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RESUMEN

La genética forense se puede definir como la especialidad de la genética
humana aplicada a la resolucién de conflictos juridicos. La genética forense
puede ser utilizada en diferentes casos, algunos de los mas comunes son:
Identificacion del origen biol6gico de una muestra de una escena del crimen o
de una victima, identificacion de cuerpos humanos y estudios de paternidad.
Para ello, se analizan diversos marcadores genéticos, de los cuales destacan
los microsatélites o STR (del inglés, short tandem repeats). Los STR son
secuencias de nucledtidos cortas repetidas en tandem, y los que se analizan en
la genética forense son aquellos repetidos de cuatro pares de bases, se
encuentran distribuidos en todos los cromosomas y son altamente variables.
Hoy en dia existen kits comerciales para la amplificacion de estos marcadores
genéticos empleando la reaccién en cadena de la polimerasa multiple para su
analisis a través de la electroforesis capilar. En la genética forense se requiere
de bases de datos poblacionales de los marcadores genéticos en cuestion, y se
utilizan para estimar las probabilidades al azar de coincidencia entre otros
parametros forenses. El objetivo del presente trabajo fue analizar el DNA
genodmico de 50 individuos mestizos mexicanos de la Ciudad de México
empleando el kit PowerPlex Fusion 6C que incluye STRs de 23 loci
autosémicos para fines de identificacibn humana para conformar una base de
datos poblacional. Todos los marcadores analizados en los 50 individuos se
encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg y la probabilidad de coincidencia
al azar combinada fue de 1.36x10-%°, Estos resultados indican que pese a ser
un tamafio de muestra limitado, con los parametros forenses estimados, esta
base poblacional podria empezar a utilizarse para fines de identificacién

humana conforme se vaya incrementando en el numero de individuos.



ABREVIATURAS
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PE Poder de exclusion

PIC Contenido de informacion del polimorfismo

PM Probabilidad de coincidencia al azar

PPF6C PowerPlex Fusion 6C

SNV Variante de un Unico nucleétido antes SNP

STD Estandar

STR Microsatélites / Short Tandem Repeats

TPI indice tipico de paternidad

VNTR Repeticién en thndem con ndmero variable de copias
pL Microlitro



JUSTIFICACION

En la actualidad México enfrenta una emergencia forense, se han reportado
alrededor de 39,000 cuerpos no identificados en los servicios médicos forenses
o inhumados de forma andnima en cementerios publicos, ademas hasta el
2019 se habian localizado 3,631 fosas clandestinas y hasta el 27 de enero del
2022 se reportaron 97 mil 343 personas desaparecidas. Es por estas cifras que
se ha recurrido a revisar el funcionamiento del sistema forense del pais (GIZ
México et al., 2021; Torres et al., 2022).

Hoy en dia la genética forense en México es de gran importancia para la
resoluciéon de la crisis forense y en general implica la acreditacion de los
laboratorios forenses, los recursos humanos, las metodologias y la
capacitaciéon del personal dedicado a las areas involucradas (Torres et al.,
2022). Hasta el momento el pais no cuenta con una base de datos nacional,
ademas, se desconoce el numero de bases de datos que hay en los
laboratorios del pais, aunque se prevé que, en el 2023 empiece a funcionar una
base de datos Nacional, indicado por la ley como obligacién de la FGR (Torres
et al., 2022). Ya que la creacion de bases de datos en las areas forenses es
urgente, el presente proyecto que serd de libre acceso y ayudard a los
laboratorios que utilicen el sistema PowerPlex Fusion 6C y a la crisis forense

en la que se encuentra México.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, la identificacion humana mediante el uso de metodologias de
tipificacion del DNA es muy popular para la ciencia forense y en procesos
judiciales. Para ello, se analizan marcadores genéticos como las repeticiones
cortas en tandem (STR), que constituyen a las secuencias microsatélite, y que
son muy faciles de amplificar por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(Jamieson & Bader, 2016; Ranjan et al., 2018; Shrivastava et al., 2020). Esto
ha sido posible gracias a que, se han creado kits comerciales para analizar
estos marcadores empleando la PCR mudltiple y la electroforesis capilar,
ademas de que se pueden obtener resultados de manera mas rapida, eficiente,
asi como la amplificacion de muestras muy pequefias (Ranjan et al., 2018).
Ademas, existen varios kits en el mercado aprobados por los Organos
regulatorios de la genética forense a nivel mundial; con ellos es posible
desarrollar bases de datos para hacer los calculos necesarios en la
comparacion de perfiles de STR (Butler, 2005; Wickenheiser, 2022).

Cuando se hace una comparacion de perfiles genéticos, ya sea para
identificacion humana o para relaciones de parentesco biologico, se requiere
hacer célculos que nos permitan identificar si esa coincidencia fue al azar o
realmente se trata de una identificacion o una prueba de parentesco positiva
(Torres et al., 2022). Por esta razon, este tipo de pruebas requiere de bases de
datos poblacionales, las cuales contienen las frecuencias alélicas de los
marcadores STR analizados. Estas bases de datos son representativas de la
poblacion en la que se lleva a cabo el estudio, y a su vez nos permite estimar
qué tan frecuente seria cierto perfil genético en esa poblacion. Dicha
estimacion se basa en la férmula que se utiliza para saber si dicho marcador se
encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, en la que, a partir de las
frecuencias alélicas observadas en cierta poblacion, se pueden estimar la
frecuencia esperada para cierto genotipo de determinado STR en la poblacion
(Thompson & Black, 2007).

En los laboratorios de genética forense, cuando se va a utilizar un kit comercial,
ya sea para pruebas de paternidad o para identificacibn humana, se requiere

hacer una base de datos que contenga las frecuencias alélicas de los STR
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estudiados en la poblacién. Por otra parte, para evaluar qué tan util puede ser
determinado kit para fines forenses, se estiman una serie de parametros
forenses cuyo objetivo es determinar el poder de discriminacién que presenta el
kit. Algunos de los principales parametros estadisticos que se calculan son:
Probabilidad de coincidencia al azar (PM), Poder de discriminaciéon (PD),
Heterocigosidad esperada (GD o H), Contenido de informacion del
polimorfismo (PIC), Poder de exclusion (PE) y el indice tipico de paternidad
(TPI) (Hernandez & Trejo, 2014). La aplicacion de la estadistica permite estimar
la probabilidad de que exista relacion entre dos perfiles genéticos (Rangel,
2020).De acuerdo con las recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Genética Forense, las bases de datos poblaciones tienen que cumplir con las
siguientes caracteristicas: utilizar muestras de personas no emparentadas de
etnia conocida si es posible, también deben seleccionarse sin conocimiento
previo de los genotipos en los loci a estudiar para asegurar la aleatoriedad de
las muestras, el laboratorio debe tener buenos estandares de calidad para que
los resultados sean de confianza y la mayoria de los datos de la poblacién
incluyan un orden de 100 a 200 tipos de STR por locus por poblacién
examinada (Butler, 2005; Butler, 2010). Sin embargo, la obtencién de una base
de datos que cumpla con dichas caracteristicas puede ser laboriosa y costosa,
lo cual podria resolverse al analizar sistemas que incluyan muchos marcadores
en pocas muestras (Butler, 2010;Jamieson et al., 2016). Esto permitiria
empezar a analizar los estudios de genética forense con una base de datos

poblacional en constante crecimiento sin perder la confiabilidad.

En este estudio se analiz6 un grupo de 50 muestras de DNA gendmico
empleando el kit PowerPlex Fusion 6C que analiza 23 loci autosdmicos
(CSF1PO, FGA, THO1, VWA, D1S1656, D2S1338, D2S441, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391, D13S317, D16S539, D18S51,
D19S433, D21S11, Penta D, Penta E, D22S1045, TPOX y SE33) con el
objetivo de conformar una base de datos poblacional que pueda ser util para la
identificacion humana. Las muestras empleadas provienen de individuos
mexicanos mestizos de la Ciudad de México, seleccionados aleatoriamente y

no relacionados biol6égicamente. Con los datos obtenidos se evalu6 si una base
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de datos poblacional limitada en tamafo de individuos, puede ser utilizada para

fines forenses debido al nimero de marcadores que analiza.

2. MARCO TEORICO

La genética es la ciencia que estudia los genes y la herencia basada en los
cambios de la secuencia de DNA heredados de los padres a los hijos (NIH,
2022). La genética de poblaciones es la rama de la genética que estudia de
manera tedrica y empirica las causas de los cambios en las frecuencias de las
variantes genéticas (diferencias en la secuencia de DNA que ocurren entre los
individuos de wuna poblaciébn determinada) dentro de las poblaciones
(Charlesworth y Jensen, 2021; NIH, 2023).

Todos los organismos vivos estan compuestos de células que son la unidad
basica de la vida, estas producen las materias primas, la energia y tiene la
capacidad de eliminar los desechos necesarios para mantener el equilibrio. Un
ser humano tiene aproximadamente 100 billones de células y cada una de ellas
contiene la misma informacién genética (Butler, 2010; Karp, 2020).

Las células en su nucleo contienen a los cromosomas y estos a su vez una
sustancia quimica llamada DNA (4cido desoxirribonucleico) o DNA nuclear, que
contiene toda la informacién necesaria para replicar la célula, para la
replicacion del DNA, transcripcion de DNA a RNA y para traducir el RNA en
proteina (Butler, 2010; Karp, 2020). También las mitocondrias de las células
contienen su genoma, el cual es una molécula circular de DNA de doble
cadena de 16,6 kb y es utilizado como marcador de linaje porque es heredado
por parte de la madre (Karp, 2020; Ranjan et al., 2018). El cuerpo colectivo de
informacion genética presente en una especie junto con las instrucciones para

crear un organismo nuevo se le denomina genoma (Karp, 2020).

Un gen es la secuencia del genoma que codifica para uno o varios productos
funcionales, los cuales pueden ser polipéptidos 0 RNA no codificante (ncRNA),
y que ocupa un locus en un cromosoma; pueden existir en diferentes formas a
las cuales se les denomina alelos (Castillo et al., 2019). Los genes contienen la
informacion necesaria para formar polipéptidos, la expresion génica se refiere a

la generacion de un producto funcional a partir de la informacién codificada en
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un gen y se lleva a cabo en dos etapas: transcripcion y traduccion, en las
cuales se produce una copia de RNA del gen y la sintesis de una cadena
polipeptidica (Castillo et al., 2019; Karp, 2020).

El DNA tiene algunas funciones principales: hacer copias de si mismo para que
las células al dividirse transmitan la misma informacion; y llevar las
instrucciones para que las células puedan construir la maquinaria de la vida
(Butler, 2005). Toda la informacién contenida en el DNA se transmite de
generacion en generacion, en el caso de una persona, la mitad de la
informacion proviene de la madre y la otra mitad proviene del padre (Castillo et
al., 2019).

2.1. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DEL DNA

El DNA esta compuesto por cadenas de polinucledtidos unidos por enlaces
fosfodiéster, cada nucleotido estd constituido por: una base nitrogenada, un
azucar de cinco carbonos (pentosa) conocida como desoxirribosa y un grupo
fosfato (Castillo et al., 2019; Goodwin et al., 2011). La base nitrogenada
(lamada asi porque hay atomos de nitrégeno en los anillos de la molécula)
imparte la variacidbn en cada nucleotido y el fosfato enlazado con el azucar
constituyen la columna vertebral de la molécula de DNA (Karp, 2020; Mathews
et al., 2013). Durante la formacion de una cadena de DNA, el grupo hidroxilo
unido al carbono 3’ de la desoxirribosa de un nucleétido se une mediante un
enlace éster al grupo fosfato del carbono 5 del siguiente nucleétido en la
cadena, a estos enlaces se les llama 3'-5- fosfodiéster ya que el fosfato se
esterifica con dos atomos de oxigeno uno de cada desoxirribosa adyacente
(Karp, 2020; Mathews et al., 2013).
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Nucledtido

Grupo fosfato

Base nitrogenada

I Enlace glucosidico

Azlcar

Figura 1. Estructura de un nucleétido. Un nucleétido se compone de: un grupo fosfato, un
azlcar en este caso desoxirribosa y una base nitrogenada (adenina). Se muestra la base
nitrogenada unida por un enlace N-glucosidico al carbono 1°de la pentosa, cuyo carbono 5'se
encuentra enlazado al grupo fosfato.

Las bases nitrogenadas son anillos heterociclicos, y se dividen en dos clases:
purina y de la pirimidina. Las purinas: adenina y guanidina, estdn compuestas
por dos anillos, uno de seis 4&tomos enlazado con uno de 5 &tomos (difieren en
las posiciones de sus dobles enlaces y en los grupos unidos al anillo de seis
atomos) y las pirimidinas: timina y citosina estan constituidas por un anillo de
seis atomos como se muestra en la figura 2 (Castillo et al., 2019; Mathews et
al., 2013; Pierce, 2014).

Adenina (A) .

N T Uracilo (U) €
e A e N H
‘ //L /L NH
— AN L L
N s

Purinas _
Timina (T)

Pirimidinas
NH,

Citosina (C)
vy

N

Guanina (G)

Figura 2. Estructura de las bases nitrogenadas. Las cinco bases nitrogenadas se clasifican
en Purinas (Ay G) y pirimidinas (T, C y U). La adenina y guanina tienen un doble ciclo mientras
que la timina y pirimidina estdn compuestos por un solo ciclo.

De acuerdo al modelo B de Watson y Crick, el DNA tiene una estructura de
doble hélice que posee un surco mayor que corresponde al espacio adyacente

de cadenas azucar-fosfato y un surco menor perteneciente al enlace de las
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bases, cada una de estas cadenas consta de una serie de moléculas de
desoxirribosa enlazadas entre si mediante un grupo fosfato unido a sus atomos
de carbono 3’ (tres prima) y 5’ (cinco prima) (Mathews et al., 2013; Thompson &
Black, 2007). En cada extremo inferior de la cadena se encuentra un atomo de
carbono 3’ con un grupo hidroxilo libre (-OH) y en el extremo inferior se
encuentra un carbono 5’ con un grupo fosfato libre y esta orientacién es inversa
en la cadena complementaria, es asi como una seccion de DNA de doble
cadena esta constituida por nucleétidos individuales que se aparean con sus
bases complementarias a través de puentes de hidrégeno (Alberts et al., 2021;
Mathews et al., 2013; Pritchard, 2013). Las reglas de apareamiento de bases
son, que la adenina so6lo puede hacerlo con la timina y la citosina con la
guanina ya que, las distancias entre los carbonos 1’ de las porciones de
desoxirribosa de adenina-timina y guanina-citosina, son las mismas (1.1nm
aproximadamente). Un apareamiento de bases de esta manera permite que la
doble hélice tenga un diametro regular (esto no seria posible si se aparearan

bases del mismo tipo (Mathews et al., 2013; Watson et al., 2016).
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Figura 3. Estructura del DNA (Creado con BioRender.com). Los nuclettidos se unen
mediante enlaces fosfodiéster y que forman una doble cadena a partir del apareamiento de sus
bases nitrogenadas (A-T y C-G) unidas por puentes de hidrégeno.
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El DNA se empaqueta en una ceélula gracias a que este se encuentra
superenrollado, por lo que se calcula que un humano almacena 3,200,000,000
de pares de bases (pb) de DNA (Goodwin et al., 2011). Dentro de la célula, el
DNA se encuentra asociado con proteinas a esto se le conoce como
cromosoma. La mayor parte de la condensacion en las células eucariontes es
consecuencia de la asociacion del DNA con sus proteinas en su mayoria con
unas proteinas llamadas histonas que permiten la formacion de estructuras
denominadas nucleosomas. Un nucleosoma consta con aproximadamente 150
pb de secuencia de DNA enrollado alrededor de un centro de histonas, estos
se pliegan y empaquetan formando un complejo de DNA llamado cromatina. La
fibra de cromatina se condensa y da lugar a los cromosomas (Alberts et al.,
2021; NIH, 2023; Watson et al., 2016).

El genoma nuclear esta dividido en cromosomas que forman el genoma
humano constituido por 22 pares autosémicos y dos cromosomas sexuales, por
lo tanto, las células humanas tienen en total 46 cromosomas diferentes. Los
cromosomas sexuales para el genotipo masculino son X y Y (contienen una
sola copia del cromosoma X y otra del cromosoma Y), mientras que el genotipo
femenino esté definido por XX (heredan un cromosoma X de cada progenitor)
(Michaelis et al., 2008).

Los genes estan formados por: exones e intrones. Los exones son secuencias
de nucleétidos que se conservan en el transcrito primario maduro (RNAm
maduro), algunos exones son codificantes, es decir que contienen informacion
para producir una proteina, mientras que otros no son codificantes. Los
intrones son secuencias de nucleétidos que son eliminadas del transcrito final
durante el procesamiento del RNA heteronuclear, que puede ser no codificante
o codificar para un ncRNA (NIH, 2023a; NIH, 2023b).

Las regiones no codificantes son Utiles para la identificacion humana ya que las
variantes genéticas que difieren entre un individuo y otro estan ubicados

justamente en estas regiones (Butler, 2005).

2.2. DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA MOLECULAR
El dogma central de la biologia molecular es el mecanismo para el flujo de la

informacion genética que en un principio indicaba el flujo de la informacion
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comenzaba con el DNA gendmico, después se lleva a cabo el proceso de
transcripcion a RNA y después el RNA dirige la sintesis y secuencia de los
polipéptidos. Cabe mencionar que es posible el flujo de informacion de RNA a
DNA un fendmeno conocido como transcripcidn inversa descubierto en
retrovirus que se lleva a cabo gracias a una enzima polimerasa llamada
transcriptasa inversa que es capaz de sintetizar DNA de doble cadena a partir
de ARN monocatenario (Bhagavan & Ha, 2022; Castillo et al., 2019; Watson et
al., 2016).

La informacion fluye de acuerdo la teoria del dogma central iniciando a partir de
los genes que inician una serie de reacciones llamadas expresion génica. Este
proceso esta constituido por la transcripcion y la traduccion. En la transcripcion
se produce una copia del RNA del gen y en la traduccion se realiza la sintesis
de una cadena polipeptidica y la secuencia de aminoacidos es determinada
mediante el codigo genético a partir de la secuencia de nucleétidos del mRNA
(Encina, 2013).

Replicacion

_;f \Trmmrimim __:"# \\ Traduccion *’;

i i -
DMNA —— ENA —— | Proteina
| -— \
5 N *,
S Transcripoidn ™ - e -~

= T T

Inversa

Figura 4. Dogma central de la biologia molecular (creado con BioRender.com). En la
seccién a) se muestra el proceso de replicacién que establece un flujo de informacion genética
de DNA a DNA, b) se muestra el proceso de transcripcion que establece un flujo de informacién
genética de DNA a RNA, c¢) muestra el flujo de informacion genética de RNA a proteina
(traduccién), e) muestra el proceso de transcripcion inversa y d) muestra el proceso de
autoreplicacion de algunas proteinas especificas (priones) (Herrero et al., 2021).

2.3. ALELOSY VARIANTES GENETICAS DEL DNA
El genoma humano puede experimentar cambios debido a la seleccién natural
y la evolucion, provocando modificaciones en la secuencia de nucleétidos del
genoma; siendo heredable y permanente a esto se le conoce como mutacion
(Castillo et al., 2019; Loscalzo et al., 2022).

La secuencia del DNA puede presentarse en diferentes versiones a las cuales

se les denominan alelos, todos estos alelos tienen una ubicacion especifica en
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los cromosomas a la que se le denomina locus (plural loci). Si los alelos de un
locus son diferentes entonces los individuos se denominan heterocigotos y si
ambos alelos son iguales el individuo es homocigoto (Michaelis et al., 2008;
Nussbaum et al., 2008). En los loci de las variantes genéticas de una poblacion
puede haber muchos alelos diferentes. La variacion genética entre un individuo
y otro, o las diferencias en el genoma entre poblaciones son causadas por
mutaciones, segregacion y la recombinacion meiotica (Castillo et al., 2019; NIH,
2023a; NIH, 2023b; Nussbaum et al., 2008).

Se estima que existe una diferencia de 1000 pb entre cada cromosoma
humano, con un promedio de 1.250 pb, lo que significa que compartimos
alrededor de un 99.9% de nuestro genoma. Ya que la mayor parte del genoma
es comun en los humanos no tiene caso analizar todo el DNA sino solamente

regiones que varien entre un individuo y otro (Goodwin et al., 2011).

Los loci de las variantes genéticas en una poblacién se pueden utilizar como
marcadores genéticos (variantes en las secuencias dentro del DNA y que por lo
general se conoce su ubicacion en los cromosomas)(NIH, 2023) para la
identificacion humana, entre ellos estan: los minisatélites (VNTR, variable
number of tandem repeats), los microsatélites (STR, short tandem repeats),
variantes de un solo nucledtido (SNV, single nucleotide variant),
inserciones/deleciones o indel (insertion/deletion), entre otros (Castillo et al.,
2019).

¢ Minisatélites (VNTR)

Los minisatélites o también denominados repeticiones en tandem de
namero variable (VNTR) suelen tener repeticiones de 9 a 80 pb de
longitud y suelen repetirse entre 5 y 50 veces. Los minisatélites se
encuentran en mas de 1000 localizaciones en el genoma humano vy
presentan una alta tasa de mutacién en las poblaciones. Su uso se
encuentra limitado por que se necesita una gran cantidad de DNA de
buena calidad (Castillo et al., 2019; Ranjan et al., 2018). EIl
procedimiento antiguo para su analisis consistia en utilizar una enzima

de restriccion para cortar las regiones de DNA que rodeaban a los
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VNTR, el cual se sustituyd en el futuro por la técnica de PCR
(Shrivastava et al., 2020).

e Variantes de un solo nucledtido (SNV)

Las variantes de un solo nucleotido (SNV), se encuentran cada 300 a
1000 pb en el genoma humano y tienen como ventaja su gran
abundancia y su facil tipificaciébn sin embargo tienen en contra su baja
variabilidad lo que complica su uso como marcadores genéticos (Castillo
et al., 2019).

e INDEL

Las inserciones y deleciones también Illamadas INDEL por su
contraccion, se refieren a la adicion o eliminacion de nucleétidos y
comprenden desde 1 a 50 nucleétidos. Las variaciones INDEL son
importantes ya que pueden alterar caracteristicas fenotipicas y provocan
enfermedades; pueden ser estudiadas a partir de secuenciacion de

ultima generacién (Castillo et al., 2019).

2.4. MICROSATELITES (STR)
En la tipificacion del DNA, se examinan multiples marcadores genéticos y en la
mayoria de los laboratorios de genética forense se ocupan los microsatélites o
STR (Short tandem repeats), que tienen una secuencia de nucleétidos corta
gue se repite un namero de veces variable entre un individuo y otro (Goodwin
et al., 2011). Si cada marcador se hereda independientemente de los demas se
puede calcular la frecuencia de un perfil de DNA multiplicando cada una de las
de las frecuencias de los genotipos individuales, pero por cuestiones de tiempo
no es conveniente analizar toda la secuencia de DNA, asi que s6lo se evallan

algunas locaciones discretas (Butler, 2005; Goodwin et al., 2011).

Los genomas eucariontes estan llenos de secuencias de DNA repetidas, estas
secuencias son de diferentes tipos y longitud de pares de bases, de acuerdo
con esto es que son clasificadas. Los microsatélites, son secuencias altamente

variables de DNA constituidas por repeticiones cortas entre dos y nueve pares
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de bases, que varian de longitud entre individuos (Nussbaum et al., 2008;
Zauza et al., 2015).

AGAT =7 repeticiones

STR= = = == == = AGAT =6 repeticiones STR= = = = = = ==
—{ T T }—— Alclo1 —L{ XTI IO—— Aklot
a) b)
—— LI }—— A2 —{ O O000———  Alelo2
STRe = = = = = = = AGAT =6 repeticiones STRe = = = = = == AGAT =8 repeticiones

Figura 5. Representacién de STRs. En la secci6on a) se muestra un STR en homocigosis
(mismo numero de repeticiones); b) se muestra un STR en heterocigosis (diferente numero de
repeticiones).

Estos marcadores son propensos a mutaciones debido a errores en la
replicacion del DNA, causado por un fendmeno de deslizamiento de la
polimerasa que sufre una detencion del copiado, a continuacion, una
disociacion del complejo de replicacion y posteriormente la enzima vuelve al
sitio donde se realizé la interrupcién, pero puede equivocarse formando una
repeticion previa a la ultima realizada o posterior a ella (Dieringer y Schlotterer ,
2003; Leclercq et al., 2010). Esta tasa de mutacién alta hace que los STR
tengan una buena capacidad informativa en los estudios genéticos, y
especialmente son (tiles para investigar la variacion genética en las
poblaciones (Butler, 2010; Zauza et al., 2015).

Algunas de las ventajas por las que se utilizan los STR son (Goodwin et al.
2011; Shrivastava et al., 2020):

e Alelos discretos y distinguibles.

e Proporcionan un nivel alto de discriminacion >0.9.

e Heterocigosidad >70%.

e Ausencia de ligamiento genético con otros loci analizados.
e Alta variabilidad.

e La capacidad de ser amplificados como parte de una PCR muiltiple.
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Los marcadores STR se emplearon para la identificacion humana a principios
de la década de los 90, y desde entonces se ha buscado identificar nuevos loci
gue sean utiles para dicho propdésito. Los primeros cuatro loci utilizados fueron:
THO1, VWA, FES/FPS y F13Al, seguido de un mdltiplex de segunda
generacion formado por: THO1, VWA, FGA, D8S1179, D18S51 y D21S11. El
incrementar el nimero de marcadores permiti0 establecer una serie de
marcadores o loci centrales, los cuales ademas de tener un poder de
discriminacion alto, facilitan su comparacion entre los laboratorios de genética
forense. El 13 de octubre de 1998 la Oficina Federal de investigacion (FBI) de
EE.UU. anuncio los 13 loci STR béasicos de su base de datos de DNA a nivel
nacional llamada: Combined DNA Index System (CODIS) con los siguientes
marcadores: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820,
D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51 y D21S11 (FBI, 2005; Michaelis et al.,
2008).
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Figura 6. Posicion cromosdmica de los 13 loci STR basicos de CODIS modificado de
Baggett et al., 2005. Posicion cromosémica de los STR aceptados como loci béasicos de
CODIS: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D75820, D8S1179, D13S317,
D16S539, D18S51, D21S11 y un marcador determinante del sexo: Amelogenina (AMEL).
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Los loci basicos estan ubicados en cromosomas distintos, por lo tanto, se
espera que su segregacion durante la meiosis sea independiente unos de otros
a excepcion de algunos (D5S818 y CSF1PO) ligados en el cromosoma 5. Su
segregacion independiente permite el uso de la regla del producto para
determinar las probabilidades de coincidencia al azar en el DNA generada a
partir de loci STR multiples (Butler, 2006).

2.4.1. STR AUTOSOMICOS

Los STR autosdmicos como su nombre lo dice se encuentran en alguno de los
22 cromosomas autosémicos humanos y muestran una variacion entre
individuos, debida a mutaciones, la segregacion independiente y a la

recombinaciéon meidtica; lo que hace que sean Uutiles para la identificacion

humana (Butler, 2010).

Tabla 1. Loci STR autosémicos mas frecuentes y su ubicacion cromosémica.
Se muestra para cada marcador su localizacion, la secuencia repetida y el
rango de alelo (Shrivastava et al., 2020). *Chr= Cromosoma.

Locus Cromosoma Localizacién cromosémica | Secuencia repetida Rango de alelo
D1S1656 Chr1 1942 TAGA 8-20.3
D2S441 Chr 2 2pla TCTA/TCAA 8-17
TPOX Chr2 2p25.3 GAAT 4-16
D251338 Chr2 2935 TGCC/TTCC 15-28
D351358 Chr3 3p21.31 TCTG/TCTA 8-21
FGA Chr4 49g31.3 CTTT/TTCC 12.2-51.2
D5S5818 Chr5 5¢23.2 AGAT 7-18
CSF1PO Chr5 5¢33.1 TAGA 5-16
D651043 Chr6 6q15 AGAT 9-25
SE33 Chré6 6ql14 AAAG 4.2-37
D75820 Chr7 7921.11 GATA 5-16
D8S1179 Chr 8 8024.13 TCTA/TCTG 7-20
D10S1248 Chr 10 10g26.3 GGAA 7-19
THO1 Chr11 11p15.5 TCAT 3-14
D125391 Chr 12 12p13.2 AGAT/AGAC 13-27.2
VWA Chr 12 12p13.31 TCTG/TCTA 10-25
D13S317 Chr 13 13g31.1 TATC 5-16
Penta E Chr 15 15g26.2 AAAGA 5-32
D16S539 Chr 16 16g24.1 GATA 5-16
D18S51 Chr 18 18g21.33 AGAA 7-40
D19S5433 Chr 19 19q12 AAGG/TAGG 9-17.2
D21S11 Chr21 21g21.1 TCTA/TCTG 12-41.2
Penta D Chr21 21g22.3 AAAGA 1.1-19
D2251045 Chr 22 22q12.3 ATT 7-20
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2.4.2. MARCADORES DE LINAJE

2.4.2.1. MARCADORES DETERMINANTES DEL SEXO

La determinacion del sexo en los laboratorios forenses es un proceso rutinario
y se hace a partir de diferentes pruebas biologicas, algunos métodos de
determinacién son a partir de la identificacion ésea como el craneo, pelvis, etc.
A veces no es posible la identificacion de restos éseos completos por lo que la

tipificacién por DNA es un método sencillo y rapido (Shrivastava et al., 2020).

El marcador para la identificacion de sexo se encuentra en los cromosomas Xy
Y del individuo es parte del gen que codifica para la amelogenina y no es un
STR, hoy en dia este marcador esta incluido en todos los kits comerciales de
tipificacion de DNA. El gen AMEL se encuentra tanto en el cromosoma X como
en el Y en las regiones Xp22.1-p22.3 (longitud de 2,872 pb) y Yp11.2 (longitud
de 3,272 pb) respectivamente (Velarde et al., 2008), existen divergencias en
longitud entre los alelos codificados en el cromosoma X y el cromosoma Y, los
dos genes son homodlogos y tienen secuencias altamente conservadas por lo
tanto sirven como marcadores fiables para la determinacion del sexo (Frances
et al., 2008; Rudin & Inman, 2002).

2.4.2.2. Y-STR

Los STR también se encuentran en el cromosoma Y humano, sélo los hombres
tienen un cromosoma Y, esto es muy Util para resolver casos forenses ya que
tiene secuencias especificas de microsatélites que son denominadas Y-STR
(Ranjan et al., 2018).

Ya que este tipo de marcadores solo los tienen los hombres, se pueden realizar
estudios en muestras mixtas (procedentes de mujeres y hombres) en el caso
de agresiones sexuales o de algun accidente masivo, ademas, los Y-STR
ayudan a un mejor andlisis de muestras degradadas y para establecer
relaciones de parentesco biolégico ya que el cromosoma Y es heredado de
manera intacta de generacion en generacion. En el caso de querer identificar a
una persona desaparecida no es conveniente el estudio de solo estos
marcadores ya que favorece el aumento de posibles coincidencias porque

pueden encontrarse personas del mismo linaje paterno (Rudin & Inman, 2002).
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2.4.2.3. X-STR

El andlisis de X-STR es utilizado principalmente para la relacion biologica entre
padre-hija ya que el cromosoma X del padre es heredado de manera integra a
la hija, ademas, también es posible llevar a cabo estudios de relacion bioldgica

entre medias hermanas paternas y hermanas (Shrivastava et al., 2020).

El estudio de estos marcadores aun tiene limitaciones ya que los kits de estudio
aun contienen un numero limitado de marcadores y generan amplicones
(Fragmento de DNA o RNA que es el producto de amplificacion o replicacion)
de gran tamano (Shrivastava et al., 2020).

2.4.3. NOMENCLATURA

Para facilitar la reproducibilidad entre laboratorios se ha desarrollado una
nomenclatura en comun en el &mbito del DNA forense. Si un marcador forma
parte de un gen, se utiliza el nombre del gen en la designacion, un ejemplo es
el marcador THO1 que procede del intrén uno del gen humano que codifica a la
hidroxilasa de tirosina situado en el cromosoma 11. En el caso del marcador
TPOX este se localiza en el intron diez del gen de la peroxidasa tiroidea (TPO).
Algunas veces se agrega el prefijo HUM- al principio del nombre del locus; sin
embargo, esto no es necesario si son pruebas para la identificacion humana
(Butler, 2010).

Los marcadores de DNA que guedan fuera de las regiones génicas pueden
designarse por su posicion cromosémica. Un ejemplo es el marcador D5S818,
la “D” significa DNA, el siguiente caracter se refiere al nimero de cromosoma
en el que se encuentra, en este caso “5”, la “S” indica que el marcador de DNA
es una secuencia especifica de una sola copia por genoma haploide y el
namero final indica el orden en que se descubrid y se clasificé el marcador para
ese cromosoma en este caso el 818. Los numeros secuenciales se utilizan
para dar un caracter unico a cada marcador de DNA identificado (Shrivastava
et al., 2020).
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2.5. ANALISIS DE LOS STRs
Muchos marcadores STR se han logrado caracterizar por laboratorios
académicos y comerciales para su uso en identificacion de enfermedades,

elaboracion de kits comerciales y creacion de bases de datos.

El proceso de tipificacion de marcadores STR involucra varios pasos,
empezando por la recoleccion de la muestra biologica, la extraccion del DNA,
su cuantificacion de DNA, amplificacion por PCR multiple, la electroforesis
capilar de los productos de la amplificacion (para separar y caracterizar los
alelos del STR), la genotipificacion del STR y por ultimo la interpretacion del
perfil (Shrivastava et al., 2020).

La recoleccibn de muestra depende del material biolégico que se desea
analizar, el DNA se puede obtener de diferentes fuentes como: huesos, sangre,
saliva, semen, dientes, entre otras, pero los materiales mas comunes son: la
sangre y el semen. Cabe mencionar que las muestras deben recolectarse,
conservarse, almacenarse y transportarse de manera cuidadosa para evitar
contaminaciones antes de realizar el analisis del DNA en el laboratorio forense
(Goodwin et al., 2011).

Como se busca obtener las muestras de la manera mas rapida e indolora
posible, el método mas sencillo es la recoleccion de células de descamacion de
la mucosa bucal o saliva, aunque algunas veces se opta por usar la toma de
muestras de sangre capilar para poder utilizar tarjetas FTA que estan
elaboradas de un papel absorbente a base de celulosa que se impregna con
sustancias quimicas y permite el almacenamiento de DNA) (Goodwin et al.,
2011; Shrivastava et al., 2020).

Después de llevar a cabo la recoleccion, la muestra debe someterse a un
método de extraccion ya que la molécula de DNA se encuentra acompafiada
por algunas proteinas y materiales celulares que pueden inhibir la capacidad de
analizarla, por lo tanto, se han desarrollado diferentes métodos de extraccion
de DNA. Entre los mas comunes se encuentran: la extraccion organica,
extraccién con Chelex (es una suspension en agua de pequefas particulas de

copolimeros de estireno-divinil-benceno uniéndose a los iones de metales
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polivalentes como: Mg?*, Ca?* y Fe?*) y extraccion con tarjeta FTA, el método
se escoge dependiendo de la muestra biolégica que se necesite analizar
(Linacre & Tobe, 2013).

Independientemente del método que se utilice en la extraccion, esta debe
hacerse cuidadosamente para evitar contaminaciones y resultados erroneos. El
DNA extraido puede ser almacenado a -20°C o a - 80°C si se requiere
conservar por mayor tiempo, esto se hace para evitar la actividad de nucleasas
que son proteinas que degradan al DNA para permitir el reciclaje de los
componentes de los nucleétidos. Otra manera de inhibir a las nucleasas es el
uso de tubos con EDTA que es una sustancia quelante que se une al magnesio
libre (cofactor de las nucleasas) (Goodwin et al., 2011; NIH, 2022; Salazar &
Guerrero , 2016).

Al terminar la extraccion de DNA se cuantifica porque la determinacion de la
cantidad de DNA en una muestra es esencial para la mayoria de los ensayos
basados en la PCR (es un proceso enzimatico en el cual una regién especifica
del DNA se replica una y otra vez para producir muchas copias de una
secuencia) (Ranjan et al., 2018), ya que una concentracion demasiado alta
puede dar lugar a picos fuera de la escala de medicidn para la técnica y una
concentracion muy pequefia puede provocar la pérdida de alelos porque no es
posible amplificar el DNA (Butler, 2005). En el caso de los kits comerciales
funcionan mejor con un rango de concentracién especifico que ya se ha
estandarizado y validado anteriormente (Butler, 2005; Shrivastava et al., 2020).
La cuantificacion a través del método de PCR en tiempo real se ha convertido
en uno de los métodos mas comunes y consiste en una variante de la PCR, en
donde la cantidad de producto de DNA se va midiendo conforme avanza la
reaccion ciclica gracias a fluoréforos que se le unen, donde el incremento de la
fluorescencia es proporcional al aumento de la cantidad de moléculas de DNA
(Thompson & Black, 2007)

Después de realizar la cuantificacion, se realiza la amplificacion del DNA
mediante la técnica de PCR que consiste en una serie de cambios de

temperatura que se repiten un promedio de 30 veces, generando
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aproximadamente un billon de copias de la muestra (Thompson & Black, 2007),

cada ciclo consta de tres pasos: desnaturalizacion, alineamiento y extension.

Para poder llevar a cabo la PCR se necesita DNA molde (aislado de una
muestra), cebadores, que son secuencias cortas de DNA monocatenario
sintetizado, que se unen a regiones especificas del DNA molde, es asi como se
definen la regién que se va a amplificar (Thompson & Black, 2007), una enzima
llamada Taq polimerasa que es termoestable, cloruro de magnesio (MgCl2) que
es cofactor de la Taq polimerasa, una solucién tampon que mantiene el pH
optimo para la enzima Taq polimerasa que contiene cloruro de potasio (KCI)
junto con Tris-HCI (pH=8.4 a temperatura ambiente), nucleétidos (dNTP:
Trifosfatos de desoxinucleétidos) con los que se construirdn las nuevas
cadenas de DNA y por ultimo agua libre de nucleasas como solvente (Moreno
et al., 2014; Thompson & Black, 2007). Ya que se tienen todos los
componentes necesarios en un unico tubo, la mezcla se somete a varios ciclos

especificos de temperaturas, estos ciclos se clasifican en tres fases:

Desnaturalizacion: En esta etapa se calienta la mezcla de reaccion a una
temperatura aproximada de 95°C (esta temperatura dependera de las
caracteristicas del DNA molde) la cual permite que el DNA se separe en

dos cadenas sencillas (Bolivar et al., 2014; Thompson & Black, 2007).

Alineamiento: La temperatura se disminuye entre 50 y 60°C, esta
temperatura depende de varios factores: la concentracion de cebadores,
el nimero de pares de bases de los cebadores, el porcentaje de
guaninas y citosinas, lo que permitira que los cebadores se unan a la
cadena molde de DNA monocatenario antes que la molécula de DNA

pueda renaturalizarse (Serrato et al., 2014; Thompson & Black, 2007).

Extension: Ya que los cebadores se han unido al DNA monocatenario,
se aumenta la temperatura a 72°C, que es la temperatura 6ptima para
gue la enzima Taq polimerasa comience a afadir los nucleétidos a los
extremos 3’ de los cebadores utilizando la cadena de DNA original como

molde. Como resultado se obtiene una copia exacta de la molécula de
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DNA (amplicon) definida por los cebadores (Bolivar et al., 2014,
Thompson & Black, 2007).

La amplificacion depende de la cantidad de DNA afiadido a la reaccién por lo
gue cada muestra debe ajustarse a un nivel que permita que la PCR funcione
de manera Optima. Para llevar a cabo la amplificacion de manera mas rapida se
puede utilizar un kit comercial de PCR (Butler, 2007; Hawkins & Guest,
2017)(Jamieson & Bader, 2016).

Los kits comerciales que usan como marcadores a los loci de STR utilizan la
PCR multiple, que es la amplificacion de dos o mas regiones de DNA de
manera simultanea. Para que esta PCR funcione, sus cebadores deben ser
compatibles y ademés el disefio de estos para los STR es un reto ya que se
deben ajustar para generar una buena separacion entre los loci marcados con
el mismo color, ademas deben producir picos de buen tamafio por lo que en
general la optimizacion de este tipo de PCR es muy compleja (Ranjan et al.,
2018).
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Figura 7. Proceso de la PCR. a) Proceso de amplificacion del DNA con la reaccién en cadena
de la polimerasa, b) Perfil de temperaturas de termociclado para PCR. Modificado de Butler,
2010.

Para finalizar se mide la longitud del amplicon para determinar el nimero de
repeticiones en cada alelo, ya que la PCR multiple produce una mezcla de
moléculas de DNA, la técnica mas utilizada para hacer esta separacion es la

electroforesis capilar (CE), que ofrece como ventajas: velocidad, resolucion y
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sensibilidad (Smith & Nelson, 2003). El proceso de separacion ocurre dentro de
un capilar de silice fundida en presencia de un voltaje alto. Los capilares se
llenan con un gel de poliacrilamida que permite que los fragmentos se separen
en funcion de su tamafio, la sefial es transmitida a través de una seccion del
capilar que se inserta en la trayectoria de luz del detector UV (Smith & Nelson,
2003). Al realizar la CE se registra el color del tinte (cada amplicon es marcado
con fluorescencia durante la PCR esto se debe a que los cebadores estan
unidos a un colorante fluorescente) y el tiempo de migracion de los fragmentos
de DNA en relacion con un estandar interno, asi se puede determinar el
tamafo de cada alelo STR (Imle , 2005; Smith & Nelson, 2003).
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Figura 8. Separacién de alelos STR. Pasos de la electroforesis capilar y sus componentes.
Modificada de Butler, 2012.

Al terminar la CE es posible hacer el analisis de los datos mediante algunos
softwares como GeneMapper o GeneScan que convierten un archivo de
computadora a una representacién electronica de la informacion del DNA
obtenida, estos facilitan la identificacion de picos primarios, el céalculo del
tamafio de los picos identificados y la asignacién de los alelos (Imle , 2005). La
tipificacion de los STR por lo general se lleva a cabo con escaleras alélicas y
un estandar de tamafio que poseen los alelos mas comunes y que se han

secuenciado para revelar el numero real de repeticiones (Butler, 2006). Los
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datos obtenidos son guardados en un archivo y luego la informacion se recopila
para cada locus para determinar el perfil general de los marcadores STR
(Butler, 2015).
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Figura 9. Transformacién de lainformaciéon de una muestra en un locus STR, modificado
de Butler, 2015.

2.6. APLICACIONES DEL ANALISIS DE STRS

Para identificar los marcadores STR algunas compafiias como Promega
Corporation y Applied Biosystems, entre otras, han desarrollado kits
comerciales que permiten la amplificacibn de algunos marcadores STR en
especifico (marcados con fluorescencia), y que hacen posible obtener
resultados de manera rapida con reacciones de PCR multiples, que permiten la
amplificacion de los loci de STR en una sola reaccion junto con algunos
marcadores adicionales como los de AMELXY (marcador de tipificacion sexual)
(Butler, 2007).

El analisis de STR permite determinar parentesco biolégico como en el caso de
los estudios de paternidad o maternidad. En este tipo de estudios solo pueden
existir dos tipos de resultados: compatibilidad o no compatibilidad, ya que un
hijo hereda la mitad de los alelos de la madre y la otra mitad del padre
(Vazquez, 2022). En el caso de la identificacion de personas se puede llevar a
cabo a través de la comparacion de un perfil obtenido de un indicio biolégico
(muestras de cabello, semen, sangre, saliva, tejido, etc.) y compararlo con una
muestra de referencia. Es importante mencionar que a través de estudios de

parentesco biologico también se pueden llevar a cabo identificaciones
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humanas. En el caso de identificacion de restos humanos, por el tipo de
muestra que se analiza, puede ser compleja la identificacién principalmente
porque se pueden obtener perfiles parciales o incompletos (Vazquez, 2022).
También el andlisis de STR permite la creacion de bases de datos
poblacionales, lo que permite ser emplearlas para hacer los calculos de los
parametros estadisticos forenses, y poder llevar a cabo las identificaciones
(Mendoza & Pérez, 2023; Torres et al., 2022; Vazquez, 2022).

2.7. KITS COMERCIALES DE PCR MULTIPLE PARA LA
TIPIFICACION DE STR.

Los kits comerciales de PCR multiple (permite la amplificacion de dos o mas
regiones simultaneamente afiadiendo mas de un conjunto de cebadores a la
reaccion (Jamieson & Bader, 2016), proporcionan cebadores premezclados
(cebadores especificos de las regiones de los STRs que se quieren analizar) y
una mezcla maestra que contiene: una DNA polimerasa, los cuatro dNTPs,
tampon de PCR, y cebadores , ademas contiene una escalera alélica y un
estdndar de tamafio que simplifican la generacion de los perfiles de STR
(Bolivar et al., 2014; Shrivastava et al., 2020).

Los laboratorios prefieren utilizar los kits comerciales en vez de ensayos

internos porque tienen diversas ventajas como:
e Simplifican y estandarizan los procedimientos.

e Eliminan el trabajo arduo del control de calidad de los componentes de
la PCR.

e La obtencidon de resultados es muy rapida.
e Se pueden realizar amplificaciones con 1ng o menos de DNA.

e Permiten la consistencia en el uso de marcadores y la nomenclatura de

alelos en el laboratorio.
e Permiten compartir datos entre laboratorios.

e Ayudan a mejorar el control de calidad.
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e Permiten la amplificacion simultanea de mas de 20 loci de STR (Butler,
2010).

Ademas, los kits con la escalera alélica y el estandar de tamafio, obtenidos de
una secuenciacion de DNA, logran calibrar los tamafios de los productos de
PCR al numero de repeticiones del STR para hacer un genotipado y se puede
realizar un analisis de resultados a través de algunos softwares desarrollados

especialmente para ellos (Butler, 2007; Shrivastava et al., 2020).

Los kits de PCR multiple de STR varian segun los cebadores que utilizan para
la amplificacion, asi como los loci STR incluidos, las combinaciones de
colorantes fluorescentes y la escalera alélica utilizada (Jamieson & Bader,
2016; Shrivastava et al., 2020).

En la tipificacion del DNA, se examinan diferentes marcadores, entre mas
marcadores se comparen, mayor sera la probabilidad de que dos individuos no
relacionados tengan genotipos diferentes y por el contrario cada dato que
coincida aumenta la confianza de que dos perfiles sean del mismo individuo
(Shrivastava et al., 2020; Vazquez, 2022).

La mayoria de los kits comerciales para la tipificacion de STR usan como base
los 13 loci STR de CODIS (lo que les permite el intercambio nacional e
internacional de los perfiles de DNA (Jamieson & Bader, 2016; Shrivastava et
al., 2020), aunque esta cantidad de marcadores no es suficiente para lograr
discriminar entre perfiles genéticos ya que entre mas marcadores de DNA
examinados y comparados, mayor es la probabilidad de que dos individuos no
emparentados tengan genotipos diferentes, por lo que las compafias han
desarrollado kits con mas de 20 marcadores que permitan tener un mayor

poder de discriminacion (Butler, 2010; Shrivastava et al., 2020).

2.8. BASES DE DATOS DE DNA POBLACIONALES Y PARA LA
IDENTIFICACION HUMANA
Las bases de datos en genética forense se apoyan de programas de computo,
los cuales son capaces de almacenar perfiles genéticos y permitir que sean

consultados rapidamente segun las caracteristicas que se deseen (Torres et
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al., 2022). En la genética forense existen bases de datos forenses y bases de

datos poblacionales.

Existen algunas bases de datos forenses importantes entre las cuales se
encuentran: CODIS (Combined DNA Index System) perteneciente al laboratorio
del FBI y ESS (European Standard Set) en donde se establecieron algunos de
los marcadores STR bésicos ya que cuando se analizan los 13 loci de STR de
CODIS la probabilidad media de coincidencia al azar es inferior a una entre un
trillén entre individuos no relacionados (Butler, 2005; Shrivastava et al., 2020).
Ultimamente se ha mejorado la eficacia de las bases de datos expandiendo los
perfiles genéticos, no solo limitandose a la comparacion con los loci centrales
como CODIS, sino incluyendo repeticiones cortas en tandem del cromosoma Y
(Y-STR), DNA mitocondrial (mtDNA), variantes de nucleétido Unico, etc. (Butler,
2006; Shrivastava et al., 2020).

Hoy en dia las bases de datos de DNA se han convertido en una herramienta
muy importante para la genética forense, ya que permiten la comparacion de
perfiles de DNA de escenas del crimen, personas desaparecidas o para algun
otro caso de investigacion, ademas permiten a los laboratorios compartir la
informacion de todos estos perfiles (Vazquez, 2022; Wickenheiser, 2022). El
objetivo de las bases de datos forenses es la identificacion humana,
permitiendo asi vincular la evidencia biolégica encontrada en una escena del
crimen con el perfil de un sospechoso. Cuando la evidencia y el perfil
sospechoso coinciden puede apelarse a que alguien mas podria tener el mismo
perfil de DNA, por esta razon es necesaria la evaluacion estadistica la cual
permite evaluar la frecuencia del perfil genético en la poblacion y asi evitar
asociaciones al azar (Rangel, 2020).Para ello, se requieren de bases de datos

poblacionales.

Las bases de datos poblacionales se utilizan para estimar probabilidades de
coincidencias al azar a través de frecuencias alélicas con un aproximado de
entre 100 a 200 muestras de individuos que son seleccionados para
representar a un grupo de interés en especifico y también permiten la
caracterizacion genética de una region geografica (Butler, 2010).Las bases de

datos poblacionales proporcionan un respaldo estadistico ya que las
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frecuencias alélicas permiten el calculo de parametros estadisticos como:
Probabilidad de coincidencia al azar (PM), Poder de discriminacion (PD),
Heterocigosidad esperada (GD o H), Contenido de informacion del
polimorfismo (PIC), Poder de exclusion (PE) y el indice tipico de paternidad
(TPI) (Butler, 2010; Gouy & Zieger, 2021).

La eficacia de una base de datos poblacional aumenta proporcionalmente a
medida que se incremente el numero de individuos en esta. Sin embargo, es
importante considerar que su conformacion requiere de mucho tiempo y una
inversion de dinero elevada. La base de datos “ideal” seria una que esté
constituida por el perfil de cada individuo de la sociedad (Butler, 2005;
Wickenheiser, 2022).

2.9. GENETICA POBLACIONAL

Una poblacion es un grupo de individuos de la misma especie que viven en la
misma area geografica por un tiempo determinado donde cada uno puede
aparearse aleatoriamente y tener descendencia fértil (Castillo et al., 2019). La
genética de poblaciones estudia en forma cuantitativa las variaciones
genéticas, los cambios en las frecuencias alélicas y genotipicas en las
poblaciones. Ademas, tiene como objetivo caracterizar la diversidad genética
de un conjunto de poblaciones observando que tan relacionados estan los
individuos en funcién de las variaciones en su genoma (Nussbaumet et al.,
2008).

Se puede utilizar la genética de poblaciones para investigaciones criminales
(haciendo coincidir muestras de DNA), para comprobar parentesco como en las
pruebas de paternidad o también para la identificacion de una persona

extraviada (Gouy & Zieger, 2021).

Para la genética de poblaciones es importante obtener una buena
caracterizacion de los alelos en diferentes loci en la poblacion de interés para
poder obtener los parametros forenses mencionados anteriormente (Hernandez
& Trejo, 2014).

La importancia de calcular los parametros estadisticos forenses anteriores

radica en que, aungue dos perfiles de DNA sean idénticos se puede considerar
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como hipotesis alternativa que la muestra no sea parte de la misma persona y
que provenga de otro individuo de la poblacion. Lo mismo ocurre en los
estudios de paternidad en los que se puede considerar que los alelos paternos
del hijo no provienen del padre dubitado sino de otro individuo de la poblacién.
En estos casos se debe estimar la probabilidad de que el perfil genético o los

alelos pertenezca a la poblacion en general (Peral et al., 2015).

Para poder calcular la probabilidad de que un individuo seleccionado al azar de
la poblacion tenga el mismo perfil genético que el de una muestra de DNA
problema se necesita conocer la frecuencia del genotipo en la poblacion. Sin
embargo, es poco factible conocer la frecuencia de cada genotipo en una
poblacion, por lo que se llevan a cabo estimaciones basadas en las frecuencias
alélicas observadas en una muestra poblacional. Para ello se emplea un
estimado como la férmula del equilibrio de Hardy Weinberg (Peral et al., 2015).
A partir de las frecuencias obtenidas se pueden calcular pardmetros forenses
que respaldan estadisticamente los resultados obtenidos. Un ejemplo es la
probabilidad de coincidencia al azar (PM), que es la probabilidad de que dos
muestras elegidas al azar de la poblacion tengan el mismo perfil genético, al
obtener un indice pequefio en este pardmetro indicaria que la probabilidad de
que dos perfiles genéticos coincidan disminuye (Peral et al., 2015).

2.9.1. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS

La frecuencia alélica (FA) es la proporcion relativa de los alelos de una
poblacién y se expresa en porcentaje o en la unidad (Hernandez & Trejo,

2014), y se puede calcular con la siguiente férmula:

nuamero de alelos observados
2n

Donde, n es el tamafio de la muestra analizada.

La frecuencia genotipica (FG) es la cantidad de veces que aparece un
genotipo en la poblacion (Hernandez & Trejo, 2014) y se obtiene a partir de la

siguiente formula:
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namero de genotipos observados

n

Donde n, es el tamafio de muestra analizada.

2.9.2. PROBABILIDAD DE COINCIDENCIA AL AZAR

La probabilidad de coincidencia al azar en genética forense puede tener dos

significados:

1. La probabilidad de coincidencia al azar (PCA) para dos perfiles
idénticos: es la probabilidad de observar una coincidencia aleatoria entre
dos individuos que no estan relacionados y se puede obtener a través de
la formula del equilibrio de Hardy Weinberg para homocigotos y
heterocigotos, y después multiplicando las frecuencias alélicas referidas
en bases de datos (regla del producto), esto es posible porque los alelos

de cada locus se heredan de manera independiente.

2. La probabilidad de coincidencia al azar (PM) como pardmetro forense es
la probabilidad de que existan dos genotipos iguales en la poblacién y se

calcula con la siguiente formula:

Donde, xi? es la frecuencia del genotipo i en un locus (Gouy & Zieger,
2021).

2.9.3. PODER DE DISCRIMINACION (PD)

El poder de discriminacién se define como la probabilidad de discriminar entre

dos individuos no relacionados y se puede obtener con la siguiente formula:
PD = 1-PM

Donde, PM= probabilidad de coincidencia al azar (Gouy & Zieger, 2021).
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2.9.4. HETEROCIGOSIDAD ESPERADA (HE)

La heterocigosidad esperada es la probabilidad de que un individuo sea
heterocigoto en un locus dado, esta depende de las frecuencias alélicas de la

poblacidn. Se puede obtener a partir de la siguiente férmula:

m

He = — (1 —injz)

n—1 ,
=1

Donde, n=numero de loci considerados, m= numero de alelos en el locus jy

xij= son las frecuencias del alelo i en el locus j (Gouy & Zieger, 2021).

2.9.5. HETEROCIGOSIDAD OBSERVADA (Ho)

Es la proporcion de individuos heterocigotos en la poblacion (Gouy & Zieger,

2021). Se calcula de la siguiente manera:

namero de muestras con genotipos heterocigotos

Ho = -
numero total de muestras

2.9.6. HOMOCIGOSIDAD OBSERVADA (H)

Es la proporcién de individuos homocigotos en la poblacion (Gouy & Zieger,

2021). Esta se calcula de la siguiente manera:

namero de muestras con genotipos homocigotos

nuamero total de muestras

2.9.7. CONTENIDO DE INFORMACION POLIMORFICA (PIC)

El contenido de informacion polimérfica es la probabilidad de que los alelos
maternos y paternos de un individuo sean deducibles o la probabilidad de
poder deducir qué alelo ha transmitido un padre al hijo. EI PIC se puede

obtener a partir de la siguiente férmula:

n n 2 n
PICZl—ZPMZ—(ZPMZ) ZP]W4
i=1 i=1 i=1

Donde, PM= probabilidad de coincidencia al azar (Gouy & Zieger, 2021).
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2.9.8. PODER DE EXCLUSION (PE)

El poder de exclusion se define como la fraccion de individuos que tienen un
perfil de DNA que es diferente al de un individuo seleccionado al azar y se

puede obtener a partir de la siguiente férmula:
Poder de exclusion = Ho? (1 — 2Hoh?)

Donde Ho= Heterocigosidad observada y h= Homocigosidad observada (Gouy
& Zieger, 2021).

2.9.9. INDICE TiPICO DE PATERNIDAD (TPI)

El indice tipico de paternidad mide cuantas veces es mas probable que un
posible padre sea el padre real que un hombre seleccionado al azar en cierta

poblacion (Gouy & Zieger, 2021).

TPI = !
" 2h

Donde h= Homocigotos observados en la poblacién.

2.9.10. LEY DEL EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), es un concepto fundamental en
genética de poblaciones y la biologia evolutiva porque describe la relacion de
las frecuencias de alelos y genotipos y establece que las frecuencias de los
genotipos en una poblacidbn permanecen constantes entre generaciones en
ausencia de perturbaciones por factores externos como: mutaciones, seleccién
natural, deriva génica, entre otros (Abramovs et al.,, 2020; Lachance, 2016).
Este principio se puede llevar a cabo si se tienen las siguientes caracteristicas:
a) el apareamiento aleatorio, b) la ausencia de seleccién natural, ¢) una
poblacion muy grande (la deriva genética es insignificante), d) no hay flujo de
migracion de genes, €) no hay mutacion y f) el locus es autosémico, si se llegan
a violar estas condiciones entonces se dice que el equilibrio de Hardy-
Weinberg ha tenido una desviacién (Lachance, 2016). Es evidente que ninguna
poblacion humana cumple con todos los criterios, aunque la mayoria de las
poblaciones se comportan como si estuvieran cerca del HWE (aunque no

cumplan todos los supuestos). Si la poblacion se encuentra en equilibrio de
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Hardy-Weinberg es posible realizar una comparacion entre los genotipos

heterocigotos observados y los esperados (Goodwin et al., 2011).

Cuando una poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, las
frecuencias genotipicas pueden predecirse a partir de las frecuencias alélicas.
La frecuencia del genotipo de un homocigoto puede calcularse utilizando p?y la
de los heterocigotos puede calcularse utilizando 2pq (Lachance, 2016). Cuando
ya se tienen los valores de los genotipos esperados y observados se puede
evaluar si el locus se encuentra en HWE, esto se lleva a cabo a partir de la

prueba de chi-cuadrada (x?) siguiendo la siguiente formula:

x*=x

(Heterocigotos observados — Hetererocigotos esperados>2
Heterocigotos esperados

El objetivo de la prueba de x? es determinar si el conjunto de datos observados
difiere significativamente del conjunto de datos esperado, ya obtenido el
resultado estadistico este debe ser mayor al nivel de significancia (a) que
generalmente es un valor de 0.05, en este caso se considera que las
frecuencias observadas se ajustan a las frecuencias esperadas (los alelos de
los loci son independientes entre si) (Butler, 2010; Goodwin et al., 2001;
Linacre & Tobe, 2013).

2.9.10.1. CORRECCION DE BONFERRONI

Antes de aplicar la correccion de Bonferroni se deben de conocer las pruebas
de hipotesis para la significacion estadistica. En el caso de una identificacion
forense la hip6tesis nula (Ho), indicaria que el perfil genético si pertenece al
individuo, mientras que la hip6tesis alternativa (Hz), indica que el perfil genético
pertenece a otro individuo dentro de la poblacion, estas hipotesis se plantean
para representar condiciones excluyentes por lo que, si la hipo6tesis nula es

rechazada, la hipétesis alternativa debe ser aceptada (Goodwin et al., 2011).

En las hipdtesis planteadas también se pueden generar errores al ser
aceptadas o rechazadas, hay dos tipos de errores: el error tipo I, en el que se
rechaza la hipotesis nula cuando en realidad es verdadera generando un falso
negativo y el error tipo Il, que consiste en aceptar la hipétesis nula cuando en

realidad es falsa generando un falso positivo (Goodwin et al., 2011).
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El nivel de significancia representado por a, representa la probabilidad de
cometer un error tipo I, los valores de alfa comunmente utilizados son: 0.05 que
equivale a un limite de confianza del 95% y 0.01 que equivale a un limite de
confianza del 99%. Al seleccionar el nivel de significancia estamos también
estableciendo la probabilidad de cometer un error de tipo |. De acuerdo con lo
anterior, la obtencion de un valor p< 0.05 provocara el rechazo de la hipotesis
nula, mientras que los valores de p> 0.05 conducen a su aceptacion (Butler,
2010; Goodwin et al., 2011).

Cuando se realizan analisis multiples simultaneamente para varias pruebas
estadisticas independientes se puede aplicar la correccién de Bonferroni que
se basa basicamente en disminuir un valor alfa determinado, ya que un valor
alfa para cada comparacion individual es suficiente, pero no para todo un
conjunto de datos. Se establece que, si una hipétesis nula es verdadera y se
usa p< 0.05 como criterio para todas las pruebas, se observa una diferencia
significativa de 1 en cada 20 pruebas (Armstrong, 2014). El valor de alfa se
reduce teniendo en cuenta el nimero de comparaciones que se realizan
dividiendo n (numero de comparaciones) entre el valor alfa de cada
comparacion, con esto el nivel de significancia ajustado queda de la siguiente

manera:

1—(1—a)%= a/n

Por lo tanto, en el andlisis de datos para el equilibrio de Hardy-Weinberg la
correccion de Bonferroni ayuda a eliminar algan locus que esté por debajo del

nivel de significancia (Butler,2005; Lesack & Naugler, 2011).

2.9.11 EJEMPLO DE UNA IDENTIFICACION CUANDO LOS
PERFILES COINCIDEN.

Tenemos un perfil genético que coincide con un perfil obtenido de un indicio
biolégico en un lugar de investigacion, la coincidencia se establece realizando
una comparacion entre los alelos de cada marcador (esto se hace de manera
automatica en la base de datos), a continuacién, en la Tabla 2 se muestra un

ejemplo representativo:
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Tabla 2. Ejemplo representativo de la comparacion de dos perfiles genéticos

con cuatro marcadores STR.

Marcador [Muestral |Muestra 2
THO1 10,6 10,6
D8S1179 10 10
VWA 19,14 19,14
TPOX 8,13 8,13

Al encontrar una coincidencia entre los dos perfiles se calcula la razon de
verosimilitud o likelihood ratio que es la relacion entre dos hipdtesis que

compiten entre si (Vazquez, 2022).

Ho = ElI DNA presente en la evidencia pertenece al individuo (Hipotesis de la

fiscalia).

Hi= El DNA presente en la evidencia pertenece a otro individuo de la poblacion

(Hipotesis de la defensa).

Y se define como la probabilidad (Pr) de que las pruebas de DNA dada la
hipétesis planteada por la fiscalia (Ho) o por la defensa (H1) y se representa de
la siguiente manera (Vazquez, 2022).

Pr (Hy)
Pr(H,)

La probabilidad de ocurrencia bajo la hipétesis de la defensa es igual a la
probabilidad de observar el perfil si su origen fuera alguien distinto del individuo
sospechoso en la poblacion a la que pertenece este. Es asi que la razon de
verosimilitud se calcula a partir del inverso de la probabilidad de coincidencia al
azar (PCA) (Goodwin et al., 2011; Vazquez, 2022):

Likeli Ratio — ——
ikelihood Ratio PCA
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Tabla 3. Ejemplo hipotético del calculo de PCA y LR en cuatro marcadores

STR. Las frecuencias utilizadas se encuentran reportadas por Hernandez y

Trejo, 2014.
Marcador
STR THO1 D8S1179 |vVWA TPOX
Genotipo |10, 6 10|19, 14 8,13
HWE 2pq p"2 2pq 2pq
calculo |2(0.0111)(0. 2(0.0535)( |2(0.5055)(0.
de HWE |2491) (0.1439)"2(0.0738) 0018)
Proporci
6n del
genotipo 0.00553| 0.02071 0.00790 0.00182

Probabilidad de

Regla del producto coincidencia al azar (PM) |= 1.64555E-09
Se expresa
Indice de como 1en
verosimilitud (LR) LR=1/PM = 607698144| 607698144

Y para calcular la razén de la fuerza de verosimilitud en términos de la fortaleza

se consideran los intervalos de la Tabla 4.

Tabla 4. Intervalos de la fuerza del valor del indice de verosimilitud (Butler,

2005).

El resultado se reporta en un dictamen de la siguiente manera:

“Se determina que el individuo “x” no se excluye como el origen biolégico de la
muestra de DNA, por lo que se realizdé un andlisis estadistico para estimar la
frecuencia de los perfiles genéticos dentro de la poblacién, asi como el indice
de verosimilitud para contrastar la hipétesis nula y la hipotesis alternativa. Con

base en lo anterior, se establece que comparten informacion genética entre si,

Valor de indice de
verosimilitud

Fortaleza de la
evidencia

1--10 Soporte bajo
11--100 Soporte moderado

101 -- 1000 Soporte fuerte
> 1000 Soporte muy fuerte




ademas de presentar la misma frecuencia estadistica siendo esta de 1.6455 x
10° dentro de la poblacion de estudio, con un indice de verosimilitud de
607698144 que indica que la fortaleza de la prueba genética “Soporta muy

fuertemente” la hipotesis de que el individuo “X” es el origen biologico de la
muestra de DNA obtenida” (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

3. HIPOTESIS
La conformacion de una base de datos poblacional, basada en STRs
autosémicos de una poblacion de 50 individuos empleando el kit
PowerPlex Fusion 6C, permitird calcular parametros forenses confiables

para llevar a cabo identificaciones humanas.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GENERALES
Realizar un estudio poblacional de STR autosdmicos en poblacion mestizo-

mexicana empleando el kit PowerPlex Fusion 6C.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES
e Determinar las frecuencias alélicas de los 23 marcadores autosdémicos
del kit comercial PowerPlex Fusion 6C en 50 individuos mestizos

mexicanos de la ciudad de México.

e Llevar a cabo los calculos de genética de poblaciones empleados en la
genética forense para evaluar la utilidad de este estudio poblacional en

la identificacion humana.

e Comparacion de los perfiles obtenidos a través del kit PowerPlex fusién
6C con otros sistemas de perfilado de STR por electroforesis capilar y

por secuenciacion de dltima generacion.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.1. TIPO DE ESTUDIO
Se trata de un estudio observacional, prospectivo, transversal y
comparativo

5.2. POBLACION DE ESTUDIO
En el presente estudio se obtuvieron muestras de sangre periférica de
mujeres 'y hombres mestizos mexicanos, no relacionados

biolégicamente, pertenecientes a la Ciudad De México.

Tabla 5. Datos poblacionales de la Ciudad de México y de los Estados
Unidos Mexicanos (INEGI, 2021a; INEGI, 2021b; INEGI, 2021c; INEGI,
2021d).

Poblacion total (2020) 9,209,944 126 014 024

Poblacion total mujeres 4,805,017 61 473 390
(2020)

Porcentaje de poblacion 308 686 21,611,963
inmigrante (2020)

Tasa de crecimiento total 04 1.1
(2020)
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5.3. CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS

Las muestras utilizadas para este estudio (50 muestras de sangre
obtenidas a partir de puncion venosa) pertenecen a la genoteca
resguardada en el laboratorio de Genética en Investigacion de la
Licenciatura de Ciencia Forense, creada para el proyecto “Analisis del
genoma mitocondrial para la identificaciéon forense en México”, cuyo
responsable es el Dr. José Mariano Guardado Estrada y el cual fue
avalado por la divisibn de investigacion y comision de ética de la

Facultad de Medicina bajo el numero de registro 65/2022 (Anexo 1).

5.4. CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION

5.4.1. INCLUSION

Muestras de sangre periférica de mujeres y hombres no relacionados
biolégicamente, pertenecientes a la Ciudad De México.

5.4.2. EXCLUSION

Individuos relacionados biol6gicamente

5.4.3. ELIMINACION

Muestras contaminadas

5.5. MATERIALES Y METODOS.

5.5.1. MATERIAL

o Termociclador Axygen® MaxyGene Il

o Analizador genético 3500 Hitachi

o Campana de bioseguridad

o Micropipeta Eppendorf de 10 pL

o Micropipeta Eppendorf de 200 pL

o Micropipeta Eppendorf 1000 pL

o Puntas para micropipeta (10 pL, 200 pL y 1000 L)
o Placa para PCR de 96 pozos
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o Vortex

o Guantes de nitrilo

o Tubos Eppendorf de 0.5 mly 1.5 ml
o Polimero POP-7

o PowerPlex® Fusion 6C System

o Hi-Di™ Formamide

o Centrifuga

5.5.2. LOCI INCLUIDOS EN ESTE ESTUDIO

El kit PowerPlex® Fusion 6C es un sistema de 6 colores que permite la co-
amplificacion y la deteccion fluorescente de 18 loci autosdomicos pertenecientes
a la base de datos CODIS (CSF1PO, FGA, THO1, VWA, D1S1656, D2S1338,
D2S441, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391,
D13S317, D16S539, D18S51, D19S433 y D21S11), asi como la amelogenina y
el DYS391 que se utilizan para la determinaciéon del sexo. También se
encuentran los marcadores: Penta D, Penta E, D22S1045, TPOX y SE33, que
se incluyen para aumentar la discriminacion y permitir la busqueda en bases de
datos que incluyan perfiles con estos loci. Por ultimo, contiene loci Y-STR:
DYS570 y DYS576. Este panel esta diseflado para satisfacer las
recomendaciones del CODIS y del ESS (Promega, 2018). Para el desarrollo de

este analisis solo se utilizaran los loci autosémicos siguientes:

D ) T
T T 2 T

THO1 vl DI1s11 OTFSAI0 DS5A14 TROX

CREEE

*hmelagesin

Figura 10. Loci de estudio pertenecientes al kit PowerPlex Fusion 6C. En la parte inferior
se muestra la escala en pares de bases (pb). Los marcadores STR estan ordenados por
tamafio y color de los fluorocromos: FL-6C (azul), JOE-6C (verde), TMR-6C (amarillo), CXR-6C
(rojo) y TOM-6C (violeta).
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5.5.3. METODOS

5.5.3.1. OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras utilizadas para este estudio provienen de la genoteca
resguardada en el laboratorio de genética en investigacion de la Licenciatura
en Ciencia Forense, creada a partir del proyecto “Analisis del genoma
mitocondrial para la identificaciéon forense en México”, cuyo responsable es el

Dr. José Mariano Guardado Estrada.

La recoleccion de las muestras se realizé bajo el consentimiento informado del
proyecto anteriormente mencionado, en el cual se autoriza que las muestras
pueden ser almacenadas y utilizadas en investigaciones futuras por el

laboratorio de genética de la licenciatura en ciencia forense (LCF) de la UNAM.

Las muestras fueron obtenidas de personas mestizo-mexicanas que son
personas nacidas en México, resultado de la mezcla entre nativos americanos
y espafioles, con apellido de origen espafiol y antepasados mexicanos tres
generaciones atras (Aguilar & Rangel , 2020; Rangel et al., 2010) de la Ciudad
de México por personal del laboratorio de genética de la LCF. Para asegurarse
de que los sujetos de estudio cumplian con los criterios antes mencionados se
les pregunto el lugar en donde vivian y el lugar de nacimiento de madre, padre,

abuelos y bisabuelos.

Se realizaron tomas de muestra de sangre periférica en tubos vacutainer con
EDTA y se utilizaron las muestras LCF001-LCFO050.

La extraccion del DNA gendmico de las muestras fue realizada por el Dr.
Christian Céardenas y la Dra. Alexa Villavicencio a partir de sangre total,
realizando una lisis de glébulos rojos utilizando el tampén RBCLA vy
posteriormente el kit DNeasy blood & tissue (Qiagen, Ciudad De México),
siguiendo el protocolo del fabricante (Qiagen, 2020). Estas muestras fueron

almacenadas a -20 °C.
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El desarrollo de la metodologia a partir de la cuantificacion se llevé a cabo en el
laboratorio de genética del Instituto de Servicios Periciales y Ciencias forenses
(INCIFO) de la ciudad de México.

5.5.4. CUANTIFICACION

El volumen de las muestras proporcionado por el laboratorio de genética de la
LCF fue inicialmente de 5 pL, al cual se le realizé una dilucién con 15 pL de
agua libre de nucleasas, para asegurar que el volumen fuera suficiente para el
andlisis completo de la muestra. Posteriormente, se realizdé una cuantificacion
de DNA utilizando el kit investigator Quantiplex (Qiagen, Ciudad De México),

siguiendo los siguientes pasos de acuerdo con el protocolo (Qiagen, 2012):

1. Primero se descongelé la soluciébn tampdn para la dilucion de acidos
nucleicos QuantiTect (Qiagen, Ciudad De México). Antes de utilizarse

debe mezclarse muy bien.

2. Ya que las muestras de DNA se encontraban en almacenamiento en

refrigeracién, se sacaron para descongelarlas.

3. Se prepararon diluciones en serie frescas del DNA control Z1 conforme a
la tabla 6, pertenecientes a la curva estandar (se agrega por duplicado en
la placa), se mezclaron mediante agitacion en vortex por al menos 5
segundos y después se centrifugaron brevemente antes de extraer una
cantidad de alicuota para la siguiente dilucién (se debe utilizar una nueva

punta de pipeta para la siguiente dilucién).
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Tabla 6. Diluciones en serie del DNA de control Z1 para la curva

estandar. *NTC (control negativo, solo se le agrega tampén) (Qiagen,
2012).

STD1 20 DNA no diluido -

STD3 1.25 10 30

STD5 0.078125 10 30

STD7 0.004882813 10 30

4. Después se descongelaron los acidos nucleicos de plantilla y se
mezclaron la mezcla de reaccion FQ y la mezcla de cebador IC YQ

invirtiendo los tubos varias veces.

5. Se preparé una mezcla maestra conforme a la tabla 7, con un volumen
10% mayor al que se requiere para el numero total de reacciones

(incluyendo los controles) para considerar el error de pipeteo.

Tabla 7. Mezcla de reaccién para cuantificacién escalada a ¥ X. Se
escall la reaccion a ¥4 (ya estandarizada en el laboratorio).

1X 9 9 18

6. Se agité en voOrtex la mezcla maestra y se virtieron 5 yL en los pocillos de

una placa de PCR.
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7. Después se anadieron 2 yL de DNA control o 2 yL de DNA muestra a los
pocillos individuales, las cantidades de agua libre de nucleasas indicadas
en la tabla 8 y 2 uL de tampdn solo para los pocillos de NTC.

Tabla 8. Volumen de agua y DNA para cada pozo.

1X - 2

8. Se mezclaron meticulosamente los componentes de la placa y se cerro.

Cuando la placa estaba lista se analiz6 utilizando el Applied Biosystems
7500 Real-Time PCR System (Thermo Fisher, Ciudad De México),
siguiendo las condiciones del protocolo de ciclado del fabricante que se
encuentran en la tabla 9. Después se realizé el analisis de los resultados
con el software HID Real-Time PCR Analysis Software v1.5.1.(Thermo
Fisher, Ciudad De México).

Tabla 9. Condiciones de ciclado de ciclado para el sistema de PCR en tiempo

real Applied Biosystems 7500 del fabricante.

Paso Temperatura °C Tiempo numero de ciclos

Desnaturalizacion 95 °C 5s

40 ciclos

Para identificar o descartar alguna contaminacién de las muestras de estudio
por parte del analista se obtuvo su perfil genético de los marcadores STR
utilizados (Anexo 1) (Qiagen, 2012).
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5.5.5. AMPLIFICACION DE LOS STR

Para realizar la amplificacion se utilizé el kit PowerPlex® Fusion 6C System de
Promega (Ciudad de México). Para comenzar se sacaron las muestras de
refrigeracion y se les realizdé una centrifugacion y agitacion en voértex para que
la cantidad de muestra que se encuentre en la tapa y en las paredes del tubo
no se pierda. Después se rotularon tubos eppendorf de 0.5 pL para cada
muestra de DNA y uno de 1.5 pL para preparar la mezcla de los reactivos
(Promega, 2018).

Se determiné el numero de reacciones junto con el control positivo (muestra de
DNA ya estandarizada por el laboratorio) y negativo (agua de grado de
amplificacion), considerando una reaccion mas por el error de pipeteo. Al
terminar los célculos, se sacaron los reactivos del kit de refrigeraciéon y se

agitaron en un vortex por aproximadamente 15 segundos.

En un tubo eppendorf de 1.5 pL se preparé una mezcla entre el PowerPlex®
Fusion 6C 5X Master Mix y el PowerPlex® Fusion 6C 5X Primer Pair Mix y al
terminar se les agité en vortex. Después se preparé la mezcla de reaccion, se
escal6 a ¥ de reaccion (ya estandarizado en el laboratorio) de acuerdo con la
tabla 10, y se afladieron las cantidades de DNA y agua segun las tablas 11,12
y 12. Se agité cada tubo en vortex, se centrifugaron y se revisaron que
estuvieran cerrados correctamente. Acto seguido se metieron los tubos al
termociclador bajo las condiciones indicadas en las tablas 14 y 15 (Promega,
2018).
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Tabla 10. Volimenes para la mezcla de amplificacion por PCR.

Componente de mezcla de Volumen por
amplificacion

Volumen por reaccién reacciéon

PowerPlex® Fusion 6C 5X

Master Mix 5puL 1.2 uL

DNA Hasta 15 uL Variable

Tabla 11. Volumenes de agua y DNA utilizados para una concentracion de 2ng/
pL de DNA.

Volumen de|Volumen de |NUmero
Muestra agua (uL) |DNA (uL) |de ciclos
LCF 035
LCF 037

27 ciclos
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Tabla 12. Volimenes de agua y DNA utilizados para una concentracion de
4ng/uL de DNA.

Volumende |[Volumende |NUmero
Muestra agua (uL) DNA (uL) de ciclos
LCF 010 o 4
LCF 031

LCF 034 27 ciclos
LCF 041

LCF 044
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Tabla 13. Volumenes de agua y DNA utilizados para una concentracion de
8ng/uL de DNA.

Volumen de DNA B .
Muestra Volumen de agua (uL) (L) Numero de ciclos

LCF 001 3 1

| lcroos | 31 | 09 |

Tabla 14. Condiciones de ciclado para PCR multiplex con el kit PowerPlex
Fusion 6C.

96 °C 60°C

Variable
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Tabla 15. Ajuste del nimero de ciclos

Concentracion Numero de
de DNA (ng) ciclos

1ng 28
2ng 27
4 ng 26
8ng 25

5.5.6. ELECTROFORESIS CAPILAR

Después de realizar la amplificacion las muestras pueden llevarse a
refrigeracion o pasar directamente al paso de electroforesis capilar. Se rotuld
una placa de 96 pozos y se calcularon las cantidades de reactivos de acuerdo
con el protocolo que indica el fabricante realizando una mezcla entre WEN ILS
500 (estandar de tamafio interno) (Promega, Ciudad De México) y formamida

de la siguiente manera:
[(0.5ul WEN ILS 500) x (# muestras)] + [(9.5ul formamida) x (# muestras)]

Después se agitdé en vortex la mezcla (con cantidades ya estandarizadas
anteriormente en el laboratorio) y se agreg6 en cada pocillo 12 pL de la mezcla
de formamida/ estandar interno, en el primer pocillo se agregé 1 uL de
PowerPlex® Fusion 6C Allelic Ladder Mix y en los pocillos restantes 1 pL de las
muestras amplificadas de DNA, evitando en todo momento hacer burbujas
dentro de la placa y por ultimo se cerré la placa correctamente (Promega,
2018).

Después se realizé una hoja de corrida en el software Data Collection v3 y la
placa se mete al analizador genético 3500 Hitachi para comenzar con el
corrimiento electroforético (realizado bajo las condiciones que marca el
fabricante) (Promega, 2018). Al terminar, los resultados fueron analizados con

el software GeneMapper® ID-X Software Version 1.5.
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Tabla 16. Pardmetros utilizados para llevar a cabo la electroforesis capilar
(3500 Genetic Analyser).

Ajustes para Applied

Parametro Byosistems 3500
Tipo de aplicacién Fragmentos
Longitud del capilar 36 cm
Polimero POP7
Temperatura de horno 60°C
Tiempo de inyeccion 3s
Voltaje de inyeccion 1,2 kv
Tiempo del ciclo 1,500 s

5.5.7. INTERPRETACION DE PERFILES STR

El software GeneMapper® ID-X Software Version 1.5., remueve la
superposicion espectral en los perfiles debido a que los espectros de los
colorantes utilizados para etiquetar a los productos de PCR se traslapan y se
obtienen como datos brutos picos compuestos por mas de un colorante
(Goodwin et al., 2011; Ranjan et al., 2020). GeneMapper permite calcular el
tamafo de los picos generados por los fragmentos amplificados (Ranjan et al.,
2020). Para poder calcular el tamafio, altura y area de los picos, se afiade
a los productos de PCR un estandar de tamafio antes de someterlos a la
electroforesis, este también se encuentra marcado por un colorante
fluorescente, y el programa hace una comparacion del estandar con los
productos de PCR. La altura de los picos se mide en unidades de
fluorescencia relativa (RFU), y la altura del pico dependera de la cantidad
de producto de PCR que se detecta (Thompson & Black, 2007).

El software también es capaz de asignar a cada alelo un numero que
representa la cantidad de repeticiones que contiene y esto lo logra a partir de
un reactivo llamado escalera alélica, que contiene la mayoria de los alelos
posibles que puede contener un loci (Ranjan et al., 2020). Para que los alelos
sean nombrados deben caer dentro de una ventana de 1pb, es decir en £0.5 pb
del tamafio de la escalera, si los alelos difieren en mas de este valor se
clasifican como fuera de la escalera (OL) (Butler, 2010; Goodwin et al., 2011).

Los resultados obtenidos por GeneMapper son los electroferogramas de los
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perfiles genéticos de las muestras y ademas un documento de texto (.txt) que

contiene los alelos para cada marcador genético.

Los perfiles genéticos de STR deberian generar las mismas designaciones de
alelos en cualquier laboratorio independientemente de las variaciones en la
metodologia del laboratorio en el que se realizé el analisis, ademas los loci
marcadores incluidos en diferentes kits comerciales también deberan producir
resultados idénticos (Goodwin et al., 2011).
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Figura 11. Ejemplo representativo de un electroferograma. El nhombre de los marcadores
STR estan sefialados en el recuadro amarillo, las unidades relativas de fluorescencia (RFUs)
(Eje Y) se encuentran sefialadas con azul, la escala de pares de bases (pb) (eje X) con la que
se mide el tamafio de los fragmentos, se encuentra sefialada con el recuadro morado y los
alelos se encuentran sefialados en rojo (heterocigoto) y rosa (homocigoto). Electroferograma
obtenido en este proyecto.

5.5.8. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 una base de datos y se analiz6 la capacidad del kit PowerPlex fusién
6C como herramienta para la identificacion humana, obteniendo las frecuencias
alélicas y genotipicas. Para esto se ordenaron los datos obtenidos con el
software GeneMapper en el programa Excel, creando una matriz general de
todos los alelos obtenidos para cada locus de cada muestra (tabla 17 y tabla

18), esta matriz se analiz6 en el programa Access para realizar la cuenta de los
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genotipos repetidos para cada locus y se obtuvieron matrices individuales para
cada uno de los marcadores (tabla 19) a partir de las cuales se obtuvieron las
frecuencias alélicas (en el programa Excel) para cada uno de los alelos de las

muestras (tabla 20).

Tabla 17. Formato de Excel para su andlisis en el programa Access.

Muestra LocusX LocusX.1 LocusY LocusY.1 LocusZ LocusZ.1

Nombre de | n° del alelo | n° del alelo | n° del alelo [ n° del alelo | n° del alelo | n° del alelo
la muestra 1 2 1 2 1 2

Tabla 18. Ejemplo representativo del formato para su analisis en el programa

Access.
Muestra TPOX TPOX VWA VWA SE33 SE33
LCFO01 8 8 16 16 18 28.2
LCF002 8 11 17 17 28.2 31.2

Tabla 19. Matriz para cada locus generada por el programa Access. Datos

obtenidos en este proyecto.

Cuenta De
VWA VWA.1 Muestra

14 15 1

14 16 1

14 17 1

15 16 4

15 17 1

15 18 1

16 16 7

16 17 9

16 18 10

16 19 1

17 17 7

17 18 4

17 19 1

18 18 2
Total i 50
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Tabla 20. Matriz generada en el programa Excel para el calculo de las

frecuencias alélicas. Matriz para el marcador VWA generada en el presente

estudio.
Alelos

Allele 14 15 16 17 18 19| Cuenta [totales|Frecuencia

14 1 1 1 3 3 0.03

15 4 1 1 6 7 0.07

16 7 9 10 1 27 39 0.39

17 7 4 1 12 30 0.3

18 2 i 2 19 0.19

19 0 2 0.02

VWA Total 0 1 12 18 17 2 50 100 1

Después a través del software STRAF 2.0.8: STR Analysis for Forensics a
partir de la matriz generada por el programa Access para todos los marcadores
en formato de texto separado por tabuladores, se obtuvieron los siguientes
parametros forenses para cada uno de los STR autosémicos analizados:
Probabilidad de coincidencia al azar (PM), Poder de discriminacién (PD),
Heterocigosidad esperada (GD o H), Contenido de informacion del
polimorfismo (PIC), Poder de exclusion (PE) y el indice tipico de paternidad
(TPI) y se determiné si las muestras se encontraban dentro del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Por ultimo, se realizé una comparacion cualitativa con los
datos obtenidos en las mismas muestras a partir de secuenciacion de ultima
generacion que se llevé a cabo en el laboratorio de genética de la Licenciatura
de Ciencia Forense de la UNAM y un el kit comercial Investigator 24 Plex de
Qiagen (Ciudad de México) para determinar si hay diferencias entre estos

sistemas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La figura 12 presenta uno de los 50 electroferogramas obtenidos donde se
observan los 23 marcadores autosémicos analizados en este estudio, ademas
cuatro marcadores para determinar el sexo (tres STRY y la amelogenina). En
cada locus se detectan picos que corresponden a los dos alelos, uno
proveniente de la madre y otro del padre. Si se obtuvo como resultado un solo
pico, nos indica que el individuo es homocigoto en ese locus y si se obtuvieron

dos picos, es heterocigoto (Butler, 2015).

En los electroferogramas para cada una de las muestras, se observa que en la
muestra LCF 002 hay un alelo “fuera de la escalera alélica” en el marcador
D12S391 (Anexo 1), esto se debe a que es un alelo que no cae en la escala
especifica del locus correspondiente a la escalera alélica determinada por el kit
PowerPlex Fusion 6C y para verificarlo se pueden analizar nuevamente con un
kit diferente al utilizado. En este estudio se realiz6 la comparacion con el kit
Investigator 24 Plex de Qiagen donde también se obtuvo este alelo “fuera de la
escalera alélica”, pero al realizar la secuenciacion de Ultima generacion se
logro obtener el alelo correspondiente (Barbosa et al., 2010; Jamieson & Bader,
2016). También en el electroferograma de la muestra LCF 050 (anexo 1) se
obtuvo un alelo nulo en el marcador Penta E, esto se debe a que son alelos
presentes en el DNA que no fueron amplificados debido a que probablemente
existan mutaciones en las regiones que flanquean a los STR y es donde se
unen los cebadores de los marcadores genéticos y esto provoca que no se
lleve a cabo la amplificacion de uno o de ambos alelos presentes en ese locus.
Los alelos nulos pueden comprobarse con una amplificacibn con un nuevo
juego de cebadores de otro kit comercial (Butler, 2006). En el caso de este
estudio, no fue posible comprobar con otro juego de cebadores, ya que el kit

con el que se compararon los datos no contiene el marcador Penta E.

Se obtuvieron las frecuencias alélicas a partir de las matrices generadas por el
programa Access, estas se presentan en la tabla 21, donde se observa que el

marcador con la mas alta variedad de alelos fue el SE33, seguido de penta E.
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Figura 12. Electroferograma de la muestra LCF015. Ejemplo representativo para una de las
50 muestras analizadas. El nombre de los marcadores STR estan sefialados en el recuadro
rojo, las unidades relativas de fluorescencia (RFUs) (Eje Y) se encuentran sefialadas con azul,
la escala de pares de bases (pb) (eje X) con la que se mide el tamafio de los fragmentos, se
encuentra sefialada con el recuadro amarillo y los alelos se encuentran sefialados en morado
(heterocigoto) y rosa (homocigoto). Electroferograma obtenido en este proyecto.
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Tabla 21. Frecuencias alélicas obtenidas de los 23 loci autosémicos analizados por el kit PowerPlex Fusion 6C para 50

individuos mestizos mexicanos de la CDMX.

Alelo D3S1358|D1S1656|D2S441 |D10S124{D13S317|PentaE [D16S539|D18S51 |D2S1338|CSF1PO |PentaD [THO1 WA D21S11 [D7S820 |D5S818 [TPOX D8S1179[D12S391|D19S433|SE33 D22S104{FGA
22 0.01

6 0.3 0.02

7 0.06 0.01 0.26 0.01 0.03 0.01

8 0.06 0.01 0.01 0.09 0.07 0.01 0.48 0.01

9 0.22 0.1 0.01 0.02 0.26 0.09 0.11 0.07 0.05
9.3 0.25
10 041 0.01 0.11 0.23 0.3 0.23 0.01 0.26 0.1 0.06 0.08
11 0.01 0.34 0.01 0.21 0.07 0.21 0.01 0.26 0.16 0.29 0.36 0.28 0.06 0.08
113 0.03
12 0.1 0.04 0.03 0.23 0.2 0.31 0.07 0.3 0.12 0.21 0.31 0.1 0.1 0.05 0.01
13 0.01 0.16 0.03 0.2 0.08 0.11 0.11 0.15 0.09 0.17 0.05 0.11 0.28 0.17 0.01 0.01
132 0.13
14 0.04 0.1 0.14 0.39 0.08 0.14 0.04 0.16 0.01 0.01 0.03 0.03 0.01 0.34 0.23 0.03 0.02
14.2 0.06
15 0.48 0.19 0.01 0.3 0.01 0.11 0.12 0.01 0.07 0.1 0.03 0.22 0.03 0.48
15.2 0.08
153 0.01
16 0.23 0.16 0.05 0.09 0.17 0.02 0.39 0.02 0.03 0.04 0.35
16.2 0.02
16.3 0.02
17 0.17 0.03 0.01 0.02 0.17 0.21 0.01 0.3 0.01 0.08 0.01 0.06 0.04
17.3 0.17 0.02 0.01
18 0.06 0.01 0.05 0.05 0.04 0.19 0.15 0.13 0.01 0.01
18.2 0.01
183 0.03 0.01
19 0.01 0.05 0.06 0.17 0.02 0.34 0.12 0.07
193 0.01
20 0.04 0.02 0.13 0.16 0.07 0.09
21 0.01 0.01 0.03 0.11 0.01 0.07
212 0.02
22 0.01 0.09 0.05 0.02 0.12
23 0.01 0.18 0.04 0.18
24 0.06 0.15
242 0.04
25 0.05 0.01 0.14
252 0.05
26 0.01 0.12
26.2 0.05
27 0.01 0.03 0.04
27.2 0.1
28 0.03
28.2 0.05
29 0.16
29.2 0.12
30 0.31
30.2 0.02 0.01

312 0.14 0.02
322 0.19 0.01
33.2 0.05
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Para que las frecuencias alélicas obtenidas permitan desarrollar una base de
datos deben estar en equilibrio de Hardy-Weinberg ya que este modelo propone el
comportamiento “ideal” de una poblacion y permite la relacion entre las
frecuencias alélicas con las genotipicas, generalmente se utilizan las frecuencias
alélicas en vez de las genotipicas ya que, es complicado hacer la estimacion de
todos los genotipos de una poblacion. En cuanto a las frecuencias alélicas si se
encuentran en HWE entonces seran constantes y podran ser utilizadas en las

generaciones futuras (Thompson & Black, 2007).

De los 23 loci autosdmicos para los que se calcul6 el equilibrio de HWE como se
muestra en la Tabla 22, dos no se encontraron en equilibrio: D2S1338 vy
D10S1248, pero al aplicar la correccion de Bonferroni (P>0.0021) se perdieron las
desviaciones del HWE. Se aplica dicha correccion cuando se realizan
simultdneamente varias pruebas estadisticas independientes ya que, un valor alfa
determinado (en este caso a=0.05) puede ser adecuado para comparaciones
individuales, pero no para todo un conjunto, por lo que el valor alfa debe
disminuirse para tener en cuenta el nimero de comparaciones que se realizan. La
aplicacion de esta correccion elimina el estigma de que un locus que esté por
debajo del umbral del 5% (Butler, 2005).
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Tabla 22. Resultados del equilibrio de Hardy-Weinberg obtenidos con el software
STRAF 2.0.8: STR Analysis for Forensics para los 23 loci STR del kit PPF6C. *Se

aplicé la correccion de Bonferroni (p>0.0021)

Locus HWE (o= 0.05) [Resultado
CSF1PO 0.479 Equilibrio
D10S1248 0.050 Desequilibrio*
D12S391 0.421 Equilibrio
D13S317 0.789 Equilibrio
D16S539 0.917 Equilibrio
D18S51 0.596 Equilibrio
D19S433 0.943 Equilibrio
D1S1656 0.179 Equilibrio
D21S11 0.205 Equilibrio
D2251045 0.559 Equilibrio
D2S1338 0.013 Desequilibrio*
D2S441 0.779 Equilibrio
D3S1358 0.864 Equilibrio
D5S818 0.926 Equilibrio
D7S820 0.104 Equilibrio
D8S1179 0.693 Equilibrio
FGA 0.890 Equilibrio
Penta D 0.131 Equilibrio
Penta E 0.692 Equilibrio
SE33 0.053 Equilibrio
THO1 0.339 Equilibrio
TPOX 0.978 Equilibrio
VWA 0.699 Equilibrio

Dado que, en este estudio los 23 loci autosémicos se encontraron en equilibrio
HW (Tabla 22) se pueden utilizar sus frecuencias alélicas para predecir las
frecuencias genotipicas para las futuras generaciones y con esto calcular los
parametros forenses para comparar dos perfiles de DNA (Thompson & Black,
2007).

Las frecuencias alélicas también fueron utilizadas para calcular los parametros
forenses que se muestran en la Tabla 23, que son: Probabilidad de coincidencia al
azar (PM), Poder de discriminacion (PD), Heterocigosidad observada (Ho),

Homocigosidad observada (H), Heterocigosidad esperada (GD), Contenido de
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informacion del polimorfismo (PIC), Poder de exclusion (PE) y el indice tipico de
paternidad (TPI).

En la Tabla 23 se muestra que, el poder de discriminacion mas alto lo obtuvo el
marcador SE33 lo que indica que, este marcador brinda una alta probabilidad de
discriminacion entre individuos empleando el kit PowerPlex Fusion 6C (PPF6C).
También podemos observar que este mismo marcador obtuvo el valor mas alto de
poder de exclusion, lo que le confiere al kit PPF6C una disminucion de la
probabilidad de que existan asociaciones con un perfil al azar dentro de la
poblacion. Para la probabilidad de coincidencia al azar, los valores mas bajos son
para el marcador SE33, seguido del Penta E, apoyando también a que estos
disminuyan la asociacién con algun perfil al azar. De acuerdo con los datos para el
contenido de informacion del polimorfismo (PIC) el valor mas alto lo obtuvo el
marcador SE33 (Gouy & Zieger, 2021).En esta tabla también se pueden observar
los valores para el indice tipico de paternidad (ITP) que mide cuantas veces es
mas probable que un individuo sea el padre real que un hombre seleccionado al
azar en la poblacion (Gouy & Zieger, 2021). Para este parametro el marcador

SE33 obtuvo el valor mas alto.

El locus SE33 obtuvo los valores mas representativos para todos los parametros
de interés forense, lo que indica que es el marcador mas informativo para el
sistema, todo esto puede deberse a que es el marcador con la mayor cantidad de
alelos. Por el contrario, el marcador con valores menos representativos para la
mayoria de los parametros estudiados fue el TPOX, esto también puede deberse a

la poca cantidad de alelos que tenia el locus.
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Tabla 23. Pardmetros estadisticos calculados para los 23 loci autosdmicos estudiados con el kit PPF6C en poblacion mestiza-

mexicana de la CDMX.

Probabilidad de Poder de poder de | indice tipico Contenido de

coincidencia al | discriminaciéon | heterocigosidad | Homocigotos | exclusiéon |de paternidad | Heterocigosidad informacioén

Locus azar (PM) (PD) observada (Ho) |[observados (h) (PE) (ITP) esperada (He) polimérfica (PIC)
CSF1PO 0.1208 0.8792 0.76 0.24 0.527030 2.083 0.7511 0.6986946
D10S1248 0.1424 0.8576 0.66 0.34 0.369131 1.471 0.7214 0.66535986
D12S391 0.0688 0.9312 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.8204 0.7916533
D13S317 0.0592 0.9408 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.8343 0.80305108
D16S539 0.0864 0.9136 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.7911 0.75042516
D18S51 0.0464 0.9536 0.88 0.12 0.754774 4.167 0.8768 0.8536588
D19S433 0.0544 0.9456 0.88 0.12 0.754774 4.167 0.8475 0.81940194
D1S1656 0.0536 0.9464 0.88 0.12 0.754774 4.167 0.8699 0.84558552
D21S11 0.0712 0.9288 0.82 0.18 0.636671 2.778 0.8224 0.8014485
D22S51045 0.1976 0.8024 0.64 0.36 0.341652 1.389 0.6448 0.57577956
D2S1338 0.0624 0.9376 0.84 0.16 0.675254 3.125 0.8691 0.8451156
D2S441 0.1424 0.8576 0.68 0.32 0.398004 1.563 0.7002 0.64108308
D3S1358 0.1512 0.8490 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.6893 0.63826356
D5S818 0.1064 0.8936 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.7537 0.70808818
D7S820 0.1024 0.8976 0.80 0.20 0.599040 2.500 0.7925 0.7519669
D8S1179 0.0872 0.9128 0.76 0.24 0.527030 2.083 0.7832 0.74471886
FGA 0.0384 0.9616 0.86 0.14 0.714667 3.571 0.8859 0.8643421
PentaD 0.0824 0.9176 0.80 0.20 0.599040 2.500 0.8176 0.78213858
PentaE 0.0371 0.9629 0.88 0.12 0.749830 4.083 0.8969 0.87780000
SE33 0.0320 0.9680 0.90 0.10 0.795420 5.000 0.9309 0.91631676
THO1 0.1168 0.8832 0.82 0.18 0.636671 2.778 0.7713 0.72442228
TPOX 0.1640 0.8360 0.78 0.22 0.562463 2.273 0.6814 0.62806494
VWA 0.1288 0.8712 0.68 0.32 0.398004 1.563 0.7228 0.66727924
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Ademas, en la Tabla 24 se muestran los valores combinados de los parametros
forenses para el kit. En cuanto al indice tipico de paternidad combinado, este fue
de 2, 370,927,252, de acuerdo con lo establecido para los laboratorios en México,
la paternidad biolégica se considera acreditada cuando la paternidad es mayor a
99.9% (Probabilidad de paternidad= (ITP/ITP+1)x100), el resultado obtenido para
el kit PPF6C fue de 99.9999% lo que indica que la base de datos generada brinda
una alta probabilidad de que un posible padre sea el padre real antes que un
hombre seleccionado al azar en la poblacién estudiada (Easy DNA México, 2020;
Gouy & Zieger, 2021).

La probabilidad de coincidencia al azar (PM) es la probabilidad de que dos
muestras elegidas al azar de la poblacion tengan el mismo perfil genético (Gouy &
Zieger, 2021; Hernandez & Trejo, 2014; Michaelis et al., 2008), el valor combinado
para el kit fue de 1.36195x102° lo que indica entonces que la probabilidad de que
existan asociaciones con un perfil al azar de la poblacion estudiada es de
1.36195x102° por lo tanto la probabilidad disminuye, al utilizar la base de datos
generada en este estudio ademas, cuantos mas loci de utilizan para la base de
datos, mas pequefio se vuelve el valor del PM (Craig, 2010), por lo que se puede
decir que el niumero de marcadores utilizados por el kit PPF6C le confiere a la
base de datos una alta probabilidad de discriminacion (Butler, 2010).

El poder de discriminacién es la probabilidad de que dos muestras elegidas al azar
no tengan el mismo perfil genético (Craig, 2010), ya que el poder de discriminacién
combinado obtenido fue de 89.85% indica que la base de datos generada brinda
una alta probabilidad de discriminacion entre individuos. Por otro lado, el Poder de
exclusion es la probabilidad de excluir un perfil seleccionado al azar dentro de la
poblacién estudiada de un perfil genético de estudio (Jamieson & Bader, 2016),
mayores probabilidades de exclusion reflejan que las coincidencias son menos
probables por lo que el resultado no sera por mera casualidad (Jamieson & Bader,
2016). Ya que el valor obtenido para el poder de exclusibn combinado fue de
99.99% entonces se puede decir que al utilizar la base de datos generada en el

estudio se disminuye la probabilidad de que existan asociaciones con perfiles al
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azar de la poblacion de estudio y demuestra la capacidad del kit PowerPlex Fusion

6C como herramienta para la identificacion humana.

Tabla 24. Resultado de los indices combinados del kit PowerPlex Fusion 6C para
23 loci STR estudiados en una poblacibn mestiza-mexicana de la CDMX.
Parametros estadisticos de interés forense (PEIF), Ho= heterocigotos observados,
He= Heterocigotos esperados, PD= poder de discriminacion, PE= poder de
exclusion, PM= probabilidad de coincidencia al azar, ITP= indice tipico de
paternidad.

Kit PPF6C

PEIF Valor combinado
Ho 0.004250939
He 0.004534955
PD 0.101494889
PE 3.1630E-06
PM 1.36195E-25
ITP 2370927252

Se compararon los 50 perfiles obtenidos de manera cualitativa con el kit
Investigator 24 Plex (ya validado en el laboratorio y utilizado satisfactoriamente
para desarrollar una base de datos) y con los resultados de la secuenciacion de
dltima generacion para las primeras 32 muestras, obteniendo los resultados que
se presentan en la Tabla 25 donde, no hubo diferencias entre los dos analisis con
los kit comerciales y la secuenciacion de Ultima generacién, lo que demuestra la
capacidad del kit PPF6C como una herramienta para la identificacion humana en
un laboratorio forense de manera preliminar, mientras logra acoplarse al nUmero
de muestras requeridas por la mayoria de los datos poblacionales publicados
anteriormente (Gonzélez et al., 2019; Hernandez & Trejo, 2014; Martinez et al.,
2019; Melo et al., 2022; Ramirez, 2014). Ademds, el objetivo de estas
comparaciones también es solucionar problemas como los presentados en el caso
de la muestra LCF002 (alelo fuera de la escalera alélica) y LCFO050 (alelo nulo en
el Locus Penta E) (Anexo 1), que como ya se mencion0 anteriormente pueden
resolverse utilizando un kit con una escalera alélica diferente o cebadores
diferentes, en este caso la secuenciacion de ultima generacion es muy util ya que

permite la lectura de millones de secuencias de DNA en forma masiva y paralela
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(Rubio et al., 2020). Como se puede observar en la tabla 25, se logré obtener el
alelo correspondiente a la muestra LCF002 del locus D12S391 (23, 28), esto no se
pudo realizar para la muestra LCF050 ya que solo se realizé la secuenciacion de
ltima generacion hasta la muestra LCF032.
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Tabla 25. Ejemplo representativo de la comparacion entre el kit comercial Investigator 24plex, secuenciacion de Ultima
generacion y el kit PowerPlex Fusion 6C en muestras de 5 individuos.

Locus Muestra 001 Muestra 002 Muestra 003 Muestra 004 Muestra 005

Kit SECM PPF6C 24Plex SECM PPF6C 24Plex SECM PPF6C 24Plex SECM PPF6C 24Plex SECM PPF6C 24Plex |Sin marcador
D1S1656 (11,13 11,13 11,13 13,18.3 13,183 (13,183 |[12,15 12,15 12,15 12,14 12,14 12,14 14,17.3 |14,17.3 |[14,17.3 |Coinciden
TPOX 8,8 8,8 8,8 8,11 8,11 8,11 8,11 8,11 8,11 11,12 11,12 11,12 11,11 11,11 11,11 No coinciden

D2S441 10,15 10,15 10,15 11,12 11,12 11,12 11,14 11,14 11,14 10,11 10,11 10,11 10,11.3 |10,11.3 |10,11.3

D2S1338 24,24 24,24 24,24 19,24 19,24 19,14 17,25 17,25 17,25 18,23 18,23 18,23 17,23 17,23 17,23

D3S1358 [14,15 14,15 14,15 17,17 17,17 17,17 16,18 16,18 16,18 14,15 14,15 14,15 16,17 16,17 16,17

D4S2408__[9,9 11,12 10,11 9,11 9.9

FGA 2124|2124 |2124 _ |2324 _ |2324 _ |2324 __ |2426 __ |2426 _ |2426 _ |2325 _ |2325 _ |2325 _ [2225 _ |2225 _ |2225
D5S818 _ [11,13 _ [11,13  [11,13  [1212  |1212  [1212 |91 9,11 9,11 1012|1042 [1042  [113 _ [1113 _ |11.13
CSFIPO_ |11,12  [1112  [1112  [1212  [1212 _ [1212 _ [10411 _ [10411 _ [1011 _ [1011 _ [1011 _ [1011 _ [11,12  [1112  [11,12
D6S1043 _[11,14 12,14 11,13 11,12 12,18

D7S820 _ [1011 1041  [1011  [1013 1043  [1013 |81l 8,11 8,11 1213|1243 [1213 10,10 _ |10,10 _ |10,10
D8S1179 [1014 10,14 _ [1014  [1315 13,45  [13,15  [1214  |1244  |12,14  [1313 1343  [1313  [1314  |1314  [13,14
D9S1122 |13,13 13,13 13,13 12,13 12,13

D10S1248 [1315  [1315  [1315  [1314  [1314  [1314  [1314 (1314  [1314  [1415  [1415  |1415  |1316  [13,16  |13,16
THOL 6.9.3 693 693  [7.9 7.9 7.9 793 793 793 |89 8.9 8.9 7.9 7.9 7.9
VWA 1616 16,16  [1616  |1717  |1747  |1747  |1417  |1417  [1417  [1718 1748  [17,18  |1718  |17,18  [17,18
D12S391 183,20 [18.3,20 (18320 [2328 |CIOUNNBESOM 1921  [1921  [1921  [1518  |1518  |1518  |20,20 _ [20,20 20,20
D13S317__[9.9 9,9 9.9 9,13 9,13 9,13 1011 1011|1011 |88 8,8 8,8 9.9 9.9 9.9
PentaE__ [11,14 11,14 1416|1416 1215 |12,15 711 7,11 1319 13,19

D16S539 [1112 11,12  [11,02  [1212 1242  [1242 1112 |11,12  [1112 |91 9,11 9,11 1314 1314|1314
D17S1301 |11,13 13,13 12,12 11,11 11,12

D18S51 13,14 13,14 13,14 16,17 16,17 16,17 12,16 12,16 12,16 17,19 17,19 17,19 16,20 16,20 16,20

D19S433 |14.2,15 142,15 142,15 |13,13.2 13,132 [13,13.2 [13,13 13,13 13,13 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15 13,15

D20S482 14,15 13,13 13,14 14,14 13,14
D21S11 31.2,33.2 |31.2,33.2 |31.2,33.2 |30,31.2 [30,31.2 (30,31.2 |29,33.2 [29,33.2 |29,33.2 28,30 28,30 28,30 26,312 26,312 |26,31.2
PentaD 10,13 10,13 9,15 9,15 9,10 9,10 12,13 12,13 10,10 10,10

D22S1045 |15,16 15,16 15,16 16,17 16,17 16,17 15,16 15,16 15,16 15,16 15,16 15,16 16,16 16,16 16,16

SE33 18,28.2 18,28.2 28.2,31.2 |128.2,31.2 18,22 18,22 20,26.2 |20,26.2 18,29.2 |18,29.2
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En la Tabla 26, se compararon los pardmetros del kit PowerPlex Fusion 6C con los
valores del kit Investigator 24 Plex y como se puede observar los indices que obtiene
el kit PowerPlex Fusion 6C tienen el mismo orden de magnitud, incluso en el
parametro PM en el sistema PPF6C fue de una magnitud mas, esto puede deberse a
que el kit PPF6C tiene un mayor numero de marcadores (23 marcadores
autosomicos) que el kit Investigator 24 Plex (21 marcadores autosémicos), lo que
permite que el sistema PPF6C tenga valores mas representativos para los
parametros de interés forense (Butler, 2007; Vazquez, 2022), ya que los indices
combinados del kit PPF6C son muy parecidos a los del kit 24 Plex, se puede decir
gue constituye una buena herramienta para la identificacion humana y que se puede
utilizar satisfactoriamente para predecir de forma fiable las frecuencias alélicas y
genotipicas de la poblacion de manera provisional mientras se aumenta su namero
de muestras. Ademas, algunos estudios mencionan que las frecuencias alélicas
entre las bases de datos poblacionales de tamafio pequefio y grande (para la misma

poblacién) rara vez difieren significativamente para los alelos comunes (Butler, 2006).

Tabla 26.Comparaciéon de los parametros estadisticos forenses entre el kit
PowerPlex Fusion 6C y el kit Investigator 24Plex. Parametros estadisticos de interés
forense (PEIF), Ho= heterocigotos observados, He= Heterocigotos esperados, PD=
poder de discriminacién, PE= poder de exclusion, PM= probabilidad de coincidencia

al azar, ITP= indice tipico de paternidad.

Kit PPF6C Investigator 24 Plex
PEIF Valor combinado [Valor combinado
Ho 0.004250939 0.004568885
He 0.004534955 0.005138751
PD 0.101494889 0.130394753
PE 3.1630E-06 3.43513E-06
PM 1.36195E-25 2.29375E-24
ITP 2370927252 127030890.8

Se realiz6 una comparacion entre el sistema utilizado en el presente estudio:
PowerPlex Fusion 6C, con cinco reportados en la literatura utilizados en poblacion
mexicana. En la Tabla 27 se muestra la comparacion de los marcadores utilizados en
cada sistema en la cual se observa en primera instancia que, en el estudio de Melo

et al., 2022 (Investigator 24 Plex GO!) se analizé un marcador que no tiene ningun
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otro sistema (D8S133879), ademas contiene dos marcadores autosomicos menos
qgue el kit PowerPlex Fusion 6C y no analiza los marcadores: Penta E, Penta D y
D8S1179.

En el estudio de Hernandez y Trejo, 2014, en el que utilizaron el kit AmpFISTR
Identifiler, analizan solo los 15 marcadores, que tiene en comun con el kit PPF6C, los
loci que no analizaron son: D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248, Penta E, Penta
D, D12S391, SE33 y D22S1045. En cuanto a los estudios de Gonzalez et al., 2019 y
Ramirez, 2014, utilizan el mismo kit: PowerPlex Fusion, que estudia un marcador
menos que el kit PPF6C, este marcador es el: SE33. Finalmente, en el estudio de
Martinez et al., 2019, se utilizé el kit GlobalFiler y se analizaron dos loci STR menos
que los del kit PPF6C, los cuales fueron: Penta E y Penta D.
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Tabla 27.Comparacién de los marcadores incluidos en cada uno de los sistemas con
los del presente estudio.

PowerPlex

PowerPlex Fusion |Investigator| AmpFISTR Fusion PowerPlex
Locus 6C 24 Plex GO! | Identifiler | (Yucatdn) | Fusion (CDMX) GlobalFiler
D3S1358 * * * * * *
D1S1656 * * * * *
D10S1248 * * * * *
D13S317 * * * * * *
Penta E * * *
D16S539 * * * * * *
D2S1338 * * * * * *
Penta D * * *
VWA * * * * * *
D8S1179 * * * * *
D12S391 * * * * *
D19S433 * * * * * *
SE33 * * *
D2251045 * * * * *
D8S133879 *

Comparacién del estudio con el kit PPF6C (23 STR autosémicos) en poblacidon mestiza-mexicana con
los sistemas: Melo et al. 2022 (Investigator 24 Plex GO!) (21 STR autosémicos) en la poblacién del
estado de Veracruz, Gonzéalez et al. 2019 (PowerPlex® Fusion) (22 STR autosémicos) en una
poblacién mestiza de la peninsula de Yucatan, Hernandez y Trejo, 2014 (kit AmpFISTR Identifiler) (15
STR autosémicos) en una poblacién del estado de Zacatecas, Ramirez, 2014 (PowerPlex Fusion) (22
STR autos6micos) en poblacién de la Ciudad de México y Martinez et al. 2019 (21 loci STR
autosémicos) (GlobalFiler) en dos poblaciones mexicano-mestizas del noroeste de México.  * El kit
contiene el locus. Los recuadros seleccionados en gris indican que el locus no esta presente en el kit

comercial.

En la tabla 28, se realiz0 la comparacion de los parametros estadisticos de interés
forense obtenidos en este estudio para el kit PowerPlex Fusibn 6C con los
reportados en otros estudios en mexicanos en la literatura, en donde se detecta que,
aunque en este estudio (kit PPF6C) se utilizO un menor nimero de muestras se

encuentra en el mismo orden de magnitud que los reportados en la literatura. En
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cuanto al estudio con el kit 24Plex GO!, el kit PPF6C obtuvo un orden de magnitud
mas en el PM y dos ordenes de magnitud para el ITP, esto puede deberse a que el
sistema de 24 Plex GO! no analiza los marcadores Penta E y Penta D que son loci
con alta variabilidad (Butler, 2006). En los estudios realizados con el kit PowerPlex
Fusion en CDMX y en Yucatan se obtuvieron pardmetros forenses en el mismo orden
de magnitud a pesar de que el estudio realizado en Yucatan se analizaron mayor
namero de muestras (733 individuos). El estudio de GlobalFiler se encuentra en el
mismo orden de magnitud que el del sistema PPF6C a pesar de que no analiza los
marcadores Penta E y Penta D. Por ultimo, el kit AmpFISTR obtuvo siete 6rdenes de
magnitud menos en el parametro PM y dos menos en el parametro ITP, esto puede
deberse a que el kit AmpFISTR analiza ocho marcadores menos que el kit PPF6C
incluyendo los marcadores Penta E, Penta D y SE33, que son marcadores con
variabilidad alta (Butler, 2006).

A pesar de que el estudio con el kit PowerPlex Fusion 6C tiene una muestra
poblacional reducida (n= 50), obtuvo valores de PD= 89.85051115% y de PE=
90.9996837 que se encuentran en el mismo orden de magnitud que los de todos los
sistemas reportados en la literatura con los que se compararon (Gonzalez et al.,
2019; Hernandez & Trejo, 2014; Martinez et al., 2019; Melo et al., 2022; Ramirez,
2014).
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Tabla 28.Comparacién de los valores de los parametros estadisticos de interés
forense obtenidos en este estudio (kit PPF6C) con los reportados en la literatura.
Parametros estadisticos de interés forense (PEIF), N°=numero, Ho= heterocigotos
observados, He= Heterocigotos esperados, PD= poder de discriminacion, PE= poder
de exclusién, PM= probabilidad de coincidencia al azar, ITP= indice tipico de

paternidad.
PowerPlex PowerPlex
Kit PPF6C 24PLEXGO!| AmpFISTR Fusion Fusion GlobalFiler
(Yucatan) (CDMX)
PEIF Valor Valor Valor Valor Valor Valor
combinado | combinado | combinado combinado | combinado | combinado
N° muestras 50 234 271 733 200 381
Ho 0.00425094] 0.00385079] 0.018338034 0.00336705| 0.003206581] 0.00441602
He 0.00453496| 0.00437562] 0.028627736|No reportado 0.003251877] 0.0053595
PD 0.10149489] 0.12548056 0.27603488 0.14220866] 0.10858606| 0.15513883
PE 3.1630x10°*] 2.2573x 10°|No reportado | 1.67422x10° | 1.46257x10°| 5.9208x10°
PM 1.3620x10%°| 1.5337x10%*]  6.7965x10"]|No reportado | 2.5740x10%*| 1.2364x10%
ITP 2370927252] 60354023.9] 453618.6006] 297881540.5| 228483328.8] 295689749
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7. CONCLUSIONES
Las frecuencias alélicas de los 23 marcadores STR autosémicos estudiados con el
kit comercial PowerPlex Fusion 6C en 50 individuos de la Ciudad de México, estan

en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los pardmetros estadisticos forenses para cada locus del kit PPF6C indican una
heterocigosidad observada del 99.57%, una probabilidad de coincidencia al azar de
1.3620 x 10725, un poder de discriminacion del 89.85051115%, una heterocigosidad
esperada del 99.54650445%, un poder de exclusion de 99.9996837% y un indice
tipico de paternidad de 2370927252, lo que hacen al kit y a la base de datos, una

herramienta Gtil para un laboratorio forense.

De acuerdo con los pardmetros forenses obtenidos y debido a que las frecuencias
alélicas de los 23 loci autosémicos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg,
se llego a la conclusién de que el kit PowerPlex Fusion 6C es una herramienta util de
manera preliminar para la identificacion humana en un laboratorio forense, con una

muestra poblacional de 50 individuos.

Los resultados con el kit PowerPlex Fusion 6C con 50 individuos son comparables
con aquellos obtenidos para el kit Investigator 24 Plex y la secuenciacién de ultima

generacion hasta la muestra LCF032, demostrando que los resultados son similares.

Los parametros forenses obtenidos con el kit PPF6C son comparables con el kit
Investigator 24 Plex que en ambos casos obtienen indices forenses altos, lo que

hace al kit PPF6C factible para la identificacion humana en un laboratorio forense.

8. PERSPECTIVAS

Este trabajo abre las puertas a otros proyectos, ya que podria ser (til para los
laboratorios forenses en la identificacion humana, ya que permitiria comenzar con
una base de datos pequefia, mientras logran aumentar el tamafio de muestra
recomendado en los estudios poblacionales (150 a 200 individuos), para tener un
soporte estadistico mas robusto, con mayor poder de discriminaciéon y evitando
asociaciones entre perfiles al azar y recabar mas informacion para las bases de

datos en México.
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ANEXO 1

1.1 Electroferogramas de los controles.
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Figura 1. Perfil genético de marcadores STR del analista (electroferograma).
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Figura 2. Electroferograma del control negativo proporcionado por el kit PPF6C.
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Figura 3. Electroferograma del DNA control 2800M proporcionado por el kit PPF6C.
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Figura 4. Electroferograma de la muestra LCF 002. Se muestra encerrado con el recuadro azul un
alelo fuera de escalera alélica en el marcador D12S391.
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Figura 5. Electroferograma de la muestra LCF 050. Se obtuvo un alelo nulo en el marcador penta E
que se puede observar en la zona marcada con el recuadro rojo.
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1.2 Matrices para cada locus.

Alelo 13 14 15 16 17 18 19 Frecuencia
13 1 0.01
14 3 1 4 0.04
15 9 12 8 5 1 48 0.48
16 1 7 1 23 0.23
17 1 17 0.17
18 6 0.06
19| 1 0.01
Matriz 1. Matriz para el locus D3S1358.

Alelo 11 12 13 14 15[ 15.3 16| 16.3 17 17.3 18 18.3] 19.3 n Frecuencia
11 1 1 0.01
12| 2 1 2 2 1 1 1 10 0.1
13 1 1 5 3 2 16| 0.16
14] 4 4 10 0.1]
15 2 1 2 4 1 19 0.19

15.3 1 0.01
16 3 2 16| 0.16
16.3 1 2 0.02
17| 2 3] 0.03
17.3 1 17| 0.17
18] 1 0.01
18.3 3] 0.03
19.3 1 0.01
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Matriz 2. Matriz para el locus D1S1656.




Alelo 10 11 113 12 13 14 15 n frecuencia
10 10 11 2 2 2 3 1 41 0.41

11 5 1 2 1 9 34 0.34
11.3 3 0.03
12 4 0.04

13 3 0.03

14 1 14 0.14

15 1 0.01

Matriz 3. Matriz para el locus D2S441.

Alelo 10 11 12 13 14 15 16 17 n Frecuencia
10 1 1 0.01
11 1 1 0.01
12 1 1 1 3 0.03
13 2 6 9 1 20 0.2
14 10 10 2 39 0.39
15 5 30 0.3
16 5 0.05
17 1 0.01

Matriz 4. Matriz para el locus D10S1248.
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Alelo 8 9 10 11 12 13 14 15 Frecuencia
8 2 2 6 0.06
9 3 2 2 6 1 2 1 22 0.22
10 1 2 3 1 1 11 0.11
1 4 4 4 1 21 0.21
12 2 1 3 23 0.23
13 1 8 0.08
14 8 0.08
15 1 0.01
Matriz 5. Matriz para el locus D13S317.

Alelo 7 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 n frecuencia
7| 1 1 2 1 1 6| 0.06122449
8| 1 1[ 0.01020408
11 2 2 1 1 7| 0.07142857
12 1 2 5 3 1 1 1 1 20| 0.20408163
13 2 1 1 1 11( 0.1122449
14 1 1 1 1 14( 0.14285714
15 1 2 1 1 1 11 0.1122449
16 1 1 1 9| 0.09183673
17, 2| 0.02040816
18] 1 5| 0.05102041
19 2 5| 0.05102041
20 4| 0.04081633
21 1[ 0.01020408
22, 1 0.01020408
23] 1[ 0.01020408

Matriz 6. Matriz para el locus Penta E.
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Alelo 9 10 11 12 13 14 frecuencia

9 3 2 2 2 1 10 0.1

10 3 5 7 2 23 0.23

11 2 8 2 21 0.21

12 5 2 2 31 0.31

13 1 1 11 0.11

14 4 0.04

Matriz 7. Matriz para el locus D16S539.

Alelo of 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18] 19| 20 21 n Frecuencia
9 1 1 0.01
11 1 1 0.01
12 1 1 2 1 2 7 0.07
13 1 5 2 3 1 1 15 0.15
14 3 1 2 2 1 1 16 0.16
15 1 2 3 12 0.12
16 1 4 1 1 17 0.17
17 2 2 17 0.17
18 1 5 0.05
19 6 0.06
20 2 0.02
21 1 0.01

Matriz 8. Matriz para el locus D18S51.
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Alelo

14

16

17

18

19

20,

21

22

23

24

25

27

14 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25| 27 Frecuencia
1 1 0.01
1 1 2 0.02
5 1 2 2 1 1 1 21 0.21

1 1 2 4 0.04
6 1 7 1 17 0.17

2 2 1 13 0.13

1 3 0.03

1 2 9 0.09

1 1 2 18 0.18

1 6 0.06

5 0.05

1 0.01

Matriz 9. Matriz para el locus D2S1338.
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Alelo 8 10 11 12 13 14 17 Frecuencia
8 1 1 0.01
9 1 1 2 0.02

10 5 9 9 2 30 0.3
11 3 8 3 26 0.26
12 4 3 30 0.3
13 9 0.09
14 1 1 0.01
17 1 0.01

Matriz 10. Matriz para el locus CSF1PO.

Alelo 2.2 10 11 12 13 14 15 Frecuencia
2.2 1 1 0.01

7 1 0.01

9 3 4 1 2 2 1 26 0.26

10 1 8 4 5 1 23 0.23

11 1 2 16 0.16

12 1 4 12 0.12

13 2 17 0.17

14 3 0.03

15 1 0.01
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Matriz 11. Matriz para el locus Penta D.




Alelo 6 7 8 9 9.3 10 Frecuencia
6 4 8 2 1 11 30 0.3
7 2 5 3 5 1 26 0.26
8 2 9 0.09
9 3 9 0.09
9.3 3 25 0.25
10| 1 0.01
Matriz 12. Matriz para el locus THO1.
Alelo 14 15 16 17 18 19 Frecuencia
14 1 1 1 3 0.03
15 4 1 1 7 0.07
16 7 9 10 1 39 0.39
17 7 4 1 30 0.3
18 2 19 0.19
19| 2 0.02

Matriz 13. Matriz para el locus vVWA.




Alelo 26 27 28 29 30| 30.2 31| 31.2| 32.2| 332 n Frecuencia
26 1 1 0.01
27 2 1 3 0.03
28 1 1 1 3 0.03
29 1 8 1 1 4 16 0.16
30 4 3 3 5 1 31 0.31

30.2 1 2 0.02
31 1 1 6 0.06
31.2 1 4 1 14 0.14
32.2 2 19 0.19
33.2 1 5 0.05
Matriz 14. Matriz para el locus D21S11.

Alelo 7 8 10 11 12 13 Frecuencia

7 1 1 0.01
8 1 3 2 7 0.07
9 7 2 11 0.11
10 4 6 4 1 26 0.26
11 2 10 3 29 0.29
12 2 1 21 0.21
13 5 0.05

Matriz 15. Matriz para el locus D7S820.
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Alelo 7 8 9 10 11 12 13 14 Frecuencia
7 1 2 3 0.03
8 1 1 0.01
9 1 2 3 1 7 0.07
10 1 4 2 10 0.1
11 5 11 6 1 36 0.36
12 5 4 31 0.31
13 11 0.11
14 1 0.01
Matriz 16. Matriz para el locus D5S818.

Alelo 6 7 8 e 10 11 12 Frecuencia

6 2 2 0.02

7 1 1 0.01

8 8 3 4 16 6 48 0.48

9 2 5 0.05

10 1 1 6 0.06

11 3 3 28 0.28

12 10 0.1

Matriz 17. Matriz para el locus TPOX.
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Alelo 8 10 11 12 13 14 15 16 17 n Frecuencia

8 1 1 0.01
10 1 2 1 1 2 8 0.08
1 1 1 2 1 1 6 0.06
12 2 5 10 0.1
13 5 9 3 1 1 28 0.28
14 6 4 34 0.34
15 10 0.1
16 2 0.02
17 1 0.01

Matriz 18. Matriz para el locus D8S1179.
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Alelo 15 17| 17.3 18 183 19 20 21 22 23 25 Frecuencia

15 1 1 1 3 0.03

17 1 1 1 4 8 0.08

17.3 1 2 0.02

18] 2 6 1 1 1 15 0.15

18.3 1 1 0.01

19 4 7 5 2 34 0.34

20 2 1 1 1 16 0.16

21 1 1 1 11 0.11

22 5 0.05

23 1 4 0.04

25 1 0.01

Matriz 19. Matriz para el locus D12S391

Alelo 12 13| 13.2 14| 14.2 15| 15.2 16| 16.2 17 Frecuencia
12 1 2 1 1 5 0.05
13 1 3 3 4 2 1 1 17 0.17
13.2 3 4 1 13 0.13
14 4 1 5 2 1 23 0.23
14.2 3 1 6 0.06
15 1 1 1 1 1 22 0.22
15.2 8 0.08
16 3 0.03
16.2 2 0.02
17 1 0.01

Matriz 20. Matriz para el locus D19S433.
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Alelo n Frecuencia
13| 1 0.01
14 1 3 0.03
15 1 3 0.03
16| 4 0.04
17] 1 1 6 0.06
18] 1 1 1 13 0.13
19| 2 1 12 0.12
20 1 7 0.07
21 1 0.01

21.2| 2 0.02
22| 2 0.02
24.2 4 0.04
25.2| 5 0.05
26.2] 5 0.05
27.2] 10 0.1]
28.2 1 5 0.05
29.2| 12 0.12
30.2] 1 0.01
31.2] 2 0.02
32.2| 1 0.01
17.3] 1] 0.01
Matriz 21. Matriz para el locus SE33.

Alelo 11 12 13 14 15 16 17 18 Frecuencia

11 3 5 8 0.08

12 1 1 0.01

13 1 1 0.01

14 1 1 2 0.02

15 13 16 1 48 0.48

16 5 2 35 0.35

17| 1 4 0.04

18| 1 0.01

Matriz 22. Martriz para el locus D22S1045.
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Alelo 18] 18.2 19 20 21 22 23 24 25 26 27 Frecuencia
18 1 1 0.01
18.2) 1 1 0.01
19 1 1 1 1 1 1 7 0.07
20, 1 1 2 2 1 1 9 0.09
21 1 1 1 1 1 7 0.07
22| 1 1 2 4 1 12 0.12
23 3 3 2 1 1 18 0.18
24 3 3 15 0.15
25 1 14 0.14
26 1 2 12 0.12
27| 4 0.04

Matriz 23. Matriz para el locus FGA.
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