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Contorno de Presentación

• Análisis de ADN y STRs 
– Butler, J.M. (2006) Genetics and genomics of core STR loci used in human 

identity testing. J. Forensic Sci. 51(2): 253-265.

RECESO

• Electroforesis Capilar
– Butler, J.M., Buel, E., Crivellente, F., McCord, B.R. (2004) Forensic DNA 

typing by capillary electrophoresis: using the ABI Prism 310 and 3100 
Genetic Analyzers for STR analysis. Electrophoresis, 25: 1397-1412.

Perspectiva Histórica en el Análisis de ADN
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2006: 
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del sistema de justicia
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Ley de Justicia para

todos ($1B sobre 5 años)

RFLP
DQA1 & PM 

(dot blot) ‘Multiplex’ STRs

ADNmt

Gill et al. (1985) Forensic 
application of DNA 'fingerprints‘. 
Nature 318:577-9

http://www.ojp.usdoj.gov/nij/pubs-sum/183697.htm

•Reporte publicado en Nov 2000

•Se pidió estimara cual sería el 
estatus de análisis de ADN en 2, 
5, y 10 años futuros

Conclusiones
Análisis de STR está
aquí para quedarse
por algunos años
gracias a las bases de 
datos 

'Combined DNA Index System' (CODIS)

Creado en 1998 ahora conecta a todos los 50 estados 
Utilizado para conectar crimenes en serie y casos no resueltos con 

ofensores repetitivos 
Ofensores convictos y muestras de casos forense en adición a 

índice de personas desaparecidas
Requiere 13 marcadores de STR
Ha ayudado en >36,000 investigaciones a través de la nación hasta

Junio 2006
Contiene más de 3.4 millones de perfiles de ADN 

'National DNA Index System' (NDIS)

http://www.fbi.gov/hq/lab/codis/index1.htm

Aplicaciones del Análisis de Identidad
Humana

• Resolución de crimen– establecer compatibilidad entre
sospechoso y evidencia …

• Víctimas de Accidentes– luego de accidente de avión…
• Soldados en la guerra – quien es el soldado “desconocido”…
• Pruebas de Paternidad – quien es el padre …
• Reclamos de herencia– quien obtiene el dinero …
• Investigaciones de personas desaparecidas – de quien es

el cuerpo …
• Base de datos de ofensores convictos – resolución de 

casos archivados …

Implica generación de perfiles de ADN 
usualmente con los mismos marcadores de STRs

(‘short tandem repeat’) y luego COMPARAR A 
MUESTRA DE REFERENCIA

Implica generación de perfiles de ADN 
usualmente con los mismos marcadores de STRs

(‘short tandem repeat’) y luego COMPARAR A 
MUESTRA DE REFERENCIA
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Análisis de ADN Requiere una Muestra de Referencia

Evidencia de Escena del Crimen comparada a sospechoso(s) (Caso Forense)
Niño comparado a Supuesto Padre (Caso de Paternidad)
Restos de Víctima comparado a Pariente Biológico (ID de Desastres en Masa) 
Restos de Soldado comparado a Muestra de Referencia Directa 
(ID de Fuerzas Armadas)

Un perfil de ADN por sí
solo no tiene uso porque
carece contexto …

Análisis de ADN para
propósitos de identidad
sólo trabaja por
comparación – se 
requiere muestra de 
referencia

Base de Análisis de ADN 
El genoma de cada individuo es único (con la exepción
de gemelos idénticos) y es heredado de los padres

Prueba subgrupos de variación genética para poder
diferenciar entre individuos (probabilidades estadísticas
de compatibilidad al azar son utilizadas)

Análisis de ADN  debe ser realizado de manera
eficiente y reproducible (información debe ser 
admisible en corte)

Pruebas de ADN utilizadas actualmente NO toman en 
consideración los genes– poca/no información sobre
raza, predisposición a enfermedades ó información
fenotípica (color de ojos, estatura, color de cabello) es
obtenida

ADN en la Célula

Sólo una pequeña región
variante es de interés y por lo 

tanto analizada para cada
marcador de ADN Examinado

Sólo una pequeña región
variante es de interés y por lo 

tanto analizada para cada
marcador de ADN Examinado

cromosoma

núcleo celular

Molecula de ADN 
de doble cadena

Nucleotidos
individuales

22 pares + XX ó XY

~3 billiones de pares de bases

La mayoría del ADN es el mismo entre
personas

Proceso de ‘Polymerase Chain Reaction’ (PCR) 

Separar
cadenas

(denaturar)

Repetir Ciclo, 
Copiando ADN 

Exponencialmente

Hacer copias
(extender 
‘primers’)

5’

5’

3’

3’
Plantilla Inicial de ADN 

80-500 bases

Añadir
‘primers’ 

(unir)
5’

5’

5’3’ 3’

3’3’5’
‘Primer’ delantero 

‘Primer’ de reversa

En 32 ciclos a una eficiencia de 100% y, 1.07 billones
de copias del ADN de interés son creadas

En 32 ciclos a una eficiencia de 100% y, 1.07 billones
de copias del ADN de interés son creadas

Ventajas de los Marcadores STR
• Productos de tamaño pequeño son generalmente

compatibles con ADN degradado y el PCR permite
recuperación de información proveniente de mínimas
cantidades del material

• Amplificación ‘multiplex’ con detección por
fluorescencia  permite un alto poder de 
discriminación en una sola prueba

• Disponibles comercialmente en un estuche fácil de 
utilizar

• Grupo uniforme de STRs provee la capacidad para
compartir por medio de base de datos, perfiles
criminales de ADN a nivel nacional e internacional

Marcadores Short Tandem Repeat (STR) 
Markers

TCCCAAGCTCTTCCTCTTCCCTAGATCAATACAGACAGAAGACA
GGTGGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
TAGATAGATATCATTGAAAGACAAAACAGAGATGGATGATAGAT
ACATGCTTACAGATGCACAC

= 12 repeticiones GATA (“12” es todo lo que se reporta)

Región de interés
(short tandem repeat)

7 repeticiones
8 repeticiones
9 repeticiones

10 repeticiones
11 repeticiones
12 repeticiones

13 repeticiones

El número de unidades repetitivas
consecutivas puede variar entre
individuos

Una secuencia tipo acordeón que ocurre entre genes

El FBI ha seleccionado 13 
loci de STR los cuales
deben ser corridos en 
todo análisis de ADN para
poder proveer un sistema  
común de perfiles de ADN
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CSF1PO

D5S818

D21S11

TH01

TPOX

D13S317

D7S820

D16S539 D18S51

D8S1179

D3S1358

FGA
VWA

13 Loci de STR de CODIS

AMEL

AMEL

Determinación de 
sexo

Posiciones de Marcadores Forenses
de STR en Cromosomas Humanos
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1997

Imágen de 
Gelatina Electroferograma Capilar

El ‘polymerase chain reaction’ (PCR) es utilizado para
amplificar regiones de STR y rotular los fragmentos

con tintes fluorescentes utilizando ‘primers’ para
‘locus’ específicos

8 repeticiones

10 repeticiones
‘Locus’ 1

8 repeticiones

9 repeticiones
‘Locus’ 2

Mezla de productos de 
PCR rotulados con tintes

provenientes de una
reacción PCR multiplex

Panel CCD (con filtros virtuales)

LÁSER 
de Argón

(488 nm)

Separación
de coloresFluorescencia

ABI Prism 
espectrográfico

Separación
de Tamaño

Procesar con programas GeneScan/Genotyper

Sample Interpretation

Injección de 
Muestra

Separación
de Muestra

Detección de Muestra

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 13.8, © Elsevier Science/Academic Press 

Pasos en el análisis de
STR con ABI 310/3100

Preparación
de Muestra

Capilar
(lleno con 

solución de 
polímero)

Variación de STRs entre Individuos

Padre

Madre

Hija

Hijo

Relaciones Familiares Pueden Monitoreadas

Un marcador alélico, que es una mezcla de alelos
comunes, es usado para convertir tamaño de ADN a 

número de repeticiones de STR

Individuos no-relacionados

Herencia Familiar de alelos de STR (D13S317)

Father

Child #1

Child #2

Child #3

Mother

Tamaño de producto de PCR (bp)

11 14

11

12 14

8 14

12

128

Amanda

Marshall

Katy

Yo

Mi esposa

PRUEBAS DE PATERNIDAD Estándares internos de tamaño (Rotulados con 
Diferentes Colores de Tintes) son Utilizados para

Calibrar cada Análisis
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Análisis de Genotipo de STR por comparación a 
marcador alélico

• Genotipos son generados por comparación de tamaños de 
productos de PCR de los alelos de STR con marcadores
alélicos compuesto de variantes comunes observados en la 
población

Tamaños de productos de 
PCR determinados por

comparación al estándar
interno de tamaño

Areas sombreadas son +/- 0.5 bp así que para un fragmento de  D7S820 
sea designado un alelo “12” este debe caer en el rango de 281.80 a 

282.80 bp (ya que el alelo 12 en el marcador alélico es 282.30 bp)

Marcador
Alélico de 

Alelos Comunes

Muestra de 
Interés

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO

D3S1358
TH01

D13S317 D16S539 D2S1338

D19S433 D18S51

TPOX
VWA

AMEL D5S818 FGA

GS500 LIZ size standard

DNA Size (bp)

6FAM
(blue)

LIZ
(orange)

PET
(red)

VIC
(green)

NED
(yellow)

AMEL
D3

TH01 TPOX

D2D19

FGA

D21 D18

CSF
D16

D7
D13

D5 VWAD8

1 en 837 trillones
(probabilidad de que este

perfil ocurra al azar)

Tipos de Unidades de Repeticiones de 
STR

• Dinucleótido
• Trinucleótido
• Tetranucleótido
• Pentanucleótido
• Hexanucleótido

(CA)(CA)(CA)(CA)
(GCC)(GCC)(GCC)
(AATG)(AATG)(AATG)
(AGAAA)(AGAAA)
(AGTACA)(AGTACA)

Require separación de ADN basada en tamaño
para distinguir los alelos el uno del otro

‘Short tandem repeat’ (STR) = microsatélite
= repeticiones simples de secuencia (SSR)

‘Stutter’ Alto

‘Stutter’ Bajo

YCAII

DYS448

~45%

<2%

Categorías para Marcadores STR

D21S11(GATA)(GACA)(CA)(CATA)Repeticiones
Complejas – contiene
varios bloques de 
repeticiones de unidades de 
tamaño variables

VWA, FGA, D3S1358, 
D8S1179

(GATA)(GATA)(GACA)Repeticiones
Compuestas – abarca
dos ó más repeticiones
simples adyacentes

TH01, D18S51, D7S820(GATA)(GAT-)(GATA)Repeticiones Simples 
con alelos sin 
consenso (e.g., TH01 9.3)

TPOX, CSF1PO, 
D5S818, D13S317, 
D16S539

(GATA)(GATA)(GATA)Repeticiones Simples –
contiene unidades de 
tamaño y secuencia
idénticos

13 Loci de CODISEjemplo de 
Estructura de 

Repetición

Categoría

Estas categorías fueron descritas por primera vez por Urquhart et al. (1994) Int. J. Legal Med. 107:13-20

¿Cuántos STRs hay en el genoma
humano?

• Los esfuerzos del Proyecto del Genoma Humano han
aumentado el conocimiento relacionado al genoma humano, y 
por lo tanto, existen ahora muchos más ‘loci’ de STR 
disponibles en comparación a hace 10 años atrás cuando los 13 
‘loci’ de CODIS fueron seleccionados

• Más de 20,000 tetranucleótidos de loci de STR han sido
caracterizados en el genoma humano (Collins et al. An exhaustive DNA 
micro-satellite map of the human genome using high performance computing. Genomics 
2003;82:10-19) 

• Puede que haya más de un millón de loci de STR presentes
dpendiendo en cómo sean contados (Ellegren H. Microsatellites: simple 
sequences with complex evolution. Nature Rev Genet 2004;5:435-445). 

• Secuencias de STR explican aproximadamente 3% del total del 
genoma humano (Lander et al. Initial sequencing and analysis of the human 
genome. Nature 2001;409:860-921).

Butler, J.M. (2006) Genetics and genomics of core STR loci used in human identity testing. J. Forensic Sci. 51(2):253-265.

‘Multiplex’ PCR 
(Procesamiento de muestras en paralelo)

• ‘Primers’ compatibles son la 
llave para una reacción de 
‘multiplex’ PCR exitosa

• Estuches de STR están
disponibles comercialmente

• 15 ó más loci de STR pueden
ser amplificados
simultáneamente

Ventajas de ‘Multiplex’ PCR
–Aumenta la información obtenida por unidad de tiempo (aumeta poder de 
discriminación)
–Reduce labor para obtener resultados
–Reduce plantilla de ADN requerida (menos muestra consumida)

Retos de ‘Multiplexing’
Diseño de ‘primer’ para encontrar

‘primers’ compatibles (no existe un 
programa)
reacción de optimización es altamente

empírica y a veces tarda meses
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AMEL

D3S1358
TH01

TPOX

D2S1338

D19S433

FGA

D21S11

D18S51

CSF1PO

D16S539

D7S820

D13S317

D5S818

VWA

D8S1179

1 análisis integrado vs. 
16 corridas separadas
1 análisis integrado vs. 
16 corridas separadas

Información es unida con ‘multiplex’ PCR y análisis de data

AmpFlSTR® Identifiler™ (Applied Biosystems)

D3S1358 FGAVWA

AMEL D8S1179 D21S11 D18S51

D5S818 D13S317 D7S820

Estándar interno GS500 ROX

Compañías Suplen Marcadores alélicos en estuches
de STR para Ayudar a Mantener la Consistencia

entre Laboratorios
Marcadores alélicos del estuche Profiler Plus (Applied Biosystems)

‘Artefactos’ Biológicos de Marcadores de STR 

• Productos ‘Stutter’ 
• Adición de nucleótidos ‘Non-template’ 
• Microvariantes
• Patrones tri-alélicos 
• Alelos Nulos
• Mutaciones

Capítulo 6 cubre estos
temas en detalle

Capítulo 6 cubre estos
temas en detalle

Productos 'Stutter'
• Picos que aparecen primordialmente una repetición

menos que el alelo verdadero como resultado de 
'resbalamiento' de la cadena durante la síntesis de 
AND

• 'Stutter' es menos pronunciado con unidades de 
tamaño más grandes (dinucleótidos > tri- > tetra- > 
penta-)

• Regiones de repeticiones largas generan más 'stutter'

• Cada producto de 'stutter' consecutivo es menos
intenso
(alelo > repetición-1 > repetición-2)

• Picos de 'stutter' hacen análisis de mezclas más
complicados

D21S11 D18S51

D8S1179

Tamaño de ADN  (bp)

U
ni

da
de

s
de

 F
lu

or
es

ce
nc

ia
R

el
at

iv
a

Producto
'Stutter' 

6.3% 6.2% 5.4%

Alelo

Figure 6.1, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press

Alelos de STR con Productos
'Stutter'

Formación de Producto 'Stutter'

Alelo verdadero
(repetición tetranucleótida)

n-4
producto
'stutter' 

n+4 
producto
'stutter' 

GATA GATA

CTAT CTAT CTAT3’

5’

1 2 3

1

2’

2

Insertción causada por
'resbalamiento' de la cadena

copiante (superior)

Unidades de repetición sobresale hacia afuera cuando ocurre 'respiración' de la 
cadena durante el proceso de replicación

Deleción causada por
'resbalamiento' en la cadena

copiada (inferior)

GATA GATA GATA

CTAT CTAT CTAT3’

5’

1 2 3
CTAT CTAT

5 6

1 2 3
GATA

5

4

C
T AT

Occurre menos
frecuentemente (típicamente
<2%) – usualmente bajo en 

"ruido" dependiendo en 
sensibilidad

Típicamente 5-15% de 
alelo verdadero en 

repeticiones
tetranucleótidas de loci 

de STR
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Adición 'Non-Template'
• Polimerasa usualmente añade un nucleotido extra al final del producto

de PCR; casi siempre una "A" (proceso llamado adenilación)

• Dependiente del extremo 5’ del 'primer' de reversa; una “G” 
puede ser colocada al final del 'primer' para promover la adición
'non-template'

• Puede ser realzada con un aumento en la extensión al final del ciclo
de PCR (ej., 15-45 min @ 60 ó 72 oC) – para darle más tiempo a la 
polimerasa

• Cantidades excesivas de plantilla de ADN en la reacción de PCR 
puede resultar en adenilación inompleta (no hay suficiente polimerasa
para la reacción)

Mejor si NO hay una mezcla de picos “+/- A” 
(deseable tener adenilación completa para prevenir picos divididos)

A
A

Adenilación
Incompleta 

D8S1179

-A

+A

-A

+A

-A

+A

-A

+A

+A +A

-A
+A+A

-A 5’-CCAAG…

5’-ACAAG…

Ultima Base para
'primer' con rotulación

de tinte opuesta
(Condiciones de PCR son las

mismas para estas dos 
muestras)

Impacto del Nucleótido 5’ en 
Adición 'Non-Template'

Promega incluye una secuencia
ATT  en el extremo 5’ de 
muchos de sus 'primers' PP16 
no rotulados para promover
adenilación see Krenke et al. (2002) J. 
Forensic Sci. 47(4): 773-785
http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/PP16primers.htm

D3S1358 VWA FGA

-A

+A 10 ng plantilla
(sobrecargado

)

2 ng plantilla
(nivel sugerido)

Tamaño de ADN  (bp)

Fl
uo

re
sc

en
ci

a
R

el
at

iv
a

(R
FU

s) Fuera de escala

Figure 6.5, J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition © 2005 Elsevier Academic Press

Altos Niveles de ADN Llevan a 
Adenilación Incompleta

Impacto de Cantidad de ADN en PCR

• Demasiado DNA
– Picos fuera de escala 
– Picos divididos (+/-A)
– Desbalance entre 'locus'

• Muy poco ADN
– Desbalance de picos heterocigotos 
– Decaimiento alélico
– Desbalance entre 'locus'

D3S1358

-A

+A

10 ng plantilla
(sobrecargado)

2 ng plantilla
(nivel sugerido)

Tamaño de ADN  (bp)

Fl
uo

re
sc

en
ci

a
R

el
at

iv
a

(R
FU

s)

100 pg 
plantilla

5 pg 
plantilla

Tamaño de ADN (bp)

Efecto estocástico cuando se 
amplifican bajos niveles de ADN 
produce decaimiento alélico 

Razón por la cual la cuantificacion de ADN es importante antes de una amplificación 'multiplex'

Generalmente 0.5 – 2.0 ng de plantilla de 
ADN es mejor para estuches de STR 

Alelos Microvariantes “Fuera del 
Marcador” 

• Definidos como alelos que no son múltiplos exactos de la 
repetición básica ó variantes de secuencia de la repetición ó
ambos

• Alelos con unidades de repetición parciales designadas por
el número de repeticiones completad y luego un punto
decimal seguido del número de bases en la repetición parcial
(Bar et al. Int. J. Legal Med. 1994, 107:159-160)

• Ejemplo: Alelo TH01 9.3: [TCAT]4 -CAT [TCAT]5

Deleción de T

Patrones de Tres Picos

D21S11

“Tipo 2”
Alturas de 

picos
balanceadas

Más común en TPOX 
y D21S11

“Tipo 1”
Suma de alturas de 
dos de los picos es

igual al tercero

D18S51

Más común en 
D18S51 y …..

TPOX

Clayton et al. (2004) A genetic basis for anomalous band patterns encountered 
during DNA STR profiling. J Forensic Sci. 49(6):1207-1214
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Alelos Variantes Catalogados en  STRBase

Alelos fuera de marcador Patrones Tri-Alélicos

Actualmente
328

en 13/13 loci de  
CODIS  + F13A01, 
FES/FPS, Penta D, 
Penta E, D2S1338, 

D19S433

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/var_tab.htm

Actualmente 80
en 13/13 loci de 

CODIS + FES/FPS

Alelos Nulos
• Alelo está presente en muestra de ADN pero no es

amplificado debido a un cambio en nucleótido en el lugar
de enlace del 'primer'

• Decaimiento alélico es un problema porque muestras
heterocigotas aparecen como falsos homocigotos

• Dos grupos de 'primers' de PCR pueden producir diferentes
resultados en muestras que se originan de la misma fuente

• Este fenómeno impacta las bases de datos de ADN

• Estudios de concordancia son llevados a cabo típicamente
antes del uso de nuevos estuches de STR

Para más información, vea J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edición, pp. 133-138

Concordancia entre grupos de 'primers' de 
STR es importante para bases de datos

de ADN

Decaimiento Alélico

Base de 
Datos de 

ADN 
Búsqueda resulta en un 

falso negativo (no ve
muestras que deben ser 

compatibles)

Bajar la rigurosidad
de compatibilidad
es una solución

común

Identifiler

PowerPlex 16

Alelo 18 decae

17,18

17,17

*

*
8

8
6

6 8

Fragmento de alelo
6 ha “decaído”

Desbalance en 
altura de picos

Alelos heterocigotos
bien balanceados

Impacto de Variación en Secuencia de ADN
en el lugar de enlace de 'Primer' en PCR

No mutación

Mutación en el 
extremo 3’ de lugar

de enlace del 'primer'  
(decaimiento alélico )

Mutación en el 
centro del lugar

de enlace del 
'primer'

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 6.9, ©Elsevier Academic Press 

Mutación Observada en Trio Familiar  

14,18

15,18

15,17 14,18

13,17

15,17

Transmición Normal de Alelos
(No Mutación)

Mutación Paterna

Butler, J.M. (2001) Forensic DNA Typing, Figure 6.9, ©Academic Press 

padre madre

hijo

'Locus' de STR Meiosis Materna (%) Meiosis Paterna(%) Cualquier Padre Total de mutaciones Porciento
CSF1PO 70/179,353 (0.04) 727/504,342 (0.14) 303 1,100/683,695 0.16%

FGA 134/238,378 (0.06) 1,481/473,924 (0.31) 495 2,110/712,302 0.30%

TH01 23/189,478 (0.01) 29/346,518 (0.008) 23 75/535,996 0.01%

TPOX 16/299,186 (0.005) 43/328,067 (0.01) 24 83/627,253 0.01%

VWA 133/400,560 (0.03) 907/646,851 (0.14) 628 1,668/1,047,411 0.16%

D3S1358 37/244,484 (0.02) 429/336,208 (0.13) 266 732/580,692 0.13%

D5S818 84/316,102 (0.03) 537/468,366 (0.11) 303 924/784,468 0.12%

D7S820 43/334,886 (0.01) 550/461,457 (0.12) 218 811/796,343 0.10%

D8S1179 54/237,235 (0.02) 396/264,350 (0.15) 225 675/501,585 0.13%

D13S317 142/348,395 (0.04) 608/435,530 (0.14) 402 1,152/783,925 0.15%

D16S539 77/300,742 (0.03) 350/317,146 (0.11) 256 683/617,888 0.11%

D18S51 83/130,206 (0.06) 623/278,098 (0.22) 330 1,036/408,304 0.25%

D21S11 284/258,795 (0.11) 454/306,198 (0.15) 423 1,161/564,993 0.21%

Penta D 12/18,701 (0.06) 10/15,088 (0.07) 21 43/33,789 0.13%

Penta E 22/39,121 (0.06) 58/44,152 (0.13) 55 135/83,273 0.16%

D2S1338 2/25,271 (0.008) 61/81,960 (0.07) 31 94/107,231 0.09%

D19S433 22/28,027 (0.08) 16/38,983 (0.04) 37 75/67,010 0.11%

F13A01 1/10,474 (0.01) 37/65,347 (0.06) 3 41/75,821 0.05%
FES/FPS 3/18,918 (0.02) 79/149,028 (0.05) Ninguno reportado 82/167,946 0.05%

F13B 2/13,157 (0.02) 8/27,183 (0.03) 1 11/40,340 0.03%
LPL 0/8,821 (<0.01) 9/16,943 (0.05) 4 13/25,764 0.05%

SE33 (ACTBP2) 0/330 (<0.30) 330/51,610 (0.64) Ninguno reportado 330/51,940 0.64%

*Data used with permission from American Association of Blood Banks (AABB) 2002 Annual Report. 

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/mutation.htmPorcientos de Mutación de STR 
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Resúmen de Mutaciones de STR 

Mutaciones impactan pruebas de paternidad e 
investigaciones de personas desaparecidas
pero no afectan evidencia forense o compatibilidad
entre evidencia-sospechoso…

• Mutaciones ocurren y necesitan ser consideradas 
• Usualmente 1 en ~1000 meiosis
• Paternal normalmente mayor que maternal
• VWA, FGA, y D18S51 tienen los niveles más altos 
• TH01, TPOX, y D16S539 tienen los niveles más

bajos

Artículo de Repaso en Principales 'Loci' de 
STR

Journal of Forensic Sciences 2006, 51(2): 253-265

• Repasa los estuches de STR, localizaciones genómicas, 
porcientos de mutación, potencial de relación genética, y 
variantes alélicos conocidos para STR autosomal y loci 
de Y-STR

• Cubre características de 18 'loci' autosomales (13 
loci principales CODIS, D2, D19, Penta D, Penta E, 
SE33) y  11 loci de Y-STR recomendados por
SWGDAM

CSF1PO

D5S818

D21S11

TH01

TPOX

D13S317

D7S820

D16S539 D18S51

D8S1179

D3S1358

FGA
VWA

13 Loci de STR de CODIS

AMEL

AMEL

Determinación de 
sexo

Posiciones de Marcadores Forenses
de STR en Cromosomas Humanos

Lo
ci

 d
e 

ST
R 

pa
ra

lo
s 

Es
ta

do
s

Un
id

os
 

1997

Características de Principales 'Loci' de STR

Chr 21; 19.476 Mb21q21.1D21S11

Chr 18; 59.100 Mb18q21.33D18S51

Chr. 16; 84.944 Mb16q24.1D16S539

Chr 13; 81.620 Mb13q31.1D13S317

Chr 12; 5.963 Mb12p13.31
von Willebrand Factor, 40th intron

VWA

Chr 11; 2.149 Mb11p15.5
tyrosine hydroxylase, 1st intron

TH01

Chr 8; 125.976 Mb8q24.13D8S1179

Chr 7; 83.433 Mb7q21.11D7S820

Chr 5; 149.436 Mb5q33.1
c-fms proto-oncogene, 6th intron

CSF1PO

Chr 5; 123.139 Mb5q23.2D5S818

Chr 4; 155.866 Mb4q31.3
alpha fibrinogen, 3rd intron

FGA

Chr 3; 45.557 Mb3p21.31D3S1358

Chr 2; 1.472 Mb2p25.3
thyroid peroxidase, 10th intron

TPOX

Posición Física
(May 2004; NCBI construyó 35)Localización Cromosomal'Locus'

Butler, J.M. (2006) Genetics and genomics of core STR loci used in human identity testing. J. Forensic Sci. 51(2): 253-265

Profiler Plus

COfiler

SGM Plus

Green I

Profiler

Blue

TH01

Amel D16S539
D7S820

CSF1POTPOX

D3S1358

D16S539 D18S51
D21S11

Amel

Amel

D3S1358

D3S1358

D18S51
D21S11

D8S1179

D7S820

D13S317
D5S818

D19S433 D2S1338

FGA
vWA

vWA

FGA

TH01

D3S1358 vWA FGA

D7S820D5S818
D13S317

TH01
CSF1POTPOX

D8S1179

vWA
TH01 CSF1PO

TPOXAmel FGA
D3S1358

Amel

Tamaño de Producto de PCR  (bp) Misma Corrida de ADN con  estuches
de STR de Applied Biosystems

Probabilidad de 
Compatibilidad al Azar

1.0 x 10-3

7.8 x 10-4

9.0 x 10-11

2.4 x 10-11

2.0 x 10-7

4.5 x 10-13

Estuche Identifiler™ (Applied Biosystems)
Resultado de 'multiplex' STR 

AMEL
D3

TH01

TPOX

D2

D19

FGAD21
D18

CSF
D16

D7

D13
D5 VWA

D8

Estuche PowerPlex® 16 (Promega Corporation) 
Resultado de 'multiplex' STR

AMEL

D3 TH01
TPOX

Penta D

Penta E

FGA

D21 D18 CSF

D16

D7
D13

D5

VWA

D8

SRM 2391b component 1

Estuches Comerciales 16plex de 
STR

From Butler, J.M. (2005) Constructing STR multiplex assays. Methods in Molecular Biology: Forensic DNA Typing Protocols
(Carracedo, A., ed.), Humana Press: Totowa, New Jersey, 297: 53-66. 
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Valor de Estuches de STR

Ventajas
• Control de calidad de materiales está en manos del 

manufacturero (ahorra tiempo para el usuario final) 
• Mejora consistencia en resultados en laboratorios a 

través – mismo marcador alélico utilizado 
• 'Loci' y condiciones de PCR comunes utilizadas –

ayuda en los esfuerzos de base de datos de ADN 
• Más fácil para el usuario obtener resultados

Desventajas
• Contenidos pueden no ser conocidos para el usuario

(ej., secuencia de 'primers')
• Alto costo para obtener resultados

Síntesis de 'Primers' y 'Gotas' de 
Tinte

• 'Primers' de oligonucleótidos son sintetizados en dirección 3’-a-5’ en 
soportes de fase sólida utilizando química de fosforamidita

• El tinte fluorescente es enlazado al extremo 5' del 'primer' (este es el 
último componente a ser añadido)

• La reacción de acoplamiento en cada paso de la síntesis de 'primer' 
no es 100%, lo que puede llevar a algunas impurezas de baja
importancia

• Las moleculas del tinte que sobran y que no son removidas en el 
proceso de purificación post-síntesis pueden ser cargadas a través
de la amplificación por PCR e inyectadas en el capilar para producir
gotas de tinte ó artefactos de tinte en los electroferogramas de 
electroforesis capilar (alelos más anchos de lo normal)

Filtrado con 
columnas Edge 
Filtrado con 

columnas Edge 

No Filtración (Directo de PCR)TH01

TPOX
CSF1PO

D21S11

D7S820

FGA

86A1N

TH01

TPOX
CSF1PO

D21S11

D7S820

FGA

Problemas con Artefactos de Tinte de 'Primers' 
Fluorescentes

CARTUCHOS DE 
FILTRACION DE 
GELATINA EDGE

Impacto de Muestras de ADN 
Degradadas

• Comparación a un número telefónico (hilera de 13 
números) 

001-301-975-4049
• Si sólo tuviera “4049”…esta información tendría un valor 

limitado ya que no sería tan específica (y podría ser 
compatible con otros números telefónicos con diferentes
códigos de área)

• Los perfiles de ADN son esencialmente una hilera de 
números – si el ADN es dañado, entonces la 
hilera de números es más corta y menos
informativa…

------------4049 ----301-9-------ó

ADN Degradado

Segmentos más largos de 
ADN no pueden ser 
recuperados cuando las
moleculas de ADN están
fragmentadas en pedazos
pequeños (causado por
calor, agua ó bacterias)

D19

AMEL

D3

D8 VWA
TH01

D21
FGA D16 D18

D2

“ADN Degradado”              
(decae a altas temperaturas)

“Curva de 
Decaimineto” de ADN 

degradado 

Región de repetición de STR
'primer' de 
miniSTR

'primer' de 
miniSTR 

'Primer' de PCR 
Convencional

'Primer' de PCR 
Convencional

Prueba convencional de 
STR (estuche COfiler™)

Prueba de MiniSTR 
(utilizando 'primers' de  
Butler et al. 2003)

Un miniSTR es un fragmento de STR de tamaño reducido que
permite alta recuperación de información de muestrasd de 

ADN degradadas

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 7.2, ©Elsevier Science/Academic Press 

~150 bp más pequeño

Análisis debe ser llevado a cabo para
demostrar concordancia entre grupos de 

'primers'

Análisis debe ser llevado a cabo para
demostrar concordancia entre grupos de 

'primers'

Permitió que se identificara
el 20% final de las víctimas
del WTC

Región 
Informativa 
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'Timeline' para miniSTRs
y Demostración del Valor de la Utilización de Fragmentos

de Tamaño Reducido para ADN Degradado

• 1994 – FSS encuentra que los 'loci' de STR más pequeños trabajan
mejor con restos de huesos quemados y tejidos del fuego de Branch 
Davidian 

• 1997 – Nuevos 'primers' desarrollados para espectrometría de masa
'time-of-flight' para hacer fragmentos de STR más pequeños

• 2001 – Trabajo en NIST y la Universidad de Ohio con los STRs de 
CODIS; BodePlexes utilizados en investigación de WTC comenzando
en 2002

• 2004 – Trabajo en NIST con non-CODIS (NC) miniSTRs

• 2006 – Applied Biosystems lanza un estuche de miniSTR 9plex 

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/miniSTR/timeline.htm

J. Forensic Sci. Sept 2003 issue

TH01

TPOX
CSF1PO

D21S11

D7S820

FGA

Tamaño de producto de PCR (bp)

-71 bp-71 bp

-33 bp-33 bp-117 bp-117 bp-105 bp-105 bp -191 bp-191 bp

-148 bp-148 bp
Tamaño relativo a los estuches de ABI

La Comisión Internacional de Personas Desaparecidas
(ICMP) ahora utiliza miniSTRs

100s de huesos son analizados cada
semana con miniSTRs para ayudar en la 

re-asociación de restos

Miniplex 02
D21S11, D13S317, D7S820, 
CSF1PO, vWA and D8S1179

(Tom Parsons, comunicación personal)

Comparación de Porciento de Amplificación por PCR 
Exitosa con Estuches Comerciales v. Análisis con 

miniSTR

Opel K. L.; Chung, D. T.; Drábek, J.; Tatarek, N. E.; Jantz, L. M.;. McCord, B.R. (2006)  The application of miniplex
primer sets in the analysis of degraded DNA from human skeletal remains, J. Forensic Sciences 51(2): 351-356

Estudio con 31 
huesos humanos del 
“Body Farm” 
(Knoxville, TN) y 
Oficina del Coronel
del Condado de  
Franklin (OH)

Tres amps para 12 loci de STR

Amp sencilla para 15 loci de STR (12 loci en común mostrados aquí)

-173 bp
-183 bp

Ejercicio EDNAP en ADN Degradado 

Mezclas de 'primers' de MiniSTR y marcadores alélicos fueron provistos por el NIST

Artículo Reciente Abogando por los  
miniSTRs

Ellos recomiendan que los miniSTRs sean “adoptados
como el camino a aumentar ambos la robustez y 
sensibilidad del análisis.”

Ellos recomiendan que los laboratorios europeos
adopten tres nuevos loci de mini-STR: D10S1248, 
D14S1434 y D22S1045. (D14 sustituído por D2S441)
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Identificando Víctimas de Desastres en Masa

Science (2005) 310: 1122-1123
Caso Forense más Grande de la 
Historia 
~20,000 fragmentos de hueso fueron
procesados 
>6,000 muestras de referencia provenientes de 
familia y efectos personales fueron analizadas

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Chapter 24
ADN altamente degradado
fue obtenido de los restos

humanos recuperados

El Campo de ADN Sigue Hacia
Adelante …
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Información General
•Intro a STRs

•Hoja de Hechos de STR 

•Información de 
secuencia 

•Estuches de 'Multiplex' 
STR

•Reportes de Alelos
Variantes

•Diapositivas de 
Entrenamiento

Data de Interés Forense
•'Loci' de CODIS del FBI 

•Estándares de DAB 

•NIST SRMs 2391

•'Primers' de PCR 
Publicados 

•STRs del cromosoma Y

•Data de población 

•Estudios de Validación 

•miniSTRs

Info Suplementaria
•Lista de Referencia

•Repaso de Tecnología

•Direcciones para
Científicos 

•Enlaces a otros sitios en la 
red

•Cuantificación de ADN 

•ADNmt

•Nuevos STRs

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase

>2500

Base de Datos de Short Tandem Repeat de AND en 
Internet 

STRBase

Información nueva es añadida regularmente …

RECESO

Pasos en el Análisis de ADN

Extracción
de ADN

Amplificación por 'Multiplex' 
PCR

Hombre: 13,14-15,16-12,13-10,13-15,16

Interpretación de Resultados

Colección y 
Almacenaje de 

Muestras

Isopo bucalMancha de Sangre

Cuantificación
de ADN

Slot Blot
1 ng
0.3 ng

1 ng
1 ng
0.7 ng
0.5 ng
0.5 ng
No DNA

Usualmente proceso de 1-2 dias (un mínimo de ~5 horas)

Si hay compatibilidad, 
comparación del perfil de ADN a 

frecuencias de alelos de la 
población para generar un reporte

de caso con probabilidad de 
compatibilidad al azar con un 

individuo no relacionado

Análisis de STR 

Separación de ADN

Te
cn

ol
og

ía
Bi

ol
og

ía

Ge
né

ti
ca

Búsqueda
en Base 
de Datos
de ADN 

Colección

Extracción

Cuantificación

Análisis de STR 

Interpretación
de Resultados

Base de Datos
Almacenaje y Búsqueda

Almacenaje de Especimen

PCR Multiplex 

Cálculo de 
Probabilidad de 
Compatibilidad

Pasos Envueltos Tecnologías de Análisis de STR

EC por 'Microchip' 

PNAS  (1997) 94: 10273-10278

Espectrometría de Masas

w
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Int. J. Legal Med. (1998) 112: 45-49

Pruebas de Hibridización

Nucleic Acids Res. (2000) 28: e17
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Electroforesis Capilar 

Electrophoresis. (1998) 19: 86-93

Gelatinas

D
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J. Forensic Sci. (1998) 43: 1168-1180 Nucleic Acids Res. (1999) 27: e36

Arreglos de Capilares 

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/tech.htm
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ABI 310

GeneAmp 9700Instrumentos Típicos
Utilizados para el 
Análisis de STR

ABI 3100
Arreglo de 16-capilaresUn capilar

Termociclizador
para amplificación

por PCR

Instrumentos de electroforesis capilar para separar productos de PCR

Artículo de Repaso en STRs y EC
pdf disponible de http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/NISTpub.htm

Requerimientos Analíticos para el Análisis
de STR

• Tintes fluorescentes deben
estar separados en el 
espectro para poder distinguir
los diferentes rotulos (tintes) 
en los productos de PCR

• Productos de PCR deben
estar separados en espacio–
deseable tener resolución de 
una base hasta >350 bp para
poder distinguir alelos
variantes

• Alta presición entre corridas
– un estándar de tamaño
interno es utilizado para
calibrar cada corrida y poder
comparar data a través del 
tiempo

Data (con solapo de colores)

Separación de espectro

Butler et al. (2004) Electrophoresis 25: 1397-1412
Porqué Utilizar EC para Análisis

de ADN? 
1. Inyección, separación, y detección son 

automatizadas.

2. Separaciones rápidas son posibles 

3. Sensibilidad y resolución excelentes 

4. El tiempo en el cual cualquier banda eluye es
determinado con presición 

5. Información de picos es almacenada
automáticamente

Componentes de un Sistema de Electroforesis Capilar

Láser

'Buffer' de 
entrada 

Capilar lleno con 
solución de polímero

5-20 
kV

- +

'Buffer' 
de salida 

Bandeja de 
Muestras

Ventana de 
Detección 

(cátodo) (ánodo)

Adquisición
de Data 

Bandeja de muestras se 
mueve automáticamente
detrás del extremo del capilar
donde se encuentra el cátodo
para  entrega de muestras en 
sucesión

Butler, J.M. (2001) Forensic DNA Typing, Figure 9.3, ©Academic Press 

36 cm

A principios de los 1990s la pregunta real 
era como transicionar de gelatina a 

capilar
• Capilares llenos de gelatina de acrilamida

reticulada fueron tratados primero 
• Reusables?

– Formación de burbujas
– Degradación termal

• Alternativa era no utilizar una gelatina en lo 
absoluto
– Polímeros de tamizar rellenables
– De todas formas, resolución era pobre desde el 

principio
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Trabajos con EC y STRs
• Grupo de Barry Karger’s (1988-1990)

– Utilizaron capilares llenos de gelatina para separar ADN de cadena
sencilla  

– Polímeros de tamizar introducidos en la forma de poliacrilamida
linear para separar fragmentos obtenidos utilizando enzimas de 
restricción

• Beckman P/ACE 2050 es introducido en 1992 como el 
primer sistema de EC disponible comercialmente unido a 
un láser para permitir detección por fluorescencia

• John Butler y Bruce McCord (1993-1995)
– Primer análisis de STR con un sistema de EC de un color  

utilizando tintes intercalantes y estándares de tamaño internos
• Grupo Rich Mathies’ (1995)

– Primer análisis de STR con sistema de EC multi-color (y multi-
capilar) utilizando 'primers' rotulados con tintes

• ABI 310 es introducido en Julio de 1995 como el primer 
EC multi-color disponible comercialmente

150 bp 300 bp

Marcador
alélico TH01

Implementación de tecnología conlleva tiempo – el FBI no comenzó a 
correr muestras de casos utilizando STRs y EC hasta enero del 1999

Llevado a cabo en diciembre 1993Llevado a cabo en diciembre 1993

Investigación llevada a 
cabo en la Academia del 

FBI en la Unidad de 
Investigación de Ciencias

Forenses

Primer Análisis Rápido de STR con Electroforesis Capilar
Detección de un color con estándares de tamaños internos duales 

Butler et al. (1994) BioTechniques 17: 1062-1070 

Requerimientos para Análisis de STR 
Confiables

• Otorgamiento de tamaño confiable en una región de 
75-500 pares de bases

• Alta precisión entre corridas entre muestras
procesadas para permitir comparación de 
marcadores alélicos y muestras de STR procesadas
en secuencia 

• Separaciones de color efectivas utilizando diferentes
grupos de tintes usadas para prevenir sangramiento
entre 4 ó 5 colores diferentes 

• Resolución de por lo menos 1 par de bases hasta
>350 pares de bases para permitir detección
confiable de alelos microvariantes

Butler et al. (2004) Electrophoresis 25: 1397-1412

Analizador Genético ABI Prism 310 

capilar

Jeringuilla con 
solución de polímero

Bandeja de 
muestras

'Buffer' 
de salida

Electrodo de 
Inyección

'Buffer' de 
entrada

Electrodo
(cátode)

Capilar

Muestras

Bandeja de muestras

Final del capilar debe estar
cerca del final del electrodo
(y la posición de la bandeja
de muestras debe estar
calibrada a estos extremos)

Toma cercana del área de 
carga de muestras del ABI 

Prism 310

Mezcla de productos de 
PCR rotulados con tinte

de la reacción de 
multiplex PCR

Panel CCD (con filtros virtuales )

LÁSER 
de Argón

(488 nm)

Separación
de ColorFluorescencia

Espectrográfico
del ABI Prism 

Separación
de Tamaño

Procesado con programas GeneScan/Genotyper

Interpretación de Muestra

Inyección de 
Muestra

Preparación
de Muestra

Detección de Muestra

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 13.8, © Elsevier Science/Academic Press 

Pasos en el Análisis
de STR con un ABI 

310

Preparación de 
Muestras

Capilar
(lleno con 

solución de 
polímero)
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Proceso de Análisis Utilizando el 310/3100

• Inyección
– Proceso de inyección electrocinética (formamide, agua)
– Importancia de apilamiento de muestras 

• Separación
– Capilar – 50um de silica fundida, 43 cm
– Polímero POP-4  – Polidimetil acrilamida
– 'Buffer'  - TAPS pH 8.0
– Denaturantes – urea, pirolidinone

• Detección
– Tintes fluorescentes con rasgos d excitación y emisión  
– CCD con filtros virtuales definidos producidos asignando ciertos

pixeles  

Inyección

Métodos de Inyección de EC 

Hidrodinámicos
(presión)

Electrocinético
(voltaje)

Ulfelder K. J.; McCord, B. R. (1996) Capillary Electrophoresis of DNA, In Handbook of 
Capillary Electrophoresis (Landers, J., ed.), CRC Press: NY, pp. 347-378.
Butler, J.M.  (1997) Effects of sample matrix and injection on DNA separations.  Analysis of Nucleic Acids 
by Capillary Electrophoresis (Heller, C., ed.), Vieweg: Germany, Chapter 5, pp. 125-134

ABI 310ABI 310

Tubo de 
muestra

ADN-

-

Proceso de Inyección Electrocinética 

Electrodo

Capilar

AD
N

-

-

Cantidad de ADN inyectado
es inversamente proporcional

a la fuerza iónica de la 
solución

Muestras saladas
resultan en inyecciones

pobres

[ADNiny] cantidad de muestra inyectada

E fuerza eléctrica aplicada

t tiempo de inyección

r el radio del capilar

µep la movilidad de las moleculas de la 
muestra

µeof mobilidad electroosmótica

Et(πr2) (µep + µeof)[ADNmuestra](λbuffer)
λmuestra

[ADNiny] =

Butler et al. (2004) Electrophoresis 25: 1397-1412

[ADNmuestr] concentración de ADN 
en la muestra  

λbuffer conductividad del buffer

λmuestra conductividad de la 
muestra

Conductividad de la Muestra Impacta la 
Cantidad Inyectada

Iones de Cl- y otros iones del 'buffer' 
presentes en la reacción de PCR 
contribuyen a la conductividad de la 
muestra y por lo tanto competirán con el 
ADN para ser inyectados en el capilar

ADN -

ADN -DNA -
ADN -
ADN -

ADN -

ADN -
ADN -

Buffer

Baja fuerza iónica

Alta fuerza iónica baja E

Alta  E

Cl -
Cl -

Dos efectos Mayores del Apilamiento de Muestras
1. Muestra es preconcentrada.  Efecto es inversamente proporcional a fuerza iónica

2. Muestra es enfocada.  Iones paran de moverse en campo eléctrico bajo

3. Movilidad de la muestra = µep = velocidad/ campo eléctrico
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Típica Preparación de Muestras para
ADN de cadena sencilla

1. Llevar a cabo PCR con 'primers' rotulados con tintes 

2. Diluir 1 µL del producto de PCR con 24 µL de formamide
desionizado; añadir 1 µL de estándar interno de tamaño
rotulado con ROX

3. Denaturar 2 minutos a 95 oC con el termociclizador 

4. Enfrie a 4 oC en el termociclizador ó baño de hielo 

5. La muestra permanecerá denaturada por al menos 3 
días

Comentarios en cuanto a Preparación de 
Muestras

• Utilize 'formamide' de alta calidad (<100 µS/cm)!
– ABI vende Hi-Di 'formamide'
– Se puede aumentar pureza de 'Formamide' regular con resina de 

intercambio de iones 

• Agua Desionizada vs. 'formamide'
– Biega y Duceman (1999) J. Forensic Sci. 44: 1029-1031
– Crivellente, Journal of Capillary Electrophoresis 2002, 7 (3-4), 73-80. 
– Agua funciona bien pero las muestras no igual de estables que

cuando se utiliza 'formamide'; el agua tambien se evapora con el 
tiempo…

• Denaturación con calentamiento y enfriamiento
– Utilice un termociclizador para calentar y un bloque de aluminio para

enfriar
– El paso de denaturación por calentamiento/enfriamiento

es necesario sólo si el 'formamide' fue sustituído por
agua...

Separación

ADN y Electroforesis
“Desde un punto de vista práctico, el hecho de que la 
Electroforesis no pueda ser utilizada para fraccionar ó
analizar ADN en base a tamaño es decepcionante” 
Olivera, Biopolymers 1964, 2, 245

µep = q/6πηr

A         T       G       C

PO- PO- PO-

A medida que aumenta el tamaño, aumenta la carga!

Iones pequeños con 
carga alta se mueven

más rápido

Problemas de Separación 
• Capa en la pared del Capilar -- capa dinámica con 

polímero
– Paredes cargadas están enmascaradas por metil acrilamida 

• 'Buffer' de Electroforesis –
– Urea para denaturar y viscosidad
– 'Buffer' para pH consistente  
– Pirolidinone para denaturar el ADN 
– EDTA para proveer estabilidad y metales quelantes

• Solución de Polímero -- POP-4 (pero otros tambien
funcionan)

• Temperatura de Corrida -- 60 oC ayuda a reducir las
estructuras secundarias en el ADN y mejora la 
presición.  (Control de temperatura afecta la 
otorgación de tamaños de ADN )

Capa del Capilar

Remueve efecto de lugares cargados-
elimina  EOF,  adsorpción de la muestra
Remueve efecto de lugares cargados-

elimina  EOF,  adsorpción de la muestra

Capa dinámica de sitios cargados en un capilar de 
silica fundida es logrado con polímero POP-4

Capa dinámica de sitios cargados en un capilar de 
silica fundida es logrado con polímero POP-4

Si-O-
|

Si-O-
|

Si-O-
|

Si-O-
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Capas en las Paredes del Capilar Afectan
Separaciones de ADN

Flujo electroforético

SiOH SiO- +  H+Pared del Capilar

Flujo electroosmótico (EOF)

ADN--

ADN--

ADN--

+ + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + +

EOF Bulk Flow

Iones solvatados llevan consigo solución para el cátodo en un perfil

- +

¿Qué hay en el POP-4 y el 'Buffer' del 
Analizador Genético?

POP-4 (4% poly-dimetilacrilamide, 8 M urea, 5% 2-pirrolidinone)

'Buffer' de corrida contiene 100 
mM TAPS y 1 mM EDTA 
(adjustado a pH 8.0 con NaOH)
TAPS = N-Tris-(hydroximetil)metil-
3-aminopropane-ácido sulfónico

Patente de los EU 5,552,028 cubre síntesis de POP-4 

Ver tambien Wenz et al. (1998) Genome Research 8: 69-
80

O
N

O

N

O

N

O
N

O

N

O
N

¿Cómo Mejorar la Resolución?

1. Menor poder de fuerza de campo

2.  Aumenta largo del Capilar 

3.  Aumentar Concentración de Polímero

4.  Aumentar largo de polímero

Todos estos conllevan aumentar el tiempo de separación

Detección

Problemas de Detección
• Tintes fluorescentes

– Solapo de emisiones espectrales 
– Niveles relativos en 'primers' utilizados para

rotular productos de PCR 
– 'gotas' de tinte (tinte libre)

• Filtros Virtuales
– 'hardware' (cámara CCD)
– 'software' (matriz de color)

Filtros determinan que largos de onda de luz son 
grabados de la cámara CCD 
Filtros determinan que largos de onda de luz son 
grabados de la cámara CCD 

Láser Utilizado en ABI 310

• Láser del ion argón
• 488 nm y 514.5 nm para tintes de excitación 
• Poder de10 mW 
• Largo de vida ~5,000 horas (1 año de uso

continuo)
• Costo de reemplazo ~$5,500
• Lleva al más alto nivel de variabilidad entre

instrumentos y es la parte más reemplazada
• Separación de matriz de color es específico al 

láser utilizado en el instrumento
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Métodos para Rotulación Fluorescente
de ADN

• Tintes intercalantes (post-PCR)
• Inserción de nucleótidos rotulados con tinte

durante el PCR
• Inserción de 'primers' rotulados con tinte

durante el PCR
Bomuro
de etidio

ADN rotulado con 
tinte intercalante

AND no-rotulado

SYBR Green

Intercalatdr se inserta
entre pares de bases en 
el ADN de doble cadena 

Una cadena del producto de PCR 
es rotulada con tinte fluorescente'Primer' rotulado con 

tinte fluorescente

dNTPs fluorescentes son incorporados
en ambas cadenas del producto de  
PCR

Butler, J.M. (2001) Forensic DNA Typing, Figure 10.2, ©Academic Press 

Rotulación Fluorescente de Productos
de PCR

• Tintes son unidos a un 'primer' en un par utilizado
para amplificar un marcador de STR

• Tintes son unidos a oligonucleótidos ('primers') 
por medio de enlaces NHS-esters y aminos en el 
extremo 5’ del 'primer':   tinte-(CH2)6-'primer'

• Oligonucleótidos rotulados con tinte son 
incorporados durante amplificación 'multiplex' 
proveyendo un marcador de color específico para
cada producto de PCR

• Productos de PCR son distinguidos utilizando el 
sistema de imágen CCD en el 310

Tintes Fluorescentes Utilizados en  
Detección de 4-Colores

FAM (Azul) JOE (Verde)

TAMRA (Amarillo) ROX (Rojo)

Butler, J.M. (2001) Forensic DNA Typing, Figure 10.3, ©Academic Press 

NED

FL

CXR

Filtros Virtuales Utilizados en ABI 310

Azul Verde Amarillo Rojo Anaranjado Usados con estuche
Filtro A FL JOE TMR CXR PowerPlex 16
Filtro C 6FAM TET HEX ROX in-house assays
Filtro F 5FAM JOE NED ROX Profiler Plus

Filtr oG5 6FAM VIC NED PET LIZ Identifiler

500 600 700 nm525 550 575 625 650 675

Filtro A
Filtro C

Filtro F

Filtro G5

FL
FAM

TET
VIC

JOE
HEX NED

TMR
PET ROX LIZ

Rango de espectro visible observado en cámara CCD 

Tintes fluorescentes
usados comúnmente

Grupo de filtro determina qué
regiones de la cámara CCD 
son activadas y por lo tanto
qué porción del espectro de 

luz visible es colectado

Flechas indican el máximo de espectro de emisión del tinte

Grupo de Filtros F ABI 310Grupo de Filtros F ABI 310

520 540 560 580 600 620 640
LARGO DE ONDA (nm)

100

80

60

40

20

0

5-FAM JOE NED ROX

Exitación del Láser 
(488, 514.5 nm)

Exitación del Láser 
(488, 514.5 nm)

In
te

n s
i d

a d
F l

u o
r e

s c
en

te
N

or
m

al
iz

ad
a

Espectro de Emisión Fluorescente para Tintes
de ABI 

NED es más brillante
que TAMRA

Butler, J.M. (2001) Forensic DNA Typing, Figure 10.4, ©Academic Press 

Atención!

• No hay filtros en el 310 

• Es sólo la selección de pixeles en el detector 
CCD

• Toda la luz del 'grating' es colectada

• Usted seleccionará sólo algunos pixeles
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(antes de separación de tintes fluorescentes)

Data "Cruda" del ABI 310
¿Porqué Hacer una Matriz?

La matriz es la solución a un problema:
¿Cuál es la contribución de cada tinte para cualquier

largo de onda (grupo de filtros)? 

Existen 4 tintes

• ¿Recuerdan el algebra de escuela superior?
• Para resolver un problema con 4 

desconocidos,  necesita 4 ecuaciones 

Estándar de Matriz  (Data "Cruda")

6FAM

TET

HEX

ROX

Grupo de Filtros C

(JOE)

(NED)

(5FAM)

(ROX)

Grupo F

Por Ejemplo

I540= bxb + gyb + yzb + rwb intensidad de azul
I560= bxg + gyg + yzg + rwg intensidad de verde
I580= bxy + gyy + yzy + rwy intensidad de amarillo
I610= bxr + gyr + yzr + ywr intensidad de rojo

Donde
b es el % de ADN rotulado azul
g  es el % de ADN rotulado verde, 

etc.

x,y,z,w son los números en la 
matriz  (sensibilidad para cada 
color)

Si resuelve xyzw para cada tinte individual, entonces puede
determinar la contribución del tinte de cualquier mezcla

Estándares de Matriz 
(Después de la Separación de Colores)

Comentarios en Matrices 
(Análisis Multi-Componente)

• Asegúrese de que el grupo de filtros y la matriz correctas sean
aplicados cuando se colecte la data

• Usted siempre puede aplicar otra matriz a una muestra colectada
en el ABI 310 pero esta debe ser corrida con el grupo de filtros
correcto (matriz debe ser corrida primero en el ABI 3100)

• Es importante actualizar las matrices regularmente (dependiendo
del uso) debido a diferencias en poder del láser a través del 
tiempo

• Un buen indicador de cuando correr una matriz nueva es la 
observación de 'pull-up' entre los colores de tinte cuando los
picos no sobrepasan ~4,000 RFUs
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Mismo Grupo de Tintes y Filtro F con 
Diferentes ABI 310

El láser del instrumento
hace una gran diferencia
El láser del instrumento
hace una gran diferencia

Lista de Inyección en 'Software' de 
Colección de Data

• Liste muestras a ser analizadas (repeticiones se pueden llevar a 
cabo fácilmente)

• Alista filtros virtuales en cámara CCD 

• Alista tiempo de electroforesis y voltaje

• Alista tiempo de inyección y voltaje

• Alista temperatura de corrida

• Si es necesario, análisis de muestras pueden ser programado
para separación automatiazada de colores de matriz y 
otorgación de tamaño con estándares internos utilizando
parámetros de análisis definidos

Maneras de Aumentar Rendimiento
de Muestra

• Corra más gelatinas (método FMBIO)
• Aumentar velocidad de análisis de una

muestra (sistema de microficha de EC)
• Multiplex tintes fluorescentes de diferentes

colores ('Multiplexes' de PCR de niveles más
altos)

• Separaciones en paralelo utilizando
arreglos de capilar (ej., ABI 3100 ó 3130)

• Nuevas tecnologías de detección
(Espectrometría de masa MALDI-TOF)

Métodos Para Procesamiento de 
Muestras en Paralelo

Multiplex por TamañoMultiplex por Tamaño

Azul

Verde

Amarillo

CombinadoEstándar de tamaño interno en rojo 

Multiplex por Color de TinteMultiplex por Color de Tinte

Multiplex por Número de  CapilaresMultiplex por Número de  Capilares

ABI 3100: 16 capilares
ABI 3730: 96 capilares
ABI 3100 Avant: 4 capilares

Análisis de STR de Alto Rendimiento en el ABI 3100 (arreglo de 16 capilares)

256 puntos de referencia en 45 
minutos con STR 16plex y 16 

capilares

256 puntos de referencia en 45 
minutos con STR 16plex y 16 

capilares

ABI 3100 arreglo de 16 
capilares

ABI 310
Un capilar

Aumentando el Rendimiento de la Muestra con 
Procesamiento Paralelo

Diferencias sutiles en formación de 
matriz y algoritmos de tamaño– NO 
es directamente equivalente a 310

Diferencias sutiles en formación de 
matriz y algoritmos de tamaño– NO 
es directamente equivalente a 310
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Dentro del 3100

Abanico de 
Horno

Arreglo de Capilar

Jeringuilla de 1 mL 
carga el polímero

Jeringuilla
de 5 mL -
reserva de 
polímero

Ventana de 
detección 

Reserva de 
'Buffer'

Bandeja de Muestras

Sello de 
Horno
Mejor
control de 
temp

Tubería donde
se esconden las
burbujas

5 mL de 
polímero -
reserva de 
jeringuilla 

Arreglo de 
250 µL 
llena
jeringuilla

Bloque
superior de 
polímero

Ánodo

Reserva de 
'Buffer' de 
ánodo

Bloque
inferior de 
polímero

ABI 3130xl utiliza
bomba en vez de 

jeringuilla

ABI 3100 ABI 3130xl 
(actualización de 3100)

Jeringuillas llenas
manualmente
reemplazadas por bomba
mecánica con polímero
suplido directamente de 
botella

Bandeja de goteo

Detector

Abanico 
de horno

Arreglo de Detección ABI 3100

Célula de arreglo de detección de
16  Capilares

Calibración Espacial

Llevada a cabo después de:
Instalar ó reemplazar un arreglo de capilares
Remoción del arreglo del bloque de detección, 
(Debido al diseño, para remover el bloque superior 
del polímero para limpiar, debe remover el arreglo
de la ventana de detección)

Información Provista:
Posición de la fluorescencia desde cada capilar en la 
cámara CCD
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Resultados
Espaciales

Buenos Resultados

Resultados Malos 
Trate otra vez

Mantenimiento de ABI 3100

• Jeringuilla – goteo causa que capilar no se 
llene apropiadamente 

• Almacenamiento y lavado de capilar – si se 
seca, muere!

• Bloque de bombeo – limpieza asegura que
se llene correctamente

• Cambie el bloque de corrida regularmente
USTED DEBE SER LIMPIO ALREDEDOR DE 

UN SISTEMA DE EC!

Calibración de Espectro

• Llevado a cabo:
– Nuevo grupo de tintes en el instrumento 
– Después que láser ó cámra CCD ha sido re-

alineada 
– Usted comienza a ver una disminución en la 

separación del espectro ('pull-up', 'pull-down')
• Usted debe tener una separación de matriz

válida en el instrumento antes de correr las
muestras

Asignación de Alelo Altura de Picos

'Pull up'

Problema de 'Pull-up' 

Data de Powerplex 16

1000 rfu

700 - 800 rfu

500 – 700 rfu

500 rfu

'Pull-up'

Tiempo para
una nueva

matriz 
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Azul (5FAM)

Verde (JOE)

Amarillo (NED)

Rojo (ROX)

Corridas separadas para cada color de tinte
Cada muestra contiene múltiples picos 
Todos los picos están rotulados con tinte del 
mismo color

Muestras de matriz 
de ABI 310

Muestra de Matriz de 
ABI 3100 (Calibración

de Espectro)

Azul (5
FAM)

Verde (JO
E)

Amarillo
 (N

ED)

Rojo (ROX)

Corrida de una muestra que contiene todos 
los colores de tinte
Sólo un pico por color de tinte
Injectado en cada capilar del arreglo de 
capilares

(A) (B)

Un archivo de calibración separado
es creado para cada capilar 

Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2nd Edition, Figure 14.5, © Elsevier Science/Academic Press 

CXR TMR JOE

FL

Definiendo la Matriz en el ABI 3100

Data del ABI 3100 Durante la Corrida
Matriz es aplicada durante la colección de data, así que de haber un 
problema, la muestra debe ser REINYECTADA después de que una
nueva matriz sea aplicada en  vez de aplicar una nueva matriz a 
cualquier data 'cruda' como se hace en el ABI 310…

Matriz es aplicada durante la colección de data, así que de haber un 
problema, la muestra debe ser REINYECTADA después de que una
nueva matriz sea aplicada en  vez de aplicar una nueva matriz a 
cualquier data 'cruda' como se hace en el ABI 310…

Parámetros en Módulos de Corrida 
Inyección por defecto varía entre
versiones de colección de data del
3100 :

Versión 1.0.1 = 10s @ 3kV
Versión    1.1 = 22s @ 1kV

Análisis de SNaPshot SNP
(Región codificante de la prueba de minisecuencia

mtSNP 11plex)

Secuencia de ADNmt (HV1)

Análisis del NIST con el ABI 3100 Utilizando el 
Polímero POP6 

Análisis de STR de 
Alta Resolución

Conclusiones

Análisis de ADN por  electroforesis capilar incluye:

1) El uso de buffers de polímeros entangled

2) Inyección por apilamiento de muestra

3)  Fluorescencia multicanal inducida por láser

4)  Calibración interna y externa
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Si desea conocer más…
• Forensic DNA Typing: Biology and Technology behind STR 

Markers
• Página en la red del NIST: 

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase
• John Butler email: john.butler@nist.gov
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