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RESUMEN

El avance tecnoldgico y cientifico en la definicion e identificacion de los
marcadores genéticos moleculares ha permitido el desarrollo de la genética forense,
aplicada en la identificacion de personas y restos cadavéricos, el andlisis de restos
biologicos, la determinacion de relaciones de filiacion y determinacion de las
variabilidades genéticas de la poblacion. Los microsatélites o short tandem repeats son
los marcadores de eleccion en identificacidon humana, debido a su elevado polimorfismo,
con tasas de mutaciones relativamente bajas y su tamafio pequefio, que permite
optimizar su amplificacion. Debido a que se encuentran ampliamente distribuidos en el
genoma, son la principal herramienta de la genética forense porque permiten trabajar con
poca cantidad de ADN, incluso degradado, son manejables para la automatizacion,
altamente discriminatorios y ofrecen resultados faciles de manejar y comparar. Con el
propésito de medir la eficacia forense de los marcadores genéticos analizados es
necesario conocer una serie de parametros estadisticos con los cuales se sustentan los
calculos de probabilidades en los peritajes forenses. El objetivo del presente estudio fue
analizar la estructura genética de una muestra poblacional venezolana utilizando 23 loci
STR y construir una base de datos poblacional que pueda ser empleada en calculos
estadisticos para identificacion humana y pruebas de paternidad. De esta manera, el
estudio involucré 134 individuos no emparentados residentes de la regién capital de la
Republica Bolivariana de Venezuela con los sistemas PowerPlex ESX 17 y PowerPlex
16 HS de la casa comercial Promega, los cuales co-amplifican, en una estrategia de PCR

multiplex, 17 y 16 loci STR, respectivamente. Los datos genéticos fueron obtenidos

Vi



mediante el analisis de los productos de PCR por electroforesis capilar, y fueron
analizados con diversos software y programas estadisticos, para ser comparados con
una poblacién de referencia. Se determinaron las frecuencias alélicas, y la distribucion
de genotipos de todos los marcadores, los cuales estuvieron en equilibrio Hardy-
Weinberg. Se estimaron los siguientes parametros de interés forense: poder de
discriminacion (PD), poder de exclusion (PE), heterocigosidad observada (Hobs),
heterocigosidad esperada (Hesp), contenido de informacion polimérfica (PIC) y
probabilidad de coincidencia aleatoria (Pi). Nuestros resultados analizando 23 STR en la
poblacién venezolana muestran por primera vez, que los marcadores Penta E y SE33,
son los mas informativos producto a sus altos indices de PD, PIC, PE, heterocigosidad y
mayor variabilidad de alelos, presentando un valor de Pi menor al resto de los marcadores
analizados, constituyendo un incremento importante respecto a estudios previos. La
informacion reportada valida el uso de estos 23 STR en la poblacion venezolana para

interpretar de forma confiable perfiles de ADN en pruebas de paternidad y casos forenses.

Palabras clave: STR, frecuencia alélica, genética forense, PCR, base de datos

poblacional.
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INTRODUCCION

Los avances cientificos y técnicos en las herramientas moleculares utilizadas en
genética han permitido su aplicacion en el campo de la genética forense lo cual ha tenido
gran impacto social. La genética forense es una especialidad enfocada en la aplicacion
de ciertas pruebas cuyos resultados impactan en la toma de decisiones a nivel penal o
juridico. En los laboratorios de genética forense los analisis mas frecuentes son los
relacionados con investigaciones de paternidad, o comparacion de muestras encontradas
en escenas de interés, para ser posteriormente identificadas. El objetivo de los genetistas
forenses es identificar con la mayor certeza posible el origen de una muestra biolégica

(Jobling y Gill, 2004).

Estos estudios genéticos se basan en la comparacion en conjunto de un nimero
de distintos marcadores de herencia mendeliana, con respecto a una poblacién de
referencia. Este estudio comparativo de las muestras en relacién a una poblacion de
referencia es el que le aporta el peso estadistico a un perfil genético en la identificacion
de individuos. De esta manera, el estudio y caracterizaciéon de una poblaciéon ha tomado
gran importancia en la actualidad, por lo cual surge la necesidad de las denominadas
“bases de datos” de frecuencias alélicas de una poblacion, la cual tiene como objetivo
principal, recopilar todos los alelos presentes en una poblacion, determinar tanto los mas
representativos como los menos frecuentes y de esta manera poder caracterizar a dicha

poblacion (Butler, 2009; Alvarez-Cubero y col., 2010).



La evolucion en el campo de la genética forense comenzd con el descubrimiento
de las variantes estudiadas en los grupos de sangre ABO (Landsteiner, 1990), y su
posterior aplicacion para el estudio de filiaciones, asi como en casos criminales, hasta el
descubrimiento de loci hipervariables conocidos como minisatélites (Jeffreys y col., 1985)
generando los patrones multibanda que hoy dia conocemos como huella génica.
Posteriormente, tras el descubrimiento de los microsatélites STR (por sus siglas en inglés
de Short Tandem Repeats) o secuencias repetidas en tAndem, junto con las tecnologias
de secuenciacion automatizada, se han ido consolidando los sistemas para la
identificacion de individuos, teniendo como principal ventaja el gran poder de
discriminacion debido a su elevado grado de polimorfismo, asi como la sensibilidad en la

deteccién de las secuencias de interés (Jobling y Gill, 2004).

Actualmente, se utilizan marcadores STR para la obtencién de perfiles genéticos,
debido a las caracteristicas anteriormente mencionadas y al advenimiento de la reaccion
en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés de Polymerase Chain
Reaction). La disponibilidad de estuches comerciales para STR que permitan la
amplificacion en una estrategia multiplex, permitiendo la amplificacion de distintos
marcadores genéticos simultdneamente, ha impactado favorablemente la ciencia forense
debido a que la probabilidad de coincidencia puede superar una en varios miles de
millones y esto es posible en una sola amplificacion con una cantidad minima de muestra,
haciendo que el procedimiento sea mas rapido, facil y de menor costo. Hoy en dia los

resultados pueden obtenerse en solo unas cuantas horas en comparacion con las



semanas que requerian los métodos para la deteccién de los patrones multibanda o

huella génica (Butler, 2006; Jobling y Gill, 2004).

A pesar del alto poder de discriminacion de los estuches comerciales que se
emplean actualmente en los laboratorios forenses del pais, existen situaciones en las
cuales el numero de STR que contienen las bases de datos actuales es insuficiente para
resolver algunos casos, como pruebas de paternidad donde no participa la madre, entre
otros. Ademas, en estudios forenses en los cuales se emplea material de origen biologico
cuyo ADN se encuentra degradado, se generan informes periciales reportando la
imposibilidad de obtener un perfil genético, o que el mismo se ha logrado solo para
algunos de los marcadores genéticos, conllevando a valores estadisticos poco
significativos. Por tal motivo, se han desarrollado estuches comerciales mas potentes,
implementando un numero mayor de marcadores a analizar. El problema de implementar
estos nuevos estuches comerciales es la escasa cantidad de bases de datos en el pais

gue contengan estos nuevos marcadores geneéticos.

La inclusion de nuevos marcadores STR para uso forense requiere la
caracterizacion de las poblaciones en las que se aplicaran, por lo tanto, en este trabajo
se propone el estudio genético de una poblacion venezolana, lo que permitird contar con
una base de datos para un conjunto de STR, requerida en los calculos de casos forenses.
Esta herramienta efectiva conlleva a mejorar el servicio del laboratorio, en casos donde
el ADN se encuentra degradado o en poca cantidad y en los casos de filiacion poder

contar con marcadores adicionales que permitan alcanzar los valores de probabilidad



requeridos segun los criterios de calidad establecidos por la ISFG (International Society

for Forensic Genetics) (Martin y col., 2016).

1. EI ADN

La unidad fundamental de la vida es la célula, la cual produce las materias primas
y la energia necesaria para mantener la vida. El conjunto completo de instrucciones para
construir un organismo, es decir, todo el ADN en una célula se conoce colectivamente
como genoma. El ADN tiene dos funciones principales: realizar copias de si mismo para
que las células puedan dividirse y seguir con la informacion, y llevar las instrucciones
para la sintesis de proteinas. La informacién codificada en la estructura del ADN se
transmite de generacién en generacion, teniendo la mitad de la informacién genética

origen materno y el resto, origen paterno (Butler, 2009).

Dentro del nucleo de las células, existe una sustancia conocida como ADN que
contiene la informacién para la replicacion de la célula y la construccion de enzimas
necesarias. Debido a que este ADN reside en el nucleo de la célula, se refiere como ADN

nuclear (Butler, 2009).

Sin embargo, existe otro tipo de ADN, el cual es un genoma circular y se encuentra
dentro de las mitocondrias. La cantidad de moléculas de ADN mitocondrial puede ir de
una a 15 copias por mitocondria, considerando que cada célula tiene cientos de

mitocondrias, entonces tendria miles de copias de este ADN, en comparacion con el ADN



nuclear que solo hay una copia en el nucleo de cada célula. (Klug y col., 2012). EI ADN
mitocondrial presenta regiones codificantes y una region hipervariable, ademas de poseer
una herencia exclusivamente materna, por lo cual es muy utilizado también en
identificacion humana, para fines forenses que involucran tejidos antiguos como huesos,
apéndices pilosos y dientes. Ambos genomas tienen interés médico-forense y poseen
caracteristicas que los hacen complementarios a la hora de la identificacion e
investigacion de relaciones familiares, sobre todo en casos en los cuales el ADN nuclear
no presente las minimas condiciones para ser analizado y deba analizarse el ADN

mitocondrial (Gill y col., 1994).

1.1.Componentes y estructura del ADN

El ADN esta constituido por unidades fundamentales, los desoxirribonucleétidos,
también conocidos como bases, esto debido a que estdn constituidos por bases
organicas ciclicas. Cada nucledtido contiene un fosfato, un azucar (desoxirribosa) y una
base nitrogenada (Griffiths y col., 2000). De esta manera, existen dos tipos de bases
nitrogenadas: las purinas (Adenina y Guanina), con un doble anillo de nueve lados, y las

pirimidinas (Citosina y Timina), con un anillo de seis lados (Klug y col., 2012) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de las bases nitrogenadas. Adaptado de: Klug y col.,
2012.

James Watson y Francis Crick dedujeron en 1953, con la informacién disponible hasta
entonces, y con la ayuda del analisis cristalografico por difraccion de rayos X, el modelo
mas aceptado de la estructura del ADN, destacandose las siguientes conclusiones (Klug

y col., 2012) (Figura 2):

e Dos largas cadenas polinucleotidicas enrolladas alrededor de un eje central,
formando una doble hélice girando hacia la derecha (dextrdgira). Ambas son
antiparalelas; es decir, la orientacion C-5" - C-3’ va en direcciones opuestas.

e Las bases nitrogenadas de las cadenas opuestas estan apareadas como resultado
de la formacién de puentes de hidrégeno; en el ADN sélo se permiten los

emparejamientos Acon Ty G con C.
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Figura 2. Modelo de doble hélice propuesto
por Watson y Crick. Adaptado de: Klug y col.,
2012.

El ADN es capaz de almacenarse dentro del nudcleo gracias a una perfecta
organizacion de su compactacion. De esta manera, puede de reducir su tamafio mediante
proteinas histonas que se asocian y llevan a cabo la compactacion del mismo. Las
histonas son proteinas basicas con carga parcial positiva, ricas en residuos de lisina y
arginina, las cuales desempefian un papel importante en la fijacion del esqueleto azucar-

fosfato que tiene carga negativa (Griffiths y col., 2000).



1.2.0rganizacion del ADN

El ADN esta dividido en cromosomas, en forma de densos paquetes de ADN, el
genoma humano consiste en 22 pares de cromosomas autosomicos y un par de
cromosomas sexuales. Con base en los cromosomas sexuales, los varones se designan
como XY porgue contienen una sola copia del cromosoma X y una sola copia del
cromosoma Y, mientras que las mujeres tienen dos copias del cromosoma X y se

designan como XX (Butler, 2009).

Los cromosomas de las células de todo el cuerpo (soméaticas) son diploides; es
decir, contienen dos juegos de cada cromosoma. Por otro lado, los gametos
(espermatozoides u ovocitos) son haploides; ellos tienen un solo juego de cromosomas.
Cuando un ovocito y un espermatozoide se combinan durante la concepcion, resulta un
cigoto que de nuevo es diploide. Por lo tanto, un cromosoma de cada par cromosomal se

deriva de uno de los padres en el momento de la concepciéon (Butler, 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Genoma Humano. Adaptado de: Butler,
2009.

Asimismo, el ADN en los cromosomas se encuentra compuesto de regiones
codificantes y no codificantes. Las regiones codificantes son conocidas como genes y
contienen la informacion necesaria para la sintesis de proteinas que actian a nivel celular
y que se expresan en la persona como un caracter individual. Ademas, forma alrededor
del 5% del genoma humano y presenta una escasa variabilidad entre individuos, con la
excepcion de ciertas regiones, como el sistema de antigenos leucocitarios humanos o

HLA (por sus siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen) (Butler, 2009).

Por su parte, las regiones no codificantes de ADN forman el resto del material
cromosomico, el cual desempefia funciones estructurales, reguladoras y, en gran parte,

algunas funciones desconocidas. Debido a que estas regiones no estan directamente



relacionadas con la sintesis de proteinas, son usados como marcadores para pruebas de
identificacion humana debido a que contiene la mayor parte de la variabilidad genética
entre los individuos, por su alto polimorfismo, ya que las mutaciones no estan sometidas

a una presion selectiva tan fuerte como la que ocurre en el ADN codificante (Butler, 2009).

En general, el ADN no codificante puede ser de dos tipos (Butler y Hill, 2012) ADN
repetitivo de copia sencilla que actia como ADN espaciador entre regiones codificantes
del genoma, entre las que se encuentran los intrones, que no contienen informacién util
para la sintesis de la cadena polipeptidica y son eliminados durante el proceso de

splicing.

e ADN repetitivo de copia multiple, que se caracteriza por la presencia de una
secuencia comun, repetida en tAndem de manera consecutiva, en un segmento

de ADN y se distribuye por todo el genoma.

GENES ADN TOTAL
Imml COPIA UNICA ADN REPETITIVO DISPERSO t ‘II

-

ADN CODIFICANTE i ADN NO CODIFICANTE

Figura 4. Organizacion del ADN total humano, segun su estructura y funcion. Tomado de:
Sénchez, 2010.

1.3.Alelos y polimorfismos
Alelo es el término que define a formas alternativas de un gen o locus, y locus se
utiliza para designar una posicion o localizacion especifica de un gen 0 una secuencia

blanco en un cromosoma (Griffiths y col., 2000).
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La coexistencia de alelos multiples en un locus se denomina polimorfismo
genético. Por definicién, cualquier sitio en el cual existen alelos mdultiples como
componentes estables de la poblacion, es polimorfico. Es decir, el polimorfismo expresa
la variabilidad que existe dentro de un fragmento de ADN. En general, cuantos mas alelos

haya, mayor polimorfismo y, por tanto, mayor poder de identificacién (Butler, 2009).

Por su parte, los polimorfismos se definen como variaciones en la secuencia del
ADN, tengan o no consecuencia bioldgica selectiva alguna, y son detectados en al menos
el 1% de los individuos de una poblacion. Para considerar un locus como polimorfico, el
alelo mas comun de dicho locus debe tener una frecuencia poblacional menor al 95% y
al menos un 2% de la poblacién debe ser heterocigota para este locus. Los polimorfismos
pueden ir desde la modificacion de una sola base, hasta cambios en el nUmero y tamafio
de las unidades de repeticion (Kruglya y Nickerson, 2001; Butler, 2009; Butler, 2011)

(Figura 5):

e Polimorfismos de secuencia: se producen por el cambio de uno o mas nucleétidos

en una secuencia de ADN. Por mencionar algunos ejemplos, se encuentran
aguellos genes que codifican para los grupos sanguineos, el sistema HLA, el
analisis de ADN mitocondrial, entre otros.

e Polimorfismo de longitud: se presentan por la insercion o deleciéon de uno o mas

nucledtidos. Dentro de estos se encuentran principalmente los minisatélites y
microsatélites. Ambos se caracterizan por tener una secuencia que se repite

varias veces, en tdndem. Este tipo de polimorfismo conforma el 10-25% del
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genoma total y se presenta en regiones no codificantes, lo cual hace que
diferencias en las secuencias de ese ADN no sean raras y se transmitan como tal
a la descendencia, de manera mendeliana, por lo que son comunmente utilizados

como marcadores genéticos en la identificacion humana.

(A) Polimorfismo de Secuencia

weeeree-AGACTAGACAT Tormemee
weeeree-AGATTAGGCAT Teerme

(B) Polimorfismo de Longitud

--------- (AATG)(AATGHAATG)mmmmmmnmnm
3 repetidos

2 repetidos

Figura 5. Caracterizacion del polimorfismo de
secuencia y longitud. Adaptado de: Butler, 2009.

1.4.Polimorfismos de longitud
1.4.1 Minisatélites
Los minisatélites presentan una unidad de repeticion de 10 a 100 bases. El término
minisatélite proviene por extension del de ADN satélite, una parte considerable del
genoma eucariota que es se puede separar del resto por configuracion en gradiente de
densidad. La mayoria de estos polimorfismos se detectan mediante enzimas de
restriccion, y se les conoce como VNTR (por sus siglas en inglés de Variable Number Of

Tandem Repeats) o numero variable de repetidos en tAndem (Figura 6). La identificacion
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de los VNTR se realiza con el uso de sondas complementarias sintéticas que hibridan
con la secuencia de ADN, propia del VNTR en estudio. Estas sondas pueden ser mono-
locus, que hibridan en una sola region de ADN, y las multi-locus, que hibridan en forma

simultanea con varias regiones (Butler, 2009; Jobling y Gill, 2004).

A partir del descubrimiento de los primeros VNTR se observé que podrian ser una
fuente importante de marcadores en medicina forense y podrian sustituir a los
marcadores convencionales. Posteriormente se demostré6 que se podria obtener un
patron de VNTR o “fingerprint” estable y reproducible en manchas secas de sangre de
mas de 4 afios de antigiiedad, de manchas de semen, de foliculos pilosos y de manchas

de sangre expuestas a distintas condiciones ambientales (Jeffreys y col., 1985).

Aungue los analisis con VNTR contienen varias limitaciones, entre las cuales

destacan (Jobling y Gill, 2004):

El tiempo que se invierte en cada estudio (semanas)

e La elevada concentracion de ADN que deben presentar las muestras

e La poca eficiencia del estudio al tratarse de muestras con ADN degradado, por el
mayor tamafo del ADN que se examina

¢ No es posible amplificar conjuntamente varios marcadores a la vez (estrategias

multiplex).
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Minisatélite (VNTR D1S80)

Regiones fianqueantes
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Region repetida

| GAGGACCACCAGGAAG |
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Microsatélite (STR THO1)

Regiones flanqueantes

R (S ) ] (1) (==

s Regién repetida
__Tcat_|

Unidad de repeticion 4 pb

Figura 6. Caracterizacion del ADN repetido en tandem.
Representando un minisatélite, con un nicleo de repeticion de 16 pb
en 3 bloques. En la parte inferior, un microsatélite, con un ndcleo de 4
pb repetido 9 veces consecutivas. Adaptado de: Butler, 2009.

1.4.2 Microsatélites
Los microsatélites varian en el tamafio de la unidad de repeticion, el cual esde 2 a 6
nucleodtidos. A este tipo de polimorfismo se le conoce como short tandem repeats (STR)
y Su aparicion en el campo forense empieza a principios de la década de los 90 gracias

al advenimiento de la PCR (Butler, 2009; Jobling y Gill, 2004) (Figura 6).

A diferencia de los loci VNTR, que se sitian preferentemente en las regiones
teloméricas, los STR parecen ser abundantes por todo el genoma y han sido descritos
tanto en regiones génicas como extragéenicas. Los STR situados en regiones génicas

estan presentes no solo en intrones y secuencias flanqueantes, sino también dentro de
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regiones codificantes. Los STR estan asociados frecuentemente con el extremo 3’ de las
inserciones Alu, resultando, probablemente, de la degeneracion de la secuencia de la

cola poli-A (Economou y col., 1990).

Desde su descubrimiento han sido los responsables de un gran avance en el campo
de la identificacibn humana, en el desarrollo de los mapas de ligamiento humano y en
nuevos procedimientos de diagnostico clinico. Asi, diversos loci STR han sido utilizados
para el diagnéstico predictivo de multiples enfermedades genéticas, incluyendo distrofia
miotdnica, fibrosis quistica, distrofia muscular de Duchenne/Becker y enfermedad de

Huntington (Herrdez, 2012).

Cabe destacar que el patron de nomenclatura de los STR sigue un orden. La primera
letra del nombre del marcador es una “D” y significa DNA (ADN). Luego, se tiene un
namero que representa en cual cromosoma el marcador esta localizado. El tercer
elemento del nombre es la letra “S” (Single Copy Sequence), que significa secuencia de
copia Unica. Por ultimo, se tiene el nimero del locus en que el marcador fue descrito

(Butler, 2009).

Este tipo de polimorfismo puede ser analizado mediante diversos pasos, los cuales

son:

A. Extraccion del ADN: cuando se obtienen muestras bioldgicas, ya sea una de un lugar

de los hechos o muestras de referencia, contienen ademas del ADN otras sustancias

gue pueden inhibir la habilidad de analizarlo, como son proteinas celulares que
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empaquetan y protegen al ADN en el interior de la célula, DNAsas o inhibidores de la
polimerasa en el soporte en el que esta contenido el indicio. Por lo que, se han
desarrollado métodos de extraccion del ADN para separar las proteinas y otros
materiales que estan unidos a las moléculas de ADN. En la actualidad, se utilizan tres
principales técnicas para la extraccion del ADN en los laboratorios forenses: la
extraccidn organica, la extracciéon con Chelex y la extraccion en papel FTA (Butler,
2007; Butler, 2009), ademas de otros métodos basados en la aplicacién de resinas
paramagnéticas cuyo uso se ha extendido en los laboratorios forenses debido al
rendimiento de ADN de alta pureza.

. Cuantificacion_de ADN: luego de la extraccion de ADN, es necesario conocer la

cantidad obtenida, asi como su calidad. La adicion de una cantidad 6ptima de ADN
para PCR producira mejores resultados en un menor tiempo; la adicion de excesivo
ADN o una cantidad insuficiente daria lugar a un perfil dificil o incluso imposible de
interpretar. Esto es importante cuando se trata de indicios, cuando es muy dificil
conocer el estado de conservacion del material biolégico y, en muchas ocasiones, es
dificil estimar la cantidad que se ha recogido de material celular. Es menos importante
cuantificar ADN utilizando muestras de referencia, donde se espera una cantidad
similar de ADN en cada extraccion, ya que no hay muchas variables que afecten su
concentracion (Butler, 2009; Herraez, 2012).

. Amplificacién: la PCR es un proceso enzimatico en el que se replica una region

especifica de ADN una y otra vez para producir mas de un millén de copias de una

secuencia particular.
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Para este procedimiento se emplean dos oligonucleétidos sintéticos de unos 15-
20 nucledtidos que son complementarios a las zonas flanqueantes de la regién que
se quiere amplificar. Dichos oligonucleétidos actian como cebadores para la sintesis
in vitro de ADN, la cual, se encuentra catalizada habitualmente por una enzima
llamada Taqg polimerasa. Dicha enzima se aisla de una bacteria termdfila, denominada
Thermus aquaticus, que es capaz de crecer a temperaturas elevadas. A esta
temperatura dicha enzima es capaz de mantener una media de extension de mas de
60 nucledtidos por segundo en regiones ricas en uniones G-C. La temperatura éptima
a la que actua esta enzima permite el uso de elevadas temperaturas para la unién de
los cebadores y para la extension, de esta manera se aumenta el nivel de exigencia
de la reaccién y se reduce la extension de los cebadores unidos inespecificamente al

ADN (Herraez, 2012).

La reaccion se lleva a cabo en una serie de ciclos cada uno de los cuales incluye

tres fases (Herraez, 2012):

a. Desnaturalizacion: para que ocurra la reaccion es necesario que el ADN molde se

encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se obtiene aplicando temperaturas
de 90 a 95°C que producen la ruptura de los puentes de hidrogeno intercatenarios
y por lo tanto la separacion de ambas cadenas. Para una separacion completa de
las hebras de toda la muestra, la temperatura debe mantenerse unos minutos. Si

el ADN solo se desnaturaliza parcialmente, éste tendera a renaturalizarse
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rapidamente, evitando asi una eficiente hibridacion de los cebadores y una
posterior extension

Hibridacion: una vez que el ADN se encuentra desnaturalizado se disminuye la
temperatura hasta un rango comprendido entre 40 y 60°C para permitir la union
de los cebadores a las secuencias flanqueantes del fragmento que se desea
amplificar. La temperatura de fusion o annealing (Tm, melting temperature)
depende de diversos factores y es relativamente especifica para cada cebador, ya
gue si la misma es muy baja la union se hara de manera inespecifica y si es muy
alta no se producira una unién completa.

Extension: la Tag polimerasa incorpora nucledtidos en el extremo 3’ del cebador
utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada. La
temperatura a la que se lleva a cabo este paso suele ser de 72°C ya que es la
temperatura en la cual la enzima alcanza su maxima actividad. Normalmente una
extension de 20 segundos es suficiente para fragmentos menores de 500 pb, y 40

segundos para fragmentos por encima de 1,2 Kb.

Un factor importante en el transcurso de las distintas fases es el tiempo de rampa,

el cual se define como el tiempo invertido en pasar de una temperatura a otra y

depende del disefio y de las caracteristicas del instrumento donde se realiza

automaticamente este proceso, el termociclador.

Finalmente es necesario destacar que para poder efectuar esta reaccion se

requieren de otros componentes basicos (Herraez, 2012):
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a. Buffer de amplificacion: normalmente contiene cloruro de potasio, tris y cloruro

de magnesio. El MgClz es el componente mas influyente en la especificidad y
rendimiento de la reaccién ya que los iones Mg?* son necesarios para la
actividad de la Taq polimerasa, es decir, acttan como cofactores de la
polimerasa.

b. Desoxinucleétidos trisfosfatos (dNTP): se utilizan concentraciones
aproximadas de 200 pM en un volumen de reaccion de 25 ul para poder
sintetizar entre 6-6,5 ug de ADN. La concentracion de dNTP y MgCl: esta
relacionada ya que el magnesio se une a los dNTP.

D. Electroforesis capilar: durante la PCR en la cual los alelos STR son amplificados,

se produce una mezcla de moléculas de ADN que representa un problema de dificil
separaciéon. La PCR multiplex es capaz de producir 20 o mas fragmentos de ADN que
deben y pueden ser distinguidos uno de otro. Ademas, la resolucion de una sola base
requiere que se diferencia entre los alelos estrechamente espaciados (por ejemplo,
alelos THO1 9,3 y 10). Con la finalidad de observar diversas moléculas una de otra, el
paso de separacion requiere mover aparte los fragmentos en diferentes tamafos. La
separacién se realiza tipicamente por un proceso conocido como electroforesis y se
lleva a cabo ya sea en gel o en capilar (Butler, 2009; Butler y col., 2004).

La deteccion de la muestra se lleva a cabo automéaticamente por el instrumento de
electroforesis capilar a través de la medicion del intervalo de tiempo de inyeccion de
la muestra y cuya deteccion se realiza a través de una cdmara CCD (por sus siglas

en inglés de Charge-Coupled Device). El capilar en el cual se lleva a cabo la
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electroforesis se encuentra cubierto por una sustancia opaca, excepto por una
pequefia zona denominada “ventana del capilar” la cual es atravesada por el laser y
permite que las muestras sean excitadas a su paso por la misma. Como en los geles,
las moléculas mas pequefias llegan primero al punto de deteccion, seguidas por las
moléculas méas grandes. Los datos obtenidos de la separacidon estan representados
graficamente en funcion de la intensidad relativa de fluorescencia observada a partir
de la emisién de fluorescencia de los colores que pasan por el detector. Las sefiales
de emision fluorescente de los fluorocromos que estan unidos a los iniciadores se
pueden utilizar para detectar y cuantificar las moléculas de ADN que pasan por el
equipo (Butler, 2009; Butler y col., 2004) (Figura 7).

Ademas, la asignacion de los tamafios de los alelos se lleva a cabo mediante
escaleras alélicas que consisten en la mezcla de secuencias amplificadas de varios
alelos que se emplean como marcadores para cada loci STR. La comparacién de las
muestras con la escalera alélica permite una determinacion rapida de los tamafios de

los alelos.
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Figura 7. Separacion y deteccion de fragmentos de ADN por electroforesis capilar con un
analizador genético ABI 3130xI. Adaptado de: Butler, 2009.

E. Analisis_de fragmentos mediante el uso _de software: los espectros de los

fluorocromos utilizados para el marcaje de los productos de PCR se solapan y los
datos obtenidos contienen picos que se componen de mas de un marcaje
fluorescente. El software, ya sea el GeneScan o el GeneMapper, elimina la
superposicion espectral en el perfil y calcula los tamafios de los fragmentos de ADN
amplificados. El software calcula la cantidad de solapamiento espectral que hay entre
cada fluorocromo y resta este de los picos en el perfil, obteniendo de esta manera

picos separados que pueden ser interpretados (Butler, 2009).
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1.5.Caracteristicas deseables de STR utilizados en la tipificacion de ADN
Para la identificacion humana, es importante tener marcadores de ADN que exhiban
la mas alta variacion posible en la poblacion o al menos un namero de marcadores
polimorficos para que se puedan combinar con el fin de obtener una capacidad para
discriminar entre muestras. Las mezclas prevalecen, asi como en algunas muestras
forenses, tales como las obtenidas en casos de delitos sexuales que contienen material

bioldgico tanto de la victima como del perpetrador.

El pequefio tamafio de los alelos STR (100-400pb) comparado con los alelos VNTR
(400-1000pb) hacen que los marcadores STR sean mejores candidatos para usarlos en
el sistema forense en donde es comun encontrar muestras con ADN degradado. Ademas,
la amplificacién por PCR de muestras de ADN degradado puede realizarse mejor con

productos de menor tamafio.

Ademas de la variacién en el numero de repeticiones, las secuencias STR varian
también en la longitud de la unidad de repeticion. Entre los distintos tipos de STR, los
tetranucledtidos son mas populares que los di o trinucleétidos. Penta y hexanucleétidos
son menos comunes en el genoma humano, pero estan siendo examinados por algunos
laboratorios (Butler, 2009; Butler y Hill, 2012). Actualmente, en los nuevos estuches
comerciales existentes en el mercado se han introducido en sus sistemas
pentanucleodtidos (como el Penta D y el Penta E que estan dentro del conjunto de
marcadores del PowerPlex® 16 HS y PowerPlex® Fusion) (Promega, 2016; Promega,

2017B).
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2. Importancia del andlisis estadistico de los STR

2.1. Estudios de paternidad
El que cada persona conozca a su padre o madre es normal y ademas es un derecho
que suele ser garantizado por las leyes de muchos paises. Sin embargo, en ciertos casos
una persona puede ignorar quien es su padre (o madre en algunos casos) o, tener dudas
sobre su paternidad. El andlisis de la paternidad se basa en las leyes mendelianas de la
herencia, en las que se establece por primera vez que todo el material genético de una
persona procede a partes iguales del padre y de la madre. Por lo tanto, si en un hijo se

encuentra un alelo que no posee el probable padre, la paternidad podria quedar excluida.

Si por lo contrario se encontrara que el hijo tiene alelos que pudieron haberse
heredado del probable padre, hay que realizar una serie de célculos estadisticos con el
objetivo de determinar cuantas personas entre la poblacion general, podria ser también

padres potenciales, por tener esos alelos (Ibarra y Arcos, 2000).

2.2.Criminalistica
El delito en general surgié con el hombre mismo, y éste, consciente de la punibilidad
de su accién, siempre ha intentado ocultar la autoria. Y desde siempre el delito ha venido
acompanado de la necesidad de investigarlo, de aclararlo, de buscar y castigar al

culpable.
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Con el pasar del tiempo se ha ido desarrollando la criminalistica, que podemos definir
como la “ciencia aplicada que, de acuerdo al ordenamiento juridico de cada pais, estudia
cientificamente los indicios y evidencias con objeto de convertirlos en pruebas formales
gue puedan ser presentadas ante las autoridades judiciales para permitir la identificacion
de victimas y de los delincuentes y esclarecer las circunstancias de un probable delito”

(Hernandez, 2014).

El obtener un perfil genético es solo la primera parte del andlisis, los perfiles tienen
que ser comparados. El andlisis estadistico de dichos sistemas estd basado en el
establecimiento de una probabilidad de identidad entre perfiles de ADN, lo cual se
encuentra implementado hoy en dia en casuistica forense para pruebas de identificacion,

filiacion y criminalistica (Evett y Weir, 1998).

Por ejemplo, si un perfil obtenido de una evidencia recolectada de un lugar de los
hechos es comparado con el perfil del probable responsable, se presentan dos posibles
situaciones: los perfiles pueden ser los mismos o pueden ser distintos. Si los perfiles son
distintos, la interpretacion es simple: la evidencia recolectada del lugar de los hechos no
pertenece al probable responsable, y se considera como una exclusion. Si los perfiles
son los mismos, entonces es una inclusion y significa que la coincidencia debe ser

estimada.
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2.3.Personas desaparecidas
Los conflictos armados, como la guerra u otras situaciones de violencia armada
generalizada, asi como también catastrofes naturales suelen traer consigo la
desaparicion de numerosas personas. Cualquiera que sea el motivo de su desaparicion,
la falta de noticias de sus seres queridos, sumada a la incertidumbre acerca de su

paradero, causan sufrimientos indecibles a los familiares afectados.

En estas circunstancias, es frecuente que las personas desaparecidas hayan
fallecido. El Unico alivio para los familiares es recibir una confirmacion fidedigna del
fallecimiento y saber que los restos de sus seres queridos han sido o pueden ser tratados
con dignidad y con respeto por su cultura y sus creencias religiosas. Por ello la
identificacion adecuada de restos humanos es parte fundamental del proceso de
reparacion no solo para los familiares de personas desaparecidas, sino para las

comunidades enteras.

La evolucién de la ciencia forense y, en particular, de la genética forense mediante el
analisis de ADN, ha permitido que muchas familias de personas desaparecidas conozcan
el paradero de sus seres queridos desaparecidos, como asi también que los restos de
las personas desaparecidas fallecidas sean identificado y entregados a sus familiares.
Antes de la aparicion del anélisis de ADN, uno de los elementos utilizados en programas
de identificacion humana era la hemogenética forense, técnica que se aplico

particularmente en Argentina durante la década de 1980. Sin embargo, dichos estudios
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pioneros eran complejos, costosos y carecian del alcance y las facilidades que ofrece

hoy en dia el analisis forense de ADN (Comité Internacional de la Cruz Roja, 2009).

La identificacion de un cadaver depende basicamente de su estado, si el cuerpo se
encuentra en condiciones que permitan tomar fotografias, huellas dactilares o datos
odontoldgicos, los datos obtenidos pueden ser de gran ayuda para su identificacion. Sin
embargo, cuando todas estas posibilidades se agotan, o cuando el cadaver no es sino
un esqueleto (a veces incompleto), surge la necesidad de usar algo mas especifico, a ser
posible Unico, que esté en todos los cadaveres y que se pueda encontrar incluso en los
restos 6seos: ese algo es el ADN (Hernandez, 2014). De esta manera surge la necesidad
de los bancos de datos que almacenan informacion referente a los perfiles genéticos
pertenecientes a individuos, los cuales son usados principalmente para investigar delitos
e identificar personas sospechosas o restos de personas desaparecidas (Mestres vy

Vives-Rego, 2009)

3. Bases de datos genéticas
Los avances cientificos y técnicos han generado y generan una cantidad de
informacion extraordinaria, la cual ha de almacenarse de modo racional y ordenado para
su posterior uso. De esta manera, surge la necesidad de las denominadas “bases de
datos”, lugares donde se almacena de modo ordenado y coherente cualquier tipo de
informacion, que luego es rescatada de modo automatico de acuerdo con parametros

previamente establecidos.
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Una base de datos poblacional es una recopilacion de las frecuencias estimadas en
una poblacion para cada variante de un marcador genético y para todos los sistemas
genéticos considerados. Estas se utilizan para estimar cuan probable es encontrar por
azar un perfil concreto en una determinada poblacién. Una base de datos precisa la
informacion genética de una muestra de un numero elevado de individuos de una
poblacién, recomendando que el tamafio de la muestra sea como minimo de 100.
Ademas, dichos individuos no deben tener relaciones de parentesco entre ellos, sino, de
lo contrario, algunas variantes genéticas estarian mas representadas de lo que estan en
la poblacion y otras poco representadas o incluso ausentes (Mestres y Vives-Rego,

2009).

De nuevo, por ser una base de datos, se refiere a una coleccion de perfiles de ADN.
Sin embargo, esta base de datos poblacional no se utiliza para ningun propésito de
comparacion de muestras. Mas bien, es utilizada para estimar las probabilidades de
coincidencias aleatorias basadas en las mediciones de la frecuencia de los alelos de un
grupo de, usualmente, 100 o mas individuos seleccionados para representar un grupo
especifico de interés. Cabe destacar que los individuos a partir de los cuales se generan
los perfiles genéticos para su uso en una base de datos poblacional son completamente
anonimos y solo se clasifican y agrupan por su identidad étnica autoidentificada (Butler,

2009)

Existe un consenso internacional acerca de la necesidad de establecer bancos de

datos de perfiles de ADN para fines civiles o criminales. E.E.U.U fue el pionero en crear,
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en 1994, el sistema CODIS (Combined DNA Index System), desarrollado por el FBI
(Federal Bureau of Investigation), el cual consistia en 13 marcadores genéticos, que hoy
en dia forman el sistema indice de cualquier laboratorio forense (Butler y Hill, 2012). Para
el afno 2015 se actualizo el sistema CODIS al afiadirle 7 loci adicionales, D1S1656,
D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391, D19S433 y D22S1045, para un total de 20 loci
STR, y de esta manera reducir el nimero de coincidencias accidentales, aumentar la
compatibilidad internacional y aumentar el poder de discriminacidén para casos criminales

y de personas desaparecidas (Hares, 2015).

Actualmente, el sistema CODIS es un gran instrumento de trabajo debido a que
permite la compatibilidad y el trabajo independiente de distintos laboratorios; posibilita el
acumulo e intercambio de datos a distintos niveles: Local (L-DIS), Estatal (S-DIS) y
Nacional (N-DIS) cuya union conforma el sistema CODIS; contiene diferentes apartados
o indices, incluyendo los criminales y civiles de personas desaparecidas; su instalacion
es gratuita asi como el asesoramiento por parte de los EE. UU. a través del FBI a los
laboratorios oficiales de los distintos paises, siempre que haya una peticion oficial y se

den una serie de circunstancias favorables (Shastry, 2002).

4. Genética de poblaciones
La poblacion se define como un grupo de individuos que comparten un conjunto de
genes, que viven en la misma area geografica y que tienen capacidad de reproducirse

(IPGRIy Cornell University, 2004).
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La genética de poblaciones es el estudio de la variacion heredada y su modulacion
en tiempo y espacio. Es un intento de cuantificar la variacion observada dentro de un
grupo de poblacion o entre diferentes grupos de poblacion, en términos de frecuencias

alélicas y fenotipicas (Butler, 2009).

La variabilidad dentro de un locus debe ser lo suficientemente estable como para
pasar con precision el alelo a la proxima generacion, es decir, que posean una tasa de
mutacion baja. Sin embargo, tampoco deben ser demasiado estables porque si no solo
unos pocos alelos existirian en el tiempo y el locus no podria aportar tanta informacion,

es decir, no seria util en pruebas de identificacion humana (Butler, 2009).

La implementacién de marcadores STR por los laboratorios forenses, requieren de la
realizacion de estudios poblacionales que permitan estimar pardmetros estadisticos de
interés, como frecuencias alélicas, y comprobar que la poblacién de estudio se encuentre
en equilibrio Hardy-Weinberg, lo cual permitiria estimar la frecuencia de genotipos a partir
de frecuencias alélicas. Los parametros forenses y la validacién poblacional permiten
utilizar de manera confiable estos sistemas para estimar la frecuencia de un perfil
genético en un caso criminal, o calcular la probabilidad de paternidad cuando coinciden
un supuesto padre y el hijo en una prueba de paternidad. Por este motivo, se han
realizado estudios poblacionales y se han generado bases de datos con STR a nivel

mundial (Butler, 2009).
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4.1.Frecuencias alélicas y genotipicas
La frecuencia genotipica es la cantidad de veces que aparece el genotipo en una
poblacidon. Mientras que la frecuencia alélica es la medida de la proporcién relativa de
alelos de una poblacién especifica, expresadas en tantos por ciento 0 en tantos por uno,
y se calculan mediante el recuento de cada alelo y dividiendo este nimero por el nUmero

total de alelos analizados (Cavalli-Sforza y col., 1981).

# alelos observados de un locus
# total de alelos

p:

4.2.Ley de equilibrio de Hardy-Weinberg

La Ley de Hardy-Weinberg fue postulada en 1908 por George Hardy y Wilhelm
Weinberg. Segun ella “en toda poblacion suficientemente grande, en la que los
apareamientos se producen al azar y que no esté sujeta a ninguna fuerza evolutiva como
mutacion, seleccién y migracion, las frecuencias génicas y genotipicas se mantienen
constantes de generacién en generacién”. De esta manera, una poblacion que cumpla
dichas caracteristicas se dice que estd en equilibrio de Hardy-Weinberg. En este
contexto, las frecuencias alélicas y genotipicas de una determinada poblacion
permanecen constantes, generacion tras generacion, en una poblacién grande con
apareamiento al azar y en ausencia de mutaciones, migraciones y seleccion, pudiendo

predecir sus valores para las futuras generaciones (Stark, 2005).
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De acuerdo con la Ley de equilibrio de Hardy-Weinberg, las frecuencias genotipicas
de la progenie estan determinadas por las frecuencias alélicas de sus progenitores. Si la
poblacién esta en equilibrio, las frecuencias alélicas son iguales en los progenitores y en
la progenie, de manera que las frecuencias alélicas observadas en la progenie pueden
utilizarse como si fueran las frecuencias alélicas paternas para calcular las frecuencias

genotipicas esperadas por la Ley de Hardy-Weinberg (Stark, 2005).

4.3. Poder de exclusion (PE)

Es la probabilidad de excluir un individuo que esté involucrado en algun caso forense,
permitiendo establecer la proporcién de individuos falsamente implicados en un peritaje.
En otras palabras, corresponde a la probabilidad de que un sistema genético especifico
proporcione evidencias que conduzcan a la exclusién de un probable responsable. El
Grupo Espafiol y Portugués de la Sociedad Internacional de Genética Forense (GEP-

ISFG) considera que estos indices deben estar por encima del 99,9% (Rosado, 2008).

Este es un estadistico que predice como se producira la identificacion en el andlisis a
posteriori, es decir, los analisis estadisticos correspondientes a la identificacion de
perfiles genéticos. Depende del numero de alelos identificados y de la distribucion de las
frecuencias alélicas. Corresponde a un valor porcentual que es funcién directa del
polimorfismo de un sistema. Cuanto mas polimaérfico éste es y mas equilibradas estén las
frecuencias de sus alelos, mayor serd su PE, lo que lo hace ser un pardmetro de gran

valor médico-legal, especialmente en determinaciones biolégicas de paternidad.
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PE = H*(1 - (1 — H)H?) donde H = Heterocigosidad

4.4.Poder de discriminacion (PD)

Es la probabilidad de que dos individuos no relacionados y seleccionados al azar
puedan ser diferenciados genéticamente mediante el analisis de uno o varios
marcadores. Depende del numero de loci analizados, de las variables alélicas
encontradas y frecuencias de cada locus en cada poblacion y es una medida relativa de
la eficacia del sistema o sistemas analizados. Un PD cercano a 1 seria, una situacion

deseable para establecer una identificacion (Smalldon y Moffat, 1973).

PD =1-Pi donde Pi = Probabilidad de coincidencia aleatoria

4.5.Probabilidad de coincidencia aleatoria (Pi)
Es la probabilidad de que dos individuos no relacionados y seleccionados al azar

compartan un genotipo idéntico en el locus sometido a prueba.

Corresponde al numero de individuos que podran ser examinados antes de encontrar

el mismo patron de ADN en un individuo seleccionado aleatoriamente (Jones, 1972).

Pi= Y x? donde x? = frecuencia genotipica
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4.6.Heterocigosidad (H)

Probabilidad de que dos alelos del mismo locus, tomados al azar, sean diferentes.
Hobs refleja la frecuencia de individuos heterocigotos encontrados en la poblacion de
estudio, mientras que Hesp €S una estimacion mas precisa de la proporcion de individuos
heterocigotos que se espera en la poblacion. Una alta heterocigosidad implica que existe
mas diversidad alélica y por lo tanto hay una menor probabilidad de coincidencia en las

muestras (Crow y Kimura, 1970).

n
Hyps=1— Z Pi
-

4

Pi?

n
H.s, =1 — Homocigosidad = 1 —

i=1

4.7.indice de contenido polimorfico (PIC)

Es un indice que evalla la informacion de un marcador en la poblacion de acuerdo
con las frecuencias de los alelos. Refleja la capacidad de deducir el origen parental de
cada uno de los alelos del genotipo en la descendencia en un locus particular. Un STR
es considerado como un buen marcador molecular cuando presenta un nimero de alelos

superior a 5 y el PIC con indices por encima de 0,75 (Botstein y col., 1980).
n n 2 n
PIC=1 —ZPiZ - (ZW) +ZPi4
1 1 1
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5. Loci de estudio
En este estudio se analizaron los sistemas PowerPlex® 16 HS (Figura 8) y
PowerPlex® ESX 17 (Figura 9), que permiten la co-amplificacion y deteccion fluorescente

de 16 loci (15 STR y amelogenina) y 17 loci (16 STR y amelogenina), respectivamente,

incluyendo los loci del CODIS y los loci del conjunto de Estandares Europeos (ESS).

Estuche comercial PowerPlex 16 HS para STR, de Promega
(Marcador Intermo de Pesa Malecular CXR ILSA00 - 4-marcajes)

1 T L) T T T T T T T ¥ T T T T T T T
g 100 bp 200 bp 300 bp 400bp léplex
<° (4-marcajes)
o D351358 THO1 D21s11 D18s51 Penta E
=
‘T.. D5s818 D138317 D75820 D165539 CSF1PO Penta D
]

g AM vWA D8s117¢9 TPOX FGA
a. —
ILS 600
t AR E 3 8T 8 SR RS

Figura 8. Configuracion del sistema PowerPlex 16 HS. Este sistema permite la co-amplificacion de
D3S1358, THO1, D21S11, D18S51 y Penta E marcados con fluoresceina; D5S818, D13S317,
D7S820, D16S539, CSF1PO y Penta D marcados con JOE; y Amelogenina, VWA, 1851179, TPOX 'y
FGA marcados con TMR-ET. El estandar interno (ILS 600) estd marcado con el colorante CXR-ET y
contiene 22 fragmentos de ADN de 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350,
375, 400, 425, 450, 475, 500, 550 y 600 bases. Adaptado de: Butler, 2015.
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Estuche comercial PowerPlex ESX 17 para STR, de Promega
(Marcador Interno de Peso Molecular CCEILS 500 - S-marcajes)
1 I L 1 1 1 L] ] T T | T T T ] 1 1 T
100 bp 200 bp 300 bp 400 bp
~
7ple

™~ AM  D351358  THO! D21511 D18s51 17plex
> ed i (5-marcajes)
& D10S1248 D1S1456 D251338 D165539

>

&  D2251045 VWA D8S1179 FGA

a O ———

S D25441 D125391 D195433 SE33

a.

Figura 9. Configuracion del sistema PowerPlex ESX 17. Este sistema permite la co-amplificaciéon de
Amelogenina, D3S1358, THO1, D21S11 y D18S51 marcados con fluoresceina; D10S1248, D1S1656,
D2S1338 y D16S539 marcados con JOE; D22S1045, VWA, D8S1179 y FGA marcados con TMR-ET; y

D2S441, D12S391, D19S433 y SE33 marcados con CXR-ET. El estandar interno (ILS 500) esta marcado
con CC5 y contiene 21 fragmentos de ADN de 60, 65, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 225, 250, 275,
300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 y 500 bases. Adaptado de: Butler, 2015.

6. Planteamiento del problema

El uso de la tecnologia del ADN se ha vuelto méas frecuente por lo que, cada vez se
exigen resultados mas confiables y precisos que eviten asociaciones fortuitas y nos
permitan enfrentar los desafios que representa el trabajar muestras severamente
comprometidas, ya que de esto dependen situaciones importantes como el hallazgo de
una persona desaparecida entre una gran cantidad de restos humanos. Se conocen
actualmente sistemas que incluyen un mayor numero de marcadores con el fin de
aumenta el poder de discriminacion y disminuir la probabilidad de coincidencia aleatoria.
En este estudio se determinaron diversos parametros estadisticos con respecto a los
alelos de los sistemas PowerPlex® 16 HS y PowerPlex® ESX 17 para la poblacion
venezolana con el fin de demostrar si estos sistemas son buenas herramientas para

atender a las demandas que impone la actual situacion de nuestro pais. Asi también se
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determind si las frecuencias alélicas de todos los loci estan en equilibrio Hardy-Weinberg

para que puedan ser utilizados en los calculos estadisticos.
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ANTECEDENTES
En los Ultimos afios ha habido un gran avance en las técnicas de deteccion de
individuos por su huella genética. Con el tiempo, las instituciones encargadas de impartir
justicia en cada pais van recopilando cada vez mas huellas genéticas, por lo que es
importante organizar toda esta informacion a fin de que sea Gtil para tiempos posteriores.

Debido a esto, nacieron los bancos de ADN.

Dado que la primera base de datos de ADN nacional fue establecida en Reino Unido
en abril de 1995, las bases de datos de ADN alrededor del mundo han revolucionado la
habilidad de usar la informacion del perfil de ADN para vincular evidencias de escenas
del crimen con perpetradores. Por lo cual, se ha producido un incremento en el nimero
de paises que han desarrollado una legislacion especifica para dar cobertura legal a la

creacion de bases de datos de ADN nacionales (Butler, 2009).

1. Estudios a nivel internacional
El 10 de abril de 1995 en Reino Unido surge la primera base de datos nacional de
ADN a nivel mundial, usualmente referida como NDNAD (National DNA Databank), la
cual almacend originalmente datos de solo seis loci STR del SGM (Second Generation
Multiplex) que consistian en FGA, THO1, VWA, D8S1179, D18S51, y D21S11. Para el
afo 1999, se realiz6 una ampliacién del nimero de loci a 10 (los seis loci SGM mas
D3S1358, D16S539, D2S1338, y D19S433) utilizando el estuche comercial SGM Plus de

la casa comercial Applied Biosystems. Para esa fecha se tenian planes para una posible

37



base de datos paneuropea que probablemente ampliarian la cantidad de loci necesarios
hasta un niamero de 15 STR. A partir de esta base de datos pionera con fines
criminalisticos se ha producido un incremento en el nimero de paises que han
desarrollado una legislacién especifica para dar cobertura legal a la creacion de bases
de datos de ADN (Butler, 2009), asi como el incremento en el nimero de marcadores

analizados, a modo de conocer sus frecuencias alélicas para uso forense.

Luego, la comunidad europea adopt6 un conjunto estandar minimo de loci, conocido
como la ESS (European Standard Set), el cual incluia los siete loci FGA, THO1, VWA,
D3S1358, D8S1179, D18S51, y D21S11. Para el afio 2009, el Consejo de la Unidn
Europea extendio el ESS a un conjunto de 12 loci (los siete STR originales de la ESS, en
adiciéon de los 5 loci D1S1656, D2S441, D10S1248, D12S391, y D22S1045) para permitir
el intercambio de datos de ADN entre las distintas bases de datos nacionales de ADN de
los Estados miembros de la Union Europea, y de esta manera aumentar la compatibilidad
en las regiones STR estudiadas por los distintos laboratorios de genética forense
europeos y reducir la posibilidad de coincidencias fortuitas. Asimismo, la Interpol ha
adoptado el conjunto de loci ESS junto con el marcador de tipificacion del sexo, la

amelogenina, como informacién adicional opcional (Butler, 2009; Garcia y col., 2012).

En Estados Unidos de Norteamérica, durante la reunién del Proyecto STR en
noviembre de 1997, un ndcleo de 13 loci STR fueron escogidos para ser la base de una
futura base de datos nacional de ADN, el CODIS (Combined DNA Index System). Es

entonces cuando el 13 de octubre de 1998, el FBI (Federal Bureau of Investigation)
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oficialmente establecié su base de datos de ADN a nivel nacional para reforzar a las
agencias que participan en NDIS (U.S National DNA Index System), la cual es una base
de datos del CODIS que contiene mas de 6,5 millones de perfiles de STR y vincula a los
50 estados en E.E.U.U de Norteamérica con la capacidad de buscar perfiles de ADN
criminal. El CODIS consiste en una base y banco de datos electronico de perfiles de

ADN, la cual también esta implementada en otros paises (Butler, 2009).

Este ndcleo de 13 loci incluyen a CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, y D21S11, que al ser
analizados presentan una probabilidad de coincidencia aleatoria promedio de mas de uno
en un trilldén, entre individuos no relacionados. Estos loci son internacionalmente
reconocidos como el estandar para la identificacion en humanos. De estos 13 STR, los
tres marcadores mas polimérficos son FGA, D18S51 y D21S11, mientras que TPOX

muestra la menor variacion entre individuos (Butler, 2009).

Recientemente, Moretti y col. (2016) estudiaron la frecuencia alélica de 23 loci STR
autosémicos en 11 poblaciones (caucasicos, hispanos del suroeste y del sudeste,
afroamericanos, bahamenos, jamaicanos, trinitenses, chamorros, filipinos, apaches y
navajos), con la finalidad de expandir los datos proporcionados por el CODIS para analisis

forenses en EE. UU. de Norteamérica.

Durante muchos afios, lo laboratorios forenses de ADN europeos han estado
utilizando muchos de los mismos loci STR utilizados por E.E.U.U de Norteamérica. En

2006, nuevos loci STR europeos fueron recomendados para ser incluidos en futuros
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estuches comerciales de tipificacion de STR, los cuales incluyen a D2S441, D10S1248,

D22S1045, D1S1656 y D12S391 (Butler, 2009).

Los mismos marcadores STR se utilizan en muchos casos, por ejemplo, hay ocho loci
STR (FGA, THO01, VWA, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51, y D21S11) que
superponen el conjunto de loci de las bases de datos de ADN europeas Yy
estadounidenses. Este hecho permite la colaboracion internacional en casos que lo
justifiquen, aunque tener mas loci en comun seria beneficioso ya que las diversas bases
de datos de ADN contintian creciendo en tamafo. Sin embargo, algunos paises, como
Alemania, utilizan marcadores STR (por ejemplo, el locus SE33, altamente polimorfico)
gue no se aplican tan ampliamente en otras bases de datos nacionales de ADN. Por lo
tanto, la informacion de marcadores genéticos adicionales como el SE33 no puede ser
utilizado para vincular la delincuencia transfronteriza potencial, ya que no estaria

disponible en el conjunto de datos de ambos paises (Butler, 2009).

En el afio 2011, el proyecto IDNADEX (Improving DNA Data Exchange) valida dos
sistemas para el analisis de perfiles de ADN con una compatibilidad global con las bases
de datos nacionales de ADN a nivel internacional. Este sistema global comprende 21 STR
gue incluye tanto los 13 STR del sistema CODIS como los 12 STR del ESS para mejorar
el poder de discriminacion de las comparaciones genéticas en la base nacional de perfiles
de ADN. Este proyecto se convirtio en el sistema de analisis de STR de uso forense con
la mayor discriminacion genética, asi como el mas compatible a nivel mundial (Garcia y

col.,2012)
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Por su parte, Filho (2012) determind la frecuencia alélica de 13 loci STR, y otros
parametros estadisticos (PD, PIC, PE, Hobs, Hesp, P-value y Pi) de una poblacion
brasilefia, con una muestra de 792 individuos. De esta manera reporté dos alelos que
aun no han sido descritos en la base de datos del NIST (The National Institute of
Standards and Technology), los cuales son el 24.3 del loci D21S11 y el 17 del loci
D13S317. Ademas, comprob6 que 6 de los loci STR estudiados estaban en equilibrio
Hardy-Weinberg, y podrian ser incorporados en base de datos de frecuencias
haplotipicas de la poblacién brasilefia, para su aplicacién en casos forenses. Al realizar
comparaciones de esta poblacion con la poblacion espafiola, confirma que la poblacion
brasilefia presenta indices de heterocigosidad ligeramente por encima de los valores de
la poblacion espafiola, demostrando que la poblacion brasilefia presenta una diversidad
génica mayor que las poblaciones con menor dinamica geografica. Concluyendo que, el
conjunto de los 13 loci STR presentan un alto poder de discriminacibn en ambas

poblaciones y pueden ser aplicados en casos forenses.

Hernandez y Trejo (2014) estudiaron las frecuencias alélicas de 15 marcadores STR
presentes en la poblacion de Zacatecas para aplicaciones forenses. De esta manera,
crearon una base de datos, obteniendo perfiles genéticos para asi determinar las
frecuencias alélicas y genotipicas, encontrando alelos que no se habian reportado en
poblaciones similares, empleando estos datos en casos forenses de manera exitosa y

con resultados mas exactos.
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Seguidamente, Martinez y col. (2015) validaron el sistema de analisis genético
PowerPlex® 21 en 374 individuos mestizos de la regidon occidental de México,
determinando las frecuencias alélicas y la distribucidon genotipica de estos los
marcadores, los cuales se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg. Ademas,
realizaron la prueba de desequilibrio de ligamiento para descartar asociaciones entre los
pares de loci. También estimaron parametros de interés forense, como la
heterocigosidad, PIC e indice de paternidad tipico, con un PD y PE combinado de -100%
y 99,999999473%, respectivamente, lo cual constituye un incremento importante

respecto a lo ofrecido por sistemas tradicionales con 15 STR para la misma poblacion.

2. Estudios a nivel nacional

En Venezuela también se han realizado estudios sobre estos marcadores genéticos
para usos en genética forense. Chiurillo y col. (2003) analizaron la distribucién alélica de
15 STR en una poblacién caraquefia, que comprendia 255 sujetos no relacionados, 206
con los cuatro abuelos nativos de Venezuela y 49 muestreados al azar sin considerar el
origen de sus abuelos. De esta manera no encontraron desviaciones significativas con la
poblacion de Maracaibo, Brasil ni Colombia. Sin embargo, al comparar con la base datos
hispana de EE. UU. de Norteamérica se observaron desviaciones en las frecuencias
alélicas de los loci D13S317 y D2S1338. Al igual que en un estudio realizado en
Argentina, el loci D13S313 también presenta desviacion en la frecuencia alélica. Para

ese momento, las frecuencias alélicas de dos de los STR estudiados (D2S1338 y
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D19S433) no habian sido reportados anteriormente, ni en ninguna otra poblaciéon
latinoamericana. De esta manera ellos concluyen que estos STR estudiados son
marcadores utiles en pruebas de paternidad y casos forenses, ademas que la base de
datos que construyeron podria ser una buena representacion de la poblacién total

venezolana.

En el aflo 2006 también se analizaron los mismos 15 STR en 203 individuos no
relacionados nacidos en Maracaibo, al noroeste de Venezuela, con al menos un padre
nativo de la misma localidad. Las frecuencias alélicas fueron comparadas con otras
poblaciones, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas con respecto a la
poblacién caraquefia, aunque si se encontraron diferencias al comparar con poblaciones

peruana, mexicana y brasilefia (Pineda y col., 2006).

A partir del estudio de Chiurillo y colaboradores, Lander y col., (2006) reportaron un
nuevo alelo del marcador D21S11 en la poblacién venezolana, el cual fue encontrado en
un sujeto de sexo femenino. De esta manera se obtuvieron muestras de sangre de la
familia del sujeto en estudio, se amplific6 mediante el estuche comercial AmpF/STR
Identifiler de la casa comercial Applied Biosystems y luego se procedié a secuenciar la
region de interés que correspondia al loci D21S11. El estudio revel6 que el linaje paterno

contribuia al nuevo alelo.

De acuerdo con estos estudios se destaca la importancia de realizar el andlisis de las
frecuencias alélicas para los nuevos marcadores que se deseen incorporar en la base de

datos poblacional con fines criminalisticos, debido a las diferencias que podria presentar
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nuestra poblacion con respecto a otras, y la presencia de alelos nuevos no descritos

anteriormente en la literatura.
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OBJETIVOS

1. Objetivo General
Analizar la estructura genética de una muestra poblacional venezolana utilizando 23
STR y construir una base de datos poblacional que pueda ser empleada en calculos

estadisticos para identificacion humana y pruebas de paternidad.

2. Objetivos Especificos

1. Obtener los perfiles de identidad genéticos caracteristicos de una muestra de una
poblacién venezolana.

2. Determinar las frecuencias alélicas de 23 loci STR: D18S51, D21S11, THO1,
D3S1358, D16S539, D2S1338, D1S1656, D10S1248, FGA, D8S1179, VWA,
D2251045, SE33, D195433, D12S391, D2S441, Penta E, TPOX, Penta D, CSF1PO,
D7S820, D13S317 y D5S818, en una poblacién venezolana.

3. Estimar los parametros de genética de poblaciones: poder de discriminacion (PD),
contenido de informacién polimérfica (PIC), poder de exclusion (PE), heterocigosidad
observada (Hobs), heterocigosidad esperada (Hesp), equilibrio de Hardy-Weinberg y
probabilidad de coincidencia (Pi), para determinar el comportamiento de los
marcadores en la poblacién venezolana.

4. Determinar los alelos mas y menos frecuentes en esta poblacién venezolana.

5. Comparar la frecuencia alélica de los 23 loci STR obtenidos de la poblacion

venezolana con la frecuencia alélica de otra poblacién estudiada.
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MATERIALES Y METODOS

1. Muestra poblacional
En este trabajo se analizaron individuos no emparentados de la region del Distrito
Capital y el Estado Miranda de Venezuela. Entre ellos, se eligié, de manera aleatoria, una
muestra de voluntarios de diferente localizacion geogréafica que fueron sometidos a una
prueba para la toma de su ADN. La poblacion estudiada comprendié un tamafio de 134

muestras de individuos.

El tamafio de muestra de 134 individuos corresponde a la informacion suministrada
por la literatura en la cual, la mayoria de los datos poblacionales publicados incluyen el

orden de 100 a 200 individuos por locus por poblacién examinada.

Para la determinacion de las frecuencias alélicas y parametros estadisticos forenses
de la poblacion venezolana, se utilizaron un total de 23 loci STR, incluidos en los estuches
comerciales PowerPlex® ESX 17 y PowerPlex® 16 HS de la casa comercial Promega

Corporations, como se muestran en la Tabla 1:

Tabla 1: 24 loci de estudio incluidos en estuches comerciales PowerPlex® ESX 17 y PowerPlex® 16 HS
Loci proporcionados por Loci proporcionados Loci presentes en ambos

PowerPlex® ESX 17 por PowerPlex® 16 HS  estuches comerciales
D2S1338, D1S1656, PentaE, TPOX, PentaD, D18S51, D21S11, THO1,
D10S1248, D22S1045, CSF1PO, D7S820, VWA, D3S1358, FGA,
SE33,D195433,D12S391y D13S317, D5S818 D8S1179, D16S539 vy
D25441 amelogenina
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A continuacion, se muestra cada uno de los loci amplificados con algunas

caracteristicas:

Tabla 2. Caracteristicas de los STR que incluye el sistema PowerPlex® 16 HS

Rango

Localizacion de Unidad de NUmero de Variacion
Color Locus en el N ., alelos L)
tamafo repeticion . alélica
cromosoma existentes
en pb
TCTA
D3S1358 3p21.31 97-147 24 8az20
TCTG
THO1 11p.15.5 146-274 AATG 21 3al4
TCTA
Azul D21S11 21921.1 138-273 60 12 a41.2
TCTG
262-
D18S51 189g21.33 AGAA 55 7a39.2
396,37
Penta E 15026.2 379-484 AAAGA 40 5a?26
D5S818 5023.2 115-178 AGAT 16 6al8
D13S317 13g31.1 157-241 TATC 19 5a17
Verd D7S820 7921.11 194-293 GATA 32 5a16
erde
D16S539 16g24.1 129-308 GATA 21 4al6
CSF1PO 5033.1 277-361 AGAT 23 5a16
Penta D 21922.3 370-454 AAAGA 40 1.1a18
TCTA
VWA 12p13.31 122-212 22 10a 25
TCTG
D8S1179 8024.13 123-255 TATC 19 7a?20
Amarillo| TPOX 2p25.3 98-302 AATG 17 4 al6
TTTC
12.2 a
FGA 4928 158-464 CTTT 97
51.2
TTCC

Adaptado de: http://strbase.nist.gov/str_fact.htm [Consulta: 24 de Octubre de 2017]
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Tabla 3. Caracteristicas de los STR que incluye el sistema PowerPlex® ESX 17
Rango

Localizacion de Unidad de Numero Variacion
Color Locus en el . ., de alelos L
tamafio repeticion i alélica
cromosoma existentes
en pb
TCTA
D3S1358 3p21.31 97-147 TCTG 24 8az20
THO1 11p.155 146-274 AATG 21 3al4
Azul TCTA
D21S11 21921.1 138-273 TCTG 60 12a41.2
D18S51 18921.33 262- AGAA 55 7a39.2
et 396,37 '
D10S1248 100926.3 79-271 GGAA 12 8al9
D1S1656 1942 121-169 T'_?_‘gA 22 9az2l
Verde TGCC
D2S1338 2035 277-359 TTCC 21 11 a 28
D16S539 16g24.1 129-308 GATA 21 4al6
D2251045 22912.3 79-165 ATT 13 8az20
TCTA
vWA 12p13.31 122-212 TCTG 22 10 a 25
Amarillo | D8S1179 8024.13 123-255 TATC 19 7a?20
TTTC
FGA 4028 158-464  CTTT 97 1;226‘
TTCC '
D2S441 2pl4 78-114 TCTA 14 8al7
AGAT
* -
D12S391 12p 209-253 AGAC 15 15a 26
Rojo AAGG
D19S433 19q12 92-150 AAAG 30 5.2a20
TAGG
SE33 6914 197-343 AAAG 72 3a39.2

Adaptado de: http://strbase.nist.gov/str_fact.htm [Consulta: 24 de Octubre de 2017]

*No se encuentra sefialado en la referencia.
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2. Criterios de inclusion.

Los individuos no presentaban relaciones de parentesco biolégico y fueron
seleccionados al azar. Ademas, procedian de al menos dos generaciones anteriores
originarias de Venezuela, es decir, ambos padres y los cuatro abuelos. Asimismo, se
excluian a individuos que no dieron su consentimiento, que hayan recibido un trasplante

de médula 6sea y que no cumplieran con los criterios de inclusion.

3. Muestras bioldgicas.
Se tomaron muestras de sangre periférica en soportes de tarjetas Whatman FTA®
Classic card, luego de que los usuarios firmaron el respectivo formato de consentimiento
autorizando el uso anénimo de sus muestras. Cada muestra tuvo asignado un codigo de

nameros con el cual podria ser relacionado en el futuro.

Antes de obtener la muestra sanguinea mediante una puncion distal con una lanceta,
se limpi6 el area del dedo con un algodén impregnado con etanol al 70%. Luego, se

depositaron aproximadamente 3-5 gotas de sangre sobre la tarjeta FTA.

Las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Genética Forense de la Unidad
Criminalistica Contra la Vulneracion de Derechos Fundamentales, Area Metropolitana,

del Ministerio Publico, para su procesamiento.
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4. Analisis de laboratorio.
4.1. Amplificacion via PCR-multiplex
La amplificacion de las muestras sobre tarjetas FTA® se realiz6 de manera directa,
a partir de discos de 1,2 mm de didmetro de cada muestra, los cuales se obtuvieron con
ayuda de un perforador Mini-Punch Harris. La amplificacién del ADN se efectu6 mediante
PCR, siguiendo el protocolo del estuche comercial PowerPlex® ESX 17 y PowerPlex® 16
HS, ambos de la casa comercial Promega Co. (Promega, 2016; Promega, 2017A), los
cuales permiten la co-amplificacion de un total de 17 y 16 loci STR diferentes,
respectivamente. Cabe destacar que ambos estuches comerciales se mantuvieron en un

congelador a -20°C hasta el momento de su uso.

Las condiciones de la PCR, segun el estuche comercial utilizado, se presentan en la
tabla 2, para un volumen total de reaccion de 12,5 yL por muestra, es decir, mitad de la
mezcla de reaccion de acuerdo con el protocolo, para el ahorro de los reactivos, lo cual
ha sido previamente validado por estudios previos (Hoffman y Fenger, 2010).
Previamente, todos los reactivos fueron descongelados, centrifugados brevemente y

agitados por 15 segundos.
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Tabla 4: Composicién de la mezcla de reaccién de PCR para una amplificacion directa a partir de discos
de tarjetas FTA®

Volumen por
PowerPlex® ESX 17 PowerPlex® 16 HS

reaccion

Agua grado biologia molecular ~ Agua grado biologia molecular 6,25 uL
PowerPlex® ESX 5X Master Mix PowerPlex® 16 HS 5X Master Mix 2,50 pL

PowerPlex® ESX 17 10X Primer PowerPlex® 16 HS 10X Primer

o o 1,75 pL

Pair Mix Pair Mix
5X AmpSolution™ Reagent 5X AmpSolution™ Reagent 2,50 uL
Volumen total 12,5 pL

Las concentraciones y componentes de cada reactivo son desconocidos.

Luego se agitd la mezcla de amplificacién por 10 segundos, y se agregaron 12,5 uL
de la misma en cada tubo de reaccion, para luego afiadir el disco de FTA. Para el control
positivo de amplificacién, se agregé a un tubo de reaccion, con la mezcla de amplificacién,
1 pL (5 ng) de ADN Control 2800M (10 ng/ pL) de la casa comercial Promega Co.,
previamente diluido a una concentracion de 5 ng/ puL. Mientras que, para el control

negativo, se reservo un tubo de reaccion conteniendo solo la mezcla de amplificacion.

Las amplificaciones se llevaron a cabo empleando un termociclador MasterCycle Pro
S de Eppendorff, previamente verificado y calibrado, con los tiempos y temperaturas de
ciclado presentados en las siguientes tablas (5 y 6), de acuerdo con el procedimiento

recomendado por el estuche comercial empleado:

51



Tabla 5: Protocolo del termociclador para el estuche comercial PowerPlex® ESX 17.

Temperatura  Tiempo Numero de ciclos
96°C 2 min 1 ciclo
94°C 30 seg
59°C 2 min 24 ciclos
72°C 90 seg
60°C 45 min 1 ciclo
4°C Mantener hasta el momento de su analisis
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Tabla 6: Protocolo del termociclador para el estuche comercial PowerPlex® 16 HS.

Temperatura  Tiempo Numero de ciclos
96°C 2 min 1 ciclo
94°C 30 seg
60°C 30 seg 10 ciclos
70°C 45 seg
90°C 30 seg
60°C 30 seg 17 ciclos
70°C 45 seg
60°C 30 min 1 ciclo
4°C Mantener hasta el momento de su analisis

Finalmente, todos los productos de amplificacion obtenidos de la reaccién en cadena
de la polimerasa presentaron un marcaje en uno de sus cebadores, con fluorocromos,

gue posteriormente fueron detectados en el analizador genético.

4.2.Deteccion y asignacion de alelos STR
El andlisis de los amplicones se llevd a cabo mediante la separacion por tamafio de

los fragmentos de ADN por electroforesis capilar, en el equipo Genetic Analizer
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(analizador genético) ABI 3130xl de la casa comercial Applied Biosystems®, con

multiarrays de 16 capilares simultaneos.

Se prepar6 una mezcla de formamida desionizada (Ultra Pure Grade) y del marcador
de tamafio o ILS (Internal Line Standard), correspondiente a cada estuche comercial y la

proporcién de cada reactivo se prepar6 de la siguiente manera:

Tabla 7. Composicién de la mezcla de carga de las muestras en placa en el analizador genético 3130xl.
Volumen por reaccion

Componentes
PowerPlex® 16 HS PowerPlex® ESX 17
CXR ILS 600 0,5 L -
CC51ILS 500 -- 1,0 pL
Hi-Di Formamida 9,5 uL 10,0 pL

Ambos estuches comerciales se conservaron en el congelador a -20°C hasta el
momento de su uso, todos los reactivos fueron descongelados, centrifugados brevemente

y agitados por 15 segundos, previo a su uso.

Luego, la mezcla de carga se agité durante 15 segundos y enseguida se dispensé en
una placa de 96 pozos. Posteriormente se agregaron 1,0 pL de cada producto de PCR
en el pozo correspondiente y 1,0 uL de la escalera alélica correspondiente a cada estuche

comercial, en cada uno de los pozos destinados para el mismo.

Al llevar cada muestra un estandar de tamafo se evitan errores en la asignacion del

tamano de los fragmentos analizados debidos a diferencias en la movilidad electroforética
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entre las distintas inyecciones (ya sea por variaciones en la temperatura, de
concentracion de polimero o en las condiciones de electroforesis). Con el estandar de
tamafo utilizado para el sistema PowerPlex® 16 HS es posible analizar fragmentos de
entre 60-600 pb, mientras que con el sistema PowerPlex® ESX 17 es posible analizar

fragmentos de entre 60-500 pb.

Una vez preparadas las muestras en la placa, se sell6 con una septa y se
desnaturalizé a 95°C durante 3 minutos, se colocé en hielo por 3 minutos mas y se
centrifug6 para luego colocar la placa en su posicion adecuada dentro del soporte que va
acoplado al distribuidor de muestras del analizador genético. Luego se procedio a realizar

la hoja de corrida en el software Data Collection de la firma ABI.

Antes de comenzar la corrida electroforética se establecieron los siguientes

parametros:

Tabla 8. Condiciones de corrida electroforética en el analizador genético 3130x| de Applied Biosystems.

Parametros PowerPlex® 16 HS PowerPlex® ESX 17
Tiempo de inyeccion 5 seg 2 seg
Voltaje de inyeccion 3,0 KVolt 3,0 KVolt
Voltaje de electroforesis 15,0 KVolt 15,0 KVolt
Temperatura de electroforesis 60°C 60°C
Tiempo de electroforesis 4.000 seg 3.200 seg
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e El voltaje y el tiempo de inyeccion pueden ser variados para regular la cantidad de
ADN que entra en el capilar. Asi, en caso de obtener una sefial débil en una muestra
es posible aumentar el tiempo de inyeccion para permitir que se inyecte mas cantidad
de producto amplificado al capilar y que aumente la sefal de fluorescencia. No
obstante, un tiempo de inyeccion excesivo puede originar una pérdida de resolucion.

e El voltaje de electroforesis para fragmentos analizados utilizando un polimero POP-
4 es de 319 V/cm. Para un capilar de 50 cm esto supone un voltaje de
aproximadamente 16.000 V y la corriente a este voltaje es de alrededor de 9 pA. bajo
estas condiciones electroforéticas el tiempo necesario para que un fragmento de 400
pb llegue a la ventana de deteccion es de unos 25 minutos aproximadamente. Si se
aumenta el voltaje, el tiempo requerido es menor, pero se pierde resolucion.

e Latemperatura de electroforesis para deteccion fragmentos es de 60°C, distinta a la
temperatura de secuenciacion que es de 50°C.

e Por ultimo, el tiempo de electroforesis puede acortarse cuando solo se requiere
informacion de productos de amplificacion de pequefio tamafio. Generalmente, este
tiempo programado es un 10% mayor a la media del tiempo necesario para que el

fragmento de mayor tamafio migre lo suficiente.

Una vez alcanzada la temperatura de inyeccion, la electroforesis inicia.

Las sefiales generadas por la excitacion de moléculas de fluorocromos que se
encuentran acoplados quimicamente a estos amplicones fueron detectadas a través de

un laser de Argén acoplado a una camara CCD, que a su vez realiza la transmision de
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los datos desde el equipo a una computadora, los cuales son registrados a traves del

software Data Collection.

4.3. Andlisis de resultados

El andlisis de resultados consistié en evaluar la calidad de los electroferogramas en
términos de intensidad de la sefial registrada (unidades de fluorescencia, UF), tiempo de
lectura y tamafio de los amplicones detectados. Posterior a esto, los datos brutos o raw
data fueron procesados a través de un segundo software, Gene Mapper ID-X v3.2 de la
casa comercial Applied Biosystems, que permitié la cuantificacion en pares de bases de
todos los picos. Como cada muestra llevo un estandar interno de tamafio, éste migra a la
vez que el producto amplificado y bajo las mismas condiciones, evitando el problema de

las variaciones entre muestras.

Asimismo, el software permite la asignacion de los alelos de acuerdo con el sistema
STR correspondiente y su reporte final como perfil genético, mediante la comparacion
con los alelos de la escalera. Cada estuche comercial contiene un allelic ladder o escalera
alélica que permite la asignacion precisa de los alelos (aceptandose una variacion

aproximada * 0,5pb).

El software genera una linea (dye / lane list) para cada fluorocromo en la que estan
incluidos el tamafio, cantidad y la informacion de todos los fragmentos marcados con un

mismo fluorocromo, representado graficamente en un electroferograma.
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Cabe destacar que, antes de realizar estos experimentos, se empled el protocolo de
validacion interna (Promega, 2013) de ambos sistemas de amplificacion autosomal
(PowerPlex® 16 HS y PowerPlex® ESX 17), de manera que se estimd que con un minimo
de 500 pg de ADN por reaccion era Optimo para trabajar ya que todos los alelos se
encontraban dentro de los parametros de sensibilidad y ademas, se determiné un umbral

analitico de 52 RFU para el estuche comercial PowerPlex® 16 HS y de 129 RFU para el
estuche comercial PowerPlex® ESX 17 esto con el propdsito de considerar los picos como

alelos y no como ruido.

5. Analisis estadisticos.
En el presente estudio, se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas,
permitiendo verificar el grado de polimorfismo de los STR estudiados, caracterizando la

variabilidad genética de las poblaciones.

De este modo, para determinar la variabilidad de los marcadores genéticos de la
poblacién venezolana, se calcularon, ademas de las frecuencias alélicas, otros
pardmetros estadisticos forenses. Estos indices de diversidad han sido computados con

el programa Genepop® 4.2 (Rousset, 2008).

El objetivo de Genepop® es proporcionar el medio, en genética poblacional, con un
amplio conjunto de métodos y pruebas estadisticas para poder obtener toda la

informacion sobre aspectos genéticos y demograficos, en un conjunto de muestras
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poblacionales. Asi pues, con Genepop® se pueden tratar una amplia gama de datos,

como pueden ser secuencias de ADN, RFLP, STR, frecuencias alélicas, entre otros.

Los siguientes parametros estadisticos indican la utilidad a priori de los STR

estudiados:

5.1.Frecuencias alélicas
Para determinar este parametro, se utilizé el programa bioinformatico Power Stats

V12.xIs® (Promega Corporation®, Madison, USA).

5.2.Poder de discriminacion (PD)
En este trabajo, PD fue calculado con el programa bioinformatico Power Stats

V12.xIs® (Promega Corporation®, Madison, USA).

5.3.Contenido de Informacién Polimérfica (PIC)
En este trabajo PIC fue calculado con el programa bioinformatico Power Stats

V12.xIs® (Promega Corporation®, Madison, USA).

5.4.Poder de Exclusion (PE)
En este estudio, PE fue calculado con el programa bioinforméatico Power Stats

V12.xIs® (Promega Corporation®, Madison, USA).

5.5.Heterocigosidad
En este estudio, Hobs fue calculado utilizando el programa bioinforméatico Power Stats
V12.xIs® (Promega Corporation®, Madison, USA), mientras que, para Hesp €l programa

Genepop® (Rousset, 2008).
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5.6.Equilibrio de Hardy-Weinberg

En este trabajo, el desvio del equilibrio de Hardy-Weinberg fue calculado mediante el
test exacto (H1: exceso de heterocigotos) del programa bioinformatico Genepop®
(Rousset, 2008), aplicando el procedimiento de Cadenas de Markov (Guo y Thompson,
1992) con 1.000 dememorizaciones, 100 lotes y 1.000 iteraciones por lote para

determinar las probabilidades.

5.7. Probabilidad de coincidencia aleatoria (Pi)
En este trabajo, Pi fue calculado con el programa bioinformético Power Stats V12.xIs®

(Promega Corporation®, Madison, USA).

6. Consentimiento informado.

Todos los datos provenientes de los sujetos de la muestra poblacional como el sexo,
origen geogréafico del individuo y perfiles genéticos son andénimos en todos los
documentos publicados. Se utilizd6 un formato de consentimiento informado, donde se
autorizé la toma voluntaria de su muestra sanguinea y el uso de su perfil genético para
estudios genético-poblacionales, una vez informado del compromiso institucional de
mantener los datos andénimos. Cabe destacar que las muestras forman parte

exclusivamente del presente trabajo.
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En resumen, se les explico a las personas voluntarias de este estudio, en términos
sencillos, la razon por la cual se recolecta el material biolégico, de manera que

comprendieran los siguientes aspectos:

e El por qué se estan recolectando muestras.

e Aspectos practicos de la participacion en el estudio.

e Elmodo en que se manejan y utilizaran los datos relacionados con los individuos y el
hecho de que se respetaran los principios de la proteccion de datos personales.

e Detalles del formulario de consentimiento que llenaron.

e Por ultimo, que la participacion es voluntaria y que, si cambian de idea mas adelante,

podrian retirarse del estudio sin estar obligados a dar explicaciones.

El propdsito del consentimiento informado tiene por objeto impedir que las personas

proporcionen muestras bajo coaccion (Anexo 1).

7. Comparacion de la frecuencia alélica entre la poblacion venezolana en estudio
y otras poblaciones

La comparacion de las frecuencias alélicas entre la poblaciéon venezolana en estudio

y otra poblacion fue realizada con el fin de detectar la existencia de diferencias entre

ambas poblaciones para cada marcador analizado. De este modo, los resultados de las

frecuencias alélicas y de los parametros estadisticos forenses obtenidos en este estudio

para la poblacion venezolana fueron comparados con otros estudios realizados para la
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poblacién hispana de Estados Unidos de Norteamérica. Para esta comparacion se utilizo
el siguiente estudio publicado en una revista cientifica: Hill y col. (2013), quienes
analizaron 29 marcadores STR de varias poblaciones para un numero total de 1036
individuos, de los cuales 236 eran hispanos. De esta manera, los parametros estadisticos
comparados entre la poblacion venezolana e hispana norteamericana fueron los
siguientes: heterocigosidad observada (Hobs), probabilidad de coincidencia (Pi),
probabilidad de exclusién (PE) y el test exacto de equilibrio Hardy-Weinberg (p-value).
Ademas, se comparo la variabilidad de alelos de cada marcador. Cabe destacar que de
los 29 loci STR estudiados por estos autores, la comparacién solo se hizo con los 23

marcadores analizados en el presente estudio.
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RESULTADOS

1. Frecuencias alélicas de los 23 loci STR y parametros estadisticos de la
poblaciéon venezolana
En esta seccion del trabajo se procede a la exposicion ordenada y esquematizada de
todos los resultados obtenidos para el estudio poblacional de los loci: D18S51, D21S11,
THO1, D3S1358, D16S539, D2S1338, D1S1656, D10S1248, FGA, D8S1179, VWA,
D22S1045, SE33, D195433, D12S391, D2S441, Penta E, TPOX, Penta D, CSF1PO,

D7S820, D13S317 y D5S818.

Cabe destacar que en 1992 Ranaijit Chakraborty concluyé que de 100 a 150 individuos
por poblacion podrian proporcionar un muestreo adecuado para un locus genético
siempre que las frecuencias alélicas por debajo de 0,01 no fueran utilizadas en célculos
forenses. Otros han llegado a conclusiones similares, que 100 a 120 individuos por locus
por poblacion son suficientes para los calculos de probabilidades. La recopilacion de
informacion de mas muestras solo mejora la precision de las estimaciones de frecuencia

para alelos raros (Butler, 2015).

En la figura 10 se observa un electroferograma obtenido, a partir del sistema
PowerPlex® 16 HS, de una de las muestras analizadas, en él se encuentran 15
marcadores autosomicos polimérficos y amelogenina (para la determinacion del sexo).
En cada locus se observan picos que corresponden a los alelos. Los dos alelos
(provenientes uno de origen paterno y el otro de origen materno) pueden ser iguales

(homocigoto) o diferentes (heterocigoto).
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Figura 10. Electroferograma de una muestra utilizando el sistema PowerPlex 16 HS.

En la tabla 9 se muestran las frecuencias alélicas observadas para los 23 marcadores
STR evaluados en la poblacién venezolana. Se observan los distintos valores obtenidos
de las frecuencias alélicas, los cuales se encuentran en un rango de 0,0037 y 0,4179, asi
como también los alelos de cada marcador, algunos marcadores exhiben mas alelos cpn
respecto al resto, como es el caso del marcador SE33. Estas frecuencias son utilizadas

para calcular diversos parametros que son de importancia en la genética forense.
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Frecuencias
alélicas

CSF1PO

D13S317

D16S539

D18S51

Tabla 9. Frecuencias alélicas obtenidas de los marcadores STR evaluados en la poblacion venezolana.

D21s11

D3S1358

D5S818

D7S820

D8S1179

FGA

Penta E

THO1

TPOX

vWA

D10S1248

D12S391

D19S433

D1S1656

D22S1045

D2S1338

D2s441

SE33

N

©ON~NO 0N

0.0075

0.0037
0.0261

0.2425

0.2873

0.3843

0.0336

0.0149

0.0037
0.1269
0.1082
0.0560

0.2575

0.2425
0.1493
0.0485

0.0075

0.0112
0.1866

0.1418

0.2351

0.2873

0.1231

0.0149

0.0037

0.0037

0.0037

0.1119

0.1157

0.1828

0.1418

0.1418
0.1381
0.0522
0.0522
0.0261
0.0187

0.0037
0.0037

0.0354

0.1566
0.2222

0.2828
0.0253
0.0455
0.1667
0.0051
0.0556
0.0051

0.0075

0.1194

0.3358

0.2687

0.1567

0.0933

0.0149
0.0037

0.0373

0.0037
0.0448

0.0522

0.3694

0.3582

0.1269

0.0075

0.0299

0.1381
0.0896

0.2687
0.0037
0.2649
0.1716
0.0299

0.0037

0.0075
0.0037

0.0821

0.0709

0.1679

0.2537

0.2910

0.0821

0.0336

0.0037

0.0037

0.0075
0.0038

0.0714
0.1090

0.1353
0.0038
0.1429

0.1053
0.1128

0.1617

0.0038
0.0865

0.0414

0.0075
0.0038

0.0038

0.1705

0.1279

0.0543

0.0078

0.1119

0.0448
0.0224

0.0522

0.0933

0.1978

0.1082

0.0634

0.0672

0.0410

0.0522

0.0187

0.0187

0.0224

0.0149

0.0037

0.4179
0.1343

0.0597

0.2649

0.1045

0.0075

0.0037

0.0858

0.1045

0.2985

0.2500

0.1716

0.0709
0.0149

0.0037

0.0336

0.0634

0.2052

0.3433

0.2201

0.1194

0.0112

0.0610

0.0203
0.0894
0.0041
0.2033
0.0122
0.1911
0.1992
0.0650
0.0691

0.0610
0.0122

0.0081

0.0041

0.0042

0.0250
0.0125

0.0875
0.0042
0.2500
0.0792
0.3042

0.1542
0.0458

0.0333

0.0042

0.0375

0.1167
0.0750
0.1292
0.0083
0.2333

0.0750
0.1208

0.0500
0.0917

0.0583

0.0037

0.0149

0.0746

0.0224

0.0448

0.3843

0.3246

0.1231

0.0075

0.0448

0.1866

0.0597

0.1791

0.1306

0.0299

0.1045

0.1231
0.0821

0.0522

0.0075

0.0037
0.0037

0.2612

0.3582

0.0410
0.0485

0.0112

0.2463

0.0261

0.0053
0.0053

0.0368
0.0579
0.0895
0.0050
0.0842
0.1263
0.1053
0.0789
0.0053
0.0368
0.0158
0.0105
0.0263

0.0632

0.0421

0.0632

0.0947

0.0526
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En la tabla 10 se reportan los p-value calculados al analizar los datos obtenidos
para los 23 STR, para lo cual se obtuvo que todos los marcadores evaluados se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, lo que indica que las frecuencias alélicas
obtenidas en estos marcadores se pueden utilizar para el calculo de diversos parametros
del area forense. Los resultados de un test exacto para determinar el equilibrio Hardy-
Weinberg indicaron que ninguno de los marcadores present6 una desviacion significativa
del equilibrio Hardy-Weinberg (p-value < 0,05). Todos los loci STR presentaron valores
de P que oscilaron en un rango de 0,0795 - 0,9856, indicando el equilibrio Hardy-

Weinberg para estos marcadores.

Los valores de p-value mayores a 0,05 indican la aceptacion de la hipétesis nula
gue implica el cumplimiento del modelo Hardy-Weinberg, es decir, no existe diferencias
significativas en las frecuencias alélicas, ya que el valor obtenido se encuentra dentro del

intervalo de confianza.
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Tabla 10. Célculos y resultados para evaluar el equilibrio Hardy-Weinberg entre los 23 loci estudiados en
la poblacién venezolana.

Locus P-value Resultado
CSF1PO | 0,9284  Equilibrio
D13S317 | 0,9175  Equilibrio
D16S539 | 0,4409  Equilibrio
D18S51 0,6151 Equilibrio
D21S11 0,2379 Equilibrio
D3S1358 | 0,8933  Equilibrio
D5S818 0,9856  Equilibrio
D7S820 0,5594  Equilibrio
D8S1179 | 0,1318  Equilibrio

FGA 0,0795 Equilibrio
Penta D 0,2771 Equilibrio
Penta E 0,9574 Equilibrio

THO1 0,0829 Equilibrio

TPOX 0,1072 Equilibrio

VWA 0,6098 Equilibrio

D10S1248 | 0,6569  Equilibrio
D12S391 | 0,6222  Equilibrio
D19S433 | 0,6896  Equilibrio
D1S1656 | 0,1768  Equilibrio
D22S1045 | 0,9418 Equilibrio
D2S1338 | 0,0984  Equilibrio
D25441 0,3014 Equilibrio
SE33 0,1647  Equilibrio

En la tabla 11 se muestran los valores obtenidos de manera individual de los
pardmetros de interés en genética forense para cada uno de los 23 marcadores STR.
Como se observa los marcadores SE33 y Penta E fueron los que tuvieron indices mas
altos, por lo que la presencia de estos loci en el sistema proporciona mucho peso

estadistico al momento de realizar los calculos de una confronta de perfiles.
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Analizando los indices de heterocigosidad observada (Hobs) y esperada (Hesp), se
observd que, para todos los marcadores, los indices de Hesp estan muy proximos a

aguellos observados.

Tabla 11. Parametros estadisticos de interés forense para los 23 loci estudiados en la poblacién
venezolana.

Locus Hesp Hobs Pi PD PIC PE
CSF1PO | 0,712 0,754 0,146 0,854 0,66 0,516
D13S317 | 0,823 0,799 0,058 0,942 0,80 0,596
D16S539 | 0,795 0,843 0,084 0,916 0,76 0,682
D18S51 | 0,878 0,843 0,033 0,967 0,86 0,682
D21S11 | 0.805 0,818 0,068 0,932 0,79 0,633
D3S1358 | 0,771 0,799 0,091 0,909 0,73 0,596
D5S818 | 0,716 0,739 0,137 0,863 0,67 0,491
D7S820 | 0,800 0,828 0,075 0,925 0,77 0,653
D8S1179 | 0,806 0,776 0,067 0,933 0,78 0,555
FGA | 0,885 0,827 0,030 0,970 0,87 0,650
PentaD | 0,840 0,798 0,051 0,949 0,82 0,596
PentaE | 0,907 0,910 0,020 0,980 0,90 0,817
THO1 | 0,795 0,857 0,090 0,910 0,76 0,709
TPOX | 0,725 0,754 0,134 0,866 0,68 0,516
VWA | 0,799 0,724 0,067 0,933 0,77 0,466
D10S1248 | 0,775 0,746 0,091 0,909 0,74 0,503
D12S391 | 0,850 0,846 0,041 0,959 0,84 0,686
D19S433 | 0,790 0,792 0,068 0,932 0,78 0,584
D1S1656 | 0,863 0,867 0,036 0,964 0,86 0,728
D22S1045 | 0,726 0,724 0,123 0,877 0,68 0,466
D25S1338 | 0,877 0,873 0,039 0,961 0,86 0,741
D25441 | 0,735 0,784 0,132 0,868 0,69 0,569
SE33 | 0,898 0,853 0,020 0,980 0,92 0,700

Hesp: Heterocigosidad esperada, Hons: Heterocigosidad observada, Pi: Probabilidad de
coincidencia aleatoria, PD: Poder de discriminacion, PIC: indice de contenido polimorfico, PE:
Poder de exclusion.
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En la figura 11 se muestran los valores obtenidos de la Heterocigosidad observada,
en la cual el marcador Penta E (0,910) es el que presenta la mayor heterocigosidad
observada, aportando un mayor poder de discriminacion al sistema, seguido del D251338
(0,873) y del D1S1656 (0,867). Al contrario, los marcadores VWA y D2251045 (0,724)
presentan el valor mas bajo, seguido del D5S818 (0,738) y del D10S1248 (0,746).
Asimismo, el valor promedio de heterocigosidad observada para la poblacion total es de

0,807.
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Figura 11. Heterocigosidad observada de los marcadores STR estudiados en la poblacion venezolana.

La figura 12 muestra los valores de la probabilidad de coincidencia aleatoria, que
indica la probabilidad de que dos individuos seleccionados al azar tengan un genotipo

idéntico en el locus probado. Se observa que los marcadores Penta E y SE33 (0,020) son
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los que presentan el valor mas bajo, haciendo que disminuyan las asociaciones fortuitas,
seguidos del FGA (0,030) y del D18S51 (0,033). Mientras que el marcador CSF1PO

(0,146) presenta el valor mas alto, seguido del D55818 (0,137) y del TPOX (0,134).
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Figura 12. Probabilidad de coincidencia aleatoria de los marcadores STR estudiados en la poblacion
venezolana.

Asimismo, en la figura 13 se muestra el poder de discriminacién de los marcadores
STR estudiados en la poblacién venezolana, los cuales presentaron valores altos y al
combinarse dan como resultado un enorme poder de discriminacion, de tal manera que
dos personas puedan ser facilmente diferenciados genéticamente, al disminuir al minimo
la posibilidad de que existan asociaciones fortuitas. Los marcadores Penta E y SE33
(0,980) presentaron el indice mas alto, seguidos del FGA (0,970) y del D18S51 (0,967).

Mientras que el marcador CSF1PO (0,854) present6 el indice de PD mas bajo, seguido
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del D5S818 (0,863) y del TPOX (0,866). Asimismo, el valor promedio de poder de

discriminacion observada para la poblacion total es de 0,926.
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Figura 13. Poder de discriminacién de los marcadores STR estudiados en la poblacion venezolana.

Por otra parte, en la figura 14 se presentan los valores obtenidos del indice de
contenido polimorfico, el cual expresa el grado de diversidad biolégica que posee cada
marcador. Para la poblacién venezolana, el valor promedio de contenido de informacion
polimorfica observado fue de 0,782. Asimismo, el locus SE33 (0,92) es el que posee un
mayor polimorfismo, y el que ofrece una mayor informacién, seguido del Penta E (0,90)
y del FGA (0,87). Al contrario, el marcador CSF1PO (0,66) presenta el valor mas bajo,
seguido del D5S818 (0,67) y del D2251045 (0,68). Como se puede observar los valores

entre los marcadores son similares.
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Figura 14. indice de contenido polimérfico de los marcadores STR estudiados en la poblacion
venezolana.

Finalmente, en la figura 15 se exhiben los valores obtenidos del poder de
exclusion, el cual indica la posibilidad de excluir a una persona falsamente imputada. Para
la poblacion venezolana, el valor promedio de poder de exclusiéon observado fue de 0,615.
Aligual que en parametros anteriores, el marcador mas informativo fue el Penta E (0,817),
quien tuvo el valor mas alto de PE, comprobando una vez mas la utilidad de este
marcador para el sistema, seguido del D2S1338 (0,741) y del D1S1656 (0,728). Mientras
que los marcadores menos informativos son VWA y D22S1045 (0,466) los cuales

obtuvieron el valor mas bajo, seguidos del D5S818 (0,491) y del D10S1248 (0,503).
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Figura 15. Poder de exclusion de los marcadores STR estudiados en la poblacion venezolana.

2. Marcadores STR analizados en la poblaciéon venezolana.
En la tabla 12 se expone el nimero total de alelos para cada locus y los alelos mas

y menos frecuentes para cada uno, asi como sus frecuencias alélicas respectivas.
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Tabla 12. Numero total de alelos observados y alelos mas y menos frecuentes para cada locus de
estudio en la poblacién venezolana

Locus Numero total de Alelos mas Alelos menos
alelos observados frecuentes frecuentes

CSF1PO . 12 (0,384) 8 (0,004)

(Anexo 2) 11 (0,287) 7 (0,007)
D13S317 o 11 (0,257) 7.1 (0,004)

(Anexo 3) 12 (0,243) 15 (0,007)
D16S539 . 12 (0,287) 8 (0,011)

(Anexo 4) 11 (0,235) 14 (0,015)

D18S51 15 14 (0,183) 9, 10, 11, 212 y 22
(Anexo 5) 15y 16 (0,142) (0,004)

b21s11 10 30(0,283) 33.1y el 35 (0,005)
(Anexo 6) 29 (0,222)
D3S1358 g 15 (0,336) 20 (0,004)

(Anexo 7) 16 (0,269) 13 (0,007)

D5S818 . 11 (0,369) 8 (0,004)

(Anexo 8) 12 (0,358) 14 (0,007)

D75820 9 10(0.268) 10.3 y el 14 (0,004)
(Anexo 9) 11 (0,265)
D8S1179 11 L 9,17 y 18 (0,004)
(Anexo 10) 13 (0,254)

FGA 16 25 (0,162) 18.2,21.2,25.3,29y 30

(Anexo 11) 22 (0,143) (0,004)
Penta D 11 9 (0,225) 16 (0,008)
(Anexo 12) 10 (0,198) 2.2y 7(0,016)
Penta E 17 12 (0,198) 23 (0,004)
(Anexo 13) 7 (0,112) 21 (0,015)
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Locus Cantidad de alelos Alelos mas Alelos menos
presentes frecuentes frecuentes
THO1 . 7 (0,241) 8 (0,128)
(Anexo 14) 6 (0,233) 9.3 (0,195)
TPOX , 8 (0,241) 13 (0,007)
(Anexo 15) 11 (0,265) 6 (0,011)
vWA g 16 (0,299) 13 (0,004)
(Anexo 16) 17 (0,250) 20 (0,015)
D10S1248 8 14 (0,343) 8 (0,004)
(Anexo 17) 15 (0,220) 17 (0,011)
D125391 14 18(0,209) 17.3y el 26 (0,004)
(Anexo 18) 20 (0,199)
D195433 11 14 (0.304) 10y el 12.2 (0,004)
(Anexo 19) 13 (0,250)
D1S1656 15 15 (0,233) 10 (0,004)
(Anexo 20) 14 (0,129) 14.3 (0,008)
D22S1045 0 15 (0,384) 8 (0,004)
(Anexo 21) 16 (0,325) 18 (0,007)
D2S1338 1 17 (0,187) 26 (0,007)
(Anexo 22) 19 (0,179) 21 (0,030)
D2S441 9 11 (0,358) 8y 9 (0,004)
(Anexo 23) 10 (0,261)
SE33 20 18 (0,126) 12.2, 13, 16.3 y 20.2
(Anexo 24) 19 (0,105) (0,005)
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DISCUSION DE RESULTADOS

Debido a que en los ultimos afios se ha incrementado la aplicacion de la genética
forense para el esclarecimiento de problemas de indole civil y penal, mismos que
impactan de manera importante la vida de las personas involucradas, es imperativo
contar con los métodos apropiados para resolver correcta y oportunamente las
controversias (Alvarez-Cubero y col., 2010). La mayor parte de las conclusiones de un
dictamen en materia de genética forense recaen en el tratamiento estadistico de los datos
obtenidos de la evidencia, del probable responsable y de la victima; asi como del probable
padre y del menor. Para conocer qué tan raro es un perfil genético en la poblacion de
estudio, se requiere de la base de datos de las frecuencias alélicas de dicha poblacién.
Es decir, la base de datos es uno de los pilares del andlisis genético para establecer el
peso estadistico de los perfiles genéticos analizados. También es necesario analizar un
mayor nimero de marcadores con el fin de aumentar el poder de discriminacién y, por lo
tanto, también aumenten los indices estadisticos a un nivel de certidumbre cientifica
razonable. En este contexto, al trabajar casos forenses en los cuales se pueden presentar
muestras en mal estado de conservacion en las cuales se extrae ADN muy degradado,
es necesario estudiar un mayor numero de marcadores que permitan obtener un mayor

poder de discriminacion.

En este estudio, el analisis de las frecuencias alélicas fue calculado con el
propésito de inferir el grado de polimorfismo de los microsatélites, caracterizando la

variabilidad genética de la poblacién venezolana. Agrawal y col. (2004) describen que
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dos individuos, cuando son seleccionados aleatoriamente, son idénticos genéticamente
en un 99,9% (aproximadamente), mientras que el 0,1% otorga la individualidad de una
persona. Asimismo, el estudio de la frecuencia alélica entre las poblaciones posibilita la
creacion de un banco de datos que puede ser comparado al sistema CODIS o a cualquier

otro banco de datos.

Para que las frecuencias alélicas que se obtengan de la poblacién puedan ser
utilizadas en el analisis genético, es necesario que estén en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Esta ley define el estado genético de una poblacion mendeliana en ausencia

de toda fuerza evolutiva. (Butler, 2011).

En estos estudios poblacionales se utilizan las frecuencias alélicas en vez de las
genotipicas, debido a que es practicamente imposible tener representados a todos los
genotipos de una poblacion, ademas de que no es costeable realizar un estudio de esta
magnitud, considerando el nimero de habitantes en el pais, en lugar de eso resulta mas
conveniente tener representados a los alelos y con base en sus frecuencias determinar

la frecuencia de cualquier genotipo encontrado.

Los resultados de las frecuencias alélicas obtenidas en el presente estudio son
similares a los descritos por otros autores (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)),
quienes calcularon las frecuencias alélicas de 15 marcadores STR de la poblacién
venezolana de diversas regiones de Venezuela, regién central y Maracaibo,
respectivamente (Anexos 2,3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 14, 15, 16, 19 y 22). Cabe destacar

gue dentro del nucleo de 15 STR evaluados en ambas publicaciones, no se incluyen los
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marcadores Penta D, Penta E, D10S1248, D12S391, D1S1656, D22S1045, D2S441 y
SE33, los cuales son estudiados por primera vez en la poblacién venezolana, en el

presente estudio.

En relacién con la variabilidad de los marcadores de la poblacion venezolana, de
los 23 marcadores STR analizados se observo que los marcadores SE33, Penta E y FGA
fueron los que presentaban una mayor variabilidad en cuanto al nimero de alelos. De
esta forma, se detectd que el marcador SE33 presentaba 20 alelos distintos, el Penta E
presentaba 17 y el FGA presentaba 16 alelos distintos. En cambio, los marcadores THO1,
TPOX y D16S539 presentaban menor variabilidad, detectando para el marcador THO1 5

alelos distintos, y para TPOX y D16S539 7 alelos distintos.

Al comparar la variabilidad de los alelos encontrados en este estudio con los
estudios llevados a cabo por Chiurillo y col. (2003), los marcadores con mayor variabilidad
en cuanto al nimero de alelos fueron D18S51, D21S11, FGA y D19S433 con 16 alelos
distintos. En otro estudio (Pineda y col. (2006)) el marcador D18S51 fue el mas variable,
presentando 14 alelos distintos, seguido de los marcadores FGA y D2S1338 con 13 alelos
distintos. Ademas, en otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)) el
marcador con menor variabilidad fue el THO1 con 7 alelos, seguido del TPOX con 8 alelos,
semejante a los resultados del presente estudio. Con respecto a los alelos mas frecuentes
obtenidos, se puede observar que los presentes datos concuerdan con los descritos por

ambos autores previamente mencionados.
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Por lo tanto, en base a los datos obtenidos en dichos estudios previos y los datos
del presente estudio, podemos decir que el marcador FGA es el que presenta mayor
variabilidad en relacién con el nimero de alelos en la poblacion venezolana. No es posible
discutir acerca de los marcadores SE33 y Penta E ya que no fueron estudiados en
estudios previos, por lo tanto son datos novedosos para la poblacién venezolana e

importantes ya que presenta alin mayor variabilidad con respecto al marcador FGA.

Respecto a los pardmetros estadisticos forenses como el poder de discriminacion
(PD), el contenido de informacién polimérfica (PIC), el poder de exclusién (PE), la
heterocigosidad observada (Hobs), la heterocigosidadd esperada (Hesp), el equilibrio
Hardy-Weinberg (P-value) y la probabilidad de coincidencia (Pi), es importante mencionar
que para el empleo de los marcadores STR en identificacion humana, estos deben
presentar un poder de discriminacion superior al 0,90 y heterocigosidad observada

superior a 0,70 (Butler, 2009).

De esta manera, el poder de discriminacion (PD) fue calculado para verificar la
probabilidad de que dos individuos no relacionados sean diferenciados genéticamente,
es decir, la probabilidad de diferenciacion de una muestra con las demas (Desmarais y
col., 1998). Por lo tanto, el marcador que presentd el indice mas alto de PD fueron el
Penta E y SE33 (0,980) seguidos del FGA (0,970) y el D18S51 (0,967). Estos resultados
fueron los mismos que los detectados en otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda
y col. (2006)), en los cuales el marcador con el indice de PD mas alto fueron el FGA y

D18S51. De esta forma, queda comprobada la capacidad de identificacion forense de los
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marcadores SE33, Penta E, FGA y D18S51 y su empleo en analisis de vinculo genético

en la poblacion venezolana.

En cambio, el marcador con indice més bajo de PD en el presente estudio fue el
CSF1PO (0,854), seguido del D5S818 (0,863) y del TPOX (0,866). Al comparar estos
resultados con los detectados en otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col.
(2006)), se confirmé que los marcadores con indice mas bajo de PD en dichos estudios
previos también fueron TPOX, CSF1PO y D5S818, cuyos indices se encuentran por
debajo de 0,90. En este sentido, dichos marcadores no presentan un indice de poder de

discriminacion deseable (mayor que 0,90) (Butler, 2006).

Teniendo en cuenta que el PD es proporcional a las frecuencias alélicas y que los
marcadores con mayor indice de PD son aquellos que presentan alelos con baja
frecuencias, los datos presentes en este estudio indicarian que el marcador CSF1PO se
encuentra muy poco distribuido en relacién a sus frecuencias alélicas, una vez que
apenas tres alelos (10, 11 y 12) obtuvieron una frecuencia sumada de 0,8863 (88,63%),
siendo los cinco alelos restantes presentando una frecuencia muy baja con respecto a

las presentadas por dichos tres alelos.

Por otra parte, el contenido de informacion polimérfica (PIC), calculado para
verificar la capacidad informativa de los marcadores en los estudios genéticos, se ha
demostrado bastante informativo en el presente estudio, presentando valores
significativos (mayores que 0,50) para todos los marcadores. Este parametro expresa el

grado de diversidad biolégica que posee cada locus, asi como la capacidad para conocer
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el origen parental de cada uno de los alelos de la descendencia (Botstein y col., 1980).
El promedio de todos los marcadores para este parametro fue de (0,782), mientras que,
de forma individual, se obtuvo una variacion de entre 0,66 (CSF1PO) y 0,92 (SE33),
destacando otros marcadores que presentaron un indice elevado como fueron el FGA
(0,87) y Penta E (0,90) y de manera contraria, los marcadores D5S818 (0,67), TPOX y
D22S045 (0,68) presentaron un PIC menor. Dichos resultados concuerdan de manera
similar con los obtenidos en otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)),
en los que observaron también que el marcador FGA presenta el mayor indice de PIC.
Asimismo, uno de los indices PIC mas bajos observado en el presente estudio fue para
los marcadores CSF1PO y TPOX, del mismo modo que en los estudios anteriormente
mencionados. Que el marcador SE33 haya obtenido un alto contenido de informacién
polimorfica implica que es un locus de gran utilidad, ya que, al tener un nUmero grande
de alelos bien distribuidos, las frecuencias de éstos son pequefas, y por lo tanto

aumentan el poder de discriminacion.

Como se ha descrito anteriormente, el promedio de todos los marcadores para el
PIC detectado en el presente estudio fue de 0,782, mientras que en otras publicaciones
el promedio del PIC fue de 0,772 (Chiurillo y col. (2003)), y 0,765 (Pineda y col. (2006)).
Por lo tanto, estas publicaciones y el presente estudio obtuvieron valores similares de
contenido en informacion polimérfica en respectivos estudios para la poblacion

venezolana. Asi, en concordancia con estudios previos, los valores obtenidos en el
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presente estudio demuestran un buen contenido de informacién polimérfica y, en

consecuencia, un alto poder discriminativo del conjunto de microsatélites estudiados.

Sin embargo, cuando se consideran los parametros estadisticos forenses de
manera individual para cada marcador, y teniendo en cuenta que un microsatélite es
considerado un excelente marcador molecular cuando presenta un nimero de alelos
superior a 5y el PIC con un indice por encima de 0,75 (Foissac y col., 1997), se puede
demostrar, en el presente caso, que el marcador SE33 es un excelente marcador
molecular, mientras que el marcador CSF1PO, en cambio, parece no presentar indices
suficientes para ser caracterizado como excelente. Ademas, en el presente estudio, los
marcadores CSF1PO, D3S1358, D5S818, TPOX, D10S1248, D22S1045 y D2S441
presentaron indices menores que 0,75, resultado similarmente observado en otros
estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)) para los marcadores D3S1358,
D5S818, TPOX y CSF1PO, por lo tanto, no considerados buenos marcadores

moleculares para la poblacién venezolana.

El poder de exclusion (PE) se define como la probabilidad de que un sistema
genético especifico muestre evidencias que conduzcan a la exclusion de un sospechoso.
El PE se encuentra relacionado directamente con el grado de polimorfismo del marcador
y, consecuentemente, también con la distribucion de las frecuencias alélicas. Por lo tanto,
observando los indices obtenidos para el PE, el marcador con el indice mas alto fue el
Penta E (0,817), seguido del D2S1338 (0,741) y del D1S1656 (0,728). Asimismo, el

marcador D2S1338 fue uno de los marcadores con el mayor indice PE en otros estudios
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(Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)). En cambio, el marcador con el indice mas
bajo en el presente estudio fueron para los marcadores VWA y D22S1045 (0,466),
seguidos del D5S818 (0,491) y del D10S1248 (0,503). En los estudios anteriormente
mencionados, los marcadores VWA y D5S818 fueron uno de los marcadores con menor
indice PE. En este sentido, los marcadores VWA, D22S1045, D5S818 y D10S1248 no

presentan un poder de exclusién deseable para la poblacion venezolana.

Segun Brenner (2004), los indices de contenido de informacion polimérfica (PIC),
poder de discriminacion (PD) y poder de exclusion (PE) son utilizados para conferir mayor
claridad en los analisis de vinculo genético y estudios poblacionales. Por lo tanto, en el
presente estudio, los marcadores con los indices mas altos de PD, PIC y PE fueron Penta
E, SE33y FGA. Con respecto al marcador FGA, también obtuvo los indices mas altos en
otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)). Los indices de PIC, PD y
PE demuestran la superioridad de los marcadores microsatélites para el mapeo genético,

asi como su eficiencia en andlisis de vinculos genéticos.

Por otro lado, la heterocigosidad observada (Hobs) refleja la frecuencia de
individuos heterocigotos encontrados en la poblacion, mientras la heterocigosidad
esperada (Hesp), 0 también conocida como diversidad génica, representa una estimacion
mas precisa de la heterocigosidad en la poblacion. La Hesp €s un buen estimador de la
variabilidad. Ademas, indices por debajo del 0,50 para la Hesp Se considera insuficiente

(Crow y Kimura, 1970).
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En el presente estudio, el marcador que obtuvo el indice mas alto de Hesp fue el
Penta E (0,907), seguido del SE33 (0,898) y del FGA (0,885). Los indices mas bajos
fueron observados en el marcador CSF1PO (0,712), seguido del TPOX (0,725) y del
D22S1045 (0,726). Por otro lado, el marcador que obtuvo el indice méas alto de Hobs fue
el Penta E (0,910), seguido del D2S1338 (0,873) y del D1S1656 (0,867). Los indices mas
bajos fueron observados en los marcadores VWA y D22S1045 (0,724), seguidos del
D5S818 (0,738) y del D10S1248 (0,746). Sin embargo, dado que el marcador D22S1045
es un miniSTR, cuyos iniciadores amplifican para que su producto de ADN resultante sea
mas pequefo, permiten que este marcador sea muy util cuando se trabaja con muestras
severamente comprometidas o dafiadas. Comparando los indices de Hobs Y Hesp del
presente trabajo con otros estudios (Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006)), se
observo que el valor mas alto para Hesp fue para el marcador FGA y el menor valor de
este indice lo obtuvieron los marcadores TPOX y CSF1PO, mientras que el valor mas
alto de Hobs Se observo para el marcador D2S1338 y el menor valor de este parametro
estadistico lo obtuvo el marcador D5S818, obteniendo resultados semejantes con el
presente estudio. Asi, teniendo en cuenta que una mayor diversidad alélica existente
significa un alto indice de heterocigosidad, y cuanto mas altas son las frecuencias alélicas
menor es la tasa de heterocigosidad (Butler, 2009), la presencia de un 0,807 (80,70%)
de heterocigotos en el presente estudio, indica que los marcadores analizados presentan
una gran diversidad genética, y confirma, por lo tanto, lo que se ha mencionado

anteriormente. Una alta heterocigosiddad del panel significa que existe mas diversidad
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alélica, por lo que habrad un mayor nimero de genotipos posibles, aumentando el poder

de discriminacion y disminuyendo la probabilidad de coincidencia en muestras.

Otro parametro estadistico forense analizado fue la probabilidad de coincidencia
(Pi), o también conocida como probabilidad de match. Este pardmetro fue calculado para
verificar la probabilidad de que dos individuos no relacionados compartan un mismo perfil
de ADN, mientras menor es el valor de este parametro existen menos posibilidades de
que existan asociaciones fortuitas. En el presente trabajo, el marcador con el indice Pi
mas alto fue el CSF1PO (0,146), seguido del D5S818 (0,137) y del TPOX (0,134). En
cambio, los marcadores con el indice méas bajo fueron el SE33 y Penta E (0,020), seguido
por el FGA (0,030) y del D18S51 (0,033). En otras publicaciones (Chiurillo y col. (2003) y
Pineda y col. (2006)), no se reportaron resultados con diferencias significativas puesto
gue para ambos estudios los marcadores con mayor indice Pi fueron también CSF1PO,
D5S818 y TPOX, mientras que los que obtuvieron los menores valores del indice Pi
fueron, también, los marcadores FGA y D18S51. De esta forma, se observa que los
marcadores SE33, Penta E, FGA y D181S51 son los que presentan la menor probabilidad

de coincidencia para la poblacion venezolana.

Para que un marcador STR pueda ser utilizado en la practica forense, es necesario
que la poblacion se encuentre en equilibrio de Hardy-Weinberg (Szibor y col., 2003). El
equilibrio Hardy-Weinberg nos indica que si las frecuencias genotipicas observadas son
iguales 0 muy cercanas a las frecuencias genotipicas esperadas (es decir, que no exista

diferencia significativa), entonces la poblacion esta en equilibrio y por lo tanto se podran
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utilizar las frecuencias alélicas para predecir las frecuencias genotipicas en las siguientes
generaciones, y con base a estas frecuencias calcular diversos parametros estadisticos
al momento de comparar dos perfiles y definir o identificar a la fuente de este perfil. Esto
es posible ya que al estar en equilibrio dicha poblacion sus frecuencias alélicas seran
constantes a través del tiempo y podran ser utilizadas en las generaciones siguientes,
asumiendo que la poblacién cumpla con los siguientes supuestos: una poblacion de
tamafo infinito con presencia de apareamiento aleatorio y ausencia de seleccion,
mutacion o migracion que introduzca nuevos alelos, lo cual, por supuesto, no existe en

poblaciones humanas reales (Butler, 2015).

Las frecuencias alélicas son utilizadas para generar las frecuencias genotipicas
esperadas que son luego comparadas con las frecuencias genotipicas observadas. Silos
valores observados y esperados son similares entonces se asume que los alelos dentro
de un locus son estables a través de generaciones o, en otras palabras, estan en
“equilibrio”. De esta manera, el equilibrio Hardy-Weinberg predice la estabilidad de las
frecuencias alélicas y genotipicas de una generacién a la siguiente. El propésito principal
en las pruebas para el equilibrio Hardy-Weinberg es determinar si los alelos dentro de un
locus son independientes entre si. Asi, las frecuencias no deberian cambiar a lo largo de
muchas generaciones si el locus es genéticamente estable. Sin embargo, las poblaciones
naturales generalmente violan el equilibrio Hardy-Weinberg en cierto modo y, por lo tanto,

causan que las frecuencias alélicas cambien con el tiempo (Butler, 2015).
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Los resultados obtenidos en el presente estudio no evidencian ninguna desviacion
significativa del equilibrio Hardy-Weinberg (p-value < 0,05) para los loci estudiados, lo
cual satisface al equilibrio Hardy-Weinberg y, por tanto, no se presenta un déficit en el
namero de heterocigotos. Estos resultados implican que los alelos de los loci estudiados
se heredan de manera independiente entre si, por lo cual hacen posible que sean

estables en la poblacion, de una generacion a la siguiente.

Con estos resultados, el conjunto de marcadores STR autosémicos de la poblacion
venezolana confirmaron un elevado grado polimérfico (78,22%), elevado poder de
discriminacion (92,60%), elevado poder de exclusion (61,46%) y alta heterocigosidad
(80,70%). Segun los resultados presentados, los marcadores D18S51, D21S11, THO1,
D3S1358, D16S539, D2S1338, D1S1656, D10S1248, D8S1179, VWA, D2251045, SE33,
D19S433, D12S391, FGA, D2S441, Penta E, TPOX, Penta D, CSF1PO, D7S820,
D13S317 y D5S818 se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg. De este modo,
podrian ser perfectamente incorporados para la creacion de una base de datos genética
para la poblacién venezolana. Asimismo, el marcador Penta E fue el que obtuvo los

mejores indices forenses.

Posteriormente, al comparar la poblacion venezolana estudiada con la hispana
norteamericana (Anexo 25) se han detectado pocas diferencias entre las frecuencias
alélicas y parametros estadisticos forenses. En el presente estudio, los 23 loci STR

autosomicos fueron analizados con el propésito de estimar la diversidad genética, las
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frecuencias alélicas y para valorar la similitud o diferencia genética entre la poblacion

venezolana y la hispana norteamericana.

Asimismo, comparando la variabilidad de los alelos encontrados en el presente
estudio. Los marcadores CSF1PO, D16S539, D5S818, Penta D, Penta E, THO1,
D12S391, SE33y D1S1656 presentaron mas alelos en la poblacién hispana con respecto
a la venezolana, presentando mayor variabilidad en dicha poblacion. Cabe destacar que
el marcador SE33 presenta 16 alelos mas en la poblacién hispana norteamericana, con
respecto a la poblacion venezolana, por lo cual corresponde al marcador mas variable al
presentar 46 alelos. Por el contrario, los marcadores D13S317, D10S1248 y D7S820
presentan mayor variabilidad en la poblacién venezolana al presentar 1 alelo mas
diferente al de la poblacion hispana. Asimismo, los marcadores D3S1358, D8S1179 y
D2S1338 no presentaron diferencias entre ambas poblaciones. No obstante, los
marcadores que obtuvieron menor variabilidad en cuanto al nimero de alelos para ambas
poblaciones fueron THO1 y TPOX. Asi, se ha podido observar que los marcadores Penta
E y SE33 son los que presentan mayor variabilidad en cuanto al nimero de alelos, tanto

en la poblacién venezolana como en la hispana norteamericana.

Respecto a los parametros estadisticos forenses obtenidos en el presente estudio,
los indices comparados entre la poblacion venezolana e hispana norteamericana fueron
el poder de exclusion (PE), heterocigosidad observada (Hobs) y probabilidad de
coincidencia (Pi). Al comparar estos parametros podemos observar que también fueron

muy similares a los obtenidos por otros autores Hill y col. (2013)
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De esta manera, al comparar los indices del poder de exclusion (PE) de la
poblacién venezolana con la hispana norteamericana, se puede observar que el
marcador con el indice mas alto encontrado en la poblacién venezolana fue el Penta E,
mientras que en la poblacion hispana norteamericana fue el marcador SE33 (0,879)
seguido también del Penta E (0,820). Por otro lado, el marcador con el indice mas bajo
en el presente estudio fue el D22S1045, igualmente observado en los estudios llevados

a cabo por Hill y col. (2013).

No obstante, comparando los indices de heterocigosidad observada promedio de
la poblacion total venezolana, que fue de 0,807, con el promedio de la poblacién hispana
norteamericana, que fue de 0,812, se puede observar que la poblacion hispana
norteamericana esta ligeramente por encima de los valores de la poblacion venezolana.
Esto muestra que en general, las poblaciones sometidas a continuos procesos de mezcla,
como son las hispanas, tienen una diversidad génica mayor que las poblaciones con una

menor dinamica geografica.

En este sentido, los marcadores STR que mas aportan para los estudios genéticos
para la poblacion venezolana e hispana norteamericana, debido a su alto poder de

exclusion y alta heterocigosidad, son los Penta E y SE33.

Por ultimo, al comparar la probabilidad de coincidencia (Pi) de la poblacion
venezolana con la hispana norteamericana, se puede observar que el marcador con el
indice mas alto en la poblacién venezolana fue el CSF1PO. Sin embargo, en los estudios

llevados a cabo por Hill y col. (2013), el marcador con el indice mas alto fue D22S1045

89



(0,174), seguido de TPOX (0,155). En cambio, los marcadores con el indice mas bajo de
Pi en el presente estudio fueron el Penta E y SE33, igualmente observado en la poblacion
hispana norteamericana con un indice de 0,012 y 0,010, respectivamente. De esta forma
se observa que el marcador Penta E presenta un bajo indice de probabilidad de
coincidencia para la poblacién venezolana e hispana norteamericana, siendo también el

marcador mas informativo.

El andlisis de los marcadores microsatélites ha permitido establecer, que los
mismos son elementos extraordinariamente Utiles en la identificacion humana y en el
mapeo genético. La genética forense ha alcanzado en los dltimos afios, un gran avance
con el desarrollo de técnicas moleculares que actualmente nos permiten analizar

evidencias con una cantidad minima de ADN.

Como se ha descrito, los STR son la principal herramienta de la genética forense
(Butler y Hill, 2012) ya que son marcadores altamente polimérficos y capaces de tipificar

muestras con muy poco material biol6gico a través de una estrategia de PCR multiplex.

En el campo de la criminalistica, la importancia del andlisis de las regiones
polimorficas del ADN aumenta el conjunto de marcadores disponibles para la resolucion
de casos criminales en términos estadisticos. Ademas, se aplican protocolos similares a
otros estuches comerciales, lo cual significa que es de facil y de rapida implementacion

en los laboratorios de analisis moleculares y forenses.
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Asimismo, la tipificacion de un mayor nimero de marcadores polimorficos por
muestra aumenta de forma notoria el poder discriminativo y el potencial informativo de

estos microsatélites (Butler, 2009).

De manera general, los marcadores STR presentaron una gran variabilidad entre
la poblacion venezolana e hispana norteamericana. Ademas, la realizacion de estudios
tratando de obtener la frecuencia alélica poblacional es extremadamente importante ya
que, de esta forma, la divulgacion de los resultados a través de la literatura cientifica y

bases de datos hace posible su aplicacién en la investigacién forense.

De esta manera, el presente estudio representa un gran aporte para la genética
forense en el pais, ya que se redujo el nUmero de coincidencias accidentales y se
aumento el poder discriminativo de pruebas de identificacion al aumentar el nimero de
marcadores analizados, los cuales pueden ser incluidos en las bases de datos
criminalisticas actuales, permitiendo una comparacion de perfiles genéticos obtenidos por
los laboratorios forenses venezolanos con cualquier base de datos internacional, como
el sistema CODIS. Ademas, se describen las frecuencias alélicas de marcadores que son
altamente polimorficos con respecto a los marcadores publicados para la poblacion
venezolana en estudios previos, como los loci Penta E y SE33, de los cuales no se han
descrito en la literatura y cuya utilizacion es recomendable para aumentar el poder de

discriminacion de los analisis genéticos.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron los perfiles de identidad genéticos para 23 STR en 134 individuos del
territorio central venezolano que participaron en el estudio, a partir de los cuales se
pudo calcular las frecuencias alélicas. De esta manera, se comprob6 que los 23
marcadores se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg, por lo cual sus alelos se
heredan de manera independiente entre si. Por lo tanto podrian ser incorporados en
la base de datos de frecuencias de la poblacién venezolana, para su aplicacion en
casos forenses.

2. Se observé que de los 23 loci STR autosdmicos analizados para la poblacion
venezolana, el locus Penta E es el mas informativo y que mas aporta para las pruebas
de identificacion debido a su alto indice de poder de discriminacién (PD), contenido
de informacion polimérfica (PIC), poder de exclusion (PE), heterocigosidad, mayor
variabilidad de alelos y menor probabilidad de coincidencia (Pi).

3. Se detecté una concordancia de las frecuencias entre la poblacién venezolana
analizada y estudios previos de Chiurillo y col. (2003) y Pineda y col. (2006). Se
presentan similitudes en cuanto a los marcadores mas variables y al nimero de alelos
que presentan. EI marcador mas variable en los tres estudios realizados en la
poblacién venezolana fue el locus FGA, ya que los marcadores SE33 y Penta E, los
cuales fueron los que presentaron mayor variabilidad, no se encuentran dentro de los
estudios previos, lo cual implica un aporte importante del presente trabajo.

4. Se pudo comprobar que los marcadores Penta E y SE33 son los mas informativos en

la poblacion venezolana, lo cual concuerda con los resultados obtenidos para la
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poblacién hispana de Estados Unidos de Norteamérica. Ambos marcadores poseen
un alto poder de exclusion y heterocigosidad, lo que demuestra que presentan indices
discriminativos satisfactorios en estudios de casos forenses para ambas poblaciones.
Al comparar los indices de heterocigosidad se puede observar que la poblacion
hispana norteamericana esta ligeramente por encima de los valores de la poblacién
venezolana.

Por ultimo, se logré incrementar el poder discriminativo para pruebas de identificacion
forense en el pais, al incluir nuevos marcadores en las bases de datos actuales. De
esta forma, se reduce el niamero de coincidencias accidentales y aumenta la
compatibilidad internacional y el poder de discriminacion para casos criminales y de

personas desaparecidas.
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ANEXOS

Republica Bolivariana de Venezuela
Ministerio Publico
Unidad Criminalistica Contra la
Vulneracion de Derechos
Fundamentales

mmisTemo eanuco  Area Metropolitana de Caracas

Cuestionario y consentimiento informado

N* de Control
DATOS GENERALES

(FTA Card)
Fecha:

Interno UCCVDE-AMC

Lugar de nacimiento:
Teléfono:
DATOS GENEALOGICOS

Lugar de origen del padre:

Lugar de origen de la madre:

Lugar de origen de la abuela materna:

Lugar de origen del abuelo materno:

Lugar de origen de la abuela paterna:

Lugar de origen del abuelo paterno:
DATOS ADICIONALES

¢Donaria Ud. Una muestra de sangre para contribuir a la elaboracion
de una base de datos que permita caracterizar genéticamente a la
poblacién venezolana? Sii____ No:__

<Confirma que se presta Ud. Como voluntario para este estudio?
Si: No:

Formato 15/03/2017
BS/EP/IC/OF/YF/franco

wwvaw.ministeriopdblico.gob.ve

Yo, , mayor de edad y portador de
la C.I._N°

hago constar que deseo participar de

manera voluntaria en la el estudio “"Base de de datos de frecuencias
alélicas de la poblacion venezolana”, realizado en el Laboratorio de
Genética Forense del Ministerio Publico.

He sido informado y he entendido que el objetivo de este
proyecto es realizar una base de datos de STR autosémicos
para la poblacion venezolana, la cual mejorara los valores
probabilisticos en las pruebas genéticas de paternidad y
forénsica.

El material donado consiste en: Sangre periférica

Este material podrd usarse para estudios de otros marcadores
genéticos de interés forense y el resultado obtenido serd
completamente privado. En caso que asi lo decida, tengo
derecho a retirarme del estudio, siempre y cuando sea posible.

Participante:

Firma:

Investigador:

Firma:

Funcionario testigo:

Firma:

wwaw.ministeriopiblico,gob ve

Formato 15/03/2017
BS/EP/IC/OF/YF/franco

Anexo 1. Formato de consentimiento informado para toma de muestras.
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Anexo 2. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador CSF1PO de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente estudio.
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Anexo 3. Distribucion de las frecuencias alélicas para el marcador D13S317 de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente estudio.
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Anexo 4. Distribucion de las frecuencias alélicas para el marcador D16S539 de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente estudio.
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Anexo 5. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D18S51 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 6. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D21S11 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 7. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D3S1358 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 8. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D5S818 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 9. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D7S820 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 10. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D8S1179 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 11. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador FGA de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 12. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador Penta D en la poblacion
venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 13. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador Penta E en la poblacién
venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 14. Distribucion de las frecuencias alélicas para el marcador THO1 de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 15. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador TPOX de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente

estudio.
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Anexo 16. Distribucidn de las frecuencias alélicas para el marcador VWA de distintas bases
de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 17. Distribucion de las frecuencias alélicas para el marcador D10S1248 en la
poblacion venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 18. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D12S391 en la
poblacion venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 19. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D19S433 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 20. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D1S1656 en la
poblacion venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 21. Distribucion de las frecuencias alélicas para el marcador D22S1045 en la

poblacion venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 22. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D2S1338 de distintas
bases de datos venezolanas. La base de datos “Franco (2018)” es la exhibida en el presente
estudio.
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Anexo 23. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador D2S441 en la poblacion
venezolana analizada en el presente estudio.
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Anexo 24. Distribucién de las frecuencias alélicas para el marcador SE33 en la poblacién
venezolana analizada en el presente estudio.
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0,784 0,881 0,868 0,898 0,759 0,674 0,788 0,763 0,890 0,780 0,881 0,733 0,852 0,754 0,928

0,729 0,852 0,788 0,907 0,864 0,733 0,737 0,822
0,087 0,062 0,028 0,050 0,018 0,08 0,155 0,073 0,105

0,576 0,630 0,759 0,678 0,820 0,562 0,445 0,601 0,529
Hobs: Heterocigosidad observada. Pi: Probabilidad de coincidencia aleatoria. PE: Poder de exclusién

0,033 0,068 0,028 0,174 0,030 0,110 0,010
0,756 0,617 0,768 0,439 0,747 0,525 0,879

Hobs
Pi ‘0,126 0,053 0,076 0,030 0,047 0,090 0,146

PE ‘0,476 0,666 0592 0,756 0,683 0,543 0,483

Anexo 25. Parametros estadisticos de interés forense para algunos de los loci estudiados en la poblacién hispana norteamericana. Adaptado de Hill y col. (2003)
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