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1 Resumen

El TPOX es un STR ubicado en el intron 10 del gen de la peroxidasa tiroidea humana (TPO). En
este marcador pueden generarse perfiles genéticos con patrones trialélicos y estudios previos
sugieren que esta caracteristica tiene origen africano. El presente trabajo se enfoca en describir los
patrones trialélicos en dos familias colombianas y su posible origen. Para ello, se estudiaron
familias de Choc6 y Antioquia, con el fin de observar la segregacion de los patrones trialélicos en
el marcador TPOX. Ademas, se obtuvieron estimativos de ancestria con indels-AIMs, ya que el
componente ancestral sirve como herramienta para explorar la historia de las familias del presente
estudio, aunado a ello se analizo6 el genoma de un individuo de cada familia en busca del origen
molecular. En la genealogia de la familia proveniente de Frontino-Antioquia se observo un patron
trialélico del locus TPOX, donde los alelos 12 y 13 siempre co-segregan a todos los descendientes
(hombres y mujeres), lo que es factible en una posible duplicacion dentro del cromosoma 2. Por
otro lado, la familia de Quibd6-Choco, presentd el alelo 10 en los patrones trialélicos y puede
existir una co-segregacion con el alelo 6 en presencia de recombinacion o una segregacion del
alelo 10 ligada al cromosoma X. Sumado a las diferencias alélicas y de segregacién en las familias,
el analisis de ancestria en conjunto con el analisis del genoma completo contribuye a posibles
origenes diferentes.

Palabras clave: patron trialélico; Segregacion; Ancestria; TPOX; mutacion.



Abstract

The use of Short Tandem Repeat markers (STRs; or microsatellites) is the most common tool in
Forensic Genetics, to perform different tests that are the basis for individual or kinship genetic
identifications. The TPOX isa STR marker at intron 10 of human thyroid peroxidase (TPO) gene,
located on chromosome 2. The TPOX is included in most multiplex kits that are routinely used in
forensic genetics and, as expected for autosomal markers, one or two allelic patterns are usually
observed in homozygote and heterozygote individuals, respectively. However, tri-allelic patterns
have been reported for TPOX, due to rare events such as mutations or chromosomal aberrations.
Since most formulas used to evaluate the statistical weight of the evidences in forensic analysis
only account for the expected patterns of one or two alleles for an autosomal locus, it is important
to investigate the correct way to solve cases where tri-allelic patterns are present. In addition,
ancestry estimates were obtained with indels-AlM, since the ancestral component serves as a tool
to explore the history of the families of the present study. Moreover, complete genome sequencing
was performed for two individuals with TPOX tri-allelic patterns, to determine the location of the
third allele. In the genealogy of the family from Frontino-Antioquia, a tri-allelic pattern of the
TPOX locus was observed, where alleles 12 and 13 always segregate together to all descendants
(male and female), suggesting a possible duplication within chromosome 2 with a possible co-
segregation. These results may differ from the Quibdd-Choco family, since with the genealogic
data it is not yet possible to conclude which is the extra allele or where it is located. Thus, allelic
and segregation differences in families, analysis of ancestry in conjunction with analysis of the
genome contributes to possible different origins.

Keywords: segregate, tri-allelic pattern, Ancestry, TPOX, mutation.



2 Introduccion

En Genética Forense el uso de marcadores moleculares tipo Microsatélite (o STR, del inglés Short
Tandem Repeat) es la herramienta mas comun para las diferentes pruebas que se realizan como
base en la identificacion genética. EI marcador genético denominado TPOX se ha incluido en
diferentes sistemas utilizados, por lo cual es habitualmente usado en los laboratorios en el mundo.
Otro aspecto relevante es que incluye patrones trialélicos en algunos individuos y no se han
planteado pautas de andlisis, para abordarlos en identificacion forense. Por ello, este trabajo
pretendio describir el posible origen de los genotipos trialélicos en el locus TPOX y el efecto en

la identificacion forense.

3  Marco teérico

3.1 Marcadores usados en genética forense

Las repeticiones cortas en tindem (STRs), aungue son frecuentemente usadas en genética forense,
presentan dificultades técnicas con las muestras altamente degradadas, muestras en cantidad escasa
de ADN o problemas inherentes a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lo que se
evidencia en la obtencion de resultados a través de equipos especializados generando
inespecificidades. Otras dificultades podrian presentarse por la aparicion de alelos extra (allelic
drop-in) o la perdida alélica (allelic drop-out), ademas puede presentarse amplificacion
preferencial (allelic imbalance) o resultados con ausencia de amplificacion (locus drop-out). A
pesar de estas desventajas los STRs poseen un gran polimorfismo, y para subsanar el problema

descrito con algunas muestras, existen marcadores denominados MiniSTRs que generan



fragmentos de ADN con un rango menor de 150pb (pares de bases), pudiendo amplificar muestras

altamente degradadas (1,2).

Igualmente, otro tipo de marcador cominmente usado son los SNPs (del inglés, Single Nucleotide
Polymorphisms), estos generalmente son bialélicos y poseen gran variacion génica. Los SNPs
presentan bajas tasas de mutacion alrededor de 10°®, siendo menos informativos comparados con
los STRs, pero se puede mejorar la exactitud de los SNPs usando una alta cantidad de éstos y se
ha demostrado que el uso de aproximadamente 50 SNPs no ligados, hace que la probabilidad de

encontrar dos genotipos iguales tienda a cero (1,3).

Por otra parte, las inserciones y deleciones (Indels) también son ampliamente usadas en
identificacion genética, estos son polimorfismos de longitud del ADN causados por insercion o
deleccion de uno o mas pares de bases, presentan una baja tasa de mutacion aproximada de 107,

comprenden el 20% de polimorfismos en el genoma humano y se clasifican en cinco tipos (4):

> Inserciones o deleciones de un s6lo par de bases.

» Expansiones monoméricas de pares de bases.

» Expansiones Multi-base, de 2-15 unidades de repeticion.

» Inserciones de transposones (inserciones de elementos moviles).

> Indels con secuencia aleatoria (random) de ADN con un rango de 2 a 9.989 pb de longitud.
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Los STRs, SNPs e Indels, aunque son usados ampliamente alrededor del mundo, se le ha dado
prioridad desde hace mas de 20 afios a los STRs, ya que estos poseen grandes bases de datos.
Ademas, el nimero de genotipos que se puede obtener con un marcador STR multialélico es mucho
mayor a marcadores bialélicos como los SNPs o los Indels. Por ejemplo en un STR de 5 alelos se
pueden obtener hasta 15 genotipos distintos, 5 homocigotos y 10 heterocigotos, pero con un SNP
bialélico o un Indel solo se obtienen 3 genotipos, un heterocigoto y 2 homocigotos (5,6). También
estan validados por el Federal Bureau of Investigation (FBI) de Estados Unidos, que seleccion6
en el afio de 1997, 13 loci STRs para usarlos como grupo fundamental en los andlisis forenses,
denominados CODIS (Combined DNA Index System) y mas recientemente en el afio 2017 se
adicionaron 7 marcadores, para un total de 20. Actualmente destacan varios sistemas de
marcadores genéticos validados, que se han convertido en la herramienta de rutina para resolver

pruebas forenses y de paternidad en todo el mundo (7-9).

3.11 STRs

Los STRs son secuencias de nucleétidos, agrupadas entre 2 y 6 pb, con tandems aproximados entre
6 a 40 veces. Generalmente los fragmentos amplificados de STRs oscilan en un rango aproximado
de 100 a 400pbh. Ademas es propio de estos microsatélites que sean ADN no codificante, cuenten
con una tasa de mutacion alrededor de 1x1073, y con un alto polimorfismo (7,8,10,11). Estos STRs
son de gran importancia en genética forense y se vienen usando desde hace mas de 20 afios en
identificacién de personas desaparecidas (MPI), victimas de desastres masivos (DVI), en filiacion,
y en el andlisis de evidencias bioldgicas en el campo penal (1,3), aportando a la investigacion de
casos de caracter criminal o civil. Esto es posible gracias al polimorfismo que existe en el ADN

de todos los individuos, generando un perfil unico denominado “huella genética”, a excepcion de
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los gemelos monocigotos que, por su origen univitelino, comparten ademas de sus caracteristicas

fenotipicas, toda su informacidn genotipica, evidenciada a través de estos marcadores (7).

3.1.1.1 Origendelos STRs

Los STRs pueden originarse como producto de una insercién de 2 o 4 nucleétidos en un locus al
azar en el genoma humano y esta insercion puede expandirse en 2 0 5 nuevas repeticiones (12),
también pueden generarse por una sustitucién como sucede en el locus de n-globin, donde se
genera un STR, cambiando la secuencia ATGTGTGT a ATGTATGT, la cual puede encontrase en

muchos primates, asi como en el humano con diferente nimero de repeticiones (13).

De acuerdo a lo anterior, se ha demostrado que las secuencias SINEs (interspersed nuclear
elements), en particular los elementos Alu, han contribuido en la génesis de los STRs. Para esto se
han propuesto tres mecanismos diferentes: 1) el elemento Alu puede insertarse en medio de un
STRy crear repeticiones en las secuencias que flanquean dicho elemento; 2) el elemento Alu puede
insertarse con una mutacion en la cual exista una sustitucion o insercion de nucledtidos al
retrotranscribirse, pudiendo asi generar nuevos STRs y; 3) la acumulacion de mutaciones en la
cola de poly(A) del elemento Alu, seguido por la expansion por medio del slippage o la
recombinacion, genera nuevos STRs (14). De igual manera se han hallado secuencias de elementos
de transposicion en las zonas flanqueantes de los STRs hasta un 41%, con relevancia en el origen

de estos (15).
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3.1.1.2 Clases de STRs

Los STRs pueden ser clasificados como simples, compuestos o complejos. Los STRs simples son
secuencias de un unico motivo de repeticion, los compuestos estan conformados por mas de un
motivo de repeticion y los complejos, a diferencia de los compuestos, pueden tener mas de un
motivo de repeticion de diferente tamafio y secuencia (16), como se observa en los ejemplos de la

figura 1.

Simple
[ AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | AATG | ALELO7
[ AATG | AATG | AATG | AATG [ AATG | AATG |ATG| AATG | AATG | AATG |aLeroos

Complejo

"

[TTTTTTT . azo162
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[(Jre Wl Ml [OOcr [l e

Compuesto
_Illlllll-wns

Figura 1 : Clases de STRs, figura modificada de Goodwin et al.(17)

3.1.1.3 Modelos de mutacion de los STRs

En la recoleccién de datos de STRs es importante conocer cual modelo te6rico mutacional se debe
aplicar, ya que dichos modelos mutacionales se usan para derivar el nimero esperado de alelos en
una poblacion y también en los analisis estadisticos de la variacion genética. En general, los

modelos usados son (12):
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- Modelo mutacional de alelos infinitos. Cada mutacion crea aleatoriamente un nuevo alelo, es
decir que un alelo con determinado nimero de repeticiones esta estrechamente relacionado con
otro sin importar dicho nimero de repeticiones. En otras palabras, un alelo 10 esta relacionado

genéticamente con el alelo 15 tanto como con el 9 (12);

- Modelo de mutacién por pasos. Al existir una mutacion, un STR puede perder o ganar una
repeticion, implicando que dos alelos que difieren solo en una repeticion estan mas relacionados
que aquellos que difieren en varias unidades. Este modelo es usado comUnmente para estructura

genética y para estimar la relacion entre individuos, excepto en presencia de homoplasia (12);

- Modelo de dos fases. Se introdujo como un complemento del modelo de mutacion por pasos. En
este se establece que la mayoria de eventos mutacionales resultan en un incremento o disminucién
de una unidad de repeticién, aunque también pueden ocurrir, en menor proporcion, alteraciones

que involucren grandes nimeros de repeticiones (12);

- Modelo de K-alelos. Si en un locus dado existen K posibles alelos, entonces la probabilidad de

que un alelo dado mute es pk-1, donde p es la tasa de mutacion (12).

3.1.1.4 Mecanismo de mutacion

La tasa de mutacion de los STRs oscila entre 102 hasta 107 por generacion y generalmente se debe
al slippage de la polimerasa o, en menor medida, a la recombinacién desigual durante la
replicacion o reparacion. Sumado a ello estd el mecanismo de retrotransposicion que también

genera cambios en los STRs (18).
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Dicha tasa de mutacion puede estar influida por diversos factores como el nimero de repeticiones,
la unidad de repeticion, la estructura de la repeticion, las bases que componen la unidad de

repeticion, la recombinacion, el sexo, la edad y la interrupcion de los STRs (18).

El nimero de repeticiones puede influir en los cambios generados en los STRs, ya que se ha
demostrado que una secuencia corta tiende a ganar repeticiones y una secuencia larga tiende a

perder unidades de repeticion (19).

De acuerdo a la unidad de repeticion se ha observado que los tetranucle6tidos tienen hasta 4 veces
mas estabilidad que los dinucledtidos y los trinucle6tidos en casos que no involucran la salud tiene

una estabilidad mayor que los dinucleétidos hasta 1,5 a 2 veces (20).

Los heterocigotos tienden a aumentar la tasa de mutacion de los STR, es decir que un alelo influye
sobre el otro y generalmente un alelo corto se ve influenciado por el alelo mas grande, a este efecto

se le denomina allele-span (21).

Las secuencias con alto contenido de AT suelen aumentar la tasa de mutacion del STR, y las
secuencias con alto contenido en GC tienden a sufrir menos cambios (21), ademas no existe
evidencia de que la recombinacion influya en los cambios de los STRs(18), sin embargo, pueden
darse duplicaciones o deleciones en variantes estructurales que pueden conllevar a anomalias en
los patrones de lectura de los genotipos(22), esto puede dar origen a patrones trialélicos lo cual se

explicard mas adelante.
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Por otro lado, la mutacion de los STRs es mas frecuente en los hombres, ya que estos tienen un
mayor numero de replicaciones en sus células germinales comparado con las mujeres(23), ademas,
cuando los STRs presentan sustituciones o insersiones/deleciones en la secuencia, puede cambiar

su tasa de mutacion, debido a que interrumpe la conexién entre las unidades de repeticion(18).

3.1.2 Origen molecular de un patrén trialélico

Un patrén trialélico en un marcador genético puede deberse a procesos asociados a la
recombinacion del ADN, lareplicaciony la reparacion, la presencia de elementos de transposicion,
el mosaicismo y variaciones en el nUmero de cromosomas.

La ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas dan lugar a las variaciones denominadas
aneuploidias. Si hay perdida puede presentarse una monosomia (ejemplo: sindrome de Turner) o
si hay ganancia una trisomia (ejemplo: sindrome de Down). Para estas variaciones en numero
existe otro termino llamado euploidia, el cual define cambios en la totalidad de cromosomas dando
origen a organismos haploides, diploides o poliploides, estos ultimos se observan generalmente en
plantas (6). Los fendmenos de aneuploidia se presentan por la no disyuncién cromosémica, en la
cual, en el proceso de lameiosis | o 1l no se separan de forma adecuada los cromosomas homdlogos
dando lugar a este tipo de alteraciones. Aunque los fenémenos de aneuploidia autosémica se
observan con una frecuencia muy baja y la mayoria de los individuos que las presentan son
abortados de forma espontanea, como en el caso del cromosoma 2, ya que estos fenémenos se
observan mayormente en cromosomas pequefios como el 21, el 18, el 13, y con menor frecuencia

en el cromosoma 8 (24).
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Ahora bien, en las variaciones de estructura y ordenacion de los cromosomas generalmente se
deben a roturas causadas por agentes exogenos o endogenos a lo largo del cromosoma, que pueden
provocar pérdidas o reordenamiento del material genético, ademas la exposicion a sustancias
quimicas o radiacion aumentan la tasa de dafio, y en estos puntos de ruptura se crean segmentos
pegajosos que tienden a unirse a otros segmentos, creando duplicaciones, translocaciones y
deleciones. Otro de los fendmenos que producen variaciones en el genoma pueden deberse al
entrecruzamiento desigual o por error en la replicacion, aunque este hecho permite la aparicién de
conceptos como redundancia génica, alteraciones en el fenotipo y variabilidad génica en la

evolucion (6).

Asi como existen variaciones a nivel cromosdémico, también se describen a nivel génico
mutaciones que pueden explicar un genotipo trialélico, como las inserciones o deleciones de uno

0 mas pares de nucledtidos (24).

Ademas del slippage, la recombinacion desigual también puede generar gran diversidad en los
loci, ya que muchos microsatélites y minisatélites se han propuesto como sitios calientes para
recombinacién. La recombinacion como los procesos que impliquen entrecruzamiento desigual de
genes puede conducir a grandes contracciones de la escala y expansiones en la matriz de repeticion
(26). Asimismo, existen mecanismos como Nonallelic homologous recombination que pueden

generar una duplicacion de un segmento del genoma, mecanismo explicado en la figura 2 (27).

La figura 2 representa el mecanismo Nonallelic homologous recombination: A | La Nonallelic

homologous recombination (NAHR) entre repeticiones directamente orientadas genera deleciones
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y duplicaciones (parte Aa), mientras que NAHR entre repeticiones invertidas genera la inversion
del segmento entre las repeticiones (parte Ab). B | La tasa de NAHR puede variar dentro de un
locus particular debido a la presencia de pares de Low-copy repeats (LCR) con riesgo de
susceptibilidad distintivo. Por ejemplo, la tasa de NAHR se correlaciona positivamente con la
longitud de LCR vy se correlaciona inversamente con la distancia inter-LCR, que puede conducir a
variantes de nimero de copias recurrentes e infrecuentes (CNV) en un locus determinado
identificado en diferentes pacientes con un trastorno genémico (por ejemplo, en las deleciones
recurrentes e infrecuentes y las duplicaciones reciprocas en el sindrome de Smith-Magenis y el
sindrome de Potocki-Lupski, respectivamente). C | La tasa de NAHR puede variar entre individuos
con una arquitectura genomica distinta en un locus determinado o un haplotipo de variante
estructural que da como resultado LCR directamente orientado. Esto se ejemplifica mediante
haplotipos estructurales invertidos que presentan distintos riesgos de someterse a NAHR debido a
la variabilidad estructural en el contenido y orientacion de LCR. Por ejemplo, se observan dos
haplotipos variantes estructurales divergentes, H1 y H2, en la region 17921.31, pero las deleciones
que causan el sindrome de Koolen-De Vries (OMIM 610443) aparecen en los cromosomas
portadores del haplotipo H2. Los genes sensibles a la dosificacion flanqueados por LCR estan
representados por asteriscos. Los LCR estan representados por flechas horizontales de colores

combinados(27).
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Figura 2: Mecanismo Nonallelic homologous recombination tomada de Carvalho, C. M., & Lupski, J. R.(27)

Como ya se ha mencionado el marcador genético TPOX presenta un tercer alelo en algunos
individuos, que pudo haberse originado a través del mecanismo NAHR, caracteristica que en
ciertas familias se hereda a sus hijos. Asi, al realizar un alineamiento del intrén 10 del gen TPO se
pueden observar diversos lugares del genoma con una homologia mayor del 90% en los
cromosomas 19, 13, 7, 5y en el X, especificamente X:13665448-13665707(28), que podria dar

explicacion a la segregacion descrita en la familia de poblacion afrodescendiente(29).
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Actualmente, el TPOX es un microsatélite incluido en los marcadores mas usados en genética
forense en todo el mundo, siendo los més comunes; D1S1656, TPOX, D2S441, D2S1338,
D3S1358, FGA, CSF1PO, D5S818, SE33, D6S1043, D7S820, D8S1179, D10S1248, THO1,
VWA, D12S391, D13S317, Penta E, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, Penta D, y
D2251045(30), estos son generalmente seleccionados para el analisis forense porque son

altamente polimorficos, tetraméricos, y no estan ligados (31).

3.2 Poblacién de referencia

Frente a las pruebas de ADN generalmente se comparan perfiles genéticos y para ello, se deben
tener frecuencias alélicas de la poblacidon de referencia, obtenidas a través de un muestreo de
diversos individuos no emparentados entre si (32). Actualmente, los laboratorios pueden emplear
las frecuencias alélicas de muestreos genéticos de poblacion colombiana, con un minimo de 700

individuos (33).

3.2.1 Parametros estadisticos de relevancia en genética forense

Una poblacion humana es un grupo de individuos que se reproducen entre si y pueden presentar
diferencias génicas respecto a grupos humanos vecinos; es indispensable poseer el soporte

estadistico de la variabilidad de cada poblacion mediante la proporcion relativa de alelos (34).

Un principio basico en la genética de poblaciones es la Ley del equilibrio de Hardy-Weinberg, que

contiene tres principios fundamentales (35):
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1) En una poblacion las frecuencias alélicas en un locus autosémico no cambian de una

generacion a la siguiente (equilibrio de las frecuencias alélicas).

2) Las frecuencias genotipicas de la poblacién estdn determinadas de una manera predecible

por las frecuencias génicas (equilibrio de las frecuencias genotipicas).

3) El equilibrio es neutro, es decir, si se perturba la poblacidn el equilibrio se restablecera en
una sola generacién de apareamiento al azar, pero con las nuevas frecuencias alélicas y si

todos los restantes requisitos se mantienen.

“Como las poblaciones naturales dificilmente se encuentran en equilibrio estricto, hay que
determinar si las desviaciones observadas en la muestra pueden atribuirse simplemente al azar o si
por el contrario, son tan grandes que lleven, en primer instancia, a investigar una posible ocurrencia
de errores sistematicos en el genotipado o luego permiten afirmar la existencia de algin proceso
que esté desviando la poblacion de la situacion de equilibrio (mutacion, seleccion, migracion,

deriva génica, apareamientos preferentes)”(35).

Cuando existe un alto nivel de endogamia o aislamiento en una poblacién puede generarse un
exceso de homocigotos y se considera que todo el genoma es afectado y no un locus en concreto,
por lo que seria l6gico encontrar que la tendencia a la disminucién del nimero de heterocigotos es

un proceso general o al menos extendido y sirve como indicio de subestructura poblacional (35).
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La subestructura poblacional puede estimarse a través del estadistico F de Wright (1951), ya que
una poblacién lleva consigo un efecto similar a la endogamia; y puede utilizarse el "indice de
fijacion" (simbolizado por Fst), que mide la reduccion en la heterocigosis debida a diferenciacion

genética entre poblaciones (36).

“Fst es siempre mayor que (o igual a) cero, debido al efecto Wahlund, que asegura que HT > HS
media. Si todas las subpoblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg con las mismas frecuencias
alélicas, entonces Fst =0. A medida que Fst aumenta, aumenta la estructuracion, aislamiento y
diferencias entre las poblaciones. Donde HT es el promedio de la heterocigosis esperada en la
poblacion total para todos los loci y HS es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de
subpoblaciones para todos los loci”(4). Sumado a ello, el Fst puede ser usado como factor de

correccion “0” para el calculo del LR (Likelihood Ratio) (37).

Teniendo en cuenta lo anterior a cada marcador STR se le realiza los siguientes parametros para

determinar si son Utiles para el uso forense:

e Poder de exclusion (PE): Es la probabilidad de excluir a una persona aleatoria como

contribuyente de un alelo en el locus (38). Esta dada por la siguiente formula:

PE = H(1 —(1-H) H?)

Donde H= Heterocigosidad
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Contenido de informacion polimérfica (PIC): Refleja la probabilidad de que una
descendencia determinada de un padre portador de un alelo en un locus permita la
deduccion del genotipo parental en el locus y depende del numero de alelos de ese

marcador y de sus frecuencias relativas en la poblacion (39). La formula es la siguiente:

n—1 =n

PIC =1 JZp: ZZEPEPE
i=1

i=1 j=i+l
Donde n es el nimero de alelos y pi es la probabilidad del alelo i
Probabilidad de coincidencia (Pm): Es la probabilidad de que dos individuos elegidos al

azar en una poblacion tengan el mismo perfil genético en uno o varios marcadores y puede

simplificarse en la siguiente férmula (40):

Pm = ZPi2

Donde Pi es la frecuencia del genotipo i.

Poder de discriminacion (PD): Es la probabilidad de que dos personas elegidas al azar de

la poblacion tengan distinto perfil genético y se calcula de la siguiente manera (40):

PD=1-Pm
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e Frecuencia alélica minina (MAF): Algunos alelos ocurren en menor frecuencia que otros
por lo que la frecuencia minima para estos alelos se obtiene de dividir cinco entre 2N donde

“N” es el nimero de muestras totales analizadas para la base de datos (41).

MAF—5
2

3.2.2 Poblamiento de Colombia

Con el fin de entender las diferencias entre las poblaciones, hay que conocer su historia. Se sabe
que entre el Pleistoceno y el Holoceno, llegaban los primeros seres humanos a lo que hoy es
Colombia, creando las condiciones fisicas y psicoldgicas para tener éxito en la colonizacion de los
ecosistemas colombianos y en la construccion de territorios humanizados (42). A su llegada al
territorio colombiano, las poblaciones europeas se encontraron con una multiplicidad de pueblos,
con diversos grados de desarrollo en su actividad productiva y su organizacion social, y con
diferentes referentes simbolicos. Pero su intencion de convertir el nuevo mundo en unidad
territorial, termind segregando la diversidad (43). Por otro lado, para los trabajos en minas,
haciendas y en la navegacion por el rio, se trajeron esclavos africanos a partir de 1590. Luego de
esto ocurrié un aumento en la poblacion mestiza, indigena y africana, que hacia finales del siglo

XVIII ya conformaban la mayoria de la poblacion colonial (44).

Por consiguiente, en Antioquia antes de la llegada de los espafioles habitaban diversos grupos
indigenas principalmente de dos grandes etnias: los Caribes y los Chibchas (45). La primera hueste

de espafioles en actitud de conquista que llegd a las tierras de lo que después seria Antioquia
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arribaron hacia 1502 al lado oriental del Golfo de Uraba. Con la llegada de estos primeros
espafoles a Uraba se daba inicio al contacto entre los pueblos americanos, pobladores ancestrales
de estas tierras y un conjunto de nuevas realidades que habrian de producir cambios notables y
marcarian un nuevo rumbo a la historia de estas comunidades humanas (46). Segun los documentos
coloniales, el grado de centralizacién politico y la escala territorial de los cacicazgos de la regién
eran muy limitados (47), ademas disminuyeron su poblacion notablemente desde el siglo XVI con
la represion espafiola (48). La mezcla de las diferentes etnias culturales dio lugar a mestizos entre
espafioles e indigenas y negros, aunque también existia mezcla entre negros e indigenas (Zambaje),
ya que las servidumbres de aquella época convivian y habia escasez de mujeres negras (48). En la
ubicacién del actual municipio de frontino estuvo poblada por indios de Guaca, y como ocurria
tan pronto se fundaba una ciudad, sus autoridades procedian a distribuir a los indios entre los
conquistadores, y el tipo de economia de expoliacién aplicada por los europeos, mantendria a los

aborigenes en permanente rebelion durante décadas (49).

La poblacién mestiza siempre fue mayoritaria en los censos realizados a partir del siglo XVII, sin
embargo, parecia que “su unica posibilidad cultural pasaba por "blanquearse" y esto significaba
una especie de condicion esquizofrénica desde el punto de vista de sus valores, ideas y simbolos:

tratar de ser y parecer "blanco" pero NO ser blanco” (48).

Por otro lado, en el Departamento del Chocd se describe que “hace aproximadamente 2.300 afios,
existia ya en el Uraba chocoano, conocido con el nombre de Darien, un complejo cultural,
conformado por cazadores y pescadores sedentarios que culmino en una fase agricola. A la llegada

de los europeos a América, poblaban el territorio chocoano agrupaciones indigenas conocidas
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como los Kunas, Chocoes, Noanamaes (Kunas, Emberas y Waunanas) (50-52). La riqueza en
recursos naturales como el oro en el Choc6, estaba ligada a la abundante presencia de esclavos
negros en la costa pacifica, aunque los esclavos negros huian de sus amos para construir fortalezas
y defenderse, a estos se les conoce como palenques y al acto de rebelion se le daba el nombre de
cimarronismo. Todo lo anterior explica porque la poblacion actual del Choc6 es mayoritariamente

Afrodescendiente (50-54).

De acuerdo a todo lo mencionado, estos hechos de mezcla entre poblaciones, incluyendo la
poblacion con origen africano permiten tener una gran diversidad en Colombia, y puede explicar
que el patron trialélico con el alelo extra “10” del marcador TPOX, proviene desde alguna de las

embarcaciones de esclavos en algin momento del poblamiento después de 1590.

3.3 Calculos de filiacion: trios y duos

Los calculos en filiacion se basan en el IP (indice de paternidad) equivalente al LR (Likelihood
ratio), donde se obtiene una probabilidad a favor o en contra de la paternidad. Las probabilidades
obtenidas a través de la evidencia con el uso de marcadores genéticos, nunca tiene una certeza del
100%, pero existen pautas para catalogar una filiacion positiva, como en el articulo 7 de la ley 721
del 2001 de Colombia, la cual designa que para establecer paternidad o maternidad, el indice de
probabilidad debe ser superior al 99.9% (55). Aunado a ello la ISFG (International Society for
Forensic Genetics) recalca que cada laboratorio es responsable de establecer los umbrales de

interpretacion en los test de paternidad (56).
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Las férmulas usadas en estas pruebas de filiacion se basan en la probabilidad de las hipotesis

planteadas, como se observa a continuacién (56):

IP= Probabilidad(Genotipo observado|HO:el hombre al que se le realiza la prueba sea el padre )

Probabilidad (Genotipo observado|H1:cualquier hombre de la poblacion sea el padre )

El valor IP es obtenido de cada marcador genético utilizado, donde el valor varia segin las
frecuencias alélicas de la poblacidn, a partir de los valores IP de cada marcador es posible tener un

indice de paternidad combinado (IPC), como producto final de los IP (56):

IPC= 1tNi-1 Pi.

Donde i=1, hasta N, indices calculados de cada sistema de marcadores genéticos, a partir de esto

se puede obtener una probabilidad posterior basada en Bayes (57):

Pr(genotipo|HO)Pr(HO)
Pr(genotipo|HO)Pr(HO0)+Pr(genotipo|H1)Pr(H1)'

Pr(HO|genotipo)=

Generalmente la probabilidad posterior se representa con la letra W una abreviacion del aleman
“Wahrsheinlichkeit”, introducida por el sueco Essen- Mdller. El planteamiento del teorema de
Bayes puede simplificarse suponiendo un prior Pr(HO)=Pr(H1)=0.5, es decir que la probabilidad

de HO es la misma probabilidad de que sea H1, obteniendo la siguiente formula (57):

_ Pr(genotipo|HO0) _ IPC _ LR
Pr(genotipo|HO0)+Pr(genotipo|H1) IPC+1 LR+1
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De acuerdo a lo anterior se plantea la siguiente tabla con las férmulas simplificadas para casos de

paternidad, donde A, B y R representan alelos diferentes de un locus dado y las frecuencias de los

alelos en la poblacién se representan cona, by r:

HIJO | MADRE | PRESUNTO | NUMERADOR | DENOMINADOR INDICE DE
PADRE PATERNIDAD (IP).
p Y g representan las
frecuencias del alelo en
la poblacion.
1 AA AA AA 1 a 1/a
2 AB 1/2 a 1/2a
4 AB AA 1/2 al2 1/a
5 AB 1/4 al2 1/2a
6 AR 1/4 al2 1/2a
7 AB AA BB 1 b 1/b
8 AB 1/2 b 1/2b
9 BR 1/2 b 1/2b
10 AB AA 1/2 (at+h)/2 1/(a+h)
11 AB 1/2 (a+h)/2 1/(a+h)
12 AR 1/4 (a+h)/2 1/2(a+b)
13 BR 1/4 (ath)/2 1/2(a+b)
14 BR AA 1/2 al2 1/a
15 AB 1/4 al2 1/2a

Tabla 1: Modificada de calculos y férmulas de prueba de paternidad de un solo locus para 21 diferentes combinaciones de
genotipos de trio completo del libro Advanced Topics in Forensic DNA Typing Methodology, chapter 14: Relationship Testing:

Kinship Statistics, 2015(58)

Las férmulas se fundamentan en el teorema de Bayes; por ejemplo, con el padre AB, madre AB e

hijo AB, el numerador generalmente es representado con X y se plantea lo siguiente:

X=2ab2ab ((1/2) (1/2)+(L/2) (1/2))=4a2h?0.5=2a%0?

Donde 2ab representa la probabilidad de heterocigotos tanto del padre como de la madre, y el 0.5

representa la probabilidad de transmisién del alelo A o B por parte de los padres. Por otro lado, el

denominador se representa generalmente con Y obteniendo lo siguiente:
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Y=2ab2ab(1/2)(a+h)=2a%b*(a+b)

Para el denominador hay que tener en cuenta la probabilidad de que cualquier hombre de la
poblacion sea el padre, por eso se adiciona la probabilidad de que haya transmitido al hijo el alelo
Ao el alelo B (representado por a+b) y la probabilidad de transmision de alguno de esos dos alelos

es de 0.5.

_ 2a’b?  _
Entonces, IP=— = by

1/(a+b)

Del mismo modo, las pruebas de parentesco con dos individuos se basan en la teoria bayesiana,
incluyendo los casos de filiacion con el presunto padre y el hijo. Las férmulas para duos se

observan a continuacion:

HIJO PRESUNTO NUMERADOR | DENOMINADO INDICE DE
PADRE R PATERNIDAD (IP)
1| AA AA a a2 1/a
2 AB a2 a2 1/2a
3 AR al2 a2 1/2a
4 | AB BB la 2ab 1/2b
5 AB (at+b)/2 2ab (at+b)/4ab
6 BR al2 2ab 1/4b
7 AA b 2ab 1/2a
8 AR b/2 2ab 1/4a

Tabla 2: Calculos y férmulas para pruebas de filiacion con un solo progenitor, Tabla modificada de Estadistica aplicada a la
genética forense, Luque J(59).

En los casos donde no se cuenta con la informacion de la madre, se deben tener en cuenta todas

las posibilidades a la hora de plantear las diferentes férmulas, generalmente se basa en la
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probabilidad de compartir alelos idénticos por descendencia (IBD) y se derivan de la siguiente

tabla:

GENOTIPO I=0 1=1 =2
1 AAAA at ad a2
2 AA,AB 2a%b a2b 0
3 AA,BB aZb? 0 0
4 AABC a22bc 0 0
5 AB,AB 4a%h? ab(a+b) 2ab
6 AB,AC 4a?bc abc 0
7 AB,CD 4abcd 0 0

Tabla 3: . Probabilidades por pares de genotipos en funcion del nimero de alelos compartidos, representados con la letra I, es
decir cuando I=0 no comparten alelos IBD, si I=1 comparten un alelo IBD y si I=2 comparten 2 alelos IBD. Tabla tomada del
libro Relationship Inference whit Familias and R(57).

Como ya se ha mencionado, la probabilidad de los alelos IBD es importante a la hora de plantear

la solucion, por ejemplo, para un padre con genotipo PaPg e hijo PaPg, se forma el numerador de

la siguiente manera:

X=(0)4a?bh? + (1)ab(a+b) + (0)2ab

Donde se tiene en cuenta la probabilidad de que compartan 1 o 2 alelos 0 que no compartan. Asi

mismo se multiplica cada probabilidad de transmisién observando la genealogia, por ejemplo, la

probabilidad de que se transmita un alelo IBD es de 1 para padre e hijo, o de que no transmita es

de 0, como puede observarse en la figura 3.
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probabilidad de compartir

dos alelos IBD o de no Pmbgbﬂidad de
compatrtir alelos IBD compartir un alelo IED
AB AB— |
12
12
AB A B
1] 1/2+1/2=1

Figura 3; Imagen creada con el programa progeny. Probabilidades de compartir alelos IBD Padre-Hijo, suponiendo que el
padre y la madre no estan emparentados.

Donde el LR se expresa de la siguiente manera:

_ (0)4a’h® + (Dab(a +b) + (0)2ab
N 4q2p?

LR

_ab(a+b)_(a+b)
T 4@’ 4ab

LR

3.4 Next Generation Sequencing (NGS) y microarrays en busqueda de variantes
estructurales.

Las variantes estructurales (SV) en el ADN se dan como resultado de mecanismos mutacionales,
incluyendo recombinacion, replicacion y procesos asociados a la reparacion. Las SV son

inserciones, deleciones, elementos moviles, repeticiones en tindem, translocaciones y variaciones



31

en el nimero de copias. Las SV pueden ser analizadas mediante secuencia de genoma completo,
en busqueda de puntos de ruptura, diferencias en la profundidad y discordancias en el mapeo con
el genoma de referencia (22). En la figura 4 se resumen las estrategias de los diversos softwares

usados para el analisis de secuencias que pueden ser usados en el analisis de la posible duplicacion

del TPOX.
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Figura 4:tomada de Tattini, L., D'Aurizio, R., y Magi, A. Patrones de SV para deleciones (A), nueva secuencia de insercion (B),
inversion (C) y duplicacion en tandem (D), en métodos como; read-count (RC), read-pair (RP), split-read (SR), y de novo assembly
(AS)(60).

Los métodos de read-pair (RP) se basan en la evaluacién del intervalo y la orientacién de las
lecturas (reads) de extremos pareados. Se recopilan los pares discordantes en los que el intervalo

de mapeo y / o la orientacién de los pares de reads son inconsistentes con el tamafio de insercion
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esperado. Se pueden investigar varias clases de SV mediante este enfoque. EI mapeo de pares de
reads demasiado alejado esta asociado a deleciones, mientras que los que se encuentran mas cerca
de lo esperado son indicativos de inserciones. Ademas, las inconsistencias de orientacion pueden

representar inversiones y una clase especifica de duplicaciones en tandem(60).

Los enfoques de read-count (RC) asumen una distribucion aleatoria (Poisson o Poisson
modificada) en profundidad de mapeo e investigan la divergencia de esta distribucion para resaltar
las duplicaciones y deleciones. La secuencia de las regiones duplicadas da como resultado una
mayor profundidad de reads, mientras que las regiones eliminadas muestran una profundidad de

reads reducida en comparacion con las regiones normales(61).

Los métodos de split-read (SR) permiten la deteccion de SV con una resolucién de par de base
Unica. La presencia de un punto de ruptura de SV se investiga sobre la base de una lectura de

secuencia dividida que rompe la alineacién con la referencia (60).

Tedricamente, todas las formas de variacion estructural podrian investigarse por medio de métodos
de novo assembly (AS). EI AS se refiere a fusionar y ordenar fragmentos cortos para volver a
ensamblar la secuencia original a partir de la cual se tomaron muestras de los fragmentos cortos,
aungue las caracteristicas intrinsecas de los datos de NGS, como la longitud de los reads (corta),

limitan el uso de enfoques AS para la investigacion de variantes (62).

Ademas, una clase especifica de SV, inserciones de elementos mdéviles (ME), se puede investigar
explotando la informacidn de reads discordantes y recortados (DC) (60). Los ME son secuencias
de ADN repetitivas que pueden cambiar de posicion dentro del genoma, debido a esta caracteristica

su deteccidn es desafiante. Las ultimas estimaciones sugieren que mas de la mitad del genoma
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humano es repetitivo o derivado de repeticion (63). Si bien el enfoque de DC se puede atribuir a
los métodos RP y SR, las parejas de reads se asignan a una biblioteca personalizada y configurable

de secuencias consenso activas de ME conocidas (64).

Por otro lado, los microarreglos o arrays de hibridacion genémica comparada (aCGH), muestran
la cantidad de ADN en diferentes loci del genoma al confrontar las concentraciones relativas de
ADN de 2 genomas (control y paciente), marcados con fluorocromos diferentes, que se empalman
con fragmentos de ADN de secuencia conocida adheridas a un soporte de cristal. EI matiz de la
fluorescencia en los diferentes sitios del aCGH indica la concentracion relativa de cada secuencia
de ADN vy permite observar la existencia de ganancias o de pérdidas en zonas especificas del
genoma (65,66). La principal ventaja de aCGH es la capacidad de detectar simultdneamente
aneuploidias, deleciones, duplicaciones y / o amplificaciones de cualquier locus representado en
una matriz, también posee ventaja sobre la hibridacion fluorescente in situ (FISH), ya que la matriz
CGH es un experimento FISH coordinado y concurrente en cientos o miles de loci (67), como se

observa en el ejemplo de la figura 5.

Arrays de CGH

Hibridacion
Competitiva

A v v
ADN incégnita ADN normal
M \"

X

Un software lee los distintos Spots de ADN
y traduce las senales de cada cromosoma

Detalle de microchip (array) con
secuencias de ADN (BACs) que hibridizaran
competitivamente con el ADN normal e incognita

Figura 5: Tomado de Rawe V, et Cuzzi j. Representacion esquematica del procedimiento de CGH con arrays (68).
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4 Planteamiento del problema

Actualmente uno de los marcadores STR mas usados en genética forense es el TPOX que esta
ligado al gen de la peroxidasa tiroidea humana (TPO), ubicado en el cromosoma 2:1489617-
1489848, especificamente en el intron 10. EI gen TPO tiene un tamafio aproximado de 150Kb,
compuesto por 17 exones, donde cuatro exones Unicos en el gen (exones 13-16) abarcan un modulo
de proteinas diferentes. Tres de estos modulos, que representan los exones 13, 14 y 15, presentan
similitudes significativas con la C4b / beta-2-glicoproteina, el receptor EGF / LDL, y un dominio
transmembrana tipico, respectivamente. Los genes que codifican estos modulos probablemente se
fusionaron a un gen de la peroxidasa ancestral para generar el presente gen TPO. Por lo tanto, la
pérdida o ganancia de intrones, y el arrastramiento del exén han desempefiado un papel importante

en la evolucion del gen TPO (69).

Aunado a ello, el gen TPO codifica para una glicoproteina de membrana, que ayuda a la yodacion
de residuos de tirosina en la formacion de tiroglobulina y fenoxiéster entre pares de tirosinas
yodadas para generar las hormonas tiroideas, tiroxina y triyodotironina. Las mutaciones en este
gen pueden producir varias alteraciones de hormogenesis, como el hipotiroidismo congénito, el
bocio congénito y el defecto de la organizacion de la hormona tiroidea 11A(70). Al igual que los
otros loci STR de uso forense, el TPOX estd constituido por repeticiones de tetranucleétidos,
particularmente por la secuencia AATG, que se repite aproximadamente entre 6 a 14 veces (71,72);
aunque a nivel de la poblacién en general, el 90% de los individuos presentan los alelos 8, 9 u 11
(73). En general, en Colombia, se ha observado que los alelos 8,9 y 11 tienen una representacion
del 82% (74), mientras que en la poblacién antioquefia y chocoana se encuentran con una

frecuencia del 79% (11) y 77% respectivamente (75). También, dicho marcador TPOX puede
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presentar perfiles genéticos con patrones trialélicos, debido a eventos inusuales como mutaciones,

que pueden causar un numero irregular de alelos en algunos individuos (7,76).

Asimismo, los perfiles genéticos con patrones trialélicos se caracterizaron hacia el afio 2004,
clasificados por el Forensic Science Service (FSS) de acuerdo a la intensidad que presentaba cada
alelo. Se establecieron dos modelos a saber, el Tipo 1, en el cual los tres alelos exhibian diferente
intensidad, indicando que se trataba de una mutacién somatica en un locus heterocigoto, mientras
que en el Tipo 2, se observaban tres alelos de igual intensidad, sugiriendo una duplicacion (77).

Esto se puede observar en la Figura 6.

A Clavton et al. 2004 ] ]
) C. Ejemplo tipo 1

H “/
] B &

Tipl:l 1 Tipl:l 2
B. Categorias tipo 2 '\ .

*
] B o] [Rie]
Tipo 2-A Tipo 2-B Tipo 2-C
11 13 14

Figura 6:Imagen modificada de Clayton et al. En la figura (A), se observa un patrén trialélico tipo 1y tipo 2 propuesto por Clayton
et al. En el afio 2004, donde el alelo mutante putativo se denomina por *. El patroén tipo 1 es debido a dos lineas celulares, el cual
una de ellas contiene la variacion y el tipo 2 puede deberse a una duplicacion del marcador. En la figura (B), se subclasifica el
tipo 2 seguin Picanco et al. En el afio 2015, Tipo 2-A (8-10-11): tres picos regulares de tres alelos diferentes; Tipo 2-B (8-10-10):
una dosis doble pico y un pico regular; Tipo 2-C: un solo pico triple dosis. En la figura (C) se muestra un ejemplo de dos lineas
celulares, una linea celular con la mutacion presente y la otra linea celular normal, ademas incluye el electroferograma del
amplificado.



36

Ademas, los patrones trialélicos tipo 2-B y tipo 2-C pueden omitirse en la observacion de un
electroferograma, dado que el alelo extra contiene el mismo numero de repeticiones que el
ancestral, pero el tipo 2-A se puede observar claramente el alelo extra pudiendo deberse a los

mecanismos de mutacion que alteran el nimero de repeticiones en el alelo (16).

Estudios previos de los patrones trialélicos del marcador TPOX sugieren que esta caracteristica
tiene origen africano, especificamente del sur del continente, dado que aproximadamente el 2,4%
de los sudafricanos poseian un genotipo de tres alelos para este marcador (29), que puede deberse
a una duplicacion dentro del mismo cromosoma 2 o una duplicaciéon de la secuencia de este
marcador en el cromosoma X (29,76,77). Ademas, hay evidencia que la mutacién no se quedo en
territorio africano, testimonio de ello, son varios estudios realizados en América. Por ejemplo en
Brasil, Fridman y colaboradores encontraron un TPOX trialélico en 1 de 561 (0,00178) muestras
que componian su estudio (78). Alli mismo, afios después, hallaron igual patrén en 88 muestras de
150.226 (0,00059) (79). También Diaz y colaboradores observaron la presencia de la variante en
Republica Dominicana (80). Asi pues, aunque los hallazgos son pocos Yy las frecuencias bajas, dan
prueba de la llegada de tal genotipo por parte de la poblacién sudafricana, como se aprecia en la

figura 7.

Dados los hallazgos de estas variantes trialélicas en el macador TPOX a nivel mundial, el National
Institute of Standards and Technology (NIST), que cuenta con una base de datos en linea de los
marcadores STR utilizados en la practica forense, tiene un apartado exclusivo alusivo a los
patrones trialélicos de este marcador, construida a partir de los reportes realizados por diversas

instituciones alrededor del mundo. Actualmente existe una recopilacién de 120 reportes de
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genotipos trialélicos, no obstante, entre estos 120 datos, solamente se encuentran 19 patrones

diferentes, como se puede ver en la tabla 1, que es una adaptacion de la base de datos original, que

puede ser encontrada en la pagina web http://www.cstl.nist.gov/strbase/var TPOX.htm#Tri.

Genotipo | Kit Instrumento Frecuencia qu)fi rm | Contribucion

6, 8, 10 6{0) ABI377 1/39000 Z(I:Ion Chris Piwonka
6,9, 10 CO ABI377 1/39000 Sl Kelly Solis

6, 10, 11 6{0) ABI377 1/39000 Sl Chris Piwonka
6, 10, 12 CoO ABI310 N/A Sl Diane Hanson
7,8, 10 PP16 ABI310 1/1100 Sl Angelo Abati
7,9,10 CO ABI3100 1/20000 Sl Neil Quigley
7,10,11 6{0) ABI377 1/20000 Sl Karl Morton
8,99 ID ABI3500 N/A Sl Brittany Porter
8,910 CoO ABI377 1/20000 S Karl Morton
8,9, 11 PR-1D ABI3100 N/A Sl Chun Byun-Won
8,10, 11 CO ABI377 1/39000 SI Chris Piwonka
8, 10,12 CO ABI377 1/39000 Sl Chris Piwonka
8, 11,12 PS-CO ABI3100 1/10613 Sl Misty Marra
8,11,143 | ID ABI3130;ABI3130xI | N/A Sl Valerie Huebner
8, 10,11 (60) ABI377 N/A SI Karl Morton
9,10,12 6{0) ABI377 1/20000 Sl Shantel Kaster
9,11,12 PP16 ABI13100 1/28252 Sl Sun Hongyu et al
10,10,11 | CO ABI3100 N/A Sl Garon Foster
10,11,12 | CO ABI377;ABI310 1/30000 SI William Stubbs

Tabla 4: adaptada de STRbase del NIST. Reporte de patrones trialélicos para el STR TPOX: CO:
PR: Applied Biosystems Profiler, PS: Applied Biosystems Profiler Plus, ID: Applied Biosystems Identifiler, PP16: Promega

PowerPlex 16.

Applied Biosystems COfiler,

De los 19 modelos trialélicos que han sido informados, 14 presentan el alelo 10 en su genotipo.

Sin embargo, en estos perfiles, se puede notar la existencia de un alelo 9 u 11, pudiendo asi

derivarse de un alelo 10 ancestral (71). Esto puede deberse a cambios en la longitud de un STR,

bien sea por ganancia o pérdida de sus unidades de repeticion (81). Este tipo de mutaciones, pueden

generarse por slippage (82).


http://www.cstl.nist.gov/strbase/var_TPOX.htm#Tri
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En Colombia los afrodescendientes ocupan alrededor del 10,6% del total de la poblacion, aunque
el mayor asentamiento de individuos con ascendencia africana estan en el departamento de Chocg,
localizado en la regién del Pacifico Colombiano (83). Justamente en individuos de esa poblacion
se observd un caso de patron trialélico del marcador TPOX, en una prueba de paternidad de rutina

llevada a cabo en el Laboratorio de ldentificacién Genética — IdentiGEN de la Universidad de

Antioquia.

Figura 7: Mapa tomado de Vélez et al(84), y modificado de http://www.lahistoriaconmapas.com/atlas/inglaterra-mapas/el-
croquis-del-mundo-mapa.htm. Expansion de la mutacion del marcador genético TPOX desde Africa hacia América. En verde
oscuro, se representa la poblacion africana estudiada por el Dr. Lane. En azul, los paises americanos donde se ha encontrado la
mutacion (Brasil, Republica Dominicana y Alabama (EEUU). En verde claro, este estudio llevado a cabo en una familia de
Chocd, Colombia. Las flechas indican la expansion desde Africa. Crouse et al, no indican en su estudio el posible origen del
genotipo TPOX trialélico.



http://www.lahistoriaconmapas.com/atlas/inglaterra-mapas/el-croquis-del-mundo-mapa.htm
http://www.lahistoriaconmapas.com/atlas/inglaterra-mapas/el-croquis-del-mundo-mapa.htm
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Asimismo, en un estudio previo en el laboratorio IdentiGEN se analizaron 17 individuos
pertenecientes a un grupo familiar procedente del departamento de Choc6, Colombia. Después de
genotipificar cada una de las muestras, se encontré que 5 de ellos eran portadores del patron
trialélico del locus TPOX, concluyendo que el alelo 10 segregaba de manera independiente

posiblemente en el cromosoma X (84).

Es importante analizar los patrones trialélicos debido a que pueden afectar el producto total del LR
y de esa forma influir en el resultado final de la prueba de ADN (79). Ademas, en el calculo del
LR solo se describen marcadores diploides, por lo cual no existen pautas para el calculo de los
marcadores trialélicos, representando un problema a la hora de resolver los casos en identificacion
genética, incluso en algunos casos se recomienda no tener en cuenta el marcador trialélico para el
analisis final (85). A raiz de esto se hace necesario crear pautas en base a las recomendaciones de
organizaciones internacionales (Federal Bureau of Investigation, National Institute of Standards
and Technology, International Society for Forensic Genetics y el Grupo de Habla Espafiola y
portuguesa de la International Society for Forensic Genetics), que permitan un adecuado
desarrollo de los casos que presentan perfiles genéticos trialélicos. En resumen, un marcador
trialélico permite aumentar el valor final del LR y por ende aumenta el poder de exclusion,
discriminacion e identificacion, y si la transmision de padre a hijo es clara, la interpretacion

estadistica podria mejorarse durante la practica forense (79).

Por otra parte, la investigacion de los perfiles de ancestria genética de las poblaciones humanas es
una herramienta valiosa para comprender la dinamica de las migraciones y los eventos de

colonizacion, asi como para determinar los patrones de mezcla dentro de las poblaciones (86),
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aunado a ello, se sugiere una estrecha relacion entre la distancia geografica y la diferenciacion
genética (87), por consiguiente, el componente ancestral sirve como herramienta para explorar la

historia de las familias del presente estudio.

Finalmente, en el campo de la genética forense, tener un conjunto de marcadores que puedan
proporcionar estimaciones del componente ancestral, puede ayudar a identificar la poblacién de

origen del donante de cierta evidencia y ayudar a dirigir la investigacién criminal (86).
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5 Obijetivos del proyecto

5.1 Objetivo general

Describir el posible origen de los patrones trialélicos en el locus TPOX en dos familias

colombianas y su importancia en la identificacion forense.

5.2 Obijetivos especificos

Analizar la segregacion del locus TPOX en dos familias colombianas

» Describir la ancestria de las dos familias por medio de 46 Indels-AlMs

» Calcular los parametros estadisticos de relevancia en genética forense con datos

recolectados desde el afio 2011 hasta el afio 2016 en el locus TPOX y buscar patrones

trialélicos tipo 2-B.

» Evaluar la importancia de los patrones trialélicos del locus TPOX en la identificacion

forense.

» Explorar la posible localizacién gendmica del tercer alelo observado en el marcador TPOX.



42

6 Metodologia

Poblacidn: Familias portadoras del genotipo trialélico del marcador TPOX observadas en el

laboratorio 1dentiGEN.

Muestreo y observacion: Se toman los resultados de las bases de datos del laboratorio
IdentiGEN desde el afio 2011 hasta el afio 2016 con el fin de buscar patrones trialélicos tipo 2-B

en el locus TPOX.

Las dos familias sobre las que se hace el andlisis de segregacion del locus TPOX también fueron

obtenidas a partir de un individuo portador que dio el consentimiento para el analisis familiar.

Unidad de observacion: Individuos portadores del patron trialélico del locus TPOX dentro de

las familias a analizar.

Unidad de analisis: Las familias portadoras del patrén trialélico del locus TPOX observadas

en el laboratorio IdentiGEN.

Criterios de inclusién: Individuos con patrones trialélicos incluidos en la base de datos del
laboratorio IdentiGEN. Familias que denotan el patrén trialélico del locus TPOX obtenidas a partir

de un individuo portador en los estudios de rutina del laboratorio IdentiGEN.
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Criterios de exclusion: Toda poblacion cuya muestra no haya sido obtenida dentro del
laboratorio de ldentificacion Genética y las familias no portadoras del patrén trialélico del

marcador TPOX.

Muestreo: Se realiza el anélisis de toda la poblacion entre los afios 2011 y 2017 en busca de

patrones trialélicos tipo 2-B.

Se estudian individuos provenientes de familias colombianas, con el fin de establecer en ellos la
presencia del genotipo trialélico en el marcador TPOX. De cada individuo se toma una muestra de
sangre sobre tarjetas FTA® de Whatman. Se amplifican STRs autosémicos con el kit Identifiler
de la casa comercial Applied Biosystems, que contiene el marcador de interés y también se

confirman con el kit PowerPlex 16, de la casa comercial promega..

Los resultados obtenidos en la amplificacion del ADN de interés se someten a electroforesis capilar
en el Analizador Genético AB3130 de Applied Biosystems, y leidas con el software GeneMapper

version 3.2.

El LOD score de cada familia se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

81# OF RECOMBINANTS! (‘I - e)iﬂ OF NONRECOMBINANTS)

LOD score = Z = log,,

[’\1/5) i# OF RECOMBINANTS) {1{,&) (# OF MOMRECOMBINANTS)
Y se realiza un calculo de Chi cuadrado basado en la siguiente formula:

2 (Oi _ej)2
oL

Donde o=genotipos observados y, e=genotipos esperados.
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Por otra parte, la potencia de cada genealogia se calcula con el programa SPLINK.

También se tomaron muestras de suero de la mayoria de los individuos para determinar los valores
de TSH y T4 libre, con el fin de observar presencia de alguna patologia y finalmente, se utiliza la

plataforma oligo-SNP's de Affymetrix CytoScan 750K para el analisis por microarreglos.

Todos los procedimientos se realizan bajo los protocolos estandarizados y validados por el

Laboratorio de Identificacion Genética — IdentiGEN de la Universidad de Antioquia.

Para cada individuo estudiado, se cuenta con el respectivo consentimiento informado, es decir que
a los participantes se les explica de forma verbal el caracter confidencial del procesamiento,
divulgacion y publicacion de los resultados y el carécter voluntario de su participacion, asi como
los riesgos a los que estan expuestos, tras la toma de la muestra. Posteriormente, se obtendra el
consentimiento informado del padre o responsable de los menores de edad participantes, con la

capacidad de libre eleccidon y sin coaccion alguna.

En esta investigacion prevalece el respeto a la dignidad humana y se protege la privacidad del

individuo, identificandolo solo cuando los resultados lo requieran y éste lo autorice.
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Localizacién genémica

La secuencia del genoma completo de un individuo IV-4 de Frontino y el 11-3 de Quibdd se hace

a través de lllumina con NGS (del inglés Next Generation Sequencing). Esta tecnologia tiene

cuatro pasos basicos (88):

Preparacion de la muestra: el ADN se extrae de una muestra. Después de realizar el control

de calidad (QC), la muestra aprobada se procesa con la construccion de la biblioteca.

Construccion de la biblioteca: la biblioteca de secuenciacion se prepara por fragmentacion
aleatoria de la muestra de ADN, seguida por la ligacion de adaptadores en los extremos 5'
y 3°. Alternativamente, la "etiquetacion" combina la fragmentacion y las reacciones de
ligacion en un solo paso que aumenta en gran medida la eficacia del proceso de preparacién
de la biblioteca. Los fragmentos ligados al adaptador se amplifican por PCR y se purifican

en gel. En este estudio se tiene en cuenta el kit Truseq PCR free library.

Secuenciacion: para la generacion de cluster, la biblioteca se carga en una celda de flujo
donde se capturan fragmentos en un césped de oligos unidos a la superficie,
complementarios a los adaptadores de la biblioteca. Cada fragmento luego se amplifica en
clusters clonales distintos a traves de la amplificacion. Cuando se completa la generacion
de cluster, las plantillas estan listas para la secuencia. La tecnologia Illumina SBS utiliza
un método patentado basado en un terminador reversible que actuia en el extremo 3’ y
detecta bases individuales a medida que se incorporan en cadenas de plantillas de ADN. EI

resultado es una secuencia base por base altamente precisa que practicamente elimina los
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errores especificos del contexto de la secuencia, incluso dentro de las regiones secuenciales

repetitivas y los homopolimeros.

e Datos crudos: La secuencia de datos se convierte en datos crudos para el analisis.

Sequencing '

o

Figura 8: Flujo de trabajo de NGS

Una vez obtenidos los datos crudos se realiza el analisis para la ubicacion del tercer alelo y para
ello se tiene en cuenta la profundidad de las secuencias, y aquellas secuencias con una mayor
profundidad pueden deberse a una duplicacion. Para una ubicacién mas precisa en el genoma se
usan las secuencias flanqueantes, y la respectiva descripcion con los genes implicados si se
observan. El andlisis de mapeo se lleva a cabo a través del software Speedseq align y LUMPY.

Ademas, se realiza un estudio por aCGH al individuo 11-3 de Quibdo, en busca de la duplicacion
del marcador TPOX. Solo se le realiza dicho estudio a un individuo por dificultades con la muestra

del individuo 1VV-4 de Frontino.

6.2 Calculos estadisticos en filiacion con patrones trialélicos

Basado en la probabilidad Bayesiana, donde el numerador en pruebas de parentesco, representado

por X, es la probabilidad de que el individuo “x” sea ¢l padre del nifio y el denominador representa
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la hipotesis de que cualquier individuo al azar en la poblacion (diferente al individuo “x”) sea el
padre (89). De acuerdo a lo anterior, se plantean las posibles hipétesis para un patrén trialélico

tanto para el numerador como para el denominador de la siguiente manera:

_ Pi+Pj+Pk+Pl+Pm
Ri+Rj+Rk+RI+Rm

Donde “P” representa la hipotesis del presunto padre, R representa la hipdtesis de que cualquier
individuo al azar en la poblacion sea el padre, “i” representa la probabilidad de que el alelo extra
sea autosdmico, “j” representa la probabilidad de que el alelo extra # “i” sea autosomico, “k”
representa la probabilidad de un haplotipo, “I” representa la probabilidad del alelo extra ubicado
en el cromosoma X, y “m” representa la probabilidad del alelo extra # “1”” ubicado en el cromosoma

X. Lo anterior se puede simplificar de la siguiente manera:

_ Zhei(Pn)
LR = Y™ .(Rn)

Donde “P” representa la hipotesis del presunto padre, R representa la hipdtesis de que cualquier
individuo al azar en la poblacion sea el padre, y “n” representa las diferentes hipétesis. Dicha

férmula sera representada con la letra “u” a partir de ahora.

A partir de lo anterior, existen dos formas de plantear las hipdtesis: 1) La insercion del alelo extra
“z” esta en un locus diferente del marcador genético usado en filiacion que presente el patrén
trialélico, y al tener una ubicacion diferente tiene una frecuencia diferente a la de los alelos ya

establecidos en dicho marcador, por ende, puede usarse la frecuencia del patron trialélico para “z”
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y la ausencia de la insercion puede representarse como “1-z”; 2) El “z” puede tomarse a partir del
planteamiento de una mutacion, el cual daria resultados mas conservadores a la hora de abordar
dicho patron. Sobre la base de las consideraciones anteriores, se plantea la solucién de diferentes

casos de filiacidn de la siguiente manera:

ABC DE

ABE

Caso 1: Donde A, B, C, D y E representan alelos diferentes, a, b, ¢, d y e representan sus
frecuencias respectivas, “trans” representa la transferencia de un alelo dado y los alelos entre
corchetes como [ab], representan un haplotipo. Al aplicar la primera forma para plantear las

diferentes hipétesis se obtiene lo siguiente:

X

2ac 2de (1/2)(1/2) (1) (trans b) Hipotesis de que el alelo A o B estén insertados en el cromosoma X
+ 2bc 2de (1/2)(1/2) (1) (trans a}/v

Hipotesis de que el alelo A o B estén ligados

+ 2¢ [ab] 2de (1/2)(1/2)

Hipotesis de que el alelo A o B estén insertados

+ 2ac 2de 2(trans b) (1-trans de b) (1/2)(1/2) (1/2)}" en cualquier cromosoma autosémico.

+ 2bc 2de 2(trans a) (1-trans de a) (1/2)(1/2) (1/2)
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X=acde (tran b) ( 1+ (1- trans b))
+bcde (trans a) (1+(1-trans a))

+cde[ab]

Y= 2ac 2de (tans. b) (1/2)a (1) (tans. b)
+ 2bc 2de (trans. a) (1/2)b (1) (trans. a)
+ 2c[ab] 2de (1/2)[ab]
+ 2ac 2de 2(trans.b)(1-trans.b) (1/2)a (1/2) (trans. b)

+ 2bc 2de 2(trans. a)(1-trans de a) (1/2)b (1/2)(trans. a)

Y= 2a2 cde (tran b)? (1+(1-trans b))
+2b2 cde (trans a)? (1+ (1-trans a))

+2c[ab]de

LR= cde(a(trans b)(2—trans b)+b(trans a)(2—trans a)+[ab])
- 2cde(a? (trans b)?(2—trans b)+b? (trans a)?(2—trans a)+[ab]?)

El desarrollo anterior se puede simplificar mas, solo si se usa la frecuencia del patrén trialélico
para la probabilidad de transferencia, entonces trans b= trans a= [ab] y para simplificar se
representaria con la letra “z”. Ademas, si (I1-trans a 6 b) = 1, entonces el desarrollo seria el

siguiente:

2a+2b+1
z(2a%+2b%+1)

LR=
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El caso anterior estd basado en la primera forma de plantear las hipdtesis. A partir de aca se
desarrollan varios casos a partir de la segunda forma, que es mas conservadora y se basa en las

formulas de mutacion.

Caso 2: Donde A, B y C representan alelos diferentes, y teniendo en cuenta la probabilidad de

translocacion, ademas de la probabilidad de que cualquiera de los alelos sea el alelo extra.

e Planteamiento de la férmula, donde Y representa el denominador y X el numerador:

X=2ab2ab((1/2) (1/2)+(1/2) (1/2))Pr(transl de C) Pr(1-trasl de C).

Y= 2ab2ab(1/2)(a+b)Pr(1-traslocacion de C) 1c

_ Pr(translocaciéon de C)

LR c(a+b)

e Definiciones:
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Los alelos se representan con letras mayusculas como “A”, “B”, “C” o “D” y las frecuencias

alélicas se representan con letras mintisculas como “a”, “b”, “c” o “d”.

Pr(trans de C): probabilidad de transferencia

Pr(1-trans de C): probabilidad de que no haya transferencia

2ab2ab((1/2) (1/2)+(1/2) (1/2)): probabilidad de que el padre transmita el alelo Ao el alelo By la

probabilidad de que la madre transmita el alelo A o el alelo B.

2ab2ab(1/2)(a+b): probabilidad de transmision de la madre y probabilidad de trasmision de

cualquier individuo en la poblacidn.

1c: probabilidad de que cualquier individuo en la poblacion transmita el alelo C.

Al afiadirle la probabilidad de que esté ligado al alelo B o al A, ademas de la probabilidad de estar

ubicado en el cromosoma X, y la probabilidad de que sea cualquiera de los tres alelos el alelo

extra, queda de la siguiente manera:

transferidos en el cromosoma X

X=2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) Pr(trans C) Pr(1-transl C) } Hipotesis de que el alelo A, B o C estén
+ 2bc 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ 2ac 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+ 2a[bc] 2ab (1/2)(1/2)+ 2b(ac) 2ab (1/2)(1/2——— > | Hipotesis de que el alelo A o B estén ligados
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Hipotesis de que el alelo A, B o C estén
transferidos en cualquier cromosoma

autosomico

+ 2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 2bc 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A) :||>

+ 2ac 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)

La fila que contiene este resultado 2a(bc) 2ab (1/2)(1/2)+ 2b(ac) 2ab (1/2)(1/2), representa las

posibilidades de que [bc] o [ac] segreguen como haplotipos.

X=2a? b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ b2 c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)
+a? [bc] b +b"2 [ac] a
+ a2 b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ (%2) b c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ (%2) a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X= 3a? b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ (3/2) b2 c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ (3/2) a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+a? [bc] b + b? [ac] a

X= (ab) ( 3ab Pr(trans C)Pr(1-trans C) + (3/2) b c Pr(trans A)Pr(1-trans A) + (3/2) a ¢ Pr(trans B) Pr(1-

trans B) + a [bc] + b [ac])

Y= 2ab2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de C) 1c

+ 2bc2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de A) la



+ 2ac2ab (1/2) (a+b) Pr(1-trans de B) 1b

+ 2a[bc] 2ab (*2) [bc]

+ 2b[ac] 2ab (*2) [ac]

+ 2ab2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de C) (1/2)c
+ 2bc2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de A) (1/2)a

+ 2ac2ab (1/2) (a+b) Pr(1-trans de B) (1/2)b

Y= 2a? b? (a+b) Pr(1-trans de C) ¢
+ 2b? ¢ a2 (a+b) Pr(1-trans de A)
+ 222 ¢ b? (a+b) Pr(1-trans de B)
+2a? [bc]? b
+2b? [ac]? a
+a? b? (a+b) Pr(1-trans de C) ¢
+b? ¢ a? (a+b) Pr(1-trans de A)

+ a2 ¢ b? (a+b) Pr(1-trans de B)

Y= 3a? b? (a+b) Pr(1-trans de C) ¢
+ 3b? ¢ % (a+b) Pr(1-trans de A)
+ 322 ¢ b? (a+b) Pr(1-trans de B)
+2a? [bc]? b

+2b? [ac]? a

Y= (ab) (3ab (at+b) Pr(1-trans de C) ¢ + 3b ¢ a (a+b) Pr(1-trans de A) + 3a ¢ b (a+b) Pr(1-trans de B) +

2a [bc]? + 2b [ac]?)

Simplificando la férmula:
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LR=

3ab Pr(trans C)Pr(1—trans C) + (3/2) b ¢ Pr(trans A)Pr(1—trans A) + (3/2) a c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + a [bc] + b [ac]
(3abc)(a+b)( Pr(1—trasl. de C)+ Pr(1—trasl. de A)+ Pr(1—trans de B)) + 2a [bc]*2 + 2b [ac]*2

Igual al caso anterior, el desarrollo se puede simplificar ain mas, solo si se usa la frecuencia del
patron trialélico para la probabilidad de transferencia, entonces trans ¢ = trans b= trans a= [bc]=
[ac] y para simplificar se representaria con la letra “z”. Ademas, si (1-trans a,b 6 ¢) = 1, entonces

el desarrollo seria el siguiente:

_ @ @ab+(3)be+(3)ac+a+b)
" 3abc(a+b)(3)+(z2)(2a+2b)

LR

ABC DE

BCD

Caso 3: A partir de este caso en adelante no se simplifica usando la misma frecuencia del patrén

trialélico para la probabilidad de transferencia, entonces se obtiene lo siguiente:

X=2ab 2de (1/2)(1/2) Pr(trans C) Pr(1-trans C) Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
transferidos en el cromosoma X

+ 2ac 2de (1/2)(1/2) Pr(trans B) Pr(1-trans B)




+ 2a[bc] 2de (1/2)(1/2)
+ 2ab 2de (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+ 2ac 2de (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X=3/2 ab de Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 3/2 ac de Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+a[bc] de
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}

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
transferidos en cualquier cromosoma
autosomico

X=de (3/2 ab Pr(trans C) Pr(1-trans C) + 3/2 ac Pr(trans B) Pr(1-trans B) + a[bc] )

Y= 2ab 2de (1/2) (b) Pr(1-trans de C) 1c
+ 2ac 2de (1/2) (c) Pr(1-trans de B) 1b
+ 2a[bc] 2de (1/2) [bc]
+ 2ab 2de (1/2) (b) Pr(1-trans de C) (1/2)c

+ 2ac 2de (1/2) (c) Pr(1-trans de B) (1/2)b

Y= 3ab de (b) Pr(1-transde C) c
+ 2a[bc]? de

+ 3ac de (c) Pr(1-trans de B) b

Y=de ( (3ab?) Pr(1-trans de C)c + (3ac?) Pr(1-trans de B)b + 2[bc]?)

Simplificando la férmula:




;ab Pr(trans C) Pr(1—trans C) + 3/2 ac Pr(trans B) Pr(1—trans B) + [bc]

LR=

(3ab”2) Pr(1—trans de C)c + (3ac”2) Pr(1—trans de B)b + 2[bc]"2

ABC

Caso 4. En este caso existen dos posibles alelos como alelo extra y se desarrolla de la siguiente

manera:

X=2ab a? (1/2)(1) Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 2ac a (1/2)(1) Pr(trans B) Pr(1-trans B)
+ 2a[bc] a2 (1/2)(1)
+2ab a2 (1/2) (1) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2ac a? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)
X=3/2 ab a? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 3/2 ac a? Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+ a[bc] a2

X=a3(3/2 b Pr(trans C) Pr(1-trans C) + 3/2 ¢ Pr(trans B) Pr(1-trans B) + [bc] )
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Y= 2ab a2 (1) (b) Pr(1-trans de C) 1c
+2ac & (1) (c) Pr(1-trans de B) 1b
+ 2a[bc] & (1) [be]
+2ab a2 (1) (b) Pr(1-trans de C) (1/2)c

+ 2ac a2 (1) (c) Pr(1-trans de B) (1/2)b

Y= 3ab a? (b) Pr(1-trans de C) c

+ 2a[bc]? a?

+ 3ac a? (c) Pr(1-trans de B) b

Y= a3 ((3b?)c Pr(1-trans de C) + (3c?)b Pr(1-trans de B) + 2[bc]?)

Simplificando la formula:

LR= 3/2 b Pr(trans C) Pr(1—trans C) + 3/2 c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + [bc]

(3b”2)c Pr(1—trans de C) + (3c”2)b Pr(1—trans de B) + 2[bc]"2
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ACD

Caso 4. En este caso el alelo extra puede serel Ao el C.

X=2ab d? (1/2)(1) Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+2bc d? (1/2)(1) Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ 2b[ac] d? (1/2)(1)
+2ab d? (1/2) (1) (L/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2bc d? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)

X=ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ b[ac] d?
+ (1/2) ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+ (1/2) bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)

X=3/2 ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+ 3/2 bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ b[ac] d?

X=bd?(3/2 a Pr(trans C) Pr(1-trans C) + 3/2 ¢ Pr(trans A) Pr(1-trans A) + [ac] )
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Y= 2ab d? (1) (a) Pr(1-trans de C) 1c
+2bc d? (1) () Pr(1-trans de A) 1a
+ 2b[ac] d* (1) [bc]
+2ab d? (1) () Pr(1-trans de C) (1/2)c

+ 2bc d? (1) (c) Pr(1-trans de A) (1/2)a

Y=3ab d? (1) (a) Pr(1-trans de C) c

+3bc d? (1) (c) Pr(1-trans de A) 1a

+ 2b[ac] d? [ac]

Y= bd? ( 3ac Pr(1-trans de C) + 3ac Pr(1-trans de A) + 2[ac]?)

Simplificando la formula:

_ 3/2aPr(trans C) Pr(1—trans C) + 3/2 c Pr(trans A) Pr(1—trans A) + [ac]

LR
3ac (Pr(1—trans de C)+ Pr(1-trans de A))+ 2[ac]"2

Caso 5: Donde A, B y C representan alelos diferentes, y teniendo en cuenta la probabilidad de

translocacion, ademas de la probabilidad de que cualquiera de los alelos sea el alelo extra.
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X=2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C} Probabilidad de que el alelo A, B o C estén en el

cromosoma X
+ 2bc 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans A) (1/2)Pr(1-trans A)

+ 2ac 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans B) (1/2)Pr(1-trans B)

+ 2a[bc] 2ab (1/2)(1/2)+ 2b[ac] 2ab (1/2)(1/2)

estén transferidos en cualquier

cromosoma autosémico

+ 2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C) Probabilidad de que el alelo A, B o C
+ 2bc 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ 2ac 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X= a2 b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+(%) b2 ¢ a Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+(%) a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)
+a? [bc] b +b"2 [ac] a
+ a2 b2 Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ (%2) b? c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ (*2) @ ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X= 2a? b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ b? c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+a? [bc] b + b? [ac] a

X=[ab] (2ab Pr(trans C)Pr(1-trans C) + b ¢ Pr(trans A)Pr(1-trans A) + a c Pr(trans B) Pr(1-trans B) + a

[bc] + b [ac])

Y= 2ab2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de C) (1/2)



+ 2bc2ab(1/2) (b+c) Pr(1-trans de A) (1/2)
+ 2ac2ab (1/2) (a+c) Pr(1-trans de B) (1/2)
+ 2a[bc] 2ab (*2) [bc]
+ 2b[ac] 2ab (*2) [ac]
+ 2ab2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de C) (1/2)
+ 2bc2ab(1/2) (b+c) Pr(1-trans de A) (1/2)

+ 2ac2ab (1/2) (a+c) Pr(1-trans de B) (1/2)

Y= a?b? (a+b) Pr(1-trans de C)
+ b2 ¢ a (b+c) Pr(1-trans de A)
+ a2 ¢ b (a+c) Pr(1-trans de B)
+2a? [bc]? b
+2b? [ac]’ a
+ a2 b? (a+b) Pr(1-trans de C)
+b? ¢ a (b+c) Pr(1-trans de A)

+ a2 ¢ b (a+c) Pr(1-trans de B)

Y= 2a? b? (a+b) Pr(1-trans de C)
+2b? ¢ a (b+c) Pr(1-trans de A)
+ 2a ¢ b (a+c) Pr(1-trans de B)
+2a? [bc]? b

+2b? [ac]? a

Y= [ab] (2a b (a+b) Pr(1-trans de C) + 2b ¢ (b+c) Pr(1-trans de A) + 2a ¢ (a+c) Pr(1-trans de B) + 2a

[bc]? + 2b [ac]?)
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Simplificando la férmula:

LR= 2ab Pr(trans C)Pr(1—trans C) + b c Pr(trans A)Pr(1—trans A) + a c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + a [bc] + b [ac]
" 2ab (a+b) Pr(1—-trans de C) + 2b c (b+c) Pr(1—-trans de A) + 2a c (a+c) Pr(1—trans de B) + 2a [bc]*2 + 2b [ac]"2

Al AR

Caso 6. Manteniendo las mismas definiciones de los casos anteriores se desarrolla este
problema, en el cual existen dos posibles alelos como alelo extra y se desarrolla de la siguiente

manera:

X=2ab a? (1/2)(1) (1/2) Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 2ac @ (1/2)(1) (1/2) Pr(trans B) Pr(1-trans B)
+ 2a[bc] & (1/2)(1)
+2ab a? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2ac a% (1/2) (1) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X=ab a? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ ac a? Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+ a[bc] a2



X=a3( b Pr(trans C) Pr(1-trans C) + ¢ Pr(trans B) Pr(1-trans B) + [bc] )

Y= 2ab a2 (1) (a+b) Pr(1-trans de C) (1/2)
+ 2ac a? (1) (a+c) Pr(1-trans de B) (1/2)
+ 2a[bc] & (1) [be]
+ 2ab a2 (1) (a+b) Pr(L-trans de C) (1/2)

+ 2ac a? (1) (a+c) Pr(1-trans de B) (1/2)

Y= 3ab a? (b) Pr(1-trans de C) c

+ 2a[bc]? a?

+ 3ac a? (c) Pr(1-transde B) b

Y= a3 ((3b?) Pr(1-trans de C) + (3c?) Pr(1-trans de B) + 2[bc]?)

Simplificando la formula:

LR= 3/2 b Pr(trans C) Pr(1—trans C) + 3/2 c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + [bc]

(3b”2) Pr(1—trans de C) + (3c”2) Pr(1—trans de B) + 2[bc]*2
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ACD

Caso 7. En este caso el alelo extra puede serel Ao el C.

X=2ab d? (1/2)(1) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+2bc d? (1/2)(1) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ 2b[ac] d? (1/2)(1)
+2ab d? (1/2) (1) (L/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2bc d? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)

X= (1/2)ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+(1/2) bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ b[ac] d?
+ (1/2) ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+ (1/2) bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)
X=ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ b[ac] d?

X=bd? ( a Pr(trans C) Pr(1-trans C) + ¢ Pr(trans A) Pr(1-trans A) + [ac] )
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Y= 2ab d? (1/2) (a+b) Pr(1-trans de C)
+ 2bc d? (1/2) (b+c) Pr(1-trans de A)
+ 2b[ac] d? (1/2) [bc]
+ 2ab d? (1/2) (a+b) Pr(1-trans de C)

+ 2bc d? (1/2) (b+c) Pr(1-trans de A)

Y= 2ab d? (a+b) Pr(1-trans de C)
+ 2bc d? (b+c) Pr(1-trans de A)

+ b[ac] d? [ac]

Y= bd? ( 2a(a+b) Pr(1-trans de C) + 2c(b+c) Pr(1-trans de A) + 2[ac]?)

Simplificando la formula:

a Pr(trans C) Pr(1—trans C) + c Pr(trans A) Pr(1—-trans A) + [ac]

LR=

2a(a+b) Pr(1—-trans de C) + 2c(b+c) Pr(1—trans de A)+ 2[ac]*2

"
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Caso 8: Donde A, B y C representan alelos diferentes, y teniendo en cuenta la probabilidad de

translocacion, ademas de la probabilidad de que cualquiera de los alelos sea el alelo extra.

X=2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ 2bc 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans A) Pr(1-trans A)
+ 2ac 2ab (1/2)(1/2) Pr(trans B) Pr(1-trans B)
+ 2a[bc] 2ab (1/2)(1/2)+ 2b[ac] 2ab (1/2)(1/2)
+ 2ab 2ab ((1/2)(1/2)+(1/2)(1/2)) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+2bc 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ 2ac 2ab (1/2) (1/2) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
transferidos en el cromosoma X. En este caso la
probabilidad de padre a hijo seria cero.

Probabilidad de que el alelo A,Bo C
estén transferidos en cualquier
cromosoma autosémico

Como la probabilidad de que el padre le transmita el cromosoma X a su hijo varén es cero, la

férmula queda de la siguiente manera:

X=2a?[bc] b +b"2 [ac] a
+ a2 b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ (%2) b? c a Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ (%) a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)

X=a? b? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+ (1/2) b? ¢ a Pr(trans A) Pr(1-trans A)

+ (1/2) a2 ¢ b Pr(trans B) Pr(1-trans B)




+a? [bc] b + b? [ac] a

X=[ab] (ab Pr(trans C)Pr(1-trans C) + (1/2) b ¢ Pr(trans A)Pr(1-trans A) + (1/2) a c Pr(trans B) Pr(1-

trans B) + a [bc] + b [ac])

Y= 2a[bc] 2ab (%) [oc]
+ 2b[ac] 2ab (*2) [ac]
+ 2ab2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de C) (1/2)c
+ 2bc2ab(1/2) (a+b) Pr(1-trans de A) (1/2)a

+ 2ac2ab (1/2) (a+b) Pr(1-trans de B) (1/2)b

Y=2a?[bc]?b
+2b? [ac]’ a
+a? b? (a+b) Pr(1-trans de C) ¢
+b? ¢ a? (a+b) Pr(1-trans de A)

+ a2 ¢ b? (a+b) Pr(1-trans de B)

Y=a?b? ¢ (a+b) Pr(1-trans de C)
+ b? ¢ a? (a+b) Pr(1-trans de A)
+ a2 ¢ b? (a+b) Pr(1-trans de B)
+2a? [bc]? b

+2b? [ac]? a

Y= [ab] (ab c (a+b) Pr(1-trans de C) + b ¢ a (a+b) Pr(1-trans de A) + a c b (a+b) Pr(1-trans de B) + 2a

[bc]? + 2b [ac]?)
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Simplificando la férmula:

LR=

ab Pr(trans C)Pr(1—trans C) + (1/2) b c Pr(trans A)Pr(1—trans A) + (1/2) a c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + a [bc] + b [ac]
abc(a+b) Pr(1—transde C) + b ca (a+b) Pr(1—-trans de A) + a cb (a+b) Pr(1—-trans de B) + 2a [bc]*2 + 2b [ac]*2

Caso 9. Manteniendo las mismas definiciones de los casos anteriores se desarrolla este
problema, en el cual existen dos posibles alelos como alelo extra y se desarrolla de la siguiente

manera:

X=2a[bc] a2 (1/2)(1)
+2ab a? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2ac a% (1/2) (1) (1/2)Pr(trans B) Pr(1-trans B)
X=1/2 ab a? Pr(trans C) Pr(1-trans C)
+1/2 ac a? Pr(trans B) Pr(1-trans B)

+ a[bc] a2

X=a3(1/2 b Pr(trans C) Pr(1-trans C) + 1/2 ¢ Pr(trans B) Pr(1-trans B) + [bc] )



Y= 2a[bc] a? (1) [bc]
+ 2ab a? (1) (b) Pr(1-trans de C) (1/2)c

+ 2ac a2 (1) (c) Pr(1-trans de B) (1/2)b

Y=ab a? (b) Pr(1-trans de C) c

+ 2a[bc]? a?

+ac a? (c) Pr(1-trans de B) b

Y= a3 ( (b?c) Pr(1-trans de C) + (c?b) Pr(1-trans de B) + 2[bc]?)

Simplificando la formula:

LR= 1/2 b Pr(trans C) Pr(1—trans C) + 1/2 c Pr(trans B) Pr(1—trans B) + [bc]

(cb”2) Pr(1—trans de C) + (b c*2) Pr(1—trans de B) + 2[bc]"2

ACD
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Caso 10. En este caso el alelo extra puede serel Ao el C.

X=2bJ[ac] d? (1/2)(1)
+ 2ab d? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+2bc d? (1/2) (1) (1/2)Pr(trans A) Pr(1-trans A)

X= bJ[ac] d?
+ (1/2) ab d? Pr(trans C) Pr(1-trans C)

+ (1/2) bc d? Pr(trans A) Pr(1-trans A)

X=bd?(1/2 a Pr(trans C) Pr(1-trans C) + 1/2 ¢ Pr(trans A) Pr(1-trans A) + [ac] )

Y= 2b[ac] d? (1) [ac]
+2ab d? (1) (a) Pr(1-trans de C) (1/2)c

+2bc d? (1) (c) Pr(1-trans de A) (1/2)a

Y=ab d? (1) (a) Pr(1-trans de C) ¢

+bc d? (1) (c) Pr(1-trans de A) 1a

+ 2b[ac] d? [ac]

Y= bd? ( ac Pr(1-trans de C) + ac Pr(1-trans de A) + 2[ac]?)
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Simplificando la férmula:

1/2 a Pr(trans C) Pr(1—trans C) + 1/2 c Pr(trans A) Pr(1—-trans A) + [ac]
ac Pr(1—trans de C) + ac Pr(1—-trans de A)+ 2[ac]*2

LR=

ABC

Caso 11: a partir de este punto se toman los casos con duos, donde se obtiene el perfil del Padre
y del hijo.

X=ab(a+b) (1/2) Pr(trans C) Pr(1 —trans C)

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
+ac(a+c) (1/2) Pr(trans B) Pr(1 — trans B) transferidos en cualquier cromosoma autosémico

+ be(b+c) (1/2) Pr(trans A) Pr(1 — trans A)

b b
*+ [able (fabl+o) } Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).
+ [ac]b ([ac]+b)

+ [bc]a ([bc]+a)

+ ab(a+b) Pr(trans C) Pr(1 —trans C)

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén transferidos en
+ac(a+c) Pr(trans B) Pr(1 — trans B) el cromosoma X.

+ bc(b+c) Pr(trans A) Pr(1 —trans A)

X= (3/2) ab(at+b) Pr(trans C) Pr(1 — trans C)
+ (3/2) ac(a+c) Pr(trans B) Pr(1 — trans B)

+ (3/2) be(b+c) Pr(trans A) Pr(1 — trans A)



+ [ab]c ([ab]+c)
+ [ac]b ([ac]+b)

+ [bc]a ([bc]+a)

Y=4a?b? Pr(1 -trans C) (1/2) c
+4a? c?Pr(1 —trans B) (1/2) b

+4bh% c?Pr(1 - trans A) (1/2) a

}

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
transferidos en cualquier cromosoma autosémico

+ 4[ab]? c?
Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).

+ 4[ac]? b?

+ 4[bc]? a2

+4a%b? Pr(1-trans C) ¢
+4a2 c?Pr(1 - trans B) b

+4b% c2Pr(1 —trans A) a

Y=6a?b? Pr(1 —trans C) ¢
+6a’c?Pr(1 -trans B) b
+6b? c?Pr(1 —trans A) a
+ 4[ab]? ¢?

+ 4[ac]? b?

+ 4[bc]? &

Simplificando:

Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
transferidos en el cromosoma X.

72



73

LR=

(%)ab(a+b)Pr(trans C)Pr(1 - trans C)+(§)ac(a+c)Pr(trans b)Pr(1 - trans b)+(§)bc(b+c)Pr(trans A)Pr(1 - trans A)+[ab]c ([ab]+c)+[bc]a ([bc]+[bc]a ([bc]+a)
6242 b2 Pr(1 - trans C)c+62”2 c*2 Pr(1 - trans B)b+6b”2 c”2 Pr(1 - trans A)a+4[ab]*2 c*2+4[ac]*2 b"2+4[bc]*2 a”2

ACD

Caso 12:

Probabilidad de que el alelo A o C estén transferidos en
cualquier cromosoma autosémico

X=abd (1/2) Pr(trans C) Pr(1 — trans C) }
+ bed (1/2) Pr(trans A) Pr(1 — trans A)

+ [ac]b ([ac]+b) } Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ac).
+ abd Pr(trans C)Pr(1- trans C)

} Probabilidad de que el alelo A o C estén transferidos en el
+ bed Pr(trans A) Pr(1 —trans A) cromosoma X.

X= (3/2) abd Pr(trans C) Pr(1 — trans C)
+ (3/2) bed Pr(trans A) Pr(1 — trans A)

+ [ac]b ([ac]+b)

en cualauier cromosoma autosémico

Y=4a?b? Pr(1 - trans C) (1/2) ¢ } Probabilidad de que el alelo A, B o C estén transferidos

+4b? ¢?Pr(1 —trans A) (1/2) a

+ 4[ac]? b? } Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).
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+4a%b? Pr(1-transC) ¢ — ) )
Probabilidad de que el alelo A, B o C estén transferidos en el

+4b% ¢2Pr(1 - trans A) a cromosoma X.

Y=6a%b? Pr(1-trans C) ¢
+6b? ¢?Pr(1 —trans A) a

+ 4[ac]* b?

Simplificando la férmula:

(3/2) ad Pr(transl C) Pr(1 - transl C) + (3/2) cd Pr(transl A) Pr(1 - transl A) + [ac] ([ac]+Db)
6a”2 b Pr(1-transC)c+ 6b c”2 Pr(1-trans A)a+ 4[ac]"2b

LR=

Caso 13:

X= ab(a+b) (1/2) Pr(trans C) Pr(1 — trans C) Probabilidad de que el alelo A, B o C estén

transferidos en cualquier cromosoma autosémico

+ac(a+c) (1/2) Pr(trans B) Pr(1 — trans B)

+ be(b+c) (1/2) Pr(trans A) Pr(1 — trans A)



+ [ab]c ([ab]+c
Lable ({abJ+c) Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).

+ [ac]b ([ac]+b)

+ [bc]a ([bc]+a)

Y=4a?b? Pr(1 -trans C) (1/2) c

y Probabilidad de que el alelo A, B o C estén
+4a® c*Pr(1—trans B) (1/2) b transferidos en cualquier cromosoma autosémico

+4bh% c2Pr(1 - trans A) (1/2) a

+ 4[ab]? ¢?
Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).
+ 4[ac]* b?

+ 4[bc]? a2

Y=2a2h% Pr(1 -trans C) ¢
+2a? c?Pr(1 —-trans B) b
+2b% c?Pr(1 —trans A) a
+ 4[ab]? ¢?

+ 4[ac]? b?

+ 4[bc]? a®

ACD
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Caso 14:

cualquier cromosoma autosémico

X=abd (1/2) Pr(trans C) Pr(1 — trans C) } Probabilidad de que el alelo A o C estén transferidos en

+ bed (1/2) Pr(trans A) Pr(1 — trans A)

+ [ac]b ([ac]+b) } Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ac).

en cualquier cromosoma autosdmico

Y=4a%p? Pr(1 —trans C) (1/2) c } Probabilidad de que el alelo A, B o C estén transferidos

+4b% c2Pr(1 - trans A) (1/2) a

+ 4[ac]? b } Probabilidad de que cosegreguen los alelos (ab), (ac) o (bc).

Y=2a?b? Pr(1 -trans C) ¢
+2b? ¢?Pr(1 —trans A) a

+ 4[ac]? b?

Simplificando la férmula:

LR= (1/2) ad Pr(transl C) Pr(1 -transl C) + (1/2) cd Pr(transl A) Pr(1 - transl A) + [ac] ([ac]+Db)
2a”*2 b Pr(1-trans C)c + 2b c”2 Pr(1 - trans A)a+ 4[ac]"2 b
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Caso 15: para los casos donde se coteja un elemento material probatorio (EMP) con un

sospechoso pueden plantearse las formulas de la siguiente manera:

Marcador Genotipo hallado en EMP Genotipo del sospechoso
Marcador 1 ABC ABC

Probabilidad de coincidencia: 2ab Pr(trans C)

LR= e

" 2ab 2Pr(trans C)Pr(1 - transl C)

7 Resultados y discusion

7.1 Andlisis de las genealogias

En la familia de Frontino-Antioquia se observa un patron trialélico del marcador TPOX con los
alelos 12 y 13 siempre presentes en la descendencia, sugiriendo una segregacion dependiente en
el cromosoma 2 (Figura 9). Al realizar un Chi cuadrado bajo la hipétesis nula de co-segregacion
del alelo 12 y 13 se obtiene un resultado de 9,5 (p~0,1) con 5 grados de libertad, dicho resultado
acepta la hipotesis nula, pero no es concluyente, asimismo al realizar un LOD Score, el resultado
no es > 3, por el tamafio de la muestra. Ademas los genotipos observados en esta genealogia
(Figura 9) no estan descritos en el reporte del NIST (90), y tampoco posee el alelo 10, ni presenta
una segregacion compatible con la teoria del cromosoma X descrita por Lane et al. (29). A partir
de esto se proponen dos hipdtesis: 1. El origen molecular del patrén trialélico puede ser diferente

en las familias analizadas o; 2. El alelo 10 puede presentar una mutacion de dos 0 mas pasos.
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Figura 9: Genealogia de la familia de Frontino-Antioquia: En color rojo, se representan los individuos analizados, que portan el
genotipo TPOX trialélico. La numeracién de los individuos se encuentra encima de cada representacion (cuadro o circulo) y los
alelos observados estan debajo de cada representacion.

En la figura 9 se representa la familia de Frontino-Antioquia y se observa que todos los

descendientes de la generacién IV heredan la condicion del patrén trialélico y probablemente los

alelos 12 y 13 co-segreguen, concordando con un estudio realizado con poblacion de China y

Corea que también se observa la transmision del patron trialélico del padre al hijo, pero no

contienen el alelo 12 o el 13 (91), sin embargo, pueden tener el mismo origen molecular.
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También, la influencia estadistica del marcador trialélico, brinda mayor certeza a los resultados
obtenidos en los laboratorios de genética forense y se propone en caso de ligamiento, se calcule la
frecuencia de ese haplotipo, usar la frecuencia del patrdn trialélico o se utilice la frecuencia alélica
minima (MAF) y se apliquen las diferentes posibilidades descritas anteriormente. En efecto, para
una prueba de paternidad entre los individuos I11-3, I11-1 y I\VV-2, sin tener en cuenta la segregacion

familiar observada para aplicar las dos formas descritas de desarrollo.

F12+F13+1 0,0895+0,0007+1 _ 1,0902

Primera forma: LR= = = =
2Z(2F122+2F132+41) 2(0,0004)(2x0,08952+2x0,00072+1)  0,000812800784

1341,29

Donde “F” representa la frecuencia de un alelo dado.
W=0,99925
No obstante, se puede aplicar un factor de correccion “0=0,03" recomendado por el NRC de 1996

(37) de la siguiente manera para un resultado conservador:

_ 0,0902(1-0,03)+1 _ 1,087494
(0,0008)(0,0160x0.974+0,00000098x0,97+1) 0,0012416008

= 875,88

W= 0,99885

Por consiguiente, el resultado del LR disminuye su valor, pero aun asi aporta al producto final en
conjunto con los demas marcadores. Ahora, usando la segunda forma, la cual se basa en la formula

de mutacion, se obtiene el siguiente resultado:
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1 1
_ Z((;)F12+(5)F13+1) _ (0,0004)(0,04475+0,00035+1) __ (1,0451)(0,0004)
F122F13+F132F12+z2  0,00801025(0,0007)+0,00000049(0,0895)+0,00000016 0,00881074
0,00041804
LR=————=71,93
0,000005811
W=0,9862

Siempre que se utilice la segunda forma se obtienen resultados mas conservadores, pero la primera
forma es la mas correcta de abordar para un patréon trialélico, ya que tiene en cuenta la presencia
del tercer alelo representada como “z” y su ausencia como “1-z”, abordando a un heterocigoto

como 2(z)(1-z), donde “z” es igual a la frecuencia del patron trialélico observado en Colombia en

los ejemplos de Frontino y Quibdo.

Ligados con recombinacion, p~0,8

1
LOD score= 0,43
I O
&
-]
1] : . -
910 10011 311 11 G2 &

Figura 10: Genealogia de la familia afrocolombiana estudiada. En color rojo, se representan los individuos analizados, que portan
el genotipo TPOX trialélico. En gris, los individuos estudiados, cuyo genotipo TPOX fue diploide. En blanco, los individuos que
no participaron de la investigacion. La numeracion de los individuos se encuentra enzima de cada representacion (cuadro o
circulo) y los alelos observados estan debajo de cada representacion.

Del mismo modo se analiza la familia de Quibd6- Choco representada en la figura 10. Aqui, bajo

la hipdtesis nula de co-segregacion de los alelos 6 y 10 en presencia de recombinacion, se obtiene
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un Chi cuadrado de 3,1414 (p~0,8) con 6 grados de libertad, dando a entender la posible co-
segregacion de dichos alelos, aunque el LOD Score muestra una tendencia de ligamiento entre el
alelo 6 y el 10, no es concluyente debido al tamafio muestral. Por consiguiente, no es posible
descartar ni afirmar que el alelo extra esté ligado al cromosoma X como se sugiere en la literatura
(29,71,76,79,80). Asimismo, cabe aclarar que ambas familias tienen una potencia de 0 para realizar

estimaciones precisas.

En la figura 10 se representa a la familia de Quibdo-Choco, donde los alelos 6 y 10 se encuentran
en los individuos con patrones trialélicos, de los cuales se observa que tres individuos de la segunda
generacion, dos hombres y una mujer, son trialélicos para el STR TPOX (II-1, 11-2 y 11-3); sin
embargo, el Unico elemento que se estudia de la primera generacion, presenta un genotipo diploide
para este marcador, aludiendo entonces que la herencia provino de la madre (I-2). Adicionalmente,
el individuo I1-1, les transmite tal caracteristica a sus dos hijas mujeres (111-1 y 111-2), pero no a
los hijos varones, también se observa que el patron trialélico del sujeto 11-2 no lo hereda su hijo
varén I11-11 y 111-12. Dichas observaciones en la segregacion permiten mantener los indicios
encontrados en la literatura sobre el alelo 10 ubicado en el cromosoma X (29,71,76,79,80), aunque
también puede existir recombinacién en los individuos 11-6, 11-7, 111-11 y 111-13, en consecuencia
no se puede descartar la hipétesis de que el alelo 10 sea sintético con el alelo 6. Ademas, se han
podido describir individuos varones con el alelo 10, transmitirlo al hijo varén, aunque no

propiamente en poblacion africana (91).
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A fin de realizar la aplicacion de las formulas propuestas para patrones trialélicos se toman los
genotipos de los individuos 11-1, 11-4 y 111-1. Entonces el desarrollo de la primera forma queda de

la siguiente manera:

| R= _2F6+2F10+1  _ 2(0,0517)+2(0,0881)+1 1279
z(2F62+2F102+1)  (0,0004)(2(0,00267289)+2(0,00776161)+1)  0,0004083476

= 3133,6

W= 0,9997

De manera que se puede aplicar el factor de correccion “6=0,03" recomendado por el NRC de

1996 (37) de la siguiente manera para un resultado conservador:

_ (1,97)(0,0517)+(1,97)(0,0881) +1 1275406
(0,0004)(1,97(0,00267289)+1,97(0,00776161)+1)  0,0004082224

=3124,3

W= 0.9997

De manera que el LR disminuye su valor, pero en este caso no representa diferencia en el Wy
tampoco se afectaria el producto final del LR con los diferentes marcadores. En comparacion con

la segunda forma que es mucho mas conservadora, y se observa una gran diferencia en el LR:

3 (2)C F6+3F10+1)
(3F62F10) + (3F102F6)+ 222

(0,0004)(5(0,0517)+5(0,0881)+1)
73(0,00267289x0,0881) +3(0,00776161x0,0517)+2(0,00000016)




83

LR= (0,0004)(0,07755+0,13215+1)
0,0007064448+0,0012038242+0,00000032

0,00048388
=———=10,25
0,001910589

W= 10,3125

Dado que el resultado del LR es de 0,25, reduce el valor del producto de los diferentes marcadores,
de esta manera se sugiere abordar los patrones trialélicos a partir de la primera forma y de ser

necesario un resultado un poco conservador se puede usar un valor de correccion “0” (92).

7.2 Ancestria con Indels-AlMs.

Una descripcion de la ancestria en estas familias puede contribuir a inferir sobre el origen del
patron trialélico, considerando el alto componente Indigena de los individuos 111-1 y I11-2 de la
familia de Frontino - Antioquia, que puede provenir de las etnias indigenas de Caqueta (Andakies,
Huitotos y los Coreguajes)(93,94), ya que el padre de dichos individuos (I11-1 y I11-2), naci6 en
Florencia-Caqueta y migro a Frontino-Antioquia siendo el posible portador del patrén trialélico
descrito. Asimismo, la herencia europea la pudo recibir por las incursiones espafiolas en dicha
region desde el afio 1542, aunque la ola de colonos surgié en el siglo XIX por la explotacion del
caucho(95), sin embargo también presentd incursiones efectuadas por comerciantes portugueses,
criollos y negros que escapaban del sistema esclavista (96). Estos ultimos quizas pudieron aportar

el componente africano que se observa en los resultados de ancestria.
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Sumado a la segregacion observada y las diferencias en el origen de ambas familias, se sugiere
que el alelo extra tiene una ancestria diferente en ambas familias, aunque debe realizarse una
ancestria local para estudios futuros. En la siguiente grafica esta presente el porcentaje de cada

individuo:
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Grafico 1: Porcentaje de ancestria de la familia de Frontino-Antioquia.

De acuerdo a la grafica 1, la familia de Quibdd-Chocé presenta una mayor ancestria africana,
acorde a su ubicacion geografica, fenotipo e historia (97), ademas de coincidir con la segregacién
descrita en la literatura donde el alelo extra puede estar ubicado en el cromosoma X, y por ende su

origen puede ser africano como lo sugiere Lane et al. (29).
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Grafico 2: Porcentaje de ancestria de la familia de Quibd6-Choco.

7.3 Estadisticos forenses y patrones trialélicos tipo 2-B.

Las frecuencias alélicas obtenidas presentan al alelo 8 como el mas frecuente seguido del alelo 11.
Esto concuerda con estudios realizados en Colombia (11,98) y en otras poblaciones de
Latinoamérica como Pert y Meéxico (99,100). Ademas esta tendencia también se observa en
Afrodescendientes y Europeos (101). Sin embargo, en poblaciones del sur de Iraq los alelos més
frecuentes son el 11,12 y 13 (102), aunado a ello, otras poblaciones de Serbia y aborigenes de

Australia no tienen el alelo 8 como el mas frecuente (103).
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B TPOX-ANTIOQUIA | 0,0073 0,0024 0,4872 0,0877 0,0487 0,2764 0,0895 0,0007
m TPOX-CHOCO 0,0517 0,0076 0,3541 0,1550 0,0881 0,2644 0,0790
TPOX-OTROS 0,0085 0,0061 0,4824 0,0727 0,0450 0,2836 0,0977 0,0041

Grafico 3: Frecuencias alélicas del locus TPOX

Otras caracteristicas del marcador TPOX, indican que es informativo (PIC>0,5) (104,105), y posee
un indice de paternidad tipico (Pltypical) de 1,5 sin tener en cuenta los patrones trialélicos. Sumado
aello, los resultados de los diversos parametros forenses son muy similares a estudios realizados
en afrodescendientes, europeos y Latinos (99-101), aunque difieren con poblaciones de Iraq,
serbia y aborigenes australianos que presentan un mayor polimorfismo (102,103). Aunque este
marcador en general es poco polimdrfico, se observan parametros aceptables para ser usado en

identificacion forense y la presencia de patrones trialélicos aumenta el valor del LR.
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N Ho He PIC PE PD PM | Pltypical | MAF
TPOX- 9999 | 0,6690 | 0,6723 | 0,6250 | 0,3820 | 0,6722 | 0,3278 | 1,5107 | 0,0003
COLOMBIA
TPOX- 8191 | 0,6681 | 0,6681 | 0,6202 | 0,3806 | 0,6681 | 0,3319 | 1,5063 | 0,0003
ANTIOQUIA
TPOX- 329 | 0,7356 | 0,7651 | 0,7295 | 0,4854 | 0,7639 | 0,2361 | 1,8908 | 0,0075
CHocCO
TPOX- 1479 | 0,6599 | 0,6701 | 0,6216 | 0,3690 | 0,6698 | 0,3302 | 1,4702 | 0,0017
OTROS

Tabla 5: Resultados estadisticos de relevancia forense

Asi mismo, los parametros forenses entre la poblacion colombiana no presentan mayores
diferencias, aunque el Pltypical en la poblacion de Choco es mas alto debido a que el marcador
TPOX es un poco mas polimorfico, pero no se observa el alelo 13, pudiendo deberse a la baja

cantidad de individuos incluidos en el calculo de frecuencias (106).

A su vez el patrdn trialélico tipo 2-B no se observa en la base de datos, quizas por la baja frecuencia

que se presenta en la poblacion y al tamarfio de la muestra (79).

7.4 Ubicacion gendmica del alelo extra

En la base de datos de 1000 genomes se pueden identificar hasta 132 SV (107), en los cuales se
involucra la ubicacién del TPOX en el cromosoma 2:1489617-1489848(108). En consecuencia
existen varias alternativas que pueden explicar la presencia del alelo extra sinténico en el
cromosoma 2, pero no se reporta evidencia de transferencia de dicha region a otro lugar del
genoma(107). Aunque a través de un alineamiento in silico, usando una region del intron 10, se
encontraron similitudes en diferentes lugares del genoma, que pueden explicar la transferencia de

dicho alelo extra, incluyendo el cromosoma X. Como ya se ha mencionado, puede presentarse
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recombinacién con diversos lugares del genoma con una homologia mayor del 90% como se
observa en los cromosomas 19, 13, 7, 5 y en el X:13665448-13665707(28), que podria dar

explicacion a la segregacion descrita en poblacion afrodescendiente (29).

Con el objetivo de ubicar el alelo extra, se analizé el genoma completo de un individuo de cada
familia, el individuo IV-4 de Frontino y el individuo 11-3 de Quibdé. Para el ensamblaje del
genoma se selecciond la herramienta Speedseq y para la busqueda de SV se usé Lumpy express, ya
que estas herramientas incluyen el uso de distintas formas de analizar el alineamiento de los reads
como read-pair, split-read and read-count (109), y se observa que para el cromosoma 2 en la

familia de Frontino hay 458 SV y en la familia de Quibdo6 474 SV, pero solo se observan SV cerca

al gen TPO.
SV DE FRONTINO SV DE QUIBDO
TIPO UBICACION | TAMANO(pb) TIPO UBICACION TAMANO(pb)
CROMOSOMA 2 CROMOSOMA 2
DELECION | 1094252-1094900 648 DELECION 1094240-1094900 | 660
DELECION | 1596108-1597169 1061 DUPLICACION | 1565664-1566368 | 704

*Ubicacién del Gen TPO: Cromosoma 2: 1,374,066-1,543,711

*Ubicacién del marcador TPOX: Cromosoma 2:1489617-1489848

Tabla 6. Resultado de las SV mas cercanas al marcador TPOX. Las SV observadas no contienen el marcador TPOX ni parte del
gen TPO.

De acuerdo a lo anterior, el analisis se centra en el gen TPO, pero no se evidencian cambios en la
profundidad de los reads (read-count), como se observa en la figura 11 y tampoco se observan

variantes estructurales que contengan la ubicacion del TPOX, esto puede deberse a que la
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tecnologia usada contiene reads de 150 pares de bases y una profundidad de 30X(110), que en
consecuencia sirve mas para la busqueda de cambios de bases individuales(111,112). Asimismo,
la deteccion de SV plantea dos desafios técnicos clave; primero, los SV son extremadamente
dificiles de detectar confiablemente y, en segundo lugar, la interpretacion funcional de las SV
requiere una logica especializada debido a su tamafio variable y diversas configuraciones y porque
los puntos de interrupcion de las SV a menudo se asignan de manera imprecisa. Como resultado
de estos desafios, pocas herramientas establecidas de analisis del genoma intentan detectar e
interpretar rigurosamente las SV(113), ademas, la experiencia en el analisis de secuencias y la

eleccion de los programas usados pueden limitar el hallazgo de la duplicacion.
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Figura 11: Ejemplo de alineamiento del individuo IV-4 de Frontino, donde se evidencia homogeneidad en la distribucion de los
reads en el gen TPO, sin evidenciar duplicacion.

En contraste con lo anterior, un estudio realizado en China pudo localizar un reordenamiento
cromosomico del cromosoma 2 que involucra el marcador TPOX, a partir de secuencias de genoma
completo, mostrando una duplicacion-inversion de aproximadamente 138 Kb(91). Ademas, se
corrobora los puntos de ruptura con primers especificos para esas regiones, representadas en la

figura 12.
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Figura 12: Tomada de Yang et al. La deteccion de dos puntos de ruptura en individuos no relacionados con patrén trialélico en
TPOX. A, diagrama esquematico de la duplicacidon y reorganizacion de la copia adicional de TPOX. La region gris representa
una duplicacion de SNTG2 y la region rosa representa una duplicacion de TPO. Las flechas indican la direccion de los genes en
el cromosoma 2. B, La deteccion de dos uniones de punto de ruptura por Electroforesis Capilar en un individuo normal y, C, D Y
E, tres individuos no relacionados con patrén tri-alélico en TPOX(91).

Los resultados obtenidos por Yang et al, indican que no todos los individuos presentan el mismo

punto de ruptura y por ende los patrones trialélicos del locus TPOX pueden tener origenes
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moleculares diferentes(91), y por la segregacién observada en el presente estudio el origen

molecular puede ser distinto en ambas familias.

Sumado a lo anterior, también se observa que los SNPs cercanos al gen TPO tienen 4 variantes en
la familia de Quibdé que solo se observan en poblaciones africanas y estan ausentes en la familia
de Frontino. Ademas, se observan 2 variantes en la familia de Frontino que no se han descrito en
poblacion africana y estan ausentes en la familia de Quibd6. Debido a lo anterior, ambos patrones
trialélicos pueden tener un origen diferente como lo propuesto por Yang et al(91).Aunado a ello,
al patron trialélico de la familia de Quibdo se le sugiere un origen Africano, mientras que a la
Familia de Frontino se le propone un origen Europeo o Amerindio, pero se debe realizar una
ancestria local que confirme lo que se observa en ambos genomas. A pesar de que se observan
muchas variantes de SNPs e Indels, se toman las mas relevantes para realizar la comparacién en

las regiones cercanas al gen TPO, tabuladas a continuacion:

VARIANTES GENOMA VARIANTES GENOMA
DE FRONTINO DE QUIBDO
rs28915689* GIT rs558315966 TIA
rs4641984 CIT rs556166876 AIT
*Frecuencia < 1% en rs142501081 CIT
poblacion africana. rs114651797 CIT

Tabla 7. Variantes Unicas de cada genoma: las 4 variantes observadas en Quibdé solo se han descrito en poblacion africana,
mientras que las 2 variantes de Frontino no se han descrito en poblacion africana o estan con una frecuencia inferior al 1%.

Por otro lado, el resultado del aCGH del individuo I1-3 de Quibdd no muestra signos de duplicacion

en el locus del marcador TPOX, pudiendo deberse a las limitaciones de la técnica, ya que la



92

plataforma oligo-SNP"s de Affymetrix CytoScan 750K usa un microarreglo que contiene 750.436
sondas, incluidos 550.000 sondas no polimorficos y 200.436 de marcadores de SNP's, con una
resolucion de hasta 750Kbp (114), y si el tamafio de la duplicacién es cercana a la descrita por
Yang et al, no podria observarse la duplicacién mediante esta técnica (91), por otro lado, en un
estudio anterior se describe una duplicacion de alrededor de 1,59Mpb (76), pero se descarta por el

resultado del microarreglo.

Ademaés de lo anterior, no siempre los microarreglos pueden detectar la presencia de aberraciones
cromosOmicas y tampoco se puede visualizar el tipo de reordenamiento en el caso de que la matriz
detecte la delecién o la duplicacién (115). También, en un estudio anterior realizado con cariotipo
sobre los individuos de Chocé con patrdn trialélico, no se observa ninguna alteracién que pueda
dar explicacion a dicho patrén (84), a diferencia del microarreglo usado en el presente estudio, el
cariotipo descarta grandes alteraciones del genoma, de 4 a 10 Mpb de tamafio, descartando

translocaciones o eventos que involucren translocaciones-inversiones (116).
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TIPO UBICACION TAMARNO (pb)
DUPLICACION 2913(112,192,266-112,566,199) 373,933
DELECION 5021.1(99,412,589-99,659,949) 247,360
DELECION 8p11.22(39,226,335-39,379,654) 153,319
DUPLICACION 14932.33(106,167,581- 695,926
106,863,507)x3
LOH (Perdida de heterocigocidad) | Xg22.2923(103,672,013- 8,587,581
112,259,594)
DELECION X(13.3(75,410,627-75,587,764) 177,137
DELECION X011.2912(64,573,287-64,717,718) 144,431

Tabla 8: Resultado del microarreglo.

Con relacion a las duplicaciones descritas que involucran al marcador TPOX, se han reportado 30

casos en la base de datos de variantes genomicas (DGV) (117), 11 casos en la base de datos de

Normas Internacionales para Matrices Citogenomicas (ISCA) (118), y 14 casos reportados por

Repnikova et al. (119). Aunque en varios casos de los ya mencionados se relaciona con

enfermedades, en el presente estudio no se observa ninguna relacion aparente con algun fenotipo

patolégico y se descartan trastornos tiroideos, ya que a cada individuo se le realiza una medicion

de TSHy T4 libre con resultados dentro del intervalo biolégico permitido.
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8 Conclusiones

En este estudio, se discutieron las principales caracteristicas de los patrones trialélicos en TPOX,
y se observé que los alelos 8 y 11 son los mas frecuentes en la poblacion colombiana, ademas de
que el patrdn trialélico no esta siempre ligado al alelo 10 o a una segregacion ligada al cromosoma
X, sino que también puede tener una segregacion diferente con otros alelos como el 12 y el 13,
aparentemente sinténicos. También se realizd la secuenciacion del genoma completo, revelando
posibles origenes diferentes en el patron trialélico de ambas familias, pero se debe confirmar con
ancestria local en futuros estudios. Ademas, se sugiere un origen molecular diferente por las
diferencias observadas en la segregacion y por las diversas variantes observadas en los genomas.
Por otro lado, se determind que la influencia del marcador trialélico brinda mayor poder estadistico
a los resultados obtenidos en los laboratorios de genética forense y se propone en caso de
ligamiento, se calcule la frecuencia de ese haplotipo, usar la frecuencia del patron trialélico o se
utilice la frecuencia alélica minima y se apliquen las diferentes posibilidades descritas
anteriormente. Aungue no se determind la ubicacion del alelo extra debido a las limitaciones de la
técnica, se sugiere reanalizar los genomas con el algoritmo propuesto por Yang et al(91).
Finalmente, la técnica por microarreglos es limitada al no poder detectar ganancias genémicas o
pérdidas menores a su resolucion (750Kpb), sugiriendo que la duplicacidn presente requiere un

método de mayor resolucion si se desea estimar el tamafio.
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