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GENETICA FORENSE: CRIMEN E IDENTIDAD

CIENCIA Y JUSTICIA.

Hace aproximadamente algo més de una década de la puesta en funcionamiento
del laboratorio de ADN del Servicio de Criminalistica de la Guardia Civil. Los que en él
trabajamos somos participes de este momento histérico tan importante en la crimi-
nalistica, con la introduccién y aplicacién de la tecnologia del ADN como herramienta
determinante para resolver casos criminales y de identificacion, asi como de su
importante impacto en la sociedad. La genética forense tiene un pasado relativamente
reciente respecto de otras ciencias forenses, si bien ha tenido una evolucién constante y
un gran avance en los métodos de ensayo, técnicas y equipos, siendo paralelo a todo ello,
el progresivo incremento de la casuistica que demanda tales andlisis.

La finalidad de este articulo es dar a conocer cdmo se realiza nuestro trabajo, no
desde un punto de vista eminentemente técnico y cientifico, sino de aquellos otros
aspectos bdsicos que nos permitan contemplar la dimensién y alcance del anélisis de
ADN, fundamentalmente los relacionados con las evidencias e indicios bioldgicos y las
diversas fuentes de ADN, que son la base del éxito de nuestros estudios, asi como de la
importancia de los cambios acaecidos y los que se producirdn en el futuro, porque la
clave para entender la técnica analitica es apreciar tanto sus ventajas como sus
limitaciones.

Por otra parte, la genética forense, y en general todas las ciencias forenses, estan
sometidas a un continuo examen en cuanto a la confianza y fiabilidad de los métodos,
técnicas y resultados, a la adecuada cualificacién del personal y, en general, de la
competencia técnica de los laboratorios para la realizacién de ensayos. Para nosotros, ha
sido un objetivo prioritario alcanzar la acreditacion del laboratorio de ADN como garante
de tal competencia, reto logrado y mantenido desde septiembre de 2003. El sistema de
calidad implantado desde entonces, es el marco de actuacién por el que rigen todas las
actividades del Departamento y el Laboratorio.

PRINCIPIOS Y PROCESOS DE LA CRIMINALISTICA.

La criminalistica se ocupa principalmente de determinar en qué forma se cometi
un delito (crimen) y quién lo cometié (identidad). La aplicacién de la ciencia al terreno
legal es por tanto la de “reconstruccién” de los hechos acaecidos, y es en este sentido por
lo que se le afiade el adjetivo “forense”. Sin duda, el primer objetivo en esta
“reconstruccion” es el de establecer diversas asociaciones: un proyectil estd asociado con
un arma, una huella de pisada a un zapato o una mancha de sangre a una persona. La
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ciencia forense no establece culpabilidad o inocencia, sino que contribuye aportando la
informacién de qué puede haber ocurrido y quién puede estar involucrado.

Hay diversos conceptos criminalisticos relacionados con la légica progresion del
estudio y andlisis forense, un proceso de reconstruccién que comienza por conocer el
origen de la evidencia fisica y culmina con el significado del resultado analitico. Entre
estos conceptos se encuentran la “divisibilidad” y la “transferencia” de la materia, por
ejemplo los restos de sangre de la victima en las prendas del agresor o los restos de semen
de éste sobre la victima, que definen los principios cientificos fundamentales relacionados
con la generacién de evidencias e indicios alrededor de un foco fisico y temporal: el
escenario del crimen. Otros conceptos, como “identificacion”, “clasificacidon”, “indivi-
dualizacién™ o “asociacidén”, son parte integral de la ciencia forense y son procesos que
usamos para intentar contestar los interrogantes que surgen de la investigacion criminal:
(Quién?, ;Qué?, ;Doénde?, ;Porqué?, ;Cuando? y ;Como?.

Un elemento de interés en la investigaciéon (evidencia) se dice que es
“clasificado” cuando puede ser asignado dentro de una clase con similares caracteristicas,
como las armas de fuego son clasificadas de acuerdo a su calibre y otras caracteristicas, o
los pelos, que son frecuentemente hallados en hechos criminales, en los que el
especialista forense ha de examinar las caracteristicas microscopicas que le permitan
clasificarlo como un pelo en contraposicion de una fibra, y que también le serd de utilidad
para colocarlo dentro de la categoria de los pelos de origen humano o animal.

Los indicios o evidencias pueden ser individualizados cuando pueden ser
inferidos a una Unica fuente u origen, donde es improbable pensar que la adquisicién de
ciertas marcas o caracteristicas han sido reproducidas s6lo por azar. El modo de
originarse una marca o caracteristica determina si ésta es de clase o de individualizacidon.
Las caracteristicas de un tipo de arma o el grupo sanguineo, son marcas creadas por un
proceso controlado, de fabricacién o genético, que dan como resultado caracteristicas de
clase. La individualizacién es creada por hechos azarosos, y por tanto no controlados. Las
variaciones microscépicas en el 4nima de un arma que ocurren durante la fabricacién dan
el caricter individualizador del arma y de los proyectiles disparados a través de ella.
También, el proceso de azar o no controlado de la herencia de caracteres genéticos,
mutacién y recombinacién, contribuyen a la gran variabilidad del ADN de una persona.
Estas caracteristicas de individualizacion permiten la asociacion de un indicio o evidencia
con una fuente u origen y, por tanto, permiten establecer la identificacién o identidad de
un arma o una persona.

La individualizacién e identificacion humana ha sido siempre un reto en el
ambito criminalistico y forense. Un sistema ideal debe identificar caracteristicas unicas de
cada individuo, que permanezcan en el tiempo y que permitan la comparacién de
muestras dubitadas de indicios biolégicos con muestras de referencia o indubitadas. Los
ultimos avances cientificos han dado un importante impulso a la individualizacién e
identificaciéon humana en el campo forense y, una vez mas, la investigacién policial y la
investigacion cientifica han tenido un mismo objetivo: la busqueda de la verdad.

Por tanto, podemos afirmar que estos procesos, de divisibilidad, transferencia,
clasificacion, individualizacion, asociacion e identificacion, son la base o infraestructura
para la prictica de la ciencia forense.

DE LAS EVIDENCIAS E INDICIOS BIOLOGICOS.
Los principios de divisibilidad y transferencia de la materia interactdan en la

generacién de indicios/evidencias antes y durante el hecho criminal, y la investigacion
forense comienza después del crimen con la inspeccién ocular del lugar de los hechos y la
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localizacién y deteccién de evidencias e indicios, en particular de los bioldgicos para el
andlisis de ADN, como base de la investigacion criminal.

Factores inherentes a los indicios biolégicos.

Hay que tener en cuenta ciertas circunstancias antes de que un objeto o elemento
de interés para la investigacion criminal (evidencia), que porta posibles restos bioldgicos
susceptibles de andlisis (indicios), sea examinado en el laboratorio.

EVIDENCIA Los .rf.:stos biol6gicos se encuentran en
. condiciones adversas cuando abandonan las
¢ !;.ME.” E‘m!m“. condiciones controladas y estables del

o

organismo, principalmente por las condi-
S— ciones medioambientales, temperatura y
SRE ‘— humedad, a la exposicion a sustancias
r \4/1313/02 quimicas o de microorganismos, hongos y
! N\ bacterias, ocasionando la degradacién del
1: Pelo - 2: Sangre - 3: Huella indicio o la inhibicion de los analisis, son
circunstancias que limitan la lectura de la
informacién genética traduciéndose en la
obtencién de resultados parciales o incluso
la no obtencién de resultados. Por tanto, son factores que limitan pero no invalidan la
utilidad del tipado de ADN, dado que no cambiardn un tipo de ADN en otro o “falsos
positivos”. Una de las ventajas principales de las técnicas de andlisis de ADN, siempre en
continua investigacién y desarrollo, es aplicar métodos (Low Copy Number, SNP’S,
mini-STR’s) capaces de producir perfiles genéticos de restos muy degradados o minimos,
como los hallados habitualmente en la casuistica criminal, en situaciones de catastrofes,
de restos antiguos o incluso a partir del minimo material celular depositado por un
individuo que simplemente ha tocado o manipulado un objeto.

INDICIOS

Y por ultimo, ajenos al hecho criminal también pueden ser restos biolégicos de
origen humano, éstos pueden haberse depositado antes que los producidos en el crimen,
por ejemplo, los restos epiteliales adheridos por el uso habitual en el pomo de una puerta
mezclados con los restos de sangre de la victima; también dicha mezcla de fluidos y
restos biolégicos puede producirse durante el hecho criminal, como por ejemplo, la
mezcla de fluidos vaginales de una victima de agresion sexual con el semen del agresor.
Estas mezclas de fluidos deben tenerse siempre en consideracién y tendrdn, segun las
circunstancias, mds o menos importancia en la investigacion. Ahora bien, las mezclas de
fluidos originadas posteriormente al hecho criminal, y que vamos a denominar como
“contaminacién”, bien sea durante la inspeccion ocular, en el propio laboratorio o durante
la cadena de custodia, si pueden invalidar los resultados obtenidos. La concienciacién y
sensibilidad a este riesgo de contaminacién ha sido primordial para la adopcién de
adecuados protocolos de trabajo y la implantacién de eficaces medidas preventivas en
todas las fases del estudio criminalistico.

Las fuentes de ADN.

Las fuentes de ADN, restos o indicios bioldgicos susceptibles de andlisis, pueden
ser clasificadas en categorias de acuerdo con su cantidad relativa de ADN, cuya
importancia veremos mds adelante.

De esta manera, los restos de tejidos o el semen son fuentes con gran cantidad
relativa de ADN, por lo que se encontrarian dentro de la “Categoria I’ en términos de
potencial fuente de ADN.

La sangre es una excelente fuente de ADN, asociada a muchos casos de crimenes
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violentos, sin embargo el ADN, contenido en el niicleo de los glébulos blancos, estd en
una proporcién minoritaria. La relaciéon 400:1 de células rojas (sin niicleo) en relacién
con las células blancas, coloca la sangre en el segundo nivel de fuentes de ADN o
“Categoria II” en términos de producto de ADN respecto al volumen de muestra.

La saliva y los objetos en contacto con la boca y la nariz, analizados
rutinariamente en la casuistica de laboratorio, son excelentes fuentes potenciales de ADN,
si bien la cantidad de ADN transferida es generalmente mds pequeifia debido al pequefio
volumen del fluido corporal que transporta los restos celulares y del pequeio area de
contacto. Por ello, la saliva y zonas de contacto con la boca y nariz, estarian en la
“Categoria III".

Finalmente, las trazas de ADN o muestras limites, como por ejemplo los restos
celulares depositados en un objeto manipulado, deberian ser evaluadas en relacién a otras
fuentes de ADN. Dada su naturaleza, en la que no todos los sustratos presentan la misma
adherencia para retener suficientes células y no todos los individuos tienen la misma
capacidad de transferir células, las trazas de ADN estén clasificadas como “Categoria IV”.

Con objeto de minimizar la posibilidad de enmascaramiento de perfiles genéticos,
particularmente en trazas de ADN, es necesario considerar las diversas categorias de las
fuentes de ADN halladas sobre una evidencia. Por ejemplo, los restos de sangre
(Categoria II) de la victima en la zona anterior de una pistola o un cuchillo y los restos
epiteliales (Categoria III) en la empufiadura o mango. Una cuidada separacién y
tratamiento de estas dreas debe permitir la posibilidad de obtener el perfil genético de
cada individuo en su posicién original.

Todo ello, ha de tenerse en cuenta en la observacién preliminar y toma de
muestras de las evidencias, base del éxito de nuestros estudios y andlisis, por lo que las
zonas con fuentes importantes de ADN (Categoria I) deben ser procesadas las ultimas
respecto a aquellas con potenciales fuentes de ADN en forma de trazas (Categoria IV). Y
es recomendable, para evitar pérdidas, que las zonas con potenciales fuentes de ADN
minimas o trazas, sean recogidas mediante la aplicacién de un hisopo y luego se tomen
las de Categorfas III, Il y I, respectivamente.

Con el desarrollo de técnicas cada vez mds sensibles no es raro en la casuistica
actual obtener un perfil genético de una muestra en la que, por tratarse de una muestra
minima e insuficiente, no ha sido posible realizar pruebas preliminares de orientacién y
certeza para determinar su naturaleza, por tanto, establecer hipétesis sobre el origen o
fuente del ADN puede ser inapropiado. Acometer proposiciones o hipétesis a este nivel,
significa que el especialista no puede expresar una opiniéon de cémo el ADN ha llegado a
ese sitio o incluso si viene de un determinado resto biolégico.

ANALISIS FORENSE DE ADN.

Para el publico en general, puede parecer que el trabajo en el laboratorio de ADN
es algo misterioso o mégico, rodeado de complejas reacciones quimicas y de sofisticada
tecnologia, donde a partir del andlisis de minimos restos bioldgicos se obtiene el perfil
genético o el DNI biolégico que establece la identidad de un individuo. Si bien es cierto
que los ensayos o andlisis de ADN requieren una formacién y cualificacién adecuadas del
personal y el uso de equipos cada vez mds automatizados e informatizados, no podemos
considerarlo como la fase mds importante en el estudio criminalistico.

Pruebas preliminares.

Hay pasos importantes en el estudio criminalistico, anteriores incluso al propio
examen en el laboratorio, como la bisqueda y la localizacién de evidencias e indicios
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durante la inspeccién ocular en el lugar de los hechos, pero ademads, ya en el propio
laboratorio hay unos procedimientos preliminares, previos a los anélisis de ADN, que van
a determinar en gran medida el éxito de éstos, y que consisten en, la a veces nada facil
tarea, de detectar y obtener las muestras con posibles indicios bioldgicos de las
evidencias. En ambos casos, inspeccion ocular y procedimientos preliminares en el
laboratorio, podemos usar equipos de iluminacién forense o la aplicacién de diversos
reactivos quimicos para detectar dichos indicios bioldgicos, si bien es el factor humano,
la cualificacién y experiencia del especialista, el activo mds importante que va a entrar en
juego en estas fases del estudio criminalistico.

En cuanto a los procedimientos preliminares aplicados para determinar la
naturaleza de las muestras obtenidas, ya sean manchas, fluidos o restos diversos, hemos
de indicar las actuales pruebas de orientacidn y certeza basadas en test colorimétricos,
inmunolégicos o microscopicos, destacando sobre todo el uso de los test inmunograficos,
“Hexagén” para sangre humana y “PSA” para semen, caracterizados por su gran
sensibilidad, especificidad y rapidez, aunque hay que tener presente la posibilidad de
ocurrencia de “falsos negativos” o “falsos positivos”, documentdndolos con la biblio-
grafia y con los estudios de validacién de los ensayos.

Genética forense: La prueba de ADN.

Continuamente se estdn desarrollando métodos y técnicas de andlisis de ADN en
todos los procesos: extraccidn, cuantificacion, amplificacion de marcadores genéticos y
deteccidon o tipado de ADN. Desde que se cred nuestro laboratorio, la validacién e
introduccién de nuevas técnicas y equipos ha sido una constante. A continuacién se
describen los cambios técnicos mds significativos.

El andlisis o prueba de ADN se inicia con la extraccion del material genético de
las células de los diferentes restos y fluidos orgdnicos. Los métodos de extraccién de
ADN usados hasta ahora de rutina en nuestro laboratorio no han sufrido cambios
significativos y utilizan solventes orgdnicos o resinas quemantes, caracterizdndose por la
capacidad de extraer ADN de muestras minimas y por la pureza del extracto.
Actualmente se estan desarrollando diversos kyats comerciales, con resinas magnéticas,
principalmente para su uso en biorobots, si bien el grado de sensibilidad de estos kits no
es todavia superior a los anteriormente citados.

Uno de los logros més reciente y destacado ha sido la introduccién de una técnica
fiable para determinar la cantidad o concentracién de ADN en un extracto, dato que es
preciso conocer para realizar de forma ptima los siguientes ensayos del andlisis de ADN.
La actual técnica de cuantificacién (PCR-Cuantitativa) se caracteriza por ser un método
muy sensible, objetivo y, ademads, nos informa de la calidad del ADN extraido.

Pero sin duda los avances mds importantes, cualitativos y cuantitativos, se han
dado en los procesos de amplificacion genética y en el de deteccién o tipado de ADN. La
amplificacion genética estd basada en la “reaccién en cadena de la polimerasa” (PCR),
que consiste en realizar, mediante reacciones quimicas a diferentes temperaturas, un
nimero elevado de copias de los fragmentos de interés o “marcadores genéticos”, los
cuales Unicamente tienen un valor identificativo. Estos fragmentos, de diferente tamafo y
marcados con un determinado colorante o fluorocromo, son analizados y detectados en
los analizadores o secuenciadores mediante un proceso de electroforesis. Actualmente, el
elevado nimero de marcadores genéticos estudiados en un sistema “multiplex”, capaz de
realizarse en una misma reaccién quimica (PCR), aporta una variacion suficiente para
aumentar significativamente el poder de discriminacién de la prueba. En el proceso de
deteccién, la introduccién de equipos automatizados, secuenciadores y analizadores
automadticos, han reducido significativamente el tiempo de andlisis y el consumo de
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muestra, y también ha mejorado sustancialmente la lectura de los resultados o perfiles
genéticos, representados en los denominados electroferogramas.

Como consecuencia del aumento de la casuistica del anélisis de ADN y de la
capacidad analitica y, por tanto, de la gran cantidad de informacién generada que hay que
cotejar de perfiles genéticos de indicios bioldgicos y de muestras de referencia de
individuos, se crearon las Bases de Datos de Identificacién Genética, constituyendo hoy
una de las herramientas mds importantes para la investigaciéon criminal y de
identificacion. El Departamento de Biologia del Servicio de Criminalistica de la Guardia
Civil dispone de una Base de Datos Genéticos de Investigacion Criminal (ADNIC) y otra
de identificacién de desaparecidos/caddveres con fines sociales y humanitarios (FENIX),
integradas en el sistema CODIS, programa informatico cedido por el FBI, que permite el
cotejo automatizado y sistematizado de perfiles genéticos.
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UN CASO PARTICULAR: EL ESTUDIO DEL ADN MITOCONDRIAL.

Cuando hablamos de deteccién y tipado de ADN de forma general nos estamos
refiriendo al material genético que se encuentra encerrado dentro del nicleo celular: el
ADN nuclear. Una molécula de 3.000 millones de nucleétidos que se organiza en 23
pares de cromosomas, de los cuales un par determina el sexo del individuo y que
contienen los 80.000 genes

Reticulo p —Cronjatina - -
Endoplasmétlco.(RE) y L '* :ll;f-:flfrlgna + Nuclco portadores de la heren(;la
NUCLEO: - B e genética. Sin embargo existe
ADN nuclear - N .
“MATERNO Y PATERNO” K \ otro tipo de ADN menos
P conocido por el publico cuyo

Centrossoma \ v

estudio y andlisis se ha

\"\ : : v

Peroxissoma

v
b §
I

J( 7 - Ribossoma
- /,

convertido en una de las técnicas
que mas se ha desarrollado y

- B comstons de Gl ganado importancia en los
I 3 . omplexo de Golgi P ~
Microvilosidade \/ 7 }  Membrana plasmatica dltimos afios, ‘sqbre‘todo en los
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(ADNmit) a cuya descripciéon, método de estudio e interpretaciéon de resultados
dedicamos un apartado especial en los siguientes pdrrafos, como ejemplo de la
metodologia seguida en el laboratorio de genética forense.

ADN mitocondrial.

En el interior de las células eucaridticas (como las humanas) encontramos unos
pequefios orgdnulos llamados mitocondrias con una caracteristica que los hace tnicos:
poseer material genético propio, denominado ADN mitocondrial. Este tipo de ADN
posee tres caracteristicas que lo hacen muy interesante y util en los estudios forenses y de
filiacion humana:

1. El nimero de mitocondrias, aunque variable dependiendo del tipo celular y del
estado funcional en que se encuentran, oscila entre las 100 y las 1.000 por célula. Si a ello
afiadimos que cada mitocondria presenta de 2 a 10 copias de ADNmit nos encontramos
con un nimero grande de copias por célula (entre las 100 y las 10.000), lo que incrementa
la probabilidad de que algunas de ellas se conserven integras en el tiempo sin verse
afectadas por los procesos degradativos.

2. El ADNmit se presenta en forma de una hebra circular de 16.569 pares de
bases de longitud, conteniendo en su mayor parte informacién vital para el desarrollo de
las funciones mitocondriales. Ademds de estas zonas codificantes, la molécula presenta
varias zonas no codificantes, siendo éstas las realmente importantes en los estudios
forenses. De estas cabe destacar la més larga: el lazo D-loop o asa de desdoblamiento, de
1.200 pares de bases de longitud y que presenta una frecuencia de mutacion cinco veces
mayor a la del resto del genoma mitocondrial. En este asa existen dos regiones
especialmente hipervariables denominadas region hipervariable 1 (HV1) y regién
hipervariable 2 (HV2), estudiadas como pauta habitual en los laboratorios forenses. Su
alta variabilidad las hace idéneas para la diferenciacién entre lineas familiares y los
estudios de parentesco.

3. Cabe destacar su herencia practicamente por via materna. Parece ser que
Unicamente las mitocondrias que proceden de la madre se perpetdan en el cigoto, y con
ellas su carga genética. Las mitocondrias paternas o no llegan a ser transmitidas al cigoto
o son marcadas y destruidas en los
procesos de diferenciacién celular que se vy >
producen tras la fecundacién. Por tanto, % ‘
cada individuo posee la informacién
genética mitocondrial heredada de su . l !

madre. Este hecho nos permite estudiar %‘ v .%
individuos que aun no estando rela- ! * /"\ *
cionados directamente compartan un ’l‘ ’l‘
ancestro por via materna, permitiendo . - & 5

tanto la identificacién de caddveres a partir /"\ /"\ /‘"‘\ /*
de familiares (ascendientes o descendientes ! ! !
por via materna), como los estudios de HERENCIA MATERNA DEL ADN MITOCONDRIAL

parentesco entre individuos vivos.

ADNmit en el ambito forense.

Précticamente cualquier vestigio bioldgico es susceptible de ser sometido a
estudio de ADNmit. Incluso aquellos considerados no aptos para la obtenciéon de ADN
nuclear, como los tallos de pelo donde no se encuentran células completas pero que
pueden conservar un ndmero suficiente de mitocondrias imbuidas en la matriz de
coldgeno; o en tejidos como el 6seo, donde la cantidad y calidad de ADN nuclear
recuperado puede ser insuficiente para obtener el perfil genético. El hecho de estar
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presente en gran nimero de copias por célula, su pequefio tamafio y su conformacién
circular confiere al ADNmit proteccién y resistencia frente a los procesos de degradacién
ligados a la putrefaccion. Alli donde sélo contamos con una copia completa de ADN
nuclear tendremos de 100 a 10.000 copias de ADNmit, lo que indudablemente aumenta
las probabilidades de que seamos capaces de obtenerlo en cantidad y calidad suficiente
para su estudio.

Frente a estas ventajas no se han de olvidar los problemas que también presenta
esta técnica. Por un lado el ADNmit no permite la identificacion de individuos, sino de
lineas familiares maternas; lo que en algunos casos supone mds una ventaja que un
inconveniente, como en la identificacion de caddveres, ya que nos permite utilizar
muestras de familiares no directos que compartan un antecesor comuin por via materna
con el caddver a identificar. Por otro lado, el peligro de contaminacién de la muestra con
ADN ex6geno a la misma es grande, debido al alto nimero de moléculas presentes por
célula, por lo que se deben extremar las precauciones en la manipulacién de los vestigios
bioldgicos tanto fuera como dentro del laboratorio. Una sola célula del personal que
recoge o analiza la muestra es de tanta calidad y contiene tanto ADNmit que puede
interferir en el estudio. Por ultimo su lectura y andlisis no es un proceso sencillo y
requiere de la experiencia del analista para resolver aquellos puntos de la secuencia que
aparezcan dudosos, requiriéndose al menos dos andlisis llevados a cabo indepen-
dientemente en el tiempo y por dos técnicos distintos para dar como concluyente una
secuencia.

Como en cualquier otra técnica criminalistica, tampoco debemos olvidar las
condiciones en que se encontraba el indicio biolégico ya que van a marcar de forma
determinante la posibilidad de obtencién de resultados 6ptimos. Agentes tales como la
temperatura, la humedad y los compuestos quimicos y productos bioldgicos presentes en
el medio pueden acelerar de forma dréstica los procesos naturales de descomposicion
celular y de degradacién del ADN presente, tanto nuclear como mitocondrial. Algunos de
estos agentes pueden incluso afectar nuestros estudios no porque destruyan el ADN, sino
actuando como inhibidores en alguno de los procesos seguidos en el laboratorio,
imposibilitando la obtencidn del perfil genético de ADN nuclear o de la secuencia de
ADNmit del vestigio objeto de estudio, ain teniendo ADN suficiente para tal fin. Por
ejemplo, los tintes de las prendas de vestir interfieren tanto con uno de los reactivos (la
polimerasa) que impiden el desarrollo normal de la amplificacién del ADN.

Procedimiento analitico.

Las primeras etapas del andlisis de ADNmit son comunes con las del ADN
nuclear (obtencidon de la muestra a partir del vestigio, extraccion y cuantificacién). En
estas fases hay que insistir en que se precisa de un buen método de extraccion de ADN
ajustado al tipo de tejido celular presente en la muestra. Los procedimientos utilizados
para obtener ADN, tanto mitocondrial como nuclear, no son iguales cuando tratamos un
hueso, un pelo, o una muestra de sangre, por ejemplo. Las caracteristicas especificas de
cada tejido deben ser tenidas en cuenta a la hora de intentar recuperar células de la matriz
calcarea de un hueso, o mitocondrias de la matriz de coldgeno de un tallo de pelo, ambos
casos mds complicados que la recuperacion de células de una gota o de una mancha de
sangre.

Una vez obtenido el ADN en cantidad y calidad suficiente se somete a un proceso
de amplificacion mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la
cual nos permite realizar estudios a partir de pequefias cantidades de ADN recuperado del
vestigio biol6gico. En el andlisis de ADNmit esta PCR nos sirve para aumentar el nimero
de copias de aquellas regiones que nos interesan: las hipervariables HV1 y HV2, que
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como norma general, se estudian entre los nucleétidos 16.023 al 16.360 para la HV1 y
entre los nucledtidos 73 al 340 para la HV2.

Sin embargo, no sélo es necesario un nimero alto de copias para poder leer estas
secuencias, sino que las copias deben estar marcadas de algin modo que nos permita
visualizarlas. Para ello los productos obtenidos en la PCR deben someterse a una segunda
reaccién de marcado en la que afladimos cuatro colorantes: uno por cada tipo de base
nucleotidica (Adenina, Timina, Citosina y Guanina) cuya unién siguiendo un patrén
determinado conforman las secuencias de ADN. La secuencia completa del ADNmit fue
publicada por 14 investigadores de Cambridge (Anderson y col.) en 1981, y desde
entonces es utilizada en todos los estudios, tanto en el ambito forense como en el ambito
de la antropologia, como ‘“secuencia de referencia”, de ahi el nombre con el que se la
conoce, también llamada “secuencia de Anderson” o “Cambridge Reference Sequence”
(CRS).

Finalmente las técnicas de secuenciacion automdtica facilitan enormemente la
lectura de secuencias genéticas, utilizando para ello unos colorantes especiales
denominados “fluorocromos”, con la capacidad de ser excitados por la luz polarizada de
un laser y de emitir fluorescencia en ciertas longitudes de onda. Estas longitudes de onda
son captadas por una cdmara especial encargada de enviar los datos recogidos a un
ordenador, donde se almacenan para su posterior andlisis. Los datos obtenidos a partir de
la fluorescencia son analizados y traducidos a secuencias utilizando para ello un software
especifico.

Valoracion de la prueba.

Las secuencias obtenidas son revisadas por el analista con objeto de confirmar el
andlisis automadtico realizado por el ordenador y resolver los puntos de asignacion
dudosa. Una vez hecho esto se comparan con la “secuencia de referencia” y se anotan los
cambios observados en nuestra muestra, expresando tanto la posicién donde se encuentra
el cambio como la base nucleotidica que ha cambiado. Estos cambios deben ser
confirmados al menos por otro analista estudiando otra muestra de la evidencia bioldgica
en cuestion. Esta duplicidad de estudios, aunque costosa para los laboratorios, es
necesaria para evitar en lo posible errores debidos a contaminaciones cruzadas con otras
muestras o con el personal que las manipula.

Una vez obtenidos resultados concluyentes de la evidencia objeto de estudio
comienza su valoracién. Dos muestras o vestigios biolégicos pertenecientes a la misma
persona presentaran idénticos cambios en el ADNmit. Si de dos vestigios bioldgicos se
obtienen cambios distintos podemos concluir que fueron depositados por dos personas
distintas y no emparentadas por via materna. Sin embargo la proposicién contraria no
tiene por qué ser correcta: dos vestigios bioldgicos que presenten los mismos cambios en
la secuencia de ADNmit no necesariamente fueron dejados por la misma persona, puesto
que dos personas emparentadas por via materna producirian el mismo resultado en los
andlisis. Es por ello que en la investigacién criminalistica el ADNmit tiene
principalmente un valor excluyente: permite descartar como donante de un vestigio
biolégico a un individuo que no comparta la secuencia de ADNmit con dicho vestigio,
excluyéndole como contribuyente; pero no permite incluirle como donante en caso de que
comparta dicha secuencia.

Identificacion y filiacion humanas.

La utilizacién del ADNmit en la investigacion de las relaciones familiares suele
estar encuadrada en los casos de identificacion de caddveres. Por un lado se estudian los
vestigios cadavéricos y se obtienen sus cambios respecto a la “secuencia de Anderson’;
por otro lado se estudian los posibles familiares. Para evitar toda contaminacion cruzada
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entre las muestras de los familiares (indubitadas) y las tomadas de los restos cadavéricos
(dubitadas), deben procesarse por separado, no coincidiendo en el tiempo y tampoco en el
lugar. El laboratorio debe disponer de zonas separadas de extraccién para muestras
indubitadas y dubitadas. Una vez obtenidos los resultados se cotejan ambas secuencias y,
al igual que en las investigaciones criminalisticas, se observa si existe exclusion entre los
restos y los posibles familiares. Si ambos presentan los mismos cambios, se llega a la
conclusion de que estdn emparentados por via materna.

En el caso de que existan ascendientes o descendientes en primer grado del
desaparecido se procederd también a realizar un estudio de ADN nuclear, siempre que sea
posible, para calcular el grado de probabilidad sobre la identificacién del caddver,
admitiéndose por la comunidad cientifica que a partir del 99,98 % se considera una
paternidad o maternidad probada. De no ser posible continuar con el estudio de los
perfiles de ADN nuclear, bien porque no se cuente con familiares de primer grado bien
porque el estado de degradacién de la evidencia cadavérica no lo permita, se debe atender
al resultado de ADNmit como una prueba mds que apoye la tesis de la relacién familiar,
pero sin que la demuestre de forma inequivoca. Su peso dependera de la frecuencia con
que la secuencia de ADNmit obtenida aparezca en la poblacién a la que se supone
pertenece el cadaver, de modo que cuanto mds frecuente sea menos peso tendrd, mientras
que cuanto mds rara aumentard la posibilidad de que ese cadaver esté relacionado con la
muestra indubitada. Dicha frecuencia permite establecer a su vez un valor que expresa el
nimero de veces que es mds probable la relacién entre los restos cadavéricos y los
posibles familiares frente a que no existe dicha relacién. Este valor numérico unido a
otros datos antropoldgicos como la edad, el sexo, la estatura, etc. (que pueden calcularse
de manera aproximada a través de restos cadavéricos), permite llevar a cabo la
identificacion positiva del caddver.

En los casos de identificacion y filiacién hay que tener en cuenta que la elevada
tasa de mutacidon del ADNmit hard diferir mds tarde o mas temprano a dos individuos que
pertenezcan a la misma rama familiar. Sin embargo ain no se tiene muy claro si dichos
cambios se suceden de forma dréstica, de modo que una generacion filial ya pueda diferir
de la materna, o si persiste la posibilidad del cambio durante varias generaciones en
forma de heteroplasmia: se produce un cambio en unas mitocondrias pero no en otras, por
lo que al amplificar todas a la vez se observa en un mismo punto o posicién dos bases
diferentes, superpuestas. Por lo tanto podriamos encontrarnos con individuos rela-
cionados por via materna que difieran en un cambio respecto a la “secuencia de
Anderson” o que poseyeran un punto heteropldsmico. Sin embargo estos casos estdn muy
poco representados en la casuistica del laboratorio, donde siempre se tiene en cuenta que
una discrepancia en la secuencia de ADNmit no es suficiente para descartar la posibilidad
de parentesco, puesto que ha de observarse un minimo de dos discrepancias.

Programas sociales de Identificacion Genética.

En 1999 se puso en marcha el “Programa Fénix, de identificacion genética de
desaparecidos / cadadveres sin identificar”, mediante un convenio firmado entre la Guardia
Civil y la Universidad de Granada. Este programa comenzé su andadura con el dnimo de
dar una solucién a aquellas personas que denunciaban la desaparicién de un familiar y
que consideraban la posibilidad de su muerte, al tiempo que se buscaba la forma de
identificar los restos cadavéricos encontrados a lo largo del territorio nacional.

Se han venido utilizado para ello los avances del ADNmit, credindose dos bases
de datos independientes. Una de ellas contiene la informacién genética de los restos
cadavéricos que son remitidos al laboratorio del Servicio de Criminalistica de la Guardia
Civil (Madrid). La otra contiene la informacién obtenida a partir de familiares que han
donado muestra al Programa, y se encuentra en la Universidad de Granada. Estas dos
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bases se cotejan entre si estableciendo la posibilidad de relaciones por via materna y
permitiendo emparejar restos cadavéricos con familias concretas. Los estudios se
completan con ADN nuclear siempre que es posible, ofreciendo en todo caso una
probabilidad para la relacion familiar.

Ante la dificultad de obtener resultados de ADN nuclear en muestras antiguas y/o
muy degradadas, cada vez es mayor la utilizacién de los estudios de ADNmit, aunque sus
resultados no sean plenamente identificativos en el sentido en el que si lo son los de ADN
nuclear. En los casos en los que existen otro tipo de evidencias como la estatura, la edad,
el sexo, etc., la coincidencia del ADNmit aporta una evidencia més que afiade seguridad a
la hora de identificar. Sobre todo si las secuencias obtenidas de los restos cadavéricos y
de los familiares no son muy frecuentes en la poblacion a la que pertenecen. Esta técnica
ha cobrado gran actualidad en nuestro pais debido a la exhumacién de restos de personas
asesinadas durante la Guerra Civil, en lo que se conoce como la “recuperacion de la
memoria histérica”, al ser casos donde la obtencién de ADN nuclear es mucho mas dificil
que la de ADNmit y al contarse con una cierta seguridad sobre la posible identidad de los
restos que se exhuman de determinados lugares.

ESTRATEGIAS DE FUTURO.

Son diversos los retos técnicos y de gestion a afrontar por el Departamento de
Biologia y el laboratorio de ADN. Desde el punto de vista técnico, la actualizacion e
implementacién de nuevos métodos de ensayo y marcadores genéticos, de técnicas
analiticas mas sensibles y de equipos como analizadores y bio-robots.

En cuanto a los procedimientos de gestion, serd una mejora importante la
implementacién de un sistema informatizado para la gestién de todas las actividades del
Laboratorio y del Departamento de Biologia (LIMS), extensible a todos los Depar-
tamentos del Servicio de Criminalistica, e integrado en el Sistema de Gestién Operativa
de la Guardia Civil.

Por otro lado, el progresivo y continuo aumento de la casuistica que demanda el
andlisis de ADN, sobre todo en la realizacién de la resefia genética de detenidos y
sospechosos, hace preciso contemplar medidas tales como la asistencia técnica externa,
de personal como de laboratorios, no debiéndose descartar la creacién de un nuevo
laboratorio central o incluso la creacién de laboratorios periféricos.

La problemédtica actual del laboratorio es su adecuacién a la gran demanda de
asuntos solicitados por Unidades y Juzgados. La disponibilidad de infraestructuras,
personal, métodos de ensayos y equipos, y de un sistema de gestiéon de la calidad
adecuados, constituyen los recursos basicos y necesarios para garantizar el mejor servicio
posible a nuestras Unidades y Juzgados, con una respuesta fiable y rapida, cuyo objetivo
ultimo es conseguir la plena confianza del ciudadano y de la sociedad en general.
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