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Resumen

En este proyecto se traducen tres articulos cientificos sobre los analisis de
ADN humano en el campo forense'. Este tema es actual y relevante en el mundo por
su diversidad de aplicaciones y continuo progreso. La traduccion de articulos
cientificos relacionados con esta area es fundamental para facilitar la comunicacion
en la comunidad de expertos. Dada la condicion de lengua franca del inglés en el
area cientifica-tecnolégica, la traduccion inversa (espafol-inglés) desempefa un
papel protagonista en este proceso.

La traduccidn inversa, tal como se plantea en este proyecto, supone el uso de
estructuras aceptables en la lengua de llegada, no sélo desde el punto de vista
gramatical, sino también estilistico. Un analisis linguistico descriptivo comparado de
la forma, funcidén y distribucion del sintagma nominal del corpus de textos cientificos
en espafol e inglés permite explorar y clasificar algunas de las causas de las
interferencias sintacticas sutiles en la traduccion inversa, las cuales se relacionan
con la transferencia de estructuras de la lengua materna y con mecanismos de
hipercorreccion y sobregeneralizacion. Mediante el analisis de estos fendmenos
linglisticos es posible trazar modelos y representar algunos mecanismos

psicotraductodoldgicos sobre los procesos de interferencia sintactica.

Descriptores: Sintagma nominal, linguistica descriptiva, linguistica comparada,
constituyentes inmediatos, estilo, interferencia linguistica, hipercorreccion,

sobregeneralizacion, género cientifico-técnico.
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VISION GENERAL SOBRE EL ANALISIS FORENSE DEL ADN HUMANO

Resumen: Las variaciones genéticas entre los individuos de una especie particular
son un hecho fundamental de la vida; sin embargo, las semejanzas entre los
genomas, aun entre especies no relacionadas, resultan muy sorprendentes. Las
investigaciones realizadas por Alec Jeffreys identificaron las semejanzas y las
diferencias del ADN humano como una huella genética unica para cada individuo. A
raiz de este hallazgo, los analisis de ADN se introdujeron en el campo legal. Desde
entonces, las técnicas de analisis de ADN han continuado evolucionando y han
llegado a ser mas discriminatorias. Este articulo presenta una visién conjunta sobre
las caracteristicas secuenciales que los analistas forenses suelen emplear para la
identificacion del ADN humano, tales como (por sus siglas en inglés): el numero
variable de repeticiones en tandem (VNTR) (Variable Number of Tandem Repeats),
las repeticiones cortas en tandem (STR) (Short Tandem Repeats), el ADN
mitocondrial, los cromosomas Y (0 los Y-STR) (Y-Short Tandem Repeats) y los
polimorfismos nucledtidos simples (SNP) (Single Nucleotide Polymorphisms). Los
estudios forenses de ADN se pueden definir como la utilizacion de variaciones
moleculares medidas con el fin de identificar y distinguir las muestras de distintos
individuos. El reconocimiento legal de los perfiles de ADN como pruebas admisibles
se ha facilitado mediante i. el establecimiento de bases de datos nacionales de ADN
como Combined DNA Information System (CODIS) y Human SNP Reference

Database (DbSNP), y ii. el desarrollo de paquetes comerciales de marcadores



genéticos (kits) multiplex extensos y reproducibles. Estos avances han permitido que
la técnica de analisis de ADN surja como una herramienta potente e invaluable para
las investigaciones criminales, tanto para imputar como para absolver a los

implicados.

INTRODUCCION

El andlisis forense del ADN se ha utlizado en forma extensa en la
identificacion humana [7]. A partir de la secuenciacion del genoma humano se ha
determinado que este comprende alrededor de 3 x 10° de pares de bases de
nucledtidos y los individuos tienen en comun la gran mayoria del ADN humano
(99,9%) [2, 3]. Sin embargo, en el caso de los seres humanos, el 0,1% (un par de
bases por cada 1000) de las regiones del ADN contienen polimorfismo (lo permite
que un individuo sea unico) en cantidad suficiente para utilizarse como una
herramienta para la identificacion humana [4]. Estos polimorfismos fundamentan el
analisis del ADN. Por lo tanto, los estudios forenses sobre el ADN se conceptualizan
en la utilizacion de las medidas de las variaciones moleculares que permitan
identificar y distinguir las muestras de cada persona.

Las pruebas forenses de ADN aparecieron por primera vez en el sistema
judicial de Estados Unidos en 1986 en el caso Florida vs Andrew, y desde entonces
se ha convertido en el foco de atencion del publico [5]. El analisis forense del ADN ha
progresado sorprendentemente y ha conformado protocolos sélidos, eficientes y
precisos. Como consecuencia, en la actualidad los tribunales suelen aceptar estos

ensayos como pruebas concluyentes. Algunas bases de datos como el sistema



CODIS o Sistema Combinado de indice de ADN son utiles para resolver crimenes y
enjuiciar a los culpables, aunque también son de utilidad para liberar personas que
han sido inculpadas por equivocacion [6]. El analisis del ADN también se utiliza en
otros casos de identificacion humana tales como la prueba de paternidad, las
indagaciones sobre personas desaparecidas, la identificacibon de soldados
desconocidos y las investigaciones de sucesos de destruccidén masiva. En este
articulo se estudian las técnicas que los analistas forenses suelen utilizar para la

identificacion humana.

El nimero variable de repeticiones en tAndem (VNTR)

Los genomas eucariéticos estan conformados por secuencias de ADN repetidas y de
distintos tamanos, las cuales por lo general se determinan con base en la longitud de
la unidad de repeticién y el nUmero de secuencias adyacentes, o bien, a partir de la
longitud de toda la regidn que se repite [7, 8]. Estas regiones que también se
conocen comunmente como ADN satélite, se encuentran dispersas a lo largo del
genoma y se clasifican tanto como mini o microsatélites. Los minisatélites también se
conocen como el numero variable de repeticiones en tdndem (VNTR), y consisten de
unidades de repeticidn que presentan una gama de longitud de bases aproximado de
8-100 pb [9]. Por lo general, la region del VNTR comprende un fragmento de ADN de
unos pocos miles de bases de longitud. Por otro lado, las repeticiones cortas en
tandem (STR), o los microsatélites son versiones mas pequefias de las secuencias
del VNTR y constituyen regiones del ADN que contienen unidades de repeticién de

2-7 pb, con una longitud total que comunmente varia entre 100 y 450 pb [6, 10].



Alec Jeffreys, primer experto en descubrir que algunas regiones del ADN
contienen secuencias que se repiten en tdndem [77, 12], concluyd que el numero de
repeticiones que se encuentran en cualquier sitio podia variar entre los individuos, y
a partir de estos hallazgos se formularon los analisis del ADN [11, 12]. Como
consecuencia, Jeffreys puso en practica una técnica para examinar la variacion de la
longitud de esas secuencias repetidas del ADN o del VNTR que se localizan entre
dos sitios de restriccion. Esta técnica supuso el empleo de enzimas de restriccion
idéneas para separar las regiones del ADN que rodeaban a los VNTR, lo cual
generaba fragmentos de longitud variable que eran distintos entre los individuos. Por
lo tanto, esta técnica se denomind polimorfismo de la longitud de fragmentos de
restriccion o RFLP por sus siglas en inglés (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Los fragmentos del VNTR se separaron por medio de electroforesis
en gel de agarosa y se detectaron por medio de la técnica de hibridacién con sondas.
Tal procedimiento consiste en transferir el ADN desde un gel hacia una membrana
de nylon, para luego identificarlo con sondas radioactivas o Iluminiscentes de
deteccion. De esta manera, la variacién del ADN queda expuesta en los fragmentos
de longitud variable o alelos, o en las distintas posibilidades para un locus en
particular [13].

La tecnologia del VNTR ofrece mas estabilidad que los métodos proteicos y
séricos utilizados con anterioridad en el area forense [6]. La hemogenética forense
(el sistema o grupo ABO) fue la primera herramienta genética utilizada para distinguir
individuos. Pese a ser un método rapido, no era muy eficaz pues sélo hay cuatro

grupos fenotipicos posibles: A, B, AB y O [14]. Ademas, el 40% de la poblacién de



Estados Unidos es de tipo O [74]. De esta forma, la utilidad de los grupos sanguineos
ABO se limitaba a descartar la posibilidad de que un individuo fuera la fuente de
alguna muestra tomada en el lugar de los hechos, y no era muy util cuando la
persona resultaba involucrada, especialmente si la muestra era del tipo O. Por lo
tanto, la combinacién de varios loci de VNTR permitié establecer mayor capacidad de
discriminacion entre los individuos, y por ende, los resultados de las pruebas de
VNTR adquirieron gran aceptacion en los tribunales.

En los analisis de ADN se examinan varios loci de VNTR, pues cuanto mas
sea la cantidad de marcadores de ADN que se reconozcan y comparen, mayor sera
la probabilidad de encontrar diferencias genotipicas entre personas sin parentesco.
Asimismo, cada pieza de informacion aumenta el grado de certidumbre sobre el
caracter vinculante de un mismo individuo en relacion con varias muestras. En
particular, este tipo de pruebas fueron utiles para los casos de identificacién humana,
pues la combinacién de varios VNTR permite establecer diferencias considerables
entre los individuos [6, 7]. Aun asi, éste método presenta bastantes limitaciones
serias. Dado que las secuencias del VNTR son relativamente largas, es necesario
obtener datos confiables de ADN gendmico no degradado, el cual es dificil de
encontrar en las muestras [15, 6]. Ademas, como las diferencias de tamafio entre los
alelos adyacentes son pequefias, se requiere que éstos se agrupen en varios
paquetes, lo cual complica el analisis estadistico [6, 16]. Por ultimo, se considera que

este método tarda mucho tiempo, en comparacién con otros.



Repeticiones cortas en tandem (STR)

A lo largo de los afos, el analisis forense del VNTR evolucioné hacia otro
método que utiliza secuencias de repeticion mas cortas, las cuales se conocen como
STR o microsatélites. EI ADN microsatélite se encuentra disperso a lo largo del
genoma humano, el cual estd compuesto por tres mil millones de pb, y aparece en
promedio una vez cada 10 000 nucledtidos [72, 17]. Con el tiempo, se ha
caracterizado y compilado un numero considerable de marcadores de STR para
conformar la base de datos conocida en inglés como Short Tandem Repeat DNA
Internet Database, la cual se denomina comunmente como STRBase por su nombre
en inglés [18]. Desde su inicio, la STRBase ha sido un recurso informativo sobre los
marcadores de STR mas comunes para la comunidad que realiza analisis forenses
de ADN [18].

Las secuencias STR se denominan sistematicamente segun la longitud de las
unidades de repeticidon. Por ejemplo, las unidades de repeticién de los dinucleétidos y
trinucledtidos constan de dos o tres nucledtidos repetidos en forma recurrente y
consecutiva. Actualmente, entre otros tipos de sistemas de STR, las secuencias de
repeticion de tetranucledtidos son las mas utilizadas para fines forenses [6]. Estas
secuencias son mas faciles de analizar debido a que son muy polimérficas, mientras
que las secuencias de los penta y hexanucleétidos son menos comunes en el
genoma humano [1, 19, 20, 21, 22].

El empleo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) (Polymerase Chain Reaction) ha revolucionado el campo de la biologia

molecular. Desde que Kary Mullis la describié inicialmente en 1986, los laboratorios



forenses y de analisis de ADN se han beneficiado mucho por su capacidad de crear
millones de copias de una secuencia especifica de ADN en tan sdélo unas pocas
horas [23]. La tecnologia de amplificacion del ADN conocida como PCR es muy apta
para el andlisis forense de muestras de ADN, debido a que es muy sensible y rapida,
y ademas el andlisis no esta limitado por la calidad del ADN, tal como sucede con los
métodos de RFLP [1, 6, 12]. Este método es muy util porque el ADN que se recolecta
en las escenas de crimen suele ser limitado tanto en cantidad como en calidad. Al
principio, los fragmentos de STR se detectaban sobre un gel de agarosa por medio
de un método de tincidén de plata. Sin embargo, esta técnica fue desplazada por el
método de deteccidn por fluorescencia, el cual es mas sensible y apropiado [24, 25].
En este método, el producto que se amplifica en la PCR se identifica al aplicar un
tinte fluorescente en el amplicon a lo largo del extremo 5 de un oligonucleétido
cebador (conocido en inglés como primer), y después los diversos fragmentos de
STR identificados por este método se analizan segun la longitud que los separa. Los
métodos de separacion actuales incluyen la electroforesis en geles verticales de
agarosa o poliacrilamida y la electroforesis capilar, conocida también como CE por
sus siglas en inglés (Capillary Electrophoresis) [24].

Es posible analizar varios fragmentos de STR en forma multiple; es decir,
amplificarlos simultdneamente, pues la PCR se lleva a cabo en un tubo que contiene
distintos cebadores que a su vez presentan identificadores fluorescentes diferentes
[6, 26, 27]. El andlisis multiple permite detectar esos fragmentos en forma
consecutiva y simultanea a lo largo de una sola linea [6]. Los fragmentos de STR

también se pueden analizar fuera de la linea, después de haber realizado los



ensayos, ya sean los de electroforesis en geles verticales de poliacrilamida por
medio de escaneres de fluorescencia, o bien, los que emplean secuenciadores
basados en geles o en electroforesis capilar [20, 28, 29]. En los Estados Unidos, las
dos plataformas principales de instrumentos utilizadas para la deteccién de los alelos
STR por fluorescencia se conocen por sus nombres en inglés como la ABI 310
Genetic Analyzery la Hitachi FMBIO Il [6].

Los anadlisis multiples de STR son ensayos sensibles de deteccion por
fluorescencia. Este sistema es valioso porque se puede llegar a automatizar, lo cual
seria una importante ventaja ante la creciente demanda de pruebas de ADN [20].
Cuando se analizan los sitios de varios cromosomas, los STR arrojan resultados que
permiten establecer criterios de diferenciacion muy considerables para distinguir a
individuos no emparentados y aun a aquellos con un parentesco muy cercano [76,
27]. Ademas, los alelos discretos causan que el analisis de resultados sea mas facil
de interpretar y comparar respecto a los sistemas de RFLP debido a que se utilizan
bases de datos de ADN computarizados, mientras que en el caso de los RFLP se
requiere agrupar o clasificar el ADN por tamafos similares [1, 6, 16].

Para que el analisis del ADN se llegara a aceptar entre un gran numero de
juridiscciones fue necesario caracterizar una serie comun de marcadores
estandarizados. El laboratorio del FBI establecié 13 loci de STR centrales para que
se incluyeran en la base de datos estadounidense de ADN conocida como CODIS
(Cuadro 1) [6, 30, 31]. Cuando todos los 13 loci de STR centrales de la CODIS se
examinan, la probabilidad de coincidencia aleatoria promedio para dos individuos no

emparentados resulta ser menor que uno en un billon [16, 27, 31, 32]. En la
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actualidad, las compaiias estadounidenses PE Applied Biosystems y Promega
Corporation cuentan con paquetes comerciales de marcadores de STR que les
permite atender las necesidades de la comunidad de analisis forense del ADN, y
abarcan una coleccion comun de loci de STR (Cuadro 2) [9, 33, 34].

Con la invencién de la tecnologia PCR, que requiere de cantidades pequenas
de ADN de plantilla o de molde (por lo general 1 ng), se puede analizar ADN
degradado parcialmente, dado que los fragmentos que se utilizan son pequefios y
propensos a permanecer intactos en comparacion con los del VNTR [6]. Ademas, en
el anadlisis de STR se elimina la marginacién de los alelos mas largos en los
marcadores minisatélites, producto de la amplificacidon preferencial de los alelos mas
pequenos [1]. Esto sucede porque en los individuos heterocigotos ambos alelos de
STR tienen dimensiones similares, pues el tamafo de las unidades de repeticidon
suele ser pequefo.

Asimismo, la tecnologia para detectar fragmentos de longitud variable es cada
vez mas precisa. Actualmente, la electroforesis capilar con deteccion por
fluorescencia y la electroforesis en geles verticales de poliacrilamida brindan una
resolucidon de pares de bases para medir fragmentos de longitud superior a los 500
nucleodtidos [24]. Por lo tanto, por razones biolégicas y tecnolégicas, los STR son
mas ventajosos que los minisatélites del VNTR debido a su menor tamafio. Ademas,
los analisis de STR son la herramienta mas utilizada hoy en dia para la identificacion
forense del ADN, y probablemente seguiran realizandose durante muchos afos
porque forman parte de las bases de datos del ADN, las cuales se encuentran en

constante crecimiento en todo el mundo.
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Anélisis del ADN mitocondrial (ADNmt)

En los casos en que el analisis multiple de STR convencional no brinda
resultados convincentes debido a que la muestra se encuentra muy degradada, se
puede emplear el ADN mitocondrial (ADNmt) para obtener informacion uatil. Esto
sucede porque las células contienen mayor numero de copias de ADNmt que de
ADN nuclear, y por lo tanto las primeras tardan mas en degradarse a lo largo de la
muestra [1, 6]. La secuencia del ADNmt humano se determind por primera vez en el
laboratorio de Frederick Sanger en 1981 [35]. Este tipo de ADN contiene un genoma
circular pequeio de 16569 pb, que al igual que el genoma nuclear, consiste de una
region codificante y otra no codificante [35]. En la actualidad la secuencia original
suele denominarse la secuencia de Anderson o la secuencia de referencia de
Cambridge (CRS por sus siglas en inglés) (Cambridge Reference Sequence), la cual
es util para comparar nuevas secuencias [36]. No fue sino hasta 1993, que el ADNmt
se utilizé6 por primera vez como una herramienta para la identificacion forense y
desde entonces su andlisis se ha aceptado ampliamente en los tribunales de justicia
[37, 38].

El ADNmt es un marcador util para las pruebas de identificacion humana
porque posee una “region de control” no codificada de 1100 pb, la cual también se
conoce como el lazo D (D-loop en inglés), y se caracteriza por presentar un grado
razonable de variacion de secuencias entre los individuos [1, 6]. Se han identificado
dos regiones hipervariables dentro del lazo D, y suelen denominarse como la Regién
Hipervariable | y la Region Hipervariable Il (HVI y HV2 respectivamente por sus

iniciales en inglés). Debido a que la mayor parte de los polimorfismos del ADNmt se
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encuentran dispersos a lo largo de las regiones hipervariables del lazo D, los
cientificos forenses examinan tanto el HV1 como el HV2 mediante amplificacién de
PCR y luego mediante el andlisis de secuencias [71, 6, 39].

El ADNmt es muy util para los casos forenses en los que las muestras
recolectadas se encuentran degradadas en extremo o cuando se requiere asociar
individuos con parentesco materno [39, 6]. Como se menciond anteriormente, las
células contienen varias copias de ADNmt, y solo existe una copia del ADN nuclear,
lo cual hace que su utilizacién sea ventajosa [1, 6]. Por lo tanto, el uso del ADNmt
como un marcador alternativo permite que los cientificos forenses obtengan valiosa
informacion a partir de muestras que contienen cantidades infimas de ADN, o bien,
que se han expuesto a condiciones ambientales extremas [40].

El ADNmt lo hereda la madre [6, 39], pues el espermatozoide no aporta
ninguna mitocondria al cigoto durante la fertilizacion. Por eso, salvo en casos donde
ocurra una mutacion, el tipo de ADNmt no es unico para cada persona. Los
hermanos y familiares de parentesco materno tienen en comun una secuencia
idéntica de ADNmt. Aunque esto disminuye la posibilidad de identificar individuos en
los casos forenses, es muy util para resolver investigaciones sobre personas
desaparecidas y sucesos de destruccién masiva. En la actualidad, las pruebas de
ADNmt han desempefiado un papel importante para asociar parentescos familiares y
resolver enigmas histéricos como la identificacion de los soldados desconocidos
vietnamitas y el caso de la familia Romanov en los Estados Unidos [9, 40, 417].

Dado que el analisis de ADNmt requiere mucho mas trabajo y dinero que el

analisis de STR, las comparaciones de ADNmt se utilizan principalmente para casos
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forenses en los que los marcadores de ADN nucleares fallan [6, 37, 42, 43]. La
heteroplasmia, es decir, la presencia de mas de un tipo de ADNmt por cada individuo
es uno de los factores principales que limitan la implementacion generalizada de la
prueba del ADNmt en la resolucién de casos [6,44]. La eleccidn de tejidos asi como
del numero de muestras complica aun mas este tipo de prueba. Por ejemplo, las
raices de los distintos elementos pilosos de los individuos presentan grados variables
de heteroplasmia [45, 46].

Se compilé una base de datos de secuencias de HVI y HVII de ADNmt a partir
de mas de mil personas sin relacion de parentesco y procedentes de diversos grupos
de poblacion [47]. Ademas, con el objetivo de sistematizar el analisis de ADNmt, se
desarrollé un material de referencia normativo sobre el ADNmt humano conocido
como SRM por sus siglas en inglés (Standard Reference Material for Quality Control
in Human Mitochondrial DNA Sequencing) [48, 49]. Estas bases de datos propician
control de calidad entre los laboratorios cuando se examinan las secuencias de
ADNmt para realizar identificaciones forenses. El continuo crecimiento de estas
bases de datos es considerable puesto que la secuencia del ADNmt se considera
como un unico locus. En consecuencia, la tarea actual de reportar la rareza de algun
tipo de ADNmt entre personas no emparentadas consiste en contar el numero de
veces en el que una secuencia especifica aparece en la base de datos [50]. Por lo
tanto, cuanto mayor sea el numero de personas no emparentadas en la base de
datos, mejores seran las estadisticas para calcular la probabilidad de coincidencia
aleatoria entre dos individuos. Se ha demostrado que en el ADNmt existe

heteroplasmia tanto de longitud como de secuencia, y esto se puede utilizar para
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aumentar la capacidad de discriminacion del analisis, y por ende, para fortalecer las

pruebas de ADNmt [6, 57].

Sistemas del cromosoma'Y

El ADNmt no es el unico marcador genealdgico disponible para el analista
forense del ADN. Los marcadores del cromosoma Y también se transmiten de
generacion en generacion sin cambio alguno excepto cuando ocurre una mutacion
[1, 6], por lo cual resultan utiles para obtener informacion sobre el parentesco
paterno. Los polimorfismos Y-STR se describieron por primera vez a principios de la
década de 1990 y su analisis llegé a ser un método popular para la identificacion de
casos forenses [52, 53]. El cromosoma Y permanece invariable cuando se transmite
de padre a hijo, y varia menos entre los hombres en comparacion con el STR
autosémico. Por lo tanto, los marcadores multiples de Y-STR se utilizan para
establecer con gran precisién las diferencias entre los individuos. Hasta hace poco
tiempo, la utilizacion del cromosoma Y para fines forenses estaba limitada ante la
falta de marcadores polimorficos [6]. Sin embargo, en la actualidad se ha identificado
gran cantidad de STR de este cromosoma y se estan elaborando paquetes
comerciales de marcadores genéticos multiplex reproducibles y extensos [54, 55, 56,
57]. En un analisis detallado reciente, Hanson y Ballantyne informaron sobre el uso
potencial de al menos 389 marcadores separados de Y-STR [58+. La corporacion
Promega Corporation cuenta con paquetes comerciales de marcadores de Y-STR
que amplifican 12 loci de Y-STR (DYS19, DYS385a, DYS385b, DYS389I, DYS389lI

DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438 y DYS439) [9, 33, 34]. Dado
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que los paquetes comerciales de marcadores para el analisis de los Y-STR acaban
de introducirse al mercado, su utilizacién en los casos forenses rutinarios es limitada
[69]. Los Y-STR son indicados particularmente para investigar los casos de violacion
sexual, dado que aportan perfiles masculinos especificos de ADN, lo cual soluciona
aquellos casos de interpretacion en los que las muestras se encuentran mezcladas
[1, 6]. Por eso, el analisis de los Y-STR es una técnica prometedora para los estudios
forenses que se ocupan del parentesco paterno, tales como la identificacion de
victimas en los desastres masivos [7, 6].

Ademas, los marcadores Y-STR son muy utiles para las pruebas de
paternidad en las que estudia la descendencia masculina [52, 60]. De hecho, la
capacidad de los marcadores Y-STR para detectar el parentesco paterno se
demostré en 1998 cuando se vinculd a los descendientes actuales de Thomas
Jefferson y Eston Hemmings [67]. La prestigiosa revista cientifica Nature publicd un
informe titulado como “Jefferson es el padre del hijo menor de su esclava”. Este
estudio se basé en los marcadores de ADN del cromosoma Y con el fin de detectar la
linea de parentesco masculina de Jefferson en uno de los descendientes del hijo
menor de Sally Hemming, cuyo nombre es Eston Hemmings.

El Cuadro 3 presenta un resumen sobre los diez Y-STR que mas se han
estudiado en genética forense [55]. Estos marcadores difieren entre si en cuanto a el
poder de discriminacién y la capacidad para distinguir dos individuos masculinos no
emparentados. Ademas, en la Internet hay acceso a una base de datos que contiene

informacion sobre diversos marcadores de Y-STR [62].
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Polimorfismos nucledtidos simples (SNP por sus siglas en inglés)

Entre distintas personas, la variacion de secuencias en un unico sitio del
genoma se suele denominar como polimorfismos nucleétidos simples. Venter y otros
determinaron que existe un millén o mas de SNP por cada individuo [3]. Dado que el
analisis de diversos SNP permite crear un perfil Unico para cada persona, el estudio
de los SNP tiene el potencial de convertirse en una herramienta vital para la
discriminacion de individuos en el futuro y es de interés particular para la comunidad
forense que analiza el ADN.

En primer lugar, segun Li y otros, puesto que la interpretacion de resultados es
mas facil, los SNP han demostrado la capacidad de diferenciarse mas facilmente
respecto a los STR, tanto en las muestras que se encuentran entremezcladas como
en aquellas que proceden de una unica fuente [63]. En segundo lugar, diversas
tecnologias estan progresando para miniaturizar y automatizar el procedimiento de
analisis de los SNP [7]. Por ejemplo, se ha descrito que los ensayos de microchips
permiten examinar mas de mil SNP en forma simultanea [64]. Por lo tanto, el analisis
multiple de los SNP se podria realizar a mayor escala respecto a los STR. En tercer
lugar, el procesamiento de las muestras y el andlisis de datos se automatizaria en
forma mas completa dado que la separacidén por tamafos no es necesaria [63, 65].
Por ultimo, los marcadores SNP de PCR son mas resistentes a la degradacion
respecto a los amplicones de STR debido a que son de longitud mas corta [7]. Sin
embargo, cada locus de SNP contiene solo dos alelos posibles, y se requieren mas
marcadores para aumentar el grado de certidumbre en el proceso de discriminacion

[37]. Por eso, pese a que los SNP son mas comunes en el genoma humano, su falta
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de polimorfismo crea la necesidad de caracterizarlos a gran escala para lograr una
probabilidad de coincidencia aleatoria equivalente a los trece loci centrales de STR
[1, 37]. Se han identificado diversos marcadores de polimorfismos nucleétidos
simples (SNP) del cromosoma Y, que junto con los marcadores Y-STR, se estan
investigando actualmente para ser empleados en las ciencias forenses [66]. Ademas,
los SNP pueden caracterizar a una poblacion especifica dado que presentan una
baja tasa de mutacion [67, 68, 69]. Por lo tanto, con el analisis de pocos loci de los
SNP especificos de una poblacion, en el futuro podria predecirse el origen étnico de
los que cometen crimenes. El Cuadro 4 compara los marcadores SNP y STR.

En noviembre del 2001, el centro de informacién biotecnolégica National Center
for Biotechnology Information (NCBI) divulgé una base de datos de referencia para el
SNP humano conocida como dbSNP, la cual se puede consultar en la Internet por medio
de la pagina <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/>. Ademas, la base de datos The Human
Gene Mutation Database (HGMD) contiene informacién detallada sobre los SNP y se
encuentra disponible para la comunidad cientifica en la direccion de Internet

<http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmd0.html>.

CONCLUSION

Existen diversas técnicas innovadoras en el horizonte de los estudios de
genética humana, que serian utiles para que el cientifico forense especializado en
ADN pueda realizar pruebas de identidad humana. Sin embargo, segun el informe
Report of National Comission on the Future of DNA Evidence, en el futuro aumentara

la utilizacion de los marcadores de ADNmt, el cromosoma Y, el SNP y el STR [70].
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Algunas perspectivas indican que el analisis de los STR por electroforesis seguira
siendo de momento el método de escogencia para la comunidad forense, aunque los
procedimientos podrian variar con la incorporacion de microdispositivos mas
compactos y portatiles [1, 6]. El futuro del analisis forense de ADN humano se inclina
hacia un aumento en el numero de muestras procesadas dado que los
investigadores forenses estan llegando a un punto en el que revisar, interpretar y
realizar informes de pruebas de ADN les toma mas tiempo que la prueba de
laboratorio propiamente dicha [1].

Desde que el analisis del ADN aparecio en el campo de las ciencias forenses,
las pruebas de ADN han resultado ser una herramienta confiable e invaluable para
descifrar informacién en las investigaciones sobre crimenes. Los laboratorios
forenses de ADN investigan constantemente nuevas técnicas para la identificacion
humana. Sin embargo, la invencion de nuevos métodos representa sélo la mitad del
esfuerzo. Una vez que se ha comprobado que una nueva técnica es fiable desde el
punto de vista cientifico y suele aceptarse en la comunidad de expertos, debe ser
admitida por los tribunales de justicia [38, 77]. Hasta hace poco, las pruebas de ADN
humano habian sido el objeto de estudio principal, pero recientemente las pruebas
del ADN de plantas, animales y virus ya llegaron por primera vez a los tribunales [72,
73, 74]. Es claro que los laboratorios forenses de ADN se proponen aprovechar al
maximo el potencial de esta molécula; sin embargo, el analisis del ADN no humano

ha sido desatendido.
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Cuadro 1. Resumen delostrece loci STR basicos delaCODIS[6, 30, 31].

Rango NUumero

Nombre Moti\_/o_c,je en Aleloen la delos de aldlos
del locus repeticion GenBank GenBank aldod Vistos
CSF1PO TAGA X14720 12 6-16 15
FGA CTTT M 64982 21 15-51,2 69
THO1 TCAT D00269 9 3-14 20
TPOX GAAT M68651 11 6-13 10
VWA  [TCTG][TCTA] M25858 18 10-24 28
D3S1358 [TCTG][TCTA] : : 9-20 20
D5S818 AGAT G08446 11 7-16 10
D7S820 GATA G08616 12 6-15 22
Desi179  LTCTAITCTG]  GO8710 12 8-19 13
D13S317 TATC G09017 13 5-15 14
D16S539 GATA G07925 11 5-15 10
D18S51 AGAA L 18333 13 7-27 43
D21S11 [TCTA][TCTG] AP000433 29 24-38 70

& La informacion sobre las secuencias para un locus STR particular en la GenBank se

puede acceder en la Internet en http://wwwz2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank con sélo

ingresar el nimero de acceso que se muestra.

P Los nlimeros de esta columna indican el nimero de unidades de repeticion presentes en
losalelos.


http://www2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank

Cuadro 2. Multiplexes de STR disponibles en el comercio (etiquetados con fluorescencia)

[9, 33, 34].

ISCrimination

THO1, TPOX,
CSF1PO
monoplexes

AmpFISTR Blue

AmpFISTR
Green |

CTTv
FFFL
GammaSTR

Power Plex
(version 1.1 &
1.2)
AmpFISTR
Profiler

AmpFISTR
Profiler Plus

AmpFISTR
COfiler

AmpFISTR
SGM Plus

Power Plex 2.1

Power Plex 16

Promega

PE Applied
Biosystems
PE Applied
Biosystems

Promega
Promega
Promega

Promega

PE Applied
Biosystems

PE Applied
Biosystems

PE Applied
Biosystems

PE Applied
Biosystems

Promega

Promega

THO1, TPOX, CSF1PO

D3S1358, VWA, FGA

Amelogenina, THO1, TPOX,

CSF1PO

THO1, TPOX, CSF1PO, VWA

(VWF)

F13A1, FES/FPS, F13B, LPL
D16S539, D13S317, D7S820,

D5S818

THO1, TPOX, CSF1PO,
VWA, D16S539, D13S317,

D7S820, D5S818

Amelogenina, THO1, TPOX,
CSF1PO, D5S818, D13S317,
D7S820, D3S1358, FGA,

VWA

Amelogenina, D5S818,
D13S317, D7S820, D3S1358,
FGA, VWA, D8S1179,

D21S11, D18S51
D3S1358, D16S539,

Amelogenina, THO1, TPOX,

CSF1PO, D7S820

D3S1358, VWA, D16S539,
D2S1338, Amelogenina,
D8S1179, D21S11, D18S51,

D193433, THOL, FGA

D3S1358, THO1, D21S11,
D18S51, VWA, D8S1179,

TPOX, FGA, PentaE

CSF1PO, FGA, TPOX, THO1,
VWA, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11,

Penta D, PentaE,
Amelogenina

1:410

1:5000
1:410

1:6600
1:1500
1:1,8x104

1:1,2x108

1:3,6x109

1:9,6x1010

1:8,4x105

1:3,3x1012

1:8,5x1010

1:1,8x1017
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Cuadro 3. Resumen delos diez Y-STR més estudiados en el campo forense [55].

Nombredel | Accesoen la Motivo de Rango delos Uelmeliesie
ey los productos
mar cador GenBank repeticion alelos 46 PCR

DYS19 X77751 TAGA 8-16 178-210 pb
DY S385 793950 GAAA 10-22 252-300 pb
DY S388 G09695 ATT 12-17 128-143 pb
DY S389 | G09600 | (TCTG) (TCTA) : 7-13 239-263 pb

(TCTG) (TCTA)
DYS389 11 G09600 Il:23-31 353-385 pb
(TCTG) (TCTA)

(TCTG) (TCTA)
DY S390 G09611 18-27 191-227 pb
(TCTG) (TCTA)

DY S391 G09613 TCTA 8-13 275-295 pb
DY S392 G09867 TAT 7-16 236-263 pb
DY S393 G09601 AGAT 9-15 108-132 pb

YCAIII AC006370 CA 19-25 192-204 pb




Cuadro 4. Comparacion de los marcadores de STRy SNP

Caracter isticas STR SNP
Frecuenciaen €l
~1 en cada 10 kb ~1 por cada 1 kb

genoma humano

Baja; sdlo un 20-30%

Capacidad general de
proporcionalamisma
proporcionar Alta

informacion

cantidad de informacion

gquelos STR

Tipo de marcador

Marcadores de repeticiones

dedi-, tri- y tetranuclettidos

Marcadores bialélicos

NuUmero de alelos por

tintes fluorescentes

Por 1o general mésde 5 Por 1o general 2
marcador
Andlisis de secuencias:
Métodos de deteccion Gel/electroforesis capilar
hibridacion con microchip
>10 marcadores con multiples | Un potencial de 1000s en
Capacidad multiplex

un microchip
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ENSAYO DUPLEX DE gPCR EN TIEMPO REAL PARA CUANTIFICAR EL ADN
NUCLEAR Y MITOCONDRIAL HUMANO EN MUESTRAS FORENSES:
IMPLICACIONES PARA LA CUANTIFICACION DEL ADN

EN MUESTRAS DEGRADADAS’

Mark D. Timken,? Ph.D.; Katie L. Swango," Ph.D.; Cristian Orrego,' Ph.D.; and Martin
R. Buoncristiani," M.P.H.

RESUMEN: Se desarrollé un ensayo duplex de reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR por sus siglas en inglés correspondientes a quantitative Chain
Reaction Polymerase) en tiempo real para cuantificar el ADN nuclear y mitocondrial
humano en muestras forenses. La porcion nuclear del ensayo utilizé la amplificacion
de una secuencia de analisis de ~170-190 pb que abarca la region de repeticion de las
repeticiones cortas en tandem (STR por sus siglas en inglés que corresponden aShort
Tandem Repeats) del locus THO1. La porcidon mitocondrial del ensayo utilizé la
amplificacion de una secuencia de analisis de 69 pb en la region del ND1. Los
estudios de validacion llevados a cabo en un equipo ABI 7000 SDS que utiliza
deteccion TagMan® demostraron que ambas porciones del ensayo duplex suministran
una adecuada sensibilidad de cuantificacion y una precision menor a la de 10-15

copias por cada genoma de interés y ninguna porcion muestra reactividad cruzada
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hacia los genomas no humanos que habitualmente se encuentran. Como parte de los
estudios de validacion, se cuantificé un conjunto de muestras cuya DNasa se
encontraba degradada. Para ello se utilizaron tres métodos distintos: el ensayo duplex
de qPCR nuclear y mitocondrial, el ensayo de qPCR con el paquete comercial de
marcadores genéticos ABI Quantifiler™ para la cuantificacién del ADN humano, el cual
amplifica y detecta una secuencia nuclear de 62 pb, y finalmente, el ensayo de
hibridacién slot-blot. Para el conjunto de muestras que no estan degradadas o que
presentan un grado moderado de degradacion, los tres métodos muestran una
precision adecuada para cuantificar el ADN nuclear y lograr amplificaciones de STR
satisfactorias para obtener perfiles completos, mediante el paquete comercial de
marcadores genéticos ABI AmpFISTR® Identifiler™. Sin embargo, para las muestras
muy degradadas, el ensayo duplex de qPCR proporciona mejores estimaciones del
molde o la plantilla nuclear para la amplificacion de STR en comparacion con el
ensayo comercial de qPCR o la hibridacion slot-blot. Por un lado, el ensayo comercial
de qPCR sobrestima la cantidad de los fragmentos de ADN de longitud STR, lo cual
aumenta la proporcion de alelos no detectados en los loci mas largos de STR. Por otro
lado, la hibridacion slot-blot desestima la cantidad de ADN nuclear al amplificar un
numero excesivo de moldes o plantillas, lo que aumenta la proporcion de artefactos de

amplificacion de STR.

Descriptores: ciencias forenses, cuantificacion de ADN, reaccion en cadena de la

polimerasa cuantitativa, ADN degradado, THO1, ND1, transicion de fusion.

30



La necesidad de aumentar la cantidad de ensayos de genotipificacion forense
de ADN ha despertado creciente interés para la creacion de nuevos métodos de
cuantificacion de ADN que sean mas eficientes que la hibridacion slot-blot, que
actualmente se utiliza en muchos laboratorios de analisis forense de ADN (1). A pesar
de que el método de hibridacién slot-blot ofrece una excelente especificidad y buena
sensibilidad (2, 3), supone un protocolo de larga duracion y labor intensiva que aun no
esta listo para automatizarse. Ante esta situacion, numerosas publicaciones recientes
han descrito enfoques alternativos para cuantificar el ADN en muestras forenses, entre
los cuales estan el ensayo de hibridacion liquida (4, 5) y diversos ensayos de PCR de
punto final (6-8). Otro método que esta resultando util para la cuantificacion de ADN
forense es el ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR), el cual se utiliza
extensivamente en la investigacion biomédica y en el diagndstico molecular (9-13).
Los ensayos cuantitativos de PCR se han elaborado para diversas aplicaciones
forenses como la cuantificacion del ADN nuclear (14-16), mitocondrial (17-19) y del
cromosoma Y humano (16, 19). Estos ensayos se valen al maximo de las propiedades
de la qPCR, lo que permite que esta técnica sea de peculiar atraccién para las
aplicaciones forenses: i. los ensayos de qPCR pueden disefiarse para cuantificar
genomas especificos de interés; ii. los ensayos presentan una sensibilidad adecuada
para detectar tan sélo unas pocas copias e incluso una sola copia del ADN que se
analiza; iii. los rangos de deteccion dinamica de la gPCR abarcan los tres 6rdenes de
magnitud ordinarios (por ejemplo, de 30 pg a 30 ng de ADN nuclear) que se necesitan
en la mayoria de las aplicaciones forenses; iv. ademas, los protocolos experimentales

para la cuantificacion de qPCR en tiempo real son sencillos, practicos y aptos para
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automatizarse. También, el empleo de sondas de deteccion de sustancias especificas
(por ejemplo, TagMan® (20) o las sondas moleculares de Beacon (21)) permiten que
se realicen ensayos multiplex de qPCR en tiempo real que pueden cuantificar en
forma simultanea mas de una unidad por muestra, lo cual ofrece la posibilidad de
ahorrar tiempo, trabajo y ADN extraido.

En este informe describimos un ensayo duplex de gPCR en tiempo real para
cuantificar simultaneamente el ADN nuclear y mitocondrial humano en muestras
forenses. Este fue elaborado para emplearse en forma general en las cuantificaciones
forenses de ADN, pero en especial para el analisis posterior a la extraccion de
muestras que contienen ADN muy degradado. Aunque éstas no dejan de ser usuales
en los casos habituales, se encuentran con mayor frecuencia en sucesos de desastres
masivos, sepulturas masivas y casos de personas desaparecidas (22, 23). Debido al
alto poder de discriminacion para identificar a los humanos, la genotipificacion de las
repeticiones cortas en tandem (STR) suele ser el método analitico que mas se utiliza.
Sin embargo, la calidad o la cantidad de ADN nuclear extraido de las muestras
degradadas impide a menudo la genotipificacién satisfactoria de STR, y como
consecuencia, se obtienen perfiles parciales o nulos de STR. Por lo tanto, tales
muestras se pueden analizar mediante métodos menos discriminantes, los cuales se
basan en los polimorfismos de las subregiones hipervariables | y Il (HVI y HVII) de la
region de control mitocondrial humana. Actualmente, para decidir en un inicio si el
procedimiento de analisis se realizara por medio del STR nuclear o el mitocondrial, los
analistas se suelen fundamentar en un enfoque cuantitativo dado por la hibridacion

slot-blot, el cual: i. se ha encontrado que desestima la cantidad del ADN nuclear en las
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muestras degradadas (24) o en aquellas que contienen mucha contaminacion
microbiana (23); ii. no ofrece informacién sobre la calidad (longitud de los fragmentos)
del ADN nuclear que se cuantifica; iii. no permite conocer directamente la cantidad de
ADN mitocondrial humano presente en la muestra; y iv. no brinda informaciéon que
permita prever la presencia de inhibidores que interfieran en la PCR. Ante tales
deficiencias de cuantificacion, los analisis forenses de muestras complicadas a
menudo comienzan por obtener resultados inadecuados sobre los STR, y luego
continian con la utilizacién de cualquier residuo de ADN extraido para intentar el
analisis mitocondrial. Anteriormente se menciond (17) que la eficiencia y calidad del
procedimiento de este analisis mejoraria notablemente si antes de comenzarlo se
obtuvieran estimaciones confiables sobre las cantidades de ADN nuclear y
mitocondrial humano en las muestras. Con base en esas estimaciones, desde el
principio se seleccionaria un enfoque analitico éptimo, lo cual produciria resultados de
genotipificacion o haplotipificacion recomendables junto con un ahorro de tiempo,
trabajo, costos de reactivos y de marcadores genéticos, asi como de ADN extraido.
Diversas publicaciones recientes han tratado con exactitud estos temas
aplicados a las muestras forenses, y han hecho hincapié en las muestras degradadas.
Por ejemplo, von Wurmb-Schwark y otros (25) desarrollaron un ensayo duplex de PCR
de punto final para detectar unidades nucleares (amplicon de 164 pb en el gen beta
globina) y unidades mitocondriales (260 pb en el ND1). En dicho ensayo, los productos
de la PCR de punto final se resolvieron y revelaron mediante la electroforesis capilar
con detecciéon por fluorescencia, y aunque los resultados no resultaron ser

cuantitativos, la intensidad de las sefales nucleares y mitocondriales demostraron que
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este método es una herramienta util y adecuada para el analisis forense de muestras
Oseas antropoldgicas. Alonso y otros (19, 26) elaboraron diversos ensayos de gPCR
para muestras degradadas y que presentan complicaciones, tal como el ensayo
duplex que cuantifica los cromosomas X y Y humanos en forma simultanea (unidades
de 106 pb y 112 pb en el gen de amelogenina). También llevaron a cabo dos ensayos
gPCR uniplex para cuantificar el genoma mitocondrial humano, el primero para un HVI
de 113 pb y el segundo para un HVI de 287 pb. Dada la diferencia de tamafio entre las
dos secuencias, se demostré que si se comparan los resultados de cuantificacién de
estos ensayos de gPCR mitocondriales se podria obtener informacion sobre el nivel de
degradacion del ADN. Recientemente, Adreasson y otros (17) describieron un ensayo
duplex de qPCR para ADN nuclear y mitocondrial. La porcién nuclear de este ensayo
cuantifica una unidad de 79 pb en el gen retinoblastoma (RB17 por su abreviatura en
inglés), y la porcién mitocondrial cuantifica una unidad de 135 pb que abarca la unidn
de los genes tRNAYS y ATP8. Los resultados demostraron que el enfoque duplex de
gPCR hace posible la realizacién cuantificaciones de ADN dutiles y sensibles, y a la vez
permite que el analista ahorre tiempo y cantidad de ADN, la cual muchas veces es
escasa. Sin embargo, se ha notado (1) que no es conveniente escoger la secuencia
del gen RB1 para el anélisis de qPCR debido a que algunas investigaciones sobre la
homologia de secuencias entre especies indican que la secuencia nuclear del RB1 se
conserva relativamente. Por lo tanto, aunque se espera que este ensayo brinde
resultados precisos respecto a las muestras forenses de origen humano conocido, no
se ha demostrado que sea completamente especifico para los primates, y que por

ende pueda utilizarse en forma generalizada en el campo forense.



En el presente estudio describimos un nuevo ensayo duplex de qPCR para
ADN nuclear y mitocondrial que se llevé a cabo segun el mismo enfoque general de
Andreasson y otros, (17), salvo que escogimos secuencias de analisis nuclear y
mitocondrial alternativas para realizar la amplificacion y la cuantificacion. Para la
porcidon nuclear del ensayo de qPCR escogimos una secuencia de analisis que abarca
la region de repeticion STR del locus THO1, el cual es exclusivo de los primates y se
ha utilizado extensamente para las aplicaciones forenses. Esta secuencia de analisis
es de interés particular para la cuantificacién si se considera que la razén principal
para cuantificar el ADN nuclear humano en las muestras forenses es determinar la
cantidad que se debe extraer para realizar la amplificacién, mediante la utilizaciéon de
un paquete comercial de marcadores genéticos de PCR multiplex de STR (8). Los
resultados indican que si se escoge la secuencia relativamente larga del THO1 (~170-
190 pb) para los casos que presentan muestras degradadas, esto permite mejorar los
resultados de analisis de STR en comparacion con los estudios que parten de la
cuantificacion de secuencias cortas (por ejemplo, 62 pb con base en el paquete de
marcadores genéticos de gqPCR conocido en inglés como Applied Biosystems
Quantifiler™ (16)), o en la hibridacién slot-blot. Para la porcién mitocondrial del
ensayo, seleccionamos una secuencia de analisis relativamente corta (69 pb) en el
gen mitocondrial ND1. Esta secuencia representa un método sensible para determinar
la presencia de ADN mitocondrial humano en las muestras humanas, ya sean
conservadas o en estado de descomposicion. Aparte de describir los resultados de la
cuantificacion de ADN en las muestras degradadas, también incluimos aspectos sobre

la elaboracion de ensayos duplex de gPCR y algunos detalles acerca de la validacion
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de estudios forenses como los de precision, reproducibilidad, sensibilidad,

especificidad de especies y aplicaciones para las muestras de trabajo.

Materiales y métodos
Las muestras y los estandares

En términos generales, los fragmentos extraidos del ADN gendémico humano
previamente cuantificados y de alto peso molecular que se obtienen del Promega
(Female-#G1521) y del Applied Biosystems (TagMan® Control DNA) se utilizaron
como estandares de cuantificacion de qPCR. Los fragmentos previamente
cuantificados de ADN que se obtuvieron del Applied Biosystems (estandares de ADN
gendmico de los paquetes comerciales de marcadores genéticos Quantifiler™ y
QuantiBlot™), Promega (K562 y #G1471-Masculino), y el ATCC (HL60) también se
utilizaron como muestras de control en distintos estudios.

A no ser que se haya indicado lo contrario, los fragmentos de ADN extraidos
como referencia y las muestras simuladas no probatorias se obtuvieron con la
utilizacién del protocolo de extraccion organica del Departamento de Justicia de
California (California Department of Justice), el cual incluye la digestion de ProK/SDS,
la extraccion de fenol/cloroformo, y finalmente la concentracion de Centricon 100
(Milliporo) en el buffer Tris-EDTA (TE™). Para las muestras simuladas de violacién
sexual se prepararon extractos diferenciales de espermatozoides con fragmentos
epiteliales mediante un protocolo de digestion de DDT (27). Para los trozos de
elementos pilosos que no procedian de la raiz (fragmentos de 2 cm) se realizaron

extracciones mediante i. el protocolo de un agitador magnético (28) ii. el protocolo de
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un moledor de tejido que se utilizd6 primeramente para homogenizar el fragmento de
cabello con 150 uL de TE™, para después verterlo en 50 uL de Chelex 20% (Bio-Rad)
hirviendo. Los fragmentos extraidos de ADN se guardaron a -20°C, con excepcion de
las muestras sacadas del Chelex, las cuales se almacenaron a +4°C.

Para los estudios que involucraban degradacion, las muestras se fragmentaron
mediante el tratamiento con DNasa | (Invitrogen). Los tubos separados que contenian
ADN HL60 de alto peso molecular, cada uno con 1,4 ug de ADN en 5 uL de TE™®, se
trataron con 0,5 U de DNasa |, un buffer de reaccién de DNasa | de 10x y agua
esterilizada para que la reaccion alcanzara el volumen de 10 ulL. Se alcanzaron
niveles crecientes de fragmentacion al permitir que la digestion ocurriera en los tubos
a temperatura ambiente y por periodos de 1, 2, 3, 4, 5, 15, 30, 45, 60 min o durante
toda la noche. Al final de cada periodo de digestion, la actividad de la DNasa culminé
al anadir 2 uL de EDTA de 25 mM y al calentar cada tubo a 65° durante 15 min. Las
muestras no se purificaron ni se concentraron mas. Una muestra de ADN intacto de “0
min” que contenia todos los componentes de reaccién para la digestion menos la
DNasa | se traté en forma idéntica a las muestras en la serie de degradacién. El grado
de fragmentacion del ADN se evalué mediante electroforesis en geles (2% agarosa,
deteccion de bromuro de etidio) al utilizar HyperLadder | (Biolina) y marcadores de
tamano Ready-Load A-ADN/Hind Il (Invitrogen).

Las muestras de ADN no humano se adquirieron como fragmentos extraidos de
ADN genomico previamente cuantificados, a partir de distintos proveedores: de E.coli,

C. perfringens (Sigma), B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans (ATCC), de ratdn
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(Promega) y de gato, pollo, res, perro, pescado, caballo, mono, cerdo, rata

(Laboratorios Zyagen Labs, San Diego, CA).

La genotipificacion de STR

Para la genotipificacion de STR se utilizd el paquete comercial de marcadores
genéticos requerido para la amplificacion de PCR AmpFISTR® Identifiler™ (Applied
Biosystems). Se realizaron las amplificaciones de PCR de 1 ng de ADN nuclear en un
volumen de reaccién de 25 uL segun las instrucciones del fabricante especificadas
para un termociclador de PCR de marca GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems). Los
STR se detectaron y determinaron en un analizador genético conocido como Prism®
3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) segun las instrucciones del fabricante,
con la excepcibn de que en vez de utilizarse los 10 segundos de tiempo
recomendados para la inyeccion electrocinética de la muestra, se emplearon cinco
segundos, y los datos se analizaron con una linea de base de 35, y no con una de 51
como predeterminé el fabricante. Para el analisis de datos, los alelos se identificaron
con un umbral minimo de 100 RFU por medio del GeneScan® (v.3.7.1/NT) vy el

Genotyper® (v.3.7/NT) (Applied Biosystems).

La PCR mitocondrial de HVI/HVII
Las fracciones de HVI y HVII de la region de control del ADN mitocondrial se
amplificaron en un ensayo PCR duplex mediante la utilizacion de reactivos del paquete

comercial de marcadores genéticos de la secuencia de la regidbn mitocondrial ADN
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HVI/HVII conocido como LINEAR ARRAY™ (Roche Applied Science) (29, 30). Este
paquete de marcadores produce amplicones de 444 pb (HVI) y 416 pb (HVII)
nominales. Para cuantificar el genoma mitocondrial, las cantidades de molde o plantilla
para la PCR se determinaron por medio de nuestro ensayo duplex nuTHO1 de qPCR
(que utiliza 100 pg de ADN nuclear por amplificacién duplex de HVI/HVII), o mediante
nuestro ensayo duplex mtND1 de qPCR (que utiliza ~14 000 copias mitocondriales por
amplificacion duplex de HVI/HVII). El rendimiento y la pureza posteriores a la
amplificacion de los productos HVI y HVIlI de PCR se evaluaron con electroforesis de
geles verticales de poliacrilamida (4% de gel de agarosa NuSieve 3:1 (FMC), tincion
de bromuro de etidio) en 5 uL del producto de la PCR mediante un Low DNA Mass

Ladder (Invitrogen) que actua como un marcador del tamafo y la cantidad.

La cuantificacion por hibridacion slot-blot

El paquete comercial de marcadores genéticos para la cuantificacion de ADN
humano de la marca QuantiBlot™ (Applied Biosystems) se utilizé segun las
instrucciones del fabricante. Las sondas hibridizadas se detectaron mediante
quimioluminiscencia (SuperSignal West Femto (Pierce)) y la utilizacion de un sistema
de camara CCD (CCDBio 16SC (Hitachi/MiraiBio)). Los datos de la CCD se analizaron
de forma semiautomatica mediante un programa de computacion denominado
SlotQuant que se ejecuta mediante el paquete de analisis genético Gene Tools

(SynGene). Los estandares es de cuantificacion (el estandar A de ADN proporcionado
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por el paquete comercial de marcadores genéticos) oscila entre 20 ng y 25 pg para

cada serie.

La cuantificacion de gPCR con Quantifiler™
El paquete comercial de marcadores genéticos para la cuantificacion del ADN
humano Quantifiler™ (Applied Biosystems) que a continuaciéon se denominara “gPCR

TM»

de Quantifiler ™ se utilizé segun las instrucciones del fabricante para obtener datos a

partir de un equipo de gPCR conocido como Applied Biosystems 700 Prism® SDS.

El disefio del ensayo qPCR

Los cebadores y las sondas (Cuadro 1) para los ensayos uniplex de gPCR
TagMan® de nuTHO1 y el TagManMGB® de mtND1 se disefiaron mediante el
programa computacional Applied Biosystems’ PrimerExpress v.2.0. En general, las
instrucciones de disefio se siguieron segun la recomendaciéon de Applied Biosystems
(31), aunque los ajustes preestablecidos del programa se ampliaron con frecuencia
para permitir que las longitudes del amplicon excedieran la maxima longitud
recomendada de 150 pb. Las secuencias del ADN utilizadas para el disefio de trabajo
se cargaron a partir del GenBank, disponible en la Internet por medio del centro
estadounidense de biotecnologia National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(32). La informacion sobre la secuencia también se obtuvo de los sitios de Internet
STRBase (33) y MitoMap (34).

El ensayo nuclear de qPCR (nuTHO1) se diseid para abarcar la secuencia STR

en el gen humano tirosina hidroxilasa (THO1) en el cromosoma 11 (11p15.5) mediante
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la utilizacion de la secuencia del locus AF536811 del GenBank. En este trabajo de
disefio configuramos el PrimerExpress™ para ajustar las posiciones de los extremos 3’
de los cebadores del gPCR de tal manera que coincidieran con cebadores conocidos o
deducibles a partir de los paquetes comerciales de amplificacién del STR (35, 36);
esto con el fin de que las amplificaciones de gPCR pudieran predecir cuantificaciones
de la genotipificacion del STR en forma mas precisa. Para la optimizacién realizada
por el PrimerExpress™, las posiciones de la sonda fluorogénica asi como los extremos
5 de los cebadores se trabajaron usualmente sin restricciones. El ensayo qPCR
mitocondrial (mtND1) se disefid para el gen ND1 del genoma mitocondrial humano a
partir de la secuencia del locus HUMMTCG del GenBank (37). El gen ND1 presenta la

subunidad 1 de la proteina mitocondrial NADH deshidrogenasa.

CUADRO 1—Secuencias de oligonucledtidos para los cebadores y la sonda de nuTHO1, y para los
cebadores, la sonda y el estandar numérico de copias mitocondriales del mtND1

Oligonucleétido Secuencia {5’ — 3’}

NUuTHO1-sentido AGG GTATCT GGG CTC TGG
NuTHO1-antisentido GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT
NuTHO1-sonda FAM-ATT CCC ATT GGC CTGTTC CTC
CCT T-BHQ
mtND1- sentido CCC TAAAACCCGCCACATCT
MtND1- antisentido GAG CGA TGG TGA GAG CTAAGG T
mtND1-sonda VIC-CCA TCA CCC TCT ACA TC-MGB-NFQ
MtND1-estandar GAG CGA TGG TGA GAG CTAAGG TCG
GGG CGG TGA TGT AGA GGG TGA TGG TAG
ATG TGG CGG GTT TTA GGG

Tanto para el ensayo nuclear como para el mitocondrial, antes de ordenar los
oligonucledtidos sintéticos para el trabajo experimental, se compararon secuencias de

sondas y de cebadores potenciales respecto a las secuencias de ADN disponibles por
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medio del sitio de Internet del NCB al utilizar las herramientas de busqueda
denominadas en inglés Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn por sus siglas en
inglés) (38). El proposito de estas comparaciones fue identificar y evitar homologias
inadvertidas entre los cebadores o sondas respecto a los genomas que no son objeto
de estudio, lo cual causaria reactividades cruzadas entre especies. Ademas, se
realizaron pruebas para evitar polimorfismos de nucléotidos simples (SNP por sus
siglas en inglés) (Single Nucleotide Polymorphisms) en las secuencias de los
cebadores o las sondas. La informacion sobre los SNP se obtuvo a partir de diversas
fuentes encontradas en los siguientes sitios de Internet: NCBI SNPdB (39), On-Line
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (40), y para las secuencias mitocondriales:
MitoMap (34). Una vez que se elaboraron los ensayos uniplex y duplex de gqPCR,

éstos se optimizaron segun las recomendaciones publicadas (41, 42).

Las cuantificaciones de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1

Las secuencias de los cebadores y las sondas para los ensayos de qPCR de
nuTHO1 y mtND1 aparecen en el Cuadro 1. Para las amplificaciones duplex de qPCR
de nuTHO1 y mtND1, cada ensayo se efectu6 como una amplificacién de 20 uL que
incluia 10 uL de Universal Master Mix 2x no UNG de la marca TaqMan® (Applied
Biosystems), 4 uL de muestra y el 6 uL restante compuesto para alcanzar las
concentraciones finales de: 0,16 ug/uL de BSA no acetilada (Sigma); 600 nM en cada
cebador de nuTHO1; 200 nM en la sonda de nuTHO1; 50 nM en cada cebador de

mtND1; 100 nM en la sonda de mtND1. Los cebadores (Qiagen-Operon (de Alameda,
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CA)) se diluyeron en agua esterilizada y desionizada. Las sondas (Qiagen-Operon
para el nuTHO1, Applied Biosystems para el mtND1) se diluyeron en TE™.

Para las amplificaciones uniplex de qPCR deTagMan® TagManMGB® de los
genes nuTHO1 y mtND1, los ensayos se llevaron a cabo con los mismos reactivos que
se describieron para el ensayo duplex de gPCR, salvo que se reemplazaron las
combinaciones indeseables de cebadores y sondas por el agua esterilizada o el TE™.
Los ensayos uniplex SYBR® Green | por lo general se realizaron como amplificaciones
de 20 uL que incluian 10 pL de Green Master Mix de SYBR® 2x (Applied Biosystems)
o 10 uL de QPCR Master Mix (Stratagene) de Brilliant® 2x, 4 pL de muestra, y el 6 pL
restante compuesto para alcanzar las concentraciones finales de 300nM en cada uno
de los cebadores correspondientes.

La lectura de los datos de la gPCR en tiempo real se llevd a cabo en un equipo
de Applied BioSystems Prism® 7000 SDS, el cual se controld6 mediante la versién 1.0
del programa computacional de 7000 SDS Collection. El equipo se configuré para las
siguientes condiciones de trabajo: volumenes de muestras de 20 pL; modo de
emulacién 9600; una porcién de 10 min para la activacion de la polimerasa a 95°,
seguida por 45 ciclos de gPCR de dos pasos (15 s de desnaturalizacién a 95°C y 60 s
de hibridacion y extension combinadas a 60°). Las variaciones pronunciadas en la
fluorescencia de fondo se corrigieron mediante una referencia pasiva de ROX, la cual
se incluye dentro del Master Mix de qPCR de Applied Biosystems para cada una de
las muestras. Con el objetivo de realizar una curva de fusidén después del ciclo final de

extension de PCR de las pruebas que utilizan deteccion de SYBR® Green, el
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programa computacional SDS Collection se configuré con el fin de controlar la
fluorescencia durante el aumento de temperatura (a razén de ~1,8°C/min) desde 60°C
hasta 95°C.

Al analizar las curvas de amplificacion se utilizaron ajustes empiricos de las
lineas de base y el umbral de los ciclos para cada uno de los tipos de ensayo (para el
nuTHO1, umbral=0,15; linea de base de 6-18 ciclos), (para el mtND1, umbral= 0,06;
linea de base de 3-13 ciclos). Para cada prueba de qPCR, el programa SDS Collection
realizd una grafica de calibracion lineal de CT (umbral del ciclo) vs. log Cy
(concentracion estandar inicial de ADN) al utilizar los resultados de amplificacion que
se obtuvieron de un conjunto de disoluciones frescas preparadas a partir del estandar
precuantificado de ADN gendmico humano de alto peso molecular (Promega Female o
Applied Biosystems TaqMan®). Las cuantificaciones de ADN para las muestras
desconocidas se interpolaron a partir de la curva de calibracion lineal obtenida. Estos
pasos de calibracion e interpolacion son atributos semiautomaticos que ofrece el
programa SDS Collection. Para el ensayo nuclear de qPCR, las graficas de calibracion
se construyeron a partir de los datos de las diluciones estandares de ADN, las cuales
contienen 25, 5, 1, 0,5, 0,1, y 0,05 (en duplicado) ng de ADN total por cada muestra.
Para el ensayo qPCR mitocondrial, las graficas de calibracion se extendieron para
incluir menores cantidades de cebadores por muestra (0,010, 0,001, y 0,0001 (en
duplicado) ng). En cada una de las pruebas se incluyé al menos un control

negativo, 4ul de TE™ o agua esterilizada.



Los numeros de copias de ADN nuclear se estimaron a razon de una copia
nuclear haploide por cada 3,3 pg de ADN gendmico (43). Los numeros de las copias
de ADN mitocondrial se estimaron a razén de 400 copias mitocondriales por cada 3,3
pg de ADN gendmico estandar de Promega o 450 copias mitocondriales por cada 3,3
pg de ADN gendmico estandar de HL60. Estas proporciones de numeros de copias
mitocondriales se estimaron en forma empirica al pasar las muestras de ADN estandar
de HL60 y de Promega contra un conjunto de diluciones del estandar oligonucledétido
sintético de mtND1 cuantificado (por absorcion UV-vis) (ver el Cuadro 1 para la
secuencia oligonucleotidica del estandar numérico de copias mitocondriales).
Utilizamos series de disoluciones de ADN gendmico de alto peso molecular para
construir las dos graficas de calibracién lineal correspondientes a la porcidén nuclear y
mitocondrial del ensayo duplex de cada prueba de qPCR.

En los casos apropiados, la eficiencia de la amplificacién gPCR se determiné a
partir de la pendiente de las curvas de calibracién lineal (% de eficiencia de la PCR =

1 00[(1 0(-1/ pendiente) -1 )] (44)

Calculos del perfil de fusion de los oligonucledtidos

Los perfiles de fusién para los alelos THO1 seleccionados se calcularon
mediante el programa MELT94, el cual funciona con DOS y se encuentra disponible
en la Internet (45). Este programa utiliza la teoria y las ecuaciones de Poland (46) asi
como las de Fixman y Freire (47) para calcular las variaciones de la estabilidad termal
en la secuencia de los fragmentos de ADN (48). Se construyeron cantidades

considerables de perfiles de fusidn al exportar los datos de salida del MELT94
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(temperaturas para el 50% del helical: el 50% de los estados de fusion vs. numero de

secuencia) hacia una hoja de calculo de Excel®.

Resultados y discusion

El disefio del ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1

En la seccion titulada ‘Materiales y métodos’, presentamos un breve bosquejo
sobre los procedimientos que se utilizaron para disefar nuestros ensayos uniplex de
gPCR nuclear (nuTHO1) y mitocondrial (mtND1). En esta seccidn se muestra una
discusion mas detallada de los aspectos seleccionados sobre el disefio y elaboracion
del ensayo, lo que incluye: i. seleccion de las secuencias de ADN que se analizan; ii.
los resultados experimentales que demuestran que los ensayos uniplex de qPCR para
los nuTHO1 y mtND1 funcionan satisfactoriamente en las amplificaciones duplex; v iii.
la observacion atipica pero predecible de las curvas de fusion de SYBR® Green para

los THO1 de la qPCR.

Seleccion y disefio de la unidad de analisis para la amplificacion nuclear de THO1
Dado que la razon principal para cuantificar el ADN nuclear en las muestras
forenses es determinar la cantidad de cebadores que se deben emplear como materia
prima para la genotipificacion de STR, anticipamos que la cuantificacion de una unidad
de STR seria satisfactoria para la genotipificacion de STR. Ademas, debido a su uso
generalizado en los analisis forenses de ADN vy las investigaciones de paternidad, se

han realizado bastantes caracterizaciones de los loci STR en relaciébn con la

46



reactividad cruzada entre las especies (49, 50) y las tasas de mutacion del ADN (51).
Aunque al principio de la elaboracion del ensayo no nos centramos unicamente en el
locus THO1, al examinar las secuencias de ADN en cada loci STR de la base de datos
CODIS vy al realizar el disefio del ensayo mediante el PrimerExpress™, este locus de
inmediato se identific6 como una unidad de analisis prometedora. En ambas regiones
flanqueantes, el locus THO1 contiene secuencias aptas para el disefio o ubicacion de
una sonda de deteccion TagMan®. La unidad de andlisis de STR del THO1 también
resulté interesante porque los amplicones tienen una longitud suficiente para ubicarlos
de forma aproximada en el rango medio de tamafios que producen los paquetes
comerciales de marcadores de STR, y tampoco alcanzan una longitud que
comprometa mucho la eficiencia de la qPCR de TaqMan®. Durante la etapa de
elaboracién, disefiamos y probamos varios ensayos preliminares de qPCR en el STR
del locus THO1. La evaluacién de estos ensayos se basd en la comparacion de las
propiedades de qPCR (por ejemplo, la eficiencia de PCR (>90%), la sensibilidad (CT
bajo), y precision (escasa variacion en el CT, especialmente cuando hay poca
cantidad de cebadores)) con el objetivo de identificar algun ensayo éptimo, el cual aqui
se designa como nuTHO1. La secuencia que se analiza para el ensayo qPCR de
nuTHO1 se muestra en la Fig. 1, donde se presentan las posiciones relativas de los
cebadores de la PCR, la regién de repeticion del STR y la sonda fluorogénica

FAM/BHQ para el extremo de 5'.
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Seleccion y disefio de la unidad de analisis para la amplificacion del ND1 mitocondrial
Para disenar el ensayo de qPCR mitocondrial seleccionamos una regién del
gen ND1 (NADH subunidad 1 de deshidrogenasa) que corresponde con las bases
3485-3553 de la secuencia de referencia Cambridge Reference Sequence (CRS por
sus siglas en inglés) (52). Esta unidad de analisis se escogidé a partir de estudios
anteriores sobre la homologia de secuencias cruzadas entre especies (53, y
comunicaciéon personal con Cummings MP), los cuales indican que esta subregion del
gen ND1 se conserva muy escasamente. Esta caracteristica es prometedora para la
elaboracién de un ensayo especifico para la especie. Ademas, la unidad de analisis
mencionada se escogié porque esta region del ND1 contiene pocos SNP conocidos,
en especial cuando se compara con las subregiones de control de HVI/HVIIL.
Disefiamos y evaluamos diversos ensayos para la unidad de analisis de ND1 mediante
herramientas de busqueda en la Internet y evitamos cualquier SNP conocido por su
relacion con alguna enfermedad, tal como el caso del SNP del CRS 3460, el cual se
asocia al LHON. Con base en el mismo criterio del ensayo de qPCR de nuTHO1,
seleccionamos un ensayo Optimo para la gqPCR mitocondrial, y se denomina mtND1

(Cuadro 1).
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GGGCAAALTT CAAAGGGTAT CTGGGCTCTG GGGTGATTCC CATTGGCCTG
CCCGTTTTAL GTTTCCCATA GACCCGAGAC CCCACTAAGG GTAACCGGAC

TTCCTCCCTT ATTTCCCTCA TTCATTCATT CATTCATTCA TTCATTCACC

—

AAGGAGGGAA TAAAGGGAGT AACTAACTAA CTAACTAACT AACTAAGTGG
+

ATGGAGTCTG TGTTCCCTGT GACCTGCACT CGGAAGCCCT GTGTACAGGG

TACCTCAGAC ACAAGGGACA CTGGACGTGA GCCTTCGGGA CACATGTCCC

GACTGTGTGG GCCAGGCTGG ATAATCGGGA GCTTTTCAGC CCACAGGAGG
CTGACACACC CGGTCCGACC TATTAGCCCT CGAAAMAGTCG GGTGTCCTCC

FIG. 1—Informacién de la secuencia para la porcion nuTHO1 del ensayo diplex de qPCR. Se
muestran las posiciones relativas de los cebadores con sentido y antisentido (flechas
horizontales), la sonda de deteccién TagMan® (aparece subrayada en la cadena superior), y la
regién STR del (CATT); (aparece subrayada en la cadena inferior). La flecha vertical pequefia
marca la posicion de la secuencia que separa aproximadamente el amplicon nuTHO1 en rangos
de temperatura de fusién altos y bajos. La posicion de esta flecha corresponde a la secuencia
numero 96 en la Fig. 5.

El ensayo de mtND1 cuantifica una cantidad relativamente corta (69 pb) de la
secuencia de analisis, una cadena que aparece en el Cuadro 1 como la secuencia
para nuestro estandar numérico de copias de mtND1. Una de las ventajas de
seleccionar ensayos con secuencias de analisis cortas fue que permitio la compra de
un oligonucledtido sintético que podria usarse como un estandar numérico de copias
para el ensayo mitocondrial, en vez de preparar un estandar a partir de la clonacion o
la purificacion del producto de la PCR. También anticipamos que un ensayo corto de
gPCR detectaria con mas sensibilidad la presencia de ADN mitocondrial humano, aun

en muestras de ADN degradado.
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Elaboracion del ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1

Con el fin de elaborar un ensayo duplex de gPCR satisfactorio se requiere
identificar condiciones de reaccion que permitan realizar efectivamente dos
amplificaciones que ocurran en forma independiente en el mismo tubo. El dilema que
se pretende evitar es que una de las amplificaciones reduzca la eficiencia de la PCR
durante la segunda amplificacién. Esta situacion produciria que la amplificacién se
retarde para el segundo ensayo, y ademas, que se obtengan valores aumentados de
CT y se desestime la cantidad del ADN que se mide en el ensayo. Una estrategia para
evitar esta situacion es elaborar ensayos duplex de gPCR que trabajen en condiciones
que limiten la amplificacion de PCR de la secuencia de analisis mas abundante. Por
ejemplo, que se restrinjan las concentraciones del cebador o de la sonda para esta
amplificacion (42).

Para el ensayo duplex de qPCR de los genes nuTHO1 y mtND1 realizado en
muestras forenses, esperamos que la proporcion de copias del genoma mitocondrial
respecto a las copias del genoma nuclear haploide excedieran normalmente en 100.
Esta expectativa tiene su origen en informes bibliograficos sobre las proporciones
entre los numeros de copias mitocondriales y nucleares en varios tipos de tejidos (54,
55). Por lo tanto, nuestro enfoque para elaborar un ensayo duplex se basd en
encontrar condiciones restrictivas adecuadas para la porcién del ensayo de qPCR que
analiza el mtND1, mientras que se buscaron condiciones optimizadas para el analisis
del nuTHO1.

La elaboracién de este ensayo se llevé a cabo en varias etapas (42). Con el

objetivo de determinar las condiciones 6ptimas, primero se examind el ensayo uniplex
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de qPCR para el nuTHO1 con un rango de concentraciones de 50-900 nM para el
cebador y 50-300 nM para la sonda. Estos experimentos indicaron que la sensibilidad
y la precision apropiadas son un CT bajo y poca desviacién estandar del CT
respectivamente, lo cual se logra al realizar el ensayo de nuTHO1 con concentraciones
de 600 nM para el cebador y 200 nM para la sonda de TaqMan®. En forma similar,
examinamos el ensayo uniplex de qPCR para el mtND1 con un rango de
concentraciones de 25-900 nM para el cebador y 25-200 nM para la sonda para saber
si se podia obtener una sensibilidad y precisién adecuadas al realizar este ensayo con
una concentracion de 50nM de cebador y de 100 nM de sonda de TagManMGB®.
Nuestra meta de realizar el ensayo de mtND1 bajo condiciones restringidas es
evidente al observar las cantidades contrastantes de concentracion de cebadores que
se utilizaron para los dos ensayos uniplex de gPCR. Con el objetivo de observar si
esas condiciones de reaccion son adecuadas para las amplificaciones duplex de
gPCR, comparamos los resultados obtenidos al cuantificar muestras idénticas, tanto
en el formato uniplex como duplex de gPCR (Fig. 2). A partir de esta comparacion se
obtuvo que ambos ensayos de qPCR uniplex o duplex mostraron cuantificaciones y
eficiencias casi idénticas. La prueba gPCR de nuTHO1 no perdié eficiencia ni mostré
un CT retardado al realizarse de manera duplex vs. uniplex. Debido a una pequena
cantidad de escape en la emision de sefiales de fluorescencia de VIC hacia el canal
de deteccién de la sonda fluorogénica FAM, la amplificacién duplex del ensayo gPCR
de nuTHO1 presentdé un CT ligeramente menor que cuando se realiz6 de manera
uniplex. Como un paso final, pusimos a prueba el ensayo duplex al reforzar una

muestra de control de ADN de 3 ng con cantidades crecientes del estandar numérico
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de copias de un oligonucledétido sintético de mtND1. Para ello se agregd hasta mil

millones de copias mitocondriales efectivas adicionales a la muestra de ADN original.

Como se muestra en la Fig. 3, las graficas de amplificaciéon de nuTHO1 y los valores

correspondientes de CT no cambiaron en forma notoria, ni siquiera con la presencia

de un numero irreal y excesivo de copias mitocondriales.
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FIG. 2— Las curvas estandares para los ensayos de qPCR de nuTHO1 y mtND1 aparecen en la
modalidad uniplex y duplex. Para los ensayos de gqPCR del nuTHO, los puntos de los datos que se
muestran son los promedios de las mediciones duplicadas de las muestras que contienen 3,2; 0,8;
0,2; 0,05; y 0,005 ng de ADN gendémico Promega (femenino). En los ensayos de gPCR de mtND1
también se incluyeron las medidas duplicadas de las muestras que contienen 0,0005 ng de ADN.
La eficiencia de la PCR de cada ensayo se calcul6 con la pendiente de la curva estandar CT v. log

Co.
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FIG. 3—Curvas de amplificacién de qPCR para los ensayos duplex de nuTHO1 y mtND1 con 3 ng
de ADN de control junto con copias adicionales de 0, 10°, 107, 10° y 10° del estandar de mtND1
de una sola cadena. Los ensayos se realizaron en duplicado.

Dado que el ensayo duplex de gPCR se planed para limitar las condiciones de
amplificacion del mtND1 y por otro lado optimizar las del nuTHO1, el ensayo duplex no
se optimizd para las muestras cuyo numero de copias del genoma nuclear es cercano
o mayor al numero de copias del genoma mitocondrial. Para estas muestras, cuanto
mas se refuerce la amplificacion del nuTHO1, menor sera la eficiencia de la
amplificacion del mtND1, lo cual causaria una desestimacion de la cantidad de ADN
mitocondrial. Hasta el momento hemos encontrado solamente un tipo de muestra
forense (las células de espermatozoides largos y sin cola que se obtienen de glébulos
de extraccién diferencial) en las que la proporcion de copias del genoma mitocondrial
no es grande en comparacion con las del genoma nuclear. Aunque este tipo de
muestras no se suelen emplear en la haplotipificacion mitocondrial, esta limitacion del

ensayo se debe tener en cuenta al interpretar los datos de cuantificacion del mtND1.
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Curvas de fusiéon de SYBR® Green para el THO1

La seleccion de una secuencia de analisis para la qPCR que abarque la region
de repeticién de un locus STR introduce la posibilidad de que el ensayo dependa en
cierta forma del genotipo de STR, por ejemplo, que el ensayo de nuTHO1 arroje
resultados de medidas distintas para un genotipo 6,6 de THO1 respecto a un genotipo
9,9.3 de THO1. Dentro del grado de precision y exactitud de los experimentos de
cuantificacion, no hemos visto efectos de este tipo en el ensayo de qPCR para el
nuTHO1. El unico efecto observado que depende del alelo fue la presencia de curvas
atipicas de fusion de SYBR® Green. Aunque este efecto no altera la calidad del
ensayo de qPCR de THO1, es nuevo y requiere de una explicacion.

Con los experimentos iniciales de desarrollo, cada ensayo preliminar se evalué
por medio de pruebas de qPCR mediante deteccién de SYBR® Green I. Este método
de deteccion permite la identificacion temprana de combinaciones deficientes de
cebadores, lo que evita el empleo de sondas de deteccion TaqMan® que aplican
métodos de tincidn, las cuales son mas caras. Como parte de esas valoraciones
iniciales, evaluamos la especificidad de las amplificaciones de PCR mediante
electroforesis de geles (4% de gel de agarosa 3:1 de NuSieve con tincion de EtBr) de
las mezclas de reaccién de la gPCR posteriores al ensayo, y mediante el equipo de
qPCR que se utiliza para elaborar las curvas de fusion de SYBR® Green. Durante el
desarrollo observamos curvas atipicas de fusién de SYBR® Green para cada uno de
nuestros ensayos tentativos de gPCR de THO1 (Fig. 4).

Para los ensayos de qPCR que se detectan con SYBR® Green, se puede

producir una curva de fusién (o disociacion) al final del ultimo ciclo de PCR si se



configura el equipo de gPCR para controlar la fluorescencia de SYBR® Green de cada
muestra mientras se aumenta lentamente la temperatura desde ~60°C (la temperatura
de extensidon del ultimo ciclo de PCR) hasta ~95°C. Para las temperaturas que
corresponden a la fusidn de los productos de la PCR, habra descensos concomitantes
en la fluorescencia de SYBR® Green debido a la desintercalacién del marcador
fluorescente o tinte indicador. Para visualizar facilmente estos cambios en la
fluorescencia, se suelen graficar curvas de fusion como la primera derivada negativa
del cambio en la fluorescencia (—dF/dT) para que cada “transicién de fusién” aparezca
como un solo pico en la grafica. Se espera que un ensayo de qPCR bien disefiado
produzca un solo amplicon y por lo general, una sola transicion en la curva de fusion
de SYBR® Green.

La Figura 4 muestra las curvas de fusién de SYBR® Green tomadas para
diversas muestras, mediante el ensayo de qPCR de THO1. Esta grafica indica que en
vez de una sola, cada muestra presenta dos transiciones de fusion (un pico principal
de alta temperatura de fusion (Tf ~81°C) y un “hombro” de temperaturas de fusién mas
bajas (T ~78-79°C). La observacion de estas dos transiciones de fusién no fue
anticipada dado que el ensayo de qPCR de THO1 no ha sido muy reconocido.
Anteriormente, este ensayo habia dado resultados sélo para un producto de la PCR
por medio de geles aplicados posteriormente a la amplificaciéon, y no se habia
encontrado evidencia de transiciones de fusién falsas en ningun control negativo.

La apariencia bifasica de las transiciones de fusion indica la presencia de dos
dominios que dependen de la secuencia en cada amplicon de THO1. Este hecho se

sustenta en los calculos de perfiles de fusién que dependen de los alelos, los cuales
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se realizan para los amplicones por medio de un paquete de programas
computacionales denominado MELT94, el cual emplea informacién de las secuencias
para calcular la temperatura de fusién de un fragmento de ADN con su longitud de
banda doble (Fig.5). Dichos célculos dividen al amplicon del THO1 en dos dominios
distintos de fusién (un dominio de baja temperatura de fusidon que incluye la regién de
STR (numero de secuencia 0-~96) y otro dominio de alta temperatura de fusion
(numero de secuencia ~96-~180). Estos calculos predicen que la temperatura del
dominio de baja fusién desciende cuando aumenta el numero de STR (Fig. 5, cuadro
adjunto), lo cual concuerda cualitativamente con la tendencia observada para las
curvas de fusion experimentales que se muestran en la Fig. 4. Esta tendencia se debe
a un aumento en el porcentaje de AT de la secuencia del dominio de baja temperatura
cuando el numero de repeticiones de CATT aumenta. Se predice que el perfil de
fusidon del dominio de alta temperatura es independiente del genotipo del THO1 (Fig.
5), lo cual es consistente con las transiciones de fusion traslapadas (T; ~81°C) que son

independientes de los alelos que se muestran en la Fig. 4.
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FIG. 4— Las curvas de fusion de SYBR® Green que se obtuvieron para los extractos de ADN de

seis personas y una muestra de control negativo, mediante el ensayo de qPCR de THO1. Se

indica el genotipo de THO1 para cada muestra. Los trazos (a) y (b) corresponden a dos personas

distintas, ambas con genotipo 6, 6 en el THO1.
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FIG. 5—Perfiles de fusion calculados para los amplicones THO1 (alelos STR 5-10) tal como las
genera el programa MELT94. La secuencia niumero 96 corresponde a la posicién de la flecha
vertical pequefna de la Fig. 1. El recuadro interno muestra una expansion de los perfiles de
fusién en la region STR.
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Se ha reportado (56) la fusion de fragmentos cortos de ADN en pasos
sucesivos debido a dominios de fusién que dependen de la secuencia. Esto junto con
algunos fendmenos de desnaturalizacion similares que dependen de la secuencia,
fundamentan la realizacion de separaciones mediante técnicas como la electroforesis
en geles con gradiente desnaturalizante (DGGE por sus siglas en inglés) (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) (57). Sin embargo, hasta donde sabemos, para los
amplicones de STR anteriormente no se han registrado transiciones de fusiéon en
pasos sucesivos que dependen del genotipo. Es interesante que las curvas de fusion
de SYBR® Green para el ensayo de gqPCR de THO1 permitan realizar una
genotipificacion de STR bastante sencilla y rapida, aunque con baja resolucion, tanto
en este locus como en otros loci STR que presentan curvas similares de fusion que

dependen de los alelos.

Validacion de la qPCR duplex para los genes nuTHO1 y mtND1: Precision, sensibilidad
y reproducibilidad

La precisién del ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1 se
valoré al realizar 96 ensayos idénticos en un solo plato portador de muestras con 4 ng
de ADN estandar previamente cuantificado (ADN gendémico humano y de origen
femenino de Promega) para cada cuantificacién. Para la porcion del ensayo duplex
correspondiente al nuTHO1, medimos un CT promedio de 28,94 ciclos con una
desviaciéon estandar (DE) de 0,13 ciclos y un rango de CT de 0,59 ciclos. Luego, para

la porcion del mtND1 medimos un CT promedio de 22,63 ciclos con una DE de 0,21
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ciclos y un rango de CT de 0,98 ciclos. No se observaron desviaciones sistematicas en
el CT de ninguna de las dos porciones del ensayo duplex a lo largo de las filas y
columnas de los 96 ensayos realizados en el plato portador de muestras. Aunque no
tomamos en cuenta una serie estandar para la dilucion del ADN en esta prueba, la
desviacion estandar del CT se puede emplear para estimar la desviacion estandar
relativa (DER o %CV) del nimero de copias del genoma como 100(2(PF % €T)_1). Esta
estimacion supone una eficiencia del 100% para el ensayo de PCR. Mediante este
método, estimamos que la DER intraplaca del numero de copias del genoma es ~10%

para el ensayo de nuTHO1 y de ~16% para el ensayo de mtND1.

CUADRO 2—Resultados de sensibilidad y precision obtenidos durante el proceso del ensayo duplex
de qPCR de nuTHO1 y mtND1. Los resultados se basan en cinco cuantificaciones duplicadas de los
estandares de Promega de ADN gendémico femenino diluidos en serie. Las cantidades son de 4uL por
muestra. Las desviaciones estandares estan entre paréntesis.

gPCR de nuTHO1 qPCR de mtND1
Cantidad inicial aprox. Cantidad promedio (%) DER
Cantidad inicial de ADN (ng) Cantidad promedio (ng) (%) DER (copias mt) (copias mt)

100 95,8 (7,7) 8,0 1,2x107 8,6 (0,97)x10° 11
10 10,7 (0,90) 8,4 1,2x10° 1,3 (0,15)x10° 12

5 4,7 (0,088) 1,9 6,1x10° 7,6 (0,95)x10° 12

1 1,2 (0,034) 3,0 1,2x10° 1,3 (0,24)x10° 18
0,5 0,48 (0,057) 12 6,1x10* 7,1 (1,4)x10* 20
0,1 0,10 (0,021) 21 1,2x10* 1,0 (0,20)x10" 20
0,05 0,051 (0,013) 26 6,1x10° 7,2 (1,5)x10° 21
0,01 0,0057* (0,0017)  30* 1,2x10° 1,3 (0,21)x10° 17
0,005 — — 6,1x10? 7,1 (2,0)x10? 28
0,001 — — 1,2x10? 1,1 (0,39)x10? 35
0,0001 — — 1,2x10" 1,1 (0,41)x10' 39

*Datos obtenidos a partir de cuatro duplicados porque una de las cuantificaciones se perdié al aplicar
esta cantidad de ADN de molde o plantilla.
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Para evaluar la sensibilidad del ensayo duplex de gPCR, se cuantificaron entre
100 ng y 1 fg de ADN de molde o plantilla correspondientes al ADN gendmico humano
femenino estandar de Promega. Todas las cuantificaciones se realizaron en réplicas
de cinco para estimar el nivel minimo de cantidad suministrada de ADN en el que los
efectos estocasticos cobran importancia (por ejemplo, interrupcién de la senal de
gPCR y precisidon de cuantificacion reducida). Los resultados de tales pruebas se
presentan en el Cuadro 2. Como se esperaba, dichos resultados indican que cuando
el numero de copias del ADN de molde o de plantilla disminuye, ocurre una
disminucién general en la precision de ambas porciones del ensayo duplex de nuTHO1
y mtND1. Para la porcién del ensayo qPCR correspondiente al nuTHO1, se observan
niveles adecuados de precision (<30% DER) para cantidades aproximadas de ADN de
molde o plantilla de 50 pg (~15 copias nucleares haploides), y hemos observado
también niveles de precision similares para cantidades aproximadas de 32 pg 6 ~10
copias (los datos no se muestran). Al trabajar con cantidades menores de ADN
nuclear de plantilla se perdié precision y aumenté la proporcion de curvas de
amplificacion interrumpidas (por ejemplo, el 20% de los ensayos de gPCR de nuTHO1
se detuvieron y no se detectaron cuando se utilizé 10 pg de ADN de plantilla;
asimismo sucedi6 con el 30% de los que se realizaron con 5 pg, el 80% con 1 pg y el
100% con <1 pg). Esto se debe probablemente a los efectos estocasticos del
muestreo y en las amplificaciones que utilizan pocas cantidades de ADN de plantilla o
de molde. Se observaron niveles adecuados de precision en la cuantificacion (<40%
DER) al menos en 100 fg de ADN nuclear de plantilla para la porcion mtND1 del

ensayo de qPCR, lo cual corresponde con ~12 copias de ADN mitocondrial de plantilla
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para el ADN gendmico femenino estandar de Promega. Todas las curvas de
amplificacion de la qPCR de mtND1 se interrumpieron al emplear 10 fg de ADN
nuclear de plantilla.

Se evalué la reproducibilidad del ensayo duplex al comparar las
cuantificaciones de seis muestras diferentes de ADN de control con alto peso
molecular obtenidas a partir de tres pruebas independientes de qPCR vy realizadas por
dos analistas diferentes en dos dias distintos. En cada prueba las muestras se
cuantificaron como réplicas simples. Esos resultados se presentan en el Cuadro 3,
donde estimamos la “reproducibilidad” como la DER efectiva para cada muestra al

reunir los resultados de la cuantificacion de las tres pruebas.

CUADRO 3—Resultados de reproducibilidad obtenidos entre las cuantificaciones duplex de
qgPCR de nuTHO1 y mtND1 de seis estandares comerciales de ADN genémico de peso
molecular elevado (muestras A-F). Las cantidades de slot-blot se basan en una sola medicion
duplicada para cada muestra. Las cantidades de qPCR se reportan en promedios, al agrupar
los resultados de los tres procesos de qPCR, tanto simples como duplicados. Las desviaciones
estandares estan entre paréntesis. El ADN genémico femenino de Promega se utiliz6 como el
estandar de cuantificacién para los tres procesos de qPCR.

PCR de mtND1
gPCR de nuTHO1 d

Cantidad para slot- Cantidad promedio Cantidad promedio

Muestra blot (ng/uL) (ng/uL) DER (%) (1000 copias mt /L) DER (%)
A 0.85 0,64 (0,08) 12 130 (79) 62
B 0,80 0,96 (0,10) 10 880 (150) 17
C 0,34 0,53 (0,10) 20 310 (35) 11
D 1,31 1,58 (0,31) 19 430 (31) 7
E 0,97 1,51 (0,17) 11 790 (170) 21
F 0,40 0,45 (0,05) 12 360 (73) 21

*La muestra F representa el patrén de calibracién que se utiliza para las cuantificaciones de slot-
blot; el valor para la muestra F (0,40 ng/pL) no es una cantidad medida, sino previamente definida.
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Estos valores de DER_interplaca en promedio concuerdan razonablemente con los
valores de DER intraplaca reportados en nuestra discusion de los ensayos de
precision y sensibilidad. Una notable excepcion es la DER simple de longitud larga

(62%) que se observé para la cuantificacion del mtND1 de la muestra A.

Validacion de la qPCR duplex para los genes nuTHO1 y mtND1: La especificidad de
las especies

Para evaluar la especificidad de las especies en las amplificaciones de gPCR
de nuTHO1 y mtND1, el ensayo duplex se realizé al utilizar ADN de plantilla de cada
una de las quince especies diferentes no humanas. Para cada una se utilizaron
ensayos duplicados, cada uno con 1 ng de ADN de plantilla. No se registré reactividad
cruzada en el ADN no humano, tanto para la porcion nuTHO1 como para la mtND1 del
ensayo duplex de qPCR. También, retamos al ensayo duplex al amplificar porciones
de 100 ng de cada muestra de ADN microbiana, y no observamos amplificaciones por
encima del nivel base en ninguna de las cuantificaciones de nuTHO1 é mtND1. Estos
resultados indican que el ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1 es
suficientemente especifico para las aplicaciones forenses. Aunque no probamos el
ensayo con el ADN de primates mayores, segun el trabajo previo realizado con el STR
del locus THO1 (49, 50) y las investigaciones de homologia de secuencia, anticipamos

que el ensayo gPCR para el nuTHO1 amplificaria y detectaria esas muestras.
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FIG. 6— Serie de degradacion de la DNasa para las muestras HL60 (tincion de EtBr). Los
carriles etiquetados del 0 al 60 indican el tiempo en minutos del tratamiento con la DNasa.
Los carriles etiquetados con LH y LD representan a la A-Hindlll y al marcador estandar
‘low-mass DNA ladder”.

Validacion de la qPCR duplex de nuTHO1 y mtND1: ADN degradado

Las muestras de las pruebas forenses a menudo contienen ADN degradado por
la exposicion al ambiente o a los microbios. Se prepard una serie de degradacion del
ADN para medir la capacidad del ensayo duplex de qPCR de los genes nuTHO1 y
mtND1, mediante el tratamiento de cantidades conocidas de muestras de ADN
gendémico de alto peso molecular (HL60) con DNasa | para extender los periodos de
tiempo que varian entre un minuto y toda una noche. La Figura 6 muestra un gel que
ilustra el grado de fragmentaciéon del ADN para las muestras tratadas con DNasa. El

aumento en el grado de fragmentacién del ADN durante los primeros cinco minutos del
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tratamiento con la DNasa es notorio por la intensificacion del “manchado” en la zona
de bajo peso molecular de las filas tres a la siete del gel. Durante este periodo, el nivel
de degradacion se describe mejor como “moderado” dada la aparicidon consistente de
una banda bastante intensa de alto peso molecular. Sin embargo, no hay evidencia en
la banda de alto peso molecular para las muestras que son tratadas con DNasa
durante al menos 15 min. Para efectos de esta discusion describimos estas muestras

como “muy degradadas”.
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FIG. 7—Cuantificaciones nucleares de las muestras HL60 degradadas con la DNasa mediante
qPCR duplex de nuTHO1 y mtND1, gPCR de Quantifiler™, y la hibridizacion de slot-blot. Para los
ensayos de qPCR, cada punto representa los promedios de las cuantificaciones duplicadas. Para
la hibridacion slot-blot, cada punto representa una sola cuantificacion. Las lineas representan
ajustes lineales de minimos cuadrados para los puntos iniciales (0-6 min) y finales (15-45 min) de
tiempo en la serie de degradacion.

Las muestras provenientes de las series de degradacion del ADN se
cuantificaron mediante tres métodos diferentes: hibridacion de slot blot, gPCR duplex

de nuTHO1 y mtND1, y mediante el paquete comercial de marcadores genéticos de



cuantificacion del ADN humano de Applied Biosystems Quantifiler™. Mientras el
ensayo de nuTHO1 amplifica una secuencia de analisis de ~170-190 pb, el equipo de
Quantifiler™ amplifica una de 62 pb. En nuestra comparacion incluimos el ensayo de
Quantifiler™ como medio para estudiar la importancia del tamario del amplicon para
cuantificar el ADN degradado. Para los ensayos de qPCR, se cuantificaron en
duplicado 2 pL de muestra diluida (1:20 en TE™) para cada uno de los puntos de la
serie de degradacion. Para los ensayos de slot blot, se obtuvieron cuantificaciones
simples a partir de 4 uL de las mismas muestras diluidas. Los resultados de la
cuantificacion (solo cuantificaciones nucleares) para los tres métodos se presentan de
forma grafica en la Fig. 7, a partir de la cual se pueden deducir diversas conclusiones.
En primer lugar, para el ADN no digerido de alto peso molecular (la muestra de 0 min),
los tres métodos aportan cuantificaciones que concuerdan bastante entre si en cuanto
a los resultados y a las concentraciones (~6 ng/uL) estimadas para una dilucion 1:20
de ADN de reserva. En segundo lugar, para las muestras moderadamente degradadas
(1-5 min de tratamiento con DNasa), los dos métodos de cuantificacion de qPCR
presentan resultados concordantes, pero ambos arrojan valores de cuantificacion
mucho mas altos de los que se obtienen a partir del método de slot blot. En tercer
lugar, para las muestras muy degradadas (>15 min de tratamiento con DNasa),
ninguno de los métodos de cuantificacion concuerdan entre si. En cuanto a los dos
métodos de gqPCR, el procedimiento de slot blot detecta mucho menos cantidad de
ADN. Aunque el ensayo duplex de nuTHO1 y mtND1 no concuerda con el de gPCR de

Quantifiler ™, éste ltimo detecta mucho mas ADN que el primero.
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El hecho de que la cantidad de ADN medido en las muestras degradadas
dependa del método de cuantificacion que se utiliza es un resultado no completamente
inesperado. Hay informes previos que indican que el método de slot blot desestima la
cantidad de ADN nuclear de las muestras degradadas o disfuncionales (14, 23, 24) y
se ha planteado que este efecto se debe a una unién deficiente de los fragmentos de
ADN degradado a la membrana de slot blot. Ademas, si se toma en cuenta las
diferencias de tamafio entre las secuencias de analisis para los ensayos de nuTHO1 y
Quantifiler™, era de esperar que hubiera algtin grado de diferencia en la cuantificacion
de qPCR del ADN degradado. El ensayo qPCR de Quantifiler™ efectivamente mide la
concentracion de fragmentos de ADN nuclear de al menos 62 pb de longitud, mientras
que el ensayo qPCR de nuTHO1 mide fragmentos de al menos 170-190 pb de
longitud. Para las muestras de ADN de alto peso molecular, estas dos
concentraciones son practicamente las mismas, pero para las muestras muy
degradadas, los fragmentos mas pequefios presentan mayor concentracion respecto a
los mas largos. Esta diferencia de concentracion se indica mediante el gel aplicado
posteriormente a la amplificacion que se muestra en la Fig. 6 y se refleja en las
cantidades divergentes de ADN medido por los ensayos qPCR de Quantifiler™ y de
nuTHO1.

La razon principal para cuantificar el ADN nuclear con exactitud en las muestras
forenses es garantizar que se utilice la cantidad correcta de ADN de plantilla o de
molde en la amplificacion de STR. Cuando se amplifica una cantidad muy pequefia de
ADN de plantilla, los resultados de los perfiles de STR podrian estar incompletos, y

cuando se amplifica una cantidad excesiva se producen problemas como la falta de
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balance interlocus, aumento en las intensidades de pico interrumpidas, adicidn
incompleta de nucledétidos no dirigidos al ADN de plantilla, sefiales fuera de escala, y
senales de detenimiento por contaminacién cruzada, los cuales podrian complicar e
impedir una genotipificacion exacta de STR. Como hemos visto, para las muestras
degradadas existen distintos métodos de cuantificacién que aportan estimaciones muy
diferentes respecto a la cantidad de ADN. Para investigar aspectos relacionados con
tales diferencias, intentamos determinar cual de esos tres métodos ofrece las
estimaciones mas adecuadas de cantidad de ADN nuclear requeridas para el analisis
de STR de las muestras degradadas. Para este fin, utilizamos los resultados de
cuantificacion que se muestran el la Fig. 7 para preparar partes nominales de 1 ng de
ADN nuclear para cada uno de los puntos de tiempo de la serie de degradacion de la
DNasa segun los tres métodos de cuantificacién. Estas partes de 1 ng fueron luego
amplificadas y genotipificadas mediante el paquete de marcadores genéticos de STR
de Identifiler™ AmpFISTR®.

La Figura 8 nos ofrece una vision cualitativa y grafica de los resultados de
genotipificacion de STR para la totalidad de las muestras degradadas por la DNasa. El
panel (A) de esta figura sugiere que para muestras de ADN no tratadas y degradadas
moderadamente (0-5 min de tratamiento con DNasa), los tres métodos fueron
apropiados para cuantificar el ADN nuclear para la genotipificacién de STR. En estos
niveles moderados de degradacion, sin importar el método de cuantificacién, todos los
STR se detectaron con sefiales mayores que 490 RFU por locus, y no hubo indicios de
algun artefacto que pudiera complicar o impedir la genotipificacion exacta. Sin

embargo, se observoé que para las muestras con mayor degradacion (15-60 min de
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tratamiento con DNasa), las tasas de éxito para la genotipificacion de STR dependen
del método de cuantificacion de ADN.

El panel (C) de la Fig. 8 muestra que para las amplificaciones que se basan en
las cuantificaciones de Quantifiler'™, una gran cantidad de alelos no se pudo detectar
mediante ninguno de los marcadores fluorescentes AmpFISTR® Identifiler™. A medida
que aumentaba el grado de fragmentaciéon del ADN, los alelos mas largos de STR
para cada marcador fluorescente fueron los primeros que no alcanzaron el umbral
analitico de 100 RFU. Las implicaciones para utilizar una secuencia corta de analisis
de gPCR son evidentes. En las muestras muy degradadas se presentaron mas
fragmentos de ADN con 62 pb de longitud que con tamafio de STR mas largo. Como

consecuencia, el ensayo de Quantifiler™

sobreestimaba la cantidad de fragmentos
mas largos de ADN de molde o de plantilla, lo cual causaba una amplificacion menor
de los alelos mas largos de STR, y por ultimo, producia cantidades inadecuadas del
producto de la gPCR para deteccidén. Con este método de cuantificacion y con niveles
muy altos de degradacién (45-60 min de tratamiento con DNasa), se detecté menos de
la mitad de los alelos de STR de Identifiler™, y la sobrestimacion de la cantidad de
ADN fue tan pronunciada que hasta los alelos mas pequefios de STR perdieron una
intensidad significativa debido a la baja amplificacion (Figs. 8C y 9B, y Cuadro 4).

Por otro lado, la cuantificacion de esas mismas muestras mediante el método
duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1 produjo un progreso en la tasa de
éxito para la genotipificacion de STR (Fig.8). Aun para las muestras de mas alto

estado de degradacién (60 min de tratamiento con DNasa), se detecté mas del 75%

de los alelos de HL60. Para la genotipificacién de STR en muestras muy degradadas,
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estos resultados indican que la unidad de analisis de ~180 pb de nuTHO1 para la
gPCR es mas apropiada para cuantificar el ADN que la unidad mas corta de 62 pb.
Los datos que se suministran en el Cuadro 4 muestran que al cuantificar el ADN con
base en la unidad de analisis de nuTHO1 de mediano tamanio, las intensidades de los
STR detectados en el THO1 se mantuvieron en un nivel bastante consistente (~1800-
3100 RFU/locus) a pesar del grado variable de la fragmentacion del ADN. Aun para las
muestras muy degradadas, los STR cortos (~121 pb) de D19 no se sobreamplificaron
hasta el punto de formar picos fuera de la escala, ni tampoco los STR largos (~293 pb)
de D18 se amplificaron en cantidades tan bajas que no se pudieran detectar.

Las amplificaciones de STR de la cuantificacion slot blot dejaron muy pocos
alelos sin detectar, aun para el caso de las muestras con mayor estado de
degradacion (Fig.8). Aun asi, los electroferogramas que se muestran en los paneles
(C) y (D) de la Fig. 9 indican la presencia de diversos artefactos debido a la
sobreamplificaciéon de un exceso de ADN de plantilla. Estos artefactos producen
‘hombros” en la grafica, dado que algunos nucleétidos que no estan dirigidos hacia el
ADN de plantilla se agregan en forma incompleta. Ademas, estos artefactos originan
sefales de “detenimiento” por contaminacién cruzada, debido a los picos que
aparecen fuera de escala en los canales detectores adyacentes. Por ultimo, los
artefactos también producen picos interrumpidos por encima de los 100 RFU. Para el
caso de algunas muestras cuantificadas por slot blot en la serie de degradacion del
ADN, los picos que se encontraban fuera de la escala produjeron sefales de
detenimiento con una intensidad de 2700 RFU (los datos no se muestran). Los picos

fuera de la escala son notorios aun para las muestras que se exponen a la DNasa por
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s6lo 30 minutos (Cuadro 4). El balance interlocus representado con una proporcion de

D19/D18 fue mucho peor para las muestras cuantificadas por slot blot que para

aquellas que se cuantificaron mediante la gPCR (Cuadro 4). Aunque algunos de estos

artefactos (por ejemplo, picos fuera de escala, sefiales de detenimiento) se pueden

solucionar al reducir el numero de inyecciones de la muestra CE, otros artefactos (por

ejemplo, “hombros” en la grafica por la adicién incompleta de nucledtidos, poco

balance interlocus) solo se reparan mediante la reamplificacion.

CUADRO 4—Intensidades de STR de AmpFISTR® Identifiler™ seleccionadas para las muestras
HL60 degradadas con la DNasa. Todas las amplificaciones utilizaron cantidades de 1 ng de molde
o plantilla nuclear al cuantificarse mediante la qPCR duplex de nuTHO1 y mtND1, la gPCR de
Quantifiler™ y la hibridacién slot-blot. Las intensidades de STR corresponden a RFU por locus.
Para las muestras expuestas a la DNasa durante 0-5 min, las intensidades de STR obtenidas a
partir de la qPCR son idénticas porque soélo se realiz6 una amplificacion de STR segun las
cuantificaciones casi idénticas de estas muestras mediante los ensayos de nuTHO1 y Quantifiler™
(ver Fig. 7). Los picos fuera de escala, tal como los identifica el programa GeneScan® aparecen en
negrita. Para HL60, los tamarfios promedio de los alelos STR de Identifiler™ para THO1, D19, y
D18 son 177 pb, 121 pb, y 293 pb, respectivamente (60).

Exposicion _gPCR duplex de nuTHO1 y mtND1 gPCR de Quantifiler™ Hibridizacién Slot-blot
ala
DNasa THO1 D19 D18 THO1 D19 D18 THO1 D19 D18

(min) (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18 (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18 (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18
0 1824 2809 3677 0,76 1824 2809 3677 0,76 2724 2671 4780 0,56
1 1998 1851 2730 0,68 1998 1851 2730 0,68 2861 2360 3747 0,63
2 2883 2489 3253 0,77 2883 2489 3253 0,77 3636 2789 3849 0,72
3 2697 2400 3210 0,75 2697 2400 3210 0,75 3122 2465 3183 0,77
4 2417 2043 2519 0,81 2417 2043 2519 0,81 3791 2880 2637 1,09
5 2469 2119 3133 0,68 2469 2119 3133 0,68 2894 2469 3332 0,74
15 2393 3434 1537 2,23 955 1472 584 252 6389 7053 1566 4,50
30 3108 5156 1329 3,88 1036 1786 543 3,29 7797 9103 1766 5,15
45 2540 5408 738 7,33 534 1153 115* 6563 9011 903 9,98
60 1941 5249 473 11,10 349 825 5916 8845 543 16,29

*S6lo se detectd un alelo STR del par heterocigoto.
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A)

B)

C)

D)

Tratamiento | Porcentaje NGmero de STR (FAM) azul STR (VIC) verde STR (NED) amarillo STR (PET) rojo
con DNasa dealelos artefactos de D8 D21 D7 CSF |D3|THOl1| D13 |D16|D2|D19|vWA | TPOX | D18 |AML|D5| FGA
Todoslos STR STR*

ensayos detectados 12113293011 |12|13|14|16| 7|8 |8 |11| 11 |17| 14 | 16 |8 |11|14|15] X |12|22|24
O min 100 - hinguno -
1min 100 - ninguno -
2min 100 - ninguno -
3min 100 - ninguno -
4 min 100 - ninguno -
5min 100 - ninguno -
gPCR de nuTHO1y mtND1
15 min 100 - ninguno -
30 min 96 - ninguno -
45 min 84 2D
60 min 76 - ninguno -
gPCR de Quantifiler
15min 84 - ninguno -
30 min 76 - ninguno -
45 min 43 - hinguno -
60 min 28 - ninguno -
Hibridizacion dot-blot
15min 100 1F,2D,21,3A
30 min 100 1F,3D,21,3A
45 min 92 2F,3D,11,3A
60 min 92 2F,3D,31,4A

* F = pico fuera de escala; D= sefial de detenimiento detectada; |= sefial de interrupcion detectada; A = “hombro” detectado por la adicién incompleta de A

FIG. 8—Visién general de los resultados de STR de AmpFISTR® IdentifilerTM obtenidos para las muestras de ADN HL60 degradadas con
DNasa. Cada rectangulo sombreado indica la deteccién de un alelo STR con una intensidad de al menos 100 RFU. Los rectangulos en
blanco indican los alelos que no se detectaron en el umbral analitico de 100 RFU. Para cada marcador fluorescente o tinte indicador, los
alelos Identifiler™ se muestran de izquierda a derecha, en orden creciente de tamario. Las amplificaciones de STR utilizaron cantidades
iniciales de 1 ng de ADN nuclear, tal como se cuantificé en el ensayo duplex de gqPCR de nuTHO1 y mtND1 (paneles A y B), en el ensayo

Quantifiler™ (paneles A y C), o en la hibridizacion slot-blot (paneles A y D).
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FIG.9—STR con etiqueta VIC de AmpFISTR® Identifiler’™ obtendidos de las muestras HL60
degradadas con DNasa (45 min). Los paneles muestran alelos STR para amplificaciones de 1 ng
de molde o plantilla nuclear, tal como lo determinan: (A) la qPCR duplex de nuTHO1 y mtND1, (B)
la qPCR de Quantifiler™, y (C) la hibridizacién slot-blot. El panel (D) es una ampliaciéon de diez
aumentos de la escala vertical del panel (C). Los artefactos de detecciéon o amplificacion se indican
como BT= bajo el umbral de deteccion;, PU= sefial de detenimiento del canal de deteccion
adyacente; S= sefal de interrupcion detectada; A= “hombro” detectado debido a la adicién
incompleta de nucledtidos no dirigidos al molde o plantilla. Los valores completos de RFU en la
escala vertical para los paneles son: (A) 2500 RFU; (B) 500 RFU; (C) 3500 RFU; (D) 350 RFU.

Las muestras muy degradadas presentan desafios analiticos para la

cuantificacion del ADN y para la subsiguiente genotipificacion de STR. Tales muestras

suelen constar de fragmentos de una extensa gama de tamafos, y la cantidad y

calidad del ADN no se puede representar mediante un unico ensayo de gPCR
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orientado principalmente hacia la deteccion y cuantificacion de la subpoblacion de
fragmentos de longitud similar a la secuencia especifica de analisis que se amplifica.
En principio, la estimacion mas exacta de toda la cantidad de ADN de las
muestras degradadas deberia ser proporcionada por los ensayos de gqPCR que
utilizan secuencias de analisis muy pequefias. Pero para el fin especifico de la
genotipificacion de STR, no es necesario medir toda esa cantidad de ADN. Los
resultados indican que si los métodos de qPCR se utilizan para cuantificar el ADN
degradado para la genotipificacion de STR, es ventajoso seleccionar una secuencia de
analisis de qPCR que sea de longitud apropiada para detectar aquellos fragmentos de
ADN que son mas relevantes para el método de analisis. Esto se cumple para los
paquetes comerciales de marcadores genéticos altamente multiplex para la
genotipificacion de STR que se utilizan en la mayoria de los laboratorios forenses de
ADN. Dichos paquetes recomiendan el uso de un rango bastante estrecho de ADN de
plantilla para proporcionar tasas de éxito 6ptimas para la amplificacién y deteccion de
STR. Para el paquete de marcadores de STR Identifiler'™ de AmpFISTR®, el cual
amplifica STR de longitud que varia entre ~100 pb y ~400 pb, nuestros resultados de
genotipificacion indican que las cantidades de 1 ng de ADN muy degradado se
estiman mejor al utilizar una secuencia de analisis nuclear de qPCR de ~180 pb, tal
como en el ensayo duplex de nuTHO1 y mtND1, en vez de una secuencia de 62 pb
como la del ensayo qPCR de Quantifiler™. Aunque este estudio se fundamenta en los
experimentos que realizamos en un conjunto especifico de muestras degradadas por
la DNasa, es razonable concluir de forma general que la longitud de la unidad de

analisis en el ensayo de qPCR es un aspecto importante para la cuantificacion de ADN
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en muestras degradadas. Sin embargo, estamos conscientes de que la ventaja de
utilizar una secuencia de analisis larga para la qPCR dependera en particular de la
manera en que la muestra se extraiga y purifique.

Ademas de cuantificar la cantidad de ADN nuclear, también utilizamos la parte
del ensayo duplex de qPCR que analiza el gen mtND1, con el fin de estimar la
cantidad de copias del genoma mitocondrial en el mismo grupo de muestras
degradadas por la DNasa. Estos resultados de la cuantificacion del mtND1 se
presentan graficamente en la Fig. 10. En esta figura, los resultados de la cuantificacion
mitocondrial que se muestran en cada punto de tiempo de la serie de degradacién se
normalizan segun el resultado de la cuantificacién para la muestra no tratada (1,3
millones de copias de mt /uL). Para establecer una comparacion, la figura también
muestra cuantificaciones nucleares normalizadas que se estimaron en los ensayos de
gqPCR de nuTHO1 y de Quantifiler™ de las mismas muestras degradadas con la
DNasa. Nétese que los ensayos de mtND1 y de Quantifiler™ indicaron que ~25% del
ADN inicial permanecié después de 45 minutos de exposiciéon a la DNasa, mientras
que el ensayo de nuTHO1 s6lo detectd ~5% de la concentracion inicial de ADN. Puesto
que el ensayo qPCR de mtND1 amplifica una secuencia de analisis (69 pb)
relativamente corta, es probable que las cuantificaciones normalizadas para los

ensayos de mtND1 y de Quantifiler™

sean muy similares a pesar de se trate de
genomas completamente distintos. Al observar que la seleccion de una unidad de

analisis nuclear corta produce resultados desfavorables para la genotipificacién de
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STR, decidimos comprobar si esta misma escogencia para una unidad de analisis

mitocondrial afecta la tasa de éxito de la amplificacion de los HVI/HVII.

1.2

. B gPCR de mtND1 normalizada (linea continua)
0.8 - g2
s # JPCR denuTHO1 normalizada (linea punteada)

" '\-_‘-. & qPCR de Quantifiler normalizada (linea con guiones)

0.6 T
0.4 I T B

0.2 4 R TS

Cantidad de ADN normalizada
(En relacion con el tiempo cero de exposicion ala DNasa)

0 T T T T T T T T

0.00 5.00 10,00 15.00 20.00 25.00 30,00 35.00 40.00 45.00

Exposicion alaDNasal {min)

50.00

FIG. 10—Cuantificaciones normalizadas de las muestras HL60 degradadas con la DNasa mediante
qPCR duplex de mtND1, gPCR de Quantifiler™, y gPCR duplex de nuTHO1. Cada punto representa
el promedio de las cuantificaciones duplicadas. Para cada ensayo, las cantidades de ADN se
normalizaron segun la cantidad medida a los 0 min en el tratamiento con DNasa. Por ejemplo, para
el ensayo de Quantifiler™ fue de 8,1 ng/uL, 8,3 ng/uL para el ensayo de nuTHO1, y 1,3%x106 copias
mt /uL para el ensayo qPCR de mtND1. Las lineas representan ajustes lineales de minimos
cuadrados para los puntos iniciales (0-6 min) y finales (15-45 min) de tiempo en la serie de

degradacion.

Para tratar este asunto, realizamos dos grupos separados de amplificaciones

duplex de PCR de HVI/HVII en muestras tomadas de la serie de degradacién del ADN.

En el primer grupo amplificamos 100 pg de ADN nuclear para cada punto de tiempo de

la serie, tal y como se midié para la porcion de analisis del nuTHO1 del ensayo duplex

de gPCR. La estrategia de utilizar la cantidad de ADN nuclear para estimar de forma

indirecta la cantidad de ADN de plantilla para las amplificaciones de PCR de los

HVI/HVII, se suele emplear en el analisis forense del ADN mitocondrial, siempre que
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haya una cantidad suficiente de ADN nuclear para la cuantificacion (30, 58). En el
segundo grupo amplificamos ~14 000 copias del genoma mitocondrial para cada punto
de tiempo, al igual como se estimé para la porcion de analisis del mtND1 del ensayo
duplex de qPCR. Para muestras pristinas de HL60, anteriormente determinamos que
100 pg de ADN nuclear representaba ~14 000 copias del genoma mitocondrial. Los
resultados obtenidos a partir de los geles aplicados después de la amplificacion en los

dos grupos de PCR duplex de HVI/HVII se muestran en la Fig. 11.

(A) Amplificacién de 100 pg de ADN nuclear

L2140 1 2 3 4 5 1530 45 60 ON 214

crmsEEEEsSEsS .

(B) Amplificacién de ~14000 copias mitocondriales

L1214 0 1 2 3 4 5 15 30 45 60 ON L2L4

[ ——
L, T —
-

FIG. 11—Resultados del gel aplicado después de la amplificacion de HVI y HVII para las
muestras HL60 degradadas con la DNasa. El gel muestra tincion de EtBr. Cada par de bandas
representa los productos de PCR de HVI (~444 pb) y HVII (~416 pb) a partir de 34 ciclos de la
amplificacién duplex. La numeracién de los carriles del 0 al 60 representa el tiempo en minutos de
la digestién con la DNasa. ON representa la digestion con DNasa durante toda la noche. L2 y L4
representan escaleras de bandas (400 pb) de 20 ng y 40 ng respectivamente. En el panel (A), las
amplificaciones utilizaron 100 pg de ADN nuclear, tal como se estimé en la porcion nuTHO1 del
ensayo duplex de qPCR, salvo en la muestra de ON, la cual utilizé 20uL de liquido digestor. En el
panel (B), las amplificaciones utilizaron 14000 copias genémicas mitocondriales, tal como se
estimé en la porcion mtND1 del ensayo duplex de qPCR.
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Se consider6 que una amplificaciéon duplex de qPCR de HVI/HVII es
“satisfactoria” si produce suficientes cantidades de productos de la PCR de HVI y HVII
para lograr una secuenciacion ciclica optima. Para la secuenciacién ciclica, nuestro
laboratorio validé un protocolo que utiliza el sistema de secuenciacidén ciclica de
Applied Biosystems Terminator BigDye® v 1.1 (30). A pesar de que el fabricante
recomienda utilizar 3-10 ng/20 uL de producto de la PCR en cada reaccion de
secuencia ciclica de 50 uL (59), los estudios de validacion locales indican que una
secuenciacion satisfactoria se logra rutinariamente aun con cantidades tan escasas
como 250 pg de producto de la PCR por cada reacciéon. Aun siguiendo la
recomendacion mas conservadora de 3-10 ng/20 uL, deducimos que una amplificacion
de HVI/HVII “satisfactoria” es aquella que produce al menos 0,15 ng/uL de cada
producto de la PCR. Esta concentracién es mucho mas baja que el limite de deteccion
visual del gel de la tincién de bromuro de etidio. Como consecuencia, nuestro criterio
para considerar que una amplificacion de HVI/HVII es satisfactoria, consiste
simplemente en comprobar que el gel posterior a la amplificacibn muestre pruebas
visibles, o aun pruebas ligeramente visibles para dos bandas de producto de tamafo
apropiado. Asimismo, la Fig. 11 muestra que la apariencia visual de dos de esas
bandas indican para todas las amplificaciones que ambas unidades de analisis del
ensayo duplex de gPCR cuantificaron satisfactoriamente el ADN mitocondrial para la
PCR duplex de HVI/HVII y que todas las amplificaciones produjeron mas de la
cantidad necesaria de cada producto de la PCR para lograr una secuenciacion ciclica

satisfactoria. Aun asi, es evidente que hubo ciertas implicaciones para seleccionar una
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secuencia de analisis corta para el ensayo de qPCR de mtND1. En particular, la Fig.
11 (panel (B)) revela que para las muestras muy degradadas (15 min de tratamiento
con DNasa por la noche) se observa mayor numero de bandas débiles de HVI y HVII
en el gel aplicado posterior a la amplificacion. Esta tendencia sefiala que el ensayo
“corto” de qPCR de mtND1 sobrestimd el numero de copias del genoma mitocondrial
de ~400 pb de longitud, tal y como el ensayo de qPCR de Quantifiler™ sobrestimo la
cantidad de copias del genoma nuclear de 100-400 pb para esas mismas muestras.
Sin embargo, en vista de que el protocolo de secuenciacion ciclica mitocondrial
permite obtener resultados satisfactorios a partir de un rango muy extenso (250 pg-10
ng)) de productos de la PCR, estas sobrestimaciones de la cantidad de ADN
mitocondrial en el ensayo de gPCR de mtND1 no causaron errores en la amplificacion

de HVI y HVII.

Validacion de la qPCR duplex para los genes nuTHO1 y mtND1: Muestras de
referencia tipicas de los casos de trabajo

Para evaluar aun mas el ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y
mtND1, cuantificamos extractos de ADN a partir de varias muestras de casos trabajo,
tanto de referencia como simuladas, para la genotipificacion de STR vy las
amplificaciones de HVI/HVII mitocondriales. En el Cuadro 5 se presenta un resumen
de los resultados de un subconjunto de 40 muestras utilizadas en este estudio. Para la
genotipificacion de STR, cada amplificacion utilizé 1 ng de ADN nuclear de plantilla o
de molde, tal y como se determin6 para la porcién del ensayo duplex de qPCR de

nuTHO1. Los resultados de STR se representan en el cuadro con los valores de RFU
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por cada locus para tres de los quince loci STR de Identifiler ™ Amp/STR®, THO1
(163-202 pb), D19 (102-136 pb) y D18 (262-346 pb) (60). Los datos de estos loci
particulares se seleccionaron porque sus amplicones representan alelos STR
intermedios, cortos y largos respectivamente en el paquete comercial de marcadores
genéticos para la genotipificacién. Las proporciones de RFU de los D19/D18 se
tabulan para indicar la degradacion del ADN con base en una métrica simple basada
en las STR. Para las amplificaciones de HVI/HVII, se utilizaron ~14 000 copias
mitocondriales por reaccion, tal y como se cuantifica en la porcion del ensayo duplex
de gPCR de mtND1. Para algunas muestras, las cantidades limitadas requirieron una
amplificacion de menos de 14 000 copias (ultima columna del cuadro). Las
amplificaciones de HVI/HVII se evaluaron mediante electroforesis con geles de post-
amplificacion, donde los resultados obtenidos a partir del gel se representan con un “+”
(para indicar dos bandas de producto de HVI/HVII visibles con intensidades
esperadas), un “t” (para indicar dos bandas de producto visibles con intensidades
menores a las esperadas), o con un “0” (para indicar que no se observaron bandas de
producto). Los resultados de “+” y “t” indican que las amplificaciones proporcionaron

mas producto de HVI/HVII que el necesario para la secuenciacion ciclica.
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CUADRO 5—Resumen de los resultados de la cuantificacion gqPCR de nuTHO1 y mtND1 para las muestras de la referencia
seleccionada y las del caso de trabajo. Donde se indica, FNE y FE corresponden a las fracciones no esperméticas y a las
espermaticas respectivamente, obtenidas de un protocolo de extraccion diferencial. Todos los resultados de la cuantificacion, ya
sean de gPCR o dot-blot, se obtuvieron a partir de experimentos de una sbla duplicacion. ISindica que la cantidad de muestra fue
insuficiente para la amplificacion.

Proporciénde  Gel aplicado Datos del STR de I dentifiler™ NU(mero aprox.
copias despuésdela (RFU por locus) de copias
gPCR de gendmicas—  amplificacién de mitocondriales
nuTHO1  Slotblot gPCRdemtND1  Mitocondrial; HVIy HVII THO1 D19 D18 D19/D21 amplificadas paralas
Muestra NuUmero y descripcion (ng/4uL)  (ng/4uL) (1000 copias/4uL) Nuclear mitocondrial muestras limitadas

1 sanare liguida 042 0.60 200 1600 t 1213 5199 255 204

2 sangre liquida 1,22 0,95 380 1000 + 1349 1065 980 11

3 sangre seca en satén negro 19,0 11,6 1400 240 + 1814 1444 1403 1,0

4 sangre seca en abono 3,86 9,11 480 410 + 7829 6079 1033 59

5 sangre seca en periodico 0,51 0,45 60 390 + 2522 1586 1363 1,2

6 sangre secaen mezclilla 0,12 0,10 37 1000 + 4486 3562 775 4,6

7 sangre secaen lana 2,25 1,50 300 440 + 2096 1335 1230 11

8 sangre seca en alfombra 0,46 0,39 86 620 + 2747 2204 1429 15

9 sangre seca en cuero 0,15 0,10 18 400 + 2562 1468 1292 11

10 sangre seca en mondadientes 1,48 0,66 290 650 + 2466 1399 1145 12

11 femur (en polvo) 0,24 0,05 170 2300 + 2412 3231 378 8,6

12 pelo sinraiz (Chelex) 0 0 91 — + IS IS IS IS

13 pelo sinraiz (DNA-IQ) 0 0 2,0 — + IS IS IS IS 5000
14 ufiadel pie 4,83 0,88 9700 6600 + 2319 3038 459 6,6

15 ufiadel pie 1,06 0,22 1400 4400 + 1810 1523 333 4,6

16 semen en mezclilla (FNE) 0,53 0,13 50 320 + 3459 2335 1323 18

17 semen en calzoncillo (FNE) 0,23 0,09 990 14000 + 2867 4702 456 10,3

18 tampon vagina (FNE) 32,1 19,9 880 90 + 3046 1869 927 2,0

19 afeitado con magquina 1,83 0,80 2900 5200 + 1661 1920 484 4,0

20 hisopo de méaquina de afeitar 0,42 0,07 210 1700 + 1218 915 534 1,7

21 vendaje ensangrentado 52,4 10,1 1700 110 + 1747 1319 1055 13

21 salivaen colillade cigarro 0,77 0,29 470 2000 + 1814 1553 671 2,3

22 saliva en sobre 0,52 0,35 160 1000 + 1890 1308 847 15

24 cepillo de dientes 1,85 1,06 390 700 + 1608 1314 749 18

25 sdliva en taza de café 0,84 0,29 270 1100 + 3017 2051 936 22

26 gasa bucal 16,0 5,10 4800 990 + 1677 1182 1130 1,0

27 gasa bucal 17,8 6,70 4900 910 + 1722 1476 937 1,6

28 gasa bucal 5,49 2,13 2400 1400 + 2059 1335 1134 1,2

29 saliva en sobre 0,04 0 34 280 + IS IS IS IS 1300
30 tampon vagina (FE) 0,04 0 0,036 2,7 0 1204 1417 1005 14 300
31 tampoén vagina (FE) 4,68 2,99 0,71 0,5 + 2464 1555 1101 14

32 semen en mezclilla (FE) 2,03 1,61 0,014 0,02 + 1580 1067 1038 1,0 700
33 semen en cuero (FE) 0,27 0,09 0 0 + 3579 2635 1888 14 (20 L)
34 semen en tela de algodon (FE) 39,4 28,5 0,16 0,01 + 2164 1592 1272 1,3 7000
35 semen/sangre en torunda (FE) 0,74 1,06 0,046 0,2 + 1857 1832 1304 14 2300
36 semen en calzoncillo (FE) 0,40 0,15 38 310 + 3963 3068 552 5,6

37 tejido muscular 133 314 20000 500 + 1323 620 696 0,9

38 diente de bebé 0,26 0,23 38 480 + 2017 1846 1354 14

39 diente de bebé 10,6 2,19 800 250 + 2432 1780 1052 1,7
40 diente 531 34,1 5300 330 + 1723 1197 1198 10
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Para casi todas las muestras de esos casos, las cuantificaciones obtenidas
mediante el ensayo duplex de qPCR para los genes nuTHO1 y mtND1 produjeron
amplificaciones satisfactorias de STR y HVI/HVII. Con excepciéon de una, todas las
muestras que contenian una cantidad suficiente de ADN nuclear se amplificaron para
obtener un perfil completo de STR. Para la unica excepcion, la muestra #1, los unicos
alelos que no se detectaron fueron los CSF, lo cual es un resultado consistente con el
estado de muy alta degradaciéon de ADN que presentaba la muestra (D19/D18 > 20).
La muestra #4 se inhibio, tal y como se sefala en las curvas de amplificacién de la
gPCR de nuTHO1 y mtND1, las cuales presentan pendientes bajas y valores finales de
plateau reducidos (los datos no se muestran). Dada la presencia de inhibidores de
coextraccion en la muestra, el ensayo de qPCR de nuTHO1 desestimoé la cantidad de
ADN nuclear, y como consecuencia, se amplific6 un exceso de STR del ADN de
plantilla y se produjeron senales de intensidad atipica de los alelos THO1 y D19. La
muestra #30 provocd una amplificacion duplex de HVI/HVII insatisfactoria; esta
muestra se extrajo de la fraccion de una célula de espermatozoide que contenia muy
poco ADN nuclear o mitocondrial. Varios otros extractos de células de
espermatozoides (muestras 31-35) produjeron amplificaciones duplex de HVI/HVII
satisfactorias a pesar de que tenian cantidades muy bajas o casi imperceptibles de
ADN mitocondrial, lo cual indica que la porcion del ensayo de mtND1 desestimé
notablemente la cantidad mitocondrial en esas muestras particulares. Como se
discutié anteriormente, esas desestimaciones de ADN que ocurren en el ensayo de
gPCR de mtND1 se esperan cuando la proporcion entre las copias del genoma

mitocondrial y nuclear es baja, tal como el caso de las muestras de fracciones de
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espermatozoides. Para las muestras que no provienen de fracciones de células de
espermatozoides, se observd que las proporciones empiricas entre las copias del
genoma mitocondrial y nuclear (#mt:#nu) varian entre 90 y 14 000. La amplitud de este
rango se debe en parte a las diferencias intrinsecas en la #mt:#nu de los distintos tipos
de tejidos, y en parte también por las diferencias en el grado de fragmentacion del
ADN en esas muestras, dado que las secuencias de analisis de ND1 mitocondriales
cortos para la qPCR detectan fragmentos de ADN mas pequefos que la secuencias
de analisis mas largas del THO1 nuclear. Es importante notar que para todas las
muestras que presentaron una proporcién empirica de #mt:#nu mayor que dos mil, se
encontré una correspondiente degradacién del ADN en las razones de intensidad de
STR (D19/D18 > ~4), lo cual indica que las proporciones de numeros de copias del
genoma que se estimaron a partir del ensayo duplex de qPCR pueden suministrar

informacion util sobre la fragmentacion del ADN.

Conclusiones

Desarrollamos un ensayo duplex de gPCR para la cuantificacion especifica del
genoma humano nuclear y mitocondrial, en una variedad de tipos de muestras
forenses. La porcién nuclear del ensayo (nuTHO1) cuantifica el ADN en muestras con
concentraciones que varian desde ~10 pg/uL hasta al menos 25 ng/uL, mientras que
la porcidn mitocondrial (mtND1) lo hace para un rango de ~4 copias/uL hasta ~2

millones de copias/uL. Las cuantificaciones fueron adecuadamente exactas y precisas
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para determinar las cantidades de ADN de plantilla o de molde para la genotipificacion
de STR nuclear y las aplicaciones de secuenciacion de HVI/HVII mitocondrial.

Para cuantificar el ADN de muestras muy degradadas, los resultados indican
que la longitud de la secuencia de andlisis de la qPCR es un factor importante cuando
se trata de un ensayo para fines forenses. Para la genotipificacion de STR, se noté
que la porcién de analisis del gen nuTHO1 durante el ensayo duplex de qPCR, la cual
utiliza una secuencia de ~170-190 pb, es bastante apta para estimar las cantidades de
ADN nuclear en muestras muy degradadas. Este ensayo detecta y cuantifica los
fragmentos de ADN que son de la misma longitud general que los alelos de STR
amplificados en los paquetes comerciales de marcadores genéticos para la
genoatipificacion, y por lo tanto, proporciona un calculo 6ptimo de la cantidad de ADN
nuclear de plantila que se debe amplificar para una genotipificacion de STR
satisfactoria. Al contrario, se obtuvieron resultados deficientes cuando tales muestras
muy degradadas se cuantificaron mediante un ensayo de qPCR nuclear que utilizaba
una secuencia de analisis mucho mas corta (62 pb). Este ensayo que detectaba
fragmentos de ADN mas pequenos conducia a una sobrestimacion de la cantidad de
los fragmentos de longitud de STR, y como consecuencia, una gran proporcién de
alelos de STR no se amplificaban o se detectaban eficientemente. Las
cuantificaciones de slot blot de las muestras en alto estado de degradacidén produjeron
desestimaciones en las cantidades de ADN nuclear, lo que a su vez provocé que se
sobreamplificara un exceso de ADN de plantilla, y ocurrieran picos de STR fuera de la

escala asi como sefales inconvenientes de algunos artefactos.
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DNA ANALYSIS TECHNIQUES
IN FORENSIC GENETICS
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Abstract:

DNA identification or “DNA fingerprinting” is based on the study of a series of DNA
fragments present in all individuals; those fragments are characterized by their high
variability or polymorphism.

The analysis of a certain number of these DNA sequences or fragments leads to a
close to 100% probability of identification between individuals.

In addition to being very polymorphic, DNA used in Forensic Genetics identification is
a non-coding or non-expressive DNA, which does not show phenotypic features of

individuals; this is very important when considering genetic database creations.

* Forensic DNA Laboratory, Department of Legal Medicine, University of Granada, Spain
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In order to analyze DNA polymorphisms, Forensic Genetics laboratories use several
techniques that are permanently evolving, thus making DNA identification faster and more

accurate.

1. Evolution of techniques in the study of DNA polymorphism

Forensic blood typing started in the early 20" century, when Karl Landsteiner
described the ABO blood groups, and Von Durgen together with Hirschfeld
discovered blood group hereditary transmission. This science emerged as a
branch of Criminalistics, whose objective was the genetic identification both in
cases of criminal investigation and in biological paternity studies. Initially, research
was focused on the study of erythrocytary antigens (ABO, Rh, MN groups), serum
proteins, erythrocytary enzymes, and the HLA system. The study of those markers
enabled the incrimination or exoneration of people as possible suspects due to the
similarities or differences of their genetic combination in respect to the biological
evidence found in crime scenes.

But it was not until the mid-20™ century when, thanks to the discovery of DNA
and its structure and the later progress in DNA analysis techniques, that Forensic
Blood Typing evolved considerably to the extent of becoming today a new
Forensic Medicine subspecialty called Forensic Genetics. This science basically
studies some DNA regions varying between individuals, in other words, DNA
polymorphic regions. Therefore, by analyzing a certain number of polymorphic
regions, the probability of genetic matching between two individuals becomes

practically impossible (except in cases of uniovular twins).
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Though science had the necessary tools for DNA study, it was not applied in
judicial case resolutions until 1985, when the British Home Office requested the
aid of Alec J. Jeffreys, a professor of genetics at the University of Leicester. The
first caseworks on Criminalistics were solved thanks to the RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) technique. Jeffreys discovered the presence of
hypervariable minisatellite regions scattered throughout the human genome, which
generate variable fragment lengths when treated with restriction enzymes. Later
studies also made by Jeffreys showed that length differences between these
fragments occurred because the hypervariable regions have a certain number of
tandem repeats of a central sequence, and this number varies between
individuals.

The first polymorphic DNA locus was discovered in 1980 by Wyman and White
by using an arbitrary DNA probe. In this way, they observed fragments of over 15
different lengths in a small sample of individuals. Later, other hypervariable loci
were found in human insulin gene sequence, RAS oncogene, zeta-globin
pseudogene and myoglobin gene. These hypervariable loci consisted of tandem
repeats of an oligonucleotide sequence (11 to 60 bp), such that the different
fragment lengths depended on the number of tandem repeats and they were
called VNTR (Variable Number of Tandem Repeats).

After the first VNTRs were discovered, it was seen that they could be applied
to forensic medicine and then replace classic markers. At the beginning, the study
of these markers was conducted by means of the Southern blot technique. This

technique basically involves the following stages:
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DNA digestion with restriction enzymes after extracting a high molecular
weight DNA.

Separation of fragments obtained from slab gel electrophoresis.
Denaturalization of cut and separated fragments.

Transfer and heat-based binding (80°C/176°F) of single strands to a
nitrocellulose or nylon membrane.

Prehybridization with non-specific DNA probes in order to block the non-
specific binding sites that could exist in the membrane.

Probe marking with radioactive nucleotides (normally 32 P).
Hybridization of the marked and denaturalized probe with DNA
fragments that are fixed to the membrane, and membrane washing in
order to get rid of excess or imperfectly hybridized probes.

Developing of radiographic films and interpretation of results.
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The type of probes used may be of two kinds:

(0]

Single-Locus Probes (SLP): They are specific for a given chromosome region.
They are bound to long nucleotide sequences and have more variability than
multi-locus probes. As a result, one or two bands are observed for each
individual, depending on the homozygous or heterozygous condition. The band
pattern obtained with these probes is called DNA profiling.

Multi-Locus Probes (MLP): They hybridize with minisatellite sequences
present at various loci of different chromosomes. They are probes of 10 to 15
nucleotides that are repeated several times, and after developing them, 10 to 20
bands are observed for each person. This multiple-band pattern is known as

DNA fingerprinting.
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Multi and single-locus probes have several advantages and disadvantages in relation
to a series of parameters such as:

o Information provided: Since multi-locus probes appear in multiple bands,
they have a higher power of discrimination. Nevertheless, single-locus probes
are more specific because they hybridize with longer DNA fragments.

o DNA quantity and quality: When multi-locus probes are used, approximately
1 ug of non-degraded DNA is required. On the other hand, single-locus probes
require less than 100 ng, and it is not necessary for the DNA to be in a perfect
condition, as long as the probe complementary fragment is kept intact.

0 Species Specificity: Multi-locus probes are suitable for DNA from humans
and hundreds of superior animals, while single-locus probes are exclusive to
human DNA.

Though SLP analysis is and has been useful for paternity studies, the same cannot
be said about its application to Criminalistics because it has a number of
disadvantages:

o The amount of DNA required ranges from 20 to 100 ng; this quantity is
difficult to obtain in criminalistic cases in which biological evidence found at
the crime scene is minimal.

o0 Regarding DNA quality, finding enough non-degraded DNA needed for a
single-locus probe analysis is very difficult in forensics.

0 The required time for such analysis is two or three days.
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o Since this analysis requires large amounts of DNA, the whole sample is
usually used up in the first analysis, a fact that complicates counter forensic
studies and further case reconsiderations.

All of these limitations were overcome due to the application of a technique in
Forensic Genetics, the Polymerase Chain Reaction (PCR), which revolutionized
many fields of biology and medicine.

The study of biological evidence from PCR analysis has enabled the resolution of
a large number of criminalistic caseworks that were not considered before due to the
lack of a large enough sample for a RFLP analysis. With the PCR implementation,
minimal samples like a root hair, a tiny blood or semen spot and even dandruff are

sufficient evidence to carry out a genetic identification analysis.

2. Polymerase Chain Reaction (PCR) analysis
2.1 Generalities

As long as a nucleotide sequence portion is known, PCR enables DNA from a
region selected from genome to be amplified more than a million times. This
technique was implemented by Kary B. Mullis, who was awarded the 1993 Chemistry
Nobel Prize for this invention.

For PCR, two synthetic oligonucleotides are needed; they require a length of

15-20 nucleotides and have to be complementary to the flanking region that is
intended for amplification. These oligonucleotides act as primers for the in vitro DNA
synthesis, which is typically catalyzed by the Tag Polymerase enzyme. This enzyme

is isolated from Thermus Aquaticus, a thermophyle bacterium, which is able to grow
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at high temperatures (79-85 °C/174-185 °F). At this temperature, the Taq Polymerase
is able to keep an average extension over 60 nucleotides per second in GC-rich
regions. The optimum temperature for Taq Polymerase action makes it possible to
use high temperatures for primer binding and extension, so that the reaction
efficiency level is increased and the extension of unspecifically-bound-to-DNA primers

is reduced.

The reaction is carried out in several cycles, each of which includes three steps:

1) DENATURALIZATION: Single-stranded template DNA is needed in order to
start the reaction. This condition is obtained by applying temperatures of 90-95
°C/194-203 °F that break intercatenary hydrogen bridges, and thus separate
both strands. In order to achieve full strand separation of the entire sample,
that temperature has to be constant for several minutes. If the DNA is only
partially denaturalized, it will have the tendency to naturalize again in a fast

way, avoiding efficient primer hybridization and a later extension.

2) HYBRIDIZATION: This step is also called annealing. Once the DNA is
denaturalized, temperature is decreased to a range of 40-60°C/104-140°F so
that primers can be bound to the fragment flanking sequences intended for
amplification. Fusion or annealing temperature (Tm, melting temperature)

depends on several factors and is relatively specific for each primer. Primer
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and sequence lengths are critical when designing amplification parameters; a
simple formula to calculate Tm is the following:
Tm= 4(G+C) + 2(A+T).
In addition, each primer requires a number of experimental studies to determine
its specific annealing temperature; if temperature is too low, binding will be made

unspecifically, and if it is too high, it will not be completed.

3) EXTENSION: During this step, the Taq Polymerase incorporates nucleotides
in the 3’-end primer by using the previous denaturalized DNA strand as
template. The temperature for this step is usually 72°C/161.6°F because this is
the temperature required for the Taq Polymerase to reach its maximum
activity. Normally, a 20-second extension is enough for fragments under 500
bp, and a 40-second extension for fragments over 1.2 Kb.

One important factor in the course of the different steps is the ramp time. This
time is defined as the time spent when going from one temperature to another;
it depends on the design and features of the equipment where this process is
automatically performed, the thermal cycler. In new generations of thermal

cyclers, this factor has been optimized to become minimal.

2.2 PCR Components
2.2.1 AMPLIFICATION BUFFER
Typically used PCR buffers include KCI, Tris and MgCl,. The MgCl, is the most

influential component for reaction specificity and efficiency because Mg?* ions are
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necessary for Taq Polymerase activity; in other words, they act as polymerase
cofactors.

The optimum MgCl, concentration is around 1.5 mM, if 200 mM concentrations
are used for each one of the dNTPs. Even so, sometimes it is necessary to try
different quantities of Mg, since too much of this element leads to the accumulation of

non-specific products, and too little to a decrease in amplification efficiency.

2.2.2 PRIMERS
When selecting primers for a DNA fragment amplification, there are several rules
to follow:

o The length of each one of the primers should range between 18 and 24
bases because it has been proved that longer (30-35 bases) primers do not
enhance efficiency and short primers lack enough specificity.

o Both primers should have a similar Tm (the difference between both
temperatures should be 5°C/41°F at the most).

0 Puric base vs. pirimidinic base ratio should be 1:1 (or 40-60% at the most).

o Primer sequence should start and end with 1-2 puric bases.

o In order to prevent primer dimer formation, it must be ensured that primers
do not have complementary sequences.

Primer dimers consist of double-stranded fragments whose lengths are very
close to the sum of the primers and they are produced when one primer is extended
after another. The exact dimer formation mechanism has not been fully determined. It

has been observed that their formation is facilitated by primers with complementary 3’
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ends, and this fact suggests that the initial step is produced by transitory interactions
that bring complementary ends near to each other. Some polymerases, including
Taqg, have shown a weak non-template polymerizing activity, which is able to bind
additional nucleotides to the annealed double end. If this activity could be performed
on a single oligonucleotide strand, it would be a good opportunity for the extension to
form a short overlapping on the 3’ end with the other primer, which is enough to foster

dimer formation.

2.2.3 DEOXYNUCLEOTIDE TRIPHOSPHATES

Typically used dNTP concentrations are around 200 uM each. In a 25 pul reaction
volume with this dNTP concentration, 6-6,5 ng of DNA could be synthesized. dNTP
and MgCl, concentrations are related because Mg binds to the dNTPs, and high
dNTP concentrations would inhibit the reaction due to the lack of enough Taq
Polymerase to incorporate dNTPs. For a 200 uM concentration of each dNTP, MgCl,

is usually added at a 1.5 mM concentration.

2.2.4 TAQ-POLYMERASE

Optimum Taq Polymerase quantities required for DNA synthesis are around 2
units in a 25 pl final reaction volume. This enzyme activity is influenced by the
concentration of dNTPs, Mg?*, and some monovalent ions, and high concentrations of

these constituents inhibit enzyme activity.

98



On the other hand, small KCI concentrations enhance Taq synthetic activity by
50-60%, with an apparent maximum when its concentration is 50 mM. There are
some data related with the influence of certain reagents used before amplification
which alter Taq activity. For instance, 1M urea concentrations enhance Taq activity;

whereas low SDS concentrations and concentrations of ethanol above 10% inhibit it.

2.2.5 TEMPLATE DNA
It is the DNA from which a particular fragment is copied. Therefore, it is the
template DNA used by the Taq polymerase to synthesize new polynucleotide strands.

Necessary DNA quantity for the PCR depends on diverse factors:

The amplification kit: some kits have more specific and optimized amplification
primers. Consequently, a certain DNA quantity (when using minimal quantities
mainly) may be amplified by some markers but not by others. Thus, when using a
new kit in a laboratory, a validation study with a sensitivity examination must be
carried out. The minimal DNA quantity for a standard amplification can be inferred
from that sensitivity study. Generally, for almost all of the STRs used in Forensic
Genetics, the optimum DNA quantity that guarantees an adequate efficiency is
around 5 ng.

DNA quality: Usually, there are no amplification problems when working with
high quality DNA, and even quantities over or under 5 ng can give good results. The
problem occurrs when the quality of DNA obtained is not optimal either because it is

degraded or because it is associated with a series of pollutants that can inhibit
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polymerase activity. If DNA is degraded by restriction enzymes, whether results are
obtained in the amplification depends on the conservation of the amplification
fragment. In the case of a non-degraded DNA containing some pollutants, the sample
would have to be diluted to the utmost in order to reduce those pollutants, but it has to
be done within a DNA range no lower than the PCR sensitivity limit. The problem of
minimum DNA quantities and the presence of pollutants or Taq inhibitors is a usual
fact in Criminalistics, and it requires an exhaustive study of the sample before

amplification.

PCR ADJUVANTS
These are elements that improve PCR efficiency and specificity. Though some
authors have recommended the use of DMSO and glycerol, the most common
adjuvant is BSA. Concentrations per enzyme of over 0.8 ug/ul of BSA increase PCR
efficiency, since it acts as protein that captures ions that can be Taq Polymerase
inhibitors.
When compared with previously used genetic analysis techniques, PCR has many
advantages, such as:
o The capacity to get results in cases when DNA quantity is minimal or the
DNA is partially degraded.
o In a short period of time, it generates a high copy number of target DNA,
enabling the use of simpler and faster visualization techniques than those

of probes marked with radioactivity.

100



o It permits allelic determination and grouping into discrete classes,
providing an easier database development, since standardization is made
immediately; and

o It makes possible the application of biostatistic methods and elaborated

programs.

When DNA is degraded, the use of low molecular weight microsatellite markers
increases the probability of obtaining positive amplification results because those
fragments may not have been digested yet. This advantage is of great importance in
Criminalistics because it is typical for collected biological evidence to have been
undergoing diverse factors (heat and moisture) that encourage bacterial growth.

However, one of the best advantages of PCR -its high sensitivity- can become a
great problem in some cases, since a foreign DNA could be co-amplified with the
target one. Nevertheless, precautionary measures to prevent pollution or
manipulation problems in Forensic Genetics laboratories are extreme.

Once the DNA has been amplified, the resulting fragments are separated
according to their size by means of a process called electrophoresis. Currently, two
types of electrophoresis are used in Forensic Genetics laboratories:

o Slab gel electrophoresis
o Capillary electrophoresis

Capillary electrophoresis is a relatively new technique in Forensic Genetics, and

it is gradually replacing slab gel electrophoresis systems. In this case, the

electrophoresis process is carried out in a ~50um-diameter silicon capillary, lowering
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the heat amount generated; as a consequence, higher voltages can be applied. In
order to analyze primers or dideoxynucleotides (when sequencing) by capillary
electrophoresis, they should be fluorescently labeled with some molecules called
fluorochromes, which emit fluorescence at a determined wavelength when being
excited with laser. The equipment used for this process is attached to a computer in
charge of translating fluorescent emission data from sequences or fragments with
their correspondingly assigned alleles. Capillary electrophoresis has several
advantages over slab gel electrophoresis, such as:

0 Speed: it enables simultaneous analysis of several loci, though some might

have alleles with overlapping sizes.
0 Sensitivity: it makes possible the detection of tiny amounts of amplified DNA.
Results are obtained by computer, thus preventing interpretation problems and

simplifying their analysis by means of software.
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A case of a biological paternity study performed with capillary
electrophoresis. Each peak corresponds to an allele; the son (H)
must have an allele from the mother (M) and another from the

father (P), so that the paternity can be compatible.
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3. Future Technologies: biochips

Today, DNA analysis techniques are continually developing and evolving. There is
a need for implementing techniques that can enable isolation and analysis of the
almost 100,000 genes that constitute the human genome. Therefore, there are a
number of research projects addressing the discovery of new methods, which make
possible parallel monitoring of high volumes of genetic information as well as analysis
time and cost reduction.

Forensic Genetics has significantly evolved since the first DNA polymorphisms
were analyzed for identification. Experts in this field have witnessed the revolution
that occurred in genetic identification techniques as a result of the discovery of PCR.
It is possible that the new revolution will be caused by the biochips or microarrays.

Biochips emerged from a combination of microelectronic techniques used for
computer microprocessor and biologic material fabrication. Generally, it can be said
that the main characteristic of chips is their ability to generate information in a small
space, since they produce simultaneous processing of multiple assays. This property
will probably make biochips the future technology in biomedical research.

Biochip production is similar to that of computer chips: by means of the so-called
photolithography technique, microscopic circuits are placed on silicon sheets. In the
particular case of biochips, those sheets are made of glass, and DNA strands are
placed on them instead. Glass sheets have several advantages, such as:

o The possibility of binding DNA strands to the appropriately treated glass

surface by means of covalent bonds.

104



o Resistance to high temperatures and washings at a high ionic force.
o Since the material is not porous, hybridization volume can be reduced at the
minimum.

o Low fluorescence prevents background noise.

Other companies have developed different biochip fabrication strategies. Even so,
the photolithographic-based biochips are currently the most used and have more
applications.

As mentioned before, these chips consist of a small glass sheet with some
reagent groups to which nucleotides are later bound, and protected with a film
prepared from a photodegradable chemical agent. By way of the mask placed on the
chip, a light beam is focused towards some specific regions and positions where the
protective chemical agent gets degraded, while regions that are protected by the
mask are left intact. Then, the chip is added to a medium containing one of the four
nucleotides, which through a covalent bond, will be bound to the glass with reagent
groups that have remained unprotected. Each group added carries a
photodegradable receptor molecule.

The overall process is repeated with different nucleotides and masks until
generating oligonucleotides with the target sequences. The following diagram shows

the complete process explained above:
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Each chip box has an oligonucleotide strand. Thus, the DNA fragment that can
perfectly hybridize with this strand will be the only one to remain bound after several
washing procedures.

Before hybridization, the DNA from the target sample should be amplified and
fluorescently labeled in one of the ends. Once labeled, it has to be incubated in the
chip container, and several washes should be made in order to remove fragments
that could not reach hybridization. Then, the chip is placed in a scanner for
hybridization pattern detections. This detection is based on the fluorescence emitted
by the light-excited fluorochromes from the sample. Fluorescence will be higher at
vessels in which binding has been completed than that of vessels containing an
unannealed base.

Probe sequence identification according to their chip position is performed by a

computer in connection with a scanner.
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3.1 Biochip Applications
Though it is a very recent technology that is still under experimentation, biochips

are currently being applied in:

o Genetic expression monitoring: It enables the determination of the genetic
expression pattern and it quantifies the expression level of a high number of
genes simultaneously. Those aspects are useful for comparative studies of
particular gene activation in healthy and diseased tissue, and thus for the
determination of gene function.

o Mutation and polymorphism detection: It contributes to the study of all of the
possible polymorphisms and it favors the detection of complex gene mutation.

o Sequencing: While some biochips have been designed for short-DNA fragment
sequencing, there is still no a state-of-the-art biochip that allows long-DNA de
novo sequencing.

o Clinical diagnosis and microorganism detection: It enables fast identification
by using genetic markers for pathogens.

0 Screening and drug toxicology: Biochips make it possible to analyze genetic
expression changes that occur during fast drug administrations. They also
facilitate the localization of new possible therapeutic trends and their related
toxicological effects.

o Therapy follow-up: With biochips it is possible to assess genetic features that

may influence therapy response.
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o Preventive medicine: Knowledge and possible diagnosis of certain genetic
features associated with particular pathologies are useful to prevent diseases

before symptoms arise.

Copyright © 2000 by Carmen Entrala, Doctor in Biology.
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Informe de investigacion

LOS PROCESOS SINTACTICOS DE INTERFERENCIA
LINGUISTICA EN LA TRADUCCION INVERSA
(ESPANOL-INGLES) DEL SINTAGMA NOMINAL
EN EL GENERO CIENTIFICO
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INTRODUCCION

Presentacion general

En este proyecto se traducen y analizan tres articulos cientificos, dos en inglés
y uno en espanol, cuyos respectivos campos tematicos pertenecen a la genética y
biologia molecular, aplicadas al area de investigacién forense. El titulo original de
cada articulo es: 1. “An Overview of Human DNA Analysis in Forensics” 2. “A Duplex
Real-Time qPCR Assay for the Quantification of Human Nuclear and Mitochondrial
DNA in Forensic Samples: Implications for Quantifying DNA in Degraded Samples” 3.
“Técnicas de analisis del ADN en genética forense”. El primer articulo se publicd en
noviembre del 2006 en la Revista de Ciencias Forenses y se presentd oficialmente
en Costa Rica por medio de la Asociacion Costarricense de Ciencias Forenses
(ACCF) del Poder Judicial de Costa Rica. El segundo se publicé en septiembre del
2005 en los Estados Unidos por medio de la revista: Journal of Forensic Sciences.
Finalmente, el articulo en espafol se publico como un documento del curso de
doctorado en biologia forense de la Universidad de Granada, Espafia, en el 2000.

El primer articulo consiste en una resefa cientifica sobre la historia y
desarrollo de los distintos tipos de anadlisis de ADN dentro del area forense. Se
espera que los lectores sean tanto especialistas como estudiantes universitarios de
grado avanzado, o de posgrado de biologia interesados en informarse sobre estas
técnicas. La funcidén textual consiste en presentar, a manera de resumen, la

evolucion y los avances cientificos sobre este campo tematico, y asi presentar una
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visidn en conjunto sobre las investigaciones sefialadas. La macroestructura textual
es tipica de los articulos de resefia cientifica: resumen, introducciéon, desarrollo de
subtemas, conclusioén y referencias. Ademas, las tablas de contenido y las imagenes
son elementos no verbales que forman parte del texto.

El segundo articulo es una publicacién cientifica primaria. Se espera que los
lectores meta sean expertos en genética y biologia molecular, y que trabajen en el
area forense. Este tipo de texto supone un conocimiento mas especializado, propio
de expertos de un nivel de postgrado, conocedores de un léxico muy especifico. La
funcion textual es informar a la comunidad cientifica sobre los avances en el andlisis
de ADN en muestras degradadas. Para ello se basa en la presuposicion de que los
lectores conocen todos los conceptos fundamentales sobre el analisis de la PCR o
reaccion en cadena de la polimerasa, y estan interesados en conocer mas sobre el
nuevo método denominado “reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa duplex
en tiempo real’, lo cual define la importancia y el aporte del articulo. La
macroestructura textual presenta los movimientos tipicos de los articulos cientificos
(resumen, descriptores, introduccion, materiales y métodos, resultados y discusion,
conclusiones y referencias). Asimismo, el articulo presenta elementos no verbales
como graficos, imagenes y cuadros.

Por ultimo, el tercer articulo es un compendio de informacién cientifica
especializada sobre las técnicas de analisis de ADN. El Iéxico es especializado, y se
presupone que los lectores meta sean estudiantes de doctorado en biologia de la
Universidad de Granada, Espafia, que desean conocer los fundamentos tematicos de

esta area de estudio. Dado que este articulo se publicé en la Internet, se espera que
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sea consultado también por estudiantes equivalentes de universidades
latinoamericanas, entre otros. La macroestructura textual es similar a la del primer
articulo de este proyecto, y se asemeja a un articulo de resefia cientifica porque
presenta la evolucidon de las técnicas de analisis, describe algunas de ellas,
especialmente la PCR, y se refiere a las tecnologias previstas para el futuro,

partiendo del ano 2000.

Justificacién de la escogenciay el andlisis de la traduccidn

Respecto a la justificacion tematica, a nivel mundial los articulos cientificos por
lo general se escriben en inglés, o bien, se traducen al inglés. El motivo de este tipo
de encargo de traduccion se debe a que este idioma se ha convertido en la lengua
internacional para la publicacion cientifica. Segun algunas entrevistas realizadas con
especialistas, para que un investigador alcance lectores y audiencias reconocidas,
necesariamente debe publicar sus articulos en inglés y quien sdlo publica en espariol
se limita a una divulgacion de nivel latinoamericano o peninsular, sin poder alcanzar
a las esferas cientificas de Africa, Asia, Europa, Oceania y parte de Norteamérica.
Por lo tanto, la labor del traductor latinoamericano respecto a este género de texto en
gran parte se centra en la traduccion inversa, y mas si se tiene también en cuenta
que la mayoria de los cientificos leen y comprenden los articulos en inglés. Ademas,
este proyecto de traduccion se presenta con el propésito de penetrar en el campo de
la traduccién especializada, la cual es un desafio para el traductor costarricense.

Respecto a la justificacion del analisis, en este trabajo se establece que la

traduccién inversa (espafol-inglés) del sintagma nominal supone un esfuerzo
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sintactico importante que implica el desapego de las estructuras de la lengua
materna, e implica una adquisicibn o asimilacion, inconsciente o consciente de
algunas estructuras de la segunda lengua. Esta afirmacion se fundamenta en la
experiencia de traduccion de este proyecto, la exploraciéon de articulos en inglés
traducidos por hispanohablantes nativos, y la practica de la retrotraduccion al inglés
de articulos traducidos al espafol, como técnica sintactica comparativa. Como
consecuencia, en este proyecto se considera la necesidad de profundizar sobre este
tema, y se esbozan algunos puntos de debilidad en los que el traductor
hispanohablante es mas susceptible a incurrir en interferencias sintacticas sutiles,

especificamente en la traduccién del sintagma nominal.

Hipotesis

El proceso de traduccion inversa (espafiol-inglés) de los sintagmas nominales
del inglés en el género cientifico suele implicar un grado de interferencia sintactica
sutil por parte de los traductores hispanohablantes nativos, la cual se manifiesta
mediante la reproduccidn de construcciones sintacticas del espafol, o por el

contrario, mediante la hipercorreccion y la sobregeneralizacion.

Antecedentes

La traduccion cientifica y técnica ha sido estudiada en algunos manuales vy
libros sobre traduccion, tales como los de Jiménez (2002), Maillot (1997), entre otros.
Esta bibliografia se centra mayormente en estudios sobre terminologia,
convenciones del género textual como el uso de abreviaturas, siglas, etc; asi como

algunos rasgos macroestructurales y microestructurales generales. El papel de estas
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fuentes en este trabajo se ha limitado a proveer un panorama general sobre la
caracterizacion del género cientifico. Dado que este proyecto se ocupa de los
sintagmas nominales, la bibliografia mas importante en el campo de la traduccién es
tomada primeramente de Alcaraz (31-32, 62-64), que enumera las preferencias
sintacticas de estos textos, y entre ellas menciona la importancia de la complejidad
de los sintagmas nominales largos como un factor que contribuye a la precisién
expresiva y a la economia comunicativa. Sin embargo, Alcaraz (62) sélo menciona
este rasgo linguistico y se refiere a su efecto estilistico en el texto, pero no profundiza
mas sobre su descripcion linguistica, ni se centra en su traduccién.

En este proyecto, el fundamento tedrico para analizar la sintaxis del sintagma
nominal es la linguistica descriptiva de Bloomfield, desarrollada por Gleason (138-
298), Francis (291-325, 355-366) y Hockett (177-197), principalmente. También se
consulta bibliografia detallada sobre la gramatica inglesa, como el caso de Quirk y
otros (1985), con el fin de identificar algunos rasgos estructurales del inglés
compilados por otros autores. Respecto a la descripcibn de los procesos de
interferencia sintactica, este proyecto se plantea con base en el analisis del corpus y
el seguimiento de la metodologia de investigacién. Esto da al proyecto un caracter
innovador porque trata la interferencia sintactica desde el punto de vista de la

traduccion inversa.

A continuacion, se resumen los objetivos planteados para este trabajo.
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Objetivo general
Identificar algunos factores sutiles de interferencia sintactica que supone la
traduccidén inversa (espanol-inglés) del sintagma nominal dentro del género
cientifico, mediante el estudio linguistico descriptivo y comparado de este tipo de

construcciones.

Objetivos especificos

1. Describir y analizar distintos tipos de construcciones sintacticas de las frases
nominales presentes en los articulos cientificos traducidos, tanto en inglés

como en espafnol, mediante el método de la gramatica descriptiva.

2. A partir de la exploracion descriptiva y comparada anterior, confirmar y
describir algunos procesos de interferencia sintactica que pueden
experimentar los traductores hispanohablantes durante la traduccién inversa

de los sintagmas nominales al inglés.

Para llevar a cabo el analisis, se procede de acuerdo con los siguientes pasos:

Metodologia

1) Analizar los tipos de sintagmas nominales de los articulos cientificos
traducidos en este proyecto, asi como los encontrados en algunos textos

paralelos, y los retrotraducidos al inglés, comenzando por la descripcidon vy
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comparacion linguistica de los tipos basicos en ambos idiomas, para luego

profundizar con la caracterizacion de los mas complejos.

2) Describir los procesos de interferencia sintactica a partir de la investigacion

tedrica anterior, con el fin de proponer posibles causas estructurales, las

formas resultantes y los mecanismos de este fenémeno.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

Caracteristicas sintacticas de los textos cientificos
Este proyecto de investigacion parte del analisis de la traduccién inversa al

inglés de articulos cientificos por parte de hispanohablantes. La hipdtesis surge
mediante la observacion del comportamiento de los traductores en el manejo de
rasgos linguisticos sintacticos especificos, y el analisis de su efecto estilistico en el
género textual cientifico. La caracteristica estructural en cuestion es el sintagma
nominal complejo o multiple, el cual se ha catalogado como una construccion muy
frecuente y casi exclusiva del discurso escrito en el campo de la ciencia. De acuerdo
con Quirk (1352), el sintagma nominal es un indicador de estilo cuyo efecto es
sensible dentro de los textos cientificos, y su modalidad de uso depende del
proposito y el campo de estudio. Por lo tanto, el uso de esta construccidén contribuye
en gran parte a la aceptabilidad de la traduccion inversa en este género textual.

Alcaraz (24) menciona que entre los rasgos sintacticos del inglés académico, y en
este caso cientifico, se pueden citar: transitividad, pasivizacion, nominalizacion,
verbos ergativos, personificacion, cosificacion, ademas de algunas preferencias
sintacticas (62) como:

1) la sencillez de la estructura oracional para lograr precision conceptual y

cortesia comunicativa,
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2) las relaciones paratacticas (yuxtaposicion y coordinacién) que promueven la
objetividad expresiva y comprensiva de los datos, asi como el uso de algunas
expresiones hipotéticas,

3) la complejidad de los sintagmas nominales largos para lograr precision

expresiva y economia comunicativa.

Por otro lado, en cuanto al género cientifico en espafiol, Jiménez (116-117)
cita a Criado Pérez (19), y establece que en este género hay preferencia por los
complementos circunstanciales, uso de oraciones subordinadas que expresan
condiciones limites, construcciones personales con se, imperativos que evitan
apelacion a una persona determinada, asi como evasion de referencia directa y
concreta del agente de la accion. Ademas, Jiménez enumera otras particularidades
morfosintacticas expuestas por otros autores, entre ellas: escasez de articulos,
abundancia de sustantivos (sobre todo abstractos), la adjetivacién eminentemente
especificativa, el predominio de verbos descriptivos en general, uso del tiempo
presente en las definiciones, uso de conectores como elementos de primer orden, y
el caracter enunciativo y objetivo de la modalidad (117-118).

Duque clasifica a los articulos cientifico-técnicos como publicaciones primarias
o inéditas y publicaciones secundarias. Las primeras corresponden a articulos
originales de investigacion, donde se describen nuevos experimentos o enfoques
tedricos, se informan los resultados y se argumentan las implicaciones de estas
investigaciones (44). Ademas, van dirigidos a una audiencia muy experta en un

campo determinado (45). Por ejemplo, el articulo “A Duplex Real-Time qPCR Assay
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for the Quantification of Human Nuclear and Mitochondrial DNA in Forensic Samples:
Implications for Quantifying DNA in Degraded Samples” traducido en este proyecto,
corresponde a una publicacion primaria o inédita. Por otro lado, Duque (45) incluye
dentro de las publicaciones secundarias aquellos articulos cuyo fin consiste en
recopilar las investigaciones y avances de un campo especifico para mantener a los
expertos informados y actualizados. Los articulos “An Overview of Human DNA
Analysis in Forensics” y “Técnicas de analisis del ADN en genética forense”
traducidos en este proyecto son ejemplos de este tipo. A diferencia de la variabilidad
|éxica especializada entre un tipo de publicacion y otra, la estructura del sintagma
nominal es comparable en ambas, y en este proyecto de analisis no se establecen
diferencias sintacticas entre los articulos.

Esta investigacion traductolégica se desarrolla desde una perspectiva
linguistica, dado que los mecanismos de ajuste o desviacion de la norma estructural
por parte de los traductores hispanohablantes, en este caso, corresponden a
fendmenos del bilinguismo. Este fundamento linguistico se justifica con el fin de
alcanzar una perspectiva cientifica. Los estudios de traduccién en sus origenes se
caracterizaron por la subjetividad, la falta de métodos de investigacion, y la
especulacion. Con el surgimiento del concepto de la traduccién como una ciencia, las
teorias adquirieron mayor objetividad y se comenzaron a formular sobre un
fundamento mas investigativo.

La visién de la traduccién como disciplina o arte puede abordarse desde una
perspectiva cientifica sin afectar los aspectos estéticos, culturales o técnicos de la

tematica. Con la formulacion de hipotesis, el desarrollo de experimentos, la
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interpretacion objetiva de datos y la comprobacion de las teorias, la traduccion deja
de ser un estudio basado en opiniones, y se despoja de su estereotipo de oficio o
técnica.

Segun Catford (1), “any theory of translation must draw upon a theory of
language.” Si bien el fundamento del proceso de traduccion es de naturaleza
linguistica, no se puede reducir este estudio a ser tan sélo una rama de la linguistica
aplicada o de la linguistica comparada. Los fendmenos artisticos, socio-culturales y
filosoficos llevan esta ciencia mas alla de un simple analisis de diferencias
linguisticas entre una lengua y otra. Sin embargo, lo anterior no significa que este
tipo de estudios se deban soslayar en beneficio de otros nuevos campos de
investigacion. El analisis descriptivo y comparado de las lenguas permite examinar
con detalle las causas de algunos fenémenos traductologicos tales como la
interferencia linguistica en el desempefio del traductor, la hipercorreccion al traducir a
una segunda lengua y el desarrollo de la competencia estilistica estructural segun el

género y la tipologia textual.

Lingulistica descriptiva y constituyentes inmediatos

El origen de la linguistica moderna se caracteriza por el surgimiento de la
gramatica comparada como una disciplina de la linguistica histérica. La comparacion
linguistica detallada permitié que los investigadores descubrieran las ramificaciones
de las lenguas indoeuropeas y sus troncos comunes. A partir de alli, se desarrolld
mucha actividad en torno a la descripcion linguistica durante el siglo XIX. Sin

embargo, antes de que la linguistica descriptiva se convirtiera en una rama de la
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ciencia, primero tuvo que formar una base conceptual de acuerdo con el avance de
otros campos de estudio (Gleason 39).

Aunque la linglistica descriptiva moderna se fundament6 en el estudio del
fonema, investigadores estadounidenses como Edward Sapir (1921) desarrollaron la
idea del morfema, reconocieron la individualidad estructural de los idiomas y negaron
la relevancia del significado dentro del analisis linguistico (Gleason 44). Los trabajos
de Sapir fueron retomados y enriquecidos por Leonard Bloomfield, considerado como
el gran sintetizador de la linguistica en América (Gleason 46). Entre sus grandes
aportes, el mas importante para efectos de este proyecto es la caracterizacion
sintactica publicada en el libro Language.

En esta obra, Bloomfield divide las oraciones en dos partes, y repite el proceso
sucesivamente hasta separar todos los constituyentes de la oracion. El andlisis no se
basa en los constituyentes aislados, sino en los pares estructurales de constituyentes
obtenidos a partir de la divisidbn sucesiva de la oracion. Estos forman niveles
estructurales, en los cuales se basa Bloomfield para formular su enfoque descriptivo.
Segun este autor, “any complex form (ranging from a long sentence to a multielement
word) could be described in terms of its constituents and the grammatical features by
which these are joined” (citado en Gleason 52). Con esta perspectiva, Bloomfield
introduce la nocién de nivel estructural, y a los constituyentes de un mismo nivel los
denomina “constituyentes inmediatos”.

El enfoque de Bloomfield se utilizé en el analisis de este trabajo, dado que no
es prescriptivo, y se ajusta al estudio sincronico de las lenguas. Ademas, no se basa

en reglas de transformacién ni en el establecimiento de procesos o pasos para

121



generar las estructuras, sino que se limita a describir los patrones de formacion
estructural del idioma. Después de Bloomfield, los estudios estructuralistas en
América se amplian con el aporte de algunos profesores estadounidenses como
Charles Carpenter Fries (1952), quien introduce el concepto de “modificadores”, y
relaciona el estudio de los constituyentes inmediatos con la descripcion de la
estructura y clase de las palabras, dejando de lado el significado de estas (Gleason
79-80).

La descripcién del sintagma nominal del inglés ha sido desarrollada por
autores como Gleason, Hockett, Francis y Roberts, entre otros, a partir del enfoque
estructural propuesto por Bloomfield y el estructuralismo. El sintagma nominal forma
parte de un tipo de construcciones denominadas por Hockett como endocéntricas
(184), las que define como aquellas en las que la forma o clase del sintagma
resultante es similar a la forma y clase de al menos uno de los constituyentes
inmediatos de dicho sintagma. Un sintagma como “young cat’, que es un sustantivo
singular, esta compuesto de un adjetivo descriptivo y un sustantivo singular. El
constituyente resultante (sustantivo singular) es similar a la forma y clase de uno de
los constituyentes, representado por la palabra “cat”.

El constituyente cuya forma y clase calzan con los del constituyente resultante
se denomina ndcleo, y el otro constituyente es el atributo. Las construcciones
endocéntricas que contienen un atributo son atributivas o subordinadas, y aquellas
sin atributos se denominan coordinadas (Hockett 184-185). Este autor divide las
construcciones endocéntricas coordinadas en tipos cuyos equivalentes en espafol

son: copulativas, disyuntivas, apositivas, entre otras. En cuanto a las construcciones
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atributivas del inglés, Hockett las clasifica en cuatro grupos principales (186), pero
para el estudio del sintagma nominal s6lo se retomaran tres:

1) Atributo antes del nucleo: big tree; stone wall

2) Nucleo al inicio: number three; (the) book on the shelf

3) Atributo discontinuo: (the) latest volume to come out; better plan than yours.

Las construcciones atributivas anidadas son expresiones complejas formadas por
series de construcciones atributivas, insertas o anidadas una dentro de la otra
(Hockett 188), y las lenguas difieren en cuanto a la complejidad de este tipo de
frases. El anidamiento permite que se agreguen atributos en niveles mas inclusivos
respecto al nucleo. La siguiente figura muestra la forma en que Hockett esquematiza

este tipo de construcciones para un sintagma nominal:

fresh milk on the table

&

al this

g

Q)
N,

“

«

FIGURA 21.1 de Hockett (188)
Lasmarcas“>" y “<” se ubican en los puntos de union de los
constituyentes inmediatos, e indican la direccién del atributo haciala
posicién del nacleo

En este diagrama de constituyentes, se observa que la sintaxis del inglés
presenta una organizacién en varias capas formadas por pocos tipos de unidades
basicas, tal como lo describe también Francis (293), quien desarroll6 diagramas de

constituyentes con la misma idea, pero distinta representacién grafica. Segun
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Hockett, las construcciones atributivas anidadas son cerradas: “the process must
Stop: the nesting of constructions is closed. The whole form can then participate in
still larger forms only by coordinate or exocentric constructions” (189).

Roberts denomina a los grupos nominales como estructuras de modificacion
(189), formadas por el nucleo del sintagma mas los modificadores. Roberts senala
que los unicos modificadores que aparecen delante de los determinantes en inglés
son “all’ y “both” (193), tal como se observa en el ejemplo anterior de Hockett, e
indica que el orden de las palabras en inglés es rigido en comparacion con otros
idiomas (205).

Un sintagma nominal se puede plantear, segun Francis (311), de la forma:

determinante + adjetivo + sustantivo + nucleo + grupo preposicional + adverbio

en el que los elementos a la izquierda o a la derecha del nucleo se denominan
modificadores. Como se vera en los siguientes capitulos, algunos autores introducen
ligeras variantes a este orden propuesto, como en el caso de Gleason, que antepone
el adverbio a las frases preposicionales.

El estudio de los atributos o modificadores del inglés ha sido retomado con detalle
por profesores de lenguas y gramaticos como Quirk (1985) y Flores (2002), entre
otros. Por ejemplo, entre los premodificadores, Quirk incluye a los predeterminantes
(all, both, double), los determinantes centrales (articulos, posesivos), los
postdeterminantes (adjetivos numerales), y la premodificacion (adjetivos o frases

adjetivas, los sustantivos). Entre los postmodificadores, Quirk incluye las frases
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preposicionales, las clausulas no finitas, las clausulas relativas y la
complementacién. Por otro lado, Flores (2002) retoma otros estudios mas detallados
y dentro de los adjetivos incluye a los modificadores compuestos, y en el caso de los
postmodificadores, incluye a un grupo de adjetivos denominados “true adjectives”, los
cuales se postponen a los pronombres terminados en “body”, “one” y “thing”.
Mientras tanto, un analisis exhaustivo de los modificadores del sintagma nominal en
espanol se encuentra en la gramatica descriptiva de Ignacio Bosque (1999), y a raiz
de una comparacion de ambos sistemas linguisticos surge el analisis que provee una
base tedrica para confirmar la hipétesis de las interferencias linguisticas estructurales

presentadas en los siguientes capitulos.

Interferenciay bilingismo
En términos generales, el linguista Weinreich define a la interferencia como:
“Those instances of deviation from the norms of either language which
occur in the speech of bilinguals as a result of their familiarity with
more than one language, i.e. as a result of language contact’ (1).

Segun Weinreich, cuanto mas difieran los sistemas linguisticos entre si, mayor
sera la cantidad de formas y patrones que se excluyan mutuamente en cada idioma,
y mayor también sera la dificultad de aprendizaje y el potencial para que ocurran las
interferencias (1). Weinreich defiende a la linguistica descriptiva como la base tedrica
a partir de la cual se enuncian las formas de interferencia mutua de las lenguas en

contacto, y sefala que en la mayoria de los casos, las causas de los fenbmenos

especificos de interferencia se pueden determinar mediante métodos linguisticos (3).
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Este linglista senala que una interferencia demasiado comun entre los bilingles es
aplicar el orden de las palabras de un idioma a la sintaxis de otra lengua, lo cual
ocurre en un plano gramatical (37).

Weinreich incluye dos fuerzas opuestas dentro del fendmeno de la interferencia:
el estimulo y la resistencia. Este linguista sefiala que ambas pueden ser
estructurales o no estructurales, y entre los criterios estructurales se encuentra la
economia y la inteligibilidad linglistica (66). Algunos factores de estimulo son el
valor social y el prestigio de la lengua, la diferencia o la congruencia entre los
sistemas linguisticos, el bilinglismo de los interlocutores, etc. Entre los factores de
resistencia se incluye las actitudes puristas hacia una de las lenguas, lealtad hacia la
lengua materna, entre otros (64-65).

En sus estudios sobre la interferencia linguistica, Weinreich se basa en la nocién
sassureana de “significante” y “significado”, y formula tres tipos de bilinglismo: el
coordinado, el compuesto y el subordinado (9-10). El primero consiste en evocar el
significado y los significantes de una lengua y otra en forma separada durante la
comunicacion interlinguistica. El bilingliismo compuesto consiste en asociar el
significado del signo en ambos idiomas, y luego evocar el significante en cada
idioma por separado. Finalmente, el sistema subordinado implica evocar el
significante de un idioma a partir del significante y el significado de un signo en otra
lengua. Esto lo representa con un diagrama donde incluye el semantema “book” del

inglés y su equivalente “kniga” en ruso:
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1) Bilingliismo coordinado:
‘book”  “kniga”
/buk/ /'kn’iga/
2) Bilingliismo compuesto:
“book” = “kniga”

/bu( /'\kn'iga/

"book"
/buk/

/'kn’iga/

3) Bilingliismo subordinado:

Aunque estos diagramas se aplican a semantemas, se podrian hacer diagramas
para representar la codificacion y descifrado de estructuras.

Osgood y Sebeok también dividen a los sistemas linguisticos en compuestos y
coordinados (196). Con base en esta division, este autor plantea dos modelos de
traduccién basados en la secuencia de estimulo, respuesta, codificacion vy
decodificacién, desde la perspectiva conductual. Indica que las situaciones de
conducta son diferentes para un traductor si (a) mantiene lenguas compuestas o
coordinadas, o si (b) la traduccién es directa o inversa (200).

De Greve y Van Passel toman esta idea y representan mediante diagramas vy
esquemas de descifrado y codificaciéon (137-142), una dicotomia en el campo del
bilinglismo. Verifican, a partir de Osgood y Sebeok (1965), por un lado, la existencia

de dos sistemas linguisticos coordinados pero independientes y sin compenetracion
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reciproca, al que llaman “bilinglismo perfecto”, y lo representan de la siguiente

manera:

[©O/

Con un esquema complementario de codificacion:

LenguaA —* Lengua B

donde Ay B representan dos sistemas linguisticos diferentes.

Por otro lado, estos linguistas describen también una interseccion de dos

sistemas linguisticos que provocan interferencias, de la siguiente manera:

y agregan el esquema de descifrado y codificacion siguiente:
Lengua B— [Lengua A]— Lengua B
De Greve y Van Passel indican que:
“...casi en todos los casos existe interferencia entre los dos sistemas, o
mejor aun, uno de ellos influye sobre el otro. Las circunstancias ideales

que pueden eventualmente hacer posible la existencia de sistemas
coordinados pero independientes se producen cuando se viven dos
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campos linguisticos unidos por analogias, o por los menos por
afinidades «escenciales»” (139).

Estos linglistas proponen que las analogias o las afinidades entre los
sistemas linguisticos son condiciones ideales para favorecer la independencia y
coordinacion de los idiomas en el individuo bilingle. A partir de este enunciado, se
deduce que De Greve y Van Passel consideran que las semejanzas entre idiomas
contribuyen a la ausencia de interferencias. Mas adelante sehalan que hay
circunstancias particulares, como la presion de un sistema privilegiado sobre otro,
que destruyen esa denominada “perfecta unidad analdgica” y las interferencias se
pueden hacer mas manifiestas cuando esa presion es ejercida por una lengua de la
misma familia linguistica que el idioma materno del individuo bilingue (140). Estas
ideas son tomadas de Osgood, sin embargo, este psicolinguista afirma claramente
en su libro “Psicolinguistica” que “incluso dentro de un sistema coordinado puede
que se produzca la interferencia entre los dos conjuntos de procesos” (198).
Ademas, él no atribuye la presion linguistica a la presencia de un sistema
privilegiado sobre otro, sino a la presion mental que experimenta el bilingtue al
interpretar los signos cuando se expone a una situacion interlinguistica, aunque el
hablante tenga un sistema mental coordinado. En este caso Osgood y Sebeok
afirman que:

“Cuanto mas semejantes sean los signos... y cuanto mas similares
sean los mediadores —significados--, mas fuerte sera esta presién. Es mas

probable que se produzca la interferencia cuando las lenguas estén
estrechamente relacionadas...” (198).
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Osgood y Sebeok razonan a partir de las interpretaciones léxicas, sin
embargo, esta base tedrica abre el camino para discutir y plantear los mecanismos
de la equivalencia estructural entre las lenguas, caso especifico de este trabajo.

Otros linguistas como Lado (1961), Odlin (1989) y Cook (1993) sefialan que
las diferencias entre los sistemas linguisticos son los factores de mayor dificultad
para el aprendizaje de una segunda lengua y contribuyen a la transferencia negativa.
Lado afirma que “when the structural pattern is not paralleled in the native language,
the student will have trouble learning it because of interference from the native
language habit patterns” (146). Por otro lado, estos investigadores consideran a las
semejanzas Utiles para la transferencia positiva. Por ejemplo, Odlin sefala que
“‘much of the influence of the native language (or some other previously learned
language) can be very helpful, especially when the differences between two
languages are relatively few” (26), y considera que en este caso no se estaria
hablando de interferencia, pues el término interferencia solamente incluye a la
transferencia negativa: “interference implies no more than what another term,
negative transfer, does...” (26). El linguista Lado también respalda que las
semejanzas entre los idiomas facilitan el aprendizaje, y sefiala que éste ocurre
mediante transferencia. Sin embargo, incluye a la funcién, forma y distribucion como
parametros para medir la semejanza.

Dentro del bilingiismo y el campo de la interferencia también ocurren
fendmenos sociolinglisticos como es el caso de la hipercorreccién y la
sobregeneralizacion. Anteriormente se menciond que el prestigio es un factor de

estimulo para la interferencia. Aquellos individuos que evitan los errores en pro del
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prestigio y estatus, podrian caer en otro grupo de interferencias. Por ejemplo, Odlin
menciona a la hipercorreccion como parte del fendmeno de transferencia negativa.
Dentro de las consecuencias de la transferencia negativa menciona la baja
produccion, la sobreproduccion, los errores de produccién y la mala interpretacion.
La baja produccidon se refiere a una desviacion de la norma en el idioma meta
caracterizada por una baja frecuencia en el uso de una estructura, y funciona en
forma contraria a la sobreproduccién. Por otro lado, Odlin divide a los errores de
produccion en: sustituciones, calcos, y alteraciones de estructuras. Las sustituciones
implican el uso exacto de la estructura de una lengua en otra, mientras que los
calcos son aproximaciones muy cercanas del mismo caso, dentro de los cuales se
pueden incluir algunos errores en el orden de las palabras. En cuanto a las
alteraciones estructurales, Odlin menciona a la hipercorreccion y la define
aproximadamente como reacciones exageradas hacia una influencia particular del
idioma nativo. Aclara también que otras alteraciones similares a la hipercorreccion no
reflejan ninguna influencia directa de la lengua materna (38). Otro fenémeno
asociado es el de la sobregeneralizacion de las reglas del segundo idioma. Con el
afan de evitar errores, algunos hablantes podrian aplicar determinadas reglas en
forma generalizada, y no contemplar las excepciones o casos particulares. Estos
aspectos sociolinglisticos también son parte del fendmeno de interferencia y se

contemplan en el desarrollo de este proyecto.
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CAPITULO 2

DESCRIPCION Y COMPARACION LINGUISTICA
DE LOS SINTAGMAS NOMINALES
DEL INGLES Y EL ESPANOL

Este capitulo se centra en la descripcién y comparacion linguistica (inglés-
espanol) de los sintagmas nominales tipicos de los textos cientificos; con base en
ese estudio, en el capitulo siguiente de este proyecto se establecen factores de
interferencia linguistica aplicados a la traduccién inversa de estos sintagmas, segun
su comparacion sintactica en ambos idiomas, si se toma en cuenta que los
traductores sean hablantes nativos del espanol.

El sintagma nominal del género cientifico y técnico se diferencia de otros por
su estructura anidada que forma largas cadenas de atributos, que generalmente
constituyen estructuras de modificacion complejas con escasa coordinacion y
yuxtaposicion. Segun Alcaraz (63), en el inglés profesional y académico, el sintagma
nominal cumple una funcion tanto expositiva como descriptiva. Se utiliza para
procesos, ordenaciones logicas, explicacion razonada de un fendémeno, evaluacion

objetiva de datos, entre otros. Por ejemplo:

(1) gPCR assay for the simultaneous quantification of human and mitochondrial

DNA in forensic samples (Timken y otros 1)
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En (1), el sintagma nominal cumple una funcién explicativa porque expone la
aplicaciéon o utilidad del ensayo qPCR. Por otro lado, la funciéon descriptiva o
especificativa a menudo se manifiesta mediante una cadena de atributos que

anteceden al nucleo nominal:

(2)  cross-species sequence homology investigations (Timken y otros 2)

En este caso, el nucleo nominal de todo el sintagma es el sustantivo plural
“investigations;” el resto de elementos a su izquierda son atributos estructurados en
niveles sintacticos denominados constituyentes inmediatos (Cl) que se ilustraran
posteriormente.

En inglés, los sintagmas nominales complejos se caracterizan por una larga
premodificacion. Por otro lado, en espafiol se caracterizan por la ausencia de
premodificacion compleja y larga postmodificacion. Este tipo de construcciones
permiten que los expertos establezcan de una manera condensada y concisa,
descripciones y explicaciones que implican enumeraciéon exhaustiva de condiciones o
caracteristicas. Los traductores deben tener en cuenta que este tipo de sintagmas
representa un rasgo estilistico propio de los textos cientificos en inglés, y por lo tanto
podrian tratar de incorporarlo estilisticamente a sus traducciones, como parte de un
proceso para lograr la aceptabilidad textual. A continuacién se describen algunos
tipos comunes de sintagmas nominales del inglés y del espafiol, y se comparan para
observar estructuras sintacticas inversas, semejantes o diferentes entre ambas

lenguas.
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Frases terminolégicas nominales

Antes de presentar una descripcion de los sintagmas nominales del inglés y el
espanol, se debe aclarar que los textos cientificos y técnicos a menudo presentan
estructuras sintagmaticas nominales invariables y estandarizadas que constituyen
términos fraseologicos reconocidos en la comunidad cientifica. La traduccion de
estos términos debe ser uniformizada, dado que no se suelen aceptar distintas

alternativas para el mismo sintagma. Por ejemplo:

(3) quantitative polymerase chain reaction assTys (Timken y otros 1)

(nacleo)

Este sintagma nominal esta formado por un término fraseoldégico unico que no
presenta ningun otro equivalente tal como “quantitative chain reaction of
polymerase”. Asimismo, este término fraseologico tiene un equivalente fijo en
espanol: “reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa”, establecido en el campo
de la biologia, y al igual que en inglés, se reconoce por las siglas qPCR,.

Se aclara que el presente analisis no describe ni compara linguisticamente
estos sintagmas normalizados, sino que se centra en aquellos cuya construccion
implica interpretacion, estructuracion y ordenamiento de los constituyentes

inmediatos.
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Tipo de estructura del sintagma nominal:

Determinante+premodificador(es)+(nucleo)+postmodificador(es)

Los modificadores del sintagma pueden ser sustantivos, adjetivos, adverbios,

grupos o frases preposicionales, grupos subordinados, entre otros.

Ejemplos™:
INGLES:

A continuacién se plantean los tipos basicos de construcciones endocéntricas
atributivas del inglés cientifico, las cuales se comparan luego con las del espafiol. Se
aclara que este analisis no es exhaustivo, sino mas bien trata de representar las
construcciones mas comunes, segun el corpus de este proyecto. Estos tipos basicos
de construcciones se describen linguisticamente, para luego proceder a los
sintagmas mas complejos que se basan en estas construcciones. Este estudio le

servira al traductor para comprender los fundamentos sobre los constituyentes

! Los gjemplos a continuacion se gjustan a la siguiente nomenclatura:

A) El nucleo del sintagma se indica en negrita.

B) Los puntos suspensivos (...) indican la posible continuacion del sintagma.

C) El término “frase” incluye las frases nominales, adjetivas, adverbiales, preposicionales, de
participio, de gerundio y de infinitivo. Aungue son menos comunes, el término “frase” también puede
aplicarse a casos de subordinacion. Sin embargo, este andlisis no se centra en este aspecto.

D) Los participios, aunque funcionen como adjetivos, se incluyen por su nombre en los diagramas.

Abreviaturas: sust: sustantivo; adj: adjetivo o adjetival; adv: adverbio o adverbial; verb: verbo o
verbal; prep: preposicion o preposicional; particip: participio; infinit: infiniftivo(a); conj:
conjuncién; cons. coord: construccién coordinada; determ: determinante; modif. comp: modificador
compuesto; frase nom: frase nominal.
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inmediatos y para explorar las combinaciones atributivas posibles y aceptadas en

ambas lenguas.

Construcciones atributivas de premodificacion

Constituyentes inmediatos basicos:
A) Modificadores simples:
(4) ...sust+(nucleo): DNA extracts (Timken y otros 2)
En este caso, la construccién del sintagma no presenta dificultad porque el

nucleo solo cuenta con un modificador o atributo.

(5) ...sust+sust+(nucleo): THO1* target sequence (Timken y otros 2)
*THO1: Designa a un tipo especifico de gen.

Dada la presencia de mas de un premodificador, es necesario establecer
niveles de Cl para averiguar si THO1 modifica solo al sustantivo “target”, o si modifica
mas bien al sintagma “target sequence”. El analisis muestra que los constituyentes
“target sequence” encierran un solo concepto y por lo tanto son constituyentes
inmediatos. Si se realiza un diagrama similar al de Gleason (197), se puede
representar los niveles de construccion atributiva con el objetivo de interpretar su

significado.

THO1 target sequence
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Con este ejemplo sencillo se muestra que el modificador mas inclusivo se coloca
mas cercano al nucleo del sintagma, mientras que el mas global ocupa un nicho mas

hacia la derecha segun el numero de constituyentes que modifique.

(6) ...adj+sust+(nucleo): low room-temperature (Liu y otros 1).

Si no hubiera un guién entre “room” y “temperature”, y el sintagma apareciera
asilado, el ejemplo podria utilizarse para dos significados distintos: la temperatura

corresponde a un cuarto ubicado en una planta baja, o se refiere a una temperatura

ambiental baja.

Para el primer caso: low room temperature
p \T p

Para el segundo caso: low room-temperature

Una posible solucién para resolver esta ambigledad seria utilizar un guion

para unir “low-room” en el primer caso.

(7) ...adj+(nucleo): red phosphorescence (Marriot y otros 4)

(8) ...adj+adj+(nucleo): intense red phosphorescence (Peter y otros 3)

Mientras (7) es un tipo basico de construccion atributiva, (8) requiere

determinar los niveles de constituyentes para evitar cambios de significado. Se debe
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discriminar si la fosforescencia es de un rojo intenso, o si la fosforescencia roja es

intensa:

Para el primer caso: intense red pho]phorescence
Para el segundo caso: inten‘se re? phonhorescence

El traductor al inglés debe ser conciente de estos niveles sintacticos. De lo
contrario, cuando los sintagmas sean mas complejos, se podria alterar el orden
esperado de los atributos y como consecuencia, se generaria un significado

completamente distinto.
(9) ...adv+adj+(nucleo): highly degraded samples (Timken y otros 9)

En este tipo de construcciones, el adverbio y el adjetivo forman un solo
constituyente inmediato que luego modifica al nucleo. El adverbio nunca puede

aparecer como modificador de un nucleo nominal.

(10) ...particip+(nucleo): flanking regions (Timken y otros 4);

delayed CT (Timken y otros 6)

Como se vera mas adelante, también los participios se pueden posponer

segun el caso.
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B) Construcciones coordinadas
Estas construcciones a menudo se presentan como atributos que modifican al
nucleo. Las coordinaciones copulativas a menudo se sintetizan para formar
modificadores compuestos que se explican en el punto C. Este tipo de

construcciones se combinan con otros atributos para formar sintagmas complejos.

Ejemplos:

(11) Copulativas: “__and__": the HVI and HVII portions (Timken y otros 3)

En muchos casos, los dos atributos no necesitan un orden preferencial y se

pueden intercambiar de posicién. Sin embargo, en otras situaciones los atributos

presentan un orden légico.

(12) Disyuntivas: “__or__": known or deduced primers (Timken y otros 3)

(13) Apositivas “ " THO1 gene (Timken y otros 3)

C) Modificadores compuestos Iéxicos
Tipos comunes:
adj-adj; adv-adj; sust-adj; adj-sust; sust-sust; frase nominal; frase adj.; frase adv.;

frase prep.; frase verb.; frase coord.; frase conj.;(adj, sust) + adj deverbal.

Algunos ejemplos: (subrayados)
(14) ~170-190 bp sequence (Timken y otros 1)

(15) non-root hair shafts (Timken y otros 2)
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(16)
(17)
(18)

(19)

Estructuras complejas de premodificacion:

DOS-based program (Timken y otros 4)

real-time qPCR assay (Timken y otros 1)

end-point PCR assays (Timken y otros 1)

state-of-the-art chemistry (Wait 5)

Estas estructuras presentan una combinacién de varios constituyentes

inmediatos superpuestos en varios niveles estructurales.

Para el

traductor

hispanohablante, la construccion de estas estructuras debe hacerse con base en

estas nociones légicas de constituyentes inmediatos, con el objetivo de evitar

ambigliedad y sin sentido.

Ejemplos:

Se utiliza un diagrama de constituyentes inmediatos similar (en parte) a los

propuestos por Gleason para la linguistica descriptiva.

(20)

a

determ+

a duplex real-time gPCR* assay (Timken y otros 1)

dup]

ex

real-time

adj-sust

\_'_1

gPCR

jj+ modif.comp.+ syst +

assay

(nucleo)

Sigla del término fraseolodgico: gPCR: “quantitative Polymerase Chain Reaction.”
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En este ejemplo se muestran los distintos niveles de constituyentes inmediatos
que forman parte del sintagma. Los constituyentes o atributos que presentan una
relacion mas cercana al nucleo, es decir, los mas inclusivos, se colocan en los
niveles mas bajos, mientras que los atributos mas generales se van anidando hacia

la izquierda en niveles mas altos.

(21) well-known disease-associated SNP’s (Timken y otros 5)
well-known+ disease-associated+ SNP’s

adv+particip  sust+particip

modif, comp.+ modifl. comp.+ (nﬂclleo)

*Sigla del término fraseolégico: SNP: Single nucleotide polymorphism.

El ejemplo complejo anterior presenta dos grupos adyacentes de
modificadores compuestos, formados a su vez por un par de constituyentes
inmediatos separados por un guion, el cual indica asociacién inmediata. Este tipo de
modificadores constituyen una forma efectiva del inglés cientifico para economizar
las expresiones y simplificar la estructura de los atributos en una sola cadena

premodificadora, en vez de recurrir a la subordinacion.
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(22) ~100 bp*- ~400 bp nuclear qPCR target sequence (Timken y otros 12)
~1|00 bp - ~400 bp nuclear gPCR target sequence

| +sust j+sust

frase nom + frase nom

modif. comp. + j +syst + sust +(nucleo)

*Sigla del término fraseoldgico: bp: base pair.

En este ejemplo también se muestra que los atributos premodificadores
pueden estar formados por otros constituyentes inmediatos que es necesario
construir e interpretar. Tal como ha sido descrito por los linguistas mencionados en el
marco teorico de este proyecto, la estructura de atributos anidados de estos ejemplos
de sintagmas nominales complejos no se presentan como una cadena lineal de
modificadores, sino como niveles sintacticos superpuestos. Como se mostré en los
ejemplos anteriores sobre los tipos basicos de construcciones, los niveles sintacticos
pueden complicarse cuando se incluyen atributos que se prestan para ambiguedad.
A continuacion se muestra un ejemplo de esta situacién en un sintagma nominal

complejo, tomado de un articulo técnico sobre cohetes de plasma:

142



(23) an open-ended RF-heated magnetic mirror-like plasma device (Chang

y otros 1)

an open-ended  RF*- heated magr[etic mirror-like plasma deyice

acflj+par1i| cip+ S‘JSH parltici p+adj + sust

frase nom. + adv

determ +modif. comp.+modif, comp. +  modif.comp.+ sust+(nucleo)

*Término fraseoldgico: RF: Radio Frequency.

Este sintagma nominal complejo presenta atributos que modifican a otros
atributos en niveles distintos. Es posible que un lector no experto realice
asociaciones de constituyentes equivocadas y malinterprete el sintagma. Para un
traductor hispanohablante nativo no experto en el tema, esta construccion tan
sintética podria ser dificil de alcanzar debido a que supone una organizacion de
premodificadores compuestos anidados y separados por un guidn, los cuales

representan una estructura sintactica muy distinta a la del espafiol.

En ese ejemplo también se observa la formacion de una frase nominal, que
junto a un adverbio, conforma un modificador compuesto: “magnetic mirror-like”.
Noétese que un lector no experto podria asociar el modificador “mirror-like” con el

sustantivo “plasma”, y pensar que el adjetivo “magnetic’ engloba al resto del
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sintagma de izquierda a derecha. De ser asi, se interpretaria que el plasma es de
tipo espejo, y que el dispositivo es magnético. En realidad, es el espejo el que es
magnético, y mas bien, el dispositivo funciona con el plasma. Este ejemplo
demuestra la necesidad de identificar correctamente los niveles sintacticos

estructurales.

Construcciones atributivas de postmodificadores

A continuacién se describira brevemente la parte postmodificadora compleja
del sintagma nominal del inglés. No soélo se incluyen las estructuras de
postmodificacion posibles en la lengua, sino también aquellas que no pertenecen a la
gramatica de este idioma, sino al esparol. Estas estructuras se sefialan con el
simbolo &, que indica ausencia, y se incluyen con el objetivo de utilizarlas mas

adelante en un cuadro comparativo de las estructuras de ambas lenguas.

Constituyentes inmediatos basicos:

A) Modificadores simples:

Ejemplos:

(24) (nucleo)+sust=

(25) (nucleo)+adj...: concentrations identified (Timken y otros 5)
(26) (nucleo)+adj+adj= &

(27) (nucleo)+adj+adv...: chemical intermediates used widely in the

manufacture of dyes... (IARC 1)
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(28) (nucleo)+adv+adj+frase....: method widely used in biomedichal research

and molecular diagnostics (Timken y otros 1)

(29) (nucleo)+adj+frase...: studies performed on an instrument (Timken y
otros 1)

(30) (nucleo)+frase...: DNA to be quantified (Timken y otros 12)

(31) (nucleo)+frase +frase...: proportion of undetected alleles at STR loci

(Timken y otros 1)
(32) (nucleo)+clausula relativa...: ...amplification that spans the THO1 STR-

locus repeat region (Timken y otros 1)

B) Construcciones coordinadas
(33) (nucleo)+adj+conjuncién+adi...: Information obtained and reviewed
(Minnesota Planning 10)

(34) (nucleo)+apositivo: sequence number 96 (Timken y otros 5)

C) Modificadores compuestos |éxicos (separados por guion)=gJ

Este tipo de modificadores no se suelen posponer al nucleo nominal.

Estructuras complejas de postmodificacion:

A continuacion se cita solamente un ejemplo de muestra para representar una

estructura de larga postmodificacion:
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(35) ... assay for the quantification of human and mitochondrial DNA in
forensic samples (Timken y otros 1)

aszay for the quantjficationof human and mitochondrial DNA in fogsic samples
(ntcleo) j

ad'!+c nj + édj j + st
susJI preE + fm‘m.

cons.I coord

prep frasla. nom frasle prep.

frase nom.

sust + frase prep.
determ | |

prep frase nom.

frase prep.
I

El ejemplo anterior es wuna muestra de que las construcciones
postmodificadoras del inglés tienden a estar formadas por frases preposicionales que
se anidan de derecha a izquierda, desde la menos relacionada con el nucleo hasta la
mas inclusiva.

ESPANOL

Construcciones atributivas de premodificadores
En espaiol, las construcciones atributivas premodificadoras no suelen ser

complejas. En este idioma no se forman cadenas de atributos anidados delante del
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nacleo, tal como sucede con preferencia en el inglés técnico-cientifico. A
continuacién se presenta un examen breve sobre algunas construcciones del inglés

que estan ausentes en espafiol, dentro del género textual discutido.

Constituyentes inmediatos basicos

A) Atributos simples
(36) sust+(nucleo)= &
(37) adj+(nucleo): No es comun en el género cientifico, excepto cuando el
adjetivo es numeral. Ejemplo:
(35.1)  tres fases (Entrala 7).
En el género literario suele aparecer con frecuencia como epiteto:
(35.2) ...con la leve sonrisa, con la luz que ha borrado, como un rio de

desechos, aquellos viejos signos. (Monge 120).

Ocasionalmente se construye algun sintagma como este:

(35.3) altas temperaturas (Entrala 17).

Noétese que este ultimo ejemplo corresponde a un subtipo textual tipico de la
macroestructura de los movimientos de introduccion o discusion de los textos
cientificos, y no se forman con expresiones de lenguaje especializado. Por ejemplo,

no se acostumbra decir:
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(35.4) Los descartados ensayos, o los repetitivos datos, etc.

(36) adj+adj+(nucleo): Similar a (35), tienen frecuencia escasa en el género
cientifico, podria ocurrir en presencia de adjetivos numerales, junto con algun
adjetivo que se debe resaltar (de funcion especificativa). Ejemplo:

(36.1)  dos unicas bandas (Penacino 1)

(37) adv+adj+(nucleo): (Poco comun)

Ejemplo: poco controlables diferencias (Penacino 1)

B) Construcciones coordinadas

(38) ...adj+conj. coordinante+adj+(nucleo): cuarto y ultimo paso (Diaz y

otros 7).

Este tipo de estructura aparece de forma ocasional en los textos cientificos y

no se utiliza con frecuencia en las descripciones o explicaciones que incluyen

lenguaje especializado.

C) Modificadores compuestos Iéxicos (separados por guion)=J. En espaniol

no se utilizan estos modificadores antes del nucleo.
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Estructuras complejas de premodificacion:
No son comunes en el género cientifico, y suelen ocurrir en el género literario
en forma coordinada y yuxtapuesta. Ejemplo:

(39) La dolorosa y desesperante fria sala de hospital.

Construcciones atributivas de postmodificadores

En los textos de espafiol cientifico, este tipo de construcciones son ideales
para describir y explicar procesos. En contraste con el inglés, la mayoria de los
sintagmas nominales utilizados en el lenguaje técnico y cientifico estan formados por
un nucleo seguido por postmodificadores, que pueden ser frases preposicionales,
adjetivas, de participio, entre otros. Los grupos postmodificadores de subordinaciéon
no se estudiaran en este proyecto. A continuacion se describiran en forma general
algunos constituyentes inmediatos postmodificadores basicos del espaiol con el
objetivo de contrastarlos con el inglés y comparar luego las construcciones complejas

de sintagmas nominales en ambos idiomas.

Constituyentes inmediatos basicos:

Ejemplos:
A) Modificadores simples:
(40) (nucleo)+sust...: En textos cientificos escritos por autores que

presentan interferencia del inglés, a menudo se encuentran este tipo de
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construcciones, las cuales se incorporan al lenguaje técnico y cientifico como
anglicismos de estructura. Incluso, algunos de estos anglicismos estan
normalizados internacionalmente y se utilizan, aunque no coincidan con la lengua

receptora. Ejemplo:

(40.1)  ADN molde (Entrala 7).

En este caso, molde no es un tipo especifico de ADN, y por lo tanto, no es un

apositivo. El sintagma que se ajusta a la lengua seria: ADN de molde.

(41) (nucleo)+ad;... : bases pirimidinicas (Entrala 10).

(42) (nucleo)+adj+ad;...: ADN nuclear inespecifico (Entrala 4).

(43) (nucleo)+adj+adv...: gel aplicado posteriormente (Timken y otros 31)
(Traduccién)

(44) (nucleo)+adv+ad;...: muestras moderadamente degradadas (Timken y

otros 30) (Traduccidn).

La construccién (44) no es muy comun en espafol porque mas bien se utiliza
el adverbio pospuesto al adjetivo. Sin embargo, el lenguaje cientifico la ha adoptado

como un anglicismo de estructura.

(45) (nucleo)+adj+frase...: ADN mitocondrial en muestras forenses (Timken

y otros 7) (Traduccion)

150



(46) (nucleo)+adjt+frase+frase.... ADN gendmico de alto peso molecular
para la cuantificacion (Timken y otros 16) (Traduccién).

(47) (nucleo)+frase...: Hibridacién de la sonda marcada (Entrala 4).

(48) (nucleo)+frase +frase.... Métodos para cuantificar el ADN en la
genotipificacion (Timken y otros 32) (Traduccion).

(49) (nucleo)+clausula relativa...: el ADN que se utiliza (Entrala 1).

B) Construcciones coordinadas

Ejemplos:

(50) Copulativas: “ _y " “ ni_”: Sonda marcada y desnaturalizada
(Entrala 4).

(51) Disyuntivas: “ o ”:ensayos de gPCR uniplex o duplex (Timken y

otros 21) (Traduccion).
(52) Apositivas “____”: Los marcadores ABI Quantifiler™ (Timken y otros

1) (Traduccién).
C) Modificadores compuestos (separados por guion): Estos modificadores se

utilizan frecuentemente en el género cientifico. Ejemplo:

(53) Analisis clinico-genético (Saria 1)
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Estructuras complejas de postmodificacion:
Como se indicé anteriormente, el espanol presenta preferencia por las
construcciones de postmodificacion, y este analisis las describe detalladamente para

compararlas con las construcciones del inglés.

Ejemplo:

A continuacion se muestra que el nucleo de un sintagma es seguido por una serie
de tres niveles sintacticos que crecen progresivamente de izquierda a derecha segun
su menor especificidad respecto al nucleo, de manera que el nivel mas alto es el que
engloba aspectos mas generales. Si se compara esta estructura compleja con los
ejemplos en inglés, se observa que los sintagmas postmodificadores presentan
formas similares, pero la informacion que se incluye no es igual. Es decir, al traducir
este sintagma al inglés, una parte se deberia construir en forma de atributos
premodificadores. Las diferencias de las estructuras postmodificadoras en ambos
idiomas causan interferencia linguistica sintactica, la cual se debe también a la
ausencia de premodificacién compleja en espafiol, y al orden variable de los atributos

segun su categoria en el sintagma de ambos idiomas.
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Diagrama de construccion atributiva de postmodificadores en espafiol

(54) ensayo duplex de qPCR en tiempo real para cuantificar el ADN humano nuclear y mitocondrial en

muestras muy degradadas (Timken y otros 1) (Traduccion)

0 duplex dj gPCR entiempo rea paracuantificar e  ADN nuclear y mitocondrial humano en muestras muy|degradadas
nuc eo)+ ep+ ﬁlﬂJ“ i adj
S ntag. nom frase prep. pr?+ sintag. nom SlrSt cons.roord + adj + prep S ntagI nom
sintag, nom frase prep. | |
frase prep
infinit sintag| nom |
: prep s ntag.| nom
sintag.,, nom | |
fraseI infinit
frase prep
|
Sintag. nom

153



A continuacion se muestran dos cuadros comparativos de las estructuras del

sintagma nominal del inglés y el espaiol.

Cuadro 1. Estructuras de premodificacion?

Lengua
Tipo de estructura Correspondencia :
? ~ : Observaciones
Inglés | Espaiiol funcional
sust+(nucleo) X %) NA
*Adj numeral,
adj+(nicleo) X Xk S cug'ntlflcad_or,_en
funcion explicativa o
epiteto.
*Adj numeral,
adj+adj+(nucleo) X X* # cug/ntlflcaqor,_en
funcion explicativa o
epiteto.
* 1A
adv+adj+(nucleo) X X* # . En.funC|on,
explicativa o epiteto
. . *En funcion
+ * . . .
particip+(ntcleo) X X * explicativa o epiteto.
construcciones X N ¢ *En funcion
coordinadas +(nucleo) explicativa o epiteto.
modlflcado,re§ X & NA
compuestos léxicos
*Acompafiados de
estructuras complejas . yuxtaposicion y
e L2 X X # ! o
de premodificaciéon coordinacion, en
textos literarios.

2 Simbologia:

X: Estructura presente en la lengua
X*:Estructura presente pero con uso restringido

®

Q

casos.

: La funcion es equivalente.

. Estructura ausente en la lengua

NA: No aplica

La funcién de la misma estructura en ambos idiomas es distinta.
: La funciéon de la misma estructura en ambos idiomas es similar porque coincide en algunos
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Cuadro 2. Estructuras de postmodificacion

Tipo de estructura - Lengua — Corresp(_)ndenma Observaciones
Inglés Espafiol funcional
(nucleo)+sust X* X* ~ *Apositivos
*Incluye adjetivo en
(nacleo) +adj X* X # funcién de participio o en
funcién explicativa.
*Excepto cuando se
(nucleo) +adj+adj a* X NA utiliza coordinacién o
yuxtaposicién
*Participio en funcion de
(nucleo) + adj +adv X* X #* adjetivo, suele continuar
con frases prep.
En inglés suele continuar
con frases prep.
(nucleo) + adv + ad] X X* * *Poco comun, adoptado
como anglicismo de
estructura.
*Adjetivo en funcién de
(nucleo)+adj+frase X* X * participio o en funcién
explicativa.
, Pueden diferir en la
(nucleo)+rase X X ~ funcién comunicativa
" Pueden diferir en la
(nucleo)+irase+ frase X X ~ funcién comunicativa
Presentan distinta
frecuencia. En inglés son
. . cuatro veces menos
(ndcleo)+clausula X X frecuentes respecto a la
forma: (nGcleo)+frase
(Quirk 1274).
(nucleo) +
construcciones X X =
coordinadas
(nacleo)
+modificadores %) X NA
compuestos léxicos
* La postmodificacién en
estructuras inglés tiende buscar la
complejas de X X o epr|C|tac_|on (Quirk et.al
postmodificacién 1243), mieniras que en
espafiol es de uso
generalizado.
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En el Cuadro 1 se observa que las estructuras premodificadoras del espanol
ocurren con poca frecuencia en el género cientifico, y sobre todo se reservan para
funciones explicativas, o epitetos tipicos de los textos literarios. A diferencia de los
resultados del Cuadro 1, el Cuadro 2 muestra que todas las construcciones
postmodificadoras del inglés son compartidas por el espafiol. A partir de estos datos
se deduce que las semejanzas estructurales entre ambos idiomas no
necesariamente implican una correspondencia funcional. Algunas de esas funciones
son la simplificacién de construcciones pasivas, y la funcién explicativa relacionada
con el enfoque y el valor comunicativo del sintagma nominal, su uso restrictivo y no
restrictivo (Quirk et.al 1281).

La traduccion inversa del sintagma nominal del inglés depende no sdlo de la
construccion de estructuras validas en la lengua, sino también del estilo del género
textual, y la funcién comunicativa que cumple el sintagma segun el contexto. Tal
como se muestra en los ejemplos del analisis, en el género cientifico el sintagma
nominal del inglés suele construirse con premodificaciones largas y complejas, y
postmodificaciones complejas de frases preposicionales. Esta caracteristica no aplica
a otros textos como los literarios, o los textos convencionales utilizados para lectores
no especializados. En el préximo capitulo se analizaran las interferencias linguisticas
desde el punto de vista causal. Se describira y ejemplificara los tipos de
interferencias, y se explicaran los rasgos estructurales y funcionales que el traductor

hispanohablante podria adoptar como resultado de este fendmeno linguistico.

156



CAPITULO 3

FACTORES DE INTERFERENCIA LIN~GUI'STICA EN LA
TRADUCCION INVERSA (ESPANOL-INGLES)
DEL SINTAGMA NOMINAL

El grado de interferencia linguistica de quien traduce a una segunda lengua
depende de la competencia y el desempefio linguistico, entre otros factores. El
presente trabajo no pretende evaluar los distintos grados de interferencia linguistica
en las traducciones, sino revelar algunas areas donde se pueden producir
interferencias sintacticas sutiles durante el proceso de traduccidén inversa. Estas
interferencias se identifican como sutiles porque no corresponden a los errores
sintacticos comunes que cometen los hispanohablantes nativos durante el proceso
de aprendizaje de una segunda lengua, los cuales se suelen corregir conforme el
estudiante avanza de nivel y logra asimilar o interiorizar algunas reglas. Las
interferencias sintacticas que se tratan en este andlisis se observan en
hispanohablantes cuyo nivel de competencia linguistica en el idioma inglés es
avanzado y traducen aceptablemente a su segunda lengua. Estas interferencias no
necesariamente corresponden a errores sintacticos, sino a errores de uso y funcion
que causan debilidad estilistica sintactica que podria afectar la aceptabilidad del texto
meta.

Los datos que sustentan este analisis provienen, por un lado, de la
observacion continua de trabajos de traduccion inversa realizados por estudiantes de
posgrado en traduccion, y por otro, de los resultados de un proceso de

retrotraduccién asi como de traduccion inversa efectuados en este proyecto. Para
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comprender mejor la importancia de la metodologia, se debe tener en cuenta que la
lengua materna de la traductora de este proyecto es el espafol, y el inglés es su
segunda lengua.

Para realizar la retrotraduccion se tomaron al azar varias muestras de
sintagmas nominales complejos del corpus de los articulos cientificos traducidos al
espanol que se adjuntan en este proyecto. Estos se tradujeron de nuevo al inglés
para comparar sus estructuras sintacticas con la de los sintagmas originales. Los
ejemplos que se comentan a continuacion son tomados del proceso de
retrotraduccion al inglés, asi como del articulo que se tradujo al inglés como parte de
la investigacién. Ademas, se incluyen ejemplos de algunos textos paralelos o de
informes cientificos con tematica distinta.

Como es de esperar, la traduccion inversa que forma parte de este trabajo
presenta sintagmas nominales traducidos de la manera mas parecida a las
construcciones sintacticas correspondientes al estilo del inglés cientifico estandar, y
se evitd el uso de estructuras sintacticas que reflejaran las interferencias. Sin
embargo, este esfuerzo fue conciente, y muchas veces, el proceso de traduccion
implicé replanteamiento sintactico de los sintagmas para lograr un estilo mas
condensado, es decir, un estilo con precisidon expresiva y economia comunicativa tal
como lo senala Alcaraz en su descripcion del inglés académico y profesional (62).

Como se expuso en el capitulo anterior, el sintagma nominal del inglés y el
espanol difieren en cuanto a la posicion de los modificadores respecto al nucleo.
Mientras se observa que atributos como los adjetivos y sustantivos aparecen con

mayor frecuencia en funcién premodificadora en inglés, en espafol mas bien ocurren
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en funcion postmodificadora, y con un orden inverso en la mayor parte de los casos.
Por otro lado, el inglés también presenta estructuras postmodificadoras, las cuales
suelen aparecer construidas por un adjetivo, una forma coordinada en funcion
modificadora, y principalmente por frases preposicionales y cadenas anidadas de
ellas.

En este proyecto se analizan dos causas de interferencia linguistica. La
primera es que el tipo de construccion sintactica del sintagma nominal del espafiol y
del inglés presenta orden inverso, de modo que las estructuras del idioma materno
compiten con las del segundo idioma. La segunda razén es que el tipo de
construccion sintactica del inglés esta ausente o presenta menor frecuencia en la
lengua materna del traductor.

Los procesos de las interferencias sintacticas en la traduccion son de tres
tipos segun el mecanismo que las origina. Primero, las interferencias ocurren al
trasladar e incorporar una estructura de la lengua materna al sistema gramatical de la
segunda lengua. Esto implica formar una gramatica “nueva” que incluye algunos
calcos sutiles del espanol, y a partir de aqui producir el texto meta. Este proceso
suele ocurrir en presencia de estructuras de orden distinto o inverso entre los dos
sistemas linguisticos. El segundo tipo corresponde a la busqueda de estructuras
semejantes en ambos idiomas, mientras que el tercer tipo es la hipercorreccién. Los
dos utlimos mecanismos estan relacionados con la ausencia o menor frecuencia de
estructuras del espanol respecto al inglés. Estas interferencias pueden resultar en
construcciones que se ajustan a las normas sintacticas de la lengua, pero no

necesariamente a la pragmatica del texto.
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El tipo de construcciones basadas en las semejanzas de ambos idiomas
producen interferencias sutiles porque, como se ha visto, el hecho de que dos
estructuras sintacticas existan en dos idiomas no significa que se utilizan con la
misma funcion y efecto comunicativo. Por otro lado, el proceso hipercorrectivo no
busca semejanzas sino que persigue lograr una construccién muy aproximada a la
utilizada en el estandar de la segunda lengua, y como resultado se produce un uso
sobregeneralizado de las reglas sintacticas. A continuacion se describen las

interferencias segun las posibles causas que las originan.

INTERFERENCIAS LINGUISTICAS CAUSADAS POR CONSTRUCCIONES
SINTACTICAS DE ORDEN DISTINTO O INVERSO EN AMBOS IDIOMAS

Orden de los atributos de premodificacion

Segun la descripcion sintactica del capitulo 2, los atributos premodificadores
del inglés por lo general (con excepcidn de adjetivos numerales, epitetos y otros
casos especificos), se incluyen como atributos postmodificadores en espafiol. Segun
el orden de ocupacién de nichos “Slot-and-filler” propuesto por Gleason (140) para

los determinantes y atributos, el inglés establece el siguiente orden:

Determinante+numeral+adjetivo+sustantivo+ (nlcleo)+adverbio+frase prep.
Ejemplo modificado de Gleason (140):

(55) the  three old boxer dogs downstairswilthzlalmealln temp?r.

determ + num+ adj + sust +(nGcleo) + adv  + frase prep.
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Si la estructura (55) se compara con la de espafol, pareceria que son
similares, excepto por la ausencia de sustantivos en premodificacion, la ausencia de
adverbios como modificadores de sustantivos y la preferencia del espafol por colocar
el adjetivo de forma postpuesta:

Determinante+numeral+adijetivo*+(nucleo) +adverbio + adjetivo+frase prep.
Ejemplo:

(56) |FS trTAs familias rr||as ri|cas o‘eﬂto Dom'lngo

determ + num + (nlcleo) +adv +adj + frase prep

* Este nicho sblo se ocupa en casos especiales, en los que el adjetivo (no numeral) cumple una
funcion explicativa o epiteto.

A diferencia del inglés, si se examina la posicion del adverbio en espafiol
respecto a sus constituyentes inmediatos, este no modifica directamente al nucleo,
sino al adjetivo que le sucede.

El estudio comparado de estas estructuras no es suficiente para detectar
areas posibles donde se produzca alguna interferencia sintactica sutil, especialmente
cuando se tratan de sintagmas complejos. Es necesario examinar el orden anidado
en que los adjetivos descriptivos suelen presentarse en ambos idiomas. A
continuacion se describen algunos patrones de ordenamiento sintactico que
provocan interferencia en caso de construcciones sintacticas contrarias en la otra

lengua:
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INGLES

Premodificadores:

Valor + tamafo + temperatura o edad + forma + textura + color + origen + material

+ (nucleo) (Floresy otros 53).

Ejempilo:

(57) smal warm rounded red CostaRican coffee beans

or + ﬁﬁ+ suLT +(nLcIeo)
‘ I_#

tamano + temperatura + forJna + co

Sintagma tomado de: (Flores y otros 53).

Aunque coffee ya no forma parte de la cadena de adjetivos descriptivos, es un
sustantivo modificador del nucleo del sintagma, y segun Gleason (140) debe siempre

ir adyacente al nucleo.

Los informes petrograficos muestran el orden de los atributos:

(58) finegraijed hypidiorr||orphic grar[ular matrix

tamario + forma+ text‘rra+ (nuj €0)
|

Sintagma tomado de: (Shannon y otros 6)
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En este caso se describen las muestras de cristales de una roca. Aunque fine
se encuentra en un nivel sintactico mas interno respecto al resto de los atributos de
la frase, es decir, es un constituyente inmediato de grained, sirve para ejemplificar el
orden del adjetivo de tamano en el sintagma. Luego se incluye la forma

(hypidiomorphic), y por ultimo la textura (granular).

ESPANOL

A partir de los casos analizados en el capitulo anterior, se obtiene que el
sistema linguistico del espafol por lo general sélo permite un adjetivo antes del
nucleo nominal excepto si se aplica coordinacién o yuxtaposicién, o si un segundo
adjetivo es numeral o cuantificador. En presencia de varios adjetivos descriptivos, la

prioridad para ubicar uno pospuesto al nucleo nominal en espafiol seria la siguiente:

(nucleo) + color + material + forma+ textura+ edad o temperatura + tamafio + valor +
origen
Nota: El orden podria variar en algunos casos.

Ejemplo tipico de un informe petrografico:

(59) rtlca g1ri S verﬁjosa hol ocri|stal ina hipidi cwmc')rfi ca graTuI ar cre grano Tledi o]

(nGcleo)+ color + mjaid + farma+  textura+ tamafio

L |
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(Kussmaul 39-41)

Si se compara este sintagma con el del ejemplo (58) “fine-grained
hypidiomorphic-granular matrix,” se puede notar que el orden de postmodificacion
del primero es distinto al orden de premodificacién del segundo. Esta caracterizacion
es esencial para que el traductor sea consciente de que este orden inverso o distinto

podria causar interferencias en las traducciones. Por ejemplo,:

(60) basalto verde con bordes irregulares (Geo. Schofield 3) (Traduccion)

Angloparlante nativo: ragged-edged green basalt (Geo. Schofield Co 3)

Traductor hispanohablante nativo: green ragged-edged basalt

En el caso del sintagma producido por el hablante nativo del espariol, existe
una interferencia porque se incluye primero el adjetivo de color. Este tipo de error
puede producir un discurso poco natural y desacostumbrado para el lector hablante
nativo del inglés. El ejemplo anterior sirve para ilustrar como un tipo de construccion
sintactica de orden inverso en ambos idiomas podria causar interferencias.

Un ejemplo de interferencia tomado de las retrotraducciones realizadas en
este trabajo es:

(61) ensayo duplex en tiempo real (Timken y otros 1) (Traduccién)

Hablante nativo del inglés: duplex real-time gPCR assay (Timken y otros 1)
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Traductor hablante nativo del espafiol: real-time duplex gPCR assay

En este caso, el adjetivo duplex es numeral, y segun el orden propuesto por
Gleason (140), deberia anteponerse a cualquier otro adjetivo. La tendencia del
hispanohablante fue la de conservar la adyacencia de “duplex ” al nucleo en espanol
y trasladarla al inglés.

Otro caso en el que los traductores hispanohablantes podrian variar el orden
de los modificadores es el caso de la estructura del inglés: adj + sust + (nucleo)
descrita en (6), dado que en espafol es inversa: (nucleo) + sust + adj como

corresponde a los apositivos. Por ejemplo:

(62) regiones minisatélites hipervariables (Entrala 2)

Angloparlante nativo: hypervariable minisatellite regions (Entrala 3) (Traduccion)

Traductor hispanohablante nativo: minisatellite hypervariable regions

En (62) se observa que el traductor coloca el sustantivo antes del adjetivo en

premodificacion, lo cual rompe con la estructura del inglés descrita en (6).

Orden de modificacion segun funcion especificativa y explicativa

Los elementos del sintagma nominal que cumplen funciones especificativas o

explicativas se ordenan en forma inversa en inglés y espafiol.
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Las funciones especificativas y explicativas son importantes porque estan
ligadas a estructuras sintacticas en idiomas como el espafiol y el inglés. La funcion
especificativa da mayor énfasis al nucleo, mientras que la explicativa se enfoca mas
en los atributos. En espafiol, la forma especificativa del sintagma nominal se expresa
mediante estructuras de postmodificacion, mientras que la explicativa, se caracteriza
por la anteposicion del adjetivo (ver Cuadro 1). Por el contrario, la funcion
especificativa del sintagma nominal del inglés se expresa mediante adjetivos
premodificadores, y la explicativa suele asociarse a las estructuras de
postmodificacion, que incluye posposicion del adjetivo en algunos casos, y la

utilizacién de frases preposicionales.

INGLES
Especificativo: premodificador(es)+(nucleo)

Explicativo: (nucleo) + postmodificador(es)

Ejemplos:
(63) forensic DNA quantifications (Timken y otros 1)
(64) guantification of DNA in forensic samples (Nicklas y otros 1)

Los adjetivos antepuestos en (63) cumplen una funcion especificativa, es
decir, delimitan las caracteristicas del nucleo nominal y son restrictivos, aunque en
casos especificos también pueden ser no restrictivos. Por otro lado, los atributos

pospuestos en (64) mas bien cumplen una funcion explicativa, y aparte de ello, este
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tipo de estructuras también se utilizan en casos particulares. Por ejemplo, los
atributos poseidos por objetos inanimados suelen colocarse preferentemente como

frases preposicionales de postmodificacion en inglés (Stockwell y otros 94):

(65) the top of the mountain (en vez de ) the mountain top

En espanol: la cima de la montana

(66) the surface of the water (en vez de) the water surface

En espanol: la superficie del agua

En casos particulares como (65) y (66), la posmodificacién del sintagma
nominal del inglés coincide tanto en estructura como en funciéon comunicativa con el

sintagma del espafnol.
ESPANOL
Especificativo: (nucleo) + postmodificadores(s)

Explicativo (epiteto): premodificadores(s)+(nucleo)

Si el adjetivo es especificativo se coloca después del nucleo.

Si el adjetivo es explicativo se coloca antes del nucleo.
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Ejemplo:

(67) transiciones de fusion falsas (Timken y otros 24) (Traduccion)

(68) falsas transiciones de fusién

Los adjetivos del ejemplo (67) cumplen una funcion especificativa. Notese que
dicho ordenamiento es inverso al que se utiliza en inglés para la funcion
especificativa. En (68), el adjetivo “falsas” es explicativo y no se utiliza en las fuentes
estudiadas.

Este tipo de estructuras son fuente de interferencias en las traducciones,
porque el traductor puede confundir las funciones comunicativas y lograr efectos

contrarios. Por ejemplo:

(69) amplificacion de una secuencia de analisis de ~170-190 pb que
abarca la region de repeticion STR del locus THO1 (Timken y otros 1)

(Traduccién)

Angloparlante nativo: a ~170-190 bp target sequence amplification that spans

the THO1 STR-locus repeat region (Timken y otros 1)

(Cumple una funcion especificativa).
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Traductor hispanohablante nativo: an amplification of a ~170-190 bp target

sequence that spans the repeat region of the THO1 STR locus

(Cumple una funcién explicativa).

El discernimiento entre la funciones comunicativas depende de la situacién y
de cuan especifico sea el nucleo. Dado el alto grado de especificidad de los
sintagmas en el género cientifico-técnico, el traductor puede caer en el otro extremo

de sobregeneralizar la funcién especificativa. Por ejemplo:

(70) la probabilidad de que dos individuos sean genéticamente iguales

(Entrala 2)

Angloparlante nativo: the probability of genetic matching between two individuals

Traductor hispanohablante nativo: the genetic matching probability between two

individuals

En este ejemplo el traductor hispanohablante sobregeneraliza la funcion

especificativa. Esta “probabilidad” no es especifica porque no se esta siendo

diferenciada de otros tipos de probabilidades en el texto.
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INTERFERENCIAS LINGUISTICAS CAUSADAS POR LA AUSENCIA O BAJA
FRECUENCIA DE ESTRUCTURAS DEL SEGUNDO IDIOMA EN LA LENGUA

MATERNA DEL TRADUCTOR

A. Traduccion basada en la semejanza de estructuras alternativas presentes en
ambos idiomas

Esta tendencia sintactica se basa en el estudio descriptivo del capitulo
anterior, en el que se comparan algunos tipos de construcciones del idioma inglés
que se encuentran ausentes en espanol. En este punto se establece que una de las
formas en la que los traductores hispanohablantes nativos resuelven esta ausencia o
baja frecuencia de construcciones es basandose en las semejanzas sintacticas de
estructuras alternativas en ambos idiomas. Por ejemplo, si en espafol no se utiliza
premodificacion compleja, cuando el traductor traduce desde su lengua materna
podria recurrir a otro tipo de construcciones del segundo idioma, las cuales son mas
semejantes a la de su lengua materna. Este tipo de solucién puede ser ventajosa
porque se encuentra una manera eficiente de traducir los sintagmas. Sin embargo,
los efectos estilisticos de estas construcciones no siempre son los mas apropiados

segun el género textual que se trate. A continuacion se ejemplifica este fendmeno:

1. Baja produccion de modificadores compuestos Iéxicos
Las traducciones inversas al inglés pueden presentar preferencia por los
adjetivos premodificadores coordinados en vez de premodificadores compuestos

léxicos. En espafol no se utiliza premodificadores compuestos, y esta ausencia
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estructural podria conducir al traductor a buscar alguna otra estructura del segundo

idioma que sea mas semejante a su idioma materno.

Por ejemplo:
(71) ensayo duplex de gPCR nuclear y mitocondrial (Timken y otros 1)
(Traduccidn)

Angloparlante nativo: nuclear-mitochondrial duplex gPCR assay

(Timken y otros 1)

Traductor hispanohablante nativo: nuclear and mitochondrial duplex gPCR assay

Noétese que la construccion formada por el hispanohablante utiliza una forma
que se asemeja a una construccion del idioma materno del traductor, y coincide con
(38). La opcidén del traductor en (71) no es estructuralmente incorrecta, sino que es
menos sintética. La opcidon de formar modificadores compuestos en vez de
coordinados contribuiria al efecto estilistico condensado del inglés del género
cientifico, el cual persigue utilizar relaciones sintacticas mas concisas en la
modificacion. Otro ejemplo que muestra la baja produccién de estos modificadores

compuestos Iéxicos es el siguiente:
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(72) cualquier SNP conocido por su relacién con alguna enfermedad

(Timken y otros 19) (Traduccién)

Angloparlante nativo: any well-known disease-associated SNPs

(Timken y otros 5)

Traductor_hispanohablante nativo: any SNP known due to its relation to some

disease

En este caso, el traductor hispanohablante prefiere la postmodificacion y
utiliza un participio junto con formas coordinadas. En otros casos el traductor también
puede recurrir a las clausulas relativas.

Utilizar frases preposicionales postmodificadoras adyacentes al nucleo o a un
participio postpuesto al nucleo, en vez de premodificadores de compuestos Iéxicos,
es otra de las tendencias sintacticas donde los traductores hispanohablantes podrian
diferir en estilo respecto a los hablantes nativos del inglés en los textos cientificos.
Dada la ausencia de estructuras formadas por modificadores complejos cuyo
segundo componente se deriva de una forma verbal, adjetiva o adverbial en espafiol,
el traductor recurre a una estructura del idioma meta que sea mas semejante a su

idioma materno, tal como la que se menciona. Un ejemplo de este caso es:

(73) sondas de deteccion de sustancias especificas

(Timken y otros 1) (Traduccion)
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Angloparlante nativo: target-specific detection chemistries (Timken y otros 1)

Traductor hispanohablante nativo: chemistries for the detection of specific

targets

Este ejemplo muestra que el traductor hispanohablante recurre a la
posmodificacion de su idioma materno, y construye un sintagma mas largo en inglés,
formado por frases preposicionales postmodificadoras. Sin embargo, el hablante
nativo del inglés prefiere utilizar un modificador compuesto de uso generalizado en
textos cientificos, cuyo segundo componente es una forma adjetiva. El siguiente

ejemplo muestra la alternativa “nucleo+participio+frase” del mismo fenémeno:

(74) un gel que ilustra el grado de fragmentacion del ADN para las

muestras tratadas con DNasa (Timken y otros 29) (Traduccién)

Angloparlante nativo: a gel illustrating the degree of DNA fragmentation for the

DNase-treated samples (Timken y otros 9)

Traductor hispanohablante nativo: a gel indicating the degree of DNA

fragmentation for the samples treated with DNasa
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En este ejemplo, el traductor soluciona la ausencia de modificadores
compuestos premodificadores en su idioma materno, y forma una estructura que se

comparte en ambas lenguas.

2. Baja produccion de participios (—-ing) postpuestos al nucleo:
(nucleo) + participio
A partir del analisis del corpus de este trabajo, se observa que la frecuencia de
participios postpuestos al nucleo es menor en espafiol respecto al inglés (ver ejemplo
(43)), y la estructura mas utilizada es la clausula relativa. Dadas estas condiciones, el
traductor hispanohablante nativo recurre a esta ultima forma estructural que se

comparte en ambas lenguas pero con distinta distribucion. Por ejemplo:

(75) un medio que contiene uno de los cuatro nucleétidos (Entrala 13)

Angloparlante nativo: a medium containing one of the four nucleotides

Traductor hispanohablante nativo: a medium that contains one of the four

nucleotides
En este caso, el participio presente (—ing) del inglés se utiliza como
modificador. En espafol no ocurre asi con el gerundio, especialmente cuando el
nucleo es un nombre inanimado. Se observa que el traductor prefiere introducir el
pronombre relativo “that” y utiliza una clausula subordinada. La preferencia por estas

clausulas también se refleja en el uso del participio pasado (—ed).
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3. Sobreproduccion de sintagmas nominales con determinante

Dado que en inglés los sintagmas nominales pueden o no incluir un articulo
definido segun la funcion restrictiva o no restrictiva del nucleo, mientras que en
espafiol el articulo se conserva para ambas situaciones, los traductores
hispanohablantes suelen incluir mayor numero de estos determinantes en los textos.

Por ejemplo:

(76) la actividad de la Taq polimerasa (en un contexto general: nucleo

sustantivo inespecifico o no restrictivo) (Entrala 7)

Angloparlante nativo: Taq polymerase activity

Traductor hispanohablante nativo: the Taq polymerase activity

El traductor incorpora el articulo “the” al sintagma, y lo torna restrictivo. Para
un contexto general, este articulo se omite en inglés. Otro extremo consistiria en

evitar siempre el articulo, lo que causaria una sobregeneralizacién de la regla.

4. Baja produccién de premodificacién compleja

Como se mostré en el capitulo anterior, el espanol carece de construcciones
anidadas de premodificadores, y una de las alternativas de los traductores
hispanohablantes para resolver este faltante es el uso de frases postmodifcadoras
que existen tanto en inglés como en espafol, pero con frecuencia y funciones no

completamente correspondientes (Ver Cuadro 2). Por ejemplo:
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(77) los métodos proteicos y séricos utilizados con anterioridad en el area

forense (Miller y otros 4) (Traduccion)

Angloparlante nativo: previously used forensic protein and serological methods

(Miller y otros 4)

Traductor hispanohablante nativo: methods based on proteins and serum, which

were previously used in forensics

Aqui el traductor sigue la ramificacion derecha de modificadores de su idioma

materno, y alarga mas el sintagma al introducirle subordinacion.

B. Hipercorreccion

La hipercorreccion es un fendbmeno que se produce cuando el hablante
“abusa” de determinada estructura linguistica y la emplea en contextos inapropiados.
En este estudio se detecta como parte del fendmeno de interferencia linguistica. De
acuerdo con Gleason (382), la hipercorreccién sintactica se produce cuando el
hablante no nativo de una lengua realiza un esfuerzo por corregir sus estructuras,
pero a pesar de esta actitud, sus producciones sintacticas reflejan que no comprende
completamente el patron normativo de la lengua meta. A continuacién se ejemplifican
dos tipos de situaciones sintacticas en las que se manifiesta el uso hipercorrectivo de

los patrones del segundo idioma.
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1. Abuso en lalongitud de construcciones atributivas anidadas

El traductor hispanohablante podria ser consciente de la necesidad de incluir
construcciones premodificadoras anidadas en los textos de inglés académico. Como
consecuencia, es probable que incurra en complicar de manera extrema dicho tipo

de construcciones. Por ejemplo:

(78) cuantificacion simultanea de ADN nuclear y mitocondrial en muestras

forenses (Timken y otros 1) (Traduccién)

Angloparlante nativo: simultaneous quantification of human nuclear and

mitochondrial DNA in forensic samples (Timken y otros 1)

Traductor hispanohablante nativo: human nuclear and mitochondrial DNA

simultaneous forensic sample quantification

En (78) la estructura formada por el traductor resulta muy compleja porque
incluye una construccién coordinada antepuesta a una estructura anidada de
atributos. Ademas, utiliza un sintagma nominal complejo para modificar a otro igual.
Como se observa en la descripcidon linguistica del capitulo 2, en inglés no suelen
ocurrir tales tipos de anidamientos. La utilizacion de sintagmas complejos
modificadores de otros sélo ocurre en posicion posmodificadora como en (31). Duque

sefala que el numero de premodificadores raramente debe exceder a tres por
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motivos de comprension de las ideas, y que se pueden usar frases preposicionales
para expresar el resto de la informacion (146).

Sin embargo, Quirk y otros (1298) indica que la postmodificacion multiple en
inglés podria resultar en ambigledad y en problemas estilisticos como la
inaceptabilidad estructural, y afirma que un orden cuidadoso de los constituyentes en
el sintagma nominal es fundamental para comunicar la intencién. En relacién con lo
mismo, Duque sefala que mas de tres frases preposicionales seguidas producen un
estilo pomposo vy artificioso (170). Por lo tanto, un uso balanceado de las estructuras
es clave para mantener la claridad textual. Otro ejemplo de hipercorreccién es el

abuso en el numero de sustantivos premodificadores:

(79) evolucidén de las técnicas de estudio de los polimorfismos de ADN

Angloparlante nativo: evolution of techniques in the study of DNA polymorphism

Traductor hispanohablante nativo: evolution of DNA polymorphism study

techniques

El sintagma del traductor es poco natural, y en el manual de estilo para el
género cientifico-técnico en inglés, Duque recomienda no exceder dos sustantivos
antes del nucleo, y advierte que es preferible que haya un sélo sustantivo en funcion

premodificadora (146).
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2. Sobregeneralizacion del participio con terminacion (-ed) en posicion de

premodificador

Otro tipo de hipercorreccion sintactica asociada con la sobregeneralizacion de la
segunda lengua es el uso extendido del participio con terminacién (-ed) del inglés en
posicion de premodificador. Algunos hispanohablantes generalizan la funcién adjetiva
antepuesta del participio y obvian la funcién propia del participio derivada de
construcciones pasivas, frases fijas, la condicién de estado o proceso, y de permanencia o
temporalidad, etc. Respecto a estos ultimos factores, Quirk describe detalladamente los
casos en los que un participio, en este caso el terminado en —ed, se utiliza de forma
antepuesta o postpuesta en el sintagma nominal del inglés (1327-1330). Ademas del
esfuerzo correctivo, este tipo de interferencia conlleva el factor de ausencia o rareza de los
participios antepuestos al nucleo en espafol. Algunos ejemplos de esta

sobregeneralizacién son:

(80) Informacidn provista (en un titulo)

Angloparlante nativo: Information Provided (Entrala 5) (Traduccién)

Traductor hispanohablante nativo: Provided Information

(81) Personas entrevistadas (en un titulo).

Angloparlante nativo: People Surveyed (Salleh 1)

Traductor hispanohablante nativo: Surveyed People
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Notese que en estos casos, el hablante nativo del inglés opta por posponer el
participio de funcion adjetiva dada la condicién fija de la frase en el titulo, y ademas el

participio indica una condicién temporal, que implica postposicion al nucleo.

En (80) se observa una forma simplificada de la clausula:

(82) Information that was provided

En (81) también se simplifica la siguiente clausula:

(83) People that were surveyed.

En resumen, las interferencias linguisticas que suelen aparecer en la
traducciéon inversa (espanol-inglés) del sintagma nominal son producto del orden
inverso de algunas construcciones sintacticas en ambos idiomas, asi como de la
ausencia de construcciones equivalentes de la segunda lengua respecto al idioma
materno del traductor. Aunque un traductor hispanohablante presente un nivel de
competencia linguistica muy amplio en su segundo idioma, es importante que retome
un estudio como éste, en el cual podria visualizar de forma descriptiva algunos de los
procesos sintacticos que causan desventajas estilisticas y comunicativas en los
textos traducidos, y en este caso especial, en los textos cientificos o de inglés
profesional y académico.

Seria ideal para el traductor interiorizar el orden usual de los modificadores en
inglés, dado que este es uno de los principales factores de interferencia. Ademas,

quienes traducen deben tener en cuenta que las semejanzas o coincidencias
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estructurales entre un idioma y otro no implican correspondencia pragmatica.
También, es importante considerar factores de hipercorreccion como los analizados
en este proyecto porque el afan por producir estructuras “correctas” podria implicar
una sobregeneralizacién de algunas.

El siguiente cuadro resume el tipo de interferencia, las causas estructurales y
la forma simplificada del sintagma nominal en ambos idiomas para explorar los
puntos de divergencia y equivalencia. Aqui se muestra el aporte de esta
investigacion en cuanto a la clasificacion de las interferencias encontradas, y la

descripcion general de la forma resultante.
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Cuadro 3. Resumen de resultados®

Tipo de
interferencia

Causa
estructural

Formaen L1*

Formaen L2

Forma producida por
interferencia en L2

Desubicacion de
premodificadores

Orden inverso
entre
modificadores de
L1yL2

(nucleo)+color+material+
forma+ textura+ edad o
temperatura+tamano+valor +
origen

(nucleo)+sust+adi

valor + tamafio + temperatura
o edad + forma + textura +
color + origen + material +
(nucleo)

adj+sust+(nucleo)

Una posible:
color+ forma+(nucleo)

sust+adj+(nucleo)

Desubicacion de
modificadores

Orden inverso de
modificacion
explicativa o
especificativa

Especificativo:
(nucleo)+postmodificador(es)

Explicativo (epiteto):
premodificador(es)+(nucleo)

Especificativo:
premodificador(es)+(nucleo)

Explicativo:
(nucleo)+postmodificador(es)

Especificativo:
(nucleo)+postmodificador(es)

Explicativo:
premodificador(es)+(nucleo)

Baja produccion de
modificadores
compuestos léxicos

Ausencia en L1 de
modificadores
compuestos
|éxicos en
premodificacion

%)

Estructuras alternativas: ver
la forma producida por la
interferencia en L2

palabra-palabra+(nucleo)

modif+cons.coor+modif+
(nucleo)

nucleo+clausula
(nucleo)+frase

nucleo+participio+frase

Baja produccion de
participios (-ing)
postpuestos

Mayor frecuencia
de
(nucleo)+clausula
en L1

<< (nucleo)+gerundio/particip

Estructura alternativa: ver la
forma producida por la
interferencia en L2

(nucleo)+participio
(ing) (—ed)

(nucleo)+clausula

4 Simbologia: L1: Lengua materna (espafiol); L2: segunda lengua (inglés); <<: mucho menos frecuente; >>: mucho mas
frecuente; &: estructura o elemento ausente.
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Cuadro 3 (continuacién). Resumen de resultados

Tipo de interferencia

Causa estructural

Formaen L1

Formaen L2

Forma producida por
interferenciaen L2

Sobreproduccion de
sintag. nom. con
determinante

Muy baja frecuencia
de sintag. nom. sin
determinante en L1

articulo+(nucleo)

<< J+(nucleo)

articulo+(nucleo)

J+(nucleo)

>>articulo+(nucleo)

Baja produccion de
premodificacién
compleja

Ausencia en L1 de
premodificacion
anidada compleja sin
yuxtaposicion

%)

Estructuras alternativas:
ver la forma producida por
la interferencia en L2

distintos niveles de
premodificadores+(nucleo)

(nucleo) +distintos niveles
de postmodificadores

Oraciones en vez de
sintagmas

Sobreproduccion de
premodificacién
compleja

Ausencia en L1 de
premodificacion
anidada compleja sin
yuxtaposicion

%)

algunos niveles de
premodificadores+(nucleo)

exceso de niveles de
premodificadores+(nucleo)

Sobregeneralizacion de
atributos antepuestos al
nucleo

Baja frecuencia de
premodificadores
adjetivos en L1

<< adj+(nucleo)

>>adj+(nucleo)

Sobregeneralizaciéon de
adj+(nucleo)
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CONCLUSIONES

Los estudios linguisticos aplicados a la traduccion reivindican el empleo de los
métodos analiticos cientificos al analisis de los fendmenos traductolégicos. Una
teoria del lenguaje suministra una base objetiva y confiable para derivar
conclusiones, con lo que se evitan los planteamientos subjetivos o especulativos. El
analisis linguistico descriptivo y contrastivo de este proyecto permite detallar las
implicaciones estructurales y estilisticas de las interferencias en la traduccion
inversa, y explora sus causas segun el contacto entre la lengua materna y la
segunda lengua.

Hay diversidad de opiniones entre los linguistas respecto a la ventaja o
desventaja de las diferencias y similitudes entre los sistemas linguisticos del
individuo bilinglie, que en este caso seria el traductor hispanohablante. A partir de
este proyecto se establece que el orden inverso o contrastante entre los
modificadores del sintagma nominal del inglés y el espafiol son una fuente de
interferencias basadas en las disimilitudes entre los sistemas linguisticos. Este factor
incluye el ordenamiento de los premodificadores segun el tipo de adjetivo, y el orden
segun la funcion especificativa o explicativa del sintagma. Otro aspecto que
contribuye al desarrollo de las interferencias y que esta relacionado con la diferencia
tipoldgica es la ausencia en espaiol de premodificadores compuestos léxicos y con
afijos, y la ausencia de premodificacion anidada compleja.

A partir de los datos analizados en el corpus se infiere que un factor de

interferencia en la traduccion inversa del sintagma nominal es la busqueda de
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equivalencia formal para facilitar la labor traductolégica, la cual no es exacta, sino de
naturaleza aproximada, tal como lo sefala Catford (33). Este factor implica que a
veces se eluda la aplicacion situacional y textual de esas estructuras. A nivel general
se vislumbran dos reacciones del traductor hispanohablante ante las diferencias de
tipologia estructural entre las lenguas que utiliza. La primera consiste en refugiarse
en la lengua materna o dominante, y la segunda implica refugiarse en la aplicacion
de reglas del L2. Estas dos actitudes se convierten en factores potenciales para las
desviaciones de la norma, no sélo dentro del sistema linguistico en general, sino en
lo relativo a los géneros discursivos.

Cuando hay diferencias tipolégicas entre las lenguas, lo ideal es que el
traductor reaccione con un sistema de decodificacién y codificacion compuesto o
coordinado en el que se genere un canal de respuesta independiente para la lengua
meta, y la traduccién se base en la equivalencia estructural dinamica. Uno de los
mecanismos de interferencia confirmados por este proyecto es el uso recursivo de
estructuras alternativas en ambos idiomas que sean semejantes entre si en cuanto a
su forma, pero no en cuanto a sus caracteristicas funcionales, comunicativas, o
discursivas. A partir de este punto se producen calcos estructurales de la lengua
materna, fundamentados en aproximaciones formales que no necesariamente
producen errores gramaticales en el texto meta. Si la estructura formal semejante
que se plantea para resolver la diferencia tipoldgica no tiene en cuenta los factores
de funcién y distribucion, propuestos por Lado (146), el traductor se desvia de la

norma linguistica y disminuye la aceptabilidad de su texto.
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El mecanismo de interferencia basado en el calco estructural, que ocurre
cuando los premodificadores en el sintagma presentan rasgos de orden inverso, se
puede representar asi:

Esquema 1:

Traduccion inversa

En este esquema G1 es la sigla para la gramatica del espanol, y G2 la del
inglés. La zona sombreada en G1 indica las construcciones de ordenamiento de los
premodificadores en el sintagma nominal. Esta zona sombreada se traslada a G2
durante la traduccion inversa. Como consecuencia, el traductor construye una
gramatica nueva, no totalmente compatible con G2, y el texto meta se compone de
una parte gramatical G2 con equivalencia dinamica respecto a la G1, y otra parte
correspondiente a calcos estructurales sutiles adoptados durante el proceso.

Por otro lado, el mecanismo de interferencia basado en las semejanzas de
forma sintactica se presenta en el esquema 2. Aqui, el proceso parte de una zona
comun entre los dos sistemas, que se indica mediante la parte sombreada, y se
relaciona con la forma de las estructuras. Las interferencias que surgen conllevan

rasgos estilisticos de tipologia textual y funcion.
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Esquema 2:

Traduccion inversa

Finalmente, el mecanismo de traduccion basado en la hipercorrecciéon o
sobregeneralizacion, relacionado con la aplicaciéon de reglas gramaticales en la
traduccion, se representa en el siguiente esquema:

Esquema 3:

Extraccion, generalizacion y
exageracion de reglas

Traduccion inversa

En el esquema 3. el traductor recurre sélo a la gramatica de su segunda
lengua, y la traduccién de una estructura parte de un conjunto de reglas gramaticales
extraidas (RG2) del sistema gramatical global del L2. Como consecuencia, ocurre la
hipercorreccion y la sobregeneralizacion en la traduccion inversa, porque no se parte

del conjunto total de posibilidades gramaticales de L2.

187



El modelo ideal de la traduccidn inversa se puede representar de dos maneras
en los esquemas siguientes:

Esquema 4:

Traduccion inversa

En este esquema, el sistema de la lengua materna y la segunda lengua son
totalmente independientes, y el traductor no tendria interferencias. Sin embargo, este
modelo no sélo se aleja de la realidad, sino que las interferencias pueden ser
positivas en algunos casos, tal como Odlin sefala al referirse a la “transferencia
positiva”. Dado que los sistemas linguisticos pueden compartir estructuras,
especialmente cuando tienen parentesco cercano, un modelo mas realista respecto
al uso y combinaciéon de gramaticas en la traduccién, se representa en el siguiente
esquema:

Esquema 5:

Transferencia positiva

Traduccion inversa

188



Como se ha senalado en este proyecto, las semejanzas no siempre son
ventajosas, y el esquema 5 se aplicaria mas a casos donde el traductor trabaja con
lenguas muy afines entre si, por lo que no dejaria de ser un modelo idealizado.

Una parte del proceso de las interferencias se explica mediante el analisis
inductivo del comportamiento del traductor, a partir de dos premisas que se
desprenden del modelo bilingie de Weinreich, pero con una aplicacién
completamente traductoldgica. La primera es que el traductor interpreta los estimulos
simultdneamente en ambas lenguas, si se trata de una situacion interlinguistica. La
direccién de la traduccion no es un factor a considerar dentro de esta premisa porque
independientemente de si el estimulo linguistico inicial se produce en la lengua
materna o en la segunda lengua, el sistema de codificacion y decodificacién actuaria
en forma simultdnea para ambas lenguas. Durante este proceso, la lengua materna
puede producir la interferencia si esta se considera como la mas influyente en el
individuo, ya sea por la exposiciéon a un medio hispanohablante, como es el caso de
los traductores que residen en Costa Rica, o por el orden de aprendizaje de las
lenguas.

Por otro lado, la segunda premisa es que el traductor subordina la respuesta
en la segunda lengua a los estimulos recibidos en la lengua materna. Partiendo de
ahi, la estructura de la lengua materna condicionaria en gran parte a la traduccion
sintactica inversa. De ser asi, el traductor calca estructuras de su lengua materna, o
bien, realiza un esfuerzo por aplicar las reglas del inglés de forma rigida con el fin de

evitar las desviaciones de la norma. Este proceso de interferencia no se consideraria
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comun en un traductor competente, sin embargo podria surgir de forma sutil en
casos especificos.

Dentro de un modelo bilinglie compuesto, y teniendo en cuenta los conceptos
de estimulo y respuesta utilizados por Osgood, los procesos de interferencia de la

lengua materna en la traduccién inversa, se pueden plantear asi:

Diagrama psicotraductoldgico de la interferencia de la lengua
materna en latraduccion inversa

[interpretacion muy activaen Li] — Respuestal; ++

estimulo . .
LL————» interferencia

[interpretacion activaenL,] — Respuestal;

Busgueda de mecanismos de

interpretacion
transformacion deL; a sz

—> —

) activaen LJ Respuestal.s

L estimulo T
11—

— Respuestal,

_ » interferencia
[mterpretau on} __» No hay respuesta
pasivaen L, inmediata o total
en L2

En 1. se observa que el estimulo inicial producido por la lengua materna del
traductor, que en este caso seria un texto T1, pero que se podria proyectar al ambito
oral, se interpreta simultdneamente en espanol e inglés durante una situacion
interlinguistica. Sin embargo, la interpretacion en L1 es mas activa que en L2. Como
consecuencia, la respuesta en L1 hacia ese estimulo es mucho mas pronunciada

que en L2. La interferencia surge al activar ambos sistemas simultaneamente, dado
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que puede haber intercambio inconciente segun las reacciones mentales del
traductor. Este modelo de traduccion es variable y depende de la situacion. Segun el
medio interlinguistico al que el traductor se exponga, varia el grado de interferencia
que experimente, y esto tiene que ver con su desempefo, y no con su competencia.
Este aspecto abre las puertas para nuevas investigaciones que también abarquen el
desempeno oral, como en el caso de la interpretacién, dado que durante el proceso
de produccion oral los intérpretes podrian experimentar distintos grados de presion
de una lengua sobre otra al tener que combinar ambos sistemas linguisticos
simultaneamente.

En 2., la interpretacién del estimulo en L1 causa una interpretacion activa en
L1, pero una pasiva en L2. Dadas estas condiciones, no se produce una respuesta
inmediata o total en L2, y el traductor recurre a la respuesta que surgié en L1. A partir
de aqui se produce una busqueda de mecanismos de transformacion de las
estructuras de L1 a L2, lo que seria un proceso de traduccién a partir de la lengua
materna, y es en esta fase donde se producen las interferencias que se transfieren a
L2. Este proceso implica no soélo la interferencia de la lengua materna, sino también
la aplicacion de reglas de conversion gramaticales, que podrian resultar en
hipercorreccion y sobregeneralizacion. Las interferencias generadas por este modelo
tienden a ser mas permanentes y no tan situacionales como las del punto anterior.
Aqui se pueden incluir aspectos como el tipo de asimilacién o los métodos de
aprendizaje de la segunda lengua que experimentd el traductor, entre otros. En este

aspecto entra en juego la competencia linguistica estructural en casos sutiles.
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Al incurrir en las interferencias, el traductor puede trabajar con ambos
mecanismos psicolinguisticos de interpretacion de estimulo, combinandolos segun la
situacion o caracteristica sintactica en particular. Esto significa que no todas las
areas de asimilacion y produccién linguistica trabajan igual en la mente del traductor.
La influencia de la estructura de la lengua materna puede ser mas fuerte en algunas
areas que en otras. Este tipo de modelos son utiles para plantear nuevas hipétesis y
metodologias de investigacion.

La observacion es una herramienta importante para el planteamiento de
hipotesis, tal como ha sido el caso de este proyecto de investigacidon. La observacion
comparativa de caracteristicas estructurales del sintagma nominal en textos
cientificos del espafol y el inglés, indica que la organizacion de los constituyentes
inmediatos en el idioma materno, asi como su estructura en distintos niveles puede
influir de manera sutil en la traduccion inversa. Una exploracion a la luz de la
linguistica descriptiva y comparada permite concluir que las diferencias o semejanzas
entre los dos sistemas linguisticos pueden traicionar la mente del traductor y conducir
el proceso de reaccion linguistica hacia la lengua materna. La semejanza en la forma
puede competir con la semejanza en la funcion comunicativa de las estructuras. La
competencia textual y de género en ambos idiomas es un factor indispensable para
reconocer el empleo inusual de alguna norma estructural, dada su distribucion
distinta segun la tipologia textual. Se puede afirmar que los juegos de semejanzas
estructurales sutiles podrian incluso denominarse “cognados estructurales”, en

analogia con los léxicos.
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El planteamiento de problemas sintacticos en la traduccién cientifico-técnica
ha pretendido trascender los problemas de equivalencia terminolégica. Como afirma
Maillot, es un error “no ver en la traduccion cientifica mas problemas que los de
vocabulario” (32), y recomienda la practica de la estilistica comparada. Una
traduccién cientifica técnica planteada soélo desde el punto de vista terminologico
especializado podria verse reducida al esfuerzo de buscar o elaborar glosarios y
diccionarios para lograr una equivalencia Iéxica. Esta investigacion, en cambio,
mediante una relacion estrecha con la linguistica, ha intentado cuestionar ciertos
comportamientos linguisticos y analizarlos a la luz del estudio tedrico-descriptivo y
comparado de un corpus. Estas investigaciones contribuyen a que los traductores
evaluen su desempefo y puedan establecer pautas de calidad segun el estado
sincronico de las lenguas. Ademas, esto permite el desarrollo de una vision
introspectiva sobre los mecanismos de traduccion y sobre el grado de interferencia
del traductor.

Lamentablemente, ha habido reticencia entre algunos en cuanto a analizar los
cuestionamientos traductolégicos desde una perspectiva linguistica. Segun sefala
Maillot, entre los traductores “hay muchos que, no sélo no son linguistas, sino que
muestran incluso, con respecto a la linguistica, cierta repugnancia, la cual se explica
en gran parte por la aversion que sienten hacia la anarquia reinante en el vocabulario
de la linguistica” (170). Ante esta situacion, se espera que este trabajo anime a los
traductores a fundamentar sus hipotesis desde el punto de vista cientifico de la

linguistica.
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Para continuar con mas estudios estructurales, se puede analizar por ejemplo
la sobregeneralizacién del genitivo posesivo en la traduccién inversa, la cual es
comun en otro tipo de textos. En futuras investigaciones afines, se recomienda el
campo de las interferencias estructurales transferidas del inglés al espafiol. En el
caso del sintagma nominal, se puede estudiar el articulo contracto “del” frente al uso

de la preposicidon “de”, y la forma de las frases adjetivas.
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AN OVERVIEW OF HUMAN DNA ANALYSISIN FORENSICS

Abstract: Genetic variations among individuals of a particular species are a fundamental
fact of life. However, the commonalities between genomes, even across related species,
are very striking. The work of Alec Jeffreys, which recognized the commonalities and
differences found in human DNA that provide a unique fingerprint of an individual, led
to the introduction of DNA analysis into the legal arena. Since then, DNA analysis
techniques have continued to evolve and become more discriminatory. This article will
give an overview of the sequence features that are commonly used by forensic analysts
for human DNA identification. These include variable number of tandem repeats
(VNTR), short tandem repeats (STR), mitochondrial DNA, Y -chromosomes (or Y-STRs)
and single nucleotide polymorphisms (SNPs). Thus, DNA forensics can be defined as the
use of measured molecular variations to identify and distinguish between individual
samples. The legal admissibility of DNA profiles as evidence has been expedited by (i)
the establishment of the national DNA databases, such as Combined DNA Information
System (CODIS) and human SNP reference database (dbSNP), and (ii) the commercial
development of robust and reproducible multiplex Kits. These progresses have enabled
the DNA profiling technique to emerge as a potent and priceless tool for criminal
investigations, either for incriminating or for exonerating individuals.



INTRODUCTION

Forensic DNA analysis has largely been directed at human identification [1]. As a result of human
genome sequencing, it has been determined that the human genome comprises about 3 x 10°
nucleotide base pairs, and the vast mgjority of human DNA (99.9%) is shared between individuals
[2, 3]. However, there are regions of DNA, in the case of humans 0.1% (one base pair out of every
1000), that have sufficient polymorphism (or makes an individual unique) to be used as a tool for
individual identification [4]. These polymorphisms serve as the basis for DNA profiling. Hence,
DNA forensics can be defined as the use of measured molecular variations to identify and

distinguish individual samples from one another.

Forensic DNA evidence made its first appearance in the US court system in 1986 in Florida v
Andrews case and DNA has remained the focus of public attention ever since [5]. During these
years, forensic DNA analysis has experienced tremendous progress towards the development of
robust, efficient and precise protocols. Consequently, results of forensic DNA profiling are now
largely accepted in courts as crucia evidence. In addition, powerful databases of forensic DNA
profiles have been implemented in many countries. The databases, such as Combined DNA Index
System (CODIS), help to solve crimes and bring criminals to justice, as well as aid in freeing people
that have been wrongly accused [6]. DNA analyses are aso used in other types of human
identification such as paternity testing, missing person’s investigations, identification of unknown
soldiers and investigations of mass disaster scenes. Here, we review the techniques that are

commonly used by forensic analyst for human identification.

Variable number of tandem repeats (VNTRS)

Eukaryotic genomes are full of repeated DNA sequences of varying sizes that are usually designated
by the length of the core repeat unit and the number of contiguous repeat units, or the overall length
of the repeat region [7, 8]. These regions, usually referred to as satellite DNA, are dispersed
throughout the genome and are categorized as either mini- or micro-satellites. Minisatellites, also
known as variable number of tandem repeats (VNTR), consist of core repeat units in the range of
approximately 8-100 bases in length (bp) [9]. Typicaly, the VNTR region represents a DNA
fragment of a few thousand bases. On the other hand, short tandem repeats (STRs) or



microsatellites, which are smaller versions of the VNTR sequences, are DNA regions with core
repeat units that are 2-7 bp in length, with atotal length generally between 100 and 450 bp [6, 10].

Alec Jeffreys was the first scientist to discover that certain regions of DNA contained sequences that
were repeated in tandem [11, 12]. He also found that the number of repeats present at any site could
differ between individuals, and this formed the basis of DNA fingerprinting [11, 12]. Consequently,
Jeffreys developed a technigue to examine the length variation of these DNA repeat sequences or
VNTRs located between two restriction sites. This technique involved the use of appropriate
restriction enzymes to cut the regions of DNA surrounding the VNTRs generating fragment lengths
that vary between individuals, and was therefore called restriction fragment length polymorphism
(RFLP). The VNTR fragments were separated using slab gel electrophoresis and their presence
detected with the Southern blot technique. A Southern blot involves transfer of the DNA from a gel
to a nylon membrane and then labeled with radioactive or luminescent probes for detection. DNA
variation is then exhibited in the form of different fragment lengths or aleles, or a variety of

possibilities at a particular locus [13].

VNTR technology offers greater stability than previously used forensic protein and serological
methods [6]. Blood typing (ABO group) determination was the first genetic tool used for
distinguishing between individuals. Though it was a rapid method, blood typing was not very
discriminative since there are only four possible phenotypic groups - A, B, AB, and O [14]. In
addition, 40% of the population in the United Statesistype O [14]. Thus, the usefulness of the ABO
blood groups is limited to excluding an individual from being the source of a crime scene sample.
The test was not very helpful when an inclusion was made, especidly if the sample was type O.
Therefore, the combination of severa VNTR loci provided a higher power of discrimination

between individuals, and as aresult, VNTR test results are widely accepted by courts.

In DNA profiling, multiple VNTR loci are examined because the more DNA markers examined and
compared, the greater the chance that two unrelated individuals will have different genotypes.
Alternatively, each piece of matching information adds to the confidence that the same individual

contributed the DNA samples. This was particularly useful for human identity testing since a



combination of severa VNTRs alows for powerful discrimination between individuals [6, 1].
However, the VNTR method still has quite a few serious limitations. As VNTR sequences are
relatively long, nondegraded genomic DNA, which is seldom encountered in forensic samples, is
needed to obtain reliable data[15, 6]. At the same time, the small size differences between adjacent
alleles require grouping them into multiple “bins’, which complicates the statistical analysis [6, 16].
In addition, the method is relatively time consuming.

Short tandem repeats (STR)

Over the years VNTR forensic anaysis evolved into another method that uses shorter repeating
sequences known as STRs or microsatellities. Microsatellite DNA is scattered throughout the
human genome, which is composed of approximately three billion bp, and occur on an average of
every 10,000 nucleotides [12, 17]. Over the years, a large number of STR markers have been
characterized and compiled in a Short Tandem Repeat DNA Internet Database, frequently referred to
as STRBase [18]. Sinceits development, STRBase served as an information resource on commonly

used STR markers for the forensic DNA typing community [18].

STR sequences are named systematically by the length of the repeat unit. For instance, dinucleotide
and trinucleotide repeats have two and three nucleotides repeated next to each other over and over.
Currently, among the various types of STR systems, tetranucleotide repeat sequences are most
commonly used for forensic purposes [6]. Tetranucleotide repeats are highly polymorphic, facilitate
easier anaysis, whereas penta- and hexanucleotide repeats are less common in the human genome
[1, 19, 20, 21, 22].

The introduction of polymerase chain reaction (PCR) has revolutionized the field of molecular
biology. Sinceitsinitial description by Kary Mullis in 1986, forensic and DNA typing laboratories
have greatly benefited from the ability to make million of copies of a specific sequence of DNA, in
as little as a few hours [23]. The PCR DNA amplification technology is well suited for analysis of
forensic DNA samples because it is sensitive, rapid, and not limited by the quality of the DNA asis
the RFLP methods [1, 6, 12]. Thisisvery useful since DNA from crime scenesis usualy limited in
both quantity and quality. Amplified STR fragments were initially detected on aslab gel by asilver



staining method. However, this technique was replaced by more sensitive and convenient
fluorescence detection methodology [24, 25]. Fluorescent labeling of the amplified PCR product is
accomplished by incorporating a fluorescent dye into the amplicon through a 5'-end labeled primer,
after which the various fluorescently labeled STR fragments are analyzed by length based
separation. The separation methods used today include slab gel and capillary electrophoresis (CE)
[24].

Multiple STR fragments can be amplified simultaneously, or multiplexed, as PCR can be carried out
in one tube containing different primers with different fluorescent tags [6, 26, 27]. In addition,
multiplexing alows for consecutive simultaneous detection of these fragmentsin one lane [6]. STR
fragments are analyzed either off-line after completing slab gel electrophoresis using fluorescent
scanners, or by means of the slab gel-based or capillary electrophoresis-based sequencers [20, 28,
29]. The two primary instrument platforms used in the United States for fluorescence detection of
STR alleles are the ABI 310 Genetic Analyzer and the Hitachi FMBIO 1l [6]. Multiplexed STRs
involve sensitive fluorescence detection. This system is valuable because they are amendable to
automation, which is an important benefit as the demand for DNA testing increases [20]. When sites
on multiple chromosomes are examined, STRs are highly discriminating between unrelated and even
closely related individuals [16, 27]. In addition, discrete alleles make analysis of results easier to
interpret and compare through the use of computerized DNA databases, than RFLP-based systems
where similar DNA sizes are grouped or ‘binned’ together [1, 6, 16].

For DNA typing to be effective across a wide number of jurisdictions, a common set of standardized
markers were characterized. The FBI laboratory established 13 core STR loci for inclusion within
the national DNA database known as CODIS (Table 1) [6, 30, 31]. When al 13 CODIS core loci
are examined, the average random match probability is rarer than one in a trillion among unrelated
individuals [16, 27, 31, 32]. Today, both PE Applied Biosystems and Promega Corporation have
STR kits that address the needs of the Forensic DNA typing community, that cover a common set of
STRloci (Table2) [9, 33, 34].

With the invent of PCR technology, which requires small amounts of template DNA (typically, 1
ng), it is possible to analyze partially degraded DNA as the fragments of interest are short and likely



to be intact as compared to VNTRs [6]. In addition, allelic dropout of larger alleles in minisatellite
markers, which is caused by preferential amplification of the smaller aleles, is eliminated from STR
analysis[1]. Thisis due to the fact that both STR aleles from a heterozygous individual are similar
in size asthe repeat sizeissmall. Furthermore, the accuracy of the technology to detect the fragment
lengths is constantly improving. These days, fluorescent capillary and slab gel electrophoresis
provide one basepair resolution with fragment lengths up to 500 nucleotides [24]. Therefore, for both
biology and technology reasons, the smaller STRs are more advantageous than the larger
minisatellite VNTRs. To date, STR analysis remains the chief tool in forensic DNA identification,
and will probably continue to be used for many years in the future since they are part of the DNA

databases that are continuously growing worldwide.

Mitochondrial DNA (mtDNA) analysis

When the conventional STR multiplexes generate inconclusive results with extremely degraded
samples, mitochondrial DNA (mtDNA) may be used to obtain helpful information. This is due to
the fact that mtDNA is more resistant to complete sample degradation as it occurs in higher copy
numbers per cell than nuclear DNA [1, 6]. The human mtDNA sequence was first determined in
1981 in the laboratory of Frederick Sanger [35]. Human mtDNA contains a small circular genome
of 16,569 bp, which like the nuclear genome, consists of both coding and non-coding regions [35].
Today the original sequence is commonly referred to as the Anderson sequence or the Cambridge
reference sequence, and it serves as the reference to which new sequences are compared [36]. It was
not until 1993 that mtDNA was first used as a tool for forensic identification, and since its debut
MtDNA analysis has become widely accepted in the courtroom [37, 38].

MtDNA is a useful marker for human identity testing because it has a 1100 bp non-coding “ control
region”, also known as the displacement loop (D-loop), which exhibits a fair degree of sequence
variation between individuas [1, 6]. Two hypervariable regions within the D-loop have been
identified and are commonly known as hypervariable region | (HV1) and hypervariable region Il
(HV2). Since most of the mtDNA polymorphisms are scattered throughout the hypervariable
regions of the D-loop, forensic DNA scientist examine both HV1 and HV2 by PCR amplification
followed by sequence analysis[1, 6, 39].



MtDNA can be very helpful in forensic cases involving severely degraded samples or to associate
maternally related individuals [39, 6]. As mentioned previously, there are more copies of mtDNA
per cell, afact that gives mtDNA an advantage over single copy nuclear DNA [1, 6]. Therefore, the
use of MtDNA as an alternative marker provides forensic DNA scientists with a means to extract
valuable information from samples that have strikingly low quantities of DNA, as well as biological
material that has been subjected to extreme environmental conditions [40]. In addition, mtDNA is
maternally inherited [6, 39]. The sperm does not contribute any mitochondria to the zygote during
fertilization. Thus, barring mutation, an individual’s mtDNA type is not unique. Siblings and
maternal relatives share an identical mtDNA sequence. This reduces the significance of a match in
forensic cases but very useful in solving missing persons or mass disaster investigations. To date,
mtDNA evidence has played a valuable role in linking families and solving historical puzzles such

as identifying the Vietnam Unknown Soldiers and the Romanov family, respectively [9, 40, 41].

Due to the increased labor and expense compared to STR typing, mtDNA sequence comparisons are
mainly used in forensic cases where nuclear DNA markersfail to obtain results [6, 37, 42, 43]. One
of the major limiting factors in widespread implementation of mtDNA in forensic casework is the
existence of heteroplasmy, the presence of more than one mtDNA type in an individua [6, 44]. This
is further complicated by the choice of tissues and number of samples extracted; for example

different hair roots from the same individual exhibit variable levels of heteroplasmy [45, 46].

A database of mtDNA sequences of HVI and HVII, of more than 1000 unrelated individuals, has
been compiled from multiple population groups [47]. In addition, a human mtDNA standard
reference material (SRM) has been developed in an effort to streamline mtDNA analysis [48, 49].
These databases provide quality control between laboratories when mtDNA sequences are used for
forensic identification. The growing size of the databases is significant because the mtDNA
sequence is treated as a single locus. As a result, the current practice of conveying the rarity of a
mtDNA type among unrelated individuals is to count the number of times a particular sequence is
found in a database [50]. Thus, the larger the number of unrelated individuals in the database, the
better the statistics will be for a random match probability calculation. It has been shown that both



length and sequence heteroplasmy exists in mtDNA, and this can be used to increase the
discriminating power of the analysis, thus strengthen mtDNA evidence [6, 51].

Y -chromosome systems

MtDNA is not the only lineage marker available to forensic DNA analyst. Y-chromosome markers
are also passed down from generation to generation without changing, except in the case of a
mutational event [1, 6]. For this reason, Y-chromosome markers are useful for discerning
information about paternal lineages. It was not until the early-90s that Y-STR polymorphisms were
described, and became a popular method for male identification in forensic casework [52, 53]. Due
to the fact that the Y chromosome is passed down from father to son unchanged, it is not as variable
between individuals as the autosomal STRs. Consequently, multiple Y-STR markers are required to
obtain a high degree of discrimination between individuals. Until recently, the use of the Y-
chromosome for forensic purposes was restricted by a lack of polymorphic markers [6]. To date,
however, a number of Y-chromosome STRs have been identified and are being developed into
robust and reproducible multiplex kits [54, 55, 56, 57]. In a recent detailed analysis Hanson and
Ballantyne reported the potential use of at least 389 separate Y-STR markers [58]. The
Promega Corporation has a Y-STR kits that amplifies 12 Y-STR (DY S19, DY S385a, DY S385b,
DY S389I, DY S38911 DY S390, DY S391, DY S392, DY S393, DY $437, DY $438 and DY $439) loci
[9, 33, 34]. Since commercialized kits for Y-STR typing are just making into the market, utilization
in routine forensic casework is limited [59]. Y-STRs are especially suitable for investigation of
sexual assault cases because they provide a male-specific DNA profile, which eliminates problems
of mixed stain interpretation [1, 6 ]. Thus, Y-STR typing is a promising technique for forensics in
cases where paternal lineage is important, such as personal identification for victims of mass
disasters[1, 6].

In addition, Y-STR markers are extremely helpful for paternity testing when a male offspring isin
guestion [52, 60]. As a matter of fact, the ability of Y-STR markers to trace paternal lineage was
demonstrated in 1998 by linking modern-day descendants of Thomas Jefferson and Eston Hemmings
[61]. The prestigious scientific journal Nature published a report entitled ‘ Jefferson fathered slave’s



last child’, and the study used Y-chromosome DNA markers to trace Jefferson’s male line to a

descendant of Sally Hemming's youngest son, Eston Hemmings.

Table 3 contains a summary of the 10 Y-STRs that have been most widely studied for forensic
genetic purposes [55]. These markers differ in their power of discrimination and their ability to
differentiate between two unrelated male individuals. In addition, there is an accessible internet

database containing population data on multiple Y-STR markers that is accessible viathe web [62].

Single nucleotide polymor phisms (SNP)

Sequence variation between individuals at a single site in the genome is often referred to asa single
nucleotide polymorphism, and Venter et al. determined that a million or more SNPs exist per
individual [3]. The analysis of multiple SNPs creates a unique profile for that person. Hence, the
examination of SNPs has the potential to be a vital part of the future of discriminating between
individuals. The study of SNPsis of particular interest to the forensic DNA community for several

reasons.

First and foremost, according to Li et al., due to easier result interpretation, SNPs have displayed the
ability to easily differentiate between mixtures and single source samples than do STRs [63].
Second, a number of technologies are under development to miniaturize and automate the SNP
analysis procedure [1]. For example, a microchip-based assay has been described where more than a
thousand SNPs can be examined simultaneously [64]. Therefore, SNPs can be potentialy
multiplexed to a higher level than STRs. Third, the sample processing and data analysis may be
more fully automated because a size-based separation is not needed [63, 65]. Finaly, due to the
short length of the SNP PCR markers, they would be able to withstand degraded DNA samples
better than the larger STR amplicons [1]. However, because each SNP locus possesses only two
possible alleles, more markers are needed to obtain a high discriminatory power [31]. That is,
though SNPs are more common in the human genome, because they are not as polymorphic, many
SNPs have to be typed to achieve the equivalent random match probabilities as the 13 core STR loci
[1, 31]. A number of Y-chromosome single nucleotide polymorphism (SNP) markers have been

identified, and their usefulness in combination with Y-STR markers for forensic purposes is
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currently under investigation [66]. Furthermore, SNPs can be population-specific because of their
low mutation rate [67, 68, 69]. Therefore, in the future, it may be possible to predict a perpetrator’s
ethnic origin with the analysis of afew population-specific SNP loci. Table 4 contains a comparison
of SNP and STR markers.

The National Center for Biotechnology Information (NCBI) released a human SNP reference
database (dbSNP) in  November 2001 that is accessble via the web at
http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/. In addition, The Human Gene Mutation Database (HGMD)
provides detailed SNP information that is avalable to the scientific community at
http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmdO.html.

CONCLUSION

There are a number of new techniques on the horizon for human genetic studies that forensic DNA
scientist could potentially use for human identity testing. However, according to the Report of
National Commission on the Future of DNA Evidence, the use of mtDNA, Y -chromosome and SNP
markers (as well as STRs) will increase in the near future [70]. It is believed that electrophoresis-
based STR analysis will remain the method of choice in the forensic community for the foreseen
future, though the format of the method may eventually change to more compact and potentially
portable micro-devices [1, 6]. The future of human forensic DNA analysis is moving towards
increased throughput of sample processing since the forensic community is reaching a point where
the time to review, interpret and report DNA test results is taking longer than the actual laboratory
testing itself [1].

Ever since DNA profiling was introduced to the field of forensics, DNA evidence has continually
proven itself as a reliable and invaluable tool for discerning information in criminal investigations.
Forensic DNA laboratories are constantly researching new techniques for human identification.
However, developing new methods is only half the challenge. After the technique has proven to be
scientifically sound and generally accepted by the scientific community, the new methodology needs
to be accepted by the courts [38, 71]. Until lately, human DNA evidence has been the main focus.
However, in recent years, non-human DNA, obtained from plant, animal and viruses, made its first

11



appearances in court [72, 73, 74]. It is clear that forensic DNA laboratories are determined to use
DNA toitsfull potential. However, in comparison non-human DNA forensics has been neglected.

12



Tablel. Summary of the 13 CODIS core STR loci [6, 30, 31].

e o STB, Mden  Alde Tlide”

CSF1PO TAGA X14720 12 6-16 15
FGA CTTT M 64982 21 15-51.2 69
THO1 TCAT D00269 9 3-14 20
TPOX GAAT M 68651 11 6-13 10
VWA [TCTG][TCTA]  M25858 18 10-24 28
D3S1358 [TCTG][TCTA] - - 9-20 20
D5S818 AGAT G08446 11 7-16 10
D7S820 GATA G08616 12 6-15 22
Dssi17g LTCTAI[TCTG]  GO08710 12 8-19 13
D13S317 TATC G09017 13 5-15 14
D16S539 GATA G07925 11 5-15 10
D18S51 AGAA L 18333 13 7-27 43
Do1syy  LTCTAIITCTG]  AP000433 29 24-38 70

@ GeneBank sequence information for a particular STR locus may be accessed online at

http://www?2.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/genbank by entering the accession number

shown.

® Numbersin this column refer to the number of repeat units present in the alleles.
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Table 2. Commercially available STR multiplexes (fluorescently labeled) [9, 33, 34].

Discrimination

THO1, TPOX,
CSF1PO Promega THO1, TPOX, CSF1PO 1:410
monoplexes
AMPEISTR Blue FEAPRlied - hacians WA, FGA 1:5000
Biosystems
AmpFISTR PE Applied  Amelogenin, THO1, TPOX, 1:410
Green | Biosystems CSF1PO '
THO1, TPOX, CSF1PO, VWA ,
CTTv Promega (VWP 1:6600
FFFL Promega = F13A1, FES/FPS, F13B, LPL 1:1500
D16S539, D13S317, D7S820, , 4
GammaSTR Promega D5S818 1:1.8x10
Power Plex THO1, TPOX, CSF1PO,
(version 1.1 & Promega VWA, D16S539, D13S317, 1:1.2x10°
1.2) D7S820, D5S818

Amelogenin, THO1, TPOX,
AmpFISTR PE Applied CSF1PO, D5S818, D13S317,

. 9
Profiler Biosystems D7S820, D351358, FGA, LElOdl
VWA
Amelogenin, D5S818,
AmpFISTR PE Applied D13S317, D7S820, D3S1358, 1:9.6x10%°

Profiler Plus Biosystems FGA, VWA, D8S1179,
D21S11, D18S51
D3S1358, D16S539,

Amelogenin, THO1, TPOX, 1:8.4x10°
CSF1PO, D7S820
D3S1358, VWA, D16S539,

AmpFISTR PE Applied D2S1338, Amelogenin,
SGM Plus Biosystems  D8S1179, D21S11, D18S51,
D19S433, THO1, FGA
D3S1358, THO1, D21S11,
Power Plex 2.1 Promega D18S51, VWA, D8S1179, 1:8.5x10"
TPOX, FGA, Penta E
CSF1PO, FGA, TPOX, THOL,
VWA, D35S1358, D5S818,
Power Plex 16 Promega = D7S820, D8S1179, D13S317, 1:1.8x10"
D16S539, D18S51, D21S11,
Penta D, Penta E, Amelogenin

AmpFISTR PE Applied
COfiler Biosystems

1:3.3x10"?

14



Table 3. Summary of the 10 Y-STRs that have been most widely studied for forensic purposes [55].

Marker GenBank PCR Product
Repeat Motif Allele Range
Name Accession Sizes
DYSI9 X77751 TAGA 8-16 178-210 bp
DY S385 793950 GAAA 10-22 252-300 bp
DY S388 G09695 ATT 12-17 128-143 bp
DY S389 | G09600 (TCTG) (TCTA) I: 7-13 239-263 bp

(TCTG) (TCTA)
DYS389 11 G09600 I1:23-31 353-385 bp
(TCTG) (TCTA)

(TCTG) (TCTA)
DY S390 G09611 18-27 191-227 bp
(TCTG) (TCTA)

DY S391 G09613 TCTA 8-13 275-295 bp
DY S392 G09867 TAT 7-16 236-263 bp
DY S393 G09601 AGAT 9-15 108-132 bp
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Table4. Comparison of STR and SNP markers

Characteristics STRs SNPs
Occurrence in human
~linevery 10 kb ~linevery 1kb
genome
Generd Low; only 20-30% as
High

informativeness

informative as STRS

Marker type

Di-, tri-, tetranucleotide

repeat markers

Bi-alelic markers

Number of alleles per

marker

Usually more than 5

Usually 2

Detection methods

Gel/capillary electrophoresis

Sequence analysis:

microchip hybridization

Multiplex capability

>10 markers with multiple

fluorescent dyes

Potential of 1000son a

microchip
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ABSTRACT: A duplex real-time qPCR assay was developed for quantifying human nuclear and mitochondrial DNA in forensic samples. The
nuclear portion of the assay utilized amplification of a ~170-190 bp target sequence that spans the repeat region of the THO1 STR locus, and the
mitochondrial portion of the assay utilized amplification of a 69 bp target sequence in the ND/ region. Validation studies, performed on an ABI
7000 SDS instrument using TagMan® detection, demonstrated that both portions of the duplex assay provide suitable quantification sensitivity and
precision down to 10—15 copies of each genome of interest and that neither portion shows cross-reactivity to commonly encountered non-human
genomes. As part of the validation studies, a series of DNase-degraded samples were quantified using three different methods: the duplex nuclear-
mitochondrial gPCR assay, the ABI Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit gPCR assay, which amplifies and detects a 62 bp nuclear target
sequence, and slot blot hybridization. For non-degraded and moderately degraded samples in the series, all three methods were suitably accurate
for quantifying nuclear DNA to achieve successful STR amplifications to yield complete profiles using the ABI AmpFISTR® Identifiler™ Kkit.
However, for highly degraded samples, the duplex qPCR assay provided better estimates of nuclear template for STR amplification than did either
the commercial qPCR assay, which overestimated the quantity of STR-sized DNA fragments, leading to an increased proportion of undetected
alleles at the larger STR loci, or slot blot hybridization, which underestimated the quantity of nuclear DNA, leading to an increased proportion of

STR amplification artifacts due to amplification of excess template.

KEYWORDS: forensic sciences, DNA quantitation, quantitative polymerase chain reaction, degraded DNA, THO1, ND1, melt transition

The need to increase throughput in forensic DNA genotyping
has led to a growing interest in developing new DNA quantifica-
tion methods that are more efficient than the slot blot hybridization
method currently used in many forensic DNA labs (1). The slot blot
method, though it offers excellent specificity and good sensitivity
(2,3), relies on a protocol that is time-consuming, labor-intensive,
and not readily transferable to automation. In response, there have
been a number of recent publications that describe alternative ap-
proaches for quantifying DNA in forensic samples, including a
liquid hybridization assay (4,5) and several end-point PCR assays
(6-8). Another approach that is proving to be useful for foren-
sic DNA quantifications is real-time quantitative PCR (qPCR), a
method widely used in biomedical research and molecular diag-
nostics (9-13). Quantitative PCR assays have been developed for
various forensic applications, including the quantification of hu-
man nuclear DNA (14-16), human mitochondrial DNA (17-19),
and human Y-chromosomal DNA (16,19). These assays exploit fea-
tures of qPCR that make the technique particularly attractive for
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forensic applications: (i) qPCR assays can be designed to quantify
specific genomes of interest; (ii) the assays can be sensitive enough
to detect only a few copies or even a single copy of target DNA;
(iii) gPCR dynamic detection ranges readily span the roughly three
orders of magnitude (e.g., 30 pg to 30 ng of nuclear DNA) needed
for most forensic applications; and (iv) the experimental protocols
for real-time qPCR quantitations are straightforward, labor-saving,
and amenable to automation. Moreover, the use of target-specific
detection chemistries (e.g., TagMan® (20) or Molecular Beacon
(21) probes) makes it possible to design multiplex, real-time gPCR
assays that can simultaneously quantify more than one target in a
sample, offering the possibility for saving time, labor, and extracted
DNA.

In this report, we describe a duplex real-time qPCR assay for the
simultaneous quantification of human nuclear and mitochondrial
DNA in forensic samples. This assay was designed to be of general
utility for forensic DNA quantifications, but to be particularly use-
ful for the post-extraction analysis of samples that contain highly
degraded DNA. Such samples, though not uncommon in standard
casework, are more often encountered in instances of mass disas-
ters, mass graves, and missing persons’ cases (22,23). Short tandem
repeat (STR) genotyping, due to its high power of discrimination
for human identification, is typically the analytical method of first
choice. However, the quality and/or quantity of extracted nuclear
DNA in these degraded samples often preclude successful STR
genotyping, resulting in partial or no STR profiles. Such samples
can then be analyzed by less discriminatory typing methods based

Copyright © 2005 by ASTM International, 100 Barr Harbor Drive, PO Box C700, West Conshohocken, PA 19428-2959. 1
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on polymorphisms in hypervariable subregions I and II (HVI and
HVII) of the human mitochondrial control region. Presently, the
initial decision as to how to proceed with analysis, either by nu-
clear STR or mitochondrial typing, is commonly based on a slot
blot quantification approach that: (i) has been reported to under-
estimate the quantity of nuclear DNA in degraded samples (24)
and in samples that contain high levels of microbial contamina-
tion (23); (ii) provides no information about the quality (fragment
length) of the quantified nuclear DNA; (iii) provides no direct in-
formation about the quantity of human mitochondrial DNA in the
sample; and (iv) has no predictive information on the existence of
inhibitors that might interfere with the PCR. Due to these quan-
tification deficiencies, the actual forensic analysis of challenging
samples often begins by obtaining inadequate STR typing results,
and then proceeds by using any remaining extracted DNA to at-
tempt mitochondrial typing. It has been noted previously (17) that
the efficiency and quality of this analysis procedure could be im-
proved substantially by obtaining reliable estimates of the amounts
of human nuclear and mitochondrial DNA in these samples prior to
beginning analysis. Based on such estimates, an optimal analytical
approach could be selected at the outset, leading directly to optimal
genotyping or haplotyping results and to a concomitant savings in
time, labor, reagent/kit costs and extracted DNA.

Several recent publications have addressed exactly these issues
for forensic samples, particularly for degraded samples. For ex-
ample, von Wurmb-Schwark et al. (25) have developed a duplex
endpoint PCR assay to detect a nuclear target (164 bp amplicon at
betaglobin) and a mitochondrial target (260bp at NDI). In their
assay, the endpoint PCR products were resolved and detected by
capillary electrophoresis (CE)/fluorescence and, though the results
were not claimed to be quantitative, the intensities of the nuclear
and mitochondrial signals were shown to be useful for selecting the
appropriate forensic analysis tool for the typing of anthropological
bone samples. Alonso et al. (19,26) have developed several gPCR
assays for degraded and challenging samples, including a duplex
assay that simultaneously quantifies human X- and Y-chromosomes
(106 bp and 112 bp targets at the amelogenin gene). They have also
developed two singleplex qPCR assays for quantifying the human
mitochondrial genome, one with a 113 bp HVI target and the other
with a 287 bp HVI target. Due to the size difference between the
two target sequences, they demonstrated that a comparison of the
quantification results from these mitochondrial qPCR assays could
provide information about the degree of DNA degradation. Lastly,
Andreasson et al. (17) have described a nuclear-mitochondrial du-
plex qPCR assay. The nuclear portion of this assay quantifies a
79 bp target at the retinoblastoma (RB/) gene, and the mitochon-
drial portion quantifies a 135bp target spanning the junction of
the tRNA"S and ATPS genes. Their results demonstrated that the
duplex gPCR approach provides useful and sensitive DNA quan-
tifications while saving analyst time and often-limited DNA. It has
been noted elsewhere (1), however, that the choice of RBI as a
gPCR target sequence may not be ideal because cross-species se-
quence homology investigations indicate that the nuclear RB/ target
sequence is relatively conserved. Consequently, though this assay
can be expected to provide accurate results for forensic samples of
known human origin, it has not been demonstrated to be sufficiently
primate-specific to be of general forensic utility.

We describe here a new nuclear-mitochondrial duplex qPCR as-
say developed following the same general approach of Andreasson
et al. (17), except that we have chosen alternative nuclear and mi-
tochondrial target sequences for amplification and quantification.
For the nuclear portion of the gPCR assay, we have chosen a tar-
get sequence that spans the repeat region of the primate-specific

THO1 STR locus, a locus that has been used widely for forensic
applications. This target sequence is of direct interest for quantifi-
cation, considering that the primary reason for quantifying human
nuclear DNA in forensic samples is to determine the amount of ex-
tract to amplify with a commercial multiplex STR PCR kit (8). Our
results indicate that for degraded samples our choice of the rela-
tively long THO1 target sequence (~170-190 bp) leads to improved
STR typing results, compared to results based on quantification
of a short target sequence (e.g., 62 bp in the Applied Biosystems
Quantifiler™ gPCR kit (16)) or via slot blot hybridization. For
the mitochondrial portion the assay, we selected a relatively short
target sequence (69 bp) in the mitochondrial NDI gene. This se-
lection provides a sensitive means for determining the presence of
human mitochondrial DNA, degraded or not, in forensic samples.
In addition to describing results on quantifying DNA in degraded
samples, we also cover aspects of development of the duplex gPCR
assay, and details from forensic validation studies, including stud-
ies of precision, reproducibility, sensitivity, species specificity, and
applications to casework-type samples.

Materials and Methods
Standards and Samples

Pre-quantified, high molecular weight, human genomic DNA
extracts obtained from Promega (Female-#G1521) and from Ap-
plied Biosystems (TaqMan® Control DNA) were typically used
as qPCR quantification standards. Pre-quantified DNA extracts ob-
tained from Applied Biosystems (genomic DNA standards from the
Quantifiler™ and QuantiBlot™ kits), Promega (K562 and Male-
#G1471), and ATCC (HL60) were also used as control samples in
several studies.

Unless otherwise indicated, DNA extracts from reference, non-
probative and simulated casework samples were obtained using the
California Department of Justice casework organic extraction proto-
col (ProK/SDS digestion, phenol/chloroform extraction, then Cen-
tricon100 (Millipore) concentration into Tris-EDTA buffer (TE™)).
For simulated sexual assault samples, differential extractions of
sperm and epithelial fractions were performed using a DTT-based
digestion protocol (27). For non-root hair shafts (2 cm portions),
extractions were performed by either (i) a magnetic-bead-based
protocol (28) or (ii) a protocol in which a tissue grinder was first
used to homogenize the hair shaft with 150 uL TE—*, after which
the homogenate was extracted into 50 uL of boiling 20% Chelex
(Bio-Rad). DNA extracts were stored at —20°C, except for Chelex-
extracted samples, which were stored at +4°C.

For degradation studies, DNA samples were fragmented by treat-
ment with DNase I (Invitrogen). Separate tubes of high molecular
weight HL60 DNA, each tube containing 1.4 pg of DNA in 5 uL
TE~*, were treated with 0.5 U of DNase I, 10x DNase I Reaction
Buffer, and sterile water to bring the reaction volume to 10 uL.
Increasing degrees of fragmentation were achieved by allowing the
tubes to digest at room temperature for periods of 1, 2, 3,4, 5, 15,
30, 45, 60 min and overnight. At the end of each digestion period,
DNase activity was quenched by adding 2 uL of 25 mM EDTA and
heating each tube at 65°C for 15 min. The samples were not further
purified or concentrated. A “Omin” sample of intact DNA which
contained all reaction components for digestion except DNase I
was treated identically to the samples in the degradation series. The
degree of DNA fragmentation was assessed by gel electrophore-
sis (2% agarose, ethidium bromide detection) using HyperLadder
I (Bioline) and Ready-Load A-DNA/Hind III (Invitrogen) size
markers.
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Non-human DNA samples were purchased as pre-quantified ge-
nomic DNA extracts from several vendors: E. coli, C. perfringens
(Sigma), B. subtilis, S. epidermidis, C. albicans (ATCC), mouse
(Promega), and cat, chicken, cow, dog, fish, horse, monkey, pig, rat
(Zyagen Labs, San Diego, CA).

STR Genotyping

The AmpF! STR® Identifiler™ PCR Amplification kit (Applied
Biosystems) was used for STR genotyping. PCR amplifications of
1 ng of nuclear DNA in a 25 uL reaction volume were performed
according to vendor instructions on a GeneAmp® 9700 PCR ther-
mocycler (Applied Biosystems). STRs were resolved and detected
on a Prism® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) ac-
cording to vendor instructions, except that the electrokinetic sam-
ple injection time was dropped from the default of 10 seconds to
5 seconds, and the data were analyzed with a baseline of 35 rather
than the default of 51. Alleles were identified at a minimum thresh-
old of 100RFU using GeneScan® (v.3.7.1/NT) and Genotyper®
(v.3.7/NT) (Applied Biosystems) for data analysis.

Mitochondrial HVI/HVII PCR

The HVI and HVII portions of the mitochondrial DNA control
region were amplified in a duplex PCR using reagents from the LIN-
EAR ARRAY™ Mitochondrial DNA HVI/HVII Region-Sequence
Typing Kit (Roche Applied Science) (29,30). This kit produces
nominal 444bp (HVI) and 416bp (HVII) amplicons. Template
quantities for PCR were determined either from our nuTHO1 duplex
gPCR assay (using 100 pg of nuclear DNA per duplex HVI/HVII
amplification) or from our mtND1 duplex qPCR assay to quantify
the mitochondrial genome (using ~14,000 mitochondrial copies
per duplex HVI/HVII amplification). Post-amplification yields and
purities of the HVI and HVII PCR products were assessed by gel
electrophoresis (4% NuSieve 3:1 (FMC) agarose gel, ethidium bro-
mide staining) of 5 uL of PCR product using Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen) as a size and quantity marker.

Slot Blot Quantification

The QuantiBlot™ Human DNA Quantification Kit (Applied
Biosystems) was used according to vendor instructions. Hybridized
probes were detected by chemiluminescence (SuperSignal West
Femto (Pierce)) using a CCD camera system (CCDBio 16SC
(Hitachi/MiraiBio)). CCD data were analyzed semi-automatically
using SlotQuant software running under the GeneTools (SynGene)
analysis package. Quantification standards (DNA Standard A from
the kit) ranged from 20 ng to 25 pg for each run.

Quantifiler™ gPCR Quantification

The Quantifiler™ Human DNA Quantification Kit (Applied
Biosystems), hereafter referred to as “Quantifiler™ gPCR,” was
used according to vendor instructions for data collection on an
Applied Biosystems 7000 Prism® SDS gPCR instrument.

gPCR Assay Design

Primers and probes (Table 1) for the nuTHO1 TaqMan® and
mtND1 TaqManMGB® (MGB = Minor Groove Binder) single-

TABLE 1—Oligonucleotide sequences for nuTHOI primers and probe,
and for mtND1 primers, probe, and mitochondrial copy number standard.

Oligonucleotide Sequence {5' — 3'}
nuTHO1-F AGG GTATCT GGG CTC TGG
nuTHO1-R GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT

nuTHOI-probe FAM-ATT CCC ATT GGC CTG TTC CTC
CCT T-BHQ
CCC TAA AAC CCG CCA CAT CT
mtNDI-R GAG CGA TGG TGA GAG CTAAGG T
mtND1-probe  VIC-CCA TCA CCC TCT ACA TC-MGB-NFQ
mtND1-standard GAG CGA TGG TGA GAG CTA AGG TCG
GGG CGG TGA TGT AGA GGG TGA TGG TAG
ATG TGG CGG GTT TTA GGG

mtNDI-F

plex qPCR assays were designed using Applied Biosystems’
PrimerExpress™ v2.0 software. In general, design guidelines were
followed as recommended by Applied Biosystems (31), although
the software settings in PrimerExpress™ were frequently relaxed
to allow amplicon lengths to exceed the recommended maximum
length of 150 bp. DNA sequences for design work were downloaded
from the GenBank resource at the National Center for Biotechnol-
ogy Information (NCBI) website (32). Sequence information was
also obtained from the STRBase (33) and MitoMap (34) websites.

The nuclear qPCR assay (nuTHO1) was designed to span the
STR sequence at the human tyrosine hydroxylase (THO!I) gene on
chromosome 11 (11p15.5) using sequence from GenBank locus
AF536811. In this design work, we configured PrimerExpress™ to
fix the positions of the 3’ ends of the qPCR primers so as to match
known or deduced primers from commercial STR amplification
kits (35,36). This was done so that the qPCR amplifications might
more accurately predict quantifications for STR genotyping. The
positions of the fluorogenic probe and the 5’ ends of the primers
were typically unconstrained for optimization by PrimerExpress™.
The mitochondrial qPCR assay (mtND1) was designed in the ND/
gene of the human mitochondrial genome using sequence from
Genbank locus HUMMTCG (37). The ND1 gene expresses subunit
1 of the mitochondrial NADH dehydrogenase protein.

For both the nuclear and mitochondrial assays, prior to order-
ing any synthetic oligonucleotides for experimental work, potential
primer and probe sequences were compared to DNA sequences
available through the NCBI website by using the Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST#n) (38). The purpose of these
comparisons was to identify and avoid inadvertent homologies of
primers and/or probes to non-target genomes that might lead to
undesirable cross-species reactivities. In addition, attempts were
made to avoid known single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
the primer and/or probe sequences. SNP information was obtained
from several sources: the NCBI SNPdB website (39), the On-Line
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) website (40), and, for mito-
chondrial sequences, the MitoMap website (34). Once developed,
singleplex and duplex qPCR assays were optimized based on pub-
lished recommendations (41,42).

nuTHOI-mtND1 qgPCR Quantifications

Primer and probe sequences for the nuTHO1 and mtND1 qPCR
assays are provided in Table 1. For nuTHO1-mtND1 duplex gPCR
amplifications, each assay was run as a 20 pL amplification that in-
cluded 10 uL of TagMan® Universal Master Mix 2X, no UNG (Ap-
plied Biosystems), 4 puL of sample, with the remaining 6 uL com-
posed to give final concentrations of: 0.16 pg/uL. non-acetylated
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BSA (Sigma); 600 nM in each nuTHO1 primer; 200 nM in nuTHO1-
probe; 50nM in each mtND1 primer; 100nM in mtNDI1-probe.
Primers (Qiagen-Operon (Alameda, CA)) were diluted in sterile,
de-ionized water. Probes (Qiagen-Operon for nuTHO1, Applied
Biosystems for mtND1) were diluted in TE™,

For nuTHO1 and mtND1 singleplex TagMan®/TagManMGB®
gPCR amplifications, assays were run using the same reagents as de-
scribed for the duplex gPCR assay, except to replace the non-desired
primer/probe combination with sterile water or TE™. Singleplex
SYBR® Green I assays were typically run as 20 pL. amplifications
that included 10 uL of 2X SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems) or 10 L. of 2X Brilliant® QPCR Master Mix (Strata-
gene), 4 uL of sample, with the remaining 6 pL. composed to give
final concentrations of 300 nM in each appropriate primer.

Real-time gPCR data were collected on an Applied Biosystems
Prism® 7000 SDS instrument controlled by a computer running
version 1.0 of the 7000 SDS Collection software. The instrument
was typically configured for the following run conditions: 20 uL.
sample volumes; 9600 emulation mode; one 10 min 95°C poly-
merase activation step, followed by 45 cycles of 2-step qPCR (15 s
of 95°C denaturation, 60s of 60°C combined anneal/extension).
Well-to-well variations in background fluorescence were corrected
for by use of a ROX-labeled passive reference, included as part of
the Applied Biosystems qPCR Master Mix for each sample. For
runs that used SYBR® Green detection, a melt curve was collected
after the final cycle of PCR extension by configuring the SDS
Collection software to monitor SYBR® Green fluorescence as the
temperature was increased (~1.8°C /min) from 60°C to 95°C.

Amplification curves were analyzed by using empirically estab-
lished cycle threshold and baseline settings for each type of assay
(for nuTHO1, threshold = 0.15, baseline 618 cycles; for mtND1,
threshold = 0.06, baseline 3—13 cycles). For each qPCR run, the
SDS Collection software generated a linear calibration plot of CT
(cycle threshold) vs. log Cy (initial standard DNA concentration) by
using amplification results from a freshly prepared dilution series of
pre-quantified high molecular weight human genomic DNA stan-
dard (Promega Female or Applied Biosystems TaqMan®). DNA
quantifications for unknown samples were interpolated from the re-
sulting linear calibration curve. These calibration and interpolation
steps are semi-automatic features of the SDS Collection software.
For the nuclear qPCR assay, calibration plots were constructed us-
ing data from standard DNA dilutions containing 25, 5, 1, 0.5,
0.1, and 0.05 (in duplicate) ng of total DNA per sample. For the
mitochondrial qPCR assay, the calibration plots were extended to
lower quantities of template per sample (0.010, 0.001, and 0.0001
(in duplicate) ng). At least one negative control, 4 uL of TE™* or
sterile water, was included in each run.

Nuclear DNA copy numbers were estimated using the ratio of one
haploid nuclear copy per 3.3 pg genomic DNA (43). Mitochondrial
copy numbers were estimated using a ratio of 400 mitochondrial
copies per 3.3 pg of Promega genomic standard DNA or 450 mito-
chondrial copies per 3.3 pg of HL60 genomic standard DNA. These
mitochondrial copy number ratios were empirically estimated by
running the Promega and HL60 standard DNA samples against a
dilution series of quantified (UV-vis absorption) mtND1 synthetic
oligonucleotide standard (see Table 1 for oligonucleotide sequence
of the mitochondrial copy number standard). For each qPCR run,
we used the high molecular weight genomic DNA dilution series
to generate two linear calibration plots, one for the nuclear portion
and one for the mitochondrial portion of the duplex assay.

Where appropriate, gPCR amplification efficiencies were deter-
mined from the slopes of the linear calibration curves (% PCR
efficiency = 100[(10C"1/sloP9) _ 1)] (44).

Oligonucleotide Melting Profile Calculations

Melting profiles for selected THO1 alleles were calculated using
MELT%4, a DOS-based program available on-line (45). This pro-
gram uses the theory and equations of Poland (46) and of Fixman
and Freire (47) to calculate variations in thermal stability along
the sequence of a DNA fragment (48). Stacked melting profiles
were constructed by exporting MELT94 output data (temperatures
for 50% helical:50% melted states vs. sequence number) into an
Excel® spreadsheet.

Results and Discussion

Design and Development of the nuTHOI-mtND1
Duplex gPCR Assay

In the preceding Materials and Methods section of this report we
included a brief outline of the procedures used to design our single-
plex nuclear (nuTHO1) and mitochondrial (mtND1) qPCR assays.
In this section, we provide a more detailed discussion of selected
aspects of assay design and development, including: (i) choices of
target DNA sequences; (ii) experimental results to establish that
the singleplex nuTHO1 and mtND1 qPCR assays work success-
fully in a duplex amplification; and (iii) the observation of unusual,
but predictable, SYBR® Green melt curves for the THO1 gPCR
target.

Selection and Design of the Nuclear THO1 Amplification Target

Because the primary reason for quantifying nuclear DNA in
forensic samples is to determine the amount of template to use
as input for STR genotyping, we anticipated that the quantification
of an STR target would be directly predictive of success for STR
genotyping. Furthermore, STR loci have been well characterized
with respect to cross-species reactivity (49,50) and DNA mutation
rates (51) because of their widespread use in forensic DNA analysis
and in paternity investigations. Although initially we did not focus
solely on the THO1 locus for assay development, an examination of
the DNA sequences at each of the CODIS STR loci, in conjunction
with assay design work using PrimerExpress™, quickly identified
the THOI locus as a promising target. The THO1 locus contains
suitable sequence in both STR flanking regions for design and
placement of a TaqMan® detection probe. The THO1 STR target
was also attractive because the amplicons are of sufficient lengths
to place them roughly in the middle of the size range produced
by the commercial STR kits, but are not long enough to overly
compromise the TagMan® gPCR efficiency. During development,
we designed and tested a number of potential qPCR assays at the
THO1 STR locus. These assays were evaluated by comparing their
gPCR properties (e.g., PCR efficiency (>90 %), sensitivity (low
CT), and precision (low variance in CT, especially at low template
quantities)) in order to identify an optimal assay, designated here
as nuTHO1. The target sequence for the nuTHO1 qPCR assay is
shown in Fig. 1, which displays the relative positions of the PCR
primers, the STR repeat region, and the 5’-FAM/BHQ fluorogenic
probe.

Selection and Design of the Mitochondrial ND1
Amplification Target

For design of the mitochondrial qPCR assay, we selected a region
of the NDI (NADH dehydrogenase subunit 1) gene correspond-
ing to bases 3485-3553 of the Cambridge Reference Sequence
(CRS) (52). This target was chosen because previous cross-species



TIMKEN ET AL. ¢ NUCLEAR-MITOCHONDRIAL DUPLEX gPCR ASSAY 5

GGGCAAAATT CAAAGGGTAT CTGGGLCTCTG GGGTGATTCC CATTGGCCTG
CCCGTTTTAL GTTTCCCATA GACCCGAGAC CCCACTAAGG GTAACCGGAC

TTCCTCCCTT ATTTCCCTCA TTCATTCATT CATTCATTCA TTCATTCACC

—

AAGGAGGGAL TAAAGGGAGT AACTAACTAA GTAACTAAGT AAGTAAGTGG
*

ATGGAGTCTG TGTTCCCTGT GACCTGCACT CGGAAGCCCT GTGTACAGGG

TACCTCAGAC ACAAGGGACA CTGGACGTGA GCCTTCGGGA CACATGTCCC

GACTGTGTGG GCCAGGCTGG ATAATCGGGA GCTTTTCAGC CCACAGGAGG
CTGACACACC CGGTCCGACC TATTAGCCCT CGAAAAGTCG GGTGTCCTCC

FIG. 1—Sequence information for the nuTHOI portion of the duplex
qPCR assay showing relative positions of the forward and reverse primers
(horizontal arrows), the TagMan® detection probe (underlined on top
strand), and the (CATT); STR region (underlined on bottom strand). The
small, vertical arrow marks the sequence position that approximately sepa-
rates the nuTHO1 amplicon into low and high melting temperature domains.
The position of this arrow corresponds to Sequence Number 96 in Fig. 5.

sequence homology studies (53, and personal communication with
Cummings MP) had indicated this sub-region of the NDI gene to
be significantly non-conserved, a promising feature for developing
a species-specific assay, and because this region of NDI has few
known SNPs, especially when compared to the HVI/HVII con-
trol sub-regions. Using a number of web-based searching tools
and avoiding any well-known disease-associated SNPs such as the
LHON:-associated SNP at CRS 3460, we designed and evaluated
several assays at the ND] target. Using the same criteria as for the
nuTHO1 gPCR assay, we selected an optimal mitochondrial gPCR
assay, designated mtND1 (Table 1).

The mtND1 assay quantifies a relatively short (69 bp) target se-
quence, one strand of which is shown in Table 1 as the sequence
for our mtND1 copy number standard. One advantage to selecting
an assay with a short target sequence was that it allowed purchase
of a synthetic oligonucleotide which could then be used as a copy
number standard for the mitochondrial assay, rather than prepar-
ing a standard by cloning or PCR product purification. Also, we
anticipated that a short qPCR assay would detect more sensitively
the presence of human mitochondrial DNA, even in degraded DNA
samples.

45

Development of the nuTHOI-mtNDI1 Duplex gPCR Assay

In order to develop a successful duplex qPCR assay, it is neces-
sary to identify reaction conditions that effectively allow two am-
plifications to occur independently in the same tube. The goal is to
avoid the predicament in which one of the amplifications reduces
the PCR efficiency of the second amplification. Such a situation
can lead to a delayed amplification for the second assay, an artifi-
cially large CT value, and a corresponding underestimation of the
quantity of target DNA measured by that assay. One strategy for
avoiding this situation is to develop duplexed qPCR assays to run
under conditions that limit PCR amplification of the more abundant
target sequence, for example by limiting the primer and/or probe
concentrations for this amplification (42).

For the nuTHO1-mtND1 duplex gPCR assay, we expected that the
ratio of mitochondrial genome copies to haploid nuclear genome
copies would normally exceed 100 for relevant forensic samples.
This expectation was based on literature reports of mitochondrial-
to-nuclear copy number ratios for various tissue types (54,55).
Consequently, our approach for developing a duplex assay relied
on finding appropriate limiting conditions for the mtND1 qPCR
portion of the assay, while running the nuTHO1 portion under op-
timized conditions. The development was accomplished in several
steps (42). The nuTHO1 singleplex qPCR assay was first examined
at a range of primer (50-900 nM) and probe (50-300 nM) concen-
trations to determine optimal conditions for the assay. These experi-
ments indicated that optimal sensitivity (low CT) and precision (low
standard deviation of CT) were obtained by running the nuTHO1
assay with 600 nM primer and 200 nM TagMan® probe concentra-
tions. We similarly examined the mtND1 singleplex qPCR assay
at a range of primer (25-900nM) and probe (25-200nM) con-
centrations to determine that adequate sensitivity and precision
could be obtained by running this assay with 50nM primer and
100 nM TaqManMGB® probe concentrations. Our goal of run-
ning the mtND1 assay at limiting conditions is evident from the
very different primer concentrations identified for the two single-
plex qPCR assays. In order to determine if these reaction conditions
were suitable for duplex qPCR amplifications, we compared results
obtained by quantifying identical samples in both singleplex and
duplex qPCR formats (Fig. 2). This comparison indicated that the
gqPCR assays, whether run in singleplex or in duplex, gave nearly

40

35 4

CT 5 |

mtND1 (single)
CT =-3.66(log Co) + 22.03
R’ =0.999
Efficiency = 87.7%

25 4
mtND1 (duplex)

R’ =0.999
Efficiency = 91.7%

20 4

nuTHO1 (single)
CT =-3.51(log Co) + 31.51
R =0.998

/ Efficiency = 92.6%

CT =-3.54(log Co) + 21.99

nUTHOT (duplex)

CT = -3.54(log Co) + 30.84
R”=0.995

Efficiency = 91.5%
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FIG. 2—Standard curves for nuTHOI and mtND1 qPCR assays run in singleplex and in duplex modes. For the nuTHO1 qPCR assays, the data points
shown are averages of duplicate measurements on samples containing 3.2, 0.8, 0.2, 0.05, and 0.005 ng of Promega genomic DNA (female). For the mtND1
qPCR assays, duplicate measurements on samples containing 0.0005 ng of DNA were also included. The PCR efficiency for each assay was calculated

using the slope of the CT v. log Cy standard curve.
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FIG. 3—qPCR amplification curves for nuTHOI-mtND1 duplex assays with 3 ng of control DNA plus 0, 105, 107, 108, and 10° excess copies of

single-stranded mtND I -standard. Assays were run in duplicate.

identical quantifications and efficiencies. The nuTHO1 qPCR assay
neither lost efficiency nor showed a delayed CT when run in duplex
vs. singleplex. (Due to a small amount of “leakage” of the VIC
fluorescence signal into the FAM detection channel, the nuTHO1
gPCR assay actually appeared to amplify with a slightly lower CT
when run in duplex than when run in singleplex format.) As a final
developmental step, we challenged the duplex assay by spiking a
3 ng control sample of DNA with increasing amounts of synthetic
oligonucleotide mtND1 copy number standard, adding up to a one-
billion-fold excess number of effective mitochondrial copies to the
original DNA sample. As shown in Fig. 3, the nuTHO1 amplifica-
tion curves and the corresponding CT values did not change signifi-
cantly, even in the presence of an unrealistic excess of mitochondrial
copies.

Because we designed the duplex qPCR assay to limit the mtND1
amplification conditions while running the nuTHO1 amplification
under robust conditions, the duplex assay was not optimized for
samples in which the number of nuclear genome copies is nearly
equivalent to or greater than the number of mitochondrial genome
copies. For such samples, the more robust nuTHO1 amplification
can lower the efficiency of the mtND1 amplification, resulting in
an underestimation of the quantity of mitochondrial DNA. So far,
we have encountered only one type of forensic sample—the largely
tail-less sperm cells from differential extraction pellets—in which
the ratio of mitochondrial genome copies to nuclear genome copies
is not large. Although such samples are not commonly used for
mitochondrial haplotyping, this limitation of the assay should be
kept in mind when interpreting mtND1 quantification data.

THO1 SYBR® Green Melt Curves

The selection of a qPCR target sequence that spans the repeat
region of an STR locus introduces the possibility that the resulting
assay will depend in some way upon the STR genotype, for exam-
ple, that the nuTHO1 assay will give measurably different results
for a 6,6 THO1 genotype than for a 9,9.3 THOI genotype. We have
not, within the precision and accuracy of our quantification exper-
iments, seen any such effects for our nuTHO1 qPCR assay. The
only allele-dependent effect that we have seen was the observation
of unusual SYBR® Green melt curves. While this effect has no
detrimental impact on the quality of THO1 qPCR assay, it is novel
and requires an explanation.

In initial developmental experiments, each potential assay was
evaluated by performing qPCR runs using SYBR® Green 1
detection. This detection method allows for early identification of
sub-optimal primer combinations, avoiding use of the more expen-
sive, dye-labeled TaqMan® detection probes. As part of these initial
assessments, we evaluated the specificity of the PCR amplifications
by gel electrophoresis (4% NuSieve 3:1 agarose gel with EtBr stain-
ing) of the post-run qPCR reaction mixtures and by using the gPCR
instrument to generate SYBR® Green melt curves. During this de-
velopmental work, for each of our potential THO1-based qgPCR
assays, we observed unusual SYBR® Green melt curves (Fig. 4).

For gPCR assays detected with SYBR® Green, a melt (or disso-
ciation) curve can be generated at the end of the final PCR cycle
by configuring the qPCR instrument to monitor the SYBR® Green
fluorescence of each sample as the temperature is slowly increased
from ~60°C (the extension temperature of the final PCR cycle)
to ~95°C. At temperatures corresponding to the melting of PCR
products there will be concomitant decreases in SYBR® Green
fluorescence due to de-intercalation of the reporter dye. In order
to easily visualize these changes in fluorescence, melt curves are
typically plotted as the negative first derivative of the change in flu-
orescence (—dF/dT) so that each “melt transition” will appear to be
a single peak in the plot. A well-designed qPCR assay is expected
to produce a single amplicon and, typically, a single transition in
the SYBR® Green melt curve.

Figure 4, which shows the SYBR® Green melt curves collected
for several different samples using the THO1 qPCR assay, indicates
that each sample shows not one, but two melt transitions—a high
melting temperature major peak (T,, ~81°C) and a lower melt-
ing temperature “shoulder” (T,, ~78-79°C). This observation of
two melt transitions was not anticipated because the THO1 qPCR
assay was otherwise unremarkable; it showed evidence for only
one PCR product in post-amplification yield gels, and there was
no evidence for spurious melt transitions in any negative controls.
The two-step appearance of the melt transitions suggests the pres-
ence of two sequence-dependent melting domains in each THO1
amplicon. This suggestion is supported by calculations of allele-
dependent melting profiles for the amplicons performed with a soft-
ware package, MELT94, which uses sequence information to esti-
mate the melting temperature of a DNA fragment along its double-
stranded length (Fig. 5). Such calculations separate the THO1 ampli-
con into two distinct melting domains—a low melting temperature
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FIG. 4—SYBR® Green melting curves obtained for DNA extracts from six different individuals and a negative control sample using the THOI gPCR
assay. The THOI genotype for each sample is indicated. Traces (a) and (b) are from two different individuals, both genotype 6, 6 at THOI.
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FIG. 5—Calculated melting profiles for THOI amplicons (STR alleles 5-10) as generated by MELT94 software. Sequence Number 96 corresponds to
the position of the small, vertical arrow in Fig. 1. The inset figure shows an expansion of the melting profiles in the STR region.

domain that includes the STR region (Sequence Number 0—~96)
and a high melting temperature domain (Sequence Number ~96—
~180). These calculations predict that the melting temperature of
the low-melt domain will decrease as the number of STRs in-
creases (Fig. 5, inset), a prediction that is in qualitative agreement
with the trend seen for the experimental melting curves shown in
Fig. 4. This trend is due to an increase in the AT-percentage of
the low-melting domain sequence as the number of CATT repeats
increases. The melting profile of the high-melt domain is predicted
to be independent of the THO1 genotype (Fig. 5), consistent with
the allele-independent, overlapping melt transitions (T,, ~81°C)
shown in Fig. 4.

The stepwise melting of small DNA fragments due to sequence-
dependent melting domains has been reported (56), and similar
sequence-dependent denaturation phenomena form the basis for
separations by such techniques as denaturing gel gradient elec-
trophoresis (DGGE) (57). To our knowledge, however, genotype-
dependent stepwise melt transitions have not been previously re-
ported for STR amplicons. It is intriguing that the SYBR® Green

melt curves for the THO1 qPCR assay might form the basis for a
fairly simple and rapid, albeit low-resolution, means for STR geno-
typing at this locus, as well as at other STR loci that show similar
allele-dependent melt curves.

nuTHOI-mtND1 Duplex gPCR Validation: Precision,
Sensitivity, and Reproducibility

Precision of the nuTHO1-mtND1 duplex qPCR assay was as-
sessed by running 96 identical assays in a single wellplate using
4ng of pre-quantified standard DNA (Promega Human Genomic
Female DNA) per quantification. For the nuTHO1 portion of the du-
plex assay, we measured an average CT of 28.94 cycles with a stan-
dard deviation (SD) of 0.13 cycles and a CT range of 0.59 cycles.
For the mtND1 portion of the assay, we measured an average CT of
22.63 cycles with a SD of 0.21 cycles and a CT range of 0.98 cycles.
No systematic deviations in CT across rows or columns of the 96-
well plate for either portion of the duplex assay were observed.
Although we did not include a standard DNA dilution series in this
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TABLE 2—/Intra-run sensitivity and precision results for the nuTHOI-mtND1 duplex gPCR assay. Results are based on five replicate quantifications of
serially diluted Promega Female Genomic DNA standards. Quantities are per 4 L of sample. Standard deviations are in parentheses.

nuTHO1 qPCR

miND1 gPCR

Approx. Input Quantity Average Quantity

Input DNA Quantity (ng) Average Quantity (ng) RSD (%) (mt copies) (mt copies) RSD (%)

100 95.8 (7.7) 8.0 1.2 x 107 8.6 (0.97) x 10° 11
10 10.7 (0.90) 8.4 1.2 x 10° 1.3 (0.15) x 10° 12
5 4.7 (0.088) 1.9 6.1 x 10° 7.6 (0.95) x 10° 12

1 1.2 (0.034) 3.0 1.2 x 10° 1.3 (0.24) x 10° 18
0.5 0.48 (0.057) 12 6.1 x 10* 7.1 (1.4) x 10* 20
0.1 0.10 (0.021) 21 1.2 x 10* 1.0 (0.20) x 10* 20
0.05 0.051 (0.013) 26 6.1 x 10° 7.2 (1.5) x 103 21
0.01 0.0057* (0.0017) 30* 1.2 x 10? 1.3(0.21) x 103 17
0.005 — — 6.1 x 10? 7.1 (2.0) x 10% 28
0.001 — — 1.2 x 10% 1.1 (0.39) x 107 35
0.0001 — — 1.2 x 10! 1.1 (0.41) x 10! 39

* Based on four replicates, because one quantification dropped out at this template quantity.

run, the standard deviation of CT can be used to estimate the rela-
tive standard deviation (RSD or %CV) of genome copy number as
100(2SP of €D _1); this estimation assumes 100% PCR efficiency
for the assay. By this means, we estimate the intra-plate RSD of
genome copy number to be ~10% for the nuTHO1 assay and ~16%
for the mtNDI1 assay.

Sensitivity of the duplex qPCR assay was assessed by quan-
tifying Promega Human Genomic Female standard DNA using
template quantities ranging from 100ng to 1fg. All quantifica-
tions were performed in replicates of five in order to estimate the
minimum level of input DNA at which stochastic effects (e.g.,
gqPCR signal dropout and reduced quantification precision) can
be expected to become significant. Results from these runs are
summarized in Table 2. As expected, these results indicate that
as the number of template copies diminishes, there is a general
decrease in precision for both the nuTHO1 and mtND1 portions
of the duplex assay. For the nuTHO1 portion of the qPCR assay,
adequate levels of precision (<30% RSD) are seen down to ap-
proximately 50 pg of template DNA (~15 haploid nuclear copies),
and we have generally seen similar levels of precision down to
approximately 32 pg or ~10 copies (data not shown). At lower
quantities of nuclear template, loss of precision, as well as an
increase in the proportion of “dropped out” amplification curves
occurred (e.g., 20% of the nuTHO1 qPCR assays dropped out and
were undetected at 10 pg of template, 30% at 5pg, 80% at 1 pg,
and 100% at <1 pg). This is probably due to stochastic effects in
sampling and in amplification at low levels of template. For the
mtND1 portion of the qPCR assay, adequate levels of quantifica-
tion precision (<40% RSD) were seen down to at least 100 fg of
nuclear template, which corresponds to ~12 mitochondrial tem-
plate copies for the Promega genomic female standard DNA. All
mtND1 qPCR amplification curves dropped out at 10 fg of nuclear
template.

Reproducibility of the duplex assay was assessed by comparing
quantifications of six different high molecular weight control DNA
samples obtained from three independent qPCR runs as performed
by two different analysts on two different days. Samples were quan-
tified as single replicates in each run. The results are summarized in
Table 3, where we estimate “reproducibility” as the effective RSD
for each sample by pooling the quantification results from the three
runs. These inter-plate RSD values are, on average, in reasonable
agreement with the intra-plate RSD values reported in our discus-
sion of assay precision and sensitivity. A notable exception is the

TABLE 3—Inter-run reproducibility results for nuTHOI-mtNDI duplex
qPCR quantifications of six commercial high molecular weight genomic
DNA standards (samples A—F). Slot blot quantities are based on single
replicate measurements for each sample. gPCR quantities are reported as
averages, based on pooling the results from the three single-replicate gPCR
runs. Standard deviations are in parentheses. Promega Genomic Female
DNA was used as the quantification standard for all three gPCR runs.

mtND1 gPCR

nuTHO1 qPCR Average

Slot Blot Average Quantity

Quantity Quantity (1000 mt

Sample  (ng/uL) (ng/uL) RSD (%) copies/uL) RSD (%)

A 0.85 0.64 (0.08) 12 130 (79) 62
B 0.80 0.96 (0.10) 10 880 (150) 17
C 0.34 0.53 (0.10) 20 310 (35) 11
D 1.31 1.58 (0.31) 19 430 (31) 7
E 0.97 1.51 (0.17) 11 790 (170) 21
F 0.40* 0.45 (0.05) 12 360 (73) 21

* Sample F represents the calibration standard used for the slot blot quantifi-
cations; the value for sample F (0.40 ng/pL) is a defined, rather than a measured
quantity.

single large RSD (62%) observed for the mtND1 quantification of
sample A.

nuTHOI-mtND1 Duplex gPCR Validation: Species Specificity

To assess species specificity of the nuTHO1 and mtND1 qPCR
amplifications, the duplex assay was run using template DNA
from each of fifteen different non-human species. Duplicate as-
says, each containing 1 ng of template, were used for each species.
No cross-reactivity to non-human DNA was observed for either
the nuTHO1 or mtNDI1 portions of the duplex qPCR assay. We
further challenged the duplex assay by amplifying 100ng por-
tions of each of the microbial DNA samples, and we observed
no amplifications above the level of background in either the
nuTHO1 or mtNDI1 quantifications. These results indicate that the
nuTHO1-mtND1 duplex qPCR assay is sufficiently specific for
forensic applications. Although we did not test the assay with
DNA from higher primates, based on previous work with the THO1
STR locus (49,50) and on sequence homology investigations, we
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FIG. 6—HL60 DNase degradation series (EtBr-stained). Lanes labeled
0 to 60 indicate DNase treatment time in minutes. Lanes labeled LH and
LD represent A-HindlIll and low-mass DNA ladder, respectively.

anticipate that the nuTHO1 qPCR assay would amplify and detect
such samples.

nuTHO1-mtND1 Duplex gPCR Validation: Degraded DNA

Forensic evidence samples often contain DNA that has been de-
graded by environmental and/or microbial exposures. To assess the
ability of the nuTHO1-mtND1 duplex qPCR to quantify DNA in
such samples, a DNA degradation series was prepared by treat-
ing aliquots of high molecular weight genomic DNA (HL60) with
DNase I for increasing periods of time ranging from one minute to
overnight. Figure 6 shows a gel illustrating the degree of DNA frag-
mentation for the DNase-treated samples. An increase in the degree
of DNA fragmentation during the first 5 min of DNase treatment
is evident from increased intensity of the low molecular weight
“smear” in lanes 3 to 7 of the gel. During this time, the extent of
degradation is best described as “moderate” given the consistent
appearance of a fairly intense high molecular weight band in these
lanes. For samples with at least 15 min of DNase treatment, how-
ever, there is no evidence for the high molecular weight band. For
the purpose of this discussion, we describe these samples as “highly
degraded.”

Samples from the DNA degradation series were quantified by
three different methods: slot blot hybridization, nuTHO1-mtND1
duplex qPCR, and the Applied Biosystems Quantifiler™ Human
DNA Quantification kit. Because the nuTHO1 assay amplifies a
~170-190 bp target sequence, while the Quantifiler™ kit ampli-
fies a 62 bp target sequence, we included the Quantifiler™ assay in
our comparison as a means to evaluate the significance of amplicon
size for quantifying degraded DNA. For the qPCR assays, 2 uL
of diluted sample (1:20 in TE™*) were quantified in duplicate for
each point in the degradation series. For the slot blot assays, single
quantifications were obtained on 4 puL. of the same diluted sam-
ples. Quantification results (nuclear quantifications only) for the

4 nuTHO1-mtND1 gPCR (solid line)

@ Slot Blot (dotted line)

A Quantifiler gPCR (dashed line)

Nuclear DNA Quantity (ng/uL)

3.00 .
2,00

1.00

0.00 T T T T T T T T g
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

DNase | Exposure (min)

FIG. 7—Nuclear quantifications of DNase-degraded HL60 samples by
nuTHO1-mtND1 duplex qPCR, Quantifiler™ gPCR, and slot blot hy-
bridization. For the gPCR assays, each point represents the average of
duplicate quantifications. For slot blot, each point represents a single quan-
tification. Lines represent linear least-squares fits to early (0-5 min) and
late (15—45 min) time points in the degradation series.

three methods are summarized graphically in Fig. 7, from which
a number of conclusions can be drawn. First, for undigested, high
molecular weight DNA (0O min sample), the three methods pro-
vide quantifications that are in good agreement with each other, as
well as in reasonable agreement with the concentration (~6 ng/uL)
estimated for a 1:20 dilution of the DNA stock. Second, for the
moderately degraded samples (1-5 min of DNase treatment), the
two qPCR-based quantification methods are in good agreement,
but both give quantification values significantly higher than those
obtained from the slot blot method. Third, for highly degraded
samples (> 15 min of DNase treatment), none of the quantification
methods agree. Relative to both gPCR-based methods, the slot blot
method detects significantly less DNA. Even the nuTHO1-mtND1
duplex and Quantifiler™ gPCR assays disagree, the latter assay
detecting significantly more DNA than the former.

These results, which indicate that the quantity of DNA measured
in degraded samples depends upon the quantification method used,
were not entirely unexpected. There have been previous reports that
the slot blot method underestimates the quantity of nuclear DNA
in degraded or compromised samples (14,23,24), and it has been
suggested that this effect is due to a lowered binding efficiency
of the degraded DNA fragments to the slot blot membrane (14).
Some degree of difference in quantifying degraded DNA by gPCR
was also to be expected, considering the size difference between
the target sequences for the nuTHO1 and Quantifiler™ assays. The
Quantifiler™ gPCR assay effectively measures the concentration
of nuclear DNA fragments at least 62bp long, whereas the nuTHO1
gPCR assay measures the concentration of fragments at least 170—
190 bp long. For high molecular weight DNA samples these two
concentrations are practically the same, but for highly degraded
DNA samples there is a greater concentration of smaller than larger
fragments. This concentration difference is indicated by the yield
gel shown in Fig. 6 and is reflected in the divergent DNA quantities
measured by the Quantifiler™ and nuTHO1 qPCR assays.

The primary reason for accurately quantifying nuclear DNA in
forensic samples is to ensure the correct amount of template is used
for STR amplification. When too little template DNA is amplified,
incomplete STR profiles can result, while amplification of excess
template can cause such problems as poor inter-locus balance, in-
creased stutter peak intensities, incomplete non-template-directed
nucleotide addition, off-scale signals, and signals due to cross-
dye “pull-up,” each of which can complicate or preclude accurate
STR genotyping. For degraded samples, as we have seen, different
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quantification methods can provide very different estimates of DNA
quantity. To investigate the implications of these differences, we at-
tempted to determine which of the three quantification methods
would provide the most suitable estimates of nuclear DNA quantity
for STR typing of degraded samples. To this end, we used the quan-
tification results shown in Fig. 7 to prepare nominal “Ing” portions
of nuclear DNA for each time-point in the DNase-degradation se-
ries based on each of the three quantification methods. These “1ng”
portions were then amplified and genotyped using the AmpF/STR®
Identifiler™ STR Kkit.

Figure 8 provides a qualitative, graphical overview of the STR
genotyping results for the entire set of DNase-degraded samples.
Panel (A) in this figure suggests that for untreated and moderately
degraded DNA samples (0-5 min DNase treatment), all three meth-
ods were suitable for quantifying nuclear DNA for STR genotyping.
At these moderate levels of degradation, regardless of the method
of quantification, all STRs were detected with signals greater than
490 RFU per locus, and there was no evidence of artifacts that
would complicate or preclude accurate genotyping. For the more
highly degraded DNA samples (15-60 min DNase treatment), how-
ever, success rates for STR genotyping were seen to depend upon
the method of DNA quantification.

Panel (C) of Fig. 8 shows that for amplifications based on
Quantifiler™ quantifications, a relatively large proportion of alleles
were undetected for all of the AmpFISTR® Identifiler™ reporter
dyes. As the extent of DNA fragmentation increased, the larger STR
alleles for each reporter dye were the first that failed to reach the
100 RFU analytical threshold. The implications for using a short
qPCR target sequence are evident. In these highly degraded sam-
ples, there were more 62 bp than longer STR-sized DNA fragments.
As a consequence, the Quantifiler™ assay overestimated the quan-
tity of longer template fragments, leading to under-amplification of
the longer STR alleles and, ultimately, to inadequate quantities of
PCR product for detection. With this quantification method, at very
high levels of degradation (45—60 min of DNase treatment) less than
half of the Identifiler™ STR alleles were detected, and the overes-
timation of DNA quantity was so pronounced that even the shorter
STR alleles lost significant intensity due to under-amplification
(Figs. 8C and 9B, and Table 4).

By contrast, quantification of these same samples using the
nuTHO1-mtND1 duplex gPCR method led to an improvement in

the success rate for STR genotyping (Fig. 8). Even for the most
highly degraded samples (60 min of DNase treatment), more than
75% of the HL60 alleles were detected. For the purpose of STR
genotyping highly degraded samples, these results indicate that the
~180bp nuTHO1 qPCR target is more appropriate for quantifying
DNA than is the shorter 62 bp target. Data provided in Table 4 show
that by basing DNA quantification on the medium-sized nuTHO1
target, the intensities of the detected THO1 STRs were maintained
at a fairly consistent level (~1800-3100 RFU/locus) despite the
varying extent of DNA fragmentation. Even for highly degraded
samples, the short (~121 bp) D19 STRs were not over-amplified to
the extent that they resulted in off-scale peaks, nor were the long
(~293 bp) D18 STRs under-amplified to the extent that they went
undetected.

STR amplifications based on slot blot quantifications resulted in
very few undetected alleles, even for the most highly degraded sam-
ples (Fig. 8). However, the electropherograms shown in panels (C)
and (D) of Fig. 9 indicate the presence of several artifacts due to the
over-amplification of excess template DNA. These artifacts include
shoulder peaks due to incomplete non-template-directed nucleotide
addition, cross-dye “pull-up” signals due to off-scale peaks in ad-
jacent detector channels, and stutter peaks above 100 RFU. For
some slot-blot quantified samples in the DNA degradation series,
off-scale peaks led to pull-up signals as intense as 2700 RFU (data
not shown). Off-scale peaks are evident even for samples exposed
to DNase for only 30 minutes (Table 4). Inter-locus balance, as
represented by the D19/D18 ratios, was significantly worse for the
slot-blot quantified samples than for the qPCR-quantified samples
(Table 4). Although some of these artifacts (e.g., off-scale peaks,
“pull-up” signals) are possibly remedied by reducing CE sample
injection times, other artifacts (e.g., shoulders due to incomplete
nucleotide addition, poor inter-locus balance) are repairable only
by re-amplification.

Highly degraded samples present analytical challenges for DNA
quantification and for subsequent STR genotyping. The quantity
and quality of DNA in such samples, which are typically comprised
of fragments with a wide range of sizes, cannot be represented by
any single qPCR assay, which is fundamentally biased to detect and
quantify the subpopulation of fragments that are at least as long as
the specific target sequence being amplified. In principle, the most
accurate estimate of overall DNA quantity in degraded samples

TABLE 4—Selected AmpFISTR® Identifiler™ STR intensities for DNase-degraded HL60 samples. All amplifications used nominal 1 ng nuclear template
amounts as quantified by nuTHOI-mtNDI duplex gPCR, Quantifiler™ gPCR, and slot blot hydridization. STR intensities are provided as RFU per locus.
For samples exposed to DNase for 0-5 min, the gPCR-based STR intensities are identical because only one STR amplification was performed based
on nearly identical quantifications of these samples by the nuTHOI and Quantifiler™ assays (see Fig. 7). Off-scale peaks, as identified by GeneScan®
software, are indicated in bold. For HL60, the average Identifiler™ STR allele sizes for THO1, D19, and D18 are 177 bp, 121 bp, and 293 bp, respectively

(60).
DNase nuTHO1-mtND1 Duplex gPCR Quantifiler™ qPCR Slot Blot Hybridization
Exposure THO1 D19 D18 THO1 D19 D18 THO1 D19 D18
(min) (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18 (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18 (RFU) (RFU) (RFU) D19/D18
0 1824 2809 3677 0.76 1824 2809 3677 0.76 2724 2671 4780 0.56
1 1998 1851 2730 0.68 1998 1851 2730 0.68 2861 2360 3747 0.63
2 2883 2489 3253 0.77 2883 2489 3253 0.77 3636 2789 3849 0.72
3 2697 2400 3210 0.75 2697 2400 3210 0.75 3122 2465 3183 0.77
4 2417 2043 2519 0.81 2417 2043 2519 0.81 3791 2880 2637 1.09
5 2469 2119 3133 0.68 2469 2119 3133 0.68 2894 2469 3332 0.74
15 2393 3434 1537 2.23 955 1472 584 2.52 6389 7053 1566 4.50
30 3108 5156 1329 3.88 1036 1786 543 3.29 7797 9103 1766 5.15
45 2540 5408 738 7.33 534 1153 115* . 6563 9011 903 9.98
60 1941 5249 473 11.10 349 825 cee cee 5916 8845 543 16.29

* Only one STR allele of heterozygous pair detected.



DNase Percent of Number of STR Blue (FAM) STRs Green (VIC) STRs Yellow (NED) STRs Red (PET) STRs
Treatment | STR Alleles Artifacts* D8 D21 D7 CSF D3 THO1 D13 D16 | D2 | D19 [VWA| TPOX D18 AML | D5 FGA
A) All Assays | Detected 12113129130 | 11|12 |13 ]| 14 ] 16 7 8 8 11|11 |17 | 14 | 16 8 11 114 |15 ] X 12 |22 | 24
0 min 100 - none -
1 min 100 - none -
2 min 100 - none -
3 min 100 - none -
4 min 100 - none -
5 min 100 - none -
B) nuTHO1-mtND1 gPCR
15 min 100 - none -
30 min 96 - none -
45 min 84 2P
60 min 76 - none -
¢) [Quantifiler gPCR
15 min 84 - none -
30 min 76 - none -
45 min 48 - none -
60 min 28 - none -
D) Slot Blot Hybridization
15 min 100 10,2P,2S,3A
30 min 100 10,3P,2S,3A
45 min 92 20,3P,1S,3A
60 min 92 20,3P,3S,4A

* O = off-scale peak; P = detected pull-up signal; S = detected stutter signal; A = detected shoulder due to incomplete A addition

FIG. 8—Overview of AmpFISTR® Identifiler™ STR results obtained for DNase-degraded HL60 DNA samples. Each shaded rectangle indicates the detection of an STR allele with intensity at least
100 RFU. Un-shaded rectangles indicate alleles that were undetected at the 100 RFU analytical threshold. For each reporter dye, the Identifiler™ alleles are presented left to right in order of increasing
size. STR amplifications used nominal 1 ng input levels of nuclear DNA, as quantified by the nuTHOI-mtND1I duplex gPCR assay (panels A and B), by the Quantifiler™ assay (panels A and C), or by slot
blot hybridization (panels A and D).
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FIG. 9—AmpFISTR® Identifiler™ VIC-labeled STRs from DNase-degraded (45 min) HL60 samples. Panels show STR alleles for amplifications of “1 ng”
amounts of nuclear template as determined by: (A) nuTHOI-mtND1 duplex gPCR, (B) Quantifiler™ gPCR, and (C) slot blot hybridization. Panel (D) is a
10-fold vertical scale expansion of panel (C). Detection and/or amplification artifacts are indicated as: BT = below detection threshold; PU = “pull-up”
signal from adjacent detection channel; S = detected stutter signal; A = detected shoulder due to incomplete non-template nucleotide addition. Full
vertical-scale RFU values for the panels are: (A) 2500 RFU; (B) 500RFU, (C) 3500 RFU; (D) 350 RFU.

should be provided by qPCR assays that use very short target se-
quences. However, for the specific purpose of STR genotyping, the
overall DNA quantity in a degraded sample is not necessarily the
measurement of interest. Our results indicate that if JPCR methods
are to be used to quantify degraded DNA for STR genotyping, there
are advantages in selecting a gPCR target sequence that is of appro-
priate length to detect those DNA fragments that are most relevant
to the method of analysis. This is particularly true for the highly
multiplexed commercial STR genotyping kits that are used in most
forensic DNA labs, kits that recommend the use of a fairly narrow
range of template DNA to give optimal success rates for STR am-
plification and detection. For the AmpF/STR® Identifiler™ STR
kit, which amplifies STRs ranging from ~100bp to ~400 bp, our
genotyping results indicate that “1 ng” quantities of highly degraded
DNA are better estimated by using a ~180 bp nuclear qPCR target
sequence, as in the nuTHO1-mtND1 duplex assay, than by using a
62 bp gPCR target sequence, as in the Quantifiler™ qPCR assay.
Although this discussion is based on our experiments with a spe-
cific set of DNase-degraded samples, the general conclusion that
the target length of a qPCR assay is an important consideration
for quantifying DNA in degraded samples is sound. We are aware,
however, that the degree of advantage gained by using a long target
sequence for PCR will likely depend on precisely how the sample
is extracted and purified.

In addition to quantifying the amount of nuclear DNA, we also
used the mtND1 portion of our duplex qPCR assay to estimate
the quantity of mitochondrial genome copies in this same set of
DNase-degraded samples. These mtND1 quantification results are
provided graphically in Fig. 10. In this figure, the mitochondrial
quantification results shown at each time-point in the degradation
series are normalized relative to the quantification result for the
untreated sample (1.3 million mt copies/uL). For comparison, the
figure also shows normalized nuclear quantifications, as estimated
by the nuTHO1 and Quantifiler™ gPCR assays for the same set of

DNase-degraded samples. Notice that the mtND1 and Quantifiler™
assays generally measured higher normalized quantities of DNA
than did the nuTHO1 assay. For example, both the mtND1 and
Quantifiler™ assays indicated that ~25% of the initial DNA re-
mained after 45 minutes of DNase exposure, while the nuTHO1
assay detected only ~5% of the initial DNA concentration. It is
likely that because the mtND1 qPCR assay amplifies a relatively
short target sequence (69 bp), the normalized quantifications for
the mtND1 and Quantifiler™ assays were very similar, despite
quantifying entirely different genomes. Because we have already
seen that the selection of a short nuclear target has implications
for STR genotyping, we were motivated to learn if the selection
of a short mitochondrial quantification target would have a similar
detrimental impact on HVI/HVII amplification success rates.

To address this issue, we performed two separate sets of
HVI/HVII duplex PCR amplifications on samples from the DNA
degradation series. In the first set, for each time-point in the series
we amplified 100 pg of nuclear DNA, as measured by the nuTHO1
portion of the duplex gPCR assay. This approach, to use the quan-
tity of nuclear DNA to indirectly estimate the amount of template
for HVI/HVII PCR amplifications, is commonly used in the foren-
sic analysis of mitochondrial DNA, if there is sufficient nuclear
DNA to be quantified (30,58). In the second set, for each time point
we amplified ~14,000 mitochondrial genome copies, as estimated
directly by the mtND1 portion of the duplex qPCR assay. (For pris-
tine samples of HL60, we had previously determined that 100 pg of
nuclear DNA represented ~14,000 mitochondrial genome copies.)
The post-amplification yield gel results for both sets of HVI/HVII
duplex PCR amplifications are shown in Fig. 11.

A “successful” HVI/HVII duplex PCR amplification was con-
sidered to produce sufficient quantities of the HVI and HVII PCR
products for successful cycle sequencing. For cycle sequencing,
our laboratory has validated a protocol that uses the Applied
Biosystems Terminator BigDye® v1.1 Cycle Sequencing System
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FIG. 10—Normalized quantifications of DNase-degraded HL60 samples by mtND1 (duplex) gPCR, Quantifiler™ gPCR, and nuTHOI (duplex) gPCR.
Each point represents the average of duplicate quantifications. For each assay, the DNA quantities are normalized relative to the measured quantity at
0 min of DNase-treatment, i.e., to 8.1 ngl/uL for the Quantifiler™ assay, to 8.3 ng/uL for the nuTHOI assay, and to 1.3 x 10% mt copies/ L for the mtND1
qPCR assay. Lines represent linear least-squares fits to early (0-5 min) and late (15-45 min) time points in the degradation series.

(A) Amplification of 100 pg nuclear DNA

L2140 1 2 3 4 5

15 30 45 60 ON L2 L4

(B) Amplification of ~14,000 mitochondrial copies

L2L4 0 1

2 3 4 5 15 30 45 60 ON L2 L4

FIG. 11—HVI/HVII post-amplification yield gel results for DNase-degraded HL60 samples. Gel is EtBr stained. Each pair of bands represents the HVI
(~444 bp) and HVII (~416 bp) PCR products from 34 cycles of the duplex amplification. Numerical lane designations (0-60) represent DNase digestion
times in minutes;, ON represents overnight DNase digestion; L2 and L4 represent, respectively, 20 ng and 40 ng ladder bands (400 bp). In panel (A),
amplifications used 100 pg of nuclear DNA as estimated by the nuTHOI portion of the duplex gPCR assay, except for the ON sample, which used 20 uL of
digest. In panel (B), amplifications used 14,000 mitochondrial genome copies as estimated by mtND1 portion of the duplex gPCR assay.

(30). Although the manufacturer recommends using 3—10ng/20 puL
of PCR product in each 50 uL cycle-sequencing reaction (59),
local validation studies indicate that successful sequencing can be
routinely achieved even with as little as 250 pg of PCR product
per reaction. Even using the more conservative recommendation
of 3-10ng/20 uL, we can deduce that a “successful” HVI/HVII
amplification is one that produces at least 0.15 ng/uL of each PCR
product. This concentration is well below the visual detection limit
of our ethidium bromide-stained gel. Consequently, our criterion
for a successful HVI/HVII amplification is simply that the post-
amplification yield gel shows visible evidence, even weak visi-
ble evidence, for two appropriately sized product bands. Referring
again to Fig. 11, the visual appearance of two such bands for all of
the amplifications indicates that both targets of the duplex gPCR
assay successfully quantified mitochondrial DNA for HVI/HVIIL

duplex PCR and that all amplifications produced more than enough
of each PCR product for successful cycle sequencing. It is, how-
ever, evident that there were implications for selecting a short target
sequence for the mtND1 qPCR assay. In particular, Fig. 11 (panel
(B)) shows that for highly degraded samples (15 min—overnight
DNase treatment) increasingly weak HVI/HVII bands are seen in
the post-amp yield gel. This trend indicates that the “short” mtND1
qPCR assay overestimated the number of ~400 bp mitochondrial
genome copies, just as the Quantifiler™ qPCR assay overestimated
the quantity of 100—400bp nuclear genome copies in these same
samples. However, because the mitochondrial cycle sequencing
protocol is capable of obtaining successful results over a very wide
input range of PCR product (250 pg—10ng), these overestimations
of the quantity of mitochondrial DNA by the mtND1 qPCR assay
did not lead to any failed HVI/HVII amplifications.



TABLE 5—Summary of nuTHOI-mtND1 qPCR quantification results for selected reference and casework-type samples. Where indicated, NSF and SF represent, respectively, the non-sperm fraction
and sperm fraction from a differential extraction protocol. All quantification results, gqPCR and slot blot, are from single replicate experiments. IS indicates that insufficient sample was available
for amplification.

Genome Copy Mitochondrial Approximate
nuTHO1 Ratio— HVI/HVII Post- o1 TM Mitochondrial
qPCR Slot Blot mtND1 gPCR Mitochondrial:  Amplification ~ 1ocntifiler ™ STR Data (RFUs per locus) ¢ 15 "Amoved for
Sample Number and Description (ng/4 uL) (ng/4 ulL) (1000 copies/4 pL) Nuclear Yield Gel THO1 D19 D18 D19/D18 Limited Samples
1 liquid blood 0.42 0.60 200 1600 + 1213 5199 255 204
2 liquid blood 1.22 0.95 380 1000 + 1349 1065 980 1.1
3 dried blood on black sateen 19.0 11.6 1400 240 + 1814 1444 1403 1.0
4 dried blood in potting mix 3.86 9.11 480 410 + 7829 6079 1033 5.9
5 dried blood on newspaper 0.51 0.45 60 390 + 2522 1586 1363 1.2
6 dried blood on denim 0.12 0.10 37 1000 —+ 4486 3562 775 4.6
7 dried blood on wool 2.25 1.50 300 440 + 2096 1335 1230 1.1
8 dried blood on carpet 0.46 0.39 86 620 + 2747 2204 1429 1.5
9 dried blood on leather 0.15 0.10 18 400 + 2562 1468 1292 1.1
10 dried blood on toothpick 1.48 0.66 290 650 + 2466 1399 1145 1.2
11 femur (powdered) 0.24 0.05 170 2300 + 2412 3231 378 8.6
12 non-root hair shaft (Chelex) 0 0 9.1 — + 1S IS IS IS
13 non-root hair shaft (DNA-IQ) 0 0 2.0 — + IS IN IS 1S 5000
14 toenail 4.83 0.88 9700 6600 + 2319 3038 459 6.6
15 toenail 1.06 0.22 1400 4400 + 1810 1523 333 4.6
16 semen on denim (NSF) 0.53 0.13 50 320 + 3459 2335 1323 1.8
17 semen on boxer shorts (NSF) 0.23 0.09 990 14000 + 2867 4702 456 10.3
18 vaginal swab (NSF) 32.1 19.9 880 90 + 3046 1869 927 2.0
19 electric razor shavings 1.83 0.80 2900 5200 + 1661 1920 484 4.0
20 swab of razor 0.42 0.07 210 1700 + 1218 915 534 1.7
21 bloody bandage 524 10.1 1700 110 + 1747 1319 1055 1.3
21 saliva from cigarette butt 0.77 0.29 470 2000 + 1814 1553 671 23
22 saliva from envelope 0.52 0.35 160 1000 + 1890 1308 847 1.5
24 toothbrush 1.85 1.06 390 700 + 1608 1314 749 1.8
25 saliva from coffee cup 0.84 0.29 270 1100 + 3017 2051 936 22
26 buccal swab 16.0 5.10 4800 990 + 1677 1182 1130 1.0
27 buccal swab 17.8 6.70 4900 910 + 1722 1476 937 1.6
28 buccal swab 5.49 2.13 2400 1400 + 2059 1335 1134 1.2
29 saliva from envelope 0.04 0 34 280 + IS IS IS IS 1300
30 vaginal swab (SF) 0.04 0 0.036 2.7 0 1204 1417 1005 1.4 300
31 vaginal swab (SF) 4.68 2.99 0.71 0.5 + 2464 1555 1101 1.4
32 semen on denim (SF) 2.03 1.61 0.014 0.02 + 1580 1067 1038 1.0 700
33 semen on leather (SF) 0.27 0.09 0 0 + 3579 2635 1888 14 (20 uL)
34 semen on cotton fabric (SF) 394 28.5 0.16 0.01 + 2164 1592 1272 1.3 7000
35 semen/blood on swab (SF) 0.74 1.06 0.046 0.2 + 1857 1832 1304 14 2300
36 semen on boxer shorts (SF) 0.40 0.15 38 310 + 3963 3068 552 5.6
37 muscle tissue 133 314 20000 500 + 1323 620 696 0.9
38 baby tooth 0.26 0.23 38 480 + 2017 1846 1354 14
39 baby tooth 10.6 2.19 800 250 + 2432 1780 1052 1.7
40 tooth 53.1 34.1 5300 330 + 1723 1197 1198 1.0
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nuTHOI-mtND1 Duplex gPCR Validation: Reference
and Casework-type Samples

In order to further evaluate the nuTHO1-mtND1 duplex qPCR
assay, we quantified DNA extracts from a variety of reference
and simulated casework samples for subsequent STR genotyp-
ing and mitochondrial HVI/HVII amplifications. A summary of
results for a subset of 40 samples from this study is presented
in Table 5. For STR genotyping, each amplification used 1ng
of nuclear template DNA as determined by the nuTHO1 portion
of the duplex qPCR assay. STR results are represented in the ta-
ble by the RFU values per locus for three of the 15 AmpFI/ STR®
Identifiler™ STR loci, THO1(163-202 bp), D19(102-136 bp), and
D18(262-346 bp) (60). Data for these particular loci were selected
because their amplicons represent intermediate, short, and long
STR alleles, respectively, in the genotyping kit. The D19/D18 RFU
ratios are tabulated to provide a simple STR-based metric to in-
dicate DNA degradation. For HVI/HVII amplifications, ~14,000
mitochondrial copies were used per reaction, as quantified by the
mtND1 portion of the duplex qPCR assay. For some samples, lim-
ited quantities required amplification of fewer than 14,000 copies
(last column in the table). HVI/HVII amplifications were evaluated
by post-amplification gel electrophoresis, where the gel results are
represented by either a “+4” (to indicate two visible HVI/HVII prod-
uct bands with expected intensities), a “+” (to indicate two visible
product bands with lower than expected intensities), or a “0” (to
indicate that no product bands were seen). Both “+4” and “+” re-
sults indicate that the amplifications provided more than enough
HVI/HVII product for cycle sequencing.

For nearly all of these casework-type samples, quantifications
provided by the nuTHO1-mtND1 duplex qPCR assay led to suc-
cessful STR and HVI/HVII amplifications. With one exception,
each sample that contained a sufficient quantity of nuclear DNA
was amplified to give a full STR profile. For the single exception,
sample #1, only the CSF alleles were undetected, a result con-
sistent with the very high degree of DNA degradation evident in
this sample (D19/D18 > 20). Sample #4 was inhibited, as indicated
by nuTHO1 and mtND1 qPCR amplification curves with shallow
slopes and reduced final plateau values (data not shown). Due to
the presence of co-extracted inhibitors in this sample, the nuTHO1
gPCR assay underestimated the quantity of nuclear DNA, leading
to STR amplification of excess template and to unusually intense
THO1 and D19 allele signals. Sample #30 gave an unsuccessful
HVI/HVII duplex amplification; this sample was extracted from a
sperm cell fraction that contained very little nuclear or mitochon-
drial DNA. Several other sperm cell extracts (samples 31-35) gave
successful HVI/HVII duplex amplifications despite having very
low or even undetected quantities of mitochondrial DNA, indicat-
ing that the mtND1 portion of the assay significantly underesti-
mated the mitochondrial quantity in these particular samples. As
discussed earlier in this paper, such underestimations of DNA by
the mtND1 qPCR assay are expected when the ratio of mitochon-
drial to nuclear genome copies is low, as is the case for these sperm
fraction samples. For non-sperm-cell-fraction samples, the empir-
ical ratios of mitochondrial to nuclear genome copies (mt#:nu#)
were seen to range from 90 to 14,000. The breadth of this range
is likely due, in part, to intrinsic differences in the mt#:nu# for the
various tissue types and, in part, due to differences in the extent of
DNA fragmentation in these samples, as the short mitochondrial
ND1 gPCR target sequence detects smaller DNA fragments than
does the longer nuclear THO1 target sequence. It is worth noting
that for any sample exhibiting an empirical mt#:nu# greater than
2000, there was corresponding evidence for DNA degradation in

the STR intensity ratios (D19/D18 > ~4), suggesting that genome
copy number ratios estimated from the duplex qPCR assay can
provide useful information about DNA fragmentation.

Conclusions

We have developed a duplex qPCR assay for the specific quan-
tification of human nuclear and mitochondrial genomes in a va-
riety of forensic-type samples. The nuclear portion of the assay
(nuTHO1) quantifies DNA in samples with concentrations ranging
from ~10 pg/uL to at least 25 ng/uL, while the mitochondrial por-
tion of the assay (mtND1) provides quantifications over the range
~4 copies/uL to ~2 million copies/uL. The quantifications were
suitably accurate and precise for determining template quantities for
nuclear STR genotyping and mitochondrial HVI/HVII sequencing
applications.

For quantifying DNA in highly degraded samples, our results
indicate that the length of the gPCR target sequence is an impor-
tant consideration when selecting an assay for forensic use. For
the purpose of STR genotyping, the nuTHO1 portion of the du-
plex gPCR assay, which uses a ~170-190 bp target sequence, was
found to be well suited for estimating nuclear DNA quantities in
highly degraded samples. Because this assay detects and quantifies
DNA fragments that are of the same general length as the STR
alleles amplified in commercial genotyping Kkits, it provided an op-
timal estimate of the quantity of nuclear template to amplify for
successful STR genotyping. By contrast, less than optimal results
were obtained when these same highly degraded samples were
quantified using a nuclear qPCR assay with a much shorter target
sequence (62 bp). This assay, by detecting shorter DNA fragments,
overestimated the quantity of STR-sized fragments, resulting in a
relatively high proportion of under-amplified and undetected STR
alleles. Slot blot quantifications of the same highly degraded sam-
ples resulted in underestimated quantities of nuclear DNA, leading
to over-amplification of excess template, off-scale STR peaks, and
undesired artifact signals.

Acknowledgments

We appreciate advice and assistance from a number of colleagues
at the State of California Jan Bashinski Department of Justice DNA
Lab, including Mavis Date Chong, Ram Kishore, Sonja Klein,
Jeanette Wallin, Eva Steinberger, and Cecilia von Beroldingen.
For providing DNA extracts from a variety of sample types, we
acknowledge the following colleagues: Angelynn Moore, Amy
Hoover, Christopher Gale, Jessica Battaglia, Dianne Burns, Deanna
Kacer and Jeanette Wallin.

References

1.

2.

Nicklas JA, Buel E. Quantification of DNA in forensic samples. Anal
Bioanal Chem 2003;376:1160-7.

Waye JS, Presley LA, Budowle B, Shutler GG, Fourney RM. A simple
and sensitive method for quantifying human genomic DNA in forensic
specimen extracts. Biotechniques 1989;7:852-5.

[PubMed]

[PubMed]

. Walsh PS, Varlaro J, Reynolds R. A rapid chemiluminescent method for

quantification of human DNA. Nucleic Acids Res 1992;20:5061-5. [PubMed]

. Mandrekar MN, Erickson AM, Kopp K, Krenke BE, Mandrekar PV,

Nelson R, et al. Development of a human DNA quantitation system.

Croat Med J 2001;42:336-9. [PubMed]

. Hayn S, Wallace MM, Prinz M, Shaler RC. Evaluation of an auto-

mated liquid hybridization method for DNA quantification. J Forensic

Sci 2004;49:87-91. [PubMed]



16 JOURNAL OF FORENSIC SCIENCES

6.

[PubMed]

7.

[PubMed]

8.

[PubMed]

9.

[PubMed]
[PubMed]

[PubMed]

12.

[PubMed]

13.

[PubMed]

14.

[PubMed]

15.

[PubMed]

16.

17.

[PubMed]

18.

[PubMed]

19.

[PubMed]

20.

[PubMed]

21.

[PubMed]

22.

23.

[PubMed]

24.

25.

[PubMed]

26.

[PubMed]

27.

[PubMed]

28.

29.

[PubMed]

30.

10.
11.

Sifis ME, Both K, Burgoyne LA. A more sensitive method for the
quantitation of genomic DNA by Alu amplification. J Forensic Sci
2002;47:589-92.

Nicklas JA, Buel E. Development of an Alu-based, QSY7-labeled primer
PCR method for quantitation of human DNA in forensic samples.
J Forensic Sci 2003;48:282-91.

Fox JC, Cave CA, Schumm JW. Development, characterization, and
validation of a sensitive primate-specific quantification assay for forensic
analysis. Biotechniques 2003;34:314-22.

Mackay I, Arden KE, Nitsche A. Real-time PCR in virology. Nucleic
Acids Res 2002;30:1292-305.

Walker NJ. A technique whose time has come. Science 2002; 296:557-8.
Bustin SA. Quantification of mRNA using real-time reverse transcript
PCR (RT-PCR): trends and problems. J Mol Endocrinol 2002;29:
23-39.

Cockerill FR. Application of rapid-cycle real-time polymerase chain
reaction for diagnostic testing in the clinical microbiology laboratory.
Arch Pathol Lab Med 2003;127:1112-20.

Ginzinger DG. Gene quantification using real-time quantitative PCR: an
emerging technology hits the mainstream. Exp Hematol 2002;30:503—
12.

Nicklas JA, Buel E. Development of an Alu-based, real-time PCR method
for quantitation of human DNA in forensic samples. J Forensic Sci
2003;48:936—44.

Richard ML, Frappier RH, Newman JC. Developmental validation of a
real-time quantitative PCR assay for automated quantification of human
DNA. J Forensic Sci 2003;48:1041-46.

Applied Biosystems. Quantifiler™ kits user’s manual (part number
4344790B). Foster City, CA: Applied Biosystems, 2003.

Andreasson H, Gyllensten U, Allen M. Real-time DNA quantification
of nuclear and mitochondrial DNA in forensic analysis. Biotechniques
2002;33:402—11.

von Wurmb-Schwark N, Higuchi R, Fenech AP, Elfstroem C, Meissner C,
Oehmichen M, Cortopassi GA. Quantification of human mitochondrial
DNA in real time PCR. Forensic Sci Int 2002;126:34-9.

Alonso A, Martin P, Albarran C, Garcia P, Primorac D, Garcia O, et al.
Specific quantification of human genomes from low copy number DNA
samples in forensic and ancient DNA studies. Croat Med J 2003;44:273—
80.

Heid CA, Stevens J, Livak KJ, Williams PM. Real time quantitative PCR.
Genome Res 1996;6:986-94.

Tyagi S, Kramer FR. Molecular beacons: probes that fluoresce upon
hybridization. Nat Biotechnol 1996;14:303-8.

Whitaker JP, Clayton TM, Urquhart AJ, Millican ES, Downes TJ,
Kimpton CP, Gill P. Short tandem repeat typing of bodies from a mass
disaster: high success rate and characteristic amplification patterns in
highly degraded samples. Biotechniques 1995;4:670-7.

Alonso A, Andelinovic S, Martin P, Sutlovic D, Erceg I, Huffine E, et al.
DNA typing from skeletal remains: evaluation of multiplex and megaplex
STR systems on DNA isolated from bone and teeth samples. Croat Med
J2001;42:260-6.

Prinz M, Schmitt C. Effect of degradation on PCR based DNA typing.
Adv Forensic Haemogenetics 1994;5:375-8.

von Wurmb-Schwark N, Schwark T, Harbeck M, Oehmichen M. A simple
duplex-PCR to evaluate the DNA quality of anthropological and forensic
samples prior to short tandem repeat typing. Leg Med (Tokyo) 2004;6:
80-8.

Alonso A, Martin P, Albarran C, Garcia P, Garcia O, de Simon LF,
et al. Real-time PCR designs to estimate nuclear and mitochondrial DNA
copy number in forensic and ancient DNA studies. Forensic Sci Int
2004;139:141-9.

Gill P, Jeffreys AJ, Werrett DJ. Forensic application of DNA ‘finger-
prints.” Nature 1985;318:577-9.

Promega Corporation. Tissue and hair extraction kit protocol (TB307).
Madison, WI: Promega Corporation, 2002.

Gabriel MN, Calloway CD, Reynolds RL, Primorac D. Identification
of human remains by immobilized sequence-specific oligonucleotide
probe analysis of mtDNA hypervariable regions I and II. Croat Med J
2003;44:293-8.

Chong MD, Calloway CD, Klein SB, Orrego C, Buoncristiani MR.
Optimization of a duplex amplification and sequencing strategy for the
HVI/HVII regions of human mitochondrial DNA for forensic casework.
Forensic Sci Int. In press.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.
46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Applied Biosystems. PrimerExpress™ software v2.0 user’s man-

ual (part number 4329500A). Foster City, CA: Applied Biosystems,
2001.

Benson DA, Karsch-Mizrachi I, Lipman DJ, Ostell J, Wheeler DL.
GenBank: update. Nucleic Acids Res 2004;32:Database issue:D23-6.
(http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/GenbankOverview.html)

Ruitberg CM, Reeder DJ, Butler JM. STRBase: a short tandem repeat
DNA database for the human identity testing community. Nucleic Acids
Res 2001;29:320-2. (http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/)
Kogelnik AM, Lott MT, Brown MD, Navathe SB, Wallace DC.
MITOMAP: A human mitochondrial genome database. Nucleic Acids
Res 1996;24:177-9. (http://www.mitomap.org/)

Masibay A, Mozer TJ, Sprecher C. Promega corporation reveals
primer sequences in its testing kits. J Forensic Sci 2000;45:1360—
2. [PubMed]
Butler JM, Becker CH. Improved analysis of DNA short tandem re-
peats with time-of-flight mass spectrometry. NIJ Science and Technol-
ogy Research Report, 2001: Report NCJ 188292. (http://www.ncjrs.org/
pdffiles1/nij/188292c.pdf)

Crews S, Ojala D, Posakony J, Nishiguchi J, Attardi G. Nucleotide se-
quence of a region of human mitochondrial DNA containing the precisely
identified origin of replication. Nature 1979;277:192-8.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/

Applied Biosystems. TagMan® universal PCR master mix protocol (part
number 4304449C). Foster City, CA: Applied Biosystems, 2002.
Applied Biosystems. User bulletin #5 ABI 7700 sequence detection sys-
tem: multiplex PCR with TagMan® VIC probes (part number 4306236B).
Foster City, CA: Applied Biosystems, 2001.

Creating standard curves with genomic DNA or plasmid DNA tem-
plates for use in quantitative PCR. Applied Biosystems. (http:/www.
appliedbiosystems.com/support/tutorials/pdf/quant_pcr.pdf)

Efficiency of PCR reactions. Stratagene Application Note #10 for the
Mx4000 Multiplex Quantitative PCR System. (http://www.stratagene.
com/lit_items/appnotes10.pdf)

http://web.mit.edu/osp/www/melt.html

Poland D. Recursion relation generation of probability profiles for
specific-sequence macromolecules with long-range correlations.
Biopolymers 1974;13:1859-71. [PubMed]
Fixman M, Freire JJ. Theory of DNA melting curves. Biopolymers
1977;16:2693-704.

Lerman LS, Silverstein K. Computational simulation of DNA melting
and its application to denaturing gradient gel electrophoresis. Methods
Enzymol 1984;155:482-501.

van Oorschot RAH, Gutowski SJ, Robinson SL. HUMTHO1: amplifica-
tion, species specificity, population genetics and forensic applications.
Int J Legal Med 1994;107:121-6.

Crouse CA, Schumm J. Investigation of species specificity us-
ing nine PCR-based human STR systems. J Forensic Sci 1995;40:
952-6.

Annual report summary for testing in 2002. American Association of
Blood Banks, 2003. (http://www.aabb.org/About_the_AABB/Stds_and_
Accred/ptannrpt02.pdf)

Anderson S, Bankier AT, Barrell BG, deBruijn MH, Coulson AR, Drouin
IC, etal. Sequence and organization of the human mitochondrial genome.
Nature 1981;290:457-65.

Cummings MP, Otto SP, Wakeley J. Sampling properties of DNA
sequence data in phylogenetic analysis. Mol Biol Evol 1995;12:
814-22.

Szuhai K, van den Ouweland JM, Dirks RW, Lemaitre M, Truffert
JC, Janssen GM, et al. Simultaneous A8344G heteroplasmy and mi-
tochondrial DNA copy number quantification in myoclonus epilepsy
and ragged-red fibers (MERRF) syndrome by a multiplex molec-
ular beacon based real-time fluorescence PCR. Nucleic Acids Res
2001;29:e13.

Gahan ME, Miller F, Lewin SR, Cherry CL, Hoy JF, Mijch A, et al.
Quantification of mitochondrial DNA in peripheral blood mononuclear
cells and subcutaneous fat using real-time polymerase chain reaction.
J Clin Virol 2001;22:241-17.

Li W, Xi B, Yang W, Hawkins M, Schubart UK. Complex DNA melting
profiles of small PCR products revealed using SYBR Green I. Biotech-
niques 2003;35:702—6.

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]

[PubMed]



57.

[PubMed]

58.

59.

TIMKEN ET AL. ¢ NUCLEAR-MITOCHONDRIAL DUPLEX gPCR ASSAY 17

Abrams ES, Murdaugh SE, Lerman LS. Intramolecular DNA melting
between stable helical segments: melting theory and metastable states.
Nucleic Acids Res 1995;23:2775-83.

Budowle B, Smith J, Moretti T, DiZinno T. DNA typing protocols: molec-
ular biology and forensic analysis. Natick, MA: Eaton Publishing, 2000.
Applied Biosystems. BigDye® Terminator v1.1 cycle sequencing kit
protocol (part number 4337036A). Foster City, CA: Applied Biosystems,
2002.

60. Applied Biosystems. Application Note: AmpF/STR® Identifiler® PCR
amplification kit (publication number 112AP02-01). Foster City, CA:
Applied Biosystems, 2003.

Additional information and reprint requests:

Martin R. Buoncristiani, M.P.H.

California Dept. of Justice Jan Bashinski DNA Laboratory
1001 W. Cutting Blvd., Suite 110

Richmond, CA 94804



Carmen Entrala

Laboratorio de ADN forense, Depto. de Medicina Legal

Universidad de Granada, Espafia

TECNICAS DE ANALISIS DEL ADN EN
GENETICA FORENSE

Indice:

1. Evolucion de las técnicas de estudio de los polimorfismos de ADN

2. Analisis por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.1 Generalidades

2.2 Componentes de la PCR

3. Futuras tecnologias: biochips

3.1 Aplicaciones de los biochips

Sumario:

La identificacion con ADN o “huella genética” se basa en el estudio de una serie de fragmentos de ADN
presentes en todos los individuos pero que poseen la caracteristica de ser altamente variables o polimorficos
entre los mismos.

E7 andlisis de un determinado niimero de estas secuencias o fragmentos de ADN permite identificar a un
individno con una probabilidad muy cercana al 100%.

Ademas de ser muy polimorfico, el ADN que se utiliza para la identificacion en Genética Forense es un
ADN no codificante o no expresivo, por lo que no revela caracteristicas fenotipicas de los individuos; este
hecho es de gran importancia a la hora de considerar la creacion de las bases de datos genéticas.

Para analizar dichos polimorfismos del ADN, los laboratorios de Genética Forense utilizan una serie de
técnicas que estan en continua evolucion, consiguiendo que cada veg la identificacion por medio del ADN
Sea mids precisa y rapida.
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1. Evolucidn de las técnicas de estudio de
los polimorfismos de ADN

La Hemogenética Forense nace a principios de siglo, cuando Karl
Landsteiner describe el sistema ABO de los hematies y Von Durgen y
Hirschfeld descubren su transmision hereditaria. Esta ciencia surgié como una
rama de la Criminalistica cuyo objetivo era la identificaciéon genética tanto en
casos de investigacion criminal como en estudios biologicos de la paternidad.
Inicialmente, las investigaciones se centraban en el estudio de antigenos
eritrocitarios (sistema ABO, Rh, MN), proteinas séricas, enzimas eritrocitarias
y sistema HLA. Con el estudio de dichos marcadores podia incluirse o
excluirse una persona como posible sospechoso por poseer una combinacién
genética igual o diferente a la del vestigio biologico hallado en el lugar de los

hechos.

Pero fue a mediados de siglo cuando gracias al descubrimiento del ADN y de
su estructura y al posterior avance en las técnicas de analisis de dicha molécula
la Hemogenética Forense evolucioné considerablemente hasta el punto de que
hoy en dfa puede hablarse de una nueva subespecialidad dentro de la Medicina
Forense: la Genética Forense. Dicha ciencia estudia basicamente unas
regiones del ADN que presentan variabilidad entre los distintos individuos, es
decir, estudia regiones polimorficas del ADN. Asi, analizando un determinado
nimero de regiones polimorficas, la probabilidad de que dos individuos sean
genéticamente iguales es practicamente nula (excepto en el caso de gemelos

univitelinos).

Aunque la Ciencia posefa las herramientas necesarias para el estudio del ADN,
su aplicacién en la resolucion de casos judiciales no se produjo hasta 1985,
cuando el Ministerio del Interior Britanico solicit6 la ayuda de Alec J. Jeftreys,
profesor de Genética de la Universidad de Leicester. Los primeros casos de

Criminalistica fueron resueltos gracias a la técnica de los RFLPs (Fragmentos



de Restriccion de Longitud Polimorfica). Jeffreys descubrié la existencia de
unas regiones minisatélites hipervariables dispersas por el genoma humano
que al ser tratadas con enzimas de restriccion generaban fragmentos de
longitud variable. Estudios posteriores realizados el mismo Jeffreys
demostraron que las diferencias en el tamano de estos fragmentos se debian a
que estas regiones consistian en un determinado nimero de repeticiones en

tandem de una secuencia central, el cual variaba de unos individuos a otros.

El primer locus de ADN polimérfico fué descubierto por Wyman y White en
1980 usando una sonda de ADN arbitraria. De esta manera observaron
fragmentos de mas de 15 longitudes diferentes en una pequefia muestra de
individuos. Posteriormente se encontraron otros loci hipervariables como en
la secuencia del gen de la insulina humana, en el oncogen “ras”, en el
pseudogen de la zeta-globina y en el gen de la mioglobina. Estos loci
hipervariables constaban de repeticiones en tindem de una secuencia de
oligonucleétidos (11 a 60 pb), de manera que las diferentes longitudes de los

fragmentos originados dependian del nimero de dichas repeticiones y se les

denominé VNTR (“Variable Number of Tandem Repeat”).

Tras el descubrimiento de los primeros VNTRSs se vio que éstos podian ser

aplicados a la medicina forense y sustituir a los marcadores clasicos.

En un principio la manera de estudiar dichos marcadores se hizo por medio
de la técnica llamada hibridacion con sondas o Southern blot. Esta técnica

consta basicamente de las siguientes etapas:

1. Digestion del ADN con enzimas de restriccion tras conseguir extraer
un ADN de alta molecularidad.

2. Separacion de los fragmentos obtenidos por medio de una
electroforesis en gel de agarosa.

3. Desnaturalizacion de los fragmentos separados y cortados.



4. Transferencia de las cadenas simples a una membrana de nitrocelulosa
o nylon y fijacién de las mismas por medio de calor (80°C).

5. Prehibridacion con sondas de ADN inespecifico para bloquear los
lugares de unién inespecificos que pudiera haber en la membrana.

6. Marcaje de Ia sonda con nucleétidos radioactivos (** P normalmente).

7. Hibridacion de 1a sonda marcada y desnaturalizada con los fragmentos
de ADN fijados a la membrana, y lavado de la membrana para eliminar
el exceso de sonda o aquellas que hayan hibridado mal.

8. Revelado en placa radiografica e interpretacion de los resultados.

Temd, A, ieiepgiti | [P et DA

El tipo de sondas utilizadas puede ser de dos tipos:

Sondas Mono-locus (SLP): son especificas para una regiéon de un
determinado cromosoma. Se unen a secuencias largas de nucleétidos y
presentan mayor variabilidad que las sondas multi-locus. Como resultado se
observan una o dos bandas por individuo, segin sea homocigoto o
heterocigoto. El patrén de bandas obtenido con estas sondas se denomina
perfil unilocus de ADN o “DNA profiling”

Sondas Multi-locus (MLP): hibridan con secuencias minisatélites



presentes en varios loci de diferentes cromosomas. Son sondas de 10 a 15
nucleétidos que se repiten multiples veces y tras el revelado se observan de
10 a 20 bandas por persona. Este patrén de multiples bandas se conoce

como huella genética multilocus o “DNA fingerprint”.
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Las sondas multi y mono-locus presentan una serie de ventajas e

inconvenientes con respecto a una serie de parametros como son:

Informacion aportada: las sondas multi-locus tienen una mayor capacidad
discriminativa al aparecer multiples bandas. No obstante, las mono-locus
son mas especificas ya que el fragmento de ADN con el que hibridan es de
mayor tamano.

Cantidad y calidad del ADN: cuando se usan sondas multi-locus se
requiere aproximadamente un microgramo de ADN sin degradar mientras
que en el caso de las mono-locus se necesita menos de 100 ng y este ADN
no necesariamente debe estar en perfecto estado, siempre y cuando el
fragmento complementario a la sonda esté intacto.

Especificidad entre especies: las sondas multi-locus permiten su uso



sobre el ADN humano y de cientos de animales superiores, mientras que las

mono-locus son exclusivas de ADN humano.

A pesar de que el analisis SLP ha sido y es bastante atil en estudios de
paternidad no puede decirse lo mismo de su aplicacién a la Criminalistica ya

que presenta una serie de inconvenientes como son:

La cantidad de ADN que se necesita esta entre 20 y 100 ng, cantidad dificil
de conseguir en casos de criminalistica en los que los indicios biologicos
encontrados son minimos.

En cuanto a la calidad del ADN, en la practica forense es muy dificil
encontrar en estado no degradado toda la cantidad de ADN que se necesita
para un analisis con sondas mono-locus.

El tiempo requerido para este tipo de analisis es de dos o tres dias.

El hecho de que se requieran cantidades elevadas de ADN hacen que
normalmente, con el primer analisis se consume la totalidad de la muestra,

con lo que se dificultan contrapericias y una posterior revision del caso.

Todas estas limitaciones fueron superadas gracias a la aplicaciéon en Genética
Forense de una técnica, la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (“PCR”),

que supuso una revolucién en muchos campos de la Biologia y de la Medicina.

El estudio de indicios biologicos por PCR ha permitido la resolucién de un
gran numero de casos en Criminalistica que hasta entonces eran desestimados
por no poseer la suficiente cantidad de muestra para su analisis por RFLP.
Con el uso de la PCR muestras tan minimas como pueden ser un pelo con
raiz, una minuscula mancha de sangre o semen e incluso caspa son
suficientes en muchos casos para llevar a cabo un andlisis de identificacion

genética.



2. Andlisis por lareaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

2.1 General

La reaccién en cadena de la polimerasa (conocida como PCR por sus siglas en
inglés, Polymerase Chain Reaction) permite amplificar mas de un millén de
veces un ADN obtenido a partir de una regidn seleccionada del genoma,
siempre y cuando se conozca una parte de su secuencia de nucleétidos. Esta
técnica fue ideada en 1989 por Kary B. Mullis que obtuvo el premio Nobel de

Quimica en 1993 por dicho invento.

Para la PCR se utilizan dos oligonucleétidos sintéticos de unos 15-20
nucleétidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la region
que se quiere amplificar. Estos oligonucleétidos (habitualmente conocidos por
su nombre en inglés, "primers") actian como cebadores para la sintesis in
vitro de ADN la cual esta habitualmente catalizada por una enzima llamada
Taq polimerasa. Dicha enzima se aisla de una bacteria termofila, denominada
Thermus Aquiticns, que es capaz de crecer a temperaturas elevadas (79 - 85 © C).
A esta temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de
extension de mas de 60 nucleétidos por segundo en regiones ricas en uniones
G-C. La temperatura optima a la que actta la Taqg polimerasa permite el uso de
elevadas temperaturas para la unién de los primers y para la extension, de esta
manera se aumenta el nivel de exigencia de la reaccion y se reduce la extension

de los primers unidos inespecificamente al ADN.

ILa reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales

incluye tres fases o pasos:

1. DESNATURALIZACION: Para que comience la reacciéon es

necesario que el ADN molde se encuentre en forma de cadena sencilla.



Esto se consigue aplicando temperaturas de 90 a 95°C que producen la
rotura de los puentes de hidrégeno intercatenarios y por lo tanto la
separacion de ambas cadenas. Para conseguir la completa separacion de
las hebras de toda la muestra esta temperatura debe mantenerse unos
minutos. Si el ADN solo se desnaturaliza parcialmente éste tendera a
renaturalizarse rapidamente, evitando asi una eficiente hibridacién de

los primers y una posterior extension.

HIBRIDACION: FEsta fase se denomina también fase de
“annealing” o de emparejamiento. Una vez que el ADN esta
desnaturalizado se disminuye la temperatura hasta un rango
comprendido entre los 40 y los 60°C para que se pueda producir la
union de los primers a las secuencias flanqueantes del fragmento que se
va a amplificar. La temperatura de fusién o annealing (Tm, “melting
temperature”) depende de varios factores y es relativamente especifica
para cada primer. La longitud de los primers y la secuencia son criticas
en la designaciéon de los parametros de una amplificacién, una férmula

simple para calcular la Tm es la siguiente:

Tm = 4(G+C) + 2 (A+T).

No obstante, cada primer exige una serie de estudios experimentales para

determinar su temperatura de annealing especifica ya que si la temperatura es

muy baja la unién se hara de forma inespecifica y si es muy alta no se

producira una unién completa.

EXTENSION: Durante este paso la Tag polimerasa incorpora
nucleétidos en el extremo 3' del primer utilizando como molde la
cadena de ADN previamente desnaturalizada. La temperatura a la que

se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la temperatura a la



que la Tag polimerasa alcanza su maxima actividad. Normalmente una
extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de

500 pb, y 40 segundos para fragmentos por encima de 1.2Kb.

Un factor importante en el transcurso de las diferentes fases es el tiempo de
rampa. Hste se define como el tiempo invertido en pasar de una temperatura
a otra y depende del disefio y de las caracteristicas del aparato donde se realiza
automaticamente este proceso, el termociclador. En las nuevas generaciones

de termocicladores este factor se ha ido optimizando para hacerlo minimo.

2.2 Componentes de la PCR

2.2.1 BUFFER DE AMPLIFICACION

Los buffer de PCR que se utilizan normalmente contienen KCl, Tris y MgCl,
El MgCl, es el componente que mas influye en la especificidad y rendimiento
de la reaccién ya que los iones Mg®* son necesarios para la actividad de la Tag

polimerasa, es decir, actian como cofactores de la polimerasa.

La concentracién optima de MgCl, esta en torno a 1.5 mM si se emplean
concentraciones de 200 mM de cada uno de los dN'TPs. No obstante, a veces
es necesario probar con diferentes cantidades de Mg ya que un exceso del
mismo origina una acumulacién de productos inespecificos y una cantidad

insuficiente hace que disminuya el rendimiento de la amplificacion.
2.2.2 PRIMERS

Ala hora de elegir unos primers para amplificar un determinado fragmento de

ADN hay una serie de reglas a seguir:

La longitud de cada uno de los primers debe estar comprendida entre 18
y 24 bases ya que se ha comprobado que primers de mayor longitud (30-35

bases) no aumentan el rendimiento y los primers cortos carecen de



suficiente especificidad.
Ambos primers deben tener una I’m similar (como mucho la diferencia
entre ambas temperatura debe ser de 5°C).
La relacion bases piiricas: bases pirimidinicas debe ser 1:1 (o como
mucho 40-60%).

La secuencia de los primers debe comenzar y terminar con 1-2
bases puricas.
Para evitar la formacion de dimeros de primers es necesario comprobar

que los primers no contengan secuencias complementarias entre si.

Los dimeros de primers consisten en fragmentos de doble cadena cuya
longitud es muy proxima a la de la suma de los primers y se producen cuando
un primer es extendido a continuacién del otro. El mecanismo exacto por el
que se forman estos dimeros no esta completamente determinado. La
observacion de que primers con los extremos 3' complementarios favorecen
su formacion sugiere que el paso inicial se debe a interacciones transitorias
que aproximan los extremos complementarios. Algunas polimerasas, incluida
la Taq, han mostrado una débil actividad polimerizadora no dirigida por un
ADN patron, la cual puede unir nucleétidos adicionales al doble extremo
apareado. Si esta actividad puede producirse sobre una hebra sencilla de
oligonucleétidos, resultarfa una buena oportunidad para que la extension
formara un corto solapamiento en el extremo 3' con el otro primer, suficiente

para promover la formacion del dimero.
2.2.3 DESOXINUCLEOTIDOS TRIFOSFATOS

Las concentraciones de dNTPs que suelen usarse estan en torno a 200 uM
para cada uno de ellos. En un volumen de reaccion de 25 ul con esta
concentracion de dNTPs se sintetizarfan entre 6-6.5 pg de ADN. La
concentracion de dNTPs y de MgCl, va relacionadas ya que el Mg se une a los

dNTPs con lo que concentraciones elevadas de dNTPs inhibirfan la reaccion
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al no tener la Taq polimerasa suficiente Mg como para incorporar dNTPs. Para
una concentracion de 200 pM de cada dANTP se suele anadir MgCl, a una

concentracion de 1.5 mM.
2.2.4 TAQ-POLIMERASA

Las cantidades 6ptimas de Tag polimerasa necesarias para la sintesis de ADN
estan alrededor de 2 unidades en 25 ul de volumen final de reaccién. La
actividad de este enzima se ve influenciada por la concentraciéon de dNTPs, de
Mg*" y de algunos iones monovalentes de manera que concentraciones

elevadas de los mismos inhiben dicha actividad.

Por otro lado, pequefias concentraciones de KCl estimulan la actividad
sintética de la Taq en un 50-60% con un maximo aparente cuando su
concentracion es de 50 mM. Existen algunos datos relacionados con la
influencia de ciertos reactivos que se emplean antes de la amplificacion y que
alteran la actividad de la Taq. Por ejemplo concentraciones 1M de urea
estimulan la actividad, el SDS a bajas concentraciones que la inhibe al igual

que concentraciones mayores del 10% de etanol.
2.2.5 ADN MOLDE O “TEMPLATE"

Es el ADN del cual queremos copiar un determinado fragmento, es, por
tanto, el ADN que la Taq polimerasa utiliza como molde para la sintesis de
nuevas cadenas polinucleotidicas. La cantidad de ADN necesaria para la PCR

depende de varios factores:

Del marcador que se va a amplificar: hay marcadores cuyos primers son mas
especificos o bien cuyas condiciones de amplificaciéon estan mejor optimizadas
que las de otros. Por esta razén puede darse el caso de que cierta cantidad de
ADN (sobre todo cuando jugamos con cantidades minimas) amplifique para

unos marcadores pero no para otros. Por ello, cuando en un laboratorio se va
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a utilizar un nuevo marcador es necesario hacer un estudio de validacién en ¢l
que se incluye un estudio de sensibilidad. De dicho estudio de sensibilidad
puede sacarse como conclusion cudl es la minima cantidad de ADN que
amplifica en condiciones estandar. De manera general, para casi todos los STR
utilizados en Genética Forense la cantidad 6ptima de ADN que asegura un

rendimiento adecuado esta en torno a los 5 ng.

Calidad del ADN: Cuando se trabaja con ADN cuya calidad es 6ptima no
suele haber problemas en la amplificacion y cantidades del mismo por encima
e incluso por debajo de los 5 ng rinden buenos resultados. El problema
aparece cuando la calidad del ADN obtenido no es la idénea, bien porque esté
degradado o bien porque dicho ADN wvaya ligado a una serie de
contaminantes que pueden inhibir la actividad de la polimerasa. Si el ADN
esta degradado por la acciéon de enzimas de restriccion el que obtengamos o
no resultado en la amplificaciéon va a depender de que el fragmento a
amplificar haya sido dafiado o no. En el caso en el que tengamos ADN sin
degradar pero unido a una serie de contaminantes habria que intentar diluir al
maximo la muestra para disminuir dichos contaminantes, pero siempre dentro
de un rango de ADN que no esté por debajo del limite de sensibilidad de la
PCR. El problema de las cantidades minimas de ADN vy la presencia de
contaminantes o inhibidores de la Taq es un hecho habitual en Criminalistica

y requiere un estudio pormenorizado de la muestra antes de la amplificacion.
ADYUVANTES DE LA PCR

Son elementos que mejoran el rendimiento y la especificidad de la PCR.
Aungque algunos autores han recomendado el uso del DMSO 'y del glicerol,
el adyuvante mas extendido y utilizado es el BSA. A concentraciones por
encima de 0.8 pg/ul el BSA incrementa la eficiencia de la PCR ya actiia como
una proteina captadora de iones que pueden ser inhibidores de la Taq

polimerasa.
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La PCR ofrece una serie de ventajas, frente al uso de las técnicas de analisis

genético utilizadas con anterioridad, como son:

Su capacidad para obtener resultados en casos en los que la cantidad de
ADN es minima o en casos en los que el ADN esté parcialmente
degradado.

Genera en un espacio corto de tiempo un elevado nimero de copias de la
secuencia de ADN que es objeto de estudio, lo cual permite utilizar técnicas
de visualizaciéon mas sencillas y rapidas que el uso de sondas marcadas
radioactivamente.

Permite la determinacion y agrupacion alélica en clases discretas, lo que
facilita la elaboracion de bases de datos al ser la estandarizaciéon inmediata y

posibilitar la aplicacion de métodos bioestadisticos y programas elaborados.

El uso de marcadores microsatélites de pequefio peso molecular aumenta las
probabilidades de obtener resultados positivos de amplificacién cuando el
ADN se encuentra degradado ya que puede ser que dichos fragmentos no
hayan sido digeridos. Esta ventaja es de gran importancia en Criminalistica ya
que normalmente los indicios biolégicos encontrados han estado sometidos a

diversos factores (calor y humedad) que favorecen el crecimiento bacteriano.

Sin embargo, una de las grandes ventajas de la PCR que es su elevada
sensibilidad puede, en ocasiones, convertirse en un gran problema ya que se
podria coamplificar un ADN extrafio o ajeno al que nos interesa. No
obstante, en los laboratorios de Genética Forense las medidas de precaucion
que se toman para evitar problemas de contaminacién por manipulaciéon son

extremas.

Una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes son separados en

funciéon de su tamafio por medio de un proceso de electroforesis.
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Actualmente se utilizan dos tipos de electroforesis en los laboratorios de

Genética Forense:

Electroforesis en geles verticales de poliacrilamida

Electroforesis capilar

La electroforesis capilar es una técnica relativamente novedosa en el campo
de la Genética Forense pero que esta poco a poco sustituyendo a los sistemas

de electroforesis vertical. En este caso el proceso electroforético es llevado a

cabo en un capilar de silica de unas 50 pm de diametro, lo cual hace que la
cantidad de calor generado sea menor y que puedan aplicarse voltajes
mayores. Para que puedan ser analizados por electroforesis capilar los primers
o los dideoxinucleétidos (en el caso de la secuenciacion) deben ser marcados
fluorescentemente con unas moléculas denominadas fluorocromos que emiten
fluorescencia a una determinada longitud de onda cuando son excitados por
laser. El equipo en el que se realiza el proceso lleva acoplado un ordenador
encargado de traducir los datos de emisiones fluorescentes en secuencias o
fragmentos con sus correspondientes alelos asignados. La electroforesis
capilar presenta una serie de ventajas frente a los sistemas de electroforesis

vertical como son:

Rapidez: ya que permite el analisis simultaineo de varios loci aunque éstos
posean alelos con tamanos solapantes.

Sensibilidad: hace posible detectar cantidades muy pequefias de ADN
amplificado.

Los resultados se obtienen de manera informatizada, lo que evita problemas
de interpretacion de los resultados y facilita el analisis de los mismos a través

de programas informaticos.
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3. Futuras tecnologias: biochips

Las técnicas de analisis genético se encuentran hoy en dia en continuo
desarrollo y evolucion. La necesidad de técnicas que permitan el aislamiento y
analisis de los casi cien mil genes que componen el genoma humano justifica
la existencia de lineas de investigacion destinadas al descubrimiento de nuevos
métodos que permitan monitorizar elevados volumenes de informacion
genética en paralelo y que reduzcan tanto el tiempo empleado como el coste

por analisis.

Desde el analisis de los primeros polimorfismos de ADN con fines
identificativos, la Genética Forense ha sufrido una gran evolucion. Los
expertos en la materia han sido testigos de como el descubrimiento de la PCR
revoluciono las técnicas de identificacion genética. Es probable que la proxima

revolucion la constituyan los llamados biochips o microarrays.

Los biochips surgen como consecuencia de una combinacion entre técnicas
microelectronicas empleadas para la fabricacion de microprocesadores
informaticos y materiales biologicos. En general puede decirse que la
principal caracteristica de los chips es su capacidad para generar informacién
en muy poco espacio, ya que posibilitan el procesamiento de multitud de
ensayos simultaneamente. Esta caracteristica es la que hace que los biochips
sean probablemente la tecnologia del futuro en el campo de las investigaciones

biomédicas.

La fabricacion de los biochips es similar a la de los chips informaticos: por
medio de la técnica denominada fotolitografia se depositan circuitos
microscopicos sobre laminas de silicio. En el caso concreto de los biochips,
estas laminas son de vidrio y lo que se deposita en dichas laminas son cadenas

de ADN. Las laminas de vidrio presentan una serie de ventajas como son:
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Posibilidad de unir las cadenas de ADN a la superficie del cristal,
convenientemente tratada, mediante enlaces covalente.

Su capacidad para aguantar altas temperaturas y lavados de elevada fuerza
i6nica.

Al ser un material no poroso el volumen de hibridacion puede reducirse al
minimo.

Su baja fluorescencia evita ruidos de fondo.

Hay companias comerciales que han desarrollado otras estrategias para la
tabricacién de biochips. No obstante, los mas usados actualmente y con

mayor nimero de aplicaciones son los basados en #énicas fotolitograficas.

Estos chips, como se dijo anteriormente, consisten en una pequefa lamina de
vidrio que posee unos grupos reactivos, a los que posteriormente se uniran los
nucleoétidos, protegidos mediante una pelicula realizada con un agente quimico
fotodegradable. Mediante una mascara que se situan sobre el chip, se logra
enfocar un haz de luz hacia unas posiciones y regiones determinadas,
degradando al agente quimico protector en dichas zonas y dejandolo intacto
en las zonas protegidas por la mascara. A continuacioén se afiade al chip un
medio que contiene uno de los cuatro nucleétidos que se unira, mediante
enlace covalente, al cristal con los grupos reactivos que hayan quedado
desprotegidos. Cada grupo afiadido lleva una molécula receptora

fotodegradable.

Todo este proceso se va repitiendo con los diferentes nucledtidos y mascaras
hasta generar unos oligonucle6tidos con las secuencias que nos interesen. El

siguiente esquema muestra el todo el proceso explicado anteriormente.
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Cada “casilla” del chip posee una cadena de un oligonucle6tido de manera que
solamente aquel fragmento de ADN que hibride perfectamente con ella

permanecera unido tras los diversos lavados.

Previamente a la hibridacion, el ADN de la muestra a estudiar debe haber sido
amplificado y marcado fluorescentemente en uno de sus extremos. Una vez
marcado se incuba en el recipiente que contiene al chip tras lo cual se lava
varias veces para eliminar los fragmentos que no hayan hibridado y se
introduce el chip en un escaner en el que se detectan los patrones de
hibridacién. Esta deteccion se realiza en base a la fluorescencia emitida por los
fluorocromos de la muestra cuando son excitados por luz y en aquellos
pocillos en los que la unién haya sido completa la fluorescencia sera mayor

que los que contengan alguna base desapareada.

Un ordenador conectado al escaner es el que identifica las secuencias sonda

por su posicion el chip.
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3.1 Aplicaciones de los biochips

A pesar de ser una tecnologfa muy reciente y que, por lo tanto, esta aun en

vias de experimentacion, actualmente los biochips estan siendo aplicados en:

Monitorizacién de expresion génica: permite determinar cual es el
patrén de expresion génica y cuantificar el nivel de expresion de manera
simultanea para un elevado nimero de genes. Esto permite realizar estudios
comparativos de activaciéon de determinados genes en tejidos sanos y
enfermos y determinar asi la funcién de los mismos.
Detecciéon de mutaciones y polimorfismos: Permite el estudio de todos
los posibles polimorfismos y la deteccion de mutaciones en genes
complejos.
Secuenciaciéon: Mientras que se han diseflando algunos biochips para
secuenciacion de fragmentos cortos de ADN, no existe ain en el mercado
ninguin biochip que permita secuenciar de novo secuencias largas de ADN.
Diagnéstico clinico y deteccion de microorganismos: Posibilitan la
identificaciéon rapida empleando unos marcadores genéticos de los
patogenos.
Screening y toxicologia de farmacos: el empleo de los biochips permite
el analizar los cambios de expresion génica que se dan durante la
administraciéon de un farmaco de forma rapida, asi como la localizacién de
nuevas posibles dianas terapéuticas y los efectos toxicologicos asociados.
Seguimiento de terapia: los biochips permiten valorar rasgos genéticos que
pueden tener incidencia en la respuesta a una terapia.
Medicina preventiva: El conocimiento y posible diagnéstico de ciertos
caracteres genéticos asociados a determinadas patologias permite una
prevencion de las mismas antes de que aparezcan los sintomas.
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