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Genética Forense

Biologia Molecular

Estadistica

Derecho Civil y Penal

o Genética de Poblaciones
Criminalistica



Tipos de Vestigios que Pueden
Contribuir a la Identificacion de
Evidencias Moleculares



Fuero

Tipos de Muestras

Civil

Penal

— De Referencis

Evidencias

De Referencia

Sangre

Hisopado Bucal
Naterial Cadavérico

Sangre
Hisopado Bucal

Manchas de Sangre
Manchas de Semen

Manchas Mixtas
Material Cadavérico



Fuero

Tipos de Muestras

Penal

De Referencia

Evidencias

Sangre
Hisopado Bucal

Manchas de Sangre
Manchas de Semen

Manchas Mixtas
Material Cadavérico



Evidencias y Muestras

 Los analisis de ADN se encuentran
optimizados.

e La evidencia es sin duda el material mas
importante de una pericia.

e Actualmente la mayor parte de los problemas
periciales surgen por errores en el manejo de
las evidencias.



Testimonio en Juicio

e E| Periito Forense es un testigo experto que aporta
un testimonio objetivo y una opinion fundada.

* Objectivo~incluye la descripcion de los métodos
analiticos empleados vy sus hallazgos

 Opinion~como el experto interpreta los resultados
obtenidos



Historia del Caso y Especimenes

Coleccion de hechos

Hallazgos relevantes de |la causa

Drogas disponibles al occiso

Intervalo entre la aparicion de sintomas y el desceso
Lugar del hallazgo

Presencia de fauna cadvérica

Muestras analizadas

Analisis realizados



Obtencion de evidencias en el
lugar de
hecho:Recomendaciones de GEP-
ISFG




Lugar del Hecho




Deteccion de Trazas de fluidos bioldgicos:
Uso del Luminol




Proteccion de las muestras

Usar material descartable para cada muestra

No anadir conservantes a las muestra
tomadas.

Dejar secar a temperatura ambiente, en un
lugar protegido, antes de empaquetar.

Empaquetar cada muestra por separado.

Utilizar bolsas de papel evitando siempre el
plastico.



Prendas




Documentacion

e Formulario de envio de muestras.

e |dentificacion de las muestras (muestras de
referencia, evidencias, etc.)

e Cadena de custodia: debe figurar el nombre y
firma de las personas responsables de cada
uno de los pasos seguidos por las muestras;
fecha y hora, y condiciones de
almacenamiento.






Sangre
Semen
Saliva
Orina
Pelos
Dientes
Hueso
Tejidos blandos
Materia fecal
Vomito




Rendimiento de Extraccion

Tipo de Muestra Cantidad de ADN

Pelo cortado sin 1 ng

bulbo

1 ul de saliva 30ng

1ul de sangre 45ng

1ul de semen 300ng

Pelo con bulco 10 a 600 ng



Serologia

* Analisis de sangre

 Prueba de Hexagon OBTI
Prueba Hemastix

* Prueba presuntivas




Conservacion de los diferentes
tipos de muestras



Vestigios y Rastros de Interés Forense

El procedimiento de
coleccion de las
muestras dependera
del tipo de vestigio
gue estemos
analizando, si estos
son muebles o
inmuebles, etc..




Vestigios y Rastros de Interés Forense




Evidencias Mas Frecuentemente
Empleadas.

Sangre
Hisopados y Apositos
Pelo

Mancha de Fluidos Biologicos Sobre
materiales absobentes: tela, papel, etc.

Tejido Cadveérico Tejidos Blandos, Hueso y
Dientes.



Sangre

e Esla fuente ADN mas comuny la de eleccion.

e La conservacion y los métodos de extraccion
han cambiado, simplificandose, disminuyendo
el volumen necesario y los requerimientos de
bajas temperaturas.

e Elvolumen de almacenamiento ha sido
disminuido en gran medida



El Envio y la Conservacion de Material ha Dejado
de Ser un Conflicto

 No se requieren mas
tubos.

* No se requiere mas
criopreservacion.

 Prolongado periodo de
conservacion.

* Lasangre se conserva a
temperatura ambiene




Grandes Volumenes, Grandes Errores

Volumenes mayores a 1ml
reqguieren criopreservacion
y manejo de volumenes
grandes.

La manipulacion de las
muestras puede conducir
a errores.




Grandes Volumenes, Grandes Errores

e La extraccion de mas 50
ul de sangre liquida
requiere al menos de 4
tubos diferentes
rotulados
individualmente.

* Numerosos solventes
organicos son también
requeridos.







Puncion dactilar o de talon permiten el analisis de mas
de Treinta Marcadores Polimorficos

Practica NO Cruenta.

Previene Posibles Infecciones
en Areas Endéemicas.

La muestra no supera los 100
microlitros.

Permite repetir el ensayo
varias veces.




Conservacion de muestras de sangre.

Soportes adsorbentes.

Conservacion a
temperatura ambiente.

Largo tiempo de
conservacion.

Permite generar un banco
de muestras.
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Nuevas alternativas

Recoleccion de células epiteliales

Recoleccidon de Sangre




Extraccion de ADN a partir de
sangre liquida

* Ventajas e Desventajas
Cantidad de ADN Tiempo de trabajo
Calidad de ADN Gran numero de pasos

que aumenta el riesgo
de cometer errores

Uso de solventes
organicos



Extraccion a partir de sangre sobre papel
de filtro e hisopados bucales

e Se corta una porcion de un centimetro de
lado del papel de filtro o la punta del
hisopo seco.

e Se extraen con TEC/SDS/PK durante una a
dos horas a 56°C.

e Luego se realiza la extraccion con solventes
organicos.



Extraccion de ADN de sangre sobre
soportes solidos (FTA)

e Menor tiempo de trabajo (aprox. 30
minutos)

e Menor numero de pasos.

e Posibilidad de procesar gran numero de
muestras sin riesgo de erroresy
contaminaciones.

e No se utilizan solventes.



ORGANICA

Manchal/-\ [\ SDS, DTyT, EDTA

de proteinasa K
Sangre

INCUBAR (56 °C)

@% Centrifugar

Fenol,

cloroformo,
VAlcohol isoamilico

VORTEX

@@ Centrifugar

TRANSFERIR face acuosa
(superior) atubo nuevo

i
[-?uffer TE

\/

CONCENTRAR la muestra

(Centricon/Microcon-100 o
precipitacion con etanol)

@% Centrifugar

QUANTIFICAR
DNA

Amplificar por
PCR

CHELEX

Manchgl
de [\ Agua

Sangr

INCUBAR (T ambiente)

@% Centrifugar

SACAR sobrenadante

[ 5%

v Chelex

INCUBAR (56 °C)
INCUBAR (100 °C)

@@ Centrifugar

QUANTITFICAR
DNA

Amplificar por
PCR

Papel FTA
-[-\ Depositar sangre

‘ sobre el FTAy
dejar secar
1L

Sacabocado °

|
\/

Lavar varias veces con
Buffer de extraccion

Descartar sobrenadante

f‘Reactivos

v de PCR

(NO se Cuantifica las muestras son
unifomes)

Amplificar por
PCR



Pelo

Material frecuente como evidencia.

La Presencia de bulbo permite obtener ADN nuclear
Y mitocondrial (ADNmt).

En ausencia de bulbo solo se podra obtener ADNmt.

El analisis de ADNmt obtenido a partir de pelo
presnta limitaciones interpretativas.



Pelo

 En caso de violacion resulta necesario el
peinado pubiano de la victima con el objeto
de rescatar pelos del victimario.

 En la escena del crimen también suelen
hallarse pelos de los criminales. Se deberan
tomar precausiones para evitar colectar las de
los investigadores!.
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Pelo

Si el pelo cae espontaneamente
aunque exhiba un engrosamiento
semejante a un bulbo piloso, se
encuentra queratinizado y sélo
contiene restos de ADNmt.



Pelo

1| shan ) 3
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arrancarlo del cuero
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Pelo

Si bien mayoritariamente
proteico incluye en su’
médula restos de
mitocondrias y sus
genomas



Marcas de Mordidas.
*Halladas frecuentemente en casos de violaciones.
Al detectarse deben ser suavemente frotadas con hisopos humecidos el
solucion fisioldgica, secados al aire y colocados en sobres de papel, estc
permitira el analisis de ADN.

*Debe ser fotografiada

Mordeduras mas viejas pueden aveces ser visualizadas y fotografiadas
usando luz UV.

*Si la mordedura ha dejado una impresion se puede tomar un molde.

*Perfil de ADN, molde y fotografia podran ser comparados con el
sospechoso.



Violaciones

Un eyaculado puede
contener varios millones de
cabezas espermaticas.

La conservacion y adecuada
manipulacion de los hispdos
es fundamental.




Espermatozooides

Las caracteristicas
estructurales de los
espermatozooides permiten
separarlo de otros tipos
celulares para efectuar
estudios comparativos



Evolucion de los Conceptos de
secado de Hisopados




Materiales Fijados




Unas







Dientes

Esmalte
Dentina

Membrana Periodontal

Nervio e

Irrigcion Sanguinea

Corona |-



Dientes




Material Cadavérico

 En casos de estudios de paternidad “Post
Mortem?”, si en la familia existe un numero
considerables de parientes del fallecido se
puede evitar la exhumacion.

e El éxito del analisis de este material depende
en gran medida del estdo de conservacion del
material a analizar.



Analisis de Paternidad:

En Ausencia de Progenitores Directos

=e @
e













e Conservado desde su
muerte en camara
fria (8 meses).




Tiempo de muerte aprox.
16 anos.

Inhumado en nicho.

Proceso de momificacion
espontaneo.







Material Cadavérico

e Tejidos blandos frescos o descompuestos
deben ser congelados y mantenidos en esta

condicidon al momento de la extraccion de
ADN.

* No se debe romper la cadena de frio ya que
de lo contrario se descompondra en forma
rapida el tejido imposibilitando una
contrapericia.



Material Cadavérico

e Si el material se encuentra descomuesto un
frgamento de 2 x 4 cm se debe colocar en un
tubo de 50 ml (polipropileno) con sal de mesa.

e Si el material esta seco o esqueletizado se
podra conservar a temperatura ambiente en
sobres de papel Manila.



e Ciertos tejidos se conservan
debido a condiciones
ambientales durante periodos
prolongados.

e Material muscular con mas de
10 meses entre escombros de
una explosion.







Hueso

El tejido 6seo mineralizado
es escaso en los recién
nacidos.

El proceso de
mineralizacion facilita la
conservacion de material
genético.



Hueso




Hueso










Investigacion de Vinculos de Parentesco:
Analisis Forense Simples



Cuadl Sera?




Acta de Conformidad y Solicitud

Autoriza la realizacion del
analisis y da conformidad
para eventuales re-
extracciones.

Provee informacion
identificatoria,
dactiloscopica, caligrafica
y fotografica.

Es confidencial.
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Josa
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Bervicio de Huellas Digitales Genéticas

ACTADECONFORMIDAD PARAESTUDIO DEHUELLAS
DIGITALES GENETICAS

Porla presente, los abajo firm antes

s Genéticas, asi como para la ext
angre y/o hisopados bucales adicionales, en caso de resultar insuficiente las tom adas en
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a extraccion de m uestras de
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Menos Politicamente Correcto, Aunque Mas
Realista

m l|hr| H 'ﬁ' ﬂ |#




Cuatro STRs amplificados en Multiplex
detectados simultaneamente

Gallina

Huevo

Gallo




 ADN extraido de
todos los integrantes

Criterios Empleados
del trio.
e Analisis de 15

microsatélites
autosdmicos. ‘




Criterios Empleados.

e Analisis de 15
microsatélites
autosomicos.

e Analisis de 9
microsatélites del
cromosoma Y.




Criterios Empleados

« En ausencia de la
madre la
iInvestigacion de la
paternidad es
también factible.

 El Indice de
Paternidad es algo
menor que en la
condicion optima.




Caracteristicas del Analisis.

Voluntario.

Permite develar una situacion de duda.

Puede constituir una prueba anticipada previo
a un juicio.

Puede ser ordenado por un Juez del fuero Civil
o Penal.



"transgresion que consiste en la practica de retads
sexuales entre parientes” Q

\
O

Cddigo Penal, Cap. Il “Violacion y estupro”-
Art.122 y Cap. Il “Corrupcion, abuso
deshonesto y ultrajes al pudor” Art 125.
(Ley 20509y 23077)




 Mayor frecuencia de homocigotas en el
descendiente.

 Madre e hijo presentan una mayor
Incidencia de heterocigotas iguales en
los STRs analizados.



10

Perfiles homocigotas
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Perfiles heterocigotas e iguales

P @

M Incest
O Control




Situaciones Analiticas Complejas






== Enncipal sile of
darmage (dap srination)

Sl of oxciative
darmage

=== DSale O hytrolytic
darmaga



Analisis de Microsatélites

* Algunos STRs requieren
particular atencion en
el momento del analisis.

e E|lsistema VWA es uno
de ellos.



Analisis de Material Cadavérico.

Resultados Sin Editar.

I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 I I 1 1 ] 1 I 1 1 L) 1 I 1 1 1 1 I 1 1 1 1 I
Hueso 100 150 200 250 00 250 400 450 S00
i pES117a || TPOX

200
&0
400
200




Analisis de Material Cadavérico.
Resultados Editados.
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Esquema del Proceso de Formacion de
Productos “Stutter”

Normal STR Allele Replication

LEEEEEEEEEE ] // \\ Ininen

——1 Una repeticion se desaparea
durante ela respiracion.

Walsh et al (1996) Nucleic Acids Res. 24: 2807-2812



Resultados con ADN Degradado
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4 picos en un
locus

| [LELE
1

Muestra Mezcladaa

Hombro mas alto

de lo esperado

blue panel

D21S11

green panel

D18S51
o b sk

ative Fluorescence Units

Desbalance en la
razon de picos
XIY

2o

b L,
D5S818 a
N

“Stutter” en el lado
incorrecto

D75820




Marcadores Genéticos



Localizacion del ADN en las células
eucariotas

 En el nucleo celular
(cromosomas
autosomicos: 22 pares
y sexuales X e Y).

* En mitocondrias
numero variable de
genomas.




ADN
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FIGURE 2.10 The double-strand structure of DNA illustrating the
nucleotides, each composed of a deoxyribose sugar, a phosphate,
and a nitrogen-containing base.

i3 2005 BrooksiCole, a division of Thomson Learning, Inc.



, Vista lateral
2 Extremo 3
de una
Molécula de

ADN

res de Bases

Extremo 3° — % Extremo 5




Cambios Estructurales Durante la
desnaturalizacion

MNative DNA Denatured DNA Renatured DNA

!fj? j \

é - . |
Nugcleation 'I Zippering
{second-order) . i First-order)
—:- -

Saunders College Publishing




Seterminacion del Contenido en GC

1.0

OD260

65 70 75 80 85 90 95
Temperatura (°C)



Cinética de Reasociacion

1.0
Fraccion
que
AND
Permanec A iris
e Mono
0.5
Cadena ,
ADN Eucariota
(C/C,)
0

104 103 102 10! 1 10' 10% 10® 10%

C,t (mole x seg./l)



Fraccion
que
Permane
ce Mono
Cadena
(C/C0)

Cinética de Reasociacion

104 103 102 10! 1 10' 10% 10® 10%

C,t (mole x seg./l)



Hibridacion

AND Templado

AT A ATCCGATCA

TACTCCACACCCTAG
e

TACTCGACAGGCTA

Primer



Analisis de Southern
Restriccion y Separacion Electrofrética

—\\i\ <
NP

AN |

Muestra




Analisis de Southern
Transferencia del ADN a la Membrana

Membrana




Analisis de Southern

Hibridacion con la Sonda

Agregado de
Blogueante

Agregado de la

Luego del lavado

Membrana con
AND fijado

EI AND

bloguente se une
al ADN La sonda cubre a

la membrana ;
pero sélo se une Solo se detecta la

alo senal en las zonas

complementario  €specificas



Analisis de Southern
Revelado de Autorradiografias

Membrana con la

sonda marcada

hibridizada Exposiion a placas d
Rx

Se detectan los
fragmentos
especificos



Analisis de Minisatélites.

Transferencia de Southern.

Gran capacidad
discriminativa.

Requiere integridad del

ADN.

Requiere alta —
concentracion. ﬁ/mi
Optimo para estudios de (ot
paternidad. %mm“ T
Econdmica. mﬂ{l




La electroforesis en geles
de agarosa permiten
separar al ADN por
tamanolos fragmentos
menosres se mueven mas
rapido que los
mayoresSmall fragments
La concentracion de
agarosa determina lel
rango de resoucion de |
tamaio de los
fragmentos




Tipos de Polimorfismos

Polimorfismos de Sustitucidon SNPs

Single nucleotide polymorphisms

— 1 cada pocos cientos de pb, tasa de mutacién = 107

Ins/dels cortos (=insercion/delecion)

— 1 cada pocas kb, tasa de mutacion muy variable

Microsatelites (STR) repeticiones repetidas
— 1 cada pocas kb, tasa de mutacion <103

Minisatelites

— 1 cada pocas kb, tasa de mutacion < 101

TGCATTGCGTAGEC
TGCATTCCGTAGEC

TGCATT- - - TAGGC
TGCATTCCGTAGGC

TGCTCATCATCATCAGC
TGCTCATCA- - - - - - aC

S — e .
e 0000

<100bp



Analisis de Minisatélites por RFLP

. s e o ral med AU '-!
e Permite el andlisis de el s ANty

vinculo bioldgico de
parentesco.

"b;
L}




Table 1. Binned Population Distribution for Haelll, Buenos Aires Metropolitan
Population®

D2544/ D157/ D5S110f D45139/ DI10S28/ DI7526/

Bin Range (bp) YNH24 ~ MSI LHI PH30 TBQ7 EFD52
] 0639 0.0000 0.0000 0.0000 00000 00000 0.0045
2 640-772 0.0000  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0045
3 773-871 0.0025  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
4 872-963 0.0000 00027  0.0055 0.0000 0.0042 0.0000
3 0641077 0.0173 0.0027 0.0027 0.0000 0.0210 0.0000
2 10781196 0.0100  0.0055  0.0027 0.0000 0.0210 0.0000
i 1197-1352 0.0767 0.0110 0.0083 0.0028 0.0252 0.0318
8 13531507 0.1060  0.0110  0.0160 0.0000 0.1218 0.0318
9 1508-1637 0.0040  0.0027 00194 0.0000 0.0840 0.0090
10 16381788 0.0960  0.0193  0.0194 0.0000 0.0590 0.0090

17891924 0.0940 0.0138 0.0470 0.0000 0.0546 0.0227

._
=

12 1925-2088 0.0396 0.0055 0.0250 0.0028 0.0500 0.0136
13 2DR9-2351 0.0710 0.0248 0.0970 0.0000 0.1170 0.0227
14 2352-2522 0.0371 0.0138 0.0530 0.0000 0.0336 0.0227
15 2523-2692 0.0321 0.0110 0.0690 0.0114 0.0126 0.0180
16 2693-2862 0.0620 0.0359 0.0780 0.0028 0.0336 0.0227
17 2863-3033 0.1000 0.0165 0.0670 0.0000 0.0500 0.0136
18 3034-3329 0.0550 0.0410 0.1000 0.0029 0.0420 0.0045
19 33303674 0.0470 0.0552 0.0720 0.0229 0.0550 0.0090
20 3675-3979 0.0270 0.0469 0.0800 0.0258 0.0420 0.0500
21 39804323 0.0100 0.0856 0.0560 0.0400 0.0670 0.0680
22 43244821 0.0049 0.1000 0.0420 0.0630 0.0670 0.1400
23 4822-5219 0.0000 0.0440 0.0360 0.0740 0.0042 0.1000
24 5220-5685 0.0000 0.0630 0.0330 0.0800 0.0042 0.0860
25 56866368 0.0074 0.0740 0.0300 0.1600 0.0084 0.0950
26 63697241 0.0024 0.0660 0.0140 0.1230 0.0168 0.0950
27 72428452 0.0000 0.0740 0.0140 0.1950 0.0042 0.0860
28 845310093 0.0000 0.0880 0.0110 0.0977 0.0000 0.0360
29 1009411368 0.0000 0.0138 0.0000 0.0287 0.0000 0.0000
30 1136912829 0.0000 0.0359 0.0000 0.0340 0.0000 0.0000
31 12830~ 0.0000 0.0280 0.0000 0.0287 0.0000 0.0000
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Analisis de un

Muestras Southern Blot
| |
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Resultados en un estudio de paternidad

M H PA

INCLUSION



Tipo de perfil observado en una
inclusion de vinculo

PH-30 MS-1

| MC H1 H2Z M MC H1 H2 M




Resultados en un estudio de paternidad

M H PA

EXCLUSION
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MUTACION!
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Una mutacion puede ==

interpretarse falsamente -

como una exclusio
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Minisatellites:
Frecuencia de Mutationes

Locus N Frecuencia
D1S7 6/486 0.01
D5S110 3/486 0.0062
D10S28 1/486 0.002
D4S139 4/486 0.008

N=Numero de mutaciones/caso de paternidad.
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