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DESCRIPCIÓN 
 
Categorización de muestras de ADN 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
La presente tecnología inventiva se refiere a métodos para la categorización precisa y rentable y el análisis de 
muestras de ADN para identificar la fuente de origen y la identidad de la muestra de ADN o muestras de ADN mixto. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 10 
 
La presente invención se refiere a métodos para la categorización precisa y rentable de muestras de ADN en 
diferentes tipos de ADN generado in vitro o diferentes tipos de ADN natural tales como de diferentes tejidos y/o 
estados fisiológicos/patológicos. La invención logra la categorización comparando "relaciones de señal" que se 
correlacionan con relaciones de niveles de metilación en loci genómicos específicos, pero no se basa en el cálculo 15 
de los niveles reales de metilación en ningún locus genómico. Por lo tanto, la configuración de la invención elimina el 
requisito de especies y/o controles externos de ADN, lo que simplifica y aumenta de este modo la precisión del 
ensayo. La tecnología de la invención también permite realizar la categorización de ADN junto con el perfil de ADN 
en la misma reacción, permitiendo así la categorización concomitante y la determinación de la identidad de las 
muestras. 20 
 
Un aspecto de la presente invención es un método para categorizar una muestra de ADN de acuerdo con la 
reivindicación 1 El método comprende: 
 

(A) digerir una muestra de ADN con una endonucleasa de restricción sensible a la metilación y/o 25 
dependiente de la metilación; 
(B) realizar un análisis de PCR en el ADN digerido amplificando al menos dos loci genómicos de los cuales 
al menos uno es un locus de restricción; 
(C) determinar la intensidad de la señal de cada producto de amplificación; 
(D) calcular "relaciones de señal" entre las intensidades de las señales producidas por los loci; y 30 
(E) comparar las relaciones de señal con los valores de referencia correspondientes a diferentes categorías 
de ADN, en el que se determina que la categoría cuyos valores de referencia corresponden mejor a las 
relaciones de señal es la categoría de la muestra de ADN. Es decir, por ejemplo, la aproximación del valor 
de una relación de señal al valor de un valor de referencia de una categoría de ADN particular indica la 
fuente categórica de la muestra de ADN. Entonces, si una relación de señal que tiene un valor cercano al 35 
valor de una categoría de referencia, entonces la probabilidad de que la muestra de ADN probada se 
origine a partir de ese tipo particular de categoría, en base a la similitud en los valores entre la relación de 
señal y el valor de referencia, es alta. Por lo tanto, la relación o relaciones de señal que mejor se 
corresponden, o mejor se aproximan, a un valor o valores de referencia particular para una categoría de 
ADN particular hace que sea probable que esa muestra de ADN se origine a partir de esa fuente categórica 40 
de ADN particular. Para ejemplos sobre cómo comparar las relaciones de señal y los valores de referencia 
de categoría, consultar la divulgación en otra parte de esta solicitud, tal como en la sección titulada 
Algoritmo y Software, que explica cómo calcular las distribuciones de probabilidad y las probabilidades de 
verosimilitud de que una muestra de ADN se categorice en una o más categorías de referencia. 

 45 
En una realización, la digestión del ADN y el análisis de PCR se realizan en una única reacción bioquímica en la que 
la plantilla de ADN, las enzimas de digestión y amplificación, tampones, cebadores e ingredientes accesorios se 
colocan juntos en un tubo de ensayo y después el tubo de ensayo se cierra y se coloca en un termociclador, donde 
tiene lugar la reacción. 
 50 
En una realización, la endonucleasa de restricción sensible a metilación es incapaz de cortar o digerir un ADN si su 
secuencia de reconocimiento está metilada. En una realización, una endonucleasa de restricción sensible a la 
metilación se selecciona del grupo que consiste en AatII, Acc65I, AccI, AciI, AClI, AfeI, AgeI, ApaI, ApaLI, AscI, 
AsiSI, AvaI, AvaII, BaeI, BanI, BbeI, BceAI, BcgI, BfuCI, BglI, BmgBI, BsaAI, BsaBI, BsaHI, BsaI, BseYI, BsiEI, 
BsiWI, BslI, BsmAI, BsmBI, BsmFI, BspDI, BsrBI, BsrFI, BssHII, BssKI, BstAPI, BstBI, BstUI, BstZ17I, Cac8I, ClaI, 55 
DpnI, DrdI, EaeI, EagI, Eagl-HF, EciI, EcoRI, EcoRI-HF, FauI, Fnu4HI, FseI, FspI, HaeII, HgaI, HhaI, HincII, HincII, 
HinfI, HinP1I, HpaI, HpaII, Hpy166ii, Hpy188iii, Hpy99I, HpyCH4IV, KasI, MluI, MmeI, MspAlI, MwoI, NaeI, NarI, 
NgoNIV, Nhe-HFI, NheI, NlaIV, NotI, NotI-HF, NruI, Nt.BbvCI, Nt.BsmAI, Nt.CviPII, PaeR7I, PleI, PmeI, PmlI, PshAI, 
PspOMI, PvuI, RsaI, RsrII, SacII, SalI, SalI-HF, Sau3AI, Sau96I, ScrFI, SfiI, SfoI, SgrAI, SmaI, SnaBI, TfiI, TscI, TseI, 
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TspMI, y ZraI. 
 
En otra realización, puede usarse una enzima de restricción dependiente de metilación para digerir una muestra de 
ADN. Una endonucleasa de restricción dependiente de la metilación digiere solamente el ADN metilado. Los 
ejemplos de dichas enzimas de restricción incluyen, pero sin limitación, McrBC, McrA y MrrA. 5 
 
En una realización, se sabe que al menos un locus de restricción está metilado en ADN natural. 
 
En otra realización, se sabe que al menos un locus de restricción está sin metilar en ADN natural. 
 10 
En otra realización, se sabe que al menos dos loci de restricción están metilados de forma diferente en ADN natural. 
 
En otra realización, se sabe que la relación de señal entre al menos dos loci es diferente para al menos dos 
categorías potenciales. 
 15 
En otra realización, los pares de cebadores usados para amplificar loci se seleccionan para amplificar los loci de 
repetición corta en tándem (STR) del núcleo identificados en el Sistema de Índice Combinado de ADN de la Oficina 
Federal de Investigación (CODIS). 
 
En una realización, los loci del CODIS son loci genómicos humanos seleccionados del grupo que consiste en 20 
D16S539 (SEQ ID NO. 1), D7S820 (SEQ ID NO. 2), D13S317 (SEQ ID NO. 3), D5S818 (SEQ ID NO. 4), CSF1PO 
(SEQ ID NO. 5), TPOX (SEQ ID NO. 6), TH01 (SEQ ID NO. 7), vWA (SEQ ID NO. 8), FGA (SEQ ID NO. 9), D21S11 
(SEQ ID NO. 10), D8S1179 (SEQ ID NO. 11), D18S51 (SEQ ID NO. 12), y D3S1358 (SEQ ID NO. 13). 
 
En una realización particular, los cebadores directo e inverso de un locus de restricción y/o perfil están diseñados 25 
para hibridar con la SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25. 
 
En una realización, los cebadores directo e inverso de un locus están disponibles en un kit comercial de Promega 
Corporation seleccionado del grupo que consiste en PowerPlex® 16 HS (Cat. N.º DC2100, DC2101), PowerPlex® 16 
(Cat. N.º DC6530, DC6531), PowerPlex® 2.1 (Cat. N.º DC6470, DC6471), PowerPlex® 16 BIO (Cat. N.º DC6540, 30 
DC6541), y PowerPlex® ES Systems (Cat. N.º DC6730, DC6731). 
 
En una realización, los cebadores directo e inverso de un locus están disponibles en un kit comercial de Applied 
Biosystems/Life seleccionado del grupo que consiste en SGM, SGM+, AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR Profiler, 
AmpFlSTR ProfilerPlus, AmpFlSTR ProfilerPlusID, AmpFlSTR SEfiler, AmpFlSTR SEfiler Plus, AmpFlSTR Cofiler, 35 
AmpFlSTR Identifiler Direct, AmpFlSTR Identifiler Plus, AmpFlSTR NGM, AmpFlSTR Y-filer, AmpFlSTR Minifiler. 
 
En una realización, los cebadores directo o inverso de un locus están disponibles en un kit comercial Qiagen 
seleccionado del grupo que consiste en Investigator ESSPlex, Investigator ESSPlex SE, Investigator Nonaplex 
ESSPlex, Investigator Hexaplex ESSPlex, Investigator Triplex AFS QS, Investigator Triplex DSF, Investigator IDplex, 40 
Investigator Decaplex SE, Investigator HDplex, Investigator Argus X-12, Investigator Y-12 QS, Investigator DIPplex. 
 
En otra realización, los loci de restricción contienen una secuencia de reconocimiento de HpaII y se seleccionan del 
grupo que consiste en ADD6, ADD10, ADD 17 (SEQ ID NOs. 26-28) e Hypo23, Hypo28, Hypo33 (SEQ ID NOs. 29-
31). En una realización, la muestra de ADN es un ADN de mamífero o un ADN vegetal. En una realización, el ADN 45 
de mamífero es ADN de un mamífero seleccionado del grupo que consiste en un ser humano, simio, mono, rata, 
ratón, conejo, vaca, cerdo, oveja y caballo. En una realización particular, el ADN de mamífero es ADN humano. En 
una realización, el ADN humano es de un macho. En otra realización, el ADN humano es de una hembra. 
 
En una realización, la muestra de ADN humano se obtiene de un macho o una hembra que tiene un trastorno 50 
caracterizado por la metilación de ADN anormal. En una realización, el trastorno es un trastorno del neurodesarrollo 
de ICF (inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anomalías faciales), síndrome de Rett y síndrome de X frágil. 
 
En una realización, el ADN vegetal es ADN de una planta. En una realización, la planta es una planta 
monocotiledónea seleccionada del grupo que consiste en trigo, hierba de césped, cereal, maíz, arroz, avena, 55 
cebada, sorgo, orquídea, iris, lirio, cebolla, plátano, caña de azúcar, sorgo y palma. En otra realización, la planta es 
una planta dicotiledónea seleccionada del grupo que consiste en aguacate, patata, tabaco, tomate, remolacha 
azucarera, brócoli, mandioca, boniato, pimienta, algodón, poinsetia, leguminosas, alfalfa, soja, zanahoria, fresa, 
lechuga, roble, arce, nuez, rosa, menta, calabaza, margarita y cactus. 
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En una realización del método, al menos dos loci se amplifican por PCR con cebadores marcados de forma 
fluorescente y en el que se realizan comparaciones por parejas de la intensidad de las señales fluorescentes 
correspondientes a los loci para calcular relaciones de señal para cada par de loci. 
 5 
En una realización, se usan pares de cebadores para amplificar pares de loci seleccionados del grupo que de pares 
que consisten en D3S1358/D18S51, D3S1358/D7S820, D3S1358/Penta_D, D3S1358/TPOX, D3S1358/FGA, 
TH01/Penta_D, D21S11/D18S51, D21S11/D7S820, D21S11/Penta_D, D21S11/AMEL, D21S11/TPOX, 
D21S11/FGA, D5S818/D18S51, vWA/D18S51, D5S818/Penta_E, vWA/Penta_E, D5S818/D7S820, 
D5S818/Penta_D, D5S818/TPOX, D5S818/FGA, D13S317/D7S820, D13S317/Penta_D, D13S317/TPOX, 10 
D13S317/FGA, D16S539/D7S820, CSF1PO/D7S820, vWA/D7S820, D8S1179/D7S820, D16S539/TPOX, 
D16S539/FGA, CSF1PO/Penta_D, CSF1PO/TPOX, vWA/Penta_D, AMEL/TPOX, AMEL/FGA, vWA/D8S1179, 
vWA/TPOX, vWA/FGA, D8S1179/TPOX, D8S1179/FGA. 
 
En otra realización, los amplicones de los loci de restricción son más pequeños que los amplicones más pequeños 15 
usados en el perfil de ADN, que es de aproximadamente 100 pb de tamaño. 
 
En un aspecto de la presente tecnología inventiva, se realiza la cuantificación de señales de amplicón y no 
necesariamente la cuantificación de la cantidad de plantillas de ADN. Al calcular relaciones de señales de amplicón, 
no se necesita una curva estándar o un ADN de referencia, ya que no es necesario calcular las concentraciones de 20 
ADN reales. En esta realización, se calculan las relaciones de señales de amplicón. Las señales pueden ser señales 
detectadas de cualquier tipo de etiquetado usado para detectar productos de amplificación de PCR, tales como, pero 
sin limitación, tinción con bromuro de etidio, tinción sybr green, tinción de plata o por fluorescencia. 
 
Con respecto a esto último, en una realización, la reacción de PCR se realiza con cebadores marcados de forma 25 
fluorescente, y la determinación de la intensidad de las señales de los productos de amplificación se logra mediante 
la separación de productos por electroforesis capilar y cuantificación de señales de fluorescencia. 
 
En otra realización, la PCR es PCR en tiempo real, y la determinación de la intensidad de las señales de los 
productos de amplificación se logra mediante la cuantificación de las señales de fluorescencia. 30 
 
En una realización particular, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI. 
 
En una realización particular, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI y el primer locus de 
restricción es el locus TPOX. 35 
 
En una realización particular, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI y el primer locus de 
restricción es el locus FGA. 
 
En una realización particular en la que la categorización es según el semen o no según el semen, la endonucleasa 40 
de restricción sensible a la metilación es HhaI, los loci de restricción son SD1, SD2, SD3 y SD4 (SEQ ID NOs. 33-
36), un locus de control digerido es SD5 (SEQ ID NO. 37), y un locus de control no digerido es SD6 (SEQ ID NO. 
38). 
 
En una realización particular en la que la categorización es según la sangre, la saliva, el semen o la epidermis de la 45 
piel, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI y los loci de restricción son las SEQ ID NOs. 39-
53. 
 
En una realización particular en la que la categorización se realiza junto con el perfil de ADN, y es según el semen o 
no según el semen, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI, y los loci de restricción son SEQ 50 
ID NO. 40 y SEQ ID NO. 54. 
 
En una realización, se selecciona un par de loci de loci con niveles de metilación conocidos en al menos dos 
categorías de ADN, de tal forma que se sabe que uno de los loci en el par tiene un nivel de metilación más alto que 
el segundo locus en ese par en una categoría de ADN pero no en la otra. 55 
 
En otra realización, se selecciona un par de loci sin conocimiento de los niveles de metilación como se indica a 
continuación: seleccionar un par de loci genómicos aleatorios; diseñar cebadores marcados de forma fluorescente 
para amplificar cada locus; amplificar ambos loci en muestras de ADN obtenidas de diferentes categorías; 
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amplicones separados con electroforesis capilar; calcular las relaciones de señal en las diferentes muestras de ADN; 
si las relaciones calculadas a partir de muestras correspondientes al menos a una categoría son significativamente 
diferentes (por ejemplo, según se determina por la prueba de Kolmogorov-Smirnov con un umbral de p = 0,05) que 
las obtenidas de muestras correspondientes al menos a otra categoría, seleccionar el par para su uso en el ensayo. 
En una realización, las relaciones calculadas se comparan con un conjunto de relaciones obtenidas de muestras 5 
naturales y con un conjunto de relaciones obtenidas a partir de muestras artificiales. 
 
Con respecto a esto último, en una realización, se muestran a continuación las respectivas relaciones medias de 
señal de muestras de ADN naturales y artificiales digeridas con HhaI para pares específicos de loci determinados en 
el presente documento. 10 

 ADN natural ADN artificial 

FGA(PowerPlex16)/Hypo12 10,3 0,89 

FGA(PowerPlex16)/Hypo28 12,4 0,76 

TPOX(PowerPlex16)/Hypo12 9,7 1,12 

 
En otra realización, las relaciones calculadas se comparan con un conjunto de relaciones obtenidas a partir de 
muestras de ADN extraídas de diferentes categorías de tejidos. Véanse las Tablas 1-4 presentadas en las Figuras 7-
10 para ejemplos adicionales de secuencias de loci y relaciones de señal ilustrativas y resultados usados y 
obtenidos de acuerdo con los métodos de categorización de la invención descritos en el presente documento. 15 
 
En una realización, este método, o cualquier método descrito en el presente documento, comprende además 
analizar simultáneamente una muestra de ADN y determinar si la categoría del ADN. En una realización, la etapa de 
perfilar una muestra de ADN se realiza de acuerdo con las instrucciones proporcionadas en un kit de análisis de 
ADN disponible comercialmente. En otra realización, el kit de análisis de ADN disponible comercialmente es el kit de 20 
análisis PowerPlex®16 (Promega Corporation). 
 
En una realización, con respecto a esto último, la categorización del ADN es según los tipos de tejido. Se puede usar 
cualquier tipo de tejido tal como, pero sin limitación, sangre, saliva, semen, epidermis, orina, plasma y cabello. 
 25 
Por consiguiente, el método para categorizar una muestra de ADN, que comprende: 
 

(A) digerir una muestra de ADN con al menos una de una endonucleasa de restricción sensible a la 
metilación y una endonucleasa de restricción dependiente de la metilación; 
(B) amplificar al menos dos loci genómicos del ADN digerido, en el que al menos uno de los loci es un locus 30 
de restricción; 
(C) determinar la intensidad de señal de cada producto de amplificación; 
(D) calcular relaciones de señal entre las intensidades de señal de los productos de amplificación; y 
(E) comparar las relaciones de señal con valores de referencia de diferentes categorías de ADN, 

 35 
en el que la aproximación del valor de una relación de señal a los valores de las relaciones de referencia de una 
categoría de ADN particular indica la fuente categórica de la muestra de ADN. 
 
En una realización, los valores de referencia con los que se comparan las relaciones de señal son de al menos una 
categoría de ADN seleccionada del grupo que consiste en tipo de tejido, tipo de célula, condición fisiológica, 40 
condición patológica, edad, etnia, sexo, nivel de metilación, especie, líneas celulares, ADN natural y ADN sintetizado 
artificialmente, riesgo de desarrollar una condición patológica, condiciones prenatales, pronóstico, propensión a 
responder al tratamiento, efectos del subcultivo de la línea celular, respuesta a la medicación. 
 
En otra realización, el tipo de tejido o tipo de célula se selecciona del grupo que consiste en sangre, saliva, semen, 45 
epidermis, orina, plasma, cabello, sangre menstrual, células y/o secreción vaginal, sudor, heces, cerebro, esófago, 
pulmón, estómago, corazón, duodeno, hígado, vesícula biliar, intestino, riñón, glándula suprarrenal, vejiga urinaria, 
uretra, colon, testículo, ovario, útero, vagina, músculo, tendón, ligamento, grasa, cartílago, hueso, células 
endoteliales, cuello uterino, linfoma, tiroides, glándula pituitaria, cerebelo y mama. 
 50 
En una realización particular, el tipo de tejido o tipo de célula es sangre, saliva, semen o epidermis. 
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En otra realización, la afección patológica es cáncer, inflamación, trastorno autoinmune, trastorno metabólico, 
infección, enfermedad degenerativa, desequilibrios hormonales, un trastorno caracterizado por metilación anormal 
del ADN, trastorno del desarrollo neurológico de ICF (inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica y anomalías 
faciales ), síndrome de Rett y síndrome de X frágil. 
 5 
En una realización, la afección prenatal es síndrome de Prader-Willi, síndrome de Angelman, síndrome de Beckwith-
Wiedemann, síndrome de X frágil, síndrome de Russell-Silver, diabetes mellitus neonatal transitoria, osteodistrofia 
hereditaria de Albright, síndrome de McCune-Albright, paraganglioma familiar no cromafínico, síndromes UPD14 
maternos y paternos. 
 10 
En otra realización, los valores de referencia contra los cuales se comparan las relaciones de señal representan 
categorías que son mezclas de otras categorías. 
 
En otra realización, los valores de referencia contra los que se comparan las relaciones de señal son de mezclas de 
semen y diferentes de semen en diferentes relaciones. 15 
 
En una realización, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación se selecciona del grupo que consiste en 
AatII, Acc65I, AccI, AciI, AClI, AfeI, AgeI, ApaI, ApaLI, AscI, AsiSI, AvaI, AvaII, BaeI, BanI, BbeI, BceAI, BcgI, BfuCI, 
BglI, BmgBI, BsaAI, BsaBI, BsaHI, BsaI, BseYI, BsiEI, BsiWI, BslI, BsmAI, BsmBI, BsmFI, BspDI, BsrBI, BsrFI, 
BssHII, BssKI, BstAPI, BstBI, BstUI, BstZ17I, Cac8I, ClaI, DpnI, DrdI, EaeI, EagI, Eagl-HF, EciI, EcoRI, EcoRI-HF, 20 
FauI, Fnu4HI, FseI, FspI, HaeII, HgaI, HhaI, HincII, HincII, HinfI, HinP1I, HpaI, HpaII, Hpy166ii, Hpy188iii, Hpy99I, 
HpyCH4IV, KasI, MluI, MmeI, MspA1I, MwoI, NaeI, NarI, NgoNIV, Nhe-HFI, NheI, NlaIV, NotI, NotI-HF, NruI, 
Nt.BbvCI, Nt.BsmAI, Nt.CviPII, PaeR7I, PleI, PmeI, PmlI, PshAI, PspOMI, PvuI, RsaI, RsrII, SacII, SalI, SalI-HF, 
Sau3AI, Sau96I, ScrFI, SfiI, SfoI, SgrAI, SmaI, SnaBI, TfiI, TscI, TseI, TspMI, y ZraI. 
 25 
En una realización particular, la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es HhaI. 
 
En otra realización, la endonucleasa de restricción dependiente de la metilación se selecciona del grupo que 
consiste en McrBC, McrA y MrrA. 
 30 
En una realización, la categoría de ADN de referencia es ADN natural o ADN sintetizado artificialmente, en el que al 
menos un locus genómico en el ADN natural o ADN sintetizado artificialmente comprende un locus de repetición 
corta en tándem (STR) de núcleo usado para el perfil de ADN. 
 
En otra realización, el locus genómico comprende un locus humano seleccionado del grupo que consiste en 35 
D16S539 (SEQ ID NO. 1), D7S820 (SEQ ID NO. 2), D13S317 (SEQ ID NO. 3), D5S818 (SEQ ID NO. 4), CSF1PO 
(SEQ ID NO. 5), TPOX (SEQ ID NO. 6), TH01 (SEQ ID NO. 7), vWA (SEQ ID NO. 8), FGA (SEQ ID NO. 9), D21S11 
(SEQ ID NO. 10), D8S1179 (SEQ ID NO. 11), D18S51 (SEQ ID NO. 12), y D3S1358 (SEQ ID NO. 13), Penta D 
(SEQ ID NO. 14), Penta E (SEQ ID NO. 15), y Amelogenina (SEQ ID NOs. 16 y 17), D2S1338 (SEQ ID No. 18), 
D19S433 (SEQ ID No. 19), ACTBP2SE33 (SEQ ID No. 20), D10S1248 (SEQ ID No. 21), D1S1656 (SEQ ID No. 22), 40 
D22S1045 (SEQ ID No. 23), D2S441 (SEQ ID No. 24), y D12S391 (SEQ ID No. 25). 
 
En una realización, los cebadores para la amplificación de al menos uno de los loci genómicos están disponibles en: 
 

(1) un kit comercial de Promega Corporation seleccionado del grupo que consiste en PowerPlex® 16 HS 45 
(Cat. N.º DC2100, DC2101), PowerPlex® 16 (Cat. N.º DC6530, DC6531), PowerPlex® 2.1 (Cat. N.º 
DC6470, DC6471), PowerPlex® 16 BIO (Cat. N.º DC6540, DC6541), y PowerPlex® ES Systems (Cat. N.º 
DC6730, DC6731); 
(2) un kit comercial de Applied Biosystems seleccionado del grupo que consiste en SGM, SGM+, 
AmpFlSTR Identifiler, AmpFlSTR Profiler, AmpFlSTR ProfilerPlus, AmpFlSTR ProfilerPlusID, AmpFlSTR 50 
SEfiler, AmpFlSTR SEfiler Plus, AmpFlSTR Cofiler, AmpFlSTR Identifiler Direct, AmpFlSTR Identifiler Plus, 
AmpFlSTR NGM, AmpFlSTR Y-filer, y AmpFlSTR Minifiler; o 
(3) Investigator ESSPlex, Investigator ESSPlex SE, Investigator Nonaplex ESSPlex, Investigator Hexaplex 
ESSPlex, Investigator Triplex AFS QS, Investigator Triplex DSF, Investigator IDplex, Investigator Decaplex 
SE, Investigator HDplex, Investigator Argus X-12, Investigator Y-12 QS, Investigator DIPplex. 55 

 
En otra realización, se sabe que uno de los loci genómicos está sin metilar en todos los tejidos de ADN natural. En 
una realización, uno de los loci genómicos se selecciona del grupo que consiste en Hypo23, Hypo28, e Hypo33. 
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En otra realización, el método comprende además calcular al menos una de las siguientes relaciones: 
 

(1) D3S1358/D18S51, 
(2) D3S1358/D7S820, 
(3) D3S1358/Penta_D, 5 
(4) D3S1358/TPOX, 
(5) D3S1358/FGA, 
(6) TH01/Penta_D, 
(7) D21S11/D18S51, 
(8) D21S11/D7S820, 10 
(9) D21S11/Penta_D, 
(10) D21S11/AMEL, 
(11) D21S11/TPOX, 
(12) D21S11/FGA, 
(13) D5S818/D18S51, 15 
(14) vWA/D18S51, 
(15) D5S818/Penta_E, 
(16) vWA/Penta_E, 
(17) D5S818/D7S820, 
(18) D5S818/Penta_D, 20 
(19) D5S818/TPOX, 
(20) D5S818/FGA, 
(21) D13S317/D7S820, 
(22) D13S317/Penta_D, 
(23) D13S317/TPOX, 25 
(24) D13S317/FGA, 
(25) D16S539/D7S820, 
(26) CSF1PO/D7S820, 
(27) vWA/D7S820, 
(28) D8S1179/D7S820, 30 
(29) D16S539/TPOX, 
(30) D16S539/FGA, 
(31) CSF1PO/Penta_D, 
(32) CSF1PO/TPOX, 
(33) vWA/Penta_D, 35 
(34) AMEL/TPOX, 
(35) AMEL/FGA, 
(36) vWA/D8S1179, 
(37) vWA/TPOX, 
(38) vWA/FGA, 40 
(39) D8S1179/TPOX, y 
(40) D8S1179/FGA. 

 
En una realización particular, al menos uno de los loci genómicos es TPOX (SEQ ID NO. 6) o FGA (SEQ ID NO. 9). 
 45 
En otra realización, los loci amplificado son de 90 pb o de menor tamaño. 
 
En una realización, la intensidad de la señal es el nivel de fluorescencia del producto de amplificación medido 
durante la electroforesis capilar. 
 50 
En una realización, las etapas (B) y (C) del método descrito anteriormente se realizan mediante PCR en tiempo real. 
Es decir, en una realización, todos los reactivos requeridos, cebadores y enzimas que se necesitan para la digestión 
del ADN y la amplificación por PCR están presentes juntos en el mismo tubo o recipiente. 
 
En una realización, se usan cebadores marcados por fluorescencia para amplificar por PCR los loci elegidos del 55 
ADN digerido, en el que la intensidad de señal de cada producto de amplificación es el nivel de fluorescencia de 
cada producto de amplificación. 
 
En otra realización, el método comprende además hibridar una sonda marcada por fluorescencia con un producto de 
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amplificación, en el que la intensidad de señal del producto de amplificación es el nivel de fluorescencia medido 
después de la hibridación de la sonda con el producto. 
 
En otra realización, el método comprende además asignar niveles de confianza a categorías potenciales de una 
muestra de ADN, en el que el nivel de confianza refleja la probabilidad de que una categoría de ADN particular 5 
indique la fuente categórica de la muestra de ADN; en el que la probabilidad se calcula: 
 

(A) asignando una puntuación de probabilidad a cada comparación de una relación de señal a los valores 
de referencia que corresponden a las diversas categorías de ADN, en el que la puntuación de probabilidad 
se obtiene (i) asignando una función de distribución de probabilidad gamma a los valores de referencia de 10 
cada categoría potencial; en el que (ii) la puntuación de probabilidad es igual al valor de la función de 
distribución de probabilidad gamma asignada en la etapa (A) a la relación de señal observada; 
(B) para cada categoría, calcular la puntuación de probabilidad de la categoría, que es el producto de las 
puntuaciones de probabilidad obtenidas en la etapa (A); y 
(C) normalizar las puntuaciones de probabilidad dividiendo la puntuación de probabilidad de categoría de 15 
cada categoría potencial por la suma de todas las puntuaciones de probabilidad de categoría; 

 
en el que el nivel de confianza de cada categoría es la puntuación de probabilidad normalizada de esa categoría. 
 
En otra realización, el método comprende además realizar simultáneamente el perfil de ADN con la categorización 20 
de ADN. 
 
En una realización, las etapas de la digestión del ADN y la reacción en cadena de la polimerasa se realizan juntas en 
un solo tubo. 
 25 
En una realización, los loci genómicos que se amplifican se escogen para producir relaciones de señal distintas para 
diferentes categorías potenciales. 
 
También se describe un kit para categorizar una muestra de ADN en al menos dos categorías predeterminadas y 
para obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende (1) cebadores para la amplificación 30 
de loci genómicos específicos; y al menos uno o más reactivos seleccionados del grupo que consiste en (2) un 
tampón de reacción, (3) ADN de control, (4) una endonucleasa de restricción sensible a la metilación y/o una 
endonucleasa de restricción dependiente de la metilación, (5) un protocolo escrito para realizar la categorización. En 
una realización de la presente invención, el protocolo escrito puede comprender instrucciones para realizar 
cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, incluyendo, pero sin limitación, parámetros de 35 
digestión de ADN, parámetros de ciclado de PCR, análisis de relación de señal, y análisis de categorización, así 
como métodos de perfil de ADN. 
 
En otra realización, el kit comprende además un software de análisis para realizar los análisis de categorización. 
 40 
Otro aspecto de la presente invención es un kit para categorizar una muestra de ADN como semen o diferentes de 
semen y para obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 
 

(a) mezcla de cebadores, que comprende los siguientes cebadores: 
SD1f (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC); 45 
SD1r (GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG); 
SD2f (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG); 
SD2r (GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC); 
SD3f (TGGAGGACAATGCCCTGGTG); 
SD3r (GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC); 50 
SD4f (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG); 
SD4r (GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG); 
SD5f (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG); 
SD5r (ACGTAGAAGGACCCGAGGAC); 
SD6f (TACAGACAAATCACTCAGCAGC); y 55 
SD6r (GTTTCTTGTCTGACACTCGGTTGTAGGTATT); 
(b) tampón de reacción; 
(c) endonucleasa de restricción HhaI; 
(d) ADN polimerasa 
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(d) un protocolo escrito para realizar la categorización. 
 
En otra realización, el kit comprende además muestras de ADN de control. 
 
En otro aspecto de la presente invención se encuentra un kit para categorizar una muestra de ADN como semen o 5 
diferente de semen y para obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende al menos un 
par de par de combinaciones de cebadores directo (f) e inverso (r) seleccionadas del grupo que consiste en: 
 

(1) SD1f (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC) y SD1r (GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG); 
(2) SD2f (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG) y SD2r (GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC); 10 
(3) SD3f (TGGAGGACAATGCCCTGGTG) y SD3r (GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC); 
(4) SD4f (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG) y SD4r (GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG); 
(5) SD5f (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG) y SD5r (ACGTAGAAGGACCCGAGGAC); 
(6) SD6f (TACAGACAAATCACTCAGCAGC) y SD6r (GTTTCTTGTCTGACACTCGGTTGTAGGTATT). 

 15 
En una realización, la concentración de los cebadores en la mezcla de cebadores son: SD1f 0,6 µM, SD1r 0,6 µM, 
SD2f 1,75 µM, SD2r 1,75 µM, SD3f 1,25 µM, SD3r 1,25 µM, SD4f 1,75 µM, SD4r 1,75 µM, SD5f 1,75 µM, SD5r 1,75 
µM, SD6f 0,9 µM, y SD6r 0,9 µM. 
 
En una realización, el tampón de reacción comprende TRIS-HCl 150 mM, MgCl2 15 mM, cada dntp 0,2 mM, y 0,1 20 
µg/µl de BSA. 
 
En una realización, el kit comprende además una escalera de ADN. 
 
En una realización, el kit comprende además un software de análisis para realizar los análisis de categorización. 25 
 
También se describe un kit para analizar, categorizar una muestra de ADN como semen o diferente de semen, y 
obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 
 

(a) cebadores para amplificar al menos un locus específico de semen; 30 
(b) cebadores para amplificar al menos un locus usado para el perfil de ADN; 
(c) tampón de reacción; 
(d) endonucleasa de restricción HhaI, 
(e) ADN polimerasa 
(f) un protocolo escrito para realizar la categorización. 35 

 
En una realización, el kit comprende además muestras de ADN de control. 
 
Otro aspecto de la presente invención es un kit para analizar, categorizar una muestra de ADN como semen o 
diferente de semen, y obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 40 
 

(a) cebadores para amplificar al menos un locus específico de semen; y 
(b) cebadores para amplificar al menos un locus usado para el perfil de ADN; 
 

al menos un locus específico de semen amplificado mediante un kit descrito en el presente documento es el locus 45 
L68346 y en el que los cebadores para amplificar un producto de amplificación específico para semen de 70 pb a 
partir de L68346 son un cebador directo que comprende la secuencia de CAGCAACAGCACCCAGCTTG (FAM) y un 
cebador inverso que comprende la secuencia de CACAGGCTCAGTCGCGGATC; o, 
al menos un locus específico de semen amplificado mediante un kit descrito en el presente documento es el locus 
L16264 y en el que los cebadores para amplificar un producto de amplificación específico para semen de 95 pb a 50 
partir de L16264 son un cebador directo que comprende la secuencia de GGACGAGTTAACTTCCTTAATTTC (FAM) 
y un cebador inverso que comprende la secuencia de GTTTCTTCGCGGAACCTGGTTTAACTTC. 
 
En otra realización, el tampón de reacción comprende TRIS-HCl 150 mM, MgCl2 15 mM, cada dntp 0,2 mM, y 0,1 
µg/µl de BSA. 55 
 
En otra realización, el kit comprende además al menos uno de (a) una escalera de ADN, (b) una ficha de datos de 
seguridad (MSDS), y (c) un software de análisis para realizar análisis de categorización. 
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Otro aspecto de la presente invención es un kit para categorizar una muestra de ADN como sangre, saliva, semen o 
epidermis de la piel, y para obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 
 

(a) mezcla de cebadores que comprende cebadores directo e inverso para amplificar los loci representados 
como se indica a continuación: 5 
 

1. L91762 (GCAGCAGGCCGCGGAGAAG directo (FAM); AGCAGCTGTGCCGGGCCAG inverso) 
2. L68346 (CAGCAACAGCACCCAGCTTG directo (JOE); CACAGGCTCAGTCGCGGATC inverso) 
3. L50468 (AGGAAACCTCAGTAGCAAAATTG directo (JOE); GCGAGACTTTAGGTGTGCATC 
inverso) 10 
4. L14432 (CGTAGGCTGCGGTGAGCTC directo (FAM); GATCCATGCCCGCTGGGATG inverso) 
5. L4648 (CAGCCTAGACGTCAAGTTACAG directo (JOE); ACGACCTCCGGATCCAACTG 
inverso) 
6. L39664 (CCCAGCTGGTTGGACATGTTG directo (FAM); CACTTCCTTCGTGGACGCC inverso) 
7. L30139 (GAGAAGCGGGAGGATGAGAC directo (FAM); CCGCATCTCCTCCGTCCTG inverso) 15 
8. L55429 (GCCTTCAGCAGGAAGTCCAC directo (JOE); CCTGTGCCTCACACAGACTC inverso) 
9. L62086 (GTGCATGGTGTCTGGTACTTC directo (FAM); GAAGCTCTCGTGGACTACTTG 
inverso) 
10. L76138 (CAGCCTGCTCTTCACTGCAG directo (JOE); AGAGGCCGATGAAGCCGTAG 
inverso) 20 
11. L15952 (CTCCCTGATTTACGACAAGTTC directo (FAM); GACAGTATGCTGATGCTTCTTG 
inverso) 
12. L36599 (AAGGGCAGAGTTCCGCTGTC directo (FAM); CGGATGCAGGAGGATCCTAG 
inverso) 
13. L26688 (CGGACCAGATTGCTGGTCAC directo (JOE); CGACCTTGCCAGATGTTTGAC 25 
inverso) 
14. L81528 (AGCCTCATCCACACTGACCAG directo (JOE); TCAGAGCTCTCCTATCTGGAC 
inverso) 
15. L36556 (GCCAGGCCGTTGATGATGAC directo (JOE); GAATATGGAGCCCTGGGCAG 
inverso) 30 
 

(b) tampón de reacción; 
(c) endonucleasa de restricción HhaI; 
(d) ADN polimerasa 
(e) un protocolo escrito para realizar la categorización. 35 

 
En otra realización, el kit comprende además muestras de ADN de control. 
 
En una realización, el tampón de reacción comprende TRIS-HCl 150 mM, MgCl2 15 mM, cada dntp 0,2 mM, y 0,1 
µg/µl de BSA. 40 
 
En otra realización, el kit comprende además al menos uno de (a) una escalera de ADN, (b) una ficha de datos de 
seguridad (MSDS), y (c) un software de análisis para realizar análisis de categorización. 
 
En una realización en cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, la muestra de ADN comprende 45 
una mezcla de muestras de ADN. 
 
También se describe un método para calcular una medida de distancia de metilación diferencial entre muestras de 
ADN, que comprende: 
 50 

(A) digerir cada muestra de ADN con una endonucleasa de restricción sensible a la metilación y/o 
dependiente de la metilación; 
(B) realizar un análisis de PCR en cada ADN digerido amplificando al menos dos loci genómicos de los 
cuales al menos uno es un locus de restricción; 
(C) para cada muestra de ADN, determinar la intensidad de la señal de cada producto de amplificación; 55 
(D) para cada muestra de ADN, calcular "relaciones de señal" entre las intensidades de las señales 
producidas por los loci; 
(E) calcular la medida de metilación diferencial entre muestras de ADN realizando una comparación 
cuantitativa de sus relaciones de señal correspondientes. 
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En una realización de este método, la medida de distancia es la suma de las diferencias absolutas entre las 
relaciones de señal de las muestras de ADN. 
 
En otra realización de este método, la medida de distancia es la raíz cuadrada de la suma de las diferencias 5 
cuadráticas entre las relaciones de señal de las muestras de ADN. 
 
En una realización de este método, la distancia medida entre una muestra de sujeto y una muestra sana de 
referencia indica la cantidad de medicamento requerida para tratar una patología. 
 10 
En otra realización de este método, la distancia medida entre una muestra de ADN obtenida de células cultivadas a 
una muestra de referencia indica el número de procedimientos de subcultivo que las células experimentaron. 
 
También se describe un cebador seleccionado del grupo que consiste en: 
 15 

1. GCAGCAGGCCGCGGAGAAG; 
2. AGCAGCTGTGCCGGGCCAG; 
3. CAGCAACAGCACCCAGCTTG; 
4. CACAGGCTCAGTCGCGGATC; 
5. AGGAAACCTCAGTAGCAAAATTG; 20 
6. GCGAGACTTTAGGTGTGCATC; 
7. CGTAGGCTGCGGTGAGCTC; 
8. GATCCATGCCCGCTGGGATG; 
9. CAGCCTAGACGTCAAGTTACAG; 
10. ACGACCTCCGGATCCAACTG; 25 
11. CCCAGCTGGTTGGACATGTTG; 
12. CACTTCCTTCGTGGACGCC; 
13. GAGAAGCGGGAGGATGAGAC; 
14. CCGCATCTCCTCCGTCCTG; 
15. GCCTTCAGCAGGAAGTCCAC; 30 
16. CCTGTGCCTCACACAGACTC; 
17. GTGCATGGTGTCTGGTACTTC; 
18. GAAGCTCTCGTGGACTACTTG; 
19. CAGCCTGCTCTTCACTGCAG; 
20. AGAGGCCGATGAAGCCGTAG; 35 
21. CTCCCTGATTTACGACAAGTTC; 
22. GACAGTATGCTGATGCTTCTTG; 
23. AAGGGCAGAGTTCCGCTGTC; 
24. CGGATGCAGGAGGATCCTAG; 
25. CGGACCAGATTGCTGGTCAC; 40 
26. CGACCTTGCCAGATGTTTGAC; 
27. AGCCTCATCCACACTGACCAG; 
28. TCAGAGCTCTCCTATCTGGAC; 
29. GCCAGGCCGTTGATGATGAC; y 
30. GAATATGGAGCCCTGGGCAG 45 
31. AAGAGCCCATCAGGCAGGTC 
32. GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG 
33. CTCCAGAACTGGAACTTCCTG 
34. GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC 
35. TGGAGGACAATGCCCTGGTG 50 
36. GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC 
37. CCCTCCGAGTGGCCAGCAG 
38. GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG 
39. CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG 
40. ACGTAGAAGGACCCGAGGAC 55 
41. TACAGACAAATCACTCAGCAGC 
42. GTTTCTTGTCTGACACTCGGTTGTAGGTATT 
43. GGACGAGTTAACTTCCTTAATTTC 
44. GTTTCTTCGCGGAACCTGGTTTAACTTC 
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También se describe un par de cebadores para amplificar un locus genómico humano específico seleccionado del 
grupo que consiste en: 
 

1. L91762 (GCAGCAGGCCGCGGAGAAG directo (FAM); AGCAGCTGTGCCGGGCCAG inverso); 5 
2. L68346 (CAGCAACAGCACCCAGCTTG directo (JOE); CACAGGCTCAGTCGCGGATC inverso); 
3. L50468 (AGGAAACCTCAGTAGCAAAATTG directo (JOE); GCGAGACTTTAGGTGTGCATC inverso); 
4. L14432 (CGTAGGCTGCGGTGAGCTC directo (FAM); GATCCATGCCCGCTGGGATG inverso); 
5. L4648 (CAGCCTAGACGTCAAGTTACAG directo (JOE); ACGACCTCCGGATCCAACTG inverso); 
6. L39664 (CCCAGCTGGTTGGACATGTTG directo (FAM); CACTTCCTTCGTGGACGCC inverso); 10 
7. L30139 (GAGAAGCGGGAGGATGAGAC directo (FAM); CCGCATCTCCTCCGTCCTG inverso); 
8. L55429 (GCCTTCAGCAGGAAGTCCAC directo (JOE); CCTGTGCCTCACACAGACTC inverso); 
9. L62086 (GTGCATGGTGTCTGGTACTTC directo (FAM); GAAGCTCTCGTGGACTACTTG inverso); 
10. L76138 (CAGCCTGCTCTTCACTGCAG directo (JOE); AGAGGCCGATGAAGCCGTAG inverso); 
11. L15952 (CTCCCTGATTTACGACAAGTTC directo (FAM); GACAGTATGCTGATGCTTCTTG inverso); 15 
12. L36599 (AAGGGCAGAGTTCCGCTGTC directo (FAM); CGGATGCAGGAGGATCCTAG inverso); 
13. L26688 (CGGACCAGATTGCTGGTCAC directo (JOE); CGACCTTGCCAGATGTTTGAC inverso); 
14. L81528 (AGCCTCATCCACACTGACCAG directo (JOE); TCAGAGCTCTCCTATCTGGAC inverso); 
15. L36556 (GCCAGGCCGTTGATGATGAC directo (JOE); GAATATGGAGCCCTGGGCAG inverso). 
16. SD1 (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC directo (FAM); GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG 20 
inverso); 
17. SD2 (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG directo (FAM); GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC 
inverso); 
18. SD3 (TGGAGGACAATGCCCTGGTG directo (FAM); GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC 
inverso); 25 
19. SD4 (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG directo (FAM); GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG inverso); 
20. SD5 (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG directo (FAM); ACGTAGAAGGACCCGAGGAC inverso); 
21. SD6 (TACAGACAAATCACTCAGCAGC directo (FAM); GTTTCTTGTCTGACACTCGGTTGTAGGTATT 
inverso); y 
22. L16264 (GGACGAGTTAACTTCCTTAATTTC directo (FAM); GTTTCTTCGCGGAACCTGGTTTAACTTC 30 
inverso). 

 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 

Figuras 1A-D. Ensayo de identificación tisular. (A) Descripción esquemática del ensayo. (B) Procedimiento 35 
bioquímico - Los loci metilados permanecen intactos durante la digestión y posteriormente se amplifican de 
manera eficiente en la PCR, produciendo una fuerte señal (locus A) mientras que los loci no metilados se 
digieren y posteriormente se amplifican ineficientemente en la PCR, produciendo una señal débil (Locus B). 
La relación de señal (SR; rfu del locus A/rfu del locus B) refleja el nivel de metilación diferencial entre los 
loci A y B. (C) Las relaciones de señal entre el locus 1 y el locus 2 son diferentes en sangre, saliva, piel y 40 
semen, reflejando los patrones de metilación diferencial en estos tejidos. (D) Las diferencias observadas en 
las relaciones de señal entre la sangre y el semen (es decir, la señal) son más que una magnitud mayor que 
las diferencias observadas en las relaciones de señal obtenidas de diferentes PCR y de diferentes 
cantidades de ADN de entrada (es decir, el ruido). 
Figura 2. Identificación de tejidos de diferentes tipos de tejidos. Se representan electroferogramas de 8 45 
muestras (2 muestras de cada uno de 4 tejidos diferentes) que demuestran el patrón de amplificación 
distinto observado para cada tipo de tejido. 
Figuras 3A-D. Detección combinada de semen y perfil de ADN. (A, B) Electroferogramas del ensayo 
combinado realizados en una muestra de semen (A) y orina (B) del mismo individuo. Los perfiles 
ProfilerPlus de las muestras son idénticos, y las diferencias en la fuente tisular se indican mediante la 50 
amplificación diferencial de dos loci de detección de semen (flechas). (C) Datos del canal FAM del ensayo 
combinado realizado en muestras de diferentes tipos de tejidos. La relación de señal entre los loci de 
detección de semen (flechas) es 25,04 en la muestra de semen, y menos de 0,1 en todos los demás tipos 
de tejido. El panel superior incluye ADN no digerido como referencia. (D) Datos del canal FAM del ensayo 
combinado realizado en mezclas de semen y saliva (de diferentes individuos) con diversas relaciones. La 55 
relación de señal se correlaciona con el porcentaje de semen en la mezcla. 
Figura 4. Evaluación de la digestión de HhaI. Se sometieron muestras de ADN de diferentes fuentes a la 
misma reacción de digestión-amplificación individual utilizada en los experimentos de identificación de 
tejidos. En este experimento, el panel de loci consistió en dos loci: un locus de control no digerido (L98328) 

E10816306
16-10-2017ES 2 644 057 T3

 



 
 

 13

que carece de un sitio HhaI y un locus de control digerido (SW14) que no está metilado en estos tejidos. 
Todas las muestras mostraron la presencia del locus de control no digerido y la ausencia completa del locus 
de control digerido, lo que indica la digestión completa por HhaI en contraste con la muestra no digerida que 
mostró la presencia de ambos loci. 
Figura 5. Muestras maduradas. El ensayo de identificación de tejido independiente se ensayó en muestras 5 
de ADN extraídas de manchas de sangre y semen de 20 meses de antigüedad. Ambas muestras se 
amplificaron bien, de forma similar a sus homólogos recientes, y su fuente se identificó correctamente por el 
software de análisis. 
Figura 6. Simulación de muestras degradadas. Las muestras de sangre (superior) y semen (inferior) se 
digirieron parcialmente usando DNAseI y se analizaron con el ensayo combinado de detección y análisis del 10 
semen. Aunque se obtuvieron solamente perfiles parciales para ambas muestras, los loci de identificación 
de tejido más pequeños (los dos loci en el canal superior a la izquierda de D3S1358) se amplificaron con 
éxito con el patrón esperado, y el algoritmo identificó correctamente la presencia/ausencia de semen en 
estas muestras. 
Figura 7. Tabla 1. 15 
Figura 8. Tabla 2. 
Figura 9. Tabla 3. 
Figura 10. Tabla 4. 
Figura 11. Tabla 5. 
Figura 12. Ensayo de detección de semen independiente. Se representan gráficos de muestras de 6 20 
muestras de ADN de diferentes tipos de tejidos. Se logró una clasificación correcta (semen frente a no 
semen) para todas las muestras. Para cada muestra, se muestra el nivel de confianza de la categoría 
menos probable (por ejemplo, para una categorización de "semen", se muestra el valor p diferente de 
semen) 

 25 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 
 
1. Introducción 
 
La presente invención se refiere a métodos y ensayos que permiten distinguir entre fuentes de ADN que usan 30 
cebadores específicos de loci y enzimas disponibles comercialmente. Un aspecto subyacente de un ensayo de la 
invención es la comparación de señales de al menos dos loci amplificados a partir de una fuente particular de ADN, 
lo que finalmente proporciona una relación numérica que indica si esa fuente de la muestra de ADN es, en una 
realización, natural o artificial. Los ensayos de la invención también se pueden usar para distinguir, por ejemplo, 
diferentes fuentes fisiológicas y patológicas de ADN y entre diferentes tejidos. 35 
 
Las relaciones de señal empleadas por el ensayo se correlacionan con los niveles de metilación en loci genómicos 
específicos, pero no indican niveles reales de metilación en ningún locus genómico. Por lo tanto, la configuración de 
la invención elimina el requisito de especies y/o controles externos de ADN, lo que simplifica y aumenta de este 
modo la precisión del ensayo. 40 
 
Los ensayos de categorización de ADN de la invención que se describen en el presente documento son, por lo tanto, 
técnicas potentes, múltiples, precisas y económicas aplicables en cualquier configuración que requiera la 
categorización de una muestra de ADN. Por lo tanto, los ensayos de la invención pueden usarse, por ejemplo, por la 
policía en una investigación forense; la industria de la atención sanitaria con fines diagnósticos y terapéuticos; en la 45 
industria de los seguros para verificar las reclamaciones de conformidad con las leyes genéticas antidiscriminatorias, 
como la Ley de No Discriminación de Información Genética (H.R. 493); por parte de fiscales y abogados defensores 
con fines probatorios en juicios penales y procesos civiles y apelaciones; y la industria agroalimentaria para verificar 
la integridad de las carnes, los cultivos y las plantas, tales como las vides y las fuentes de café. La presente 
invención no se limita a esta lista de aplicaciones no exclusiva, pero representativa. 50 
 
Un principio subyacente de un método descrito en el presente documento es, por lo tanto, la medición de las 
intensidades de señal entre los loci genómicos amplificados y su posterior comparación por pares entre sí para 
producir relaciones de intensidades de señal entre los loci amplificados. Por ejemplo, si los loci A, B, C y D se 
amplifican todos de acuerdo con las técnicas descritas en el presente documento, entonces se mide y se registra la 55 
intensidad de la señal para cada uno de A, B, C y D. Entonces, las intensidades de señal de A y B, A y C, y A y D se 
comparan respectivamente y se calculan las relaciones de intensidad de señal para cada una de las combinaciones 
A/B, A/C y A/D. Luego, se calculan las relaciones de intensidad de señal de B/C y B/D, y así sucesivamente. 
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El valor de cada una de esas relaciones de intensidad de señal puede compararse entonces con los valores de las 
relaciones de intensidad de señal de referencia conocidas de ADN cuya fuente de origen es conocida. Por lo tanto, 
por ejemplo, en el caso del ADN cuya fuente de origen se conoce como semen humano, se conocen las relaciones 
de intensidad de señal de los loci, tales como las relaciones por pares de los loci ilustrativos A, B, C y D, o pueden 
establecerse fácilmente de nuevo al analizar una muestra de ADN de ensayo. Por lo tanto, la categoría de ADN es 5 
"semen" y sus respectivas relaciones de intensidad de señal para esos loci son valores de referencia contra los que 
se puede comparar la muestra de ADN de ensayo. 
 
En consecuencia, después de establecer las diversas relaciones de intensidad de señal de los loci A, B, C y D, a 
partir de la muestra de ADN, cada relación puede compararse con uno o más valores de referencia de categorías de 10 
ADN conocidas, por ejemplo, contra los valores de la relación de ADN del semen. La relación de cualquier 
combinación de loci de la muestra de ADN que más se aproxima al valor de referencia de la relación de intensidad 
de señal de una categoría de ADN particular significa que es altamente probable que la muestra de ADN ensayada 
se originase a partir de esa categoría particular de ADN a la que más se aproxima al compararse. Por lo tanto, una 
relación de intensidad de señal de la muestra de ADN ensayada de los loci A/B que es igual o cercana al valor de la 15 
relación de intensidad de señal de los loci A/B del semen indica que la muestra de ADN ensayada se originó 
probablemente a partir del semen. La realización del mismo análisis comparativo en muchos loci diferentes, y contra 
muchas categorías de referencia diferentes, aumenta la probabilidad de que la muestra de ADN ensayada se 
originase a partir de una fuente biológica particular, o que no se originase a partir de una fuente biológica particular. 
 20 
De manera similar, en una situación en la que una muestra puede comprender mezclas de ADN de diferentes 
fuentes, tales como saliva y sangre, o saliva, sangre, epidermis y semen, será posible, mediante la realización de los 
métodos descritos en el presente documento, identificar la presencia de diferentes categorías de ADN dentro de la 
muestra. Por lo tanto, la identificación de fuentes múltiples, así como únicas de ADN presentes en una muestra se 
puede lograr usando los métodos y reactivos descritos en el presente documento. 25 
 
Por consiguiente, los presentes métodos de "categorización" también pueden considerarse como un ensayo de 
identificación de tejido. En un ejemplo, como se explica en el siguiente paso, un ensayo de identificación de tejido 
utiliza un panel de loci que se metilan de forma diferente entre los tejidos para determinar el tejido de origen más 
probable de una muestra de ADN. Véase la Tabla 1 (Figura 7). Un esquema del ensayo se presenta en la figura 1A. 30 
El ADN de una muestra forense se digiere con, por ejemplo, la enzima de restricción sensible a la metilación HhaI, 
que escinde ADN en su secuencia de reconocimiento GCGC solamente si no está metilado (dejando intactas las 
dianas metiladas). 
 
A continuación, se amplifica un panel de loci de identificación de tejido mediante PCR a partir del ADN digerido 35 
usando cebadores marcados por fluorescencia, y una alícuota de productos amplificados se separa mediante 
electroforesis capilar. En la situación con el ADN digerido con Hha1, los loci con niveles de metilación más altos se 
amplifican con mayor eficiencia porque se protegen más moléculas de ADN de la digestión, produciendo una señal 
relativamente fuerte en el electroferograma (figura 1B, locus A). Por el contrario, los loci con un nivel de metilación 
inferior se amplifican con menor eficiencia, produciendo una señal relativamente débil en el electroferograma (figura 40 
1B, locus B). 
 
El software de análisis de señal automatizado descrito en el presente documento permite el análisis de un 
electroferograma de salida, y asigna alturas (en rfu) a los amplicones correspondientes a los loci de identificación de 
tejido. Por lo tanto, la altura de un único locus se correlaciona con su nivel de metilación. Las relaciones de los 45 
niveles de metilación entre los loci co-amplificados pueden calcularse como se ha descrito genéricamente 
anteriormente. Para cada par de loci, una relación de señal, calculada como la relación entre las alturas del primer y 
segundo loci, y esta relación refleja la relación entre los niveles de metilación de los loci correspondientes. 
 
Todas las relaciones de señal calculadas se pueden combinar en un único valor numérico. Por ejemplo, se pueden 50 
calcular 105 relaciones por parejas a partir de un panel de 15 loci (por ejemplo, como entre el locus 1 y 2, el locus 1 
y 3, etc.). A continuación, se pueden comparar con una base de datos de valores de referencia obtenidos a partir de 
un conjunto de datos de muestras de origen tisular conocido. El algoritmo de identificación tisular calcula para cada 
fuente de tejido potencial una puntuación de probabilidad, lo que refleja la probabilidad de que la muestra de ADN se 
originase a partir de ese tejido, y el resultado del algoritmo es el tejido más probable. A continuación, se describen 55 
en otra parte en el presente documento algoritmos y cálculos específicos para obtener la posibilidad y puntuaciones 
de probabilidad a partir de estas razones y comparaciones. 
 
Como se muestra en el Ejemplo 1, por ejemplo, tal ensayo de identificación tisular se realizó en 50 muestras: 14 de 
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sangre, 14 de saliva, 11 de semen y 11 epidermis usando un panel de 15 loci de identificación tisular, que varían en 
tamaño de amplicón de 66 a 150 pb. La figura 2 representa electroferogramas de ocho de estas muestras, dos de 
cada tipo de tejido. Cada tipo de tejido tenía un perfil de metilación distinto. Por ejemplo, la relación de los loci 
L91762/L68346 en muestras de semen varió de 0,04-0,53 y fue mayor en todas las demás muestras de tejido (2,15-
18,28; véase la Tabla 2 en la figura 8). Por lo tanto, se encontró que una relación baja de L91762/L68346 era 5 
distintiva de las muestras de semen. Sin embargo, la relación de los loci L76138/L26688 fue baja en sangre y saliva 
(0,08-1,54) y mayor en semen y epidermis (2,04-19,56; Tabla 2 en la figura 8). Por lo tanto, una relación alta de 
L91762/L68346 concomitante con una alta relación de L76138/L26688 fue distintiva de las muestras de epidermis de 
la piel. 
 10 
El algoritmo de identificación tisular descrito en el presente documento identificó correctamente la verdadera fuente 
de tejido de las 50 muestras. El análisis adicional de los datos utilizando subconjuntos de loci de identificación de 
tejido reveló que el conjunto completo de 15 loci fue redundante y se logró una identificación del 100 % utilizando 
solamente 7 de los 15 loci (L91762, L68346, L50468, L14432, L30139, L15952, y L26688). 
 15 
Por consiguiente, este ejemplo ilustrativo corrobora el aspecto inventivo genérico de la presente invención, 
concretamente, que los análisis de relación de intensidad de señal comparativos proporcionan una identificación y 
categorización de muestras de ADN exactas y correctas. 
 
Además, otro aspecto significativo de la presente invención es que puede complementar y expandir fácilmente la 20 
utilidad de kits de análisis de ADN comerciales existentes para hacer más de un perfil del ADN de un sujeto 
particular. La combinación de los ensayos de la invención descritos en el presente documento, tal como el ensayo de 
relación de señal descrito en detalle a continuación, con el kit PowerPlex® 16 de Promega Corporation, por ejemplo, 
permite al usuario no solo analizar una composición de ADN de un individuo, sino también determinar si el perfil de 
ADN es de una fuente natural o se ha sintetizado artificialmente. En otro ejemplo, combinar el perfil de ADN con la 25 
categorización de ADN permite al usuario tanto analizar de ADN como determinar el tejido de origen de la muestra 
de ADN. 
 
Por ejemplo, un ensayo descrito en el presente documento puede emplear tanto perfiles convencionales de una 
muestra de ADN, por ejemplo con el kit PowerPlex16 (Promega), como la categorización de ADN en categorías de 30 
natural frente a artificial. Véase, por ejemplo, el Ejemplo 6 a continuación. 
 
Con fines ilustrativos solamente de cómo la categorización y el análisis combinados pueden funcionar en conjunto 
como se describe en el presente documento, se analizan dos muestras de ADN: (1) una muestra de ADN natural 
extraída de la sangre del sujeto A, y (2) una muestra de ADN artificial sintetizada mediante amplificación de 35 
desplazamiento múltiple in vitro usando un kit comercial a partir de una pequeña cantidad de ADN real del sujeto A 
como plantilla. 
 
Además, esta ilustración demuestra cómo el método de la presente invención es muy superior a cualquier método 
existente porque es capaz de distinguir el ADN artificial de las muestras de ADN natural, aunque los kits de análisis 40 
convencionales identificarán ambas muestras como idénticas entre sí, ya que tanto el ADN natural como el artificial 
proceden del sujeto A. Por consiguiente, a pesar del hecho de que el kit de análisis identificará las muestras como 
iguales, los análisis de la relación de intensidad de señal de la presente invención pueden distinguirlos fácilmente e 
identificar un perfil como generado a partir de ADN artificial, mientras que el otro perfil se generó a partir de ADN 
natural. 45 
 
Para una explicación adicional, las dos muestras se analizan en primer lugar con PowerPlex16 y se analizan usando 
un software de análisis convencional, tal como GeneMapperID-X. El esquema de este procedimiento se puede 
describir brevemente como (1) realizar PCR múltiple utilizando la mezcla de cebadores PowerPlex16 en una muestra 
de ADN; (2) separar los productos de amplificación en una máquina de electroforesis capilar; y después (3) analizar 50 
los datos de salida con, por ejemplo, el software GeneMapperID-X. Para cada una de las muestras, el producto final 
de este ensayo es un perfil. Los perfiles de las dos muestras son idénticos. Véanse las figuras 9A-B. 
 
Además, el software GeneMapperID-X determinó que los perfiles de ambas muestras eran perfiles de un único 
contribuyente (es decir, de una única persona), sin anomalías. Esto muestra que un perfil obtenido a partir de ADN 55 
artificial puede ser idéntico a un perfil obtenido a partir de ADN natural. Véase D. Frumkin, et al., Authentication of 
forensic DNA samples, Forensic Sci. Int. Genet. (2009), doi:10.1016/j.fsigen.2009.06.009, que se incorpora en el 
presente documento por referencia. 
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Posteriormente, ambas muestras de ADN también se analizaron mediante un ensayo de análisis y categorización 
combinado basado en el siguiente esquema: digerir una muestra de ADN con HhaI y realizar una PCR múltiple 
usando la mezcla de cebadores PowerPlex16 con la adición de cebadores para amplificar un locus adicional, tal 
como Hypo23; separar los productos de amplificación en una máquina de electroforesis capilar; y analizar los datos 
de salida con el software del analizador capilar, tal como el algoritmo de software descrito en el presente documento. 5 
 
Para cada muestra, el producto final de este ensayo es un perfil y una asignación de categoría. Como se puede 
observarse en la figura 9C y D, el ADN natural se asignó como "natural", en contraste con la muestra artificial que se 
asignó como "artificial". 
 10 
En este ejemplo particular, la asignación de categoría se realizó mediante el análisis de tres parámetros: (1) SR1 
(relación de señal de TPOX/D8S1179), (2) SR2 (relación de señal de D3S1358/Hypo23), y (3) RR (relación de 
representación de OCA2/D3S1358). 
 
Los valores de umbral para estos parámetros se proporcionan en la Tabla 6: 15 
 

Tabla 6 
 SR1 SR2 RR 

Umbral para natural >= 0,9 >= 10 >= 2 

Umbral para artificial <0,9 <10 <2 

 
Los valores observados para estos parámetros, y la categoría asignada se proporcionan en la Tabla 7 (los valores 
que están por encima del umbral para el ADN natural están sombreados).  20 
 

Tabla 7 
 SR1 SR2 RR Categoría 

Muestra de ADN natural 1,23 17,54 3,31 Natural 

Muestra de ADN artificial 0,06 2,06 2,47 Artificial 

 
La asignación de la categoría se realizó de acuerdo con la siguiente regla: 
 25 

Si todos los valores de los parámetros observados están por encima de sus umbrales respectivos para el 
ADN natural, entonces se asigna una categoría "natural", de lo contrario se asigna una categoría "artificial". 
Por lo tanto, los análisis de relación de intensidad de señal de la presente invención pueden identificar 
fácilmente fuentes de ADN, tales como, por ejemplo, fuentes naturales frente a artificiales, y junto con 
técnicas de perfil de ADN proporciona un método potente y sofisticado para identificar materiales 30 
genómicos. 

 
Las composiciones, métodos o realizaciones específicos que se analizan pretenden ser solamente ilustrativos de la 
invención que se describe por esta memoria descriptiva. Las variaciones en estas composiciones, métodos o 
realizaciones son fácilmente evidentes para un experto en la técnica en base a las enseñanzas de esta memoria 35 
específica y, por lo tanto, pretenden incluirse como parte de las invenciones descritas en el presente documento. 
 
En la práctica de la presente invención, se usan muchas técnicas convencionales en biología molecular y ADN 
recombinante. Estas técnicas se explican en, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology, Vols. I-III, 
Ausubel, Ed. (1997); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Ed. (Cold Spring Harbor 40 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989); DNA Cloning: A Practical Approach, Vols. I y II, Glover, Ed. (1985); 
Oligonucleotide Synthesis, Gait, Ed. (1984); Nucleic Acid Hybridization, Hames & Higgins, Eds. (1985); Transcription 
and Translation, Hames & Higgins, Eds. (1984); Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning; the series, Meth. 
Enzymol., (Academic Press, Inc., 1984); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells, Miller & Calos, Eds. (Cold 
Spring Harbor Laboratory, NY, 1987); y Meth. Enzymol., Vols. 154 and 155, Wu & Grossman, y Wu, Eds., 45 
respectivamente. 
 
2. Definiciones 
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La presente tecnología se describe en el presente documento usando varias definiciones, como se expone a lo largo 
de la memoria descriptiva. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos utilizados 
en el presente documento generalmente tienen el mismo significado que comúnmente entiende un experto en la 
técnica a la que pertenece esta invención. Como se usa en el presente documento, a menos que se indique otra 5 
cosa, las formas singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referencias plurales. Por lo tanto, por ejemplo, una 
referencia a "un ácido nucleico" es una referencia a uno o más ácidos nucleicos. 
 
Como se usa en el presente documento, el término "alelo" pretende ser una variación genética asociada con un 
segmento de ADN, es decir, una de dos o más formas alternativas de una secuencia de ADN que ocupa el mismo 10 
lugar. 
 
La expresión "ADN artificial" o "ADN sintetizado artificialmente" o "ácido nucleico artificial" como se usa en el 
presente documento, se refiere a un ácido nucleico que se sintetiza mediante diversos métodos in vitro. Se 
describen en el presente documento las caracterizaciones de diferentes métodos para sintetizar ADN in vitro. Dichos 15 
ácidos nucleicos generados in vitro incluyen, pero sin limitación: 
 

1. Oligonucleótidos sintetizados químicamente. 
2. Productos de amplificación por PCR de las secuencias diana. 
3. Productos de amplificación en círculo rodante (RCA) de secuencias diana circulares. 20 
4. Productos de clonación molecular (por ejemplo, plásmidos clonados en E. coli). 
5. Fragmentos de ADN ensamblados a partir de otros fragmentos de ADN que se generaron por cualquiera 
de los métodos 1-4, o una combinación de ellos. Dicho ensamblaje se logra mediante cualquiera de los 
siguientes métodos (o una combinación de ellos): hibridación, ligadura, polimerización. El proceso de 
ensamblaje también puede incluir etapas de ruptura de moléculas de ADN (por ejemplo, mediante 25 
endonucleasas de restricción, cizallamiento mecánico, etc.). 
6. Productos de amplificación genómica completa (WGA) basada en PCR, y/o métodos de WGA basados 
en PCR mediada por ligadura (LMP), que incluyen la PCR de preamplificación de extensión de cebador 
(PEP), PCR cebada por oligonucleótidos degenerados (DOP), amplificación lineal basada en T7 de ADN 
(TLAD), PCR de ligadura de adaptadores. El kit comercial Genomeplex (Sigma) utiliza PCR de ligadura de 30 
adaptadores. 
7. Productos de WGA mediante amplificación de desplazamiento múltiple (MDA) y amplificación en círculo 
rodante asistida por restricción y circularización (RCA-RCA). Los kits comerciales Repli-G (Qiagen) y 
GenomiPhi (GE Healthcare) utilizan este método. 
8. Una mezcla de productos de cualquiera de 1-7. 35 
9. Productos de cualquiera de 1-8 en los que todos o algunos productos se metilaron in vitro después de su 
síntesis (por ejemplo, por Sss1 Methylase). 
10. Productos de cualquiera de 1-8 mezclados con ADN natural. 
11. Productos de 9 mezclados con ADN natural. 

 40 
La expresión "muestra biológica" o "muestra de ensayo" como se usa en el presente documento, se refiere, pero sin 
limitación, a cualquier muestra biológica derivada, o obtenida a partir de, un sujeto. La muestra puede comprender 
ácidos nucleicos, tales como ADN o ARN. En algunas realizaciones, las muestras no se recuperan directamente del 
sujeto, sino que se recogen del entorno, por ejemplo, una escena del crimen o una víctima de violación. Los 
ejemplos de dichos muestras incluyen, pero sin limitación, fluidos, tejidos, muestras celulares, órganos, biopsias, etc. 45 
Las muestras adecuadas incluyen, pero sin limitación, sangre, plasma, saliva, orina, esperma, cabello, etc. La 
muestra biológica también puede ser gotas de sangre, manchas de sangre seca, manchas de saliva seca, manchas 
secas de ropa interior (por ejemplo, manchas en la ropa interior, compresas, tampones, pañales), ropa, seda dental, 
cera de oído, recortes de maquinilla de afeitar, encía, cabello, sobres lamidos, uñas, tejido embebido en parafina, 
tejido post mortem, maquinillas de afeitar, dientes, cepillo de dientes, mondadientes, cordón umbilical deshidratado. 50 
El ADN genómico se puede extraer de dichas muestras de acuerdo con los métodos conocidos en la técnica. (por 
ejemplo, utilizando un protocolo de Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Ed., Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989); 
La expresión "histograma de electroforesis capilar", como se usa en el presente documento, se refiere a un 
histograma obtenido a partir de electroforesis capilar de productos de PCR en los que los productos se amplificaron 55 
a partir de loci genómicos con cebadores fluorescentes. 
 
El término "metilado" como se usa en el presente documento, se refiere a metilado en un nivel de al menos el 80 % 
(es decir, al menos el 80 % de las moléculas de ADN metiladas) en el ADN de células de tejidos que incluyen 
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sangre, saliva, semen, epidermis, flujo nasal, células bucales, cabello, recortes de uñas, excreción menstrual, células 
vaginales, orina y heces. 
 
La expresión "parcialmente metilado" como se usa en el presente documento, se refiere a metilado en un nivel entre 
el 20-80 % (es decir, entre el 20-80 % de las moléculas de ADN metiladas) en el ADN de células de tejidos que 5 
incluyen sangre, saliva, semen, epidermis, flujo nasal, células bucales, cabello, recortes de uñas, excreción 
menstrual, células vaginales, orina y heces. 
 
La expresión "no metilado" como se usa en el presente documento, se refiere a metilado en un nivel menor del 20 % 
(es decir, menor del 20 % de las moléculas de ADN metiladas) en el ADN de células de tejidos que incluyen sangre, 10 
saliva, semen, epidermis, flujo nasal, células bucales, cabello, recortes de uñas, excreción menstrual, células 
vaginales, orina, hueso, y heces. Se ha demostrado que los métodos proporcionados en el presente documento 
distinguen formas metiladas y no metiladas de loci de ácidos nucleicos en diversos tejidos y tipos de células que 
incluyen sangre, saliva, semen, epidermis, secreción nasal, células bucales, cabello, recortes de uñas, excreción 
menstrual, células vaginales, orina, hueso y heces. 15 
 
Los términos "determinar", "medir", "evaluar", "ensayar" y "evaluar" se usan de forma intercambiable para referirse a 
cualquier forma de medición cuantitativa o cualitativa, e incluyen determinar si una característica, rasgo o aspecto 
está presente o no. La evaluación puede ser relativa o absoluta. La "evaluación de la presencia de" incluye 
determinar la cantidad de algo presente, así como determinar si está presente o ausente. 20 
 
El término "forense" o "ciencia forense", como se usa en el presente documento, se refiere a la aplicación de un 
amplio espectro de métodos destinados a responder preguntas de identidad que sean de interés para el sistema 
legal. Por ejemplo, la identificación de posibles sospechosos cuyo ADN pueda coincidir con la evidencia dejada en 
las escenas del crimen, la exoneración de personas incorrectamente acusadas de delitos, la identificación de 25 
víctimas de crímenes y catástrofes, o el establecimiento de paternidad y otras relaciones familiares. 
 
El término "locus" (plural - loci) se refiere a una posición en un cromosoma de un gen u otro elemento genético. El 
locus también puede referirse al ADN en esa posición. Una variante de la secuencia de ADN en un locus dado se 
denomina un alelo. Los alelos de un locus se encuentran en sitios idénticos en cromosomas homólogos. Un locus de 30 
restricción es un locus que contiene la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricción utilizada en el 
ensayo. La expresión locus de control digerido, como se usa en el presente documento, se refiere a un locus 
genómico que se sabe que no está metilado en ninguna de las categorías potenciales de ADN. La expresión locus 
de control no digerido, como se usa en el presente documento, se refiere a un locus genómico que se sabe que está 
metilado en todas las categorías potenciales de ADN, o es un locus genómico que carece de la secuencia de 35 
reconocimiento de la endonucleasa usada en el ensayo. 
 
La expresión "ADN natural" o "ácido nucleico natural" como se usa en el presente documento, se refiere, pero sin 
limitación, a ácido nucleico que se origina directamente de las células de un sujeto sin modificación o amplificación. 
 40 
El término "ácido nucleico" como se utiliza en el presente documento se refiere, pero sin limitación, a ADN genómico, 
ADNc, hnRNA, ARNm, ARNr, ARNt, ácido nucleico fragmentado, y ácido nucleico obtenido de orgánulos 
subcelulares tales como mitocondrias. Además, los ácidos nucleicos incluyen, pero sin limitación, ácidos nucleicos 
sintéticos o productos de transcripción in vitro. 
 45 
La expresión "procedimientos de análisis basados en ácidos nucleicos" como se usa en el presente documento, se 
refiere a cualquier procedimiento de identificación que se basa en el análisis de ácidos nucleicos, por ejemplo, 
análisis de ADN. 
 
La expresión "tartamudeo de reacción en cadena de la polimerasa (PCR)", como se usa en el presente documento, 50 
se refiere a los subproductos de PCR, obtenidos junto con el producto principal de la PCR. Estos subproductos de 
"tartamudeo" son habitualmente más cortos por múltiplos de la unidad repetida producida en el transcurso de la 
amplificación por PCR de las secuencias STR. Se entiende el mecanismo por el cual se forman estos artefactos, 
pero representa una limitación intrínseca de la tecnología de PCR y, por lo tanto, no se ha encontrado un remedio 
eficaz para eliminar estos productos espurios (Olejniczak M, Krzyzosiak WJ., Electrophoresis. 2006 Oct; 27(19): 55 
3724-34). El término "tartamudeo -1" como se usa en el presente documento se refiere a un subproducto de 
tartamudeo que es una unidad de repetición más pequeña que su alelo asociado. De forma similar, "tartamudeo +1" 
se refiere a un subproducto de tartamudeo que es una unidad de repetición más grande que su alelo asociado. La 
expresión "fracción de tartamudeo -1" se refiere a la altura (o área) del pico de tartamudeo -1 dividido por la altura (o 
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área) del pico del alelo verdadero. De forma similar, la expresión "fracción de tartamudeo +1" se refiere a la altura (o 
área) del pico de tartamudeo +1 dividido por la altura (o área) del pico del alelo verdadero. 
 
La expresión "amplificación en círculo rodante asistido por restricción y circularización (RCA-RCA)" se refiere a un 
procedimiento de amplificación de genoma completo que retiene las diferencias alélicas entre genomas amplificados 5 
degradados mientras se logra una cobertura del genoma casi completa. RCA-RCA utiliza la digestión de restricción y 
la circularización del genoma completo para generar secuencias genómicas susceptibles a la amplificación en círculo 
rodante. 
 
La expresión "cebadores STR" como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier cebador de nucleótidos 10 
disponible comercialmente o hecho en laboratorio que se puede usar para amplificar una secuencia de ácido 
nucleico diana a partir de una muestra biológica mediante PCR. Hay aproximadamente 1,5 millones de loci STR no 
CODIS. Los ejemplos no limitantes de lo anterior se presentan en el siguiente sitio web 
www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/str_ref.htm que actualmente contiene 3156 referencias para los STR empleados en 
ciencias, medicina forense, etc. Además de las secuencias de cebadores publicadas, los cebadores STR pueden 15 
obtenerse a partir de kits comerciales para la amplificación de cientos de loci STR (por ejemplo, ABI Prism Linkage 
Mapping Set-MD10-Aplied Biosystems), y para la amplificación de miles de loci SNP (por ejemplo, panel de mapeo 
de ligadura Illumina BeadArray). La expresión "cebadores STR del CODIS", como se usa en el presente documento, 
se refiere a cebadores STR que están diseñados para amplificar cualquiera de los trece loci STR de núcleo 
designados por el "sistema de índice combinado de ADN" del FBI, específicamente, las secuencias repetidas de 20 
TH01, TPOX, CSF1PO, VWA, FGA, D3S1358, D5S818, D7S820, D13S317, D16S539, D8S1179, D18S51, y 
D21S11, y el locus de Amelogenina. 
 
La expresión "relación de señal", como se usa en el presente documento, se refiere a la relación entre las 
intensidades de las señales obtenidas a partir de la amplificación de dos loci. 25 
 
3. Métodos para distinguir entre muestras de ADN naturales y artificiales. 
 
También se describe un método para distinguir entre muestras de ADN naturales y artificiales. Un esquema general 
es como se indica a continuación: el método acepta como entrada una muestra de ADN. El ADN se somete a un 30 
procedimiento que incluye una o más etapas bioquímicas seguidas de la detección de señales. En la última etapa 
del procedimiento, la señal se analiza para determinar si el ADN es natural o artificial. En otro aspecto, la presente 
descripción proporciona un método para verificar que un perfil de ADN es de ADN natural. Un esquema general es 
como se indica a continuación: el método acepta como entrada una muestra de ADN que se sometió a análisis (por 
ejemplo, con Identificador). La muestra de ADN se somete a un procedimiento de verificación que incluye una o más 35 
etapas bioquímicas seguidas de detección de señal. En la última etapa de todo el procedimiento, se analizan los 
datos tanto del perfil como de la verificación de la muestra de ADN. El análisis de la señal determina si el perfil 
obtenido de la muestra de ADN representa el ADN natural (in vivo) o artificial (in vitro). 
 
En diversos aspectos, los métodos de la presente descripción se refieren a la verificación de que los perfiles de ADN 40 
representan ADN natural. Los métodos se emplean en una muestra de ADN en cuestión, por ejemplo, el ADN de 
una muestra de sangre encontrada en la escena del crimen. El aislamiento de ácidos nucleicos (por ejemplo, ADN) 
de una muestra biológica se puede lograr mediante diversos métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, véase 
Sambrook et al, (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª ed. Cold Spring Harbor, Nueva York). La 
distinción entre ADN natural y artificial, o la determinación de si un perfil de ADN representa el ADN natural, se 45 
puede lograr usando diversas estrategias, incluyendo las descritas en las siguientes secciones. 
 
4. Metilación 
 
La metilación en el genoma humano se produce en forma de 5-metilcitosina y se limita a residuos de citosina que 50 
son parte de la secuencia CG (los residuos de citosina que son parte de otras secuencias no están metilados). 
 
Algunos dinucleótidos CG en el genoma humano están metilados, y otros no. Además, la metilación es específica de 
células y tejidos, de manera que un dinucleótido específico de CG puede metilarse en una determinada célula y al 
mismo tiempo no estar metilado en una célula diferente, o metilado en un determinado tejido y al mismo tiempo no 55 
metilado en diferentes tejidos. Dado que la metilación en un locus específico puede variar de célula a célula, al 
analizar el estado de metilación del ADN extraído de una pluralidad de células (por ejemplo, de una muestra 
forense), la señal puede mezclarse, mostrando las señales tanto metiladas como no metiladas en relaciones 
variables. Los inventores descubrieron que en algunas regiones genómicas todos los loci CG están metilados 
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constitutivamente. Estas regiones se proporcionan en la Tabla 1 y en la sección en el presente documento titulada 
Secuencias. Los inventores también descubrieron que en algunas regiones genómicas todos los loci CG están 
parcialmente metilados. Estas regiones se proporcionan en la Tabla 1 y en la sección en el presente documento 
titulada Secuencias. Los inventores también descubrieron que en algunas regiones genómicas todos los loci CG 
están constitutivamente sin metilar. Estas regiones se proporcionan en la Tabla 1 y en la sección en el presente 5 
documento titulada Secuencias. Los inventores también descubrieron regiones genómicas contiguas que contenían 
loci CG constitutivamente metilados, parcialmente metilados y constitutivamente no metilados. Estas regiones se 
proporcionan en la Tabla 1 y en la sección en el presente documento titulada Secuencias. Existen varios métodos 
diferentes para determinar el nivel de metilación de los loci genómicos. Los ejemplos de métodos que se usan 
comúnmente son la secuenciación de bisulfito, la PCR específica de metilación, y la digestión con endonucleasa 10 
sensible a la metilación. Además, existen diversas fuentes de datos disponibles para recuperar o almacenar datos de 
metilación del ADN y hacer que estos datos estén fácilmente disponibles para el público, por ejemplo, MetDB 
(http://www.methdb.net). 
 
Los métodos ejemplares para determinar el nivel de metilación de los ácidos nucleicos incluyen, pero sin limitación, 15 
los siguientes métodos: 
 

Secuenciación de bisulfito. La secuenciación de bisulfito es la secuenciación de ADN tratado con bisulfito 
para determinar su patrón de metilación. El método se basa en el hecho de que el tratamiento del ADN con 
bisulfito sódico da como resultado la conversión de residuos de citosina no metilados en uracilo, sin dejar 20 
los residuos de citosina metilados sin afectar. Después de la conversión por bisulfito de sodio, las regiones 
específicas del ADN se amplifican por PCR, y los productos de PCR se secuencian. Dado que en la 
reacción en cadena de la polimerasa los residuos de uracilo se amplifican como si fueran residuos de 
timina, los residuos de citosina no metilados en el ADN original aparecen como residuos de timina en el 
producto de PCR secuenciado, mientras que los residuos de citosina metilados en el ADN original aparecen 25 
como residuos de citosina en la PCR secuenciada producto. 

 
5. PCR específica de metilación 
 
La PCR específica de metilación es un método de análisis de metilación que, al igual que la secuenciación de 30 
bisulfito, también se realiza en ADN tratado con bisulfito, pero evita la necesidad de secuenciar la región genómica 
de interés. En cambio, la región seleccionada en el ADN tratado con bisulfito se amplifica mediante PCR usando dos 
conjuntos de cebadores que están diseñados para hibridar con las mismas dianas genómicas. Los pares de 
cebadores están diseñados para ser "específicos metilados" mediante la inclusión de secuencias que complementan 
solo las 5-metilcitosinas no convertidas o, por el contrario, "específicos no metilados", que complementan las timinas 35 
convertidas a partir de citosinas no metiladas. La metilación está determinada por la eficiencia relativa de los 
diferentes pares de cebadores para lograr la amplificación. 
 
Debe entenderse en el contexto de la presente invención que la PCR específica de metilación determina el nivel de 
metilación de dinucleótidos CG en las secuencias de cebadores solamente, y no en la región genómica completa 40 
que se amplifica mediante PCR. Por lo tanto, los dinucleótidos CG que se encuentran en la secuencia amplificada 
pero que no están en las secuencias del cebador no son parte del locus CG. 
 
6. Digestión de endonucleasa sensible a la metilación 
 45 
La digestión de ADN con endonucleasas sensibles a la metilación representa un método para el análisis de 
metilación que se puede aplicar directamente al ADN genómico sin la necesidad de realizar la conversión de 
bisulfito. El método se basa en el hecho de que las endonucleasas sensibles a la metilación digieren solo el ADN no 
metilado, dejando intacto el ADN metilado. Después de la digestión, el ADN se puede analizar para determinar el 
nivel de metilación mediante una diversidad de métodos, incluyendo electroforesis en gel, y amplificación por PCR 50 
de loci específicos. 
 
En el procedimiento basado en la digestión con endonucleasa sensible a la metilación, cada locus CG está 
compuesto por uno o más dinucleótidos CG que son parte de la secuencia o secuencias de reconocimiento de la 
endonucleasa o endonucleasas de restricción sensible a la metilación que se usan en el procedimiento. Los 55 
dinucleótidos CG que se encuentran en la región genómica amplificada, pero que no están en la secuencia o 
secuencias de reconocimiento de la endonucleasa o endonucleasas no son parte del locus CG. 
 
En una realización, el uno o más loci de CG que se detectan están parcialmente metilados en ADN natural, pero no 
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estarán metilados en ADN artificial. Se espera que la metilación parcial dé como resultado una mezcla de T y C en la 
posición que se está interrogando. La hibridación se observará tanto en las sondas/cebadores específicos de T 
como en las sondas/cebadores específicos de C, de forma similar a la detección de un SNP heterocigoto. Las 
cantidades relativas de hibridación se pueden usar para determinar la cantidad relativa de metilación. Como 
alternativa, tanto C como T se observarán tras la secuenciación de bisulfito. Como alternativa, pueden detectarse 5 
señales fluorescentes correspondientes a productos de amplificación de loci CG metilados o parcialmente metilados. 
 
7. Descripción general del presente ensayo de la relación de señal 
 
Como se ha mencionado anteriormente, un ensayo particular de la presente invención implica la comparación 10 
cuantitativa de la intensidad de las señales de un par de productos de amplificación específicos de locus producidos 
mediante la realización de una reacción en cadena de la polimerasa en el ADN digerido por restricción. Véase la 
figura 1A,B. La relación numérica de intensidades corresponde a la categoría de la plantilla de ADN, por ejemplo, si 
la muestra de ADN se extrajo del semen o de un tejido que no sea semen. Por ejemplo, en una realización, el locus 
1 y el locus 2 pueden amplificarse usando cebadores marcados por fluorescencia, separados por electroforesis, y la 15 
intensidad de las señales son las unidades de fluorescencia relativa (rfu) de los picos correspondientes a los loci. 
Véase la figura 1B,C. La intensidad de las señales corresponderá al éxito de la amplificación del locus 1 y el locus 2 
de la plantilla de ADN de origen. Al comparar rfu entre los dos productos de amplificación, se puede calcular una 
relación de señal, una relación que refleja la relación de las cantidades de los productos de amplificación. 
 20 
Además, sin embargo, un aspecto de este ensayo incluye la predeterminación de las relaciones de señal esperadas 
de diversos tipos de categorías de ADN. Por lo tanto, el ADN molde que está sujeto a análisis se digiere en primer 
lugar con una endonucleasa de restricción sensible a la metilación antes de que se cicle a través del protocolo de 
amplificación por PCR de estilo cuantitativo. Si se conoce el nivel de metilación en el sitio/s de la secuencia/s de 
reconocimiento de restricción en el par de los dos loci en las diversas categorías de ADN, el experto puede predecir 25 
las relaciones de señal esperadas de los productos de amplificación del par de loci en las respectivas categorías. 
Como alternativa, si los niveles de metilación son desconocidos, el experto puede, sin embargo, determinar 
empíricamente las relaciones de señal entre un par de loci genómicos en las diversas categorías de ADN realizando 
el ensayo en muestras de categorías conocidas. 
 30 
Con esta premisa, los ensayos de la presente invención comprenden digerir una muestra de ADN con una enzima 
sensible a la metilación y/o dependiente la metilación, realizar una reacción de amplificación por PCR sobre el ADN 
digerido, y determinar la intensidad de las señales procedentes de productos de amplificación específicos del locus. 
Como se ha mencionado, la intensidad de las señales se puede cuantificar o medir mediante el uso de PCR 
fluorescente. La determinación de la categoría de la muestra de ADN se realiza comparando las relaciones de señal 35 
observadas con respecto a las relaciones de referencia obtenidas de muestras de ADN de categorías conocidas, y 
determinando qué categoría corresponde mejor a las relaciones observadas. 
 
Este ensayo de relación de señal particular no depende de la identificación u obtención de mediciones de la fracción 
de metilación absoluta o el nivel de los loci seleccionados. Además, este ensayo de relación de señal particular no 40 
depende de las eficiencias de los pares de cebadores usados, no requiere que ambos pares de cebadores tengan 
eficiencias similares, no depende de la cantidad de ADN molde de entrada, no depende de la máquina de 
termociclador específica y las condiciones  de reacción. En su lugar, el ensayo determina la relación entre dos 
señales que corresponden a la relación de niveles de metilación en los diferentes loci. De esta manera, la cantidad o 
concentración de material de ADN de partida en la muestra es irrelevante para el análisis y no distorsiona los 45 
resultados de salida. Es decir, la relación de los niveles de señal entre un primer locus y un segundo locus se 
mantendrá constante, independientemente de la cantidad de ADN que se use como plantilla para la PCR e 
independientemente del número de ciclos de amplificación que se ejecuten en el termociclador. Por ejemplo, una 
relación de señal de 10 entre los loci 1 y 2 seguirá siendo la misma si el ADN de entrada representa niveles de 
metilación del 0,9 y el 0,09 (metilación del 90 % en el locus 1 y el 9 % en 2), o el 0,5 y el 0,05 (metilación del 50 % en 50 
el locus 1 y el 5 % en 2), etc. En otro ejemplo, una relación de señal de 10 entre los loci 1 y 2 seguirá siendo la 
misma independientemente de la cantidad de plantilla de ADN utilizada en la reacción. 
 
El hecho de que el ensayo de la invención no dependa de la determinación de los niveles de metilación en ningún 
locus genómico, y no requiera ningún control externo, permite que el ensayo sea más preciso, rentable y aplicable a 55 
muestras con cantidades bajas de ADN. 
 
En el contexto de la identificación de tejido forense, el ensayo de la invención representa un procedimiento 
estandarizado que es idéntico independientemente de la tarea específica de identificación de tejido que se está 
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realizando (excepto para el uso de cebadores específicos de panel), que requiere solamente procedimientos 
forenses estándar y equipos, lo que permite de este modo que el ensayo se automatice y se integre fácilmente en 
los laboratorios forenses. 
 
Además, la configuración del ensayo de la invención hace posible combinar la identificación del tejido y el perfil de 5 
ADN en un único ensayo. 
 
El hecho de que el ensayo de la invención realice la digestión y la amplificación en la misma reacción minimiza la 
complejidad (el número de tubos requeridos y las etapas de pipeteo del ensayo), minimizando así el riesgo de 
contaminación y/o error. 10 
 
Por lo tanto, este ensayo de la invención proporciona un marcador bioquímico útil en forma de, en un ejemplo, una 
relación numérica, que se puede usar para diferenciar entre ADN natural y ADN artificial que se sintetizó in vitro tal 
como mediante PCR, síntesis química, o amplificación de desplazamiento múltiple (MDA). A continuación se 
encuentran más detalles particulares de este ensayo ejemplar. 15 
 
8. Características de los cebadores para la amplificación específica de locus 
 
Por consiguiente, un aspecto de la presente invención se refiere a la obtención de una "relación de señal" en la que 
las intensidades de fluorescencia de múltiples productos de amplificación de loci de ADN producidos a partir de PCR 20 
fluorescentes se comparan entre sí para calcular relaciones entre pares de loci sucesivos, por ejemplo, Loci N.º 1 
frente a Loci N.º 2; Loci N.º 1 frente a Loci N.º 3; Loci N.º 1 frente a Loci N.º 4; Loci N.º 2 frente a Loci N.º 3, Loci N.º 
2 frente a Loci N.º 4, etc. Cuando esta técnica se usa para ensayar la naturaleza natural frente a artificial de una 
muestra de ADN, los cebadores que se usan en las reacciones de amplificación de la relación de señal se escogen 
para amplificar un par de loci que están metilados de forma diferente en el ADN natural (por ejemplo, el primero está 25 
metilado al 90 % y el segundo está metilado al 30 % en ADN natural). 
 
Una consideración para seleccionar qué dos pares de cebadores (un primer par y un segundo par) usar para 
amplificar dos loci (1) y (2) es el grado en el que los dos loci están metilados de forma diferente en el ADN in vivo. 
Por lo tanto, un par de loci en el que el locus (1) está más metilado en comparación con el locus (2), son ejemplos de 30 
loci que se pueden usar para diseñar cebadores para el ensayo de amplificación de la relación señal. 
 
9. Selección de loci genómicos 
 

1. La selección de los loci putativos se puede realizar en cualquiera de los tres modos: 35 
 

(i) Seleccionar un locus más cercano al sitio de inicio de la transcripción de un gen que se ha 
mostrado en la bibliografía para expresarse de forma diferente (datos de ARNm) en las categorías 
relevantes (por ejemplo, diferentes tejidos). 
(ii) Seleccionar un locus que se ha demostrado en la bibliografía que está metilado de forma 40 
diferente entre diferentes categorías (por ejemplo, tejidos). 
(iii) Seleccionar un locus genómico aleatorio. 
 

2. Diseño de cebadores para loci putativos. 
3. Ensayar empíricamente la "capacidad informativa" de los loci putativos. Para cada locus putativo se 45 
calcula la relación de señal entre el locus putativo y otro locus putativo, o como alternativa, entre el locus 
putativo y un locus de control no digerido. 
4. Escoger loci "informativos" (es decir, loci cuyas relaciones de señal son significativamente diferentes en 
las diferentes categorías de ADN) para usar en el ensayo. 

 50 
10. Endonucleasas de restricción sensibles a la metilación 
 
Una segunda consideración del presente método de la invención es la selección de loci que se cortan o se digieren 
mediante una endonucleasa de restricción sensible a la metilación y/o dependiente de la metilación, dependiendo de 
su estado de metilación. La endonucleasa se selecciona si, por ejemplo, no puede cortar la cadena de ADN si su 55 
secuencia de reconocimiento en ese lugar está metilada. Por lo tanto, en el contexto del locus (1), que está metilado, 
y el locus (2), que no está metilado, una endonucleasa como HhaI o HpaII no digerirá el locus (1) sino que digerirá el 
locus (2). Por consiguiente, la selección de loci para la amplificación en el ensayo de relación de señal también 
puede tener en cuenta la presencia de secuencias de reconocimiento de la endonucleasa de restricción sensibles a 
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la metilación dentro de cada locus. 
 
Los cebadores directo e inverso pueden diseñarse entonces para hibridar con una región de ADN que flanquea la 
secuencia de reconocimiento de los loci. 
 5 
Por consiguiente, en el caso de una enzima sensible a la metilación, si un locus está metilado, no se digerirá (A) sino 
que (B) se amplificará. Por el contrario, si un locus no está metilado, se digerirá (A) pero (B) no se amplificará. En el 
caso de una enzima dependiente de la metilación, la situación es a la inversa. 
 
11. Ventajas del ensayo de relación de señal 10 
 
El ensayo de la relación de señal de la presente invención tiene varias ventajas y beneficios sobre otros enfoques 
para analizar la metilación y, por lo tanto, el experto apreciaría los diversos usos ventajosos a los que se puede 
poner este ensayo de relación de señal. Por ejemplo, este ensayo es insensible a diversos factores de "ruido" 
inherentes cuando se basa en el nivel de intensidad absoluto de una señal de amplicón que fluctúa como 15 
consecuencia de los cambios en la concentración de ADN molde, el fabricante del termociclador, y las condiciones 
de PCR, y la presencia de inhibidores. En cambio, la relación de metilación calculada actualmente no depende de 
tales factores, ya que los dos loci analizados están co-amplificados en la misma reacción y, por lo tanto, están 
sujetos a los efectos de tales disparidades. Por lo tanto, el presente método inventivo no requiere una cuantificación 
absoluta de dianas genómicas o amplicones; y el ensayo es una única reacción independiente sin necesidad de una 20 
curva estándar o ningún control externo. 
 
La relación de señal se puede realizar en cantidades muy pequeñas de ADN en una única reacción bioquímica y, por 
lo tanto, es un método barato, rápido y potente para establecer, por ejemplo, si una muestra contiene ADN natural o 
artificial. Una característica importante del diseño de los métodos inventivos es que se puede combinar con otros 25 
procedimientos basados en PCR, tales como el perfil de ADN, en una única reacción bioquímica. 
 
12. Electroforesis capilar y multiplexación 
 
La rapidez del análisis es evidente en consideración del uso de, por ejemplo, electroforesis capilar para separar 30 
numerosos productos de amplificación producidos a partir de la amplificación de múltiples pares de loci diana. Como 
se ha descrito anteriormente, el presente ensayo de relación de señal se puede realizar en múltiples loci, y en cada 
caso se calcula una relación de señal para cada par de loci por separado. Por ejemplo, si cuatro loci (A, B, C, D) 
están coamplificados en la reacción, se pueden calcular seis relaciones de señal diferentes, es decir: A/B, A/C, A/D, 
B/C, B/D, C/D. 35 
 
Por consiguiente, si los "n" loci están co-amplificados, entonces pueden calcularse (n2-n)/2 relaciones diferentes. Por 
lo tanto, la cantidad de información que se proporciona por el presente ensayo de metilación aumenta 
exponencialmente con el número de loci analizados. La electroforesis capilar, a diferencia de los métodos de 
amplificación por PCR en tiempo real, puede distinguir entre una gran cantidad de loci en una sola ejecución. Por 40 
ejemplo, para el perfil de ADN, 17 loci genómicos se co-amplifican de forma rutinaria a partir de una muestra de ADN 
particular, y se analizan juntos. Como consecuencia, el rendimiento del presente ensayo de la relación de señal en 
todos los 17 loci produce 136 relaciones de señal independientes. La PCR en tiempo real no puede distinguir 
simultáneamente en una sola reacción los números de productos de amplificación discretos necesarios para producir 
136 relaciones. Aproximadamente cuatro loci pueden distinguirse por PCR en tiempo real, lo que corresponde al 45 
cálculo de solamente seis relaciones. 
 
Por el contrario, la electroforesis capilar puede separar fácilmente los productos de amplificación de todas las 
permutaciones pareadas de 17 loci y, por lo tanto, puede producir fácilmente datos para calcular simultáneamente 
las 136 relaciones de señal en una única reacción. En teoría, pueden ejecutarse juntos cientos de loci y separarse 50 
en una sola ejecución de electroforesis capilar. Para facilitar el análisis de relaciones múltiples, puede ser ventajoso 
calcular una puntuación única, denominada en el presente documento "puntuación combinada de señal" (CSS), a 
partir de estas relaciones. El CSS se puede utilizar, por ejemplo, para determinar si la muestra de ADN de origen es 
natural o artificial. 
 55 
13. Secuencias 
 
Las secuencias proporcionadas en el presente documento para los diversos CODIS, PowerPlex® 16, y otros loci 
usados comúnmente para los perfiles, es decir, las SEQ ID NOs. 1-25 son de loci genómicos usados comúnmente 
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para el perfil de STR, se han analizado en el presente documento para determinar (1) la posición de cada 
dinucleótido de citosina-guanina (CG), (2) el nivel de metilación de todos los dinucleótidos CG en el locus en ADN 
natural, y (3) el perfil de enzima de restricción dependiente de metilación y sensible a la metilación para ese locus 
particular. La lista de secuencias incluida en el texto de esta solicitud proporciona, por lo tanto, una guía para el 
experto en la identificación de endonucleasas de restricción dependientes de la metilación y sensibles a la metilación 5 
que pueden usarse de acuerdo con los métodos de ensayo generadores de la relación de la invención. Por ejemplo, 
la SEQ ID NO. 8, que es la secuencia de nucleótidos de 751 de longitud para el locus del CODIS "vWA" y el locus 
amplificado por PowerPlex® 16, comprende solamente un dinucleótido CG en la posición 571. Ese CG y los 
nucleótidos que lo flanquean inmediatamente, proporcionan la secuencia de reconocimiento para las enzimas BssKI, 
HpaII, Nt.CviPII, y las SEQ ID NOs 26-32 son loci genómicos que los inventores han encontrado para producir 10 
relaciones de señal con valores significativamente diferentes entre muestras de ADN natural y artificial. Las SEQ ID 
NOs 33-54 son loci genómicos que los inventores han encontrado para producir relaciones de señal con valores 
significativamente diferentes (basados en la prueba de Kolomogorov-Smirnov usando un umbral de p = 0,05) entre 
muestras de ADN extraídas de diferentes tejidos. 
 15 
La información de secuencia proporcionada en el presente documento también permite que el experto en la técnica 
diseñe cebadores de amplificación directos e inversos que se hibriden con regiones de un locus seleccionado que 
flanquean el CG y el sitio de restricción. Por lo tanto, la presente invención no se limita a la amplificación, por 
ejemplo, de los loci del CODIS, usando solamente los cebadores disponibles comercialmente, aunque el uso y la 
disponibilidad de cebadores disponibles comercialmente pueden ser una opción más conveniente y rentable para 20 
realizar los presentes ensayos de autenticación de la invención. 
 
14. Algoritmo y software 
 
En una realización, el cálculo de las relaciones de señal y/o de representación (por ejemplo, para determinar si un 25 
perfil de ADN representa el ADN natural) se realiza en base al análisis de las intensidades de señal de los productos 
de amplificación de la PCR fluorescente que se ejecutan en una máquina de electroforesis capilar. La salida de la 
máquina de electroforesis capilar es un archivo informático binario (por ejemplo, un archivo FSA en el caso de las 
máquinas de electroforesis capilar de Applied Biosystems). Este archivo incluye información sobre la ejecución de la 
electroforesis capilar, incluyendo los datos de canal, que son las unidades fluorescentes relativas (rfu) de cada 30 
fluoróforo en función de cada punto de tiempo de muestreo (llamado punto de datos). 
 
La presente descripción también describe un programa de software que acepta como entrada un archivo que es la 
salida de una máquina de electroforesis capilar ejecutada, y calcula las intensidades de fluorescencia de un conjunto 
de loci cuyos productos de amplificación se ejecutaron en la máquina de electroforesis capilar. En base a estas 35 
intensidades, el software calcula las relaciones de señal y/o las relaciones de representación (o puntuaciones 
combinadas basadas en estas relaciones), en base a un conjunto de pares de loci predefinidos para los cuales se 
definen las relaciones a calcular. Finalmente, el software produce una decisión basada en la comparación de las 
relaciones calculadas con respecto a los umbrales predefinidos. 
 40 
A continuación se muestra un esquema de este análisis realizado por el programa de software: 
 

1. Restar de la señal de cada canal de tinte el nivel inicial, definido como el nivel medio de rfu de ese canal 
en el intervalo de 400-500 pb, y eliminar la superposición espectral entre los fluoróforos basados en la 
matriz obtenida del procedimiento de calibración espectral de la máquina de electroforesis capilar. 45 
2. Obtener el nivel de rfu de cada lugar analizado, definido como el nivel máximo de rfu en el intervalo de -
0,5 pb a +0,5 pb del tamaño esperado del locus. 
3. Calcular las relaciones de señal entre un conjunto de pares de loci, definidos como la relación entre los 
niveles de rfu del primer y segundo loci en el par (para evitar la división por cero, asignar un nivel de 50 rfu 
a todos los loci con niveles de rfu inferiores a 50). 50 
4. Para cada relación calculada en la etapa 3 y para cada tipo de tejido, calcular una puntuación de 
probabilidad, definida como el valor de la función de probabilidad de referencia (véase a continuación) en la 
relación observada. 
5. Para cada tipo de tejido, calcular una puntuación de probabilidad combinada, definida como el producto 
de las puntuaciones de probabilidad por separado para ese tejido obtenido en la etapa 4 (donde n es el 55 
número de relaciones de señal). 
6. Para cada tipo de tejido, calcular una puntuación de probabilidad (que representa la probabilidad de que 
la muestra de ADN se originase a partir de ese tejido), definida como la relación entre la puntuación 
combinada de probabilidad del tejido y la suma de las puntuaciones combinadas de probabilidad de todos 
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los tejidos. El tejido con la mayor puntuación de probabilidad se considera el tejido de origen de la muestra. 
 
15. Funciones de probabilidad de referencia 
 
La función de probabilidad de referencia de un cierto par de loci en un cierto tejido es la función de distribución 5 
gamma ajustada al conjunto de relaciones de señal observadas en muestras de ADN natural de ese tipo de tejido. 
 
16. Corrección para la digestión incompleta 
 
Debido a que la digestión incompleta del ADN molde puede ocurrir como resultado de la presencia de inhibidores en 10 
la muestra, es útil incorporar en el ensayo un análisis del nivel real de digestión. Esto puede conseguirse mediante la 
incorporación de al menos un "locus de control digerido" y al menos un "locus de control no digerido". Un locus de 
control digerido es un locus genómico que se sabe que no está metilado en el ADN natural en todos los tejidos 
potenciales. Un locus de control no digerido es un locus que se sabe que está metilado en el ADN natural en todos 
los tejidos potenciales, o es un locus que carece de la secuencia de reconocimiento de la endonucleasa utilizada en 15 
el ensayo. La relación de señal entre un locus de control digerido y un locus de control no digerido se correlaciona 
con el nivel real de digestión en el ensayo. El algoritmo puede aprovechar tales loci comprobando si se produjo una 
digestión adecuada (y de no ser así, abortando el análisis), y modificando los niveles de rfu reales de loci a valores 
que representan los valores de rfu que se habrían obtenido si se hubiera producido una digestión completa. Si se 
realiza esta modificación, entonces las relaciones de señal se calculan a partir de los valores de rfu modificados. 20 
 
Ejemplos 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 25 
A. Recogida de tejidos biológicos 
 
Se recogieron de voluntarios sangre (venosa/menstrual), saliva, semen, epidermis de la piel, orina y secreción 
vaginal. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes reclutados en el estudio. 
 30 
B. Extracción y cuantificación de ADN 
 
El ADN se extrajo de todas las muestras usando extracción orgánica. La cantidad de ADN recuperado se determinó 
utilizando el kit de cuantificación de ADN humano Quantifiler® (Applied Biosystems) y el sistema de PCR en tiempo 
real 7300 (Applied Biosystems). 35 
 
C. Selección de loci genéticos y diseño de imprimación 
 
Se buscaron islas CpG aleatorias (definidas como una región >= 200 pb y con un contenido de GC >= 0,5, y con al 
menos 8 CG, correspondientes a la relación CpG observada/esperada >0,6) utilizando un programa de software 40 
desarrollado para esta tarea. De estos, se seleccionaron islas CpG que contenían una secuencia de reconocimiento 
HhaI para el cribado inicial. Los cebadores (18-28 pb) que flanquean la secuencia de reconocimiento de HhaI se 
diseñaron con una Tm de 64-66 ºC y para tamaños de amplicón de 66-150 pb. Se adquirieron los cebadores directos 
marcados por fluorescencia (FAM o JOE) de Integrated DNA Technologies. Los loci se seleccionaron por pares para 
la metilación diferencial mediante la comparación de las señales obtenidas a partir de la amplificación de muestras 45 
de ADN agrupadas (conteniendo cada una ADN de 10 individuos) de cada tipo de tejido. Los loci que mostraron 
patrones de amplificación diferenciales significativos (definidos como la relación de señal más grande observada en 
todos los tipos de tejido que fueron mayores de tres veces la relación más pequeña observada) se seleccionaron 
para la multiplexación. En total, se cribaron 205 loci genómicos de los cuales 38 mostraron patrones de amplificación 
diferencial significativos. De estos, se usaron 16 loci en los experimentos. Para el ensayo de identificación de tejido 50 
independiente, se usaron 15 loci que pudieron coamplificarse sin ruido significativo. Para la detección combinada de 
semen y el ensayo de perfil, se utilizaron dos loci (L68346 que también se usó para el ensayo independiente y 
L16264). 
 
D. Digestión por endonucleasa, PCR y electroforesis capilar 55 
 
En experimentos de ensayo independientes, cada muestra de ADN se digirió por HhaI y se sometió a amplificación 
por PCR en la misma reacción, que consistía en 30 U de HhaI (New England Biolabs), 2,5 U de AmpliTaq Gold 
(Applied Biosystems), 2,5 µg de BSA (New England Biolabs), cada dNTP 0,2 mM, cada cebador 0,1-0,3 µM, 2,5 µl 
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de tampón de reacción (Tris-HCl 150 mM, MgCl2 15 mM) y DDW hasta un volumen total de 25 µl. La composición de 
reacción en los experimentos combinados de identificación-análisis de tejido fue la misma que en el ensayo 
independiente, excepto para los cebadores, que fueron 0,2 μM de cada cebador de identificación de semen junto 
con 5 μl de Primer Set de ProfilerPlus (Applied Biosystems). Las reacciones (tanto para el ensayo independiente 
como para el combinado) se realizaron en un sistema GeneAmp® PCR 9700 (Applied Biosystems), y el programa de 5 
termociclado utilizado fue: 37 °C durante 15 min, 95 °C durante 11 min, seguido de 28 ciclos de 94 °C durante 1 min, 
59 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min, y seguido de una etapa de extensión final de 60 °C durante 45 min. Una 
mezcla que contenía 1,5 µl de productos de amplificación, se desnaturalizaron (95 °C durante 3 min inmediatamente 
seguido de 3 min sobre hielo) 24,5 µl de HiDi formamida (Applied Biosystems) y 0,5 µl de tamaño estándar de ROX 
(Applied Biosystems), y se realizó en un analizador ABI 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) de acuerdo con 10 
las instrucciones del fabricante. Todos los electroferogramas resultantes se analizaron usando software desarrollado 
internamente, y los electroferogramas resultantes de los experimentos combinados de identificación-análisis de 
tejido también se analizaron usando el software de análisis GeneMapper ID-X (Applied Biosystems). 
 
E. Ensayo de identificación de tejidos - Análisis de datos 15 
 
El análisis de datos para la identificación del tejido se realizó mediante un software desarrollado internamente que 
acepta como entrada archivos fsa y saca el tejido de origen más probable. La derivación del porcentaje de semen en 
las muestras de mezcla se realizó en base a los loci de análisis y los loci de identificación tisular. La derivación 
basada en los perfiles de loci se realizó dividiendo la suma de los valores de rfu de los alelos correspondientes al 20 
contribuyente del semen por la suma total de los valores de rfu de todos los alelos en los loci STR que tenían 4 
alelos genotipados. La derivación basada en los loci de identificación tisular se realizó en primer lugar calculando la 
relación de señal esperada para todos los porcentajes posibles de mezclas (del 0 al 100 % con aumentos del 1 %, 
en base a la relación de señal de ADN no digerido), y el algoritmo proporcionó el porcentaje de semen para el que la 
relación de señal esperada es la más cercana a la relación de señal observada. 25 
 
F. Simulación de muestras degradadas 
 
Se digirieron veinte nanogramos de cada muestra durante 10 min a 37 °C con 0,01 U de DNAseI (Ambion), 2 µl de 
tampón 10 x DNAseI (Ambion) en un volumen de reacción total de 20 µl seguido de inactivación por calor a 75 °C 30 
durante 10 min. Un nanogramo de cada muestra de ADN digerido se sometió entonces al ensayo combinado de 
identificación-análisis tisular. 
 
Ejemplo 1 
 35 
Categorización de ADN de acuerdo con el ensayo independiente del tipo de tejido 
 
En este ejemplo, el procedimiento de categorización se denomina "ensayo de identificación tisular". El ensayo de 
identificación tisular utiliza un panel de loci que están metilados de forma diferente entre los tejidos para determinar 
el tejido de origen más probable de una muestra de ADN como se muestra en la Tabla 1 (figura 7). Un esquema del 40 
ensayo se presenta en la figura 1A. Un nanogramo de ADN de una muestra forense en cuestión se digiere con la 
enzima de restricción sensible a la metilación HhaI, que escinde ADN en su secuencia de reconocimiento GCGC 
solamente si no está metilado (dejando intactas las dianas metiladas). A continuación, se amplifica un panel de loci 
de identificación de tejido mediante PCR a partir del ADN digerido usando cebadores marcados por fluorescencia, y 
una alícuota de productos amplificados se separa mediante electroforesis capilar. Los loci con niveles de metilación 45 
más altos se amplifican con mayor eficiencia porque se protegen más moléculas de ADN de la digestión, 
produciendo una señal relativamente fuerte en el electroferograma (figura 1B, locus A). Por el contrario, los loci con 
un nivel de metilación inferior se amplifican con menor eficiencia, produciendo una señal relativamente débil en el 
electroferograma (figura 1B, locus B). 
 50 
El software de análisis de señal automatizado permite el análisis de un electroferograma de salida, y asigna alturas 
(en rfu) a los amplicones correspondientes a los loci de identificación de tejido. Aunque la altura de un solo locus 
está correlacionada con su nivel de metilación, el nivel real de metilación no puede derivarse, ya que ese nivel 
también depende de la concentración precisa de la plantilla y de las condiciones específicas de la PCR. En cambio, 
las relaciones de los niveles de metilación entre los loci co-amplificados pueden calcularse, ya que todos los loci se 55 
someten a la misma concentración de plantilla y a las condiciones de reacción específicas. Por lo tanto, para cada 
par de loci se calcula una relación de señal, definida como la relación entre las alturas del primer y segundo loci, y 
esta relación refleja la relación entre los niveles de metilación de los loci correspondientes. Todas las relaciones de 
señal calculadas se combinan en un único vector (si, por ejemplo, en un panel de 15 loci, el vector contiene 105 
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relaciones, entre el locus 1 y 2, el locus 1 y 3, etc.), que después se compara con una base de datos de vectores de 
referencia obtenidos de un conjunto de datos de muestras de origen tisular conocido. El algoritmo de identificación 
tisular calcula para cada fuente de tejido potencial una puntuación de probabilidad, lo que refleja la probabilidad de 
que la muestra de ADN se originase a partir de ese tejido, y el resultado del algoritmo es el tejido más probable. 
 5 
Se realizó un ensayo de identificación de tejido independiente en 50 muestras: 14 de sangre, 14 de saliva, 11 de 
semen y 11 epidermis usando un panel de 15 loci de identificación tisular, que varían en tamaño de amplicón de 66 a 
150 pb. La figura 2 representa electroferogramas de ocho de estas muestras, dos de cada tipo de tejido. Aunque las 
muestras del mismo tipo de tejido de diferentes individuos no eran completamente idénticas (debido a la variabilidad 
natural de los niveles de metilación y los efectos de la PCR estocástica), fue evidente que cada tipo de tejido tenía 10 
un perfil de metilación distinto. Por ejemplo, la relación de L91762/L68346 en muestras de semen vario de 0,04-0,53 
y fue mayor en todas las demás muestras de tejido (2,15-18,28; Tabla 2 en la figura 8) y, por lo tanto, una baja 
relación de L91762/L68346 fue distintiva de las muestras de semen. La relación de L76138/L26688 fue baja en 
sangre y saliva (0,08-1,54) y mayor en semen y piel epidérmica (2,04-19,56; Tabla 2 en la figura 8); por lo tanto, una 
relación alta de L91762/L68346 concomitante con una alta relación de L76138/L26688 fue distintiva de las muestras 15 
de epidermis de la piel. El algoritmo de identificación tisular identificó correctamente la verdadera fuente de tejido de 
las 50 muestras. El análisis adicional de los datos utilizando subconjuntos de loci de identificación de tejido reveló 
que el conjunto completo de 15 loci fue redundante y se logró una identificación del 100 % utilizando solamente 7 de 
los 15 loci (L91762, L68346, L50468, L14432, L30139, L15952, y L26688). Debido a que la identificación del tejido 
se basa en una digestión eficiente, se evaluó la digestión completa del ADN molde por HhaI en una única 20 
configuración de reacción de digestión-amplificación. Las 50 muestras de ADN se sometieron al mismo 
procedimiento pero usando un panel de dos loci diferentes como se muestra en la Tabla 3 (figura 9) - un locus de 
control sin un sitio HhaI (L98328) y un locus que previamente se demostró que estaba completamente sin metilar en 
estos tejidos (SW14; véase D. Frumkin et al., Authentication of forensic DNA samples, Forensic Sci. Int. Genet. 2009, 
doi: 10.1016/j.fsigen.2009.06.009, que se incorpora en el presente documento por referencia). Todas las muestras 25 
mostraron la presencia del locus de referencia y la ausencia completa de SW14, lo que indica la digestión completa 
por HhaI en contraste con la muestra no digerida que mostró la presencia de ambos loci (se muestran realizaciones 
ejemplares en la figura 4). 
 
Ejemplo 2 30 
 
Análisis de los factores de ruido que afectan a las relaciones de señal 
 
El ensayo descrito en el ejemplo 1 se basa en la utilización de loci que están metilados de forma diferente entre 
tejidos, para los cuales los valores de la relación señal son generalmente específicos de tejido (figura 1C). Sin 35 
embargo, incluso en los tejidos metilados de forma diferente, podría existir algún solapamiento en las relaciones de 
señal observadas como resultado de la variabilidad natural en los niveles de metilación entre diferentes individuos 
y/o artefactos asociados con la PCR, tales como diferencias en la concentración de plantilla de ADN (por ejemplo, 
como resultado de errores de pipeteo y efectos estocásticos). El efecto de cada uno de estos factores de "ruido" se 
analizó en relación con la "señal", que es la diferencia de relación de señal media entre los tejidos. Se seleccionaron 40 
dos loci con una diferencia promedio de 10 veces en los valores de relación señal entre el semen y la sangre. Se 
realizaron diferentes PCR en la misma muestra de semen usando 1 ng y 2 ng de ADN como plantilla. Las relaciones 
obtenidas a partir de estas amplificaciones se compararon entre sí y con las relaciones obtenidas a partir de la 
amplificación de diferentes muestras de sangre. Las diferencias entre las relaciones obtenidas en diferentes PCR y 
el uso de diferentes cantidades de ADN de entrada fueron más de un orden de magnitud menor que las diferencias 45 
entre las relaciones obtenidas de los diferentes tejidos (figura 1D). 
 
Ejemplo 3 
 
Detección combinada de semen y perfil de ADN 50 
 
En este ejemplo, la categorización del ADN se encuentra en una de dos categorías: semen y no seminal, donde no 
seminal se refiere a todos los tejidos, excepto el semen. La categorización se realiza junto con el perfil de ADN en la 
misma reacción. 
 55 
El procedimiento de identificación de tejido utiliza las mismas plataformas utilizadas en el perfil de STR estándar (es 
decir, los instrumentos de electroforesis capilar y termociclador) y, por lo tanto, es fácilmente susceptible de 
integración con el perfil de ADN en una única reacción. Esta capacidad se demostró mediante la generación de un 
perfil de STR integrado y un ensayo de detección de semen. Una PCR del kit de perfil de STR (Profiler Plus) se 
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complementó con cebadores específicos para dos loci de identificación de semen (Tabla 4 en la figura 10). Estos loci 
consisten en un amplicón de 70 pb que se amplifica de manera eficiente solamente en el semen y un amplicón de 95 
pb que se amplifica de manera eficiente en todos los tejidos excepto en el semen. El ensayo se ensayó en muestras 
puras de semen, orina (macho), sangre venosa, sangre menstrual, secreción vaginal y saliva. Se observó el patrón 
correcto de la amplificación de la identificación del semen y el algoritmo de identificación tisular identificó 5 
correctamente la presencia/ausencia de semen en todas las muestras. Las figuras 3A y B muestran 
electroferogramas completos de muestras de semen y orina (obtenidas del mismo individuo), y la figura 3C 
representa los datos del canal FAM de todas las muestras, incluidos los dos loci de identificación de semen y tres 
loci de perfil. La relación de señal observada fue de 25,04 en la muestra de semen, y 0,04-0,089 en las otras 
muestras. El ensayo combinado también se ensayó en mezclas de semen y saliva a varias relaciones (figura 3D). 10 
Para cada una de estas mezclas, el porcentaje del semen en la muestra se derivó de la relación de señal de los loci 
de identificación del semen y se comparó con el porcentaje correspondiente derivado de los loci de análisis (las 
muestras de semen y saliva se obtuvieron de diferentes individuos y, por lo tanto, podían diferenciarse en base a los 
loci STR). Los porcentajes derivados fueron comparables, con una diferencia máxima del 10 % (Tabla 5 en la figura 
11). Además, la presencia frente a la ausencia de semen se determinó correctamente en todas las muestras 15 
(incluyendo una muestra que contenía solo el 13 % de semen; figura 3D). Los perfiles de STR obtenidos a partir de 
las muestras utilizando el ensayo integrado de análisis-detección de semen fueron idénticos a los perfiles obtenidos 
de las mismas muestras usando ProfilerPlus (sin detección de semen). 
 
Ejemplo 4 20 
 
Categorización de muestras de ADN maduras y degradadas 
 
El ensayo de identificación de tejido independiente (descrito en el ejemplo 1) se ensayó en dos muestras de ADN 
extraídas de manchas de 20 meses de antigüedad (sangre y semen en algodón) como prueba de concepto para la 25 
aplicación a muestras de tipo forense. Ambas muestras se amplificaron bien, de manera similar a las muestras 
frescas (figura 5), y el algoritmo identificó correctamente la fuente de tejido de ambas muestras. Con el fin de simular 
muestras de ADN degradadas, dos muestras adicionales de ADN (sangre y semen) se sometieron a digestión con 
DNAseI en condiciones que producen una digestión parcial. Estas muestras se analizaron después con la detección 
combinada de semen y el ensayo de perfiles. La digestión de DNAseI dio como resultado la desviación de los alelos 30 
en los STR más grandes en ambas muestras de modo que sus perfiles fueron parciales. En la muestra de sangre 
solamente se tipificaron los alelos D3S1358 y amelogenina, y en la muestra de semen se observó la desviación de 
alelos en FGA, D21S11, D18S51, D13S317 y D7S820 (figura 6). Los loci de identificación de tejido más pequeños se 
amplificaron con éxito con el patrón esperado, y el algoritmo identificó correctamente la presencia/ausencia de 
semen en estas muestras. 35 
 
Ejemplo 5 
 
Perfiles combinados y categorización de ADN 
 40 
Este ensayo particular emplea tanto el perfil convencional de una muestra de ADN (con el kit Promega PowerPlex 
16), como la categorización del ADN en categorías de natural frente a artificial. 
 
Por lo tanto, un aspecto de este ensayo es verificar la naturaleza natural del ADN contra varios o todos los tipos de 
ADN artificial (véase la sección Definiciones) y, por lo tanto, contiene un análisis de varias relaciones diferentes. La 45 
combinación de relaciones hace posible, por lo tanto, comparar un único parámetro de diversos ADN sintetizados a 
partir de diversos métodos. Un único parámetro, por ejemplo, la relación de representación, puede distinguir entre 
una muestra que contiene el genoma completo (ADN natural pero también el ADN sintetizado MDA, como en este 
ejemplo) y una muestra que contiene solamente un subconjunto (por ejemplo, solamente los loci del CODIS). 
 50 
Se analizaron dos muestras de ADN, una muestra de ADN natural extraída de la sangre del sujeto A, y una muestra 
de ADN artificial sintetizada mediante amplificación de desplazamiento múltiple in vitro usando un kit comercial (a 
partir de una cantidad mínima del ADN real del sujeto A como plantilla). 
 
Las dos muestras se analizaron en primer lugar con un kit convencional (PowerPlex16) y se analizaron usando un 55 
software de análisis convencional (GeneMapperID-X). El esquema de este procedimiento se puede describir 
brevemente como realizar PCR múltiple utilizando la mezcla de cebadores PowerPlex16 en una muestra de ADN; 
separar los productos de amplificación en una máquina de electroforesis capilar; y después analizar los datos de 
salida con, por ejemplo, el software GeneMapperID-X. 
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Para cada muestra, el producto final de este ensayo es un perfil. Los perfiles de las dos muestras son idénticos, 
como se puede ver en la figura 9A,B. Además, el software GeneMapperID-X determinó que los perfiles de ambas 
muestras eran perfiles de un único contribuyente (es decir, de una única persona), sin anomalías. Esto muestra que 
un perfil obtenido a partir de ADN artificial puede ser idéntico a un perfil obtenido a partir de ADN natural. Véase D. 5 
Frumkin, et al., Authentication of forensic DNA samples, Forensic Sci. Int. Genet. (2009), 
doi:10.1016/j.fsigen.2009.06.009, que se incorpora en el presente documento por referencia. 
 
Posteriormente, ambas muestras de ADN también se analizaron mediante un ensayo de análisis y categorización 
combinado basado en el siguiente esquema: digerir una muestra de ADN con HhaI y realizar una PCR múltiple 10 
usando la mezcla de cebadores PowerPlex16 con la adición de cebadores para amplificar un locus adicional, tal 
como Hypo23; separar los productos de amplificación en una máquina de electroforesis capilar; y analizar los datos 
de salida con el software del analizador capilar, tal como el algoritmo de software descrito en el presente documento. 
 
Para cada muestra, el producto final de este ensayo es un perfil y una asignación de categoría. Como se puede 15 
observarse en la figura 9C y D, el ADN natural se asignó como "natural", en contraste con la muestra artificial que se 
asignó como "artificial". 
 
En este ejemplo, la asignación de categoría se realizó mediante el análisis de tres parámetros: 
 20 

SR1 (relación de señal TPOX/D8S1179), SR2 (relación de señal de D3S1358/Hypo23), y RR (relación de 
representación de OCA2/D3S 1358). 

 
Los valores de umbral para estos parámetros se proporcionan en la Tabla 6: 
 25 

Tabla 6 
 SR1 SR2 RR 

Umbral para natural >= 0,9 >= 10 >= 2 

Umbral para artificial <0,9 <10 <2 

 
 
Los valores observados para estos parámetros, y la categoría asignada se proporcionan en la Tabla 7 (los valores 
que están por encima del umbral para el ADN natural están sombreados).  30 
 

Tabla 7 
 SR1 SR2 RR Categoría 

Muestra de ADN natural 1,23 17,54 3,31 Natural 

Muestra de ADN artificial 0,06 2,06 2,47 Artificial 

 
 
La asignación de la categoría se realizó de acuerdo con la siguiente regla: 35 
 

Si todos los valores de los parámetros observados están por encima de sus umbrales respectivos para el 
ADN natural, entonces se asigna una categoría "natural", de lo contrario se asigna una categoría "artificial". 

 
Ejemplo 6 40 
 
Perfiles combinados y categorización de ADN (MDA frente a no MDA) 
 
Este ensayo particular emplea tanto el perfil convencional de una muestra de ADN (con el kit Promega 
PowerPlex16), como la categorización del ADN en categorías de MDA (ADN artificial que se sintetizó por 45 
amplificación de desplazamiento múltiple frente a otros tipos (no MDA) de ADN. 
 
Se analizaron dos muestras de ADN, una muestra de ADN natural extraída de la sangre del sujeto A, y una muestra 
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de ADN artificial sintetizada mediante amplificación de desplazamiento múltiple in vitro usando un kit comercial (a 
partir de una cantidad mínima del ADN real del sujeto A como plantilla). 
 
Las dos muestras se analizaron en primer lugar con un kit convencional (PowerPlex16) y se analizaron usando un 
software de análisis convencional (GeneMapperID-X). El esquema de este procedimiento es como se indica a 5 
continuación: 
 

ADN → PCR múltiple usando la mezcla de cebadores PowerPlex16 → separación de productos de 
amplificación en una máquina de electroforesis capilar → análisis de datos con el software GeneMapperID-
X 10 

 
Para cada muestra, el producto final de este ensayo es un perfil. Los perfiles de las dos muestras son idénticos, 
como puede observarse en la figura 15A-B. Además, el software GeneMapperID-X determinó que los perfiles de 
ambas muestras eran perfiles de un único contribuyente (es decir, de una única persona), sin anomalías. 
 15 
Ambas muestras de ADN también se analizaron posteriormente por el software Capillary Analyzer. Para cada 
muestra, el producto final de este ensayo es un perfil y una asignación de categoría. Como se puede ver en la figura 
15C-D, el ADN natural se asignó como "no MDA", a diferencia de la muestra de MDA que se asignó como "MDA". 
 
En este ejemplo, la asignación de categoría se realizó mediante el análisis de tres parámetros: 20 
 

RR1 (relación de representación de vWA/D18S51), RR2 (relación de representación de CSF1PO/Penta_D), 
y RR3 (relación de representación de D21S11/D7S820). 

 
Una puntuación de representación combinada se calculó basándose en estas tres relaciones como se indica a 25 
continuación:  
 

 
 
El valor umbral que se determinó en base al análisis de muestras de MDA múltiples y muestras diferentes de MDA 30 
fue 1,5, por lo tanto, una muestra desconocida con un valor de CRS superior a 1,5 se clasifica como "MDA", 
mientras que una muestra desconocida con un valor de CRS inferior a 1.5 se clasifica como "no MDA". 
 
Los valores de CRS de la muestra de MDA y de la muestra diferente de MDA se calcularon, y son como se indica a 
continuación: 35 
 

Valor de CRS de la muestra de MDA = 2,04 
Valor de CRS de la muestra diferente de MDA = 0,91 

 
En función del valor umbral, ambas muestras se categorizaron correctamente. 40 
 
Ejemplo 7 
 
Kit detector de semen independiente 
 45 
El ensayo empleado por el kit acepta como entrada una muestra de ADN que luego se somete a un procedimiento 
bioquímico seguido de análisis de señal por un software dedicado. El resultado del ensayo es la categoría de la 
muestra de ADN (semen o no seminal), y un nivel de confianza estadística que representa la probabilidad de que la 
categoría emitida sea la verdadera categoría de la muestra de ADN. 
 50 
Un kit de detección de semen de la presente invención puede comprender uno o más de los siguientes 
componentes: 
 

1. Una caja que puede comprender uno o más de los siguientes componentes: 
 55 

Tubo 1 que comprende una mezcla de cebadores 5 x de: 
SD1f 0,6 µM (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC); 
SD1r 0,6 µM (GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG); 
SD2f 1,75 µM (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG); 
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SD2r 1,75 µM (GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC); 
SD3f 1,25 µM (TGGAGGACAATGCCCTGGTG); 
SD3r 1,25 µM (GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC); 
SD4f 1,75 µM (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG); 
SD4r 1,75 µM (GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG); 5 
SD5f 1,75 µM (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG); 
SD5r 1,75 µM (ACGTAGAAGGACCCGAGGAC); 
SD6f 0,9 µM (TACAGACAAATCACTCAGCAGC); y 
SD6r 0,9 µM (GTTTCTTGTCTGACACTCGGTTGTAGGTATT) 

 10 
Los cebadores directos (por ejemplo, SD_f) están marcados por fluorescencia; 
 

Tubo 2 que comprende un tampón de reacción 10 x (TRIS-HCl 150 mM, MgCl2 15 mM, cada dntp 
0,2 mM, BSA 2,5 µg); 
Tubo 3 que comprende la endonucleasa de restricción HhaI; 15 
Tubo 4 que comprende una muestra de ADN de semen de control; 
Tubo 5 que comprende una muestra de ADN diferente de semen de control; 
Tubo 6 que comprende una escalera de ADN; y 
 

una ficha de datos de seguridad (MSDS). 20 
 
2. Un documento que detalla el siguiente protocolo, o instrucciones similares: 
 

(a) Para cada reacción, combinar en un tubo de 0,2 ml (no suministrado) los siguientes 
ingredientes: 5 μl de mezcla de cebador 5 x, 2,5 μl de mezcla de reacción 10 x, 0,5 μl de 25 
endonucleasa HhaI, 0,5 μl de ADN polimerasa, 0,5 ng de ADN, y DDW (agua destilada) hasta un 
volumen total de 25 μl. 
(b) Además del ADN ensayado, establecer una reacción de semen de control positivo usando el 
ADN de semen proporcionado, una reacción de control diferente de semen usando el ADN de 
sangre suministrado, una reacción de control negativa usando DDW en lugar de ADN, y una 30 
reacción de control de digestión usando DDW en lugar de HhaI. 
(c) Colocar los tubos de reacción en el termociclador y ejecutar el siguiente programa: 37 °C 
durante 15 min, 95 °C durante 11 min seguido de 30 ciclos de 94 °C durante 1 min, 59 °C durante 
1 min, 72 °C durante 1 min seguido de una etapa de extensión final de 60 °C durante 45 min, y 
mantenimiento a 25 °C. 35 
(d) Para cada reacción de post-amplificación, mezclar 1,5 μl de producto con 24,5 μl de formamida 
y 0,5 μl de tamaño de fluorescente estándar en un nuevo tubo de 0,2 ml. 
(e) Desnaturalizar las muestras a 95 ºC durante 3 minutos, después enfriar inmediatamente sobre 
hielo durante 3 minutos. 
(f) Realizar muestras desnaturalizadas en la máquina de electroforesis capilar utilizando los 40 
siguientes parámetros: 
 

Módulo = GS STR POP4 (1 ml) F; 
S. de Iny. = 5; 
kV de iny. = 15; 45 
kV de realización = 15; 
Realización C = 60; 
Tiempo de realización = 24 min 
 

(g) Analizar los ficheros .fsa de salida en el software de análisis Tissueldentifier. 50 
 

3. Software de análisis "Tissueldentifier" que implementa el algoritmo de identificación tisular como se 
describe en la sección "Algoritmo y software" anterior, con las siguientes modificaciones: 
 

En la etapa 3 del algoritmo, el conjunto de pares de loci usados son: {SD1,SD6}, {SD2,SD6), 55 
{SD3,SD6}, {SD4,SD6}, y {SD5,SD6}. 

 
Se realizó una corrección para la digestión incompleta usando la relación de señal de {SD5,SD6}. SD5 actuó como 
un locus de control digerido y SD6 actuó como un locus de control no digerido. 
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Se obtuvieron funciones de probabilidad de referencia de semen y no seminal para {SD1,SD6}, {SD2,SD6}, 
{SD3,SD6}, {SD4,SD6} usando un conjunto de 27 muestras de semen de referencia obtenidas de 27 individuos 
diferentes y 86 muestras de referencia diferentes de semen (sangre, saliva, orina, hisopo vaginal, sangre menstrual) 
obtenidas de diferentes individuos. 5 
 
El ensayo se basa en el análisis de 6 loci genómicos. De estos, los inventores encontraron 4 loci para ser metilados 
de forma diferente en el semen frente a tejidos no seminales. Dos de estos cuatro loci están metilados en todos los 
tejidos, excepto el semen, y los otros dos loci no están metilados en ninguno de los tejidos excepto en el semen. El 
ensayo también incluye un locus de control no digerido que no contiene una secuencia de reconocimiento de HhaI 10 
(SD6) y, por lo tanto, se espera que se amplifique con éxito, independientemente del tipo de tejido, y un locus de 
control digerido (SD5) que los inventores descubrieron que no estaba metilado en ninguno de los tejidos potenciales. 
 
El kit se probó en 27 muestras de ADN de semen y 86 muestras no seminales (sangre, saliva, orina, hisopo vaginal, 
sangre menstrual) de 95 donantes diferentes de diferentes sexos, edades y etnias. El algoritmo identificó 15 
correctamente la fuente de todas las muestras con un nivel de confianza típico >99,999999 %. La Figura 12 muestra 
gráficos de muestra de 6 muestras. Las muestras ensayadas fueron las mismas muestras utilizadas para obtener 
funciones de probabilidad de referencia. Sin embargo, para evitar el sesgo, en cada análisis específico, la muestra 
analizada no se utilizó para obtener las funciones de probabilidad de referencia. 
 20 
SECUENCIAS 
 

Secuencia 1: D16S539  

 
 25 
Secuencia 2: D7S820  

 
 
Secuencia 3: D13S317  
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Secuencia 4: D5S818  

 

 5 
 
Secuencia 5: CSF1PO  

 
 
Secuencia 6: TPOX  10 

 
 
Secuencia 7: TH01  
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Secuencia 8: vWA  

 
 5 
Secuencia 9: FGA  

 
 
Secuencia 10: D21S11  

 10 
 
Secuencia 11: D8S1179  
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Secuencia 12: D18S51  

 
 5 
Secuencia 13: D3S1358  

 
 
Secuencia 14: Penta D  

 10 
 
Secuencia 15: Penta E  
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Secuencia 16: AMEL X  

 
 5 
Secuencia 17: AMEL Y  

 
 
Secuencia 18: D2S1338  

 10 

 
 
Secuencia 19: D19S433  
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Secuencia 20: ACTBP2SE33  

 
 
Secuencia 21: D10S1248  5 

 
 
Secuencia 22: D1S1656  

 

 10 
 
TscI McrBC (semisitio) 
752: BspDI ClaI parcialmente metilado 
 
Secuencia 23: D22S1045  15 

 
 
Secuencia 24: D2S441  
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Secuencia 25: D12S391  

 
 5 
Secuencia 26: ADD6 (del ncbi acceso NT_022135)  

 
 
Secuencia 27: ADD10 (del cromosoma 17:3477839-3478292)  

 10 
 
Secuencia 28: ADD17 (del cromosoma 1: 50149332-50149574)  

 
 
Secuencia 29: Hypo23 (de ncbi acceso NM_004907)  15 
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Secuencia 30: Hypo28 (del cromosoma 5: 85949232-85949719)  

 
 5 
Secuencia 31: Hypo33 (del cromosoma 6: 34211067-34211314)  

 

 
 
Secuencia 32: secuencia OCA2: (del cromosoma 15: 25276967-25277446)  10 

 
 
Secuencia 33: SD1 (cromosoma 11: 72085699 - 72086161)  

 
 15 
Secuencia 34: SD2 (cromosoma 4: 25286907 - 25287230)  

 
 
Secuencia 35: SD3 (cromosoma 11: 57170977 - 57171240)  

 20 
 
Secuencia 36: SD4 (cromosoma 11: 1493306 - 1493605)  
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Secuencia 37: SD5 (cromosoma 22: 16491391 - 16491872)  

 
 
Secuencia 38: SD6 (cromosoma 4: 155727706 - 155729006)  5 

 

 
 
Secuencia 39: L91762 (cromosoma 12: 73985133 - 73985792)  

 10 
 
Secuencia 40: L68346 (cromosoma 3: 12175184 - 12175532)  

 
 
Secuencia 41: L50468 (cromosoma 3: 55492699 - 55493120)  15 

 
 
Secuencia 42: L14432 (cromosoma 22: 29866031 - 29866650)  

E10816306
16-10-2017ES 2 644 057 T3

 



 
 

 41

 
 
Secuencia 43: L4648 (cromosoma 1: 35815020 - 35816031)  

 

 5 
 
Secuencia 44: L39664 (cromosoma 17: 53710207 - 53710501)  

 
 
Secuencia 45: L30139 (cromosoma 17: 36996273 - 36997073)  10 

 
 
Secuencia 46: L55429 (cromosoma 5: 1547854 - 1548287)  

 
 15 
Secuencia 47: L62086 (cromosoma 19: 40478392 - 40478802)  

 
 
Secuencia 48: L76138 (cromosoma 19: 3129742 - 3130341)  
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Secuencia 49: L15952 (cromosoma 7: 2740971 - 2741510)  

 
 5 
Secuencia 50: L36599 (cromosoma 19: 4867561 - 4867784)  

 
 
Secuencia 51: L26688 (cromosoma 17: 77844647 - 77844962)  

 10 
 
Secuencia 52: L81528 (cromosoma 19: 47395445 - 47395816)  

 
 
Secuencia 53: L36556 (cromosoma 19: 50962003 - 50962260)  15 

 
 
Secuencia 54: L16264 (cromosoma 2: 2733750 - 2734147)  

 
20 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un método para categorizar una muestra de ADN mediante la determinación de relaciones de señal 
entre loci genómicos co-amplificados en la misma reacción, que comprende: 
 5 

(A) digerir una muestra de ADN con una endonucleasa de restricción sensible a la metilación o una 
endonucleasa de restricción dependiente de la metilación; 
(B) amplificar al menos dos loci genómicos del ADN digerido, en el que al menos uno de los loci es un locus 
de restricción; 
(C) determinar la intensidad de la señal del producto de amplificación de cada locus; 10 
(D) calcular relaciones de señal entre las intensidades de señal de los productos de amplificación; y 
(E) comparar las relaciones de señal con valores de referencia de diferentes categorías de ADN, 

 
en el que la aproximación del valor de una relación de señal con respecto a los valores de las relaciones de 
referencia de una categoría de ADN particular indica la fuente categórica de la muestra de ADN en la que los loci 15 
genómicos que se amplifican se eligen para producir distintas relaciones de señal para diferentes categorías 
potenciales, en el que no se necesita ninguna curva estándar o un ADN de referencia y en el que no se indica ningún 
nivel real de metilación en ningún locus genómico por dicho método. 
 
2. El método de la reivindicación 1, en el que los valores de referencia con los que se comparan las 20 
relaciones de señal son de al menos una categoría de ADN seleccionada del grupo que consiste en tipo de tejido, 
tipo de célula, condición fisiológica, condición patológica, edad, etnia, sexo, nivel de metilación, especie, líneas 
celulares, ADN natural y ADN sintetizado artificialmente, riesgo de desarrollar una condición patológica, condiciones 
prenatales, pronóstico, propensión a responder al tratamiento, efectos del subcultivo de la línea celular, respuesta a 
la medicación. 25 
 
3. El método de la reivindicación 2, en el que el tipo de tejido o tipo de célula se selecciona del grupo que 
consiste en sangre, saliva, semen, epidermis, orina, plasma, cabello, sangre menstrual, células y/o secreción 
vaginal, sudor, heces, cerebro, esófago, pulmón, estómago, corazón, duodeno, hígado, vesícula biliar, intestino, 
riñón, glándula suprarrenal, vejiga urinaria, uretra, colon, testículo, ovario, útero, vagina, músculo, tendón, ligamento, 30 
grasa, cartílago, hueso, células endoteliales, cuello uterino, linfoma, tiroides, glándula pituitaria, cerebelo y mama. 
 
4. El método de la reivindicación 2, en el que la afección patológica es cáncer, inflamación, trastorno 
autoinmune, trastorno metabólico, infección, enfermedad degenerativa, desequilibrios hormonales, un trastorno 
caracterizado por metilación anormal del ADN, trastorno del desarrollo neurológico de ICF (inmunodeficiencia, 35 
inestabilidad centromérica y anomalías faciales), síndrome de Rett y síndrome de X frágil; y en el que la afección 
prenatal es síndrome de Prader-Willi, síndrome de Angelman, síndrome de Beckwith-Wiedemann, síndrome de X 
frágil, síndrome de Russell-Silver, diabetes mellitus neonatal transitoria, osteodistrofia hereditaria de Albright, 
síndrome de McCune-Albright, paraganglioma familiar no cromafínico, síndromes UPD14 materno y paterno. 
 40 
5. El método de la reivindicación 1, en el que los valores de referencia contra los cuales se comparan las 
relaciones de señal representan categorías que son mezclas de otras categorías. 
 
6. El método de la reivindicación 5, en el que los valores de referencia contra los que se comparan las 
relaciones de señal son de mezclas de semen y diferentes de semen en diferentes relaciones. 45 
 
7. El método de la reivindicación 1,en el que la endonucleasa de restricción sensible a la metilación se 
selecciona del grupo que consiste en AatII, Acc65I, AccI, AciI, AClI, AfeI, AgeI, ApaI, ApaLI, AscI, AsiSI, AvaI, AvaII, 
BaeI, BanI, BbeI, BceAI, BcgI, BfuCI, BglI, BmgBI, BsaAI, BsaBI, BsaHI, BsaI, BseYI, BsiEI, BsiWI, BslI, BsmAI, 
BsmBI, BsmFI, BspDI, BsrBI, BsrFI, BssHII, BssKI, BstAPI, BstBI, BstUI, BstZ17I, Cac8I, ClaI, DpnI, DrdI, EaeI, EagI, 50 
Eagl-HF, EciI, EcoRI, EcoRI-HF, FauI, Fnu4HI, FseI, FspI, HaeII, HgaI, HhaI, HincII, HincII, Hinfl, HinP1I, HpaI, 
HpaII, Hpy166ii, Hpy188iii, Hpy99I, HpyCH4IV, KasI, MluI, MmeI, MspAlI, MwoI, NaeI, NarI, NgoNIV, Nhe-HFI, NheI, 
NlaIV, NotI, NotI-HF, NruI, Nt.BbvCI, Nt.BsmAI, Nt.CviPII, PaeR7I, PleI, PmeI, PmII, PshAI, PspOMI, PvuI, RsaI, 
RsrII, SacII, SaII, SalI-HF, Sau3AI, Sau96I, ScrFI, SfiI, SfoI, SgrAI, SmaI, SnaBI, TfiI, TscI, TseI, TspMI, y ZraI; y en 
el que la endonucleasa de restricción dependiente de la metilación se selecciona del grupo que consiste en McrBC, 55 
McrA, y MrrA. 
 
8. El método de la reivindicación 1, en el que la endonucleasa de restricción sensible a la metilación es 
HhaI. 
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9. El método de la reivindicación 2, en el que la categoría de ADN de referencia es ADN natural o ADN 
sintetizado artificialmente, en el que al menos un locus genómico en el ADN natural o ADN sintetizado artificialmente 
comprende un locus de repetición corta en tándem (STR) de núcleo usado para el perfil de ADN. 
 5 
10. El método de la reivindicación 9, en el que el locus genómico comprende un locus humano 
seleccionado del grupo que consiste en D16S539 (SEQ ID NO. 1), D7S820 (SEQ ID NO. 2), D13S317 (SEQ ID NO. 
3), D5S818 (SEQ ID NO. 4), CSF1PO (SEQ ID NO. 5), TPOX (SEQ ID NO. 6); TH01 (SEQ ID NO. 7), vWA (SEQ ID 
NO. 8), FGA (SEQ ID NO. 9), D21S11 (SEQ ID NO. 10), D8S1179 (SEQ ID NO. 11), D18S51 (SEQ ID NO. 12), y 
D3S1358 (SEQ ID NO. 13), Penta D (SEQ ID NO. 14), Penta E (SEQ ID NO. 15), y Amelogenina (SEQ ID NOs. 16 y 10 
17), D2S1338 (SEQ ID No. 18), D19S433 (SEQ ID No. 19), ACTBP2SE33 (SEQ ID No. 20), D10S1248 (SEQ ID No. 
21), D1S1656 (SEQ ID No. 22), D22S1045 (SEQ ID No. 23), D2S441 (SEQ ID No. 24), y D12S391 (SEQ ID No. 25). 
 
11. El método de la reivindicación 2, en el que la categoría de ADN de referencia es ADN natural o ADN 
sintetizado artificialmente, en el que se sabe que al menos un locus genómico está metilado en todos los tejidos de 15 
ADN natural, o se sabe que no está metilado en todos los tejidos de ADN natural. 
 
12. El método de la reivindicación 11, en el que se sabe que el locus genómico está metilado en todos los 
tejidos de ADN natural es TPOX (SEQ ID NO. 6) o FGA (SEQ ID NO. 9), y en el que se sabe que el locus genómico 
está sin metilar en todos los tejidos de ADN natural es Hypo23 (SEQ ID NO. 29), Hypo28 (SEQ ID NO. 30) o Hypo33 20 
(SEQ ID NO. 31). 
 
13. El método de la reivindicación 9, en el que los cebadores para la amplificación de al menos uno de los 
loci genómicos están disponibles en: 
 25 

(1) un kit comercial de Promega Corporation seleccionado del grupo que consiste en PowerPlex® 16 HS 
(Cat. N.º DC2100, DC2101), PowerPlex® 16 (Cat. N.º DC6530, DC6531), PowerPlex® 2.1 (Cat. N.º 
DC6470, DC6471), PowerPlex® 16 BIO (Cat. N.º DC6540, DC6541), y PowerPlex® ES Systems (Cat. N.º 
DC6730, DC6731); 
(2) un kit comercial de Applied Biosystems seleccionado del grupo que consiste en SGM, SGM+, 30 
AmpFISTR Identifiler; AmpFISTR Profiler, AmpFISTR ProfilerPlus, AmpFISTR ProfilerPlusID, AmpFISTR 
SEfiler, AmpFISTR SEfiler Plus, AmpFISTR Cofiler, AmpFISTR Identifiler Direct, AmpFISTR Identifiler Plus, 
AmpFISTR NGM, AmpFISTR Y-filer, y AmpFISTR Minifiler; o 
(3) Investigator ESSPlex, Investigator ESSPlex SE, Investigator Nonaplex ESSPlex, Investigator Hexaplex 
ESSPlex, Investigator Triplex AFS QS, Investigator Triplex DSF, Investigator IDplex, Investigator Decaplex 35 
SE, Investigator HDplex, Investigator Argus X-12, Investigator Y-12 QS, Investigator DIPplex. 

 
14. El método de la reivindicación 9, que comprende además calcular al menos una de las siguientes 
relaciones: 
 40 

(1) D3S1358/D18S51, 
(2) D3S1358/D7S820, 
(3) D3S1358/Penta_D, 
(4) D3S1358/TPOX, 
(5) D3S1358/FGA, 45 
(6) TH01/Penta_D, 
(7) D21S11/D18S51, 
(8) D21S11/D7S820, 
(9) D21S11/Penta_D, 
(10) D21S11/AMEL, 50 
(11) D21S11/TPOX, 
(12) D21S11/FGA, 
(13) D5S818/D18S51, 
(14) vWA/D18S51, 
(15) D5S818/Penta_E, 55 
(16) vWA/Penta_E, 
(17) D5S818/D7S820, 
(18) D5S818/Penta_D, 
(19) D5S818/TPOX, 
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(20) D5S818/FGA, 
(21) D13S317/D7S820, 
(22) D13S317/Penta_D, 
(23) D13S317/TPOX, 
(24) D13S317/FGA, 5 
(25) D16S539/D7S820, 
(26) CSF1PO/D7S820, 
(27) vWA/D7S820, 
(28) D8S1179/D7S820, 
(29) D16S539/TPOX, 10 
(30) D16S539/FGA, 
(31) CSF1PO/Penta_D, 
(32) CSF1PO/TPOX, 
(33) vWA/Penta_D, 
(34) AMEL/TPOX, 15 
(35) AMEL/FGA, 
(36) vWA/D8S1179, 
(37) vWA/TPOX, 
(38) vWA/FGA, 
(39) D8S1179/TPOX, y 20 
(40) D8S1179/FGA. 

 
15. El método de la reivindicación 1, en el que la intensidad de la señal es el nivel de fluorescencia del 
producto de amplificación medido durante la electroforesis capilar. 
 25 
16. El método de la reivindicación 1, en el que las etapas (B) y (C) se realizan por PCR en tiempo real. 
 
17. El método de la reivindicación 16, en el que la intensidad de señal de cada producto de amplificación 
es el nivel de fluorescencia de cada producto de amplificación. 
 30 
18. El método de la reivindicación 1, que comprende además asignar niveles de confianza a categorías 
potenciales de una muestra de ADN, en el que el nivel de confianza refleja la probabilidad de que una categoría de 
ADN particular indique la fuente categórica de la muestra de ADN; en el que la probabilidad se calcula: 
 

(A) asignando una puntuación de probabilidad a cada comparación de una relación de señal a los valores 35 
de referencia que corresponden a las diversas categorías de ADN, en el que la puntuación de probabilidad 
se obtiene (i) asignando una función de distribución de probabilidad gamma a los valores de referencia de 
cada categoría potencial; en el que (ii) la puntuación de probabilidad es igual al valor de la función de 
distribución de probabilidad gamma asignada en la etapa (A) a la relación de señal observada; 
(B) para cada categoría, calcular la puntuación de probabilidad de la categoría, que es el producto de las 40 
puntuaciones de probabilidad obtenidas en la etapa (A); y 
(C) normalizar las puntuaciones de probabilidad dividiendo la puntuación de probabilidad de categoría de 
cada categoría potencial por la suma de todas las puntuaciones de probabilidad de categoría; 

 
en el que el nivel de confianza de cada categoría es la puntuación de probabilidad normalizada de esa categoría. 45 
 
19. El método de la reivindicación 1, que comprende además realizar simultáneamente el perfil de ADN 
con la categorización de ADN. 
 
20. Un kit para categorizar una muestra de ADN como semen o diferente de semen, que comprende: 50 
 

(a) una mezcla de cebadores, que comprende los siguientes cebadores: 
SD1f (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC); 
SD1r (GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG); 
SD2f (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG); 55 
SD2r (GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC); 
SD3f (TGGAGGACAATGCCCTGGTG); 
SD3r (GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC); 
SD4f (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG); 
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SD4r (GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG); 
SD5f (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG); 
SD5r (ACGTAGAAGGACCCGAGGAC); 
(b) tampón de reacción; 
(c) endonucleasa de restricción HhaI; y 5 
(d) ADN polimerasa; 

 
en el que al menos un par de combinaciones de par de cebadores directos (f) e inversos (r) se selecciona del grupo 
que consiste en: 
 10 

(1) SD1f (AAGAGCCCATCAGGCAGGTC) y SD1r (GTTTCTTGTCGAGCAGCACGTGGATGATG); 
(2) SD2f (CTCCAGAACTGGAACTTCCTG) y SD2r (GTTTCTTAACTTGGAGACGACGGCATC); 
(3) SD3f (TGGAGGACAATGCCCTGGTG) y SD3r (GTTTCTTGGCTTCACCTGCGACCGTCTC); 
(4) SD4f (CCCTCCGAGTGGCCAGCAG) y SD4r (GTTTCTGACCACTGCCGTGGGAATG); 
(5) SD5f (CTTCTCAGCCAATGGGAAGAG) y SD5r (ACGTAGAAGGACCCGAGGAC). 15 

 
21. El kit de la reivindicación 20, en el que la concentración de los cebadores en la mezcla de cebadores 
son: SD1f 0,6 µM, SD1r 0,6 µM, SD2f 1,75 µM, SD2r 1,75 µM, SD3f 1,25 µM, SD3r 1,25 µM, SD4f 1,75 µM, SD4r 
1,75 µM, SDSf 1,75 µM y SD5r 1,75 µM. 
 20 
22. Un kit para analizar, categorizar una muestra de ADN como semen o diferente de semen, y obtener un 
nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 
 

(a) cebadores para amplificar al menos un locus específico de semen; 
(b) cebadores para amplificar al menos un locus usado para el perfil de ADN; 25 
(c) tampón de reacción; 
(d) endonucleasa de restricción HhaI; y 
(e) ADN polimerasa, en el que 

 
el al menos un locus específico de semen es el locus L68346, y en el que los cebadores para amplificar un producto 30 
de amplificación específico de semen de 70 pb de L68346 son un cebador directo que comprende la secuencia de 
CAGCAACAGCACCCAGCTTG (FAM) y un cebador inverso que comprende la secuencia de 
CACAGGCTCAGTCGCGGATC; o en el que el al menos un locus específico de semen es el locus L16264, y en el 
que los cebadores para amplificar un producto de amplificación específico de semen de 95 pb de L16264 son un 
cebador directo que comprende la secuencia de GGACGAGTTAACTTCCTTAATTTC (FAM) y un cebador inverso 35 
que comprende la secuencia de GTTTCTTCGCGGAACCTGGTTTAACTTC. 
 
23. Un kit para categorizar una muestra de ADN como sangre, saliva, semen o epidermis de la piel, y para 
obtener un nivel de confianza de categorización asociado, que comprende: 
 40 

(a) mezcla de cebadores que comprende cebadores directo e inverso para amplificar los loci representados 
como se indica a continuación: 
1. L91762 (GCAGCAGGCCGCGGAGAAG directo (FAM); AGCAGCTGTGCCGGGCCAG inverso) 
2. L68346 (CAGCAACAGCACCCAGCTTG directo (JOE); CACAGGCTCAGTCGCGGATC inverso) 
3. L50468 (AGGAAACCTCAGTAGCAAAATTG directo (JOE); GCGAGACTTTAGGTGTGCATC inverso) 45 
4. L14432 (CGTAGGCTGCGGTGAGCTC directo (FAM); GATCCATGCCCGCTGGGATG inverso) 
5. L4648 (CAGCCTAGACGTCAAGTTACAG directo (JOE); ACGACCTCCGGATCCAACTG inverso) 
6. L39664 (CCCAGCTGGTTGGACATGTTG directo (FAM); CACTTCCTTCGTGGACGCC inverso) 
7. L30139 (GAGAAGCGGGAGGATGAGAC directo (FAM); CCGCATCTCCTCCGTCCTG inverso) 
8. L55429 (GCCTTCAGCAGGAAGTCCAC directo (JOE); CCTGTGCCTCACACAGACTC inverso) 50 
9. L62086 (GTGCATGGTGTCTGGTACTTC directo (FAM); GAAGCTCTCGTGGACTACTTG inverso) 
10. L76138 (CAGCCTGCTCTTCACTGCAG directo (JOE); AGAGGCCGATGAAGCCGTAG inverso) 
11. L15952 (CTCCCTGATTTACGACAAGTTC directo (FAM); GACAGTATGCTGATGCTTCTTG inverso) 
12. L36599 (AAGGGCAGAGTTCCGCTGTC directo (FAM); CGGATGCAGGAGGATCCTAG inverso) 
13. L26688 (CGGACCAGATTGCTGGTCAC directo (JOE); CGACCTTGCCAGATGTTTGAC inverso) 55 
14. L81528 (AGCCTCATCCACACTGACCAG directo (JOE); TCAGAGCTCTCCTATCTGGAC inverso) 
15. L36556 (GCCAGGCCGTTGATGATGAC directo (JOE); GAATATGGAGCCCTGGGCAG inverso) 
(b) tampón de reacción; 
(c) endonucleasa de restricción HhaI; y 
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(d) ADN polimerasa. 
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