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RESUMEN

Esta investigacién tiene como propdsito aportar a la compresién de nuevas herramientas
para aplicar en cuerpos no identificados con base a los marcadores genéticos STRs, que
cuenta con un elevado poder de discriminacion una heterocigosis observada superior al
70%; localizaciébn cromosémica distante o, idealmente, en cromosomas distintos para
asegurar una segregacion independiente; robustez y reproducibilidad de resultados en PCR
multiplex. Ademas de una produccion de fragmentos de PCR menor a 500 pares de bases
para lograr un mejor rendimiento en muestras con ADN degradado. Adicionalmente, se
analizan otras variables, tales como clasificacion de los Indels, distribucion de frecuencias
alélicas de los marcadores Indels, indices de fijacibn FST, distribucion de las frecuencias
alélicas para Regiéon Andina Central, entre otros. Entre las conclusiones mas relevantes del
estudio se destaca la creacién de bases de datos de referencia de diferentes regiones del
pais para un panel de 38 marcadores Indels de facil caracterizacion mediante una técnica de
sencilla implementacion en todos los laboratorios forenses existentes.
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ABSTRACT

The purpose of this research is to contribute to the understanding of new tools to be applied
in unidentified bodies based on STRs genetic markers, which have a high discrimination
power, observed heterozygosity higher than 70%; distant chromosomal locations or, ideally,
in different chromosomes to ensure independent segregation; robustness and reproducibility
of results in multiplex PCR. In addition to a PCR fragment yield of less than 500 base pairs to
achieve better performance in samples with degraded DNA. Additionally, other variables are
analyzed, such as Indels classification, the allelic frequency distribution of Indels markers,
FST fixation indexes, and allelic frequency distribution for the Central Andean Region, among
others. Among the most relevant conclusions of the study is the creation of reference
databases from different regions of the country for a panel of 38 Indels markers of easy
characterization using a technique of simple implementation in all existing forensic
laboratories.
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INTRODUCCION

En Colombia las cifras de desaparecidos y de cuerpos sin identificar son alarmantes. A 31 de
mayo de 2014 de 5551 cuerpos exhumados, solo se identificaron y entregaron a sus
familiares 2546 (54 %) (Fiscalia General de la Nacién de Colombia, 2014). ¢, Qué sucede con
el resto de los cuerpos exhumados? ¢ Por qué no han sido identificados? Es bien sabido que
las caracteristicas del ADN, presentes en los restos 0seos, como son la calidad y cantidad,
pueden estar afectadas por varias circunstancias, entre ellas, el lugar de enterramiento, la
humedad y la temperatura, los microorganismos, sustancias quimicas propias de los suelos
y el tiempo que lleva sepultado el cuerpo, entre otros. Esto conlleva a que, finalmente en la
muestra biolégica se puedan presentar sustancias que inhiben procesos posteriores de
analisis del ADN como la amplificacion o PCR (Polymerase Chain Reaction).

En general, los restos 0seos son considerados dentro del area forense, “muestras dificiles”,
ya que no es facil su andlisis técnico-cientifico a nivel de laboratorio, especialmente
relacionado con investigaciones en el ADN. En la actualidad, los marcadores genéticos
Indels pretenden ser la mejor propuesta para complementar el andlisis de este tipo de
muestras, debido a su tamafio pequefio y a que permiten el analisis de muestras con poco
molde de ADN y/o que han sufrido procesos de degradacion del material genético; ademas
de contar con una metodologia técnica y un analisis muy sencillo.

La presente investigacion, tiene como objetivo principal estudiar los polimorfismos
insercion/delecion Indels autosémicos como una herramienta genética para complementar la
identificacion plena de cuerpos no identificados en Colombia y generar una base de datos
de frecuencias alélicas como instrumento estadistico para los laboratorios forenses del pais
que realizan pruebas de criminalistica y/o filiacion. Para lograr este objetivo se analizaron
poblaciones de nueve departamentos del territorio colombiano, con el fin de establecer los
parametros genético-poblacionales para la identificacion de individuos.

La identificacion humana en genética forense

Hoy por hoy, los laboratorios forenses extraen ADN de manera exitosa de muchos tipos de
muestras forenses: la sangre, el semen, la saliva y el sudor; hisopados vaginales de una
victima de violacidn; diversos tejidos de restos humanos y posibles muestras de referencia
de articulos personales Mestres, & Vives (2016).

Por otro lado, el ser humano comparte aproximadamente entre el 97% y el 99% del cadigo
genético. La informacion genética restante determina las diferencias individuales. Estas
diferencias naturales, llamadas polimorfismos, ayudan a explicar la diversidad en la
apariencia, la susceptibilidad a las enfermedades y las respuestas al medioambiente, entre
otros (Pellegrino & Crespillo 2021). Estos polimorfismos genéticos se analizan actualmente
(en investigacién forense) mediante los marcadores STRs (Short Tandem Repeats), aunque
también mediante nuevos marcadores genéticos, como los polimorfismos de un solo
nucleétido, SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) y polimorfismos insercidn/delecion,
Indels.

Marcadores genéticos STRs

Los marcadores genéticos STRs cuentan con un elevado poder de discriminaciéon
(usualmente mayor que 0,9); una heterocigosis observada superior al 70%; localizacién
cromosomica distante o, idealmente, en cromosomas distintos para asegurar una
segregacion independiente; robustez y reproducibilidad de resultados en PCR multiplex.
Ademas de una produccion de fragmentos de PCR menor a 500 pares de bases para lograr
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un mejor rendimiento en muestras con ADN degradado.
Marcadores genéticos SNPs

Los SNPs son la forma mas sencilla de polimorfismo genético, ya que consisten en
sustituciones, inserciones o deleciones de una sola base que ocurren en una sola posicién
del genoma de cualquier organismo (Delgado de la Flor, 2014). Se distribuyen de manera
heterogénea por todo el genoma y se encuentran tanto en las regiones codificantes (exones)
como no codificantes (intrones y regiébn promotora). Un SNP es un cambio, mutacién o
pequefia variacion que puede ocurrir en la secuencia de ADN de una persona.
Aproximadamente el 85% de la variacion humana se debe a los SNPs (Delgado de la Flor
(2001).

El cédigo genético es especifico, y esta formado por cuatro nucleétidos o “letras”, A
(adenina), C (citosina), T (timina) y G (guanina); las variaciones SNP ocurren cuando un solo
nucleétido, como una A, remplaza uno de los otros tres, C, G o T.

Hoy en dia, existen numerosos métodos de genotipificacion de SNPs, incluyendo el ensayo
de Snapshot, nucleasa y la minisecuenciacion; a su vez, se ha creado un kit que permite
amplificar 52 SNPs a partir de 500pg (pico gramos) de ADN, obteniendo fragmentos entre 59
pb y 115pb de longitud.

Debido a estas caracteristicas, los SNPs se han convertido en marcadores valiosos para el
analisis de ADN proveniente de muestras forenses, sobre todo en los casos de ADN
degradado (Senge et al., 2011), como, por ejemplo, muestras 6seas que han sido expuestas
al fuego (Fondevila et al., 2008).

Marcadores genéticos Indels

Los polimorfismos de insercién/delecion (Indels) son variaciones de longitud de la cadena de
ADN creados por la insercion o delecién de uno o mas nucleétidos en la secuencia del
genoma. Comprenden alrededor del 20% de todos los polimorfismos existentes en el ADN
humano (Mills et al., 2006; Weber et al., 2002) y son marcadores derivados normalmente de
un unico evento de mutacion. Por su naturaleza, estas mutaciones crean polimorfismos con
dos estados alélicos (ancestral y mutante) y se denominan polimorfismos binarios o
bialélicos (Pereira y Gusmao, 2012).

Estos marcadores genéticos presentan una diversidad genética menor que los STRs, lo cual
es una desventaja para las aplicaciones forenses, pero también tienen varias caracteristicas
deseables, por ejemplo, su baja tasa de mutacion (2.3 x 10-9) los hace muy Uutiles para
analisis en pruebas forenses y de paternidad.

Los Indels combinan ventajas de los STRs y los SNPs, ya que este tipo de polimorfismos,
como los SNPs, presentan baja tasa de mutacién y pueden ser analizados utilizando
ampliacones pequefios, con técnicas simples y similares a las empleadas de rutina para los
STRs (Fondevila et al., 2012; Manta et al., 2012).

Una de las principales ventajas de utilizacion de los Indels, como marcadores para
identificacidn, es precisamente el tamafio de los amplicones generados (entre 50-150pb), lo
gue hace una gran diferencia al analizar muestras degradadas o dificiles como los restos
6seos (Pereira et al., 2009; Romanini et al.,, 2012), comparados con los marcadores
genéticos que actualmente se utilizan, como los STRs, cuyos amplicones oscilan
aproximadamente entre 100pb y 400pb.
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Andlisis genético-poblacional de marcadores Indels en Colombia

Para el andlisis se seleccion6 una muestra de 558 individuos al azar, residentes en los
departamentos de Antioquia, Chocd, Huila, Meta, Narifio, Arauca, Cundinamarca, Boyaca y
Bolivar, no relacionados bioldégicamente, previa aceptacién y firma del consentimiento
informado para estudios genéticos poblacionales. Dentro del departamento de Narifio, se
seleccion6 una muestra del grupo indigena, Los Pastos, el cual, para este estudio, se
denomina Nativo: Pastos.

Para la realizacion de los célculos genético-poblacionales y forenses se analizaron los
resultados de las tipificaciones de las muestras a partir del software GeneMapper (Applied
Biosystems), luego se exportaron los datos genotipicos en tablas “.txt”, las cuales se
ejecutan en el programa Microsoft Excel, para, posteriormente, ser analizadas por medio de
los programas GeneAlex 6.5, Arlequin version 3.5.1.3 y PowerStats V12.

Andlisis de estructura poblacional

Para determinar la estructura genética es necesario comprender el patrén de variacion de la
especie, lo que significa evaluar los genotipos de diferentes individuos y determinar las
frecuencias alélicas de la poblacién. Con el propdsito de estimar la proporcion de la
variacion genética que se encuentra dentro, y entre las poblaciones, se emplean los
estadisticos F de Wright (1951), método basado en la idea de que la subdivision de una
poblacion lleva consigo un efecto similar a la endogamia; y, por tanto, es posible medir este
efecto en términos de la reduccidn en la proporcién de genotipos heterocigéticos, es decir,
en términos de H.

El efecto de la subdivisién de la poblacion se mide por un parametro denominado “indice de
fijacion” (FST), que es la reduccién promedio en la heterocigocidad de una subpoblacion
debido a la deriva genética por azar, esto es, el FST mide la reduccion en la heterocigosis
debida a diferenciacion genética entre poblaciones (Duarte & Troncoso, 2017).

FST es siempre mayor que (o igual a) cero, debido al efecto Wahlund, que asegura que HT
> HS media. Si todas las subpoblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg con las
mismas frecuencias alélicas, entonces FST = 0. A medida que FST aumenta la
estructuracion, aislamiento y diferencias entre las poblaciones. Donde HT es el promedio de
la heterocigosis esperada en la poblacion total para todos los loci y HS es el promedio de la
heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones para todos los loci.

Para determinar el indice de fijacibn FST de las poblaciones estudiadas, se analizaron los
datos en software Arlequin version 3.5.1.3, obteniendo los resultados que se presentan en la
tabla 4.

Inicialmente, se observa que el grupo de poblaciones conformadas por los departamentos
de Meta, Arauca, Huila, Cundinamarca-Boyaca y Antioquia no presentan diferencias
significativas entre si. A su vez, es notoria la diferencia que existe entre la poblacion del
Choco vy el resto de las poblaciones; del mismo modo se comportan las poblaciones de
Narifio y Nativo, respecto a las demds poblaciones. La poblacion de Bolivar no evidencia
diferencias significativas con Arauca, pero si con las demas regiones.
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Tabla 1
indices de fijacion FST (arriba) y respectivos P-value (abajo) para las poblaciones
estudiadas

Meta Arau a Huila Cumd_Beyaca  Antiequia Chocé Nativo Narine Bolivar
Meta
Arma 000108
Huila 000193 000337
Cmxl Bevaca  -0.00059 000035 -0,00185
Antisquia 000577 000374 000199 000176
Choco 04535 002608 004233 003482 0027z
Nativo 001851 001850 002503 007381 003343 007424
Narine 000522 000779 001364 000513 0015595 005575 000129
Bolivar 001209 000635 000520 000561 000831 001437 003806 002327
Meta Armxa Huila Cd_Boyaca  Antiequia Chace Nativo Naring Bolivar
Meta
Armx a 327
Huila 073523 001802
Cuxl_Bevaca 038359 034734 034395
Antisquia 001802 00273 0.05009 018018
Chocd 0.00004 000004 000000 000000 0.00000
Nativo 0.00004 000004 000000 000000 000000 0.00000
Narine 000501 000004 000000 000000 000000 000000 Juleit o)
Bolivar 01.0000{ 001802 0.00000 0.00000 000000 000000 000000 000000

La tabla 1 evidencia la comparacion por pares de poblaciones o indices de fijacion, lo que arrojé resultados
significativos entre varias de ellas.

La distribuciébn de variacidbn genética global, evaluada mediante andlisis de varianza
molecular AMOVA, refleja que apenas 1,65% de la variacion observada en los datos se debe
a diferencias entre las poblaciones, mientras que mas del 98% se debe a la variacién
genética existente entre individuos dentro de las poblaciones; esto prueba que los
marcadores genéticos Indels utilizados son de gran provecho forense, debido a que son
altamente discriminativos y potentes para la individualizacion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el andlisis de los indices de fijacion y
estudios anteriores, realizados con estas mismas muestras (Ibarra, Freire-Aradas, et al.,
2014; Ibarra, Restrepo, et al., 2014), ademas de un estudio poblacional hecho con
marcadores microsatélites CODIS en el afio 2003 (Paredes et al., 2003) se decidié agrupar
las poblaciones analizadas en 5 regiones: 1. Andina Central — Orinoquia: Meta, Arauca,
Antioquia, Huila, Cundinamarca — Boyaca. 2. Region Pacifica del Norte de Colombia: Chocé.
3. Nativo: Pastos. 4. Andina Suroccidental: Narifio. 5. Caribe: Bolivar.

Al ejecutar un nuevo andlisis de los indices de fijacion FST, para los grupos de poblaciones
que se proponen, se observa que todas las regiones presentan diferencias significativas,
excepto entre Narifio y Nativo: Pastos. Una explicacién de este fenémeno puede ser el bajo
muestreo de la poblacién de Nativos: Pastos; sin embargo, respecto a estas, se decide no
juntarlas, debido a que cada una de ellas presenta evidencias de diferenciacion significativa
respecto a otras regiones del pais y al soporte de diferenciaciébn genética aportado por
estudios anteriores con marcadores SNPs autosémicos (Ibarra, Freire-Aradas, et al., 2014) e
Indels del cromosoma X (lbarra, Restrepo, et al., 2014).

Andlisis de desequilibrio de ligamiento (DL)

En los resultados obtenidos en el analisis de desequilibrio de ligamiento por pares de loci en
las poblaciones estudiadas, mediante el software Arlequin version 3.5.1.3 y considerando
inicialmente a igual a 0,05, se observaron resultados significativos en varios pares de loci en
todas las poblaciones analizadas. Se realiz6 un ajuste a los P-value de los analisis hechos
para descartar los posibles falsos positivos, por medio de la correccion de Bonferroni,
arrojando una a ajustado de 0,0000711, con el cual permanecen finalmente tres pares de
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loci en desequilibrio de ligamiento, estadisticamente significativo, en tres de las poblaciones
en estudio.

En la poblacion de Arauca hay DL entre los loci BO2 y R06, ubicados en los cromosomas 1y
20, respectivamente. En Narifio hay DL entre los loci YO5 y YO7, ubicados en los
cromosomas 12 y 14, respectivamente. Y en la poblacion de Bolivar hay DL entre los loci
GO01 y Y09, ubicados en los cromosomas 6 y 16, respectivamente. Importa destacar que los
valores de DL significativos observados, no se mantienen transversalmente para un mismo
par de marcadores 0 en todas las poblaciones, sustentando que quiza no se trate de real
asociacion entre esos loci, sino de otros efectos, por ejemplo, la deriva de muestreo.
Ademas, todos los loci se ubican en cromosomas diferentes, lo que naturalmente conlleva
una segregacion independiente de alelos para cada uno de estos.

Haciendo una interpretaciéon global, de los resultados obtenidos, y considerando la
localizacién de los marcadores en el genoma, asi como otros estudios utilizando este
sistema (Manta et al., 2013), se estimd que, en el célculo de pardmetros estadisticos de
interés forense, serd posible tratar estos Indels como marcadores independientes y, por
ende, aplicar con seguridad la regla del producto.

Andlisis por pool genético

El acervo genético de una especie o poblacion es el grupo completo de alelos Unicos que se
encontrarian al inspeccionar el material genético de la totalidad de los individuos existentes
en dicha poblacion. Un acervo genético amplio se asocia a una diversidad genética amplia
(Los diccionarios y las enciclopedias sobre el Académico, 2015).

Los andlisis realizados, considerando inicialmente cada departamento como una poblacion,
dieron resultados que permitieron agrupamiento de algunas poblaciones mediante su
homogeneidad genética. Segun los datos FST, se puede observar un analisis por pool
genético, en el cual se consideraron cinco regiones o poblaciones en total.

En concordancia con este pool por regiones, se realizaron de nuevo los calculos de
frecuencias alélicas y determinacion del equilibrio de Hardy Weinberg. Este dltimo arrojo
resultados similares a los de las nueve poblaciones iniciales, es decir, que todos los
marcadores Indels se encuentran en equilibrio. Asimismo, y considerando la necesidad de
utilizacion de bases de datos de frecuencia propias en cada una de las 5 regiones de
Colombia presentadas, se determinaron los correspondientes parametros estadisticos
forenses y de paternidad.

Las frecuencias alélicas servirdn como base de datos para que los laboratorios de genética
forense en Colombia puedan utilizarlas como soporte estadistico de los analisis de pruebas
de filiacién y criminalistica para los 38 marcadores genéticos Indels.

En general, se observa distribucion similar de los alelos por loci, en cada poblacién, con
algunas diferencias evidentes en la poblacién de Nativos, donde se observan locus como el
Y05, con muy baja frecuencia del alelo 1, en contra de una muy alta frecuencia del alelo 2.

Las frecuencias alélicas de una poblacién en particular, realizada por cada loci analizado,
son la base de la valoracién estadistica para las pruebas de ADN en el area de criminalistica
y filiacion, es decir que posterior a los analisis genéticos, y tras haber coincidencia entre una
evidencia y una muestra de referencia (de la victima o el victimario) o entre un presunto
padre y un hijo, los resultados genéticos deben ser valorados estadisticamente por métodos
bayesianos, teniendo en cuenta la frecuencia con la que el perfil genético identificado se
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presenta en la poblacion. Por esto es importante conocer cual es el grupo o poblacién de
referencia que ha de tomarse como poblacion para dicha valoracion estadistica.

Es por esto, que uno de los mayores aportes investigativos de este trabajo es entregar esta
base de datos para los laboratorios de genética forense, en Colombia, que deseen
implementar los marcadores genéticos Indels analizados.

La determinacion de los estimadores forenses, y de paternidad, permiten el uso de los
marcadores genéticos Indels aplicados a los casos de criminalistica y filiacion en el
laboratorio de genética forense.

Los parametros estadisticos son diferentes para cada situacion y pueden clasificarse, segun
se utilicen, para obtener datos relativos a las técnicas utilizadas o a resultados directamente
valorables en cada caso individual, en parametros a priori y a posteriori, respectivamente. El
analisis de los estimadores forenses y de paternidad se obtuvieron mediante el programa
PowerStats V12.

Probabilidad de coincidencia (PC)

Es la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar tengan idénticos genotipos en uno
0 varios sistemas genéticos dados, o de forma semejante, la probabilidad de que un
individuo, tomado al azar en una poblacién, presente el mismo perfil genético que el de la
muestra analizada.

Se realizd célculo individual de la PC para cada uno de los marcadores analizados y se
encontré un promedio por marcador entre 42% y 48% para los grupos de regiones
estudiadas, lo que indica que con un solo marcador genético hay entre 42% y 48% de
probabilidad de encontrar dos personas con el mismo genotipo. Finalmente, se calculd la
probabilidad de coincidencia acumulada para todos los marcadores, la cual arrojé valores
entre 5,93 x 10-15y 1,16 x 10-13, lo que sefiala que es practicamente improbable que con
los 38 marcadores genéticos Indels, se puedan encontrar dos individuos con el mismo
genotipo en las poblaciones analizadas.

Poder de discriminacion (PD)

Es la probabilidad de que dos individuos no relacionados, y tomados al azar, puedan ser
diferenciados genéticamente mediante el andlisis de un marcador o conjunto de
marcadores. Del mismo modo, se define como la capacidad que tiene un laboratorio para
analizar un vestigio y diferenciarlo de otro tomado al azar (Morales at el,.2000).

Se realizé célculo individual del PD para cada uno de los marcadores analizados y se
encontré un promedio por marcador entre 52% y 58% para los grupos de poblaciones
analizadas, lo que indica que, con un solo marcador, hay entre un 52% y 58% de
probabilidad de diferenciar genéticamente un individuo de otro tomado al azar de la
poblacién. El poder de discriminacién, acumulado para todos los marcadores, suele arrojar
valores superiores a 99,99% en todas las poblaciones, lo que indica que, en conjunto, los 38
marcadores Indels son una excelente herramienta para el andlisis de evidencias forenses.

Contenido de informacién polimérfica (PIC)
Indica la calidad de un marcador respecto al polimorfismo detectado en un marcador

genético. Su valor depende del nimero de alelos y de la distribucion de frecuencias
(Martinez & Centurion, 2019). Valores superiores de 0,5 se consideran muy informativos;
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valores entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y los valores inferiores a 0,25 poco
informativos.

Para todos los grupos de regiones se obtuvo un PIC promedio entre 0,31 y 0,36 por
marcador genético, lo que prueba que estos son medianamente informativos. Esta medida
esta relacionada directamente con grado de polimorfismo de cada marcador, reflejado en la
cantidad de alelos presentes. Es claro que al ser estos marcadores bialélicos confirman el
resultado obtenido; por lo que, para su uso en estudios de criminalistica y filiacién, es
necesario utilizar hasta tres veces la cantidad de marcadores genéticos, respecto a los que
normalmente se emplean con STRs (Carranzana at el., 2011).

Probabilidad de exclusion a priori (PE)

Es la probabilidad de que un sistema genético especifico muestre evidencias que conduzcan
a la exclusién de un individuo (Boyd, 1954). Es un valor estadistico porcentual en funciéon
directa del polimorfismo de un marcador, de modo que cuanto mas polimérfico es un sistema
y mas equilibradas estan las funciones de sus alelos, tanto mayor sera su probabilidad de
exclusidn a priori y, por tanto, su eficiencia en la investigacion de paternidad.

El andlisis de la PE arroj6 valores entre 99,69% y 99,95% para las regiones analizadas.
Estos valores indican que el sistema de 38 marcadores Indel, puede excluir a individuos
falsamente acusados con una probabilidad del 99%.

Andlisis de casos

Para realizar el analisis de identificacién de restos humanos, a partir del perfil genético, es
necesario contar con muestras de referencia para efectuar la comparacion o cotejo y
encontrar coincidencias. Las muestras de referencia mas comunes son las que se toman a
uno o varios familiares 0, en algunos casos, se pueden recuperar objetos que pertenecian a
la persona y que contienen material biolégico.

Los familiares biolégicos comparten una parte de su ADN. El grado de parentesco determina
cuanto material genético tienen en comun dos individuos. Padres e hijos comparten la mitad
de su ADN; un individuo comparte también, en promedio, un cuarto de su ADN con sus
abuelos y nietos. A menos que se utilice el analisis de ADN mitocondrial o el analisis del
cromosoma Y, las comparaciones mas fiables de ADN se realizan con muestras de los
padres e hijos de las personas desaparecidas, puesto que comparten la mitad del ADN de la
persona desaparecida (Comité Internacional de la Cruz Roja, 2009).

A continuacion, se presentan dos casos en los que se realiza el procedimiento de
identificacion con muestras de referencia de familiares.

Caso numero 1

Se realiz6 exhumacién del cuerpo de un individuo, inhumado como cuerpo no identificado
hace 16 afios, en un cementerio cuyas fosas son en tierra. Para determinar la identificacién
se contd con las muestras de un hijo y la respectiva madre del cuerpo no identificado. En la
tabla 5 se describen los métodos realizados a cada muestra para su analisis.
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Tabla 2

Procedimientos técnicos realizados a todas las muestras del caso nimero 1

Tomade Extraccion Cuantificacion Amplificacion Electroforesis
muestras de ADN de ADN de ADN Capilar
: - Kit Identifiler
NN Fragmento Fenol — Fluorometria. (Applied
de fémur Cloroformo Qubit Biosystems)
fluorometer - Kit de
(Invitrogen) marcgdores _
genéticos indel: Analizador
38 indel- P
plex* Genético ABI
3130 (Applied
Manchas  de ) o Biosystems).
Madre sangre en - Klt_ Identifiler
tarjetas FTA (Applied
™ Biosystems)
Whatrman Chelex 100 - Kit de
(F:T'A(‘j Gec?g al 20% N/A marcadores
Hijo aras ( genéticos  indel:
Healthcare 38 indel- plex*

Life Sciences)

La tabla 2 evidencia las tres 3 réplicas realizadas a traces del PCR con los marcadores Indel como control de
calidad y para determinar consenso en la tipificacién de los alelos para cada marcador.

A continuacion, se relacionan los electroferogramas obtenidos de las tipificaciones con los

marcadores genéticos STRs e Indels.

Figura 1

Electroferograma amplificado con el Kit de STRs Identifiler (Applied Biosystems), a partir de
restos 6seos, utilizando 0,78 ng de ADN
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La figura 1 evidencia los Electroferograma amplificado con el Kit de STRs Identifiler (Appli Biosystems), a partir
de restos 6seos, utilizando 0,78 ng de ADN.

Como resultado del andlisis con STRs se observa la amplificacion de 5 marcadores
genéticos, con los cuales se obtuvo un LR (Likelihood Ratio) de parentesco padre/hijo de

862,2011.

Para los marcadores Indel se observa amplificacién en los 38 marcadores, con un LR de
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parentesco padre/hijo de 553481,7012; este valor significa que es 553481,7012 veces mas
probable que los restos 0seos pertenezcan al individuo no identificado, padre biolégico del
hijo analizado o la hipétesis alternativa de que no le pertenezcan.

Se observa que para los STRs amplificé so6lo el 33% de los marcadores genéticos
analizados en el kit multiplex; mientras que para los Indels se observa amplificacién del
100% de los marcadores analizados en el kit multiplex.

Resulta evidente que los Indels presentan una eficiencia de amplificacion superior a los
STRs en este tipo de muestras y también que se logra alcanzar un mayor grado de
probabilidad en favor de la hipétesis de identificacién. Es importante resaltar que el estudio
de Indels no pretende sustituir otras técnicas que normalmente se usan en estos casos, Sino
una herramienta mas que pueda, potencialmente, aportar informacion para complementar,
para que, de forma independiente o en su conjunto, lleve a la resolucién exitosa del caso.

En efecto, es posible combinar la informacién genética obtenida por las dos metodologias,
siempre que previamente se haga una evaluacion del estado de desequilibrio de ligamiento
(DL) entre todos los marcadores utilizados, para efectuar la valoracion estadistica adecuada
de los resultados. Si, por ejemplo, se observa una independencia entre los loci en estudio,
seria posible combinar facilmente esos parametros, aplicando igualmente la regla del
producto, lo que en este caso llevaria a un LR global de 477212531,6045113 apoyando
fuertemente la hipétesis inicial de que el individuo no identificado fuera el padre del hijo en
cuestion.

Caso numero 2

Se realiz6 exhumacion del cuerpo de un individuo que llevaba en cementerio 13 afios y
cuyas fosas son en bédveda. Se solicita confirmar identidad de los restos déseos sepultados.

Para determinar la identificacion se cuenta con las muestras de un hijo, y su respectiva
madre. En la tabla 3 se describen los métodos utilizados en cada muestra para su analisis.

Tabla 3
Procedimientos técnicos realizados a todas las muestras del caso numero 2
Tomade Extraccion Cuantificacion Amplificacion Electroforesis
muestras de ADN de ADN de ADN capilar
Kit powerPlex16
HS (Promega)
; Kit de marcadores
NN Fragmento Fluorometria. - MiniFiler  (Applied
de fémur Fenol — Qubit Biosystems)
Cloroformo fluorometer Kit de marcadores .
(Invitrogen) genéticos indel: Analizador
38 indel-plex* Genético ABI
3130 (Applied
Madre Manchas de _ Biosy(stgr%s).
sangre en - Kit PowerPlex16
tarjetas FTA (Promega)
Whatman TM - Kit de marcadores
FTATM Identifiler (Applied
Gene Cards B?osystems)
B (GE Chelex 100 - Kit d,e.mar'cadores
Hijo Healthcare | 20% genetlcos indel: 38
Life al 2u% N/A indel-plex*
Sciences)

La tabla 3 evidencia la realizacién de tres réplicas de PCR con los marcadores Indel como control de calidad y
para determinar consenso en la tipificacion de los alelos para cada marcador.
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A continuacion, se relacionan los electroferogramas obtenidos de las tipificaciones con los
marcadores genéticos STRs e Indels.

Figura 2
Electroferograma amplificado con el kit de STRs PowerPlex16 HS (Promega), a partir de
restos 0seos, utilizando 3.12 ng de ADN
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Nota. Electroferograma amplificado con el kit de STRs PowerPlex16 HS (Promega), a partir de restos 0seos,
utilizando 3.12 ng de ADN.

Como resultado del andlisis con STRs, se observa la amplificacion de 9 marcadores
genéticos, con los cuales se obtuvo un LR de parentesco de padre/hijo 25892588,1793.

Para los marcadores Indels se observa amplificacion completa de los 38 marcadores, con un
LR de parentesco padre/hijo de 13058346201,2313; este valor significa que es
13058346201,2313 veces mas probable que los restos 6seos pertenezcan al individuo no
identificado, padre biolégico del hijo analizado, a que la hipétesis alternativa de que no le
pertenezcan.

Se evidencia que para los STRs amplificé s6lo un 40% y un 37,5% de los marcadores
genéticos analizados en los kits multiplex de PowerPlex 16 HS (Promega) y MiniFiler,
respectivamente; mientras que para los Indel se observa amplificacion del 100% de los
marcadores analizados en el kit multiplex.

Tal como en el caso anterior, los Indels comprueban un eficiente funcionamiento en vestigios
bioldgicos con varios afios de inhumacion y permiten obtener informacion complementaria a
los STRs aplicados de rutina en el laboratorio de genética forense.

CONCLUSIONES

Con este trabajo se han creado bases de datos de referencia de diferentes regiones del pais
para un panel de 38 marcadores Indels de facil caracterizacion mediante una técnica de
sencilla implementacién en todos los laboratorios forenses existentes. Esto aporta un avance
cientifico significativo y propone una base solida para una efectiva y eficiente aplicacion de
esta nueva herramienta al servicio del sistema judicial en Colombia, sea de gran ayuda en el
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reconocimiento de cuerpos no identificados, en el analisis de evidencias forenses en
investigacion criminal o en investigaciones de filiacion y parentesco.

Los Indels proporcionan una herramienta eficaz en la identificacién fehaciente de individuos,
por medio de la obtencién de perfiles genéticos a partir de muestras que presentan ADN
degradado, como suele ocurrir con el andlisis de los restos 0seos; ya que evidentemente
presentan una eficiencia de amplificacion superior a los STRs en este tipo de muestras.

Es importante resaltar que el estudio de Indels no pretende sustituir otras técnicas que
normalmente se usan en estos casos, como los STRs, sino una herramienta mas que
pueda, potencialmente, aportar informacion para que, de forma independiente, o en su
conjunto, lleve a la resolucion exitosa de un determinado caso.
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