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RESUMEN

Los microsatélites o STR por su sigla en inglés (Short Tandem Repeat) son repeticiones
de secuencias cortas de nucledtidos a través del DNA, de gran importancia debido a
su cardcter polimérfico que permite su utilizacién en la identificacién genética de
individuos o poblacionales. En este trabajo se investigaron los perfiles genéticos de
una muestra de poblaciones humanas del altiplano cundiboyacense en Colombia; se
usaron los marcadores STR’s D251338, D195433, PENTA D, PENTA E y SE-33. Estos
cinco STR’s fueron amplificados mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), corridos con electroforesis capilar, y tipificados con los programas Genscan y
Genotyper. Como resultado se reportan las frecuencias alélicas de los cinco micro-
satélites (no reportados anteriormente para esta regién). Se encontré que los loci
D19S433 y SE-33 no estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg; y que el Penta E tiene el
mayor poder de discriminacién. La distribucién de las frecuencias alélicas para los
cinco marcadores, en las dos poblaciones analizadas mostré que no existen diferen-
cias estadisticas significativas entre ellas.
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ABSTRACT

Microsatellites (STR’s) are short tandem repeat sequences of nucleotides through DNA,
very important for their polymorphic character that allow their utilization in population
genetic identification. The STR’s markers D251338, D195433, PENTA D, PENTA E y SE-
33 were used to do the genetic profiles of human populations from the Cundiboyacense
region in Colombia. The five STR’s were amplified by PCR (polymerase chain reaction),
indentified with capillary electrophoresis, and typified with Genscan and Genotyper
software. Allelic frequencies of the five microsatellites are reported (not previously
reported for this region). It was found that loci D195433 y SE-33 are not in Hardy-
Weinberg equilibrium; and Penta E provides the greatest power of discrimination. The
allelic frequencies distribution to these five markers, in the two populations studied
show that it does not exist statistically significant differences between them.

Key words: STR, D251338, D195433, PENTA D, PENTA E, SE-33.
INTRODUCCION

A través del tiempo las sociedades humanas han empleado diversos métodos para
conocer la filiacién entre las personas cuando hay dudas, especialmente en casos de
paternidad. Inicialmente, se establecian paternidades a través de métodos antro-
pométricos, en los cuales se observaban aspectos morfolégicos medibles. Con el
pasar de los afios y avance de la ciencia y tecnologia, éstos andlisis se eliminaron por
su subjetividad y cambiaron por pruebas a partir de grupos sanguineos, antigenos
eritrocitarios y luego por antigenos leucocitarios, proteinas séricas o enzimas de eri-
trocitos, donde se realizaba la identificacién por medio de las isoformas de estds pro-
teinas, siendo éstos andlisis mejores que los anteriores pero no del todo confiables,
ademads de costosos y complicados desde el punto de vista técnico (Martinez, 1999).
Aparecieron entonces los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccién
(RFLPs); pero debido a que la variabilidad genética general de éstos en el ADN hu-
mano es baja, su uso en la prediccién de paternidad ha sido poca (Wainscoat et al.,
1986). En el afio de 1985 Jeffreys y colaboradores descubrieron un método de iden-
tificacién individual que denominaron DNA Fingerprinting o huella genética (Jeffreys
etal., 1985) que prometia ser la solucién definitiva al anélisis de la diversidad humana
desde la medicina legal, tanto en la investigacién bioldgica de la paternidad como en
criminalistica.

En el ADN existen regiones conocidas como minisatélites (VNTR) y microsatélites
(STR) de gran variabilidad entre individuos, que permiten utilizarlas como marcado-
res moleculares en medicina forense, pruebas de paternidad y diagnéstico de enfer-
medades moleculares (Luque, 2001). Los STR’s son también los marcadores gené-
ticos de eleccién para la creacién de base de datos nacionales de perfiles del ADN con
fines de investigacién criminal, para estudios poblacionales, para estudios de marca-
dores ligados a genes de predisposicién genética a enfermedades, etc. El desarrollo de
dichas bases de datos es ya una realidad en paises europeos, estados unidos y paises
en vias de desarrollo (Alonso, 2001).
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En pruebas de paternidad a partir de microsatélites STR’s, se ha encontrado que conlos
14 0 16 marcadores actualmente utilizados en las instituciones colombianas dedicadas
a los estudios de filiacién, en algunos casos tales como ausencia del padre o muerte del
mismo entre otros, el valor requerido de probabilidad de paternidad exigido por las
autoridades (99,99 %) no es alcanzada (Senado de la republica de Colombia, Ley 721,
2001); por lo tanto, el presente estudio consistié en introducir marcadores STR’s
adicionales (D251338, D19S433, PENTA D, PENTA Ey SE -33) con sus condiciones 6p-
timas de amplificacién para reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y electroforesis
capilar. Y asi, con estos marcadores adicionales validados lograr alcanzar el valor de
dicha probabilidad. Se realizé el estudio poblacional de la distribucién alélica de estos
marcadores en la ciudad de Bogotd y el departamento de Boyacd, como regiones de in-
fluencia del laboratorio. La utilidad y los beneficios de la inclusién de estos marca-
dores se pueden reflejar en primer lugar en la resolucién de casos juridicos complejos,
bien sea en beneficio de un menor que necesita el apoyo econémico de su padre o de
un hombre que sin ser culpable, se puede ver obligado a responder econémicamente
por un menor que no le corresponde. Y en segundo lugar conllevaria a la reduccién de
costos, ya que los usuarios en cuya prueba no alcanzaron la probabilidad minima
exigida no se verdn obligados a pagar otra prueba completa con nuevos marcadores,
sino que bastaria con incluir los marcadores adicionales a un costo mds reducido y
asf facilmente se alcanzaria los valores deseados. Por dltimo la resolucién de casos de
filiacién contribuye a evitar conflictos, violencia intrafamiliar e inclusive resentimientos
sociales que solo incrementan los niveles de intolerancia en nuestra sociedad.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién: regién central de Colombia (Bogotd y Boyacd).

Procedimiento: se tomaron mas de 100 muestras de individuos de Bogotd y mas de 100
de Boyacd. Estas muestras reposaban en el laboratorio de paternidades del Instituto de
Genética de la Universidad Nacional de Colombia y corresponden a una muestra por
conveniencia de usuarios del servicio de paternidad, no relacionados, quienes a través
de consentimiento informado autorizan al laboratorio a utilizarlas en estudios poblacio-
nales como muestras ciegas. El ADN de un lote de muestras fue extraido utilizando un
kit de purificacién (Wizard® Genomic DNA purification), y la otra parte se hizo utilizan-
do el método de salting out (Miller et al., 1988). Las condiciones de PCR para los STR’s
D2S1338, D19S433 y SE-33 fueron las recomendadas por los fabricantes (AmpF1STR®
Sefiler kit; Rao et al., 2004). La secuencia de los cebadores y condiciones de PCR para
los microsatélites Penta D y Penta E fueron de acuerdo con Krenke et al., 2002. Los
productos de PCR fueron separados y detectados empleando electroforesis capilar del
analizador genético ABI PRISM® 310 (Applied Biosystems). La tipificacién y andlisis de
electroforegramas se realizaron empleando los programas Genscan y Genotyper.

Los pardmetros de genética poblacional y forense como: frecuencia minima(f. Min.),
grado de heterocigocidad observada y esperada(Ho, He), desequilibrio de Hardy-
Weinberg(Hw) y el estadistico Fst fueron estimados utilizando el programa de Lewis y
Zayki, recomendado por GDA - Genetic Data Analysis; ademds el poder de discrimina-
cién (PD), indice tipico de paternidad (TPI), informacién del contenido polimérfico
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(PIC), el poder de exclusién (PE), probabilidad de coincidencia (MP) se estimaron con
el programa PowerStats de Promega http://www.promega.com/geneticid tools/
powerstats/.

RESULTADOS
Alelo| D251338| D195433| Penta D|Penta E |SE-33 . Alelo| D251338| D195433] Penta D| Penta E | SE-33
2.2 0,011 20 0,123 0,041 0,027
42 0,005 | 20.2 0,010
5 0,029 21 0,030 0,041 0,017
6 0,003 0,012 271.1 0,005
53 0,005 @ 21.2 0,010
7 0,128 22| 0,095 0,029 |0,005
3 0,029 0,006 |0,002: @ 22.2 0,002 0,017
g 0,002 |0,220 [0,006 23 0,147 0,000
0 0,197 0,064 73.2 0,034
71 0,004 |0,197 |0,087 0,010 @ 24 |0,065 0,003
11.2 0,002 242 0,030
12 0,081 |0,140 [0,119 [0,015: | 25 |0,056 0,002
12.2 0,022 25.2 | 0,002 0,052
13 0,225 0,146 |0,064 |0,007 . 26 |0,019 0,002
13.2 0,132 26.2 0,059
14 0,247 0,051 0,105 |0,037. | 27 0,002
14.2 0,040 27.2 0,037
15 0,156 0,006 |0,093 0,052 @ 28.2]0,002 0,064
15.2 0,044 290,002
160,051 0,022 0,044 |0,074: 292 0,069
6.2 0,015 30.2 0,037
T7 0,195 0,038 |0,006: @ 31.2 0,015
17.2 0,002 32.2 0,005
18 |0,042  |0,002 0,044 0,101 33.2 0,017
19 0,161 0,041 0,091 N 215 227 185 172 203

Tabla 1: frecuencias alélicas de cinco STR’s de poblacién de Bogota-Boyacd (Colombia). N: nimero
de individuos.

En este trabajo se reportan las frecuencias alélicas de los cinco microsatélites,
D2S1338, D19S433, PENTA D; PENTA E -33, que atin no han sido reportados para
nuestra regién (Tabla 1). Ademas se estimaron pardmetros estadisticos forenses y de
paternidad de interés general (Tabla 2).

DISCUSION

En trabajos anteriores se reportaron frecuencias alélicas de otros 13 microsatélites auto-
sémicos (Bustos et al., 2001; Rey et al., 2003) y 13 de STRs de cromosoma Y (trabajo
por publicar) para esta regién, y estas frecuencias alélicas junto con las de los cinco mar-
cadores de este estudio, contintian demostrando que no hay diferencias significativas
entre la poblacién de Bogotd y Boyacd en cuanto a su genética.

Los loci D19S433 y SE-33 no estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg (Hw*), quizds
porque son sistemas con un gran nimero de alelos, algunos de los cuales muestran fre-
cuencias menores a las minimas (F. Min.). Tal vez el tamafio de la muestra no haya sido
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STR D251338 D195433 Penta D Penta E SE-33
F. Min. 0,0144 0,0206 0,0166 0,0198 0,0459
Hw 0,2495 0,0005 * 0,1665 0,2505 0,0015 *
Ho 0,8419 0,7753 0,7714 0,9419 0,8867
He 0,8779 0,8372 0,8318 0,9246 0,9471
MP 0.0308 0.1270 0.0545 0.0169 0.0446
PD 0,9692 0,873 0,9455 0,9831 0,9554
TPI 3.1176 1.9143 2.1375 8.6000 2.0714
PE 0,6745 0,4908 0,5377 0,8815 0,5246
PIC 0,8614 0,6844 0,7998 0,9165 0,8711
N 215 227 185 172 203

Tabla 2: pardmetros forenses y de paternidad para los microsatélites D251338, D19S433, PENTA D,
PENTA E y SE-33 en poblacién de Bogotd-Boyaca (Colombia). N: nimero de individuos, Frecuencia
minima(f. Min.), grado de heterocigocidad observada y esperada(Ho, He), desequilibrio de Hardy-
Weinberg(Hw), poder de discriminacién(PD), indice tipico de paternidad(TPI), informacién del
contenido polimérfico(PIC), el poder de exclusién(PE), probabilidad de coincidencia(MP). Hw: * el
asterisco indica que estos marcadores no estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg.

lo suficientemente representativo para estos sistemas y por lo tanto para tratar de
solucionar esta situacién sea necesario tomar una muestra mayor. También es posible
considerar una subestructuracién de la poblacién, pero los demas estadisticos con los
otros sistemas genéticos nos indican que no la hay. Por el momento se recomienda
utilizar las frecuencias minimas para estos marcadores al momento de realizar calculos
de criminalistica y pruebas de paternidad.

Con relacién al marcador Penta E, la distribucién alélica en las dos poblaciones es mds
homogénea, cuatro alelos suman practicamente la mitad del porcentaje aportante y los
restantes 16 suman pricticamente la otra mitad con frecuencias bajas, que son impor-
tantes a tener en cuenta a la hora de realizar pruebas de paternidad debido a que
facilitan el logro del porcentaje de probabilidad exigido, pero algunas frecuencias son
menores a la minima lo que sugiere aumentar el tamafio de la muestra.

Los pardmetros estadisticos muestran que el microsatélite Penta E tiene el mayor poder
de discriminacién (PD), ademas el indice tipico de paternidad (TPI), la informacién del
contenido polimérfico (PIC), el poder de exclusién (PE) y el grado de heterocigocidad
(H) son los mayores. Como era de esperar de lo anterior, posee la probabilidad de
coincidencia (MP) mds baja. De todo lo anterior se puede afirmar que de los cinco mar-
cadores estudiados, el Penta E es el de mayor utilidad en la identificacién de individuos
de la poblacién en estudio.

La distribucién de las frecuencias alélicas en estos marcadores tiene el mismo compor-
tamiento cuando se trabajan en conjunto las dos poblaciones que cuando se analizaron
por separado, al igual que los estadisticos forenses y de paternidad. El estadistico Fst
total (0,000018; P=0,00) calculado para todos los loci y para las dos poblaciones
evidencia que no hay subdivisién poblacional, lo cual confirma nuevamente la gran
similitud entre las dos poblaciones (Slatkin, 1995).

La similitud en los indicadores estadisticos, forenses y poblacionales asi como la distri-
bucién de las frecuencias alélicas de las dos poblaciones analizadas muestra que no
existen diferencias estadisticas significativas entre ellas y por tanto se pude considerar
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como una sola poblacién. No se hallaron diferencias significativas entre la poblacién de
Bogotd y Boyacad empleando estos marcadores basados en los valores de Fst. Lo anterior
puede ser el reflejo de la ubicacién geografica ya que las dos poblaciones se ubican en
el mismo altiplano y no ha existido limites para el intercambio de individuos, ademds
durante la época precolombina, colonial y moderna ha existido permanente migracién
entre las dos regiones.

Los pardmetros estadisticos de interés forense calculados en este estudio poblacional
revelan que estos sistemas genéticos son altamente efectivos y que los datos de sus
frecuencias alélicas pueden ser utilizadas con toda confianza en las pruebas de filia-
cién de personas procedentes de las regiones aqui mencionadas, se recomienda au-
mentar el tamafio de la muestra en aquellos marcadores que presentaron desequili-
brio genético y frecuencias alélicas menores a las minimas, no obstante se pueden
utilizar estas ultimas en los calculos en pruebas de identificacién y parentesco.
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