son profesionalmente aptos. A tales personas se les conoce con el
nombre de peritos (Articulo 162 del Cédigo de Procedimientos Penales para el
Distrito Federal)

El perito es la persona que sin ser parte en un proceso, aporta al mismo sus
conocinientos cientificos, pricticos o técnicos, con el fin de proporcionar al juez la
informacion especializada para valorar o percibir determinado hecho (Neufeld 1990).

El dictamen que ofrece el perito es considerado por la ley como un medio de
prueba en un proceso y es avalado por el articulo 135 fraccién I del Cédigo de
Procedimmientos Penales para el Distrito Federal,

La principal finalidad de las técnicas forenses es la identificacion confiable
del delincuente. El estudio de antropometria y el retrato hablado juegan un papel
importante, pero los sistemas de identificacion mds utilizados y difundidos son los
que se emplean en la dactiloscopia (el analisis de las huellas dactilares), por el hecho
de que no existen dos individuos que tengan las huellas idéuticas. Sin embargo, la
frecuencia de casos en las que son encontradas huellas de buena calidad para que
sean utilizadas como elementos significativos de confronta, es extremadamente baja;
por lo que en muchas ocasiones la investigacién pericial y el proceso legal se veia
seriamente bloqueado.

Por otre lado, las técnicas convencionales que se emplean para identificar a
personas son la dactiloscopia, retrato hablado, antropometria y las seiias
particulares. Estas se utilizan cuando se quiere identificar individuos integros
fisicamente, sin embargo, estos métodos son insuficientes cuando se requiere
identificar caddveres irreconocible (quemados o mutilados), o cuando se quiere
comprobar que algin indicio bioldgico recolectado de un lugar de hechos (crimenes,
asalto con violencia o violacion) pertenece o tiene relacién con un probable
responsable. Tampoco son suficientes en problentas de disputa de paternidad u otros
problemas en los que se requiera tener la certeza de la relacién biolégica entre
individuos.

Una de las dreas que juega un papel importante en la identificacién de los
protagonistas de un presunto hecho delictuoso, es la que estudia las caracteristicas
bioguimicas y genéticas de la evidencia biolégica por medio de la caracterizacién de
marcadores genéticos.

Se entiende por marcador genético, al gen cuya expresién fenotipica
generalmente es facilmente discernida, es usado para identificar un individuo o
célula que lo lleva, o bien como prueba para marcar un nilcleo, cromosoma o
locus.(King and Stansfield 1990.)

Otra definicién seria la siguiente: es un sistema basado en la expresién alfa
numiérico de la biomolécula de ADN tanto a nivel de exon como de intron que
derivan en la caracterizacién de un individuo a nivel genotipico y fenotipico y a su
vez son heredables dentro de una poblacién.

Para que un marcador genético pueda ser aplicado con fines de identificacién,
es necesario que se le consideren algunas propiedades que estén involucradas tanto
en la naturaleza del marcador como el método de andlisis.

Metodologia para el andlisis:



1.- Debe ser rentable, rapido y seucillo de realizar.

2.-Debe tener la capacidad de reconocer diferencias entre los alelos atin cuando éstas
sean minimas.

3.-Debe ser reproducible

Naturaleza del marcador:

1.- Debe de heredarse de manera independiente a otros marcadores.

2.-Deben de ser polimdrficos y con un elevado grado de heterocigocidad.

3.-Se requiere tener un banco de datos de la poblacién, tanto de las frecuencias conto
su distribucién alélica, con el fin de conocer la potencia de dicho marcador en la
identificacién del infractor.

Tradicionalmente se han estudiado los productos génicos (proteinas), o bien el
resultado final de la catdlisis de los productos génicos (grupos sanguineos) por
medio de técnicas inmunolégicas o bioquimicas que suponen integridad tanto
estructural como funcional de dichios productos. Sin embargo, existen grandes
limitaciones para evidenciar la presencia de un marcador determinado si se analiza
su expresién fenotipica, debido a los efectos que ejercen los factores ambientales
sobre ellos, tal es el caso del calor, humedad, temperatura, radiacion, asi como Ia
alteracién estructural y fisioldgica de estos marcadores causada por las bacterias y
Trongos, entre otros y halladas con frecuencia en el lugar de hechos. El andlisis se ve
seriamente limitado a muestras frescas que conserven integras las caracteristicas
susceptibles a ser estudiadas, guedando fuera de toda posibilidad el estudio de
muestras envejecidas y degradadas. ‘

La aplicacién de la genética para la tipificacion del ADN ha ido
consoliddndose (sin eclipsar el uso de los marcadores a nivel de proteinas) en la
identificacién forense. La teoria se basa en un método desarrollado para estudiar lns
eifermedades hereditarias, con el doble propésito identificar los genes causantes de
enifermedades en familias portadoras de un trastorno congénito y predecir el riesgo
de un individuo cuando se conoce el gen causante.

Con la participacion de la genética en la evaluacién de la evidencia,
estudiando directamente el ADN, en casos de paternidad, homicidios y violacién
entre otros, se crea una nueva linea de investigacién a la que se le dio el nombre de
Genética Forense,

Es dificil dar una definicion precisa de la Genética Forense porque en ella se
deben abarcar aspectos cientificos, tecnolégicos y legales que necesariamente
convergen en el diario que hacer del investigador forense especializado en el drea. Sin
embargo, es posible dar un punto de vista muy personal avalado por la experiencia
de 5 afios de trabajo en esta disciplina:

La Genética Forense es una rama anxiliar de la Criminalistica que se basa en
el estudio de la transmisién de los caracteres hereditarios, dentro del contexto de un
proceso legal. Se apoya de los avances cientificos y tecnoldgicos con el fin de
precisar con un alto grado de confiabilidad la relacién bioldgica entre la evidencia
encontrada en la escena del crimen y el presunto infractor.



La Genética Forense ha evolucionado muy rdpidamente después del
descubrimiento de la huella gendtica. Ofrece obvias vesttajas sobre el andlisis de las
proteinas. En primer lugar, la tipificacién por ADN puede aplicarse a nestras
pequeitas, deterioradas o envejecidas; en segundo lugar, goza en comparacion de los
marcadores genéticos de mayor certeza y confiabilidad; y por dltimo, si
consideramos que solo el 5% del genoma se expresa en proteinas, con la tipificacién
del ADN es factible analizar, en teoria el 100% del mismo, e incluso estudiar
aquellas muestras que no rinden informacién proteica como huesos y dientes.

La tipificacién del ADN, invelucra directamente el andlisis de la estructura
del gen deseado. La confiabilidad del estudio de esta biomolécula radica justamente
en la gran diversidad alélica inscrita en los genes. Esta diversidad alélica recibe el
nowmbre de polimorfismo. Cuando en un gen se identifican dos o mds variantes
alélicas se dice que el gen es polimébrfico. Existen dos tipos de polimotfismos, los de
secuencia y los de longitud. (BARRERA 1992.)

A).-Los polimorfismos de secuencia: En estos polimorfismos la variacidn se

da en el cammbio de una base por otra en una secuencia de longitud constante

de ADN.

B).-Polimorfismos de Longitud: A estos polinorfismos también se les conoce como
minisatelites o0 VNTR. Consisten de una secuencia de bases de nucleétidos que se
repite en blogques o tandem a lo largo del genoma, el tamaio varia de 14-100 plb;
también existen los microsatélites cuya secuencia de bases es menor en tamaito. Los
VNTR se encuentran localizados de forma dispersa en el genoma humano, a muchos
de ellos se les puede caracterizar en los introies (secuencia de bases de ADN que 1o
codifican para proteina).El estudio de ellos en poblaciones humanas ha permitido
observar un alto grado de heterocigocidad a nivel de alelos, debido a esto es muy
dificil encontrar a dos personas con los mismos alelos.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) se emplea conio una estrategia para
el analisis forense del ADN dado por su sensibilidad y especificidad, Se puede
enplear para el andlisis de los polimorfismos de sitio y los de longitud.

La PCR es una reaccion enzimdética ciclica, en la cual las hebras del ADN son
copiadas, donde los productos del primer ciclo de las hebras del ADN copiadas son
usados como substratos del siguiente ciclo, y asi sucesivamente permitiendo
incrementar exponencialmente una regién deseada.(SARDELLI, 1993)

El procese de la amplificacién ocurre en tres fases: La desnaturalizacion del
ADN genémico, la alineacién de los oligonucledtidos y la extension de los
iniciadores por medio de la ADN Polimerasa.

El éxito de esta técnica depende de la amplificacién o multiplicacién de un
fragmento deseado del ADN, que permite obtener muestras en cantidad suficientes
para estudiar una secuencia especifica. A Kary B. Mullis le fue otorgado el premio
novel de quimica en 1993 gracias al disefio de este sistema de
multiplicacién.(MULLIS 1991)

El proceso de amplificacion se Heva a cabo en ciclos. Cada ciclo consta de tres
etapas térmicas:
1).-La desnaturalizacion del ADN genbntico con una temperatura de 92° a 96°C. La
doble cadena se abre a estas temperaturas y Ia hebra simple servird como molde para
la etapa de la alineacion. '



2).-La alineacion los oligonucleétidos también conocido como iniciadores (que son
una molécula sintética de ADN de cadena sencilla que tiene la finalidad de detectar
un gen especifico) se unen a la secuencia molde a una temperatura de 45° a 72°C.(los
oligos se pegan a las hebras)

3).-la extensibn de los iniciadores por medio de la ADN polimerasa a 72°C. En este
paso la ADN polimerasa complementa la cadena problema en direccién 3*-5con Ia
adicién sucesiva de nucleotidos (dNTP’s) siendo asi que se genera la cadena
conplemmentaria, por lo que se complementa el ciclo, Sformande un duplicado en el
niimero de copias del ADN molde empezando a partir de donde Jfueron unidos los
cebadores y el éxito de este proceso es el que por cada ciclo se obtendrdn como
productos nuevas hebras complementarias de una forma exponencial,

La PCR es una técnica que se basa en la actividad enzimatica, los medios
disponibles para formar muevas cadenas del ADN blanco y los cambios de
temperatura. o

En nuestro laboratorio la metodologia que se aplica en el proceso de
identificacién de una muestra considerada como evidencia plantea un orden l6gico
de estudio y parte desde las técnicas mds sencillas y rdpidas hasta las mds
complejas y especificas y en todos los casos, orienta al cientifico forense en la
caracterizacidn de una evidencia hasta su grado mdximo de individualizacién (Ver
diagrama de flujo 1).

La serie de resultados que arroja una prueba, nos permite asignar una
categoria de andlisis de la evidencia. De esta forma, una prueba es lamada
orientativa cuando los resultados nos permiten establecer la presencia o ausencia de
elementos. Por citar un ejemplo en los casos de violacién, se recurre a la
identificacién del semen por medio de una prueba de otientacion: la evaluacion de la
actividad enzimdtica de la fosfatasa dcida de orvigen prostitico. Esta enzima se
encuentra en todos los fluidos bioldgicos en bajas cantidades, pero en el plasma
seminal se detecta en altas concentraciones. Con base a lo anterior, la rapidez con la
que se identifica el producto nos orienta sobre el origen de la enzima
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Cuando las pruebas de orientacion son positivas, se procede a realizar la
“prueba confirmativa”, volviendo al ejemplo de la bisqueda de semen es importante,
la observacién microscopica de células espermiticas. Debido a gue comiunmente los
espermatozoides pueden ser confundidos con cualquier fibra proveniente del algodén
del hisopo 6 de la tela, se hace uso de una técnica de Tincién Hamada “Christimas
tree”. Se trata de una Tincidn diferencial en virtud de que uno de los colorantes tiene
afinidad por el ADN del espermatozoide (rojo), mientras que el de contraste tiene
afinidad por el resto de la célula. El patrén de Tincion rinde imidgenes de
espermatozoides cuya cabeza se tifie de rojo, mientras que el resto de la célula se tifie
de verde,

La presencia de una célula espermdtica en un frotis, confirma la existencia de
semen en una evidencia pudiendo recurrir a una forma de tipificacién, siendo de las
mds sencillas la tipificacién a través de los antigenos del sistema “ABO”. La cual
consiste en buscar los antigenos de grupo secretados en los fluidos biolésgicos
principalmente semen y saliva. Aun cuando no se a llegado con esta técnica a su
nivel méximo de la identificacién nos ta permitido excluir o no excluir a probalbles
sospechiosos en el estudio. En la poblacién del Valle de México se describe que el 70%
secreta en sus fluidos biolégicos los antigenos del sistemna “ABO” y el 30% restante
no lo secretan, sin embargo, en estudios recientes realizados en el Hospital Centro
Medico Nacional, habla de que la proporcién es de 90% de los que si secretan y 10%
a los que no secretan( Aguilar, 1993.)

Regresando a la metodologia aplicada al estudio de la evidencia, la
etapa de la identificacion y confronta de caracteristicas altamente especificas, como
es el caso de los marcadores a nivel proteicos y genéticos, permiten comprobar el
origen de la evidencia biolégica cuando se confronta con las mismas caracteristicas
del o los presuntos responsables. En esta etapa se aplican las técnicas mds
sofisticadas que existen en el drea de la identificacion como es el estudio del ADN.

Para el estudio del ADN se emplea en este laboratorio los marcadores

genéticos de aplicacion forense HLA-DQA1 PCR amplification and Typing Kit®,
localizado en el cromosoma 6 con seis posibles alelos y como producte de PCR de

239/242 pares de bases; el sistema Polymarker® PCR amplification and Typing Kit
con el locus LDLR ubicado en el cromosoma 19 con 2 alelos conto producto de PCR
de 214 pares de bases; el locus GYPA ubicado en el cromosoma 4 con 2 alelos como
producto de PCR de 190 pares de bases, el locus HBGG ubicado en el cromosoma 11
con 3 alelos como producto de PCR de 172 pares de bases; para el locus D758
ubicado en el cromosoma 7 con 2 alelos como producto de PCR de 151 pares de bases;
para el locus GC ubicado en el cromosoma 4 con 3 alelos como producto de PCR de

138 pares de bases; D1580% PCR amplification and Typing Kit®, localizado en el
cromosoma l con 29 posibles alelos y come producto de PCR de 16 pares de bases en
tandem.

En 1969 Brock y Freeze aislaron al Therinus aquaticus (YT1) de un Geiser en
Yellow Stone National Park.
+, En 1976 Chien y sus colaboradores caracterizan la enzima Tag ADN
polimerasa.

E# 1984 Karis Mullis diseiia la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.



En 1985 se publica por primera vez la aplicacion de la técnica en la diagnosis
prenatal de células anémicas.

En 1986 se realizaron 20 publicaciones sobre la aplicacién de esta nueva
técuica,

En 1989 se realizaron 860 publicaciones sobre las diferentes aplicaciones de la
técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

En 1993 las publicaciones se extendieron aproximadamente a 500 por mes.
En ese ailo a Kary Mullis se le otorga el premio faponés asf también el premio novel
de quimica.

En 1994 se describi6 para la técnica de la PCR el empleo de las Polimerasas
termnoestables que pennitian la amplificacion de secuencias largas de ADN de 40 kb.

JUSTIFICACION

En el drea legal se realiza la bisqueda de mejores estrategias de identificacion
para obtener la identidad del probable respousable del hecho criminal, anteriormente
algunas técnicas de identificacion se aplicaban a nivel proteico, de las cuales la
confiabilidad y la interpretacion en algunas ocasiones no eran concluyentes. En la
actualidad existen técnicas de identificacion a nivel genético a través del Acido
desoxirribonucleico (ADN) que perite obtener la identidad del infractor del hecho.
La utilizacion de los marcadores genéticos con aplicacién forense HLA-DQA1 PCR

amplification and Typing Kit®, Polymarker® y D1580%. Permite dar una mejor
interpretacién de una evidencia y con llevara la mejor imparticién de justicia.

En este sentido en la Repiiblica Mexicana y sobre todo en el Distrito Federal se han
realizado pocos trabajos que permitan conocer de manera especifica como el bidlogo
ha participado en la evaluacién de la evidencia desde el punto de vista de la
Genética Forense, aplicando toda la herramienta que impligue detenminado estudio,
por tal motivo cn este trabajo se busca crear el interés del bidlogo para que
incremente su participacion Cientifico y Metodoldgico en la resolucién de probables
hechos delictuosos.

OBJETIVOS

L., Crear el interés del bi6logo para que incremente su participacién Cientifico y
Metodoldgico en la resolucion de probables hechos delictuosos.

2.-Mostrar en este trabajo, la estrategia que se sigue para la evaluacién de la
evidencia en el drea de la genética forense.
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APLICACIONES
CAS0 NUMERO UNO

Los siguientes hechos sucedieron en la ciudad de Morelia, Michoacdn, en el
aiio de 1995. Alrededor de las cinco horas del din 27 de junio, la seiiora Maria
Cleofas , de 32 ajios de edad, con nueve meses de gestacion, de familia humilde,
dedicada al hogar, casada con un jardinero y madre de tres hijos; salié de su casa,
hacia la Conasupo, come era costumbre, a comprar la leche. El mencionado
expendio se encuentra a unas cuadras de su domicilio.

Su esposo y sus hijos esperaban su regreso a las seis de la maiiana. Al
percatarse de la demora de Maria Cleofas, dos horas mds tarde iniciaron su
bisqueda entre los vecinos. El resultado fue que nadie la vio en el expendio de leche.
La bitsqueda se intensificé y se extendié hacia los hospitales mas cercanos. Este
esfuerzo fue infructuoso, por lo que se decidio hacer la denuncia de su desaparicién
ante la Agencia del Ministerio Piblico de la Procuraduria del Estado.

En los primeros dias del mes de octubre, casi tres meses después; una pareja de
enamorados encontré un cuerpo sin vida del sexo femenino en una zona semiboscosa
de Guanajuato. Impresionados por el hallazgo dieron parte a la policia del estado
con la consecuente intervencién de la Procuraduria General del Estado de
Guanajuato. El cuerpo se encontraba en avanzado estado de putrefaccion.
Presentaba una herida vertical en el abdomen y huellas de lesiones en diferentes
partes del cuerpo; dos heridas producidas por arma punzocortante en el cuello a
nivel de la yugular: una profunda y otra superficial; golpes en la cara y marcas en
las muiiecas y tobillos. Los resultados de la necropsia de ley sugirieron que la herida
abdominal habia sido producida por un bisturi como consecuencia de una cesdrea.
Sin embargo, no se encontrs el producto de la gestacién ni la placenta y el andlisis
forense estableci6 que todas las lesiones descritas se provocaron antemértem.

La Procuraduria de Guanajuato no logrd identificar el caddver, pero tenian
conocimiento de la desaparicion de una nujer en la ciudad de Morelia cuyas
caracteristicas podrian tener alguna relacién con el hallazgo, por lo que se entablé
comunicacién entre ambas Procuradurias.

La Procuraduria de Michoacén solicité al jardinero que acudiera a reconocer
algunas pertenecias del caddver, las cuales identifico por pertenecer en vida a su
esposa y posteriormente reconocio el cuerpo.

Las investigaciones continuaban para localizar al producto, con la idea de
relacionar al o a los presuntos homicidas de la occisa.

Ubicdndonos en la fecha del primero de julio de 1995, en otra parte de Morelia,
una enfermera con especialidad en Gineco-Obstetricia con varios afos de
experiencia, dio a luz e su casa, de donde salié corriendo pidiendo ayuda, llevaba en
la mano una placenta ensangrentada y con la otra cargando a un bebé desnudo,
recorrié 4 cuadras bastante largas, al tiempo que gritaba que su hijo se le habia
ventido en el bafio de su casa. Ante tal circunstancia fue auxiliada por policias
preventivos que la trasladaron a un Hospital del Seguro Social del Estado. Ante tal
lugar la enfermera no permitié que los médicos en turno la revisaran, solo fue
revisado el nenor, el cual se encontraba en perfectas condiciones de salud, por lo que
ese mismo dia fue dado de alta.
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Ante la negativa de la enfermera para ser revisada y por las condiciones del
nacimiento del menor los médicos encargados de esa guardia solicitaron la
fntervencion del Ministerio Publico. Esté ordené a los peritos criminalistas acudir al
lugar de hechos, sin que tomaran las muestras de sangre que se encontraron cn las
paredes del pasillo, del baiio, del piso y de la puerta que daba a la salida de la calle;
dias después se ordeno el rastreo hemdtico a los quimicos, siendo imposible que se
pudicran tomar las muestras pues el lugar estaba completamente limpio.

A la enfermera no se le demostré ningitn delito determindndose que no existia
evidencia alguna para levantar cargos en su contra.

Eu el mes de octubre se relaciond la averiguacion de la sefiora Cleofas cuando
Jue encontrado e identificado su caddver, con la averiguacién de la enfermera, dado
que en el testimonio del marido declaro que una sefiora embarazada y otro seflor de
un Volks-Wagen de color verde le daban "raid” a su esposa de la Conasupo a su
casa, y le regalaba ropa y juguetes para sus hijos, otros testimonios de sefioras que
frecuentaban la conasupo declararon que el dia de los hechos vieron que la ahora
occisa se subié al Volks-Wagen y era conducido por la enfermera, ante estas
declaraciones el Juez obligé a la enfermera a hacerse un estudio de ginecologia, en el
que se dio por resultado que la sefiora al menos en ocho meses no habia tenido
trabajo de parto, y como antecedente la enfermera tenia un afio aproximadamente
que habia formado una nola en su vientre, el menor tenia tres meses de edad, por lo
fque se penso que no era la mnadre biolégica.

La enfermera queds sujeta a investigacién y hasta ese momento las prucbas
condenatorias formaban un 50% y las absolutorias el otro 50%, en apoyo a la
enfermera intervino derechos humanos por lo que més probable era que saliera libre.

La Procuraduria General de Justicia de Michoacén solicito a otras
procuradurias llevar a cabo la prueba del Acido Desoxirribonucleico (ADN); La
Procuraduria de Guadalajara les informo que las técnicas de ADN se realizan en la
Procuraduria General de Justicia del Distrito Federal.

' Este caso fue estudiado y trabajado por el personal adscrito al Laboratorio de
Genética Forense de la Direccion General de Servicios Periciales de la Procuraduria
General de Justicia del Distrito Federal,

La peticién de estudio solicitaba:
L- Realizar la exclusion de paternidad (utilizando las técnicas de ADN) entre la
pareja couforinada por la Occisa que en vida llevo el nombre Maria Cleofas, su

esposo Y el menor de tres meses de edad.

2.- Realizar la exclusion de paternidad (utilizando las técinicas de ADN) entre la
pareja conformada por la Enfermera, el esposo y el menor de tres meses de edad.

Para dar respuesta a tal peticion se planteo la siguiente metodologia:
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METODOLOGIA APLICADA

Se tomaron 5ml de sangre (con anticoagulante EDTA al 0.5% en tubos de
Vacutainer), a la enfermera y su pareja, asi como del menor y del marido de la
Occisa Maria Cleofas. A la Occisa se le tomaron dos piezas dentales y cuero
cabeliudo, bajo la fe del Juez y del Ministerio Publico, todas las muestras fueron
transportadas en hielo, para ser analizadas en el Laboratorio de Genética Forense
del D.F. ,

En el laboratorio, las muestras de sangre, las piezas dentales y el cuero
cabelludo fueron registradas y etiquetadas de acuerdo a un orden de secuencia
establecido para nuestro trabajo.

Para la extraccién del Acido Desoxirribonucleico a partir de la sangre, se
recurrio al protocolo de “LIFE CODES”, que cousiste en aislar el ADN de un
mililitro de sangre total, utilizando un detergente llamado “amortiguador de lisis
celular” que tiene la finalidad de disolver los lipidos que se encuentran en la
membrana celular,” después se agregd un amortiguador para la lisis de proteinas
presentes en membranas mds resistentes como son las mucleares y por ultimo se
utiliz6 una enzima llamada proteinasa “K” la que con su actividad enzimatica
digiere todo tipo de proteinas a una temperatura de 56 grados centigrados, la
finalidad que se persigue es aislar el ADN de proteinas y lipidos( Para detalles de la
téenica Ver apéndice 2.).

El cuero cabelludo, se lavé con Extran alcalino al 10%, y se dejé en agitacién
durante 12 Hrs., después de este tiempo, se lavé el tejido con agua de Ia Have,
postcriormente con agua estéril y alcohol al 96% y por ultimo se dejé secar. Para la
extraccion del Acido Desoxirribonucleico, se recurrié a una téciica adaptada a las
condiciones del laboratorio, donde el cuera cabelludo es fragmentado con bisturi en
porciones pequeilas y es sometido a soluciones amortignadoras de digestion (como
detergente para disolver membrana), también se utiliz6 Ditiotreithol (DTT) que es un
agente reductor el cual convierte los enlaces de disulfuro en suifhidrilo en las
proteinas (-S- en -SH-) facilitando la funcién de la proteinasa “K.

Las piezas dentales se colocaron con una mezcla de etanol-agua al 70%, para
evitar el crecimiento Bacteriano y por ultimo se dejaron secar por unos minutos.
Para la extraccién del Acido Desoxirribonucleico del diente, este fue fragmentado y
colocado en tubos falcén, a este se adicionaron la solucién amortiguadora y la
proteinasa K de tal modo que se produjo la digestion sobre las irrigaciones
sanguincas que llegan a las terininaciones nerviosas de la raiz.

La purificacién del ADN de todas las muestras procesadas, se baso en la
utilizacién de una mezcla de Fenol-Cloroforino-Alcohol Isoamilico(25:24:1), el feiol
desnaturaliza proteinas, el cloroformo elimina toda traza de fenol y el alcoliol
isoamilico desplazaria los residuos del fenol cloroformo de la fase acuosa, la mezcla
de las tres soluciones forman una sola fase lamada orgénica en donde encontramos
lipidos, la siguiente fase serin donde encoutramos las proteinas y la iltima fase es
donde encontramos el ADN disuelto en agua, esta ultima se trausfirio a un tubo
nuevo y el ADN se precipité con alcohol frio y por ultimo se disuelve en buffer TE
PH8 que es un estabilizador con el fin de evitar la degradacion del ADN. (Para
detalles de la técnica ver apéndice 3).
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Para corroborar que efectivamentte se logrd la extraccién del ADN, se sonteti6
a un corrimiento electroforetico en uin gel de agarosa al 0.8%, donde las muestras
problema y el ADN testigo (de concentracion conocida) se colocaron en pozos
separados. Una vez terminado el corrimiento se tiié con Bromuro de Etidio y por
ltimo se visualizo con un Transiluminador de UV, por medio de la comparacion de
la intensidad de fluorescencia se determiné la cantidad Iy concentracion de ADN en
la muestra problema. De aqui se tom0 el criterio de la cantidad que se utilizé para la
amplificacién.

La amplificacién del ADN se logré por medio de la técnica de La Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Los inarcadores genéticos que se emplearon para este estudio, se basan en el
protocolo del Kit de amplificacién forense HLA-DQA1 PCR Amplification and

Typing Kit®., Polyntarker® y D1S80% , empleando un termnocicladores modelo 480 de
la marca Perkin Elmer, usando un rango de 1 a 20 ng de ADN gendmico segiin sed la
sensibilidad del sistema utilizado. Se incluyeron controles positivos y negativos de
amplificacién para cada uno de los andlisis. La reacci6n consistié de 32 ciclos de
amplificacién para los sistentas genéticos Polymarker y HLA-DQA1 para todas las
niuestras considerando las temperaturas de desnaturalizacion a 90° por 30 segundos,
temperatura de unién a 60° por 30 segundos y temperatura de extensién a 720
durante 30 segundos y un iiltimo ciclo de extensién por 10 minutos a 72° . (Para
detalles de la técnica ver apéndice 4 ).

Para el sistema genético DIS80 se procedié a amplificar la muestra
basdndose cn el rango de 1 a 10 ug de ADN genémico, los tiempos y temperaturas
variaron de acuerdo al profocolo establecido para el sistema, con temperatura de
desnaturalizacién de 90° durante 1 min, temperatura de union a 65 por 1 min. y
temperatura de extensién a 72° por 1 min. y un ciclo adicional de 72° de extensién
durante 10 niinutos. Se incluyeron controles positivos y negativos de amplificacién
(Para detalles de la técnica ver apéndice 4).

Los productos de la amplificacién de cada una de las muestras se verificé
corriendo un gel de agarosa al 4%, teitido con bromuro de etidio 1 mg/ml, para que su
valoracion  se realice en un Transiluminador de UV, corriendo los controles
positivos y negativos se somcten a un corrintiento en geles de agarosa al 4%, a un
voltaje de 100 volts, en los productos de amplificacion de los sistemas HLA-DQA1 y
Polymarker, se observaron las bandas caracteristicas de cada uno de los marcadores
y en geles de poliacrilamida al 0.5%, para los productos de amplificacién del D1580.
El voltaje slo varié para corrimiento de los geles de poliacrilamida en los cuales se
empled un voltaje de 300 volts .

La Hibridacién de los productos obtenidos de la amplificacién para la
detenninacién de los alelos presentes en el sistema de HLA-DQAI el sistema
Polymarker, el cual incluyé los cinco marcadores genéticos: Receptores de
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDLR), Glicoforina A (GYPA), Hemoglobina
Gamaglobina (HBGG), Locus D7S8 y Componentes de Grupo Especifico (GC); los
cuales fueron hibridados basindose en el proceso inverso al "Dot-Blot" llamado
“reverso de Dot-Blot ” el cual consiste en la unién de Productos de amplificacion de
ADN genomico (productos de PCR) sobre sondas sobrepuestas en menmbranas de
nylon, cada una de éstas sondas( de una secnencia especifica) detecta seis alelos para
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HLA-DQAT difiniendo 21 posibles genotipos y el sistema Polyniarker detecta 12
alelos con 930 genotipos. En el proceso de la hibridacion se utilizan sondas no
radiactivas en las cuales tendremos secuencias de ADN especifico que al ponerse en
contacto con los ADN productos se realiza la hibridacion y el revelado se realiza con
una enzima biotinilada.

La molécula de biotina se encuentra covalentemente unida a la region 5°
terminal del primer contenido en la mezcla de reaccién, en donde cada hebra del
ADN amplificado es marcada con una molecula de bioting. El ADN amplificado el
cual es retenido en cada punto especifico de la sonda puede ser detectado por esa
marca de biotina. El ADN biotinilado es detectado en la sonda durante el paso de
desarrollo de color usando un confugado de estreptavidinag con una enzima
peroxidasa ( llamado reactivo de enzima conjugada) La estreptavidina se une a la
biotina con una alta afinidad y especificidad. La enzima peroxidasa cataliza la
oxidacién soluble incolora del lHamado tetrametilbenzidina (TMB) a un producto
insoluble de color azul determinando una mancha. Esta mancha permanece sobre la
sonda o membrana, identificando un punto positivo dentro de la misma indicando la
captura de los alelos complementarios con esa sonda.

Una vez determinados los alelos se procedi6 a su interpretacién genotipica y
se tomd fotografia de ellos.

Para la interpretacion de los alelos del sistema D1S80 se levé a cabo un
corrimtiento electroforético en gel vertical de Poliacrilamida al 0.5%. a 300 volts
durante 3 horas, cada una de la muesiras amplificadas fue mezclada con azul de
browmofenol y depositada en el pozo alternando una muestra con wn control de peso
molecular conocido como ladder, en el cual van incluidos los alelos determinados en
este sistemna, los cuales al correrse determinan el patrén alélico Yy genotipico en las
ntuestras. Una vez finalizado el corrimiento electroforético, el gel se verti6 en un
recipiente con Bromuro de etidio 1mg/ml, durante 15 minutos para revelar los alelos
amplificados. Una vez enjuagado el gel, se procedié a interpretar cl gel directamente
al espectro ultravioleta tomando como referencia el marcador alélico con controles
de peso molecular conocidos (ladder), para este sistema se detectan 29 alelos que
definen un total de 435 genotipos. La determinacion alélica se hizo de manera
directa anotando de igual forma los genotipos y procediéndose a tomar fotografias
de cada uno de los geles. Con los datos obtenidos de esta metodologia se rinden los
siguientes :

RESULTADOS

NEERMERA |
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ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
1.-De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperarian de la descendencia de la pareja forinada por la occisa Maria Cleofas (4,4)
y el esposo (4,4) para el sistema HLA-DQ Al serian : 4,4 dnicamente.

El menor presenta el genotipo 4,4 para el sistema HLA-DQAL. genotipo
obtenido se encuentra dentro de la combinacion esperada

2- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa Marfa Cleofas (A,A)
y el esposo (A,A) para el sistema Polymarker en el locus LDRL serian: A,A tnicamente.

El menor presenta el genotipo A,A para el locus LDRL, del sistema Polymarker.
El genotipo obtenido se encuentra dentro de la combinacién esperada

3.-De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los Senotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa Maria Cleofas (A,A)

y el esposo (A,A) para el sistena Polymarker en el locus GYPA serian: A,A dnicamente
El menor presenta el genotipo A, A para el locus GYPA, del sistema Polymarker . El
genotipo obtenido se encuentra dentro de la combinacién esperada

4.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa maria cleofas (B,B)
Yy el esposo (B,B) para el sistema Polymarker en el locus HBGG serian: B,B tinicamente.

El menor presenta el genotipo B,B para el locus HBGG , del sistema Polymarker
- El genotipo obtenido se encuentra dentro de la combinacion esperada

5.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa Maria Cleofas (A,A)

y cl esposo (A,B) para el sistema Polymarker en el locus D7S8 serlan: AA y AB
solamente.

El menor presenta el genotipo A,A para el locus D788, del sistema Polymarker.
El genotipo obtenido se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.

6.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa Maria Cleofas (A,B)
y el esposo (B,C) para el sistema Polymarker en el locus GC serian: A,B; B,B; A,C y

AN

El menor presenta el genotipo B,C para el locus GC, del sistema Polymarker .
El genotipo obtenido se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.

7.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la occisa Maria Cleofas (29,30)
y el esposo (24,25} para el sistema D1S80 serian: 24,29; 24,30; 25,29 y 25,30.

El menor presenta el genotipo 2530 para el sistema D1S80. El genotipo
obtenido si se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.
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L- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperarian de la descendencia de la pareja formada por la enfermera (1.1,3) y su
esposo (1.1,3) para el sistema HLA-DQ Al serian:1.1,1.1; 1.1,3 ¥ 3,3.

El menor presenta el genotipo 44 para el sistema HLA-DQA1. el
genotipo obtenido no se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.

IL- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la  enfermera (B,B) y su
esposo (A,A) para el sistemma Polymarker en el locus LDRL serian: A8 dnicamente.

El menor presenta el genotipo A,A para el locus LDRL, del sistema Polymarker .
El genotipo obtenido no se encuentra dentro de la combinacion esperada

HI.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la enfermera(A,B) y su
esposo(A,A) para el sistema Polymarker en el locus GYPA serian: A,A y AB Gnicamente
El nenor presenta el genotipo A,A para el locus GYPA, del sistema Polymarker . El
genotipo obtenido se encuentra dentro de la combinacién esperadas.

IV.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la enfermera (A,A) y su esposo
(B,B) para el sistema Polymarker en el locus HBGG serian: A8 tnicamente.

El menor presenta el genotipo B,B para el locus HBGG , def sistema Polymarker
. El genotipo obtenido 1o se encuentra dentro de la combinacién esperada

V.- De acuerdo a las probables combinaciones de alelos, los genotipos que se
esperaria en la descendencia de la pareja formada por la enfermera (A,B) y el esposo
(B,B) para el sistema Polymarker en el locus D758 serfan: A,B y B,8 solamente.

El menor presenta el genotipo A,A para el locus D788, del sistema Polymarker.
El genotipo obtenido no se encuentra dentro de las combinaciones esperadas. ’

VI.- De acuerdo a las combinaciones de alelos, los genotipos que se esperaria en la
descendencia de la pareja formada por la enfermera (B,C) y el esposo (C,C) para el
sistema Polymarker en el locus GC serian: BC y CC. )

El menor presenta el genotipo B,C para el locus GC, del sistema Polymnarker .
El genotipo obtenido se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.

VIL- De acuerdo a las combinaciones de alelos, los genotipos que se esperaria en la
descendencia de la parefa formada por la enfermera(21,21) y el esposo (16,18) para
el sistema D1580 serian:16,21 y 18,21 Gnicamente.

El menor presenta el genotipo 25,30 para el sistema D1S80. El genotipo
obtenido no se encuentra dentro de las combinaciones esperadas.
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La exclusién de una pareja como padres biolégicos de un menor se
realiza en el momento en el que la combinacién de los alelos presentes en
el genotipo del menor no concuerda con los genotipos determinados para
los probables progenitores. La combinacién de alelos paternos ¥
maternos presentan caracteristicas codominantes, por lo que la
combinacion de éstos alelos siempre estard presente en el genotipo del
menor, st es el caso de que realmente es hijo biolégico de la pareja en
cuestion,

CONCLUSION
1.-Basandose en los resultados obtenidos de los marcadores
genéticos aplicados (HLA DQA1, Polymarker y D1S80)_la pareja
rlae s
d i icos nor d e

2.-Basandose en los resultados obtenidos de los marcadores
genéticos aplicados (HLA DQA1, Polymarker y D1S80) la_pareja

Como resultado final a este estudio comparativo a nivel de alelos, la
enferinera y su esposo fueron excluidos como padres biolsgicos del menor, por lo que
la enfermera fue consignada por howmicidio doloso con agravantes y robo de infante.

Al marido se le dio una condena menor quedando comprobado que hubo
complicidad , aunque demostré que el dia de los hechos estuvo fuera del estado.

Al concluir las investigaciones la enfermera declaré que si realizé la cesarea,
pero que no utilizé algin anestésico y al terminar sacrificé a Maria Cleofas.

Por informes de los familiares se supo que la enfermera tenia problemas para
poderse embarazar y presentd una mola, en la gestacién ésta fue entregada al marido
Yy éste la enterro, sin embargo la pareja tenia dos hijas, por lo que se continuaria
investigando si en verdad eran hijos de la enfermera y su marido.
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SEGUNDO CASO

Los siguientes hechos sucedieron en la Ciudad de México en el afio 1995,
siendo aproximadamente las 12 A.M. del dia 2 Octubre, Jorge “G.” recibié en su
trabajo un llamado telefonico de una persona de voz del sexo masculino, el cual con
insultos amenazé que apartir de una hora violarfa y mataria a la novia de jorge
“G", lo reto a que intentara detenerlo y sin mas palabras le colgd.

Jorge “G.” desesperado trato de hablar por teléfono a la casa de su novia para
tratar de advertirle el peligro que le acechaba, todo fue en vano por que nunca le
contestaron, por lo que sali6 de su trabajo que se ubicaba al norte de la Ciudad y se
dirigi6 a la casa de la novia que vivia en la delegacién Coyoacin, al llegar a la casa
de la novia, tocd la puerta, no recibié respuesta alguna, angustiado se brinco la
barda, al estar en el jardin de la parte frontal de la casa se percata que la puerta de
la casa se encontraba abierta, entré a la sala-comedor vy de ahi se dirigi6 al segundo
nivel donde se encontraban las recamaras, sin encontrar a nadie, por lo que penso
que la novia y su futura suegra habfan salido, siendo entonces esto una broma de
muy mal gusto, penso, de tal modo que se tranquilizo y por el trago amargo se
dirigié a la cocina para tomar un vaso de agua, al entrar descubrié que en el suelo
yacia el cuerpo ensangrentado de su suegra, al tratar de auxiliarla se percata que
estd muerta, por lo que pide ayuda a la policia, es asi como interviene el agente del
Ministerio Publico.

Al llegar al lugar de los hechos el M.P. acordoné el drea y procedi a realizar
una revisidn total de la casa con el fin de encontrar indicios relacionados a este
hecho, fue en el baiio del primer nivel de la casa donde encontré el cuerpo sin vida de
Tere “M.” quien era la novia de Jorge “G.”, el M.P. solicito la intervencion de peritos
en diferentes especialidades con el fin de dar esclarecimiento a este doble homicidio,

Se determiné que la puerta de la casa no habia sido forzada, en la cocina
donde fue encontrado el primer cuerpo existia evidencia de lucha donde la occisa fue
atacada por objeto contundente al parecer con las caracteristicas de un martitlo, por
la mecdnica de los hechos se sugeria que habia sido atacada sexualmente y después
fue asesinada, por lo que se le tomaron muestras de cavidad vaginal y fueron
enviadas al Laboratorio de Genética Forense para la identificacion de semen. En el
segundo caddver, se not6 que su nuerte fue provocada con un objeto punzo cortante
muy probablemente con un cuchillo en el lugar que fue localizado el cuerpo se
encontraron restos de materiales empleados en la construccion,

Los resultados de la necropsia realizada en el Servicio Medico Forense
indicaron que Tere “M” tenia tres meses de gestacion,

PETICION DE ESTUDIO:
El dia 3 de Octubre, se reciben en el Laboratorio de Genética Forense las muestras de
cavidad vaginal, varias prendas de vestir, pertenecientes a Tere “M" y su mamd en
cuya peticién se solicito, un rastreo seminologico para determinar la posible
presencia de semen.
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Para dar respuesta a tal peticion se planteo Ia siguiente metodologia:

METODOLOGIA APLICADA
PARA LA BUSQUEDA DE SEMEN

En la realizacién del rastreo seminologico de las muestras de cavidad vaginal,
asi como las prendas que vestian las victimas, se considero la posibilidad de contar
con la presencia de semen, éstas muestras siguieron dos pasos Sfundamentales en el
analisis de evidencias forenses; las pruebas de orientacion y la de confirmacion
A.- Prueba de orientacién: la evaluacion de la actividad enzimatica de la fosfatasa
dcida de origen prostitico. Esta enzima se encuentra en todos los fluidos bioldgicos
en bajas cantidades, pero en el plasma seminal se detecta en altas concentraciones,
esta es una prueba de orientacion en la cual se produce una reaccién quimica con
desarrollo de color, donde un sustrato llamado Alfa Naftil Fosfato reacciona con la
enzima, de aqui se libera un compuesto llamado naftol que reacciona con el Dianizil
Tetrazolio el cual producird una coloracién vielicea, de acuerdo a la intensidad que
se produzca se interpreta el origen de esta enzima.
B.- Prueba de confirmacién. Se confirma por medio de una visualizacién al
microscopio después de aplicar una tincion de contraste de coloracién UHamada
“Arbol de Navidad” el cual se eucuentra constituido por el reactivo rojo ripido el
cual tifie el micleo celular del espermatozoide, el citoplasma de células de
descamacién es teiido por el verde indigo carmin, es as{ como se puede contrastar el
campo problema y evaluar la presencin de espermatozoides.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

1.-En las muestras de cavidad vaginal tomadas a Tere “M” , si se identifico la
preseitcia de senen.

1.1.-en las prendas de vestir de Tere “M” no se identifico la presencia de semen

2.- En las muestras de cavidad vaginal y varias prendas de vestir, pertenecientes a la
mamd de Tere “M" no se identifico la presencia de semen.

Hasta esos momentos, sélo se tenian indicios que podrian dar con la
identidad del o los victimarios, sin embargo, no existia una prueba clara para
inculpar a alguna persona, sélo se tenian sospechosas.

De las pesquizas se desprendié que uno de los principales sospechosos de la
muerte y violacién cometidas contra madre e hija, era Jorge “G”, dado que fue la
primera persona en llegar al lugar de hechos, por lo que seria la primera linea de
investigacidn.

El segundo sospechoso era el ex-novio de Tere “M”, cuya relacién termino wn -
mes antes y el juro que se vengaria.

El tercer sospechoso era un albaiiil contratado por Jorge “G” para realizar
algunas composturas en la fachada de la casa, este albaiiil no se presento ese dia ni
dias posteriores a los lechos, se desconocia su domicilio.
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Con los resultados obtenidos de la primera evaluacion por técnicas forense, el
Agente del Ministerio Publico que llevaba el caso, solicité la intervencién de los
peritos enn materia de Genética Forense, con el fin de obtener el estado secretor de
antigenos del sistema ABO y de igual forma el perfil genético del semen encontrado
en la cavidad vaginal de Tere “M” y una vez obtenidos los resultados, compararlos
con los principales sospechosos de la muerte Yy violacién cometidas contra madre e
liija, para deterininar su origen biolégico.

METODOLOGIA DE SECRETORES Y ADN.

Jorge “G" y el ex-novio de Tere "M" se presentaron al Laboratorio de Genética
por ordenes del M.P. para que se les tomaran muestras de sangre y semen, solamente
le fueron tomadas al ex-novio de Tere "M",

Jorge “G” se negé a proporcionar las nuestras solicitadas por el M.P, justificdndose
que se encontraba muy nervioso ya que momentos antes le habian aplicado el
examen de poligrafia, El sugeria que se le tomaran las muestras posteriormente.

ante tal problema le acercamos un cenicero y le ofrecimos un cigarrillo, el cual
prendié y consumié, al terminarlo lo deposito en el cenicero. Al retirarse Jorge “G”,
recogimos la colilla la cual estaba hiimeda Yy se busco células de descamacion bucal,

La colilla se dividi6 en dos porciones una de ellas se resuspendio con solucién
salina y se agito en vortex con el fin de extraer las células bucales de la colilla,
posteriormente se procedié a la extraccién del material genético, el fragmento
restante fue sometido a la técnica de secretores y no secretores del sistema ABO.,

El albaiiil fue llevado al laboratorio para la toma de muestra de semen y
sangre, nos percatamos que en uno de sus zapatos en una de sus agujetas tenia una
mancha de sangre la cual fue tomada y procesada. :

El semen y la saliva encontrada en colilla de cigarro fueron tipificadas por
medio de secretores y no secretores del sistema ABO de acuerdo con la técnica de
Adsorcién-Inhibicién que tiene el fin de buscar los antigenos de grupo secretados en
los fluidos biolégicos, los antigenos de la muestra problema se pone en contacto con
anticuerpos especifico (un anti-A, anti-B y lectina que funciona como anti-H)
después de formarse el complejo antigeno-anticuerpo, el antisuero que no haya
encontrado su antigeno afin formara un complejo con los eritrocitos, como resultado
se observa la aglutinacién. La iuterpretacién seria que en el tubo que no se haya
forinado la aglutinacion se tomaria como el grupo resultante.

En este caso la saliva depositada en la colilla fue caracterizada como grupo
secretor “A”, el semen del ex-novio de Tere "M* fue caracterizado como grupo
secretor “O”, el semen encontrado en cavidad vaginal fue tipificado como srupo
secretor “AB” (cabe mencionar que estas muestras se encontraban contaminadas con
restos hematicos de la occisa), las muestras de sangre de la occisa Teresa “M”
resultaron grupo sanguineo “A”, el senten del albaiiil fue caracterizada como grupo
secretor “B” y la agujeta fue caracterizado como grupo sanguineo “A”(para detalles
de la técnica ver apéndice 4). 4

La extraccion del ADN de las células de descamacion depositadas en la colilla
se baso en el protocolo de “PERKIN ELMER” en el cual se utilizo Buffer de
digestion y proteinasa “K” y para la purificacién del ADN se baso en la utilizacién
de la mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico.
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La extraccién de ADN a partir de semen tomado de la cavidad vaginal de la
occisa Tere “M”, se baso se en el protocolo de "PERKIN ELMER", en el cual nos
permite separar las células vaginales de células espermiticas, por medio de una
diferencial de lisis, significa que las células vaginales se lisan en menor tiempo que
los espermatozoides, la lisis se logra, utilizando Buffer de digestidon y proteinasa
“K”, después de lora y media se realizan lavados con Buffer de digestién para
eliminar el ADN vaginal y se continua la digestién para el espermatozoide con
Buffer de digestién y proteinasa “K".

La purificaci6n del ADN obtenidio de sangre y semen se baso en la utilizacién
de la mezcla Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico, Para el ADN de las células de
descamacién se utilizo una solucién saturada de Cloruro de sodio, con el fin de
precipitar las proteinas.

Para corroborar que efectivamente se logré la extraccion del ADN, se sometid
& un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 0.8%, donde las wmuestras
problema y el ADN testigo (de concentracibn conocida) se colocaron en pozos
separados. Una vez finalizado el corrimiento de las muestras en el gel de agarosa, se
soniete a tincibn con una solucién de Bromuro de etidio y por iltimo se visualiza
con un Transiluminador de UV, por medio de la comparacién de la intensidad de
fluorescencia se cualificé y cuantificé el ADN de las muestra problemna. De aqui se
-establece la cantidad que se utiliza para la amplificacién.

La amplificacién del ADN se logré por medio de la técnica de La Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR.)X para detalles ver apendice 4).

Los sistemas genéticos que se utilizaron para la amplificacién forense
son HLA-DQ A1, Polymarker y D1580.

Los producto de la amplificacién de cada una de las muestras se corricron en
un gel de agarosa al 4% con un voltaje de 100 volts, sometido a una tincién con
bromuro de etidio 1 mg/ml, para su valoracién Yy visualizacién con un
Transiluminador de UV,

La Hibridacién de los productos obtenidos de la amplificacién para la
determinacién de los alelos presentes en ¢l sistema de HLA-DQ Al, el sistema
Polymarker, el cual incluy6 los cinco marcadores genéticos: Receptores de
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDLR), Glicoforina A (GYPA), Hemoglobina
Gamaglobina (HBGG), Locus D758 y Componentes de Grupo Especifico (GC);
los cuales fueron hibridados basdndose en el proceso inverso al "Dot-Blot" Hamado
“reverso de Dot-Blot :

Una vez determinados los alelos se procedi6 a su interpretacion Zenotipica y
se tomé fotografia de ellos,

Para analizar los productos obtenidos por el sistema D1S80 se sometieron a
corrimiento electroforético en gel vertical de Poliacrilamida al 0.5%. a 300 volts
durante 3 horas. cada una de la muestras amplificadas fue mezclada con azul de
bromofenol que tiene Ia finalidad de servir como peso al ADN amplificado el cual se
deposita en el pozo alternando una muestra con un control de peso molecular
conocido como ladder, en el cual van incluidos los alelos determinados en este
sistema, los cuales al correrse determinan el patrén alélico y genotipico en las
miuestras. Una vez finalizado el corrimiento electroforético, el gel se vertié en un
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recipiente con Bromuro de etidio Lmg/ml, durante 15 minutos para revelar los alelos
amplificados. Una vez enjuagado el gel, se procedié a interpretar el gel directamente
al espectro ultravioleta tomando como referencia el marcador alélico con controles
de peso molecular conocidos (ladder), para este sistema se detectan 29 alelos que
definen un total de 435 genotipos. La determinacion alélica se hizo de manera
directa anotando de igual forma los genotipos y procediéndose a tomar fotografia
del gel. Cont los datos obtenidos de esta metodologia se rinden los siguientes :

RESULTADOS

SEMEN RECOLECTADO DE CAV.VAG: !

SANGRENSEMEN DE AT S A I B I 4
SANGRE ENCONTRADA EN AGWETAS | A ‘_ A
SANGREDENERET M e 4

SALIVA DE JORGE “G" .

BANGREN:SEMEND) N

ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

1.-Con base al estado secretor de los antigenos del sistema “ABO”, fue posible
identificar del semen tomado de la cavidad vaginal de Tere “M” los antigeno “AB”.
El grupo sanguineo de Tere "M", resulto “A”.

En nuestro estudio, ninguno de los probables responsables coincidieron con los
antigenos “AB". Cabe mencionar que las muestras de semen tomadas de la cavidad
vaginal de Tere “M" se encontraron contaminadas de restos Hemdticos, ante tal
situacion se podria sugerir que la interpretacién de “AB” corresponde a la mezcla de
antigenos “A” de la victima y “B” del agresor, de ser asi quedarian excluidos en
principio el ex-novio y el novio de Tere “M”, Sin embargo esta exclusién tendria que
comprobarse por medio de marcadores genéticos. En las agujetas se determino el
grupo sanguineo “A", con esto se planteo alguna relacién victima-victimario.

2.-En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M" para el sistema HLA-DQ A1 se obtuvo el resultado: 3,4.
Los genotipos identificados en el mismo sistema HLA-DQ Al de las muestras
biolégicas restantes fueron los siguientes:

Tere "M™: 4,4 ex-novio: 3,4

albaiiil: 3,4 jorge G: 2,4

Sangre encontrada en las agujetas del albaiiil: 4,4

Con estos resultados se podria excluir a forge “G” como probable responsable del
delito cometido, sin embargo esto seria comprobado con los siguientes marcadores
genéticos aplicados. El genotipo identificado en las Sangre encontrada en las
agujetas del albaiiil coinciden con el genotipo de Tere”M” y por ultimo el genotipo
de la sangre y semen del albaiiil coinciden con el genotipo obtenido del semen
recuperado de la cavidad vaginal de Tere “M”.
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3- En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de in cavidad vaginal de
Tere "M para el sistemna Polymarker en et tocus LDRL se obtuvo el resultado: AA,
Los geunotipos identificados en el mismo sistema Polymarker en el tocus LORL de Ins
muestras bioldgicas restantes Suerou los siguientes:

Tere “M”: AA ex-novio: AB

albanil: AA jorge G: AB

Sangre encontrada en las agujetas del albanil:  AA

Con estos resultados se ratifica la exclusién de Jorge “G” asi tambien al ex-novio de
Tere “M” como probables responsables del delito cometido,. El genotipo identificado
en las Sangre encontrada en Ins agujetas del albaitil coinciden con el genotipo de
Tere”M” y por ultimo el genotipo de la sangre y semen del albaiiil coincidern con el
genotipo obtenido del semen recuperado de la cavidad vaginal de Tere “M”.

4.- Eu cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M” para el sistema Polymarker en el locus GYPA se obtuvo el resiltado: AB.
Los genotipos identificados en el mismo sistena Polymarker en el locus GYPA de las
muestras biolégicas restantes fueron los siguientes:

Tere “M": AA ex-novio: BB

albaiiil: AB Jorge G: AB

Sangre encontrada en las agujetas del albaiil:  AA

Con estos resultados ex-novio de Tere “M" se excluye como probable responsable del
delito cometido. Aun que Jorge coincidio con el genotipo de la evidencia, fue excluido
con los dos marcadores previos aplicados. El genotipo identificado en las Sangre
encontrada en las agujetas del albajiil coinciden con el genotipo de Tere”M” y por
ultimo el genotipo de la sangre y semen del albaiiil coinciden con el Sgenotipo
obtenido del semen recuperado de la cavidad vaginal de Tere “M”.

5.- En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M” para el sistema Polymarker en el tocus HBGG se obtuvo el resultado: BB.
Los genotipos identificados en el mismo sisteina Polymarker en el tocus HBGG de las
muestras biolégicas restantes fueron los signientes:
Tere “M": BB ex-novio: AB
Albaiiil: BB Jorge G: BC
Sangre encontrada en las agujetas del albajiil: BB

El genotipo BB de las evidencia fue identificado en las muestras del albaiil ydela
victima.

6.- En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M” para el sistena Polymarker en el locus D758 se obtuvo el resultados AA
Los genotipos identificados en el nismo sistema Polymarker en el tocus D758 de las
tnuestras biologicas restantes fueron los siguientes:

Tere “M": AB ex-novio: AB

Albafiil: AA Jorge G: AB

Sangre encontrada en las agufetas del albaiiil: AB

El genotipo del semen recuperado de cavidad vaginal coincide con el genotipo del
albaiiil, el genotipo de la sangre de la agujeta coincide con el genotipo de Tere "M”,
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7.- En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M" para el sistemna Polymarker en el locus GC se obtuvo el resultado: AB
Los genotipos identificados en el mismo sistema Polymarker en el locus GC de las
uestras bioldgicas restantes fueron los siguientes:

Tere “M": AB ex-novio: CC

Albafiil: AB Jorge G: BC

Sangre encontrada en las agujetas del albanil:  AB

El genotipo del semen recuperado de cavidad vaginal coincide con el genotipo del
albaiiil, el genotipo de la sangre de la agujeta coincide con el genotipo de Tere “M

8.- En cuanto al genotipo identificado en el semen tomado de la cavidad vaginal de
Tere “M” para el sistema D1580 se obtuvo el resultado: 28,31

Los genotipos identificados en el ntismo sistema D1580 de las muestras biolégicas
restantes fueron los siguientes:

Tere “M™: 24,31 ex-novio: 18,24
Albaitil: 28,31 Jorge G: 18,18
Sangre encontrada en las agujetas del albanil: 24,31,
En el sistema genético D1580, el genotipo del semen recuperado de cavidad vaginal

coincide con el genotipo del albafiil, el genotipo de la sangre de la agujeta coincide
con el genotipo de Tere “M.

CONCLUSION
1.-Basandose en los resultados obtenidos de los marcadores
proteicos y geneticos aplicados (Secretores y no secretores del
sistema “ABQ”, HLA DQA1, Polymarker y D1S80) el semen
recuperado de la cavidad vaginal perteneciente a Tere “M".se
exciuyen de tener como fuente de origen a Jorge “G” y al ex-novio
de Tere “M”

2.- Basandose en los resuitados obtenidos de los marcadores
proteicos y geneticos aplicados (Secretores y no secretores del
sistema “ABO”, HLA DQA1, Polymarker y D1S80) el semen
recuperado de la cavidad vaginal perteneciente a Tere “M"” no se
excluyen de tener como fuente de origen al albafiil

3.- Basandose en los resultados obtenidos de los marcadores
proteicos y geneticos aplicados (Secretores y no secretores del
sistema “ABO”, HLA DQA1, Polymarker y D1S80) ei genotipo de la
sangre encontrado en las agujetas del albaiiil no se excluven de
tener como fuente de origen a Tere “M”.

26



CONCLUSION DEL TRABAJO.

El drea de las Ciencias Naturales en la actualidad ha extendido su
campo de aplicacion en diferentes dmbitos del quehacer cientifico. Es asi
que de acuerdo a las diferentes disciplinas gue la conforman se han
establecido diferentes criterios cientificos y diversas corrientes. En este
sentido, el papel fundamental del biélogo, consiste en incursionar en
estas dreas acordes a su perfil profesional, consolidandose como un reto
el destacar en disciplinas tales como la ecologia, taxonomia,
bioquimica, biologia molecular, paleontologia, genética, etc.

La aportacién de este trabajo se ha circunscrito en aplicar las
metodologias empleadas en la genética y la biologia nolecular en el
camnpo de la Criminalistica, la cual como ciencia multi e
interdisciplinaria, evaliia evidencias de tipo fisico Yy biolégico, en donde
los datos que aporta el biélogo forman parte fundamental en la
investigacién de hechos delictivos. El hecho de enfrentarse a nuevos
canipos de aplicacién de la Biologia en dreas ligadas con la procuracion
e imparticion de Justicia, es motivo suficiente para involucrar a
profesionistas comprometidos con una sociedad cambiante que requiere
de la aportacién que la ciencia puede brindar.

La evaluacion de la evidencia en un laboratorio sigue un patrén de
estudio que va de lo general a lo particular, aplicdndose técnicas
sencillas y rdpidas hasta las mds complejas y de mayor confiabilidad.
En el laboratorio de Genética Forense, especialidad de reciente creacion
en México, se sigue el misnio patron de andlisis de evidencias, con la
aplicacion de marcadores genéticos de uso forense destacando entre los
mds usuales los sistemas HLA DQA1, Polymarker y D1580. Los valores
de poder de discriminacion 0.925266, que indica que es la probabilidad de
que dos individuos al azar de una poblacién determinada tengan
diferentes genotipos y la probabilidad de coincidencia al azar es dedos
por diez a la menos siete, esto indica que de cada 10 millones de
personas existirin 2 que presentaran el mismo genotipo; Otro apoyo
estadistico del cual nos podemos apoyar es el indice de paternidad, el
indice de maternidad y el poder de coincidencia especifico, para un caso
determinado entre otros parametros. Estos criterios son considerados
para poder concluir en un resultado de exclusién o no exclusion,
permitiendo al perito dar un aporte confiable en la emision de su
dictanen.



APENDICE 1.-SECRETORES Y NO SECRETORES DEL SISTEMA ABO
ADSORCION-INIHIBICION

L-Tomar una mnestra del fluido biologico con un volumen aproximado de 500 ul

2.-Tomar 100 ul de la muestra y mezclarla con 200 ul de solucién saling

3.-Colocar 100 ul de Ia mezcla en tres tubos previamente etiquetados.(A,.B y H)

4.- Adicionar 50 ul de Antisueros especificos (Anti-A al 10%, Anti-B al 10% y Lectina) a

cada tubo

5.- Repasar durante 5 minutos con agitacion intermedia a temperatura ambiente

6.- Agregar 50 ul de sangre o eritrocitos conocidos al 2% (A, By O)

7.- Dejar reposar durante 10 minutos a 37°C

8.- Centrifugar la muestra durante 2 minutos a 3500 rpin a temperatura ambiente

9.- Interpretar.

APENDICE 2.- AISLAMIENTO DE ADN DE SANGRE TOTAL “LIFE CODES”

L.- Adicionar 1.0 inl de Sangre Total bien mezelada a un tubo de microcentrifuga un EPPEN
DOREF. Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 5 minutos

2.- Cuidadosamente remover el plasina, a excepcidn de los leucocitos

3.- Adicionar 1.0 de Cell Lysis Buffer a tubo, tapar y agitar durante 1 minuto.

4.- Centrifugar a 9500 r.p.m, durante 5 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante,

5.- Repetir los pasos 3 y 4 en dos ocasiones inds.

G.- Adicionar 1.0 1l de Protein Lysis Buffer. Vortejear para suspender el Pellet,

7.- Centrifugar a 4500 r.p.an. durante 5 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante. Situar Ias
mestras en hiclo

8.- Prepare una mezcla maestra con 225 microlitro de Protein Lysis Buffer y 25 microlitros
de Proteinasa K por muestra. Vortejear para mezclar,

8.- Procesar las ituestras de la forma siguiente:

a) Adicionar 250 microlitro de la mezcla maestra y resuspender la muestra,

b) Mezcle bien y sitiie el tubo en un block a 65°C.

10.- Después de la adicién de la mezclar maestra a la ultima muestra incubar durante 2 hirs.,
agitando cada 15 6 20 ininutos con el fin de resuspender el Peliet.

11.- Después de In incubacién, agitar vigorosainente durante 30 segundos y centrifugar a
10000 r.p.an. durante 2 min,

12.- Transfiera el sobrenadante a un tubo EPPEN DORF nuevo

13.- Cuantificar el ADN

APENDICE 3.- PURIFICACION DEL ADN

L- Aproximadainente a 500 microlitros de la muestra problema se le agrega wir Iml de la
mezcla de solucione de Fenol-Cloraformo-Alcohol Isoaniilico (25:24:1)

2.- Agitar vigorosamente durante 5 mhnitos

3.- Se centrifuga a 2100 r.p.m. durante 10 minutos

4.- Se separa la fase acuosa y se coloca en un tubo estéril nuevo.

».- Se precipita el ADN con un volumen igual de Etanol Absoluto frio

6.- Centrifugar durante 5 minutos a 5000 r, p-1i.

7.~ Se decanta el sobrenadante y se le adiciona al tubo un volumen igual de Etanol al 70%

8.- Se agita por inversion y se vielve a centrifugar a 5000 1. pan. durante 5 minutos

- 9.- Se decanta y deja secar a temperatura ambiente

10.- EI ADN se disuelve el Buffer TE pH 8 o0 bient en agua estéril libre de endo nucleasas
durante toda la noche a temperatura ambiente
11.- El ADN extraido se somete a un corrintiento electroforetico en un gel de agarosa al 0.8%
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ESTA TESIS RO DEBE
APENDICE 4.-LA AMPLIFICACION (PCR) ALR DE LA BIBLIOTECE

L1.-Prender el Termociclador 5 win. antes de usarlo.
2.-Agregar en un tubo ependoff de 0.5 ml ( previamente etiguetado), 40 microlitros de la
mezcla de reaccién, para el sisterna DQA1 y POLYMARKER, e el sistenia D1S80 se agregan
20 microlitros
3.-Adicionar 40 microlitros de la solucién de MgCI2 para la mezcla de DQA1, adicionar 40
mticrolitros de preimer a la mezela de POLYMARKER y 10 microlifros
4.-Agregar dos gotas de aceite imtineral
5.-Depositar de 2 a 40 nanogramos de ADN en la fase que se encuentra la mezcla de reaccion
y cerrar el tubo.
6.-Programar el Termociclador (dentro de 30 min. después de ser agregado el clorure de
magnesio} y introducir los tibos.
7.-El programa debe estar en Ia fila No. 24, a las tres siguientes temperaturas para los
sistemas DQA1 y POLYMARKER :

94 grados centigrados por un minuto para desnaturalizar el ADN.

60 grados centigrados por 30 segundos para alinear los cebadores

72 grados centigrados por 30 segundos para copiary extender las

hebras por medio de la polimerasa.

Para el sisteina D1S80 los tietmpos son de un minuto
9.- El prograina debe ser de 32 ciclos uniéndolo a la fila No. 2 cor un periodo de incubacién
de 72 grados centigrados por 7 min..
Los Kit de amplificacién forense HLA-DQA1 PCR Amplification and Typing Kit®,
Polymarker® y el KIT AmpliFLP D1S80% se encuntran constiruidos por la mezcla de
reaccibn que contienc : los oligonucledtido cebadores, la enzima ADN polimerasa
AmpliTag® , la dioxiadenintrifosfato, dioxiguanintrifosfato, dioxicitosintrifosfato y
dioxitiamintrifosfato (dATP, dGTP, dCTP Y dTTP en solucitn buffer); solucién de
MgCl2,aceite mineral, ADN control (contiene 250 ng/ml de ADN de genotipo conocido),para
el kit D1580 posee ¢l estandar alelico (ladder) constituido por 27 alelos: del 14 y 16 al 41, El
alelo 15 no esta incluido en el ladder. El volumen total de la mezcla de reaccion Junto con las
miatestras es de 50 microlitros, 20 microlitres, de la dilucion de la muestra de ADN gedwntico
que contiente aproximadamente 5 ng. de ADN , 20 microlitros de la mezela de reaccion y 10
microlitros, MgCI2, 5 1M,

APENDICE 5.-HIBRIDIZACION DQAL.

1.-Programar el Termociclador a la fila No.1 por 95 grados centigrados

2.-Etiguetar las sondas

3.-Incubar el ADN amplificado en el Termociclador de 3 a 10 min,

4.-Preparar la mezcla de la enzima conjugada 27 microlitros y la solucién
hibridizadora 3.3 1nl. por cada sonda

5.~ agregar 3 mnl. de la mezcla a cada sonda

6.-adicionar 35 microlitros del ADN amplificado

7.-incubar en bafio Maria a 55 grados centigrados con agitacién de 50 a 90 r.p.n.
durante 20 min.

8.-decantar y agregar 10 1nl. de solucién lavadora.

9.- agitar la sonda a teinperatura ambiente

10.-desechar la solucién lavadora y agregar otros 10 ml. de la misna solucién a 55
grados centigrados a 50 v.p.m, por 12 min,
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11.-desechar la solucion y agregar 10 ml, de Ia misina solucién a 50 rpan.a  temperatura
ambiente.
12.-desechar la solucion lavadora y agregar 10 ml. de buffer de citratos a 50 r.p.ue. a
temperatura ambiente.
13. preparar el revelador de color 10 . de buffer de citratos , 110 microlitros de
perdxido al 3%, 0.5 ml. de solucién cromogeno
14.-agregar 10 ml, de la solucion reveladora a cada tira y ponerlo en agitacién a 50 r.pan.
de 20 a 30 min. hasta .desarrolle el color cada tira
15.- lavar la sonda con agua desionizada

APENDICE 6.-HIBRIDACION POLYMARKER
1.- Etiquetar las tiras.
2.-Agregar 3 ml, De solucién Iibridizadora para cada tira
3.-Colocar de 20-40 icrolitros de ADN amplificado y desnaturalizado (3-10 min.
A 95 grados centigrados)
4.-incubar en bario rotatorio a 55 grados centigrados ( 50-90 rpns) durante 15 min.
=.-Cinco niinutos antes de finalizar la incubacidon preparar 3.3 ml. De solucién
lubridizadora y 27 microlitros de enzima conjugada por cada tira.
6.-Terminando los cinco minutos de incubacién , decantar la solucidon con el ADN y  secar
la charola,
7.-Lavar por unos segundos con solucién lavadora precalentada.
8.-Decantar y secar perfectamente con papel,
9.-Dispensar 3 ml. De la solucién preparada en el paso #5,
10.-Incubar a 55 grados centigrados por cinco minutos.
11.-Remover la solucidn y secar la charola,
12.-Dispensar 5 inl. De solucién lavadora y lavar por varios segundos, decantarlo y
secarlo.
13.-Dispensar 5 ml. De solucidén lavadara e incubar a 55 grados centigrados por 12
mntinutos.
14.-Decantar la solucién lavadora y secar. )
15.-Dispensar 5 ml. De solucién lavadora y agitar por varios segundos, decantary  secar.
DESARROLLO DE COLOR
16.- Dispensar 5 ml. De buffer de citratos en los pozos de 1a charola en Ia cual se
encuentra cada tira y colocarlo en un agitador orbital duranie 5 min. A temperatura
ambiente.
17.-Durante este paso preparar solucién reveladora de color por cada tira:
Sml. De buffer de citratos.
5 microlitros de peroxido (H202} al 3%.
0.25 ml, De TMB.
18.-Eliminar el buffer de citratos y secar la charola.
19.-Dispensar 5 ml. De solucién reveladora de color.
20.-Agitar del a 30 min. En un agitador orbital a temperatura ambiente ycubrircon  papel
negro.
21€ por ultimo se lavan las tiras con agua destilada y sacar fotografia.
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