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RESUMEN

La Genética Forense proporciona sistemas de analisis de ADN a fin de resolver
casos de criminalistica forense, estudios de paternidad y casos judiciales, para lo cual
se requiere que cada poblaciéon obtenga su propia base de datos genéticos. En el
presente estudio, se analizaron 4000 individuos correspondientes a una muestra de la
poblacion uruguaya. Se amplificaron 23 microsatélites autosémicos y la Amelogenina,
mediante el sistema PowerPlex® Fusion 6C System (Promega Corporation). A través
del analisis de los microsatélites se encontré que luego de aplicar la correccion de
Bonferroni a los marcadores D8S1179, D12S391 y D13S317, todos los marcadores
estudiados estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg a excepcion del D8S1179. Con
los datos obtenidos, se realiz6 un analisis de los parametros estadisticos forenses,
como; el poder de discriminaciéon (PD), poder de exclusién (PE), contenido de
informacion polimérfica (PIC), heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad
esperada (He). El marcador SEE33 resulté ser el mas polimérfico con un indice de
93,91%, un indice Ho de 94,55% y He de 94,58%, presentando a su vez un PD y PE
total mayor a 99,999999%, mientras que el menor valor de PIC lo registr6 el marcador
TPOX con el 62%. Se analizé la distribucion de la variacion genética entre poblaciones
empleando el indice de Fijacion de Wright (Fst) y el Coeficiente de diferenciacion
genética de Nei (Gst), a partir de las frecuencias alélicas obtenidas y datos
poblacionales de la region. Se efectu6 un analisis de estructuracion poblacional
utilizando el software STRUCTURE y un Analisis de Componentes Principales (PCA),
empleando para ello los datos de las poblaciones parentales disponibles en CODIS,

desarrollado por el FBI. A su vez, se observé el grado de mestizaje poblacional desde


https://worldwide.promega.com/products/forensic-dna-analysis-ce/str-amplification/powerplex-fusion-system/

dos enfoques diferentes, uno basado en las frecuencias génicas (ADMIX 95) y otro en

la informacién genética de los microsatélites (VARMIX 3.0).

Los resultados obtenidos mostraron que la poblacidon uruguaya presenta escasa
diferenciacion genética con las poblaciones regionales (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile
y Paraguay), no se observé subestructuracioén poblacional y presenta gran similitud con
la poblacion caucésica e hispana disponible en el sistema de referencia utilizado en
genética forense. Los resultados obtenidos en el anélisis de mestizaje, concuerdan con
estudios previos realizados para otros marcadores moleculares, observandose, en
promedio para ambos métodos, una contribucién genética parental mayoritaria
proveniente de europeos (65%), con un aporte menor de africanos (21,6%) y nativo

americanos (13%).

Este trabajo constituye un aporte significativo para la identificacion humana y la
genética forense en Uruguay, brindando una base de datos de referencia
imprescindible en la realizacion de calculos estadisticos en casos de criminalistica

forense y filiacién, logrando asi la obtencion de resultados més confiables.

Palabras claves: ADN, marcadores autosomicos, criminalistica forense,

poblacion uruguaya, diferenciacion genética, estructuracion de la poblacion, mestizaje.



1. INTRODUCCION

El empleo de métodos fiables en la identificacion humana ha sido siempre una
necesidad para la sociedad, tanto en resolver cuestiones del ambito civil como criminal.
A lo largo de los afos, diferentes técnicas han sido utilizadas a fin de caracterizar e
individualizar a las personas, entre ellas; el andlisis de huellas dactilares, los analisis
antropolégicos, los analisis de los grupos sanguineos y también los analisis
moleculares de los polimorfismos del sistema HLA (antigeno leucocitario humano). Con
el descubrimiento de la estructura del ADN en 1953 y de sus regiones polimérficas, la
identificacién humana, se convirti6 en una herramienta indispensable en la genética

forense.

El uso del andlisis de ADN, esta fundamentado en la individualidad y
exclusividad del perfil genético de un individuo. La excepcién a esta regla es la
presencia de gemelos monocigéticos o univitelinos que genéticamente son idénticos
(Quintero et al., 2020). Se denomina perfil genético de un individuo, a la combinacion
genotipica de los marcadores que son heredados de sus progenitores, estos
corresponden a secuencias de ADN que varian entre individuos, denominadas regiones
hipervariables o polimérficas, y se encuentran distribuidas en cromosomas
autosomicos y sexuales (Butler, 2005). Estas regiones del ADN tienen un alto poder de
discriminacion, lo cual permite, con gran fiabilidad, excluir a un individuo de ser
falsamente acusado en un crimen o, en casos de paternidad; permitir su inclusién o

exclusién (Lorente, 2004).



Los primeros polimorfismos de longitud encontrados en el genoma humano,
fueros descritos por Jeffreys y cols. (1985a), los minisatélites; que junto con los
microsatélites o STRs (Short Tandem Repeats - repetidos cortos en tdndem), son
polimorfismos de longitud denominados VNTRs (Repeticiones en Tandem de Numero
Variable), los cuales se caracterizan por presentar una organizacion semejante:
segmentos de ADN similares se encuentran dispuestos en tdndem (uno detras de otro)
en numero variable de veces (Jeffreys et al., 1985a). Los STRs consisten en elementos
repetitivos de 2 a 6 nucleétidos, son numerosos en el genoma humano, tienen una
longitud muy polimdrfica y también pueden variar en las secuencias de los elementos
repetitivos, haciendo que estos marcadores sean muy efectivos en la identificacién de
individuos. El tamano de los STRs, en comparacién con los minisatélites empleados
por Jeffreys y cols. (1985a), hace que los marcadores STRs sean mejores candidatos

para su uso en Genética Forense.

El surgimiento de la técnica de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR), ha
permitido generar perfiles genéticos a partir de una muestra de referencia o de una
evidencia de ADN en los Laboratorios Forenses, utilizando reacciones multiplex que
permiten amplificar muchos STRs en conjunto, haciendo que el procedimiento sea mas
rapido, facil y de menor costo (Mullis et al., 1986). EI nimero de marcadores que
pueden amplificarse simultdneamente ha aumentado hasta 27 STRs valiéndose del

empleo de fluorocromos de diferentes colores (Promega Corporation, 2018).

Los avances en la tecnologia del ADN, facilitaron la creacién de bancos de datos
de perfiles de ADN con fines tanto civiles como criminales. Estados Unidos fue pionero

en su creacion, en 1994 (https://www.fbi.gov/services/laboratory/biometric-



analysis/codis/codis-and-ndis-fact-sheet), surgidé el sistema CODIS (Combined DNA
Index System), desarrollado por el FBI (Federal Bureau of Investigation). En 1997,
fueron seleccionados por su gran poder discriminante y por estar localizados en
regiones no codificantes, 13 marcadores genéticos STR (Butler, 2005), estos son:
D21S11, D18S51, D16S539, D13S317, D8S1179, D7S820, D5S818, D3S1358, VWA ,
THO1, CSF1PO, FGA, TPOX, posteriormente, en enero del 2017, se adicionaron 7 loci
en las bases, los cuales son los marcadores; D22S1045, D19S433, D1S1656,
D12S391, D10S1248, D2S441 y D2S1338; estudiando un total 20 marcadores STRs
autosomicos, ademas de la Amelogenina que tipifica el sexo, y que debe incluirse en
las bases de datos, con el fin de reducir la probabilidad de coincidencias aleatorias
(Moretti et al., 2016). Estos marcadores presentan alto polimorfismo y tienen un gran

poder discriminante en la identificacién humana (Lorente et al., 2007).

El uso de los marcadores genéticos STR en el campo forense, ha aumentado
con el transcurso de los anos, generando la necesidad en los laboratorios del uso de
varios de ellos con fines técnicos y de investigacion, para obtener un mayor
acercamiento a los valores estadisticos poblacionales de las zonas de trabajo (Butler,

2006).

La evaluacion estadistica de los resultados de un andlisis de ADN, ya sean en
el establecimiento de vinculos biolégicos de parentesco o identificacion de evidencias,
se realiza a partir de las frecuencias alélicas, empleando algoritmos matematicos
validados. Estas frecuencias alélicas surgen de la base de datos de referencia, que
deben ser locales (Jeffreys et al., 1985a). La utilizacién de estos marcadores con fines

de identificacidn exige como requisito basico que estos sean previamente estudiados y



caracterizados en la poblacion que posteriormente servira como referencia, para
obtener resultados y conclusiones de alta confiabilidad (Hakim et al., 2020; Toscanini

et al., 2015).

1.1 Organizacion del ADN

El Proyecto del Genoma Humano, logro caracterizar la secuencia de todo el
genoma. El Genoma Humano haploide se puede clasificar en: ADN codificante y ADN
no codificante, que tiene funciones estructurales y reguladoras, siendo esta parte donde
se encuentra la mayor parte de la variabilidad genética entre los individuos (Pellegrino
& Crespillo 2021). EI ADN no codificante, no esta sujeto a presion selectiva y soporta
mayores niveles de variacion entre individuos, por lo que tiene gran interés en la

identificacién humana debido a su alto polimorfismo (Butler, 2005).

1.2El ADN en la Identificacion Humana

En sus inicios, la identificacién humana se basaba en parametros morfolégicos;
pero los avances cientificos y tecnolégicos permitieron el desarrollo de la Genética
Forense para la identificacion de personas, a través del analisis de vestigios bioldgicos
recogidos de la escena del crimen, restos 6seos o0 cadavéricos e investigaciones de

paternidad (Jobling & Gill, 2004).

En el siglo XX, se logré procesar muestras bioldgicas con el fin de identificar
personas, para ello se utilizd marcadores eritrocitarios ABO (conocidos como

polimorfismos clasicos), descubiertos por Karl Landsteiner en 1900 (Landsteiner,



1990). Estos marcadores fueron utilizados en casos de investigacion biolégica de
paternidad y en el andlisis de vestigios bioldgicos de interés criminal como manchas de

sangre (Jobling & Gill, 2004).

Posteriormente se fueron descubriendo diversos polimorfismos en las proteinas
séricas leucocitarias y eritrociticas que al ser analizadas a la vez, resultaban eficaces
para la identificacion de personas (Carracedo, 1999), sin embargo, su potencial resulté
ser limitado debido a la poca variabilidad para estos marcadores (Fernandez et al.,

1999).

La descripciéon de un nuevo marcador biol6gico en 1954, marcé la segunda fase
del desarrollo de los marcadores de identificacion humana. Fue demostrada la
existencia de un sistema de histocompatibilidad, el sistema antigeno leucocitario
humano o HLA (Truijillo et al., 2018). Pero presentaban grandes limitaciones cuando se
trataba de analizar muestras degradadas o que presentaban escasa cantidad de ADN,

lo que sucede con mucha frecuencia en el trabajo forense (Carracedo, 2013).

Por otro lado, el analisis de los polimorfismos de ADN marco la tercera fase de
la identificacién humana en ciencias forense. En 1985a, Jeffreys y cols., describen unos
marcadores, los repetidos de ADN en tandem, extremadamente variables y heredables
que producian una especie de “huellas genéticas” de ADN o “ADN fingerprinting”

(Jeffreys et al., 1985a).

El desarrollo de la PCR (Mullis et al., 1986), permitio utilizar los polimorfismos de

ADN, para la identificacién humana, teniendo un incremento, en mas del 99% de los



rangos de probabilidad para excluir a los investigados de casos civiles y penales
(Jeffreys et al., 1985b). A partir del afio 1987 esta técnica empez6 a tomar protagonismo
cuando se utilizd el “ADN fingerprinting” o “Analisis de Huellas Genéticas” en los
procesos criminales (Lander et al., 2001). En la actualidad, los estudios genéticos de
STRs para la identificacion humana son considerados esenciales cuando se tienen
restos biolégicos y son utilizados en los tribunales de justicia en el mundo por su gran

confiabilidad cientifica (Gonzalez, 2006).

1.3 Polimorfismos del ADN en la identificacion humana

En la identificacion humana se puede definir un marcador genético como un
polimorfismo que permite diferenciar individuos, asi como establecer sus relaciones de
parentesco (Rangel, 2010). Los polimorfismos expresan la variabilidad existente en un
fragmento de ADN, por lo que se puede inferir que, a mayor nimero de alelos, hay
mayor polimorfismo y mayor poder de identificacion de un individuo (Lorente y Lorente,

1995).

A nivel de ADN, un polimorfismo puede ser desde la mutacion de una sola base
hasta el cambio en el nUmero de unidades repetidas en tdndem en ciertas regiones del
ADN. Este ADN repetitivo en tandem, esta formado por bloques de ADN que se repiten
consecutivamente y se suele dividir en: a) ADN satélite, b) ADN minisatélites, c) ADN

microsatélites (Lopez & Garrido, 2012).



1.3.1 Los Microsatélites (STRs)

Son por excelencia los polimorfismos empleados en forense actualmente,
corresponden a la repeticion en tdndem de entre 2 y 6 nucleétidos. Los microsatélites
presentan dos caracteristicas que los hacen ideales para ser utilizados: 1) estan
distribuidos de forma casi homogénea por todo el genoma, Il) presentan un namero
elevado de alelos con frecuencias similares entre si, de forma que la probabilidad de
que un individuo sea heterocigoto es muy elevada (Weber y Wong, 1993). Secuencias
nucleotidicas repetidas cortas (por ejemplo: ACTG), dan lugar a diversos alelos que se

nombran de acuerdo al nimero de veces que se encuentre la secuencia repetida.

1.4 Nomenclatura de los STRs

Los marcadores STRs que quedan por fuera de la regién codificante, pueden
designarse por su posicién cromosdmica, su nomenclatura esta representada por
cbdigos compuestos por letras y nimeros, donde “D” significa DNA, le sigue el nUmero
que representa al cromosoma, luego la letra “S” por secuencia de copia Unica y el
namero final indica el orden en el cual el marcador fue descubierto y categorizado
(Butler, 2005). A modo de ejemplo, en la Figura 1 se esquematiza la nomenclatura del

marcador D18S51.

D 18 § 51

Orden en el cual el
DNA | +— g marcadgr fue
descrito.

Secuencia de copia Unica

v

N°. de cromosoma

Figura 1: Nomenclatura del marcador D18S51 (Fuente adaptada de Butler (2005)).



Mientras que para los loci STRs o marcadores genéticos que se encuentran
dentro de una region codificante de proteinas (asi como el intron de los genes) se utiliza
el nombre del gen para designarlo, esto se puede aplicar, por ejemplo: a STRs tales
como VWA (GeneBank M25858), su denominacion viene de su ubicacién en el sitio que
codifica para el factor de von Willebrand y para el TPOX (GeneBank M68651), que se
encuentra ubicado en el gen 10 de la peroxidasa tiroidea humana y de ahi recibe su

nombre (Butler, 2005).

Segun el patron de repeticion, los STRs se clasifican en categorias,
dependiendo del nimero de nucleétidos que forman la unidad de repeticion, pudiendo
ser dinucledtidos, trinucleotidos, tetranucledétidos, pentanucledtidos y hexanucleétidos

(Butler, 2005).

Las técnicas moleculares se van sofisticando cada vez mas, en sistemas
multiplex, permitiendo asi, en practicamente un solo paso, el analisis de los STRs
recomendados para su uso en el software CODIS. Estos marcadores son
seleccionados cuando presentan alto polimorfismo y tienen alto poder discriminante en

la identificacion humana (Lorente et al., 2007).

El sistema por ser multiplex, brinda informacién de todos los loci en una reaccion,
disminuyendo asi el tiempo del anadlisis y la construccion de base de datos es rapida

usando este tipo de sistemas (Lins et al., 1996).


https://strbase.nist.gov/seq_info.htm#TPOX

1.5 Antecedentes de estudios de variabilidad y caracterizacion genética en la poblacion

uruguaya.

Existen estudios realizados en varios paises del mundo utilizando marcadores
STRs autosémicos con la finalidad de caracterizar a los grupos poblacionales. La

poblacién uruguaya registra una serie de estudios:

En el ano 2001, Pagano y cols., publicaron un estudio realizado en 188
individuos no emparentados entre si, pertenecientes al departamento de Montevideo,
empelando el kit Power Plex 1.2TM, tipificandose 8 loci STRs autosémicos, donde se
observo que todos los loci analizados, excepto el CSF1P0 cumplen con las expectativas

de EHW (Pagano et al, 2001).

Lorente y cols., (2000) realizaron un estudio titulado “Analisis de la distribucion
alélica de 15 STR en la poblacién uruguaya”, presentado en el Ill Simposio Latino-
Americano de ldentificacion Humana, Curitiba, Brasil, en junio del 2001, donde se
analiza una muestra de la poblaciéon uruguaya de 200 individuos, empleando el kit
Power Plex 16. Se tipificaron 15 loci STRs autosémicos (CSF1PO, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, Penta E, Penta D,
THO1, TPOX, y VWWA), y se observé que el Penta E fue unos de los loci méas polimoérficos

del conjunto de loci analizados (Lorente et al, 2000).



1.6 Antecedentes de estudios sociodemograficos y genéticos de la poblacion uruguaya.

Las poblaciones latinoamericanas surgieron del desigual aporte de indigenas,
africanos y europeos, proceso del cual la poblacién uruguaya no quedo exento (Sans,
2000). La poblacién de Uruguay, se constituyd esencialmente a partir del aporte de
diferentes oleadas migratorias. Los pueblos indigenas, provenientes de tres o cuatro
etnias (charrta, chana, arachanes y guarani) eran demograficamente pequenos y
fueron desapareciendo debido principalmente a exterminios ocurridos en la época

(Sans, 2009).

Con relacién a los africanos y sus descendientes, las referencias mas antiguas
los relacionan con el inicio de la colonia, ya que se mencionan a negros esclavos
trabajando en la fundacion portuguesa de Colonia del Sacramento en 1680 y con el

trafico regular de esclavos que comenzé en el afio 1743 (Sans, 2009).

A mediados del siglo XIX, se observé una masiva inmigracién europea, que
conllevo al remplazo y mestizaje de los pueblos nativos por poblaciones de origen

europeo.

En Uruguay el mestizaje ha tenido gran impacto en la conformacion de las
poblaciones actuales, generando asi poblaciones hibridas que dependiendo de la
region o grupo analizado, podran tener el aporte de 2 o0 3 de estos grupos; los nativos

americanos, europeos y africanos (Sans, 2000).
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El andlisis del mestizaje, tiene como objetivo comprender el proceso de
colonizacion, deducir las caracteristicas originales de las poblaciones nativas
tempranas y la relacién entre grupos étnicos y determinadas enfermedades (Sans,

2000).

Teniendo en cuenta los datos historicos de cdémo fue el proceso de mestizaje en
Uruguay, se realizaron varios estudios, con la finalidad de conocer los componentes

ancestrales de la poblacion:

1.6.1 Contribucion ancestral en la poblacion uruguaya

Tacuarembd, presenta una poblacion resultado de varias oleadas migratorias de
Europa y Oriente Proximo, asi como africanos y afrodescendientes en su mayoria
provenientes de Brasil, estas oleadas migratorias se fueron asentando con las diversas
etnias nativas del territorio (Sans, 1994). Esta particularidad, lo hace una region
interesante desde el punto de vista de la genética de poblaciones, motivo por el cual se
han realizado diferentes estudios de mezcla sobre esta poblacién, que van desde el
estudio de los rasgos morfoldgicos (Sans, 1994), marcadores clasicos (grupos
sanguineos, proteinas séricas y sistema HLA). Los cuales mostraron una contribucion
europea de 65%, 20% nativos americanos y 15% africanos (Sans et al., 1997) y ADN
hereditario uniparental (ADN mitocondrial y del cromosoma Y) (Bonilla et al., 2004;
Bertoni et al., 2005). El analisis de ADN mitocondrial revel6 que la principal contribucion
a través de la linea materna es el nativo americano con un 62% (Bonilla et al., 2004)
mientras que el analisis de cromosoma Y mostré una contribucion europea casi
exclusiva para la linea paterna y una contribucion nativo americana entre 1,6% y 8,3%

(Bertoni et al., 2005).
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Sans y cols. (1997), a partir de 10 sistemas sanguineos estimaron las
contribuciones parentales en una muestra de la poblacién de Montevideo, donde se
estimé un aporte africano de 7%, indigena de 1% y el restante 92%, europeo. Luego,
se publico el primer andlisis de ADN mitocondrial (ADNmt) para esta region del pais,
que determinaba un aporte indigena de 20,4%; dicho estudio no discriminaba los otros
posibles aportes (Gascue et al., 2005). Mas recientemente, Bonilla y cols. (2015)
publicaron los resultados de un estudio sobre cancer de mama en una muestra de gran
parte del pais, incluyendo Montevideo. Ese estudio incluyd, entre otros, ADNmt y
marcadores individuales de ancestria (ancestry informative markers — AIMs) en
autosomas del ADN nuclear (ADNn), donde se observaron aportes de 9,3% africano,
15,3 % indigena y 75,4% europeo (Bonilla et al., 2015). Sans y cols. (2020), realizaron
un analisis de la contribucién parental de marcadores de ADNmt sobre la muestra
poblacional utilizada por Bonilla y cols. (2015), donde se observé que en la muestra de
mujeres nacidas en Montevideo, los aportes fueron de 33,9% indigena americano,
7,4% africano y 58,2% europeo/mediterraneo, mientras que en la muestra de
residentes fue 36,6%, 8,3% y 55,1% respectivamente. En analisis de ancestria
biparental estimada por AIMs, mostrd que las mujeres nacidas en Montevideo tuvieron,
en promedio, aportes de 12,6% indigena, 78,6% europeo, y 8,8% africano, mientras
que, para las residentes los valores promedio fueron similares, 13,8% de aporte

indigena, 76,8% de aporte europeo y 9,4% de aporte africano.

Vega-Requena y cols. (2020), publicaron un estudio titulado “Genetic Admixture
Analysis in the Population of Tacuarembd-Uruguay Using Alu Insertions”. Esta
caracterizacion genética se realiz6 analizando 8 inserciones Alu en una muestra

poblacional conformada por 58 individuos descendientes de vascos residentes en
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Trinidad, 55 individuos autodefinidos de ascendencia vasca de la ciudad de Montevideo
y por ultimo un subconjunto de 70 individuos de ascendencia europea pero sin
ascendencia vasca conocida. Estas inserciones se emplean para proporcionar
informacion de ancestralidad y diferenciacion genética en la poblacién. Los autores
observaron que la contribucidén ancestral que predomina en Tacuarembdé es la europea
con un 63%, seguido por la contribucién africana con un 30% y la contribucién ancestral
mas pequena se corresponde con el aporte indigena con un 7% (Vega-Requena et al.,

2020).

Las contribuciones ancestrales para la poblacion de Uruguay en conjunto, fueron
estimadas por Hidalgo y cols. (2005) en 84,1% europea, 10,4% nativo americana y
5,6% africana. En su trabajo analizé la frecuencia de alelos y fenotipos en 5 loci
autosémicos en una muestra de 85 individuos no emparentados, de ambos sexos y
nacidos en varias regiones de Uruguay, y realizé una comparaciéon a través de un
andlisis de distancias genéticas de la poblacién uruguaya con otras poblaciones
americanas, donde se observé que la menor distancia se encuentra entre la muestra
de la poblacién de Uruguay y una muestra de la poblacion de Buenos Aires, lo cual

concuerda con la historia demogréfica de ambas regiones (Hidalgo et al., 2005).
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1.7 La investigacion en el ambito forense; actualidad y propdsitos

Actualmente en Uruguay, en el ambito forense se emplean los datos de
diferentes poblaciones para realizar estimaciones estadisticas, como por ejemplo:
datos de la poblacidén caucasica de Estados Unidos. Los datos se encuentran incluidos
en la base de datos CODIS, y permiten realizar los calculos estadisticos requeridos

(Moretti et al., 2016).

La poblacion uruguaya cuenta con informacién insuficiente para los 20
marcadores STRs autosémicos recomendados actualmente por el FBI para su uso en
el software CODIS, contando Unicamente con un estudio realizado por Lorente y cols.
(2000), referido a la distribucion alélica de 15 marcadores STR autosdémicos realizado

sobre un muestreo poblacional de 200 individuos.

Consideramos que seria un gran aporte analizar los 20 STRs autosémicos
recomendados a partir de 2017 por el FBI, en una muestra de 4000 individuos para
conocer con mayor detalle la diversidad y estructura de la poblaciéon uruguaya. Esto
facilita la creacién de una base de datos, la cual permitira a los laboratorios forenses
obtener resultados mas confiables y representativos en la identificacion de personas a
través del andlisis de vestidos biol6gicos recogidos de la escena del crimen, restos

0seos o cadavéricos y en las investigaciones de paternidad.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Caracterizar la estructura genética de la poblacién uruguaya.

2.2. Objetivos especificos

1. Analizar 23 loci STRs: CSF1PO, D1S1656, D2S441, D2S1338, D3S1358,
D5S818, D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391, D13S317, D16S539, D18S51,
D19S443, D21S11, D22S1045, FGA, Penta E, Penta D, THO1, TPOX, SE33 y vVWA en

una muestra de 4000 individuos de la poblacién uruguaya.

2. Determinar los parametros estadisticos forenses: equilibrio de Hardy -
Weinberg (EHW), la heterocigosidad observada (Ho), la heterocigosidad esperada
(He), el poder de exclusion (PE), la probabilidad de coincidencia o match (PM), el poder
de discriminacion (PD), el indice de paternidad (IP) y el contenido de informacion

polimorfica (PIC).

3. Realizar una comparacién de la diversidad genética uruguaya con la de

poblaciones mestizas de la regién (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile y Paraguay).

4. Analizar la subestructuracion de la poblacidn en una muestra de 4000
individuos mediante dos aproximaciones diferentes, una basada en inferencia

bayesiana (STRUCTURE) y otro analitico (PCA).
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5. Analizar la contribucién de las poblaciones parentales a la poblacién hibrida

en estudio.
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3. MATERIALES Y METODOS

El tipo de muestra empleado en este trabajo, se encuentra en una espatula
recolectora; “Bode Buccal DNA Collection Systems”, el cual es un sistema de
recoleccion de células bucales del interior de la mejilla (mucosa yugal) para el andlisis
de identificacion de ADN humano. Es un método simple y directo, no invasivo, facil de
usar, diseflado para maximizar la cantidad de ADN recolectado y facilitar la
automatizacion, permitiendo la amplificaciéon por PCR directo, obteniendo resultados de
alta calidad en el genotipado. Este disefo facilita el procesamiento automatizado con
Sistemas de Perforacion BSD 600 Duet puncher (BSD Robotics)

(https://www.bodetech.com/pages/bode-buccal-dna-collection.systems).

Las muestras de mucosa yugal de personas condenadas o formalizadas por la
justicia competente (Ley N°. 18.849), que ingresan a la Direccion Nacional de Policia
Cientifica, previo a su envié al Laboratorio Registro Nacional de Huellas Genéticas, son
identificadas con un coédigo alfanumérico, o que no nos permite conocer la identidad
del individuo como tampoco su procedencia dentro del territorio Nacional. El objetivo
del empleo de estas muestras completamente anénimas, es generar una Base de
Datos de frecuencias alélicas de referencia, imprescindible en la realizacién de célculos

estadisticos en casos de criminalistica forense o filiacién.

Se realizd un muestreo completamente al azar entre aquellos perfiles obtenidos

en el afio 2018 que presentaban los 23 STRs de interés, obteniéndose una submuestra

de 4000 individuos compuesta por 501 mujeres (12,5%) y 3499 hombres (87,5%).
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3.1 Obtencion del perfil genético

El perfil genético fue obtenido mediante amplificacidn directa de los marcadores
genéticos del ADN no codificante con el kit PowerPlex® Fusion 6C System siguiendo
las especificaciones del fabricante (Promega Corporation). Este sistema provee todos
los materiales necesarios para la co-amplificacion y deteccién fluorescente de 24 loci
(23 STRs y Amelogenina), incluyendo los loci requeridos por CODIS y por el conjunto
de Estandares Europeos (ESS) (ver Figura 2). Con 24 loci el sistema PowerPlex Fusion
ofrece un alto poder de discriminacién en una Unica reaccién y proporciona mas
informacion para casos forenses dificiles de paternidad y de parentesco (Promega

Corporation, 2018).
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Figura 2: Configuracion del sistema PowerPlex Fusion. Este sistema permite la co-amplificacién de Amelogenina,
D3S1358, D1S1656, D2S441, D10S1248, D13S317 y Penta E marcados con fluoresceina; D16S539, D18S51,
D2S1338, CSF1PO y Penta D marcados con JOE; THO1, vWA, D21S11, D7S820, D5S818, TPOX y DYS391 marcados
con TMR-ET; y D8S1179, D12S391, D19S443, FGA y D22S1045 marcados con CXR-ET. El estandar interno (ILS 500)
esta marcado con el colorante CC5 y contiene 21 fragmentos de ADN de 60, 65, 80, 100, 120, 0140, 160, 180, 200, 225,
250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 y 500 bases (Promega Corporation, 2018).

La amplificacién de los STRs, se realizd6 mediante la técnica de PCR multiplex.
El proceso de amplificacion se encuentra detallado en el Anexo 1. Los productos
amplificados fueron detectados por el Analizador Genético Applied Biosystems™ 3500,

por medio de electroforesis capilar con deteccién por fluorescencia.
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Luego de la electroforesis capilar, los datos fueron analizados en el software

GeneMapper® |D-X Software v1.2, para la tipificacion genética, con este se obtuvo y

edit6 los perfiles genéticos. Se revisé la presencia de picos en los controles negativos
de cada corrida, para descartar contaminacién asi como también se observaron los
controles positivos para asegurar una correcta amplificacién. El kit empleado utiliza un
marcador estandar interno de referencia (WEN ILS 500), que se incluye en cada
muestra y sobre el cual se interpola el tamafo de los alelos (ver Figura 3). Los pesos
moleculares de los fragmentos del ADN que componen el estandar interno empleado

son revisados en cada muestra y asignados desde los 60 pb a los 500 pb.

Applied
Bng?ystems Project. Lorena SILVA ORGEN

GeneMapper® ID-X 14
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Figura 3: Electroferograma del size standard WEN ILS 500 IDX y ejemplo de asignacion a un perfil genético (azul).

Se muestran las longitudes de los fragmentos en pares de bases de 60 a 500pb.

Los picos observados son evaluados por los tamafnos que refieren en el
electroferograma y se consideraron los que estuvieron por encima de 100 RFU y no
presentaron artefactos. La asignacion de alelos se realiz6 siguiendo como guia la

escalera alélica que utiliza el kit empleado (Ver Anexo 2).
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Finalmente, luego de que los perfiles genéticos (ver ejemplo en Anexo 3)
pasaran satisfactoriamente las pruebas de control de calidad, se procedié a exportar
los mismos en forma de codigos numéricos, desde el Software GeneMapper® ID-X
Software v1.2 en formato de texto (csv) compatible con planillas tipo Excel, donde se

reordeno al azar los individuos y se re-codificaron los mismos.

3.2 Andlisis estadistico

A fin de determinar la variabilidad de los 23 marcadores STR autosémicos de la
poblacion uruguaya, se elabor6 una base de datos con los genotipos de los 4000
individuos. Mediante el programa PGDSpider version 2.1.1.5 (Lischer & Excoffier,
2012), se generaron los archivos necesarios para los distintos programas utilizados en
el estudio. Se estimaron las frecuencias alélicas, se testeo el equilibrio de Hardy -
Weinberg (EHW) y los siguientes parametros estadisticos forenses: la heterocigosidad
observada (Ho) y la heterocigosidad esperada (He) fueron obtenidos empleando el
paquete estadistico Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Por otro lado el
programa Forensic Markets (Pefia & Alfonso-Sanchez, 2016) nos permitio el calculo del
poder de exclusién (PE), la probabilidad de coincidencia o match (PM), el poder de
discriminacion (PD) y del indice de paternidad (IP). Por ultimo el contenido de

informacion polimérfica (PIC) se realizd mediante el uso de R (htip:/www.R-

project.org/) en RStudio (http://www.rstudio.com/).
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3.2.1 Calculo de las frecuencias alélicas.
La frecuencias alélicas se calculan mediante el recuento de cada alelo y
dividiendo este numero por el niumero total de alelos analizados (Cavalli-Sforza et al.,

1981).

3.2.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

La Ley de Hardy-Weinberg, postulada en 1908 por George Hardy y Wilhelm
Weinberg, establece que en toda poblacion lo suficientemente grande, en la que los
apareamientos se producen al azar y que no se encuentra sometida a ninguna fuerza
evolutiva como ser la mutacién, selecciéon y migracion, las frecuencia génicas y
genotipicas se mantienen constantes de una generacion a otra. De esta manera, una
poblacion que cumpla dichas caracteristicas se dice que esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg (Chakraborty y cols., 1992). Para poder comprobar esto, se comparé la
frecuencia genotipica que se observo en la muestra con respecto a la frecuencia
esperada obtenida del producto de combinar las frecuencias alélicas. Para cada loci se

determind si existia ajuste al EHW mediante una prueba exacta de Fisher.

3.3 Parametros poblacionales

3.3.1 Heterocigosidad

Es estudiada como heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada
(He).

La Ho, refleja la frecuencia de individuos heterocigotos encontrados en la
muestra poblacional para cualquiera de los loci estudiados (Crow et al., 1970), y se

obtiene de acuerdo a la siguiente formula:
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Ho=1-)pi

Donde pi es la frecuencia de cada alelo.

La He, se refiere a la posibilidad de que resulten diferentes dos alelos tomados
al azar de la poblacién. Se calcula a partir de las frecuencias alélicas (Nei, 1977), ya

sea como la sumatoria de los heterocigotos esperados, o la forma mas usual:

He =1—Yp}

Donde pi es la frecuencia de cada alelo.

3.3.2 Poder de Exclusion (PE)

El poder de exclusién, se define como la capacidad del panel de marcadores de
excluir un genotipo en particular. En casos forenses, es la probabilidad de excluir a un
individuo que esté involucrado en el caso y en casos de paternidad, es la probabilidad
de excluir un padre erroneamente inculpado (Jamieson, 1994; Krenke et al., 2002; Lee

et al., 1998).

El PE se puede calcular siguiendo la siguiente formula:

PE = k2 (1 — 2hH?)

Donde h es la proporcién de individuos heterocigotos y H es la proporcion de

individuos homocigotos en la muestra poblacional (Tillmar, 2010).
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También se analiz6 el poder de exclusion total (PE total) de acuerdo a la

siguiente formula:

PE total =1 — (1 — pe;)(1 —pe,) ... (1 — pey)

Donde “pe” representa el poder de exclusion de cada marcador y “n” representa el

nuamero total de loci involucrados (Rosado, 2008).

3.3.3 Probabilidad de Coincidencia o match (PM)

La probabilidad de coincidencia o match (PM) se define como; la probabilidad
de que dos individuos elegidos al azar en una poblacién, tengan idénticos genotipos en
uno 0 mas sistemas geneticos, es decir, es la probabilidad de que dos individuos no

relacionados compartan un mismo perfil de ADN (Jones, 1972).

Esta probabilidad puede aumentar cuando tenemos un perfil de ADN parcial
debido a la degradacién o cuando tenemos una reduccion del niumero de locus
informativos. Ademas, también puede aumentar si el sospechoso y el culpable tienen
una relacion de parentesco o si se originaron a partir de la misma subpoblacién. Se
excluyen de estos valores, los casos de gemelos monocig6ticos o univitelinos, ya que

comparten el mismo perfil genético (Quintero et al., 2020).

3.3.4 Poder de Discriminacion (PD)
El poder de discriminacion permite determinar la probabilidad de que un

marcador o un conjunto de marcadores sean capaces de diferenciar genéticamente a
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individuos no relacionados entre si, tomados al azar en la poblacién (Quintero et al.,

2020).

Se puede calcular siguiendo la siguiente formula:

PD=1- PM

Donde PM la probabilidad de coincidencia o match (Tillmar, 2010).

También se analiz6 el poder de discriminacion total (PD total), por ser indicativo

de la probabilidad de discriminacién para una serie de alelos.

Se calculé mediante la siguiente formula:

PD total = 1 — (PM, PM, PM,)

Donde “PM” representa el poder de coincidencia y “n” representa el numero total de

loci involucrados.

3.3.5 Indice de paternidad (IP)

Para estimar el grado de certeza con que se asigna una paternidad es necesario
confrontar la probabilidad que los alelos presentes en el hijo provengan del presunto
padre versus la probabilidad de que los haya recibido de cualquier otro individuo al azar

en la poblacién. De acuerdo a esto, se calcula la razén entre ambas probabilidades,
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denominado indice de paternidad, que expresa cuantas veces es mas probable que el

presunto padre sea el padre bioldgico a que lo sea cualquier otro sujeto en la poblacion.

Se puede calcular siguiendo la siguiente formula, donde:

Ho: El presunto padre es el padre del nifio.
Hi: Un hombre al azar, no relacionado con el presunto padre es el padre del
nifo.

_ Pr(Ge,Gu, GpalHo)
Pr(Ge Gy, Gpa|H,)

Lo que significa, la probabilidad de ver el perfil de ADN del nino (G;), de la
madre (G,,) y del padre presunto padre (Gp,) cuando PA es el padre, en comparacion
con la probabilidad de ver los mismos perfiles de ADN cuando PA no es el padre

(Tillmar, 2010).

El IP se modificard principalmente en funcion de la frecuencia con que se
observen los alelos heredados del padre en la poblacién general; a menor frecuencia
alélica, mayor el IP y mayor la probabilidad de que sea el padre biol6gico (Lagos et al.,

2011).

3.3.6 Contenido de Informacion Polimorfico (PIC)

El contenido de informacion polimérfica (PIC), se puede interpretar como la

probabilidad de que los alelos materno y paterno de un niflo sean deducibles, es decir
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la probabilidad de deducir que alelo ha trasmitido un padre al nifo (Botstein et al., 1980;

Guo & Elston, 1999).

Se puede calcular siguiendo la siguiente formula:

n n-1 n
PIC=1- Zpiz - Z Z 2pi?pj?
i=1 i=1 j=i+1

Donde pi y pj son las frecuencias alélicas.

Es un indice que evalla la informatividad de un marcador en la poblacién de
acuerdo con las frecuencias de los alelos (Botstein et al., 1980). Marcadores con
valores de PIC superiores a 0,5 son considerados muy informativos, con valores entre
0,25 y 0,50 medianamente informativos y con valores inferiores a 0,25, poco

informativos (Botstein et al., 1980).

3.4. Comparacion de la frecuencia alélica entre la poblacion uruguaya y la poblacion

disponible en CODIS

La comparacién de las frecuencias alélicas de la poblacion uruguaya con la
poblacion empleada por CODIS, se realiz6 con el objetivo de detectar la existencia de
diferencias estadisticas significativas entre las poblaciones para cada marcador
analizado. De este modo, se trabaj6 con los datos correspondientes a 2 muestras de la
poblacién uruguaya; los correspondientes a este trabajo (URU_4000) y datos obtenidos

de un estudio realizado previamente para 15 loci STRs en 200 individuos (URU_200)
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pertenecientes a la poblacion uruguaya (ver Anexo 5) (Lorente et al, 2000) y los datos
de 361 individuos caucasicos de la base de datos CODIS (CODIS_361) del FBI (ver

Anexo 4) (Hares, 2015; Hill et al., 2013).

Se realizd una prueba de Bartlett para probar si las muestras provienen de
poblaciones con la misma varianza a un nivel de confianza determinado. Este test

realiza un contraste de hipotesis, donde:

Ho: las muestras presentan varianzas iguales.

Hi: las muestras presentan varianzas distintas.

Para verificar este contraste de hipotesis, se adoptd, en todas las

comparaciones, un nivel significativo de p<0,05 (Arias, 2017).

3.5. Diferenciacion genética

La diferenciacién genética, analiza la distribucién de la variacion genética entre

poblaciones, nos permite medir cuan diferente son las poblaciones analizadas entre si.

A modo de comparar los datos obtenidos para la poblacién uruguaya, con datos
publicados de poblaciones regionales se estimé el grado de diferenciacién genética
entre diferentes poblaciones empleando el indice de Fijacién de Wright (Fst) (Wright,

1951) y Coeficiente de diferenciacién genética (Gsr) (Nei, 1973).
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Se realiz6 un andlisis cualitativo de la bibliografia ya existente, lo que permitié
obtener datos de frecuencias alélicas de STRs autosémicos, para las poblaciones de

interés.

Se establecié como poblaciones de interés, por un lado aquellas poblaciones
latinoamericanas que por su cercania pudieran presentar o no diferenciacién genética
con la poblacién uruguaya: Argentina (Buenos Aires, Mendoza y Santa Fe (Marino et
al., 2006)), Bolivia (Quispe, 2018), Brasil (Rio de Janeiro (De Souza Gées et al., 2004),
San Pablo (Martins et al., 2011), Santa Catarina (Ocampos et al., 2009), Espirito Santo
(Silva et al., 2011)), Chile (Vergara et al., 2012), Paraguay (Vullo et al., 2016). Por otro
lado, sabiendo que la poblacién uruguaya se caracteriza por ser una poblacion mestiza,
que surgio del aporte desigual de nativos americanos, africanos traidos como esclavos
y europeos (Sans, 2000), se incluyeron datos poblacionales de Guinea Ecuatorial

(Africa) (Alves et al., 2005) y de Espafia (Camacho et al., 2007).

Los calculos de FstyGst se hicieron tomando en cuenta las frecuencias alélicas
de las diferentes poblaciones mencionadas, las cuales posteriormente fueron
insertadas en el programa Excel® (Microsoft Office 2013). Posteriormente se estimo el

Fst segun Weir y Cockerham (1984) y Gst en RStudio (http://www.rstudio.com/),

empleando el paquete Polysat version 1.7-4 (Clark & Jasieniuk, 2011), de donde se
obtuvo la matriz con la que se construyd un arbol de distancias genéticas utilizando el
método de Neighbor-Joining que refleja la relacion genética entre las poblaciones

analizadas (Saitou & Nei, 1987).
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Existen diferentes métodos para estimar la diferenciacidén genética:

3.5.1. Indice de fijacién de Wright (Fst)

El estadistico Fst de Wright, es una medida de la correlacion entre los genes de
una subpoblacién en relacion a la poblacién entera (Wright, 1951). Permite determinar
las diferencias genéticas que existe entre y dentro de las subpoblaciones, mediante los

valores de heterocigosidad esperada.

Donde Hs es la heterocigosidad esperada media de un grupo de subpoblaciones y Hy

heterocigosidad esperada total de la poblacion.

Puede tomar valores que van entre 0 y 1, donde un valor de 0 indica que no hay
diferenciacion genética entre poblaciones, mientras que valores diferentes a 0
estadisticamente significativos son un indicativo de diferenciacion poblacional, es decir

presencia de estructura genética.

Las reglas propuestas por Wright en 1978 para la interpretacion del estadistico

Fst son las siguientes:

0 < Fst = 0,05 indica: “poca diferenciacion genética”.
0,05 < Fst = 0,15 indica: “diferenciacién moderada”.
0,15 < Fst = 0,25 indica: “gran diferenciacion”.

0,25 < Fsr indica: “diferenciacién muy grande”.
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3.5.2 Coeficiente de diferenciacion genética de Nei (Gsr)

Nei (1973) propuso una metodologia alternativa para analizar la diferenciacion
genética entre poblaciones, que trabaja directamente con frecuencias alélicas en
términos de heterocigosidades esperadas (diversidad genética) dentro y entre

poblaciones.

El total de la diversidad genética (Ht), medida en términos del total de la
heterocigosidad esperada, puede ser desglosada con el objetivo de determinar la
proporcién de la diversidad genética de las subpoblaciones que estan presentes dentro
de una poblacién (Hs) y entre poblaciones (Dst, Nei, 1973), indicando la diferenciacién
genética entre poblaciones.

HT = DST+ HS

Estos indices de diversidad pueden ser utilizados para calcular medidas de
diferenciacion genética (Gsr).

_ Dsr _ Hr-mHg
Gor = 4~ =

El coeficiente de diferenciacion genética, Gst se define como la proporcion de
diversidad genética que existe entre las poblaciones (Nei, 1973). Es equivalente al Fst
de Wright (1951) cuando hay solamente dos alelos en un locus y en el caso de alelos
multiples Gst equivale al promedio ponderado de Fst para todos los alelos (Nei, 1973).
Gst proporciona una medida de la contribucion que hace la heterocigosidad entre

poblaciones, Dsr, a la diversidad genética total, Hr.
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Los valores de Gst pueden variar entre 0 y 1. Gst es 0 cuando el total de la
diversidad genética (Hr) es igual a la heterocigosidad esperada (Hs) en cada poblacién,
lo que significa que las frecuencias alélicas son idénticas a través de todas las
poblaciones. Gst es 1 cuando la diversidad genética de las subpoblaciones que estan
presentes dentro de una poblacién (Hs) es 0, es decir que no hay variacion dentro de

las poblaciones.

3.6 Métodos empleados para el analisis de estructuracion de la poblacion

3.6.1 STRUCTURE

De manera preliminar, se realizé un andlisis de agrupacion bayesiana como
método de clasificacién, implementado en el software STRUCTURE v 2.3.4 (Pritchard
et al., 2000), con el objetivo de inferir la estructuracion poblacional y el nUmero mas
probable de poblaciones para la poblacion de Uruguay. Este método analiza las
diferencias en la distribucion de variantes genéticas entre las poblaciones, identifica las
diferentes poblaciones a partir de los datos y asigna a estas poblaciones, mediante un
indice de membresia a aquellos individuos que comparten patrones de variacion

similares (Pritchard et al., 2000).

Para el calculo, este programa utiliza un enfoque bayesiano sistematico que
aplica la estimacién de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Comienza asignando
aleatoriamente individuos a un numero predeterminado de grupos, luego se estiman
las frecuencias en cada grupo y los individuos son reasignados en funcién de esas
estimaciones de frecuencia (Pritchard et al., 2000). Esto se repite muchas veces, en

este trabajo se realizaron 10.000 iteraciones en el proceso de burnin y 100.000 pasos
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Markov Chain Monte Carlo luego del burnin, a fin de obtener estimaciones confiables
de frecuencias alélicas en cada poblacidn y probabilidades de membresia de individuos
a una poblacion. Structure realiza analisis individuales para cada numero de poblacién,
aplicando el modelo de K poblaciones o grupos genéticos, y los individuos son
asignados aleatoriamente de 1 a K grupos, cada una de los cuales esta caracterizado

por las frecuencias alélicas en cada locus (Pritchard et al., 2000).

El valor de K no se define facilmente, y como este valor debe preseleccionarse,
los valores definidos por el usuario deben considerarse cuidadosamente teniendo en
cuanta las caracteristicas de las poblaciones muestreadas (Porras-Hurtado et al.,
2013). Para la muestra de la poblacién uruguaya se realiz6 una corrida evaluando el
namero de poblaciones o grupos genéticos (K), de entre 1 (asumiendo una sola
poblacion) y 6 (asumiendo 6 poblaciones). Para cada K se repiti6é el analisis 10 veces
de forma de verificar la consistencia de los resultados. En este andlisis se asumi6 un
modelo de mezclas, y de frecuencias alélicas correlacionadas (Porras-Hurtado et al.,
2013). Los resultados de esta corrida fueron analizados en STRUCTURE HARVESTER
(Earl & VonHoldt, 2012), que permite detectar el nimero de grupos para los datos
simulados usando el estadistico AK de Evanno, pero se debe tener en cuenta que este
estadistico no mostrara estimaciones para la primera y la ultima K que se pruebe

(Evanno et al., 2005).

En base a los resultados obtenidos, se efectué una segunda corrida incluyendo
a la poblacién uruguaya y los datos de las poblaciones que se encuentran disponibles
en el software CODIS (afroamericanos, asiaticos y caucasicos), empleando valores de

entre 1y 6 (abarcando el K éptimo obtenido en la corrida para la poblacién uruguaya).
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En este analisis se asumié un modelo de mezclas, y de frecuencias alélicas
correlacionadas (Porras-Hurtado et al., 2013). La falta de informacion en CODIS para
la poblacién nativo americana necesaria para realizar el andlisis, obligé a utilizar como
variable proxy a la poblacién asiatica. Los resultados de esta segunda corrida fueron
analizados en STRUCTURE HARVESTER para determinar los valores 6ptimos de K

definitivos.

Existe una alternativa a los analisis bayesianos de STRUCTURE, que a
diferencia de éste no asume el equilibrio de Hardy-Weinberg: el Analisis de

Componentes Principales o PCA.

3.6.2. Analisis de Componentes Principales (PCA)

A modo de efectuar un analisis exploratorio de los datos y observar la existencia
de subgrupos para las variables observadas, se realiz6 un analisis de componentes
principales o PCA. Este método busca separar a los individuos analizados en grupos
(o clusters) de acuerdo a los genotipos que presentan los loci analizados y a la variacién
que presentan en éstos. Este analisis se efectu6 empleando R en RStudio, aplicando
la funcién dapc (paquete adegenet (Jombart & Ahmed, 2011)) con los datos de las 4
poblaciones empleadas por CODIS y de la poblacion uruguaya. Esto arroj6 el

agrupamiento de los individuos analizados en diferentes clusters.
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3.7 Analisis de mestizaje de la poblacion uruguaya.

3.7.1 Poblaciones empleadas para el analisis del mestizaje de la poblacion
uruguaya.

Para realizar un anadlisis de mestizaje, es necesario elegir aquellas poblaciones
que dieron origen a la poblacién mestiza en estudio. Se debe tener en cuenta, por un
lado, los datos histéricos de coémo fue el proceso de mestizaje y por otro lado, trabajar
con aquellos marcadores que presentan frecuencias significativamente distintas entre

las poblaciones parentales (Shriver et al., 1997).

Para estudiar el pasado de una poblacién y los cambios que ha experimentado
a lo largo del tiempo, se emplean marcadores moleculares de ADN mitocondrial, de
cromosomas autosdémicos o del cromosoma Y; aportando diferentes resultados, que
dependen del marcador utilizado. Los marcadores moleculares presentes en
cromosomas autosdmicos nos permiten conocer el aporte de ambas lineas; paterna y
materna, indistintamente de la poblacién; mientras que los marcadores presentes en el
cromosoma mitocondrial como el cromosoma Y, nos brindaran informacién proveniente

de la linea materna o paterna, respectivamente (Butler, 2005).

En primer lugar, se realiz6 un analisis exhaustivo en la bibliografia (Alves et al.,
2005; Sala et al., 2010; Crossetti et al., 2008; Paredes et al., 2003) ya existente, con el
propoésito de obtener las frecuencias alélicas con que se encuentran los microsatélites
en las distintas poblaciones. Se definié el uso de 15 marcadores STRs, de los cueles
se dispone informacién para aquellas poblaciones parentales de interés.

Posteriormente, estas poblaciones fueron divididas en dos grupos, donde el primero de
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ellos esta formado por tres poblaciones parentales y el otro esta constituido por la

poblacion de Uruguay; considerada como poblacién mestiza.

Para el caso de las poblaciones africanas, se trabajé con individuos de la
poblacion de Guinea Ecuatorial (Alves et al., 2005), para las poblaciones nativo
americanas se analizaron individuos pertenecientes a comunidades Guarani de la
localidad de Misiones - Argentina (Sala et al., 2010) e individuos pertenecientes a la
poblacion nativa del Gran Chaco - Argentina (Crossetti et al., 2008). Y para el caso de
la poblacién europea, se analizaron individuos pertenecientes a la poblacion del noreste
de Espana (Paredes et al., 2003), todas ellas para un total de 15 marcadores (CSF1PO,
D2S1338, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51,

D19S433, D21S11, FGA, THO1, TPOX, vWA).

Para cada grupo parental formado por dos 0 mas poblaciones, el calculo de las
frecuencias alélicas de cada grupo, se realiz6 sumando todos los individuos de las
distintas poblaciones correspondientes a europeos, nativo americanos y africanos y se

calcularon las frecuencias alélicas y su correspondiente conteo.

3.7.2 Métodos utilizados para el Analisis de Mestizaje.

3.7.2.1 ADMIX 95

ADMIX 95 (Chakraborty, 1985) es un método de identidad génica disefiado para
el analisis de mezclas en poblaciones hibridas. En base a las similitudes genéticas
entre las poblaciones, este método establece una relacién entre la poblacién hibrida y

las poblaciones parentales como una funcién lineal (Chakraborty, 1985). Calcula tantas
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estimaciones como poblaciones parentales se hayan introducido, permitiendo asi

evaluar la calidad de las poblaciones parentales (Bertoni, 2005).

3.7.2.2 VARMIX 3.0

VARMIX 3.0 (Bertoni, 2005) es un método de varianzas alélicas disefiado para
el analisis de mezclas. Este método calcula la contribucién de cada poblacién parental
a la poblacién hibrida en estudio. Para esto emplea la informacion molecular de los
microsatélites, descomponiendo la varianza alélica de la poblacién hibrida en las
distintas varianzas de las poblaciones parentales que la componen, permitiendo asi
estimar el peso relativo o histérico de los individuos de una poblacién parental en la

poblacion hibrida (Bertoni et al., 2012).

36



4. RESULTADOS.

4.1 Frecuencias alélicas y parametros estadisticos en la muestra de la poblacion de

Uruguay.

Las frecuencias alélicas obtenidas de los 23 marcadores STRs autosémicos en
la poblacién estudiada se muestran en la Tabla 1ay 1b. Algunos marcadores presentan
un numero mayor de alelos, como es el caso del marcador SE33, el cual presentd 58
alelos, en tanto que el marcador TPOX presenté el menor niumero de alelos (9 alelos).

Al analizar el test de EHW se obtuvieron valores de “p” mayores a 0,05,
observandose una desviacion del equilibrio en tres marcadores genéticos (D8S1179,
D13S317 y D12S391), sin embargo, para dos de estos marcadores (D12S391 vy
D13S317) esta desviacion resultdé no significativa tras aplicar la correccion de

Bonferroni, obteniéndose valores de “p” mayores a 0,02, mientras que el marcador

D8S1178 mostro desviacion del EHW.

En la Tabla 2, se presentan los parametros estadisticos para los 23 STRs
analizados, donde se puede observar que el STRs mas informativos por su alto
contenido de informacion polimorfica (PIC), es el SE33 (0,9391), mientras que el

marcador que presenta el indice mas bajo es el TPOX (0,6200).

En la muestra poblacional uruguaya, el marcador SE33 presentd el PD mas alto

(0,9944), mientras que el TPOX con 0,8416 fue el marcador con el PD mas bajo. En
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cuanto al poder de exclusion (PE), el marcador SE33 (0,8893) es el mas informativo,

mientras que el TPOX fue el marcador con el PE més bajo.

Analizando la Ho y He individual se observé que el marcador SE33 presenta el
valor mas alto (0,9455 y 0,9458 respectivamente). Por otro lado, los indices mas bajos
de la Ho y He, corresponden a los marcadores D22S1045 (0,6888 y 0,6944) y TPOX

(0,6750 y 0,6686 respectivamente).

El PD y PE total fue de 99,999999%, por lo cual se evidencia que los 23
marcadores STRs analizados, si intervienen en conjunto en los célculos de probabilidad
pueden identificar a los individuos, discriminando y excluyendo a los falsamente

implicados.
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Tabla 1a: Frecuencias alélicas observadas en los 23 loci STRs analizados para los alelos comprendidos entre el 2.2 y 18.3

CSF1PO D151656 D251338 D2s441 D351358 D5S818 D75820 D8S1179 D10S1248 D128391 D138317 D16S539 D18S51 D19S433 D21S11 D22S1045 FGA PentaD PentaE SE33 THO1 TPOX vWA

La informacién contenida en la presente tabla es de dominio de la Direcciéon Nacional de
o1 Policia Cientifica — Ministerio del Interior.

o Solicitar a: cientifica-ayudantia@minterior.qub.uy

12.0
122
12.3
13.0
13.2
13.3
14.0
14.2
143
15.0
15.2
15.3
16.0
16.1
16.2
16.3
16.4
17.0
174
17.2
173
18.0
18.2
18.3
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Tabla 1b: Frecuencias alélicas observadas en los 23 loci STRs analizados para los alelos comprendidos entre el 19y 46.2

CSF1PO D151656 D251338 D2S441 D351358 D5S818 D7S820 D8sS1179 D10S1248 D12S391 D13S317 D16S539 D18S51 D19S433 D21S11 D22S51045 FGA PentaD PentaE SE33 THO1 TPOX vWA

ALELO
19.0

= | ainformacion contenida en la presente tabla es de dominio de la Direccion Nacional de
s Policia Cientifica — Ministerio del Interior.

o Solicitar a: cientifica-ayudantia@minterior.qub.uy

27.2
28.0
28.2
29.0
29.1
29.2
293
30.0
30.2
31.0
31.2
32.0
322
33.0
33.1
33.2
34.0
34.2
35.0
35.1
35.2
36.0
37.0
43.2
44.2
45.2
46.2
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Tabla 2: Parametros estadisticos forenses de los 23 loci STRs analizados.

CSF1P0 D151656 D251338 D2S441 D3S1358 D5S818 D7S820 D8S1179 D10S1248 D12S391 D13S317 D16S539 D18S51 D19S433 D21S11 D22S51045 FGA Penta D Penta E SE33 THO1 TPOX vWA TOTAL
N 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 4000 =
Ho 0,7360 0,9008 0,8758 0,7605 0,7703 0,7285 0,7860 0,8003 0,7595 0,8763 0,8100 0,7770 0,8760 0,8033 0,8430 0,6888 0,8730 0,8428 0,9028 0,9455 0,7925 0,6750 0,7908 0,809
He 0,7302 0,8950 0,8723 0,7627 0,7694 0,7283 0,7956 0,8141 0,7570 0,8875 0,8091 0,7862 0,8761 0,8119 0,8467 0,6944 0,8757 0,8452 0,9038 0,9458 0,7948 0,6686 0,7977 0,811
EHW 0,7182 0,8174 0,3902 0,2930 0,8339 0,8233 0,7535 0,0133 0,9626 0,0373 0,0232 0,3969 0,7632 0,0571 0,9764 0,1196 0,9162 0,8189 0,5897 0,3362 0,3738 0,1199 0,2843 -
PM 0,1213 0,0204 0,0288 0,0946 0,0897 0,1170 0,0719 0,0585 0,0980 0,0230 0,0618 0,0773 0,0282 0,0589 0,0412 0,1453 0,0286 0,0433 0,0170 0,0056 0,0744 0,1584 0,0700 0,066
PD 0,8787 0,9796 0,9712 0,9054 0,9103 0,8830 0,9281 0,9415 0,9020 0,9770 0,9382 0,9227 09718 0,9411 0,9588 0,8547 0,9714 0,9567 0,9830 0,9944 0,9256 0,8416 0,9300 1
PE 0,4764 0,7850 0,7391 0,5315 0,5428 0,4732 0,5907 0,6253 0,5217 0,7697 0,6159 0,5735 0,7466 0,6210 0,6881 0,4195 0,7459 0,6852 0,8029 0,8893 0,5892 0,3812 0,5946 1
Pl 1,8528 4,7570 3,9135 2,1060 2,1677 1,8394 2,4448 2,6883 2,0568 4,4402 2,6181 2,3378 4,0312 2,6561 3,2586 1,6355 4,0199 3,2280 5,1903 9,2033 2,4350 1,5082 2,4703 -
PIC 0,6811 0,8612 0,8595 0,7158 0,7327 0,6850 0,7651 0,7899 0,7180 0,8577 0,7837 0,7546 0,8629 0,7123 0,7922 0,6424 0,8594 0,8246 0,8960 0,9391 0,7546 0,6200 0,7685 O

N: nimero de individuos analizados; Ho: heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; p-value para el EHW: equilibrio de Hardy — Weinberg; PM: probabilidad de coincidencia

o match; PD: poder de discriminacion; PE: poder de exclusion; Pl: indice de paternidad; PIC: contenido de informacion polimorfica.
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4.2 Comparacion de las frecuencias alélicas entre la poblacion uruguaya y los datos

poblaciones disponibles en CODIS.

Para desarrollar el estudio de comparacion de las frecuencias alélicas entre la
poblaciéon uruguaya y los datos poblaciones disponibles en CODIS, se procedié a
comparar los datos URU_4000, los datos URU_200 y los datos obtenidos por el FBI;

CODIS_361.

Se observo la existencia de alelos propios tanto para las poblaciones uruguayas
analizadas como para la poblacién caucasica disponible en el software CODIS. Asi mismo
se detect6 la presencia de alelos que se encuentran con mayor frecuencia en la poblacion

uruguaya que en la poblacion CODIS y viceversa.

A modo de ejemplificar, se expone la comparacion de las frecuencias alélicas, entre
las poblaciones mencionadas para aquellos marcadores STRs que del presente trabajo
resultaron mas informativos, por su alto contenido de informacién polimoérfica (PIC); el
marcador Penta E (0,8960), D18S51 (0,8629), y el FGA (0,8594), asi como también para

el marcador que presenta el indice mas bajo; TPOX (0,6200).
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4.2.1 Comparacion para el marcador Penta E.
En la Figura 4, se expone una comparacion entre las frecuencias alélicas obtenidas

para URU_4000, URU_200 y CODIS_361 para el marcador Penta E.
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URU_4000 ®URU_200 = CODIS_361

Figura 4: Distribucion de las frecuencias alélicas en las poblaciones uruguayas (URU_4000 y URU_200) y en la
poblacién CODIS_361 para el marcador Penta E.

Al realizar una comparacién de las frecuencias alélicas para este marcador, se pudo
apreciar que en la muestra URU_4000, los alelos con mayor frecuencia alélica son el 12
con un 17,50%, seguido por los alelos 13 (11,60%), 7 (11,56), y 11 (11,55%), tendencia
esta que se mantiene si observamos las frecuencias alélicas obtenidas para URU_200,
con la diferencia que el alelo 11 presento una frecuencia alélica mas elevada (14,60%).
Mientras tanto, los alelos con mayor frecuencia alélica en la muestra CODIS_361 son el

12 con 19,94% y el 7 con un 16,90%.

Se observé a su vez, que los alelos 16.4, 23, 25 y 26 se encuentran presentes
Unicamente en la muestra URU_4000, en un porcentaje que no supera el 0,21%. Por otro

lado, el alelo 15.4 Gnicamente se observo para la muestra CODIS_361 con una frecuencia

de 0,14%.
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4.2.2 Comparacion para el marcador D18S51
En la Figura 5, se expone una comparacion entre las frecuencias alélicas obtenidas

para URU_4000, URU_200 y CODIS_361 para el marcador D18S51.
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Figura 5: Distribucion de las frecuencias alélicas en las poblaciones uruguayas (URU_4000 y URU_200) y en la
poblacién CODIS_361 para el marcador D18S51.

Para este marcador, los alelos que presentan mayor frecuencia alélica en la
muestra URU_4000, son el 14 con un 17,89%, seguido por el 15 (14,81%), el 12 (13,84%),
16 (12,81%), 13 (11,88%) y el 17 (11,40%). En los datos obtenidos para URU_200, los
alelos que presentan mayor frecuencia alélica son el 12 con un 16,15%, seguido por el
alelo 14 (15,22%), 13 (14,29%), el 15 (13,35%), 16 (11,18%) y el 17 (10,56%). En la
muestra CODIS_ 361, se observa que los alelos que presentan mayor frecuencia alélica

son el 15 (17,04%), 16 (14,68%), 17 (13,85%), 14 (13,43%), 13 (12,33%) y el 12 (11,36%).

Los alelos 10.2, 12.2, 15.2, 21.1, 24, 25, 26 y 27 se obtuvieron unicamente para la
muestra URU_200, no observandose en las demas poblaciones, mientras que los alelos
9, 13.2y 23, estan presentes en la muestra poblacional URU_200, pero no en la poblacion
CODIS_361. Por otro lado el alelo, 14.2 que se observa Unicamente en la muestra CODIS,

no se detectd en las muestras poblacionales uruguayas.
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4.2.3 Comparacion para el marcador FGA

En la Figura 6, se expone una comparacion entre las frecuencias alélicas obtenidas

para URU_4000, URU_200 y CODIS_361, para el marcador FGA.
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Figura 6: Distribucion de las frecuencias alélicas en las poblaciones uruguayas (URU_4000 y URU_200) y en la
poblacién CODIS_361 para el marcador FGA.

Para este marcador se observé que los alelos 16.1, 17.2, 18.2,19.2, 20.2, 22.3, 28,
29, 30, 30.2, 31.2, 33.2, 43.2, 44.2, 45.2 y 46.2 se encuentran presentes Unicamente en
la muestra poblacional URU_4000, mientras que el alelo 28.2 se observd Unicamente en

la muestra URU_200.

En la muestra URU_200, se observé que los alelos con mayor frecuencia alélica
son, el 22 con un 19,57% seguido por los alelos 20 (15,53%), 21 (14,60%), 23 (13,04%),
24 (12,11%). Mientras que los alelos que presentaron menos frecuencia alélica son el 17,
21.2,22.2,23.2,25.2y 28.2 con un 0,31%. Por otro lado, los alelos con mayor frecuencia
alélica en la muestra URU_4000 son el 21 con un 15,39%, seguido por los alelos 24

(15,09%), 22 (15%), 23 (14,41%), 25 (11,51%) y el 20 (11,21%), mientras que los alelos
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que presentan menor frecuencia alélica se corresponden con aquellos alelos que se

observaron unicamente en esta poblacién.

Las frecuencias alélicas obtenida para la muestra poblacional CODIS_361,
permiten observar que para este marcador los alelos que presentan mayor frecuencia
alélica son el 22 con un 20,50%, seguidos por los alelos 21 (17,87%), 23 (15,24%), 24
(13,43%) y el 20 (12,33%). Mientras que el alelo con menor frecuencia alélica es el 24.2

con un 0.14%.

4.2.4 Comparacion para el marcador TPOX
En la Figura 7, se expone una comparacion entre las frecuencias alélicas obtenidas

para URU_4000, URU_200 y CODIS_361, para el marcador TPOX.
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Figura 7: Distribucion de las frecuencias alélicas en las poblaciones uruguayas (URU_4000 y URU_200) y en la
poblacién CODIS_361 para el marcador TPOX.

Para este marcador, los alelos con mayor frecuencia alélica observados en la

muestra CODIS_361, coinciden con los observados en las muestras poblacionales de
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Uruguay (URU_4000 y URU_200); el alelo 8 con un 48,40% y 45,34% respectivamente,

seguido por el alelo 11 con un 28,34% y un 32,61%.

En este marcador, el alelo 7 se encuentra presente en la poblacién uruguaya, pero

no en la poblacion CODIS_361 y su frecuencia alélica es de 0,28% en URU_4000 y 0,62%

en URU_200.

Con los datos empleados en la comparacién de frecuencias alélicas, se realizé una
prueba de Bartlett para probar si las muestras provienen de poblaciones con la misma
varianza, a un nivel de confianza de 95%. Los resultados se pueden observar en la Tabla
3. Se obtuvieron valores de p>0,05, para todos los marcadores STRs analizados, lo que
nos indica que no rechazamos la hipétesis nula, lo que significa que las varianzas de las

poblaciones de las que se extrajeron las diferentes muestras son iguales.

Tabla 3: Andlisis de varianza (Test de Bartlett)

Locus p Locus p Locus p Locus p
CSF1P0 0,9092 D75820 0,9586 D18S51 0,9431 PENTAE 0,8105
D1S1656 0,7261 D8S1179 0,9769 D19S433 0,4817 SEE33 0,8563
D2S441 0,943 D10S1248 0,9219 D21S11 0,5429 THO1 0,7614
D2S1338 0,6032 D12S391 0,9069 D22S1045 0,9114 TPOX 0,9645
D3S1358 0,9721 D13S317 0,922 FGA 0,3994 VWA 0,9768
D5S818 0,9378 D16S539 0,9262 PENTAD 0,6546
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4.4 Diferenciacion genética

4.4.1 Indice de fijacién de Wright (FsT)
Los valores Fsrresultantes entre las distintas poblaciones se observan en forma de
matriz en la Tabla 4. Los valores obtenidos son muy cercanos a 0 (Fst < 0,05), por lo que

hay muy poca diferenciacion genética entre las poblaciones estudiadas.

Tabla 4: indice de fijacién de Wright (Fst) entre poblaciones.

Uruguay ESL:J;?;?aI Bxﬁ:;(s)s SantaFe  Mendoza JF::e?I% San Pablo Ci?anr}ﬁa Esssr:rtléo Bolivia Chile Paraguay  Espana
Uruguay
Guinea Ecuatorial ~ 0,0015
Buenos Aires 0,0004 0,0093
Santa Fe 00019 ~ 00104  0,0050
Mendoza 00003 | 00131 | 00014  0,0041
Rio de Janeiro 00011 ~ 00076 00053 00079  0,0063
San Pablo 00003 00070 00023  0,0051 00027  0,0037
Santa Catarina 00003 00019 00007 00025 00006  0,0014 0,0003
Espirito Santo 00003 | 00130 @ 00022 00037  0,0041 0,0044 0,0021 0,0003
Bolivia 00040 [OIGZ8ENN 00154 00175 00137 00179 0,01997| 0,0060 0,0185
Chile 00050 00105 00095 00053 00075  0,0067 00099  0,0065 0,0051 0,0108
Paraguay 00022 00112 00057 00008 00045  0,0089 0,0064  0,0031 00046 | 00172 0,0057
Espaia 00018 | 00127 00069 00099 00079  0,0038 00063 0,021 00055 | 0,0184 00059  0,0114

A partir de estos datos y utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) se

genero un arbol de distancias genéticas con las poblaciones analizadas (Figura 8).
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Figura 8: Arbol de distancias genéticas

realizado a partir de los datos obtenidos de

indice de fijacién de Wright (Fst) utilizando
el método de Neighbor-Joining.
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4.4.2 Coeficiente de diferenciacion genética de Nei (Gsr)

Los valores Gsrt resultantes entre las distintas poblaciones se observan en forma

de matriz en la Tabla 5. Los datos negativos se pueden considerar como “0”, es decir, no

hay diferenciacién en las poblaciones. Los valores obtenidos son muy cercanos a 0 (Gst

< 0,095), por lo que hay muy poca diferenciacién genética entre las poblaciones analizadas.

Tabla 5: Diferenciacion genética de Nei (Gst) entre poblaciones

Guinea

Buenos

Santa

Rio de

San

Santa

Espirito

Uruguay Ecuatorial Aires Fe Mendoza Janeiro Pablo Catarina Santo Bolivia Chile Paraguay Espafa
Uruguay
Guinea Ecuatorial 0,0103
Buenos Aires 0,0005 0,0120
Santa Fe 0,0032 0,0144 0,0035
Mendoza 0,0002 0,0127 0,0001  0,0028
Rio de Janeiro 0,0029 0,0061 0,0040  0,0066  0,0042
San Pablo 0,0003 0,0071 0,0012 00038 00014 0,019
Santa Catarina 0,0002 0,0099 0,0008 0,037  0,0011 0,0027  0,0001
Espirito Santo 0,0005 0,0093 0,0012 00045 00023 00024 00001  0,0001
Bolivia 0,0168 [002958 00158 00185 00119 00172 00198 00197 00214
Chile 0,0079 0,0178 0,0079  0,0040  0,0069  0,0065 0,0089  0,0087  0,0098  0,0131
Paraguay 0,0042 0,0153 0,0044  0,0000 00032 00077 00051 00049 00064 | 00178 | 0,0044
Espafia 0,0046 0,0130 0,0053  0,0084 00058 00020 00043 00042 00043 | 0,0184 | 00055  0,0100

A partir de estos datos y utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) se

genero un arbol de distancias genéticas con las poblaciones analizadas (Figura 9).
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Figura 9: Arbol de distancias genéticas
realizado a partir de los datos obtenidos
para el Coeficiente de diferenciacion
genética de Nei (Gsr) utilizando el método
de Neighbor-Joining.



4.5 Analisis de la estructura genética en la muestra poblacional uruguaya empleando el
Software STRUCTURE v 2.3.4.

Evanno y cols, (2005) identificaron una magnitud (AK) basada en el segundo orden
de cambio de magnitud de la probabilidad entre K que presenta un pico en el valor real de
K. Los resultados del andlisis con STRUCTURE fueron procesados con el software
Harvester (v 0.6.94) (Earl & vonHoldt, 2012) para determinar el K mas probable por medio
del método de Evanno (Evanno et al., 2005). En el analisis donde se consider6 Unicamente
a los individuos de la poblaciéon uruguaya, el numero mas probable de poblaciones o
grupos genéticos (K) de acuerdo con el método de Evanno, fue de 2 (AK=7.173185)

(Figura 10).

Deltak = mean(|L"(K)}|) / sd{L{K))

|

2.0 25 3.0 35 1.0 15 5.0
K

Figura 10: Valores de Delta K obtenidos a partir de Harvester Structure, calculados como la media de la probabilidad
de K dividido por la desviacién estandar de la probabilidad de K.
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En la Figura 11, se ilustra el mapa de la poblacién uruguaya para K=1, K=2 y K=3

y las proporciones de cada individuos para cada cluster.
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Figura 11: Gréfica que representa una simulacion con K=1, K=2 y K=3 (Los diferentes colores representan los diferentes
grupos genéticos o cluster). Para cada individuo de la poblacién uruguaya se presenta una barra que grafica la
probabilidad de éste de pertenecer al clister rojo, verde o azul.
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Se efectud una segunda corrida incluyendo a la poblacién uruguaya los datos de
las poblaciones parentales que se encuentran disponibles en CODIS (afroamericanos,
asiaticos y caucasicos), empleando valores de K entre 1 y 6. En esta corrida, el nimero
mas probable de poblaciones o grupos genéticos (K) de acuerdo con el método de Evanno

(Evanno et al., 2005), fue de 2 (AK=76.468302), seguido por K=3 (AK= 39.191098).

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L{K))
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Figura 12: Valores de Delta K obtenidos a partir de Harvester Structure, calculados como la media de la probabilidad

de K dividido por la desviacion estandar de la probabilidad de K.
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En la Figura 13, se ilustra el mapa de poblaciones analizadas para un valor de K=2

y las proporciones de individuos para cada cluster en las distintas poblaciones.

Afroamericanos Asiaticos Caucasicos

Uruguay

ERE RS

Uruguay

Figura 13: Grafico que representa una simulacion con K=2 (Los diferentes colores representan diferentes grupos
genéticos). Para cada individuo se presenta una barra que grafica la probabilidad de éste de pertenecer al cluster rojo
o verde. Los nombres en la abscisa representan los individuos de cada poblacién analizada; afroamericanos (N=342),
asiaticos (N=97), caucasicos (N=361) (disponibles en CODIS) y la poblacién uruguaya (N=4000).
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En la Figura 14, se ilustra el mapa de poblaciones analizadas para K=3 y las

proporciones de individuos para cada cluster en las distintas poblaciones.
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Figura 14: Grafica que representa una simulacion con K=3 (Los diferentes colores representan diferentes grupos
genéticos). Para cada individuo se presenta una barra que grafica la probabilidad de éste de pertenecer al cluster rojo,
verde 0 azul. Los nombres en la abscisa representan los individuos de cada poblacién analizada; afroamericanos
(N=342), asiaticos (N=97), caucasicos (N=361) (disponibles en CODIS) y la poblacién uruguaya (N=4000).
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Cuando asumimos K=3, los vectores de ascendencia se pueden graficar en un
triangulo, donde cada individuo esté representado por un punto de color y cada poblacién
parental esta representada por un color. Para un punto dado, cada uno de los tres
componentes viene dado por la distancia a un borde del triangulo. Por lo tanto, los

individuos que se encuentran en una de las esquinas se asignan completamente a ese

cluster.

A) All others B) All others

Cluster1 Cluster 2 Cluster1 Cluster 2

Figura 15: A) - Grafico de triangulo que representa un analisis en el Software STRUCTURE de 3 poblaciones parentales:
afroamericanos (rojo), asiaticos (verde), caucasicos (azul). Los datos comprendian informacién para 23 marcadores STR
autosémicos, en un total de 800 individuos. B) - Grafico de triangulo que representa un analisis en el Software
STRUCTURE de 4 poblaciones: afroamericanos (rojo), asiaticos (verde), caucasicos (azul) y Uruguay (amarillo). Los datos
comprendian informacién para 23 marcadores STR autosémicos, en un total de 4800 individuos.
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En la Figura 16, se ilustran los resultados obtenidos del Software STRUCTURE,
realizando corridas desde K=2 hasta K=5, donde se observa que en todos los casos se

obtuvo una superposicion de las diferentes muestras analizadas para cada valor de K.

A) All others B) All others

Cluster 1 Cluster 2 Cluster1 Cluster 2

C) All others D) All others

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 1 Cluster 2

Figura 16: Resultados obtenidos del analisis del Software STRUCTURE de 4 poblaciones afroamericanos (rojo),
asiaticos (verde), caucasicos (azul) y Uruguay (amarillo). A) K=2; B) K=3; C) K=4; D) K=5.
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4.6 Analisis de Componentes Principales (PCA)

Se realizé un grafico PCA (Andlisis de Componentes Principales), basado en los
datos de los alelos de cada uno de 23 marcadores STRs autosdémicos, presentes en las
muestras poblacionales disponibles en CODIS (afroamericanos, hispanos, caucasicos y

asiaticos) y en la muestra de la poblacién uruguaya.

DA eigenvalues

Figura 17: llustracion de los 5 clusters en los que el PCA agrupé a los individuos de la poblacion uruguaya
(agrupacién roja) y aquellos individuos de las poblaciones empleadas por CODIS (agrupaciéon azul para

afroamericanos, gris para asiaticos, amarilla para hispanos y naranja para caucasicos).

Se observa que la las poblaciones o grupos se encuentran concentradas en 3
nucleos. Un primer grupo, donde se observa la poblacion afroamericana, un segundo
nucleo donde se puede observar a la poblacién asiatica y un tercer grupo, donde se

observan superpuestas las poblaciones hispana, caucasica y la poblacién uruguaya.
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4.7 Resultados obtenidos con el método de identidad génica (ADMIX 95)

Los datos mostraron que en la muestra poblacional uruguaya, existe una alta
contribucién genética parental proveniente de europeos (0,6711) con un niamero menor
de aporte africano y nativo americano, donde el aporte nativo americano (0,1621) presento

una minima diferencia con la contribucién parental de africanos (0,1668).

0,8000
0,7000 0,6711
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0,4000
0,3000
0,2000 0,1668

0,0000

0,1621

m

W Africanos ™ Europeos MNativo Americanos

Figura 18: Representacion grafica de ADMIX 95. Gréficos de barras que representan las contribuciones parentales

correspondientes al método ADMIX 95.
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4.8 Resultados obtenidos con el programa VARMIX 3.0

Comparando los resultados con los obtenidos en el programa ADMIX 95, se puede
decir que disminuye la contribucién genética parental proveniente de europeos, siendo
esta la mayor contribucién a la muestra estudiada (0,6330), se observa un crecimiento en
el aporte de africanos (0,2660), mientras que el aporte de nativo americanos disminuy6 a

0,1010.
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0,6330

0,6000
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0,3000 0,2660

0,1000
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0,0000

W Africanos ™ Europeos MNativo Americanos

Figura 19: Representacién gréfica de VARMIX 3.0. Graficos de barras que representan las contribuciones parentales
correspondientes al método VARMIX 3.0.

Si bien, se observan diferencias entre los resultados obtenidos por ambos software,

se mantiene la tendencia en la contribucién parental a la muestra analizada.
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5. DISCUSION

El analisis de los marcadores STRs autosémicos en grupos poblacionales ha
permitido caracterizarlos y aportar cientificamente en la practica forense para la
identificacién genética de individuos (Butler, 2005). En los ultimos afos se han observado
grandes avances de la genética forense, debido a que conjuntamente con el avance de la
tecnologia las técnicas se han vuelto mas robustas, permitiendo amplificar perfiles
genéticos a partir de evidencias con una cantidad minima de ADN (Crespillo & Barrio,
2019). Los STRs se convirtieron en una herramienta basica para la genética forense, estos
marcadores son altamente polimorficos y funcionan en PCR multiplex, aumentando el
poder discriminativo entre las muestras si aumentamos el niumero de marcadores

polimérficos (Lorente et al., 2007).

La implementacion de perfiles genéticos en bases de datos cada vez son mas
estrictas y las comunidades cientificas brindan determinados criterios para seleccionar los
marcadores genéticos de acuerdo a los grupos poblaciones. A partir de enero de 2017,
EE.UU ampli6 a 20 el numero minimo de marcadores genéticos, ademas de la
Amelogenina que tipifica el sexo, empleados en el Software CODIS, y que deben incluirse
en las bases de todo pais, con el fin de reducir la probabilidad de coincidencias aleatorias

(Moretti et al., 2016).

Existen otras comunidades cientificas como por ejemplo: La European Standard
Set donde los marcadores genéticos requeridos son: D22S1045, D21S11, D18S51,
D12S391, D10S1248, D8S1179, D3S1358, D2S441, D1S1656, FGA, THO1, VWA,

D2S1338, D16S539, D19S433, SEE33 y Amelogenina, el UK Core Loci (Reino Unido):
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D10S1248, D12S391, D16S539, D18S51, D19S433, D1S1656, D21S11, D22S1045,
D2S1338, D2S441, D3S1358, D8S1179, FGS, SEE33, TH01, VWA, HUMTHO1, ACTBP2,
D6S502, FIBRA, AMEL, AM y  Amelogenina, el  German Core
Loci: FGA, THO1, SE33, VWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11, Amelogenina y el
Interpol ~ Standard  Set  para el cual los marcadores requeridos
son: FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179, D18S51, D21S11; y la Amelogenina

(opcional) (https./strbase.nist.gov/coreSTRs.htm). Lo que se busca es reducir la

probabilidad de coincidencias accidentales en la identificacién de personas desaparecidas
o incriminadas. Asimismo, se espera que en el futuro se amplie el intercambio de perfiles
genéticos entre paises con el fin de identificar genéticamente a individuos que migran para

cometer crimenes 0 desaparecen.

En este estudio, se analizaron los 20 marcadores genéticos requeridos para la
utilizaciéon del Software CODIS, adicionando a su vez el marcador Penta D, Penta E y el
SEE33, incluidos en el kit comercial de amplificacion PowerPlex® Fusion 6C System

(Promega Corporation) lo que hace un total de 23 marcadores STRs.

Algunos marcadores presentaron un niumero mayor de alelos, como fue el caso del
marcador SEE33, el cual presenté 58 alelos, en tanto que el marcador TPOX presenté el
menor numero de alelos (9 alelos). Se demostrd que los 23 STRs estudiados son buenos
marcadores para caracterizar a la poblacién uruguaya debido a que presentan un alto
grado de polimorfismo: el marcador SE33 present6 el mayor indice de contenido de
informacion polimérfica (PIC) con un 93,91%, seguido por el marcador Penta E con un
89,60%, el D18S51 (86,29%), el D1S1656 (86,12%), el D2S1338 (85,95%), el FGA

(85,94%) y el D12S391 (85,77%), mientras que el marcador que presentd el menor indice
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de informacion polimérfica es el TPOX con un 62%. Si consideramos que al sobrepasar el
50% un marcador genético es muy informativo para casos de identificacion humana
(Botstein et al., 1980), entonces los 23 marcadores moleculares estudiados se consideran
Utiles para su aplicacion en genética forense por su alto contenido de informacién
polimorfica y por ser faciles de amplificar, siendo buenos discriminantes en la poblacién

uruguaya, ayudando asi en la identificacion genética de individuos y en casos de filiacion.

El poder de discriminacién (PD), se estudié para verificar la probabilidad de
diferenciar una muestra entre las demas, se obtuvo un PD total mayor a 99,999999%, lo
que nos indica que los marcadores moleculares estudiados son polimérficos y buenos
discriminantes entre la poblaciéon uruguaya para identificar a sus individuos. De igual
manera, se estudié el poder de exclusién (PE), se obtuvo un PE total mayor a
99,999999%, este parametro permite determinar los individuos que falsamente estén
implicados en un peritaje forense. El marcador SEE33 presenté el PD y PE més alto
(99,44% vy 88,93% respectivamente), mientras que el TPOX con un 84,16% y 38,12%
respectivamente, fue el marcador con el PD mas bajo. Los 23 marcadores cumplen con
los criterios para identificar genéticamente a personas involucradas en un proceso judicial,
discriminando entre los implicados y proporcionando resultados confiables, teniendo la

conviccion que el identificado es quien aport6 la muestra tomada de la escena del crimen.

En cuanto al indice de heterocigosidad, el marcador que exhibe el mayor indice de
Ho para la poblacion URU_4000 es el SE33 con un 94,55% y una He de 94,58%, mientras
en la poblacion CODIS_361 se observé una Ho de 95,01%. El valor promedio de Ho es
de 80,93% y de He 81,16% en la poblacion uruguaya, mientras que la Ho promedio para

la muestras CODIS_361 fue de 80,60%. Los altos niveles de heterocigosidad indican que
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en los STRs analizados existe una alta diversidad alélica, lo que implica un mayor nimero
de genotipos posibles, aumentando asi el poder de discriminacién y disminuyendo la

probabilidad de coincidencia de la muestra.

La heterocigosidad observada y esperada, el poder de discriminacién y exclusion,
son datos necesarios para evaluar el equilibrio de EHW, siendo uno de los objetivos de
este estudio establecer frecuencias alélicas para la poblacién uruguaya que puedan ser
utilizadas en la practica forense. De acuerdo con la ISFG, para que un marcador STR sea
empleado en la practica forense, debe encontrarse en equilibrio de EHW (Szibor et al.,
2003). Al analizar el test de EHW se obtuvieron valores de probabilidad mayores a 0,05,
observandose una desviacion del equilibrio en tres marcadores genéticos (D8S1179,
D12S391 y D13S317), sin embargo, para dos de estos marcadores (D12S391 y D13S317)
esta desviacion resultdé no significativa tras aplicar la correccion de Bonferroni,
obteniéndose valores de probabilidad mayores a 0,02 al dividir 0,05/23. Se determiné asi
que 22 de los 23 marcadores se encuentran en equilibrio de EHW vy las frecuencias alélicas
obtenidas son de gran utilidad en la practica forense. Por otro lado, en la poblacion
CODIS_361 se habia observado que 22 de los 23 marcadores analizados en el presente,

se encuentran en EHW, excepto el marcador FGA que presentd una desviacion del mismo.

Por lo tanto, los STRs estudiados en conjunto en la muestra poblacional URU_4000
resultaron en EHW excepto el marcador D8S1179. En el afo 2000, Budowle y cols.,
detectaron una desviacion significativa del EHW para este marcador (Budowle et al.,
2000). Esta desviaciones del EHW, se puede atribuir a que este marcador presentd un Ho
(0,8003) menor con respecto a la He (0,8141), lo que muestra una tendencia al déficit de

heterocigotos observados (Chakraborty et al., 1992) en comparacion con los demas
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marcadores analizados. El déficit de heterocigotos observados podria ser producto de la
presencia de alelos nulos (cuando uno de los alelos no son amplificados en la PCR debido
a una desestabilizacién del cebador o primers durante la hibridacion, es decir, un genotipo
heterocigoto puede ser registrado erroneamente como un individuo homocigoto al no
amplificar uno de sus dos alelos) (Pemberton et al., 1995). Leibelt y cols., (2003)
demostraron que el kit de amplificacion Power Plex 16 (Promega Corporation) producia
perfiles D8S1179 discordantes en comparacion con otro kit o juego de cebadores. Para
recuperar esta pérdida alélica, emplearon cebadores inversos a los utilizados
anteriormente, y se demostré que se recuperd completamente el alelo nulo (Leibelt et al.,
2003). En el andlisis forense, las muestras de referencia y evidencia (se origina a partir
del mismo individuo que la muestra de referencia) normalmente se amplifican con el
mismo juego de cebadores, pero con la utilizacion de conjuntos de cebadores diferentes
los resultados podrian mostrar discordancias. En casos de filiacion, la no amplificaciéon de
un alelo podria producir una falsa exclusion por lo que se debe tener precaucién en la
interpretacién de un desajuste de un solo locus porque se sabe que pueden ocurrir
mutaciones y abandono de alelos (Leibelt et al., 2003). El D8S1179 es uno de los 20
marcadores STRs requeridos por CODIS, por lo cual se encuentra incluido en los kits
comerciales de amplificacién, los cuales a su vez deben cumplir con estrictos

procedimientos de validacion antes de su empleo en genética forense.

Se confirm6 un alto polimorfismo, alto poder de discriminacion y exclusion
(>99,999999%) y alta heterocigosidad, resultando en buenos marcadores para la
identificacién genética de personas a través del analisis de vestigios biolégicos recogidos
de la escena del crimen, restos éseos o cadavéricos, investigaciones de paternidad y en

estudios de variabilidad genética poblacional.
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En Latinoamérica, varios paises se encuentran utilizando el Software CODIS, como
es el caso de Brasil, donde su implementacién se inicié en 2010 (Grazinoli & Leal, 2015).
En el afio 2013 se informaron las frecuencias alélicas de 15 loci STR que incluian los 13
loci centrales requeridos por el FBI para la utilizacion del Software CODIS, en una muestra
de mas de 100.000 individuos brasilefios (Aguiar et al., 2012), posteriormente Aguiar y
cols., (2014), informaron las frecuencias alélicas de 20 loci STR (D10S1248, D12S391,
D16S1656, D18S51, D19S433, D1S1656, D21S11, D22S1045, D2S1338, D2S441,
D3S1358, D8S1179, FGA, THO1, VWA, CSF1P0, D13S317, D5S818, D7S820 y TPOX),
estimadas en una muestra de 96.400 individuos (BR_96400). Al observar los parametros
estadisticos de cada marcador y realizar una comparaciéon con los parametros obtenidos
para URU_4000 se observ6 que en la poblacion BR_96400, el marcador que presenté el
mayor indice de contenido de informacion polimérfica fue el D1S1656 con un 97,87%
(86,12% para URU_4000), mientras en la muestra uruguaya fue el SEE33 (este marcador
no fue incluido por Aguiar y cols., (2014) ya que no se encuentra dentro de los marcadores
requeridos para CODIS). EI PD y PE total de la muestra BR_96400 fue mayor a
99,999999% al igual que para la muestra URU_4000. La Ho y He mas alta dentro de la
muestra BR_96400 se observé en el marcador D1S1656 con 88,89% y 89,35%
respectivamente, mientras que en la poblacién uruguaya se obtuvo una Ho de 90,06% y

una He de 89,50% para el marcador D1S1656.

En Uruguay el Sistema CODIS se implement6 en el afo 2011 (Ley N°. 18.849), el
cual es un programa informatico que contiene un banco de datos nacional de perfiles de
ADN de personas condenadas por la justicia competente, perfiles de ADN de muestras
halladas en el lugar de los hechos, perfiles correspondientes a restos cadavéricos sin

identificar y perfiles de ADN de familiares de personas ausentes. Debido a que en el
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presente trabajo se obtuvieron suficientes datos y patrones estadisticos deseables (PIC,
PD, PE, Ho, He, etc.) y comparables con otras bases de datos conocidas, podriamos
emplear la base de datos de la poblacion uruguaya al igual que Brasil emplea su base de

datos (BR_96400) en el esclarecimiento de casos forenses.

Las frecuencias alélicas obtenidas (URU_4000), fueron comparadas con las bases
de datos que utilizan al momento los laboratorios forenses (URU_200 y CODIS _361), a
fin de detectar la existencia de diferencias estadisticas significativas entre las poblaciones
para cada marcador analizado. Se observé que al ampliar considerablemente el nimero
de individuos empleados; 4000 para la muestra URU_4000, contra 200 individuos en la
muestra URU_200 o 361 en la muestra CODIS _361; la muestra URU_4000 mostr6é una
mayor variabilidad alélica, presentando alelos que en las otras poblaciones no se
observaron y viceversa. A su vez, esta comparacién de muestras, permitié observar que
existen diferencias de frecuencias alélicas entre las muestras, pero al observar a modo
ilustrativo si las muestras presentan igualdad de varianzas, mediante un test de Bartlett se
obtuvo un p>0,05 en todos los marcadores lo que nos indicé que estas diferencias no son
estadisticamente significativas. Es importante destacar, que este test se realizé con la
finalidad de obtener un patron de comportamiento de las muestras, ya que las mismas no

se ajustan a una distribucién normal.

Como se observé anteriormente, existen diferencias significativas entre grupos
poblacionales, debido a que se puede observar que ciertos alelos son mas frecuentes o
ausentes en ciertas poblaciones; por ello es importante que en cada pais o regién de la
poblacion se tengan estudios de la estructura genética poblacional. En los ultimos afios

se ha observado un aumento en los numeros de migrantes de diferentes procedencias
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que ingresan al pais, con sus familias o reproduciéndose en la poblaciéon uruguaya (a la

que migraron), contribuyendo asi a modificar la estructura genética de la poblacion.

En base a esto, quisimos tener una perspectiva del efecto de la migracién sobre la
estructura genética de la poblaciéon uruguaya a futuro; por lo que se procedi6é a consultar
los datos estadisticos con los que cuenta la Direccion Nacional de Migracion — Ministerio
del Interior, correspondientes a las Residencias Definitivas Concedidas por afo (Ley N°.
18.250) entre el ano 2013 y 2019, los mismos son de acceso publico y se encuentran
disponibles en la pagina de la Direccibn Nacional de Migracion (Figura 20)

(https.//migracion.minterior.qub.uy/index.php/estadisticas).
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Figura 20: Numero de Residencias Definitivas otorgadas por la Direccién Nacional de Inmigracion entre el afio 2013 y
2019.

Posteriormente, se realizd un andlisis mas profundo, a fin de evidenciar aquellas
nacionalidades que presentaban mayor nimero de Residencias Definitivas Concedidas
por ano (Figura 21). Esta apreciacién nos permite tener un panorama mas real de la

procedencia de los individuos migrantes.
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Figura 21: Numero de Residencias Definitivas por Nacionalidad otorgadas por la Direccion Nacional de Inmigracion
entre el afo 2013 y 2019.

Se observé una alta migraciéon de individuos procedentes de Argentina, Brasil,
Cuba, Republica Dominicana, Espafa, Estados Unidos e India entre los afios 2013 y 2019,
lo que implica con el transcurso de los afios una modificacion de la estructura genética
poblacional uruguaya, debido a la contribucién alélica e intercambio genético entre
individuos extranjeros e individuos de la poblacién uruguaya, lo que generara en la
poblacion a futuro, una variabilidad alélica diferente a la observada en el presente trabajo.
Tal vez, lo mas importante para la identificacion genética de personas, es que los calculos
estadisticos podrian brindar resultados diferentes a los esperados si se considera y
estudia a un individuo extranjero como si fuera uruguayo, en comparacion a que si para
dicho andlisis se utilizara la base de datos del pais o regién de procedencia de dicho

individuo.

Se estimé el grado de diferenciacion genética entre la poblacién uruguaya
(URU_4000), poblaciones regionales (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile y Paraguay), una

poblacion parental africana y una europea a partir del indice de Fijacién de Wright (Fst) y
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el Coeficiente de diferenciacién genética (Gsrt), estos estadisticos representan la

diferenciacion genética existente entre diferentes poblaciones.

Para el indice de fijacion de Wright (Fst), se obtuvieron valores muy cercanos a 0,
lo que indica que existe muy poca diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas
(Fst = 0,05) (Wright, 1978). El mayor valor de Fst se observd entre la poblacion de Guinea
Ecuatorial y Bolivia (0,0283). Por otro lado, la muestra poblacional uruguaya presento
mayor valor de Fst (0,0050) con la poblacién de Chile, evidenciandose asi una mayor

diferenciacion genética entre estas dos poblaciones con respecto a las demas.

Al realizar el analisis de diferenciacion genética de Nei o Gsrt, también se obtuvieron
valores cercanos a cero, lo que significa que la diversidad genética total (Ht) es igual a la
heterocigosidad esperada (Hs) en cada poblacién, es decir; las frecuencias alélicas son
similares. El mayor valor de Gst se observé entre Bolivia y Guinea Ecuatorial (0,0295).
Con respecto a la poblaciéon uruguaya, se pudo apreciar que el menor valor de Gsrt lo
presenta con la poblacién de Mendoza y Santa Catarina (0,00202), seguido por San Pablo
(0,0003) y Buenos Aires (0,0005), lo que indica que con estas poblaciones la poblacién en
estudio presenta mayor semejanza que con las demas. Mientras que el mayor valor de
Gst se da con la poblacion de Bolivia (0,0168), evidenciando asi que la poblacién en

andlisis se diferencia mayormente de ésta.

Es importante resaltar, que tanto para Fst como para Gsr, los valores obtenidos

son cercanos a 0, y no se observaron valores tendientes a 1, por lo que las poblaciones

incluidas en el estudio, no presentan una diferenciacién poblacional significativa entre si.
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Existe un estimador de la diferenciacion entre poblaciones, denominado Rst, que
resulta Gtil cuando las mutaciones han contribuido de manera sustancial a las diferencias
alélicas que hay entre poblaciones, pero el analisis de este estadistico, no se incluyd en
el presente, debido a que por su alta sensibilidad se desconoce si ofrece ventajas sobre
Fst (Hincapié et al., 2009). A su vez, el objetivo era observar el grado de diferenciacion
genética que presenta la poblacion uruguaya con respecto a otras poblaciones regionales
y dos poblaciones ancestrales, hecho que no descarta a futuro la utilizacién y analisis de

este estimador.

A partir de los datos obtenidos para Fsty Gsr, utilizando el algoritmo de Neighbor-
Joining (NJ), se generaron arboles de distancia genética, a fin de observar las relaciones

entre las muestras; observar que tan parecida es una poblacién con las demas.

En el arbol de distancias genéticas obtenido a partir de los datos de Fsr, la
distribucién observada no se ajusta a lo que se conoce histéricamente para las
poblaciones de Latinoamérica (ver Figura 22), ya que lo esperado es que la poblacién

uruguaya se asemeje a poblaciones como la de Buenos Aires (Hidalgo et al., 2005).

Por otro lado, en el arbol de distancias genéticas obtenido a partir de los datos de
GsT, se pueden apreciar tres nodos; en el primero de ellos se observa a la poblacion
uruguaya la cual present6é una relacién de similitud mas cercana con las poblaciones de
Santa Catarina, Buenos Aires y Mendoza, donde dicha similitud entre las mismas puede
explicarse por la proporcion de ancestros europeos que conforman las mismas. Esta
similitud entre la muestra de Uruguay y Buenos Aires, ya habia sido observada por Hidalgo

y cols. (2005), lo cual concuerda con la historia demogréfica de ambas regiones. A suvez
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la poblacion de Mendoza registré una estrecha relacién con las poblaciones de Chile,
Bolivia, Paraguay y Santa Fe, donde puede inferirse que tal comportamiento se debe a
una contribucion parental mayor de origen nativo americano de acuerdo a analisis previos
(ver Figura 22). El segundo nodo, esta conformado por las poblaciones de San Pablo,
Espana, Rio de Janeiro y Guinea Ecuatorial, esta distribuciéon puede explicarse porque
Brasil es el pais que registra los indices mas altos de ancestralidad europea (78,6%) y
afroamericana (9,6%) (ver Figura 22), en comparacion con los demas paises de la region.
Por dltimo, en un tercer nodo se observa a la poblacién de Espirito Santo, la cual no

presenté relacion de ancestralidad con las demas poblaciones analizadas.

Fst y Gst se basan en las frecuencias alélicas, pero se puede deducir que uno
funciona mejor que otro para detectar la diferenciacion entre las poblaciones, siendo Gst
quien brinda resultados mas coherentes de acuerdo con la historia microevolutiva

latinoamericana.

El proposito de este analisis fue observar el comportamiento de la muestra
poblacional uruguaya con respecto a las poblaciones consideradas, observar sus
semejanzas, afinidades y diferencias a partir de las distancias genéticas. Por tal motivo no
se realizaron otros andlisis, pero seria interesante proponer otros modelos de

agrupamientos y probarlos.
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™ Africanos ™ Nativo Americanos © Europeos

Figura 22: Proporcion de ascendencia afroamericana, nativo americana y europea estimada para 6 poblaciones
latinoamericanas (Brasil, Chile, Colombia y Per( (modificado de Adhikari et al, 2016), Bolivia (modificado de Heinz et al,
2013), Argentina (modificado de Avena et al, 2012)).
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Los resultados obtenidos en el software STRUCTURE, fueron analizados en
STRUCTURE HARVESTER a fin de determinar los valores 6ptimos de K definitivos, se
observo que el numero mas probable de cluster obtenido fue de dos (K=2), pero debido a
que STRUCTURE HARVESTER usa el estadistico AK de Evanno, y éste no muestra las
estimaciones para la primera (K=1) y la ultima K (K=6) que se consideraron, otra opcion a
modo de evaluar el valor de K consiste en observar los valores de probabilidad obtenidos
en STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), donde el valor més alto se registrd para K=1 (Ln
P(D)=-341776,2), por lo tanto es correcto afirmar que no se observa subestructuracién en
la muestra poblacional uruguaya. El mismo analisis fue realizado pero incluyendo los datos
poblacionales de las poblaciones parentales disponibles en CODIS (afroamericanos,
asiaticos, caucasicos). Luego del analisis en STRUCTURE HARVESTER, se observo que
el nimero mas probable de cluster es de dos (K=2), y el valor mas alto de probabilidad
obtenido a través del Software STRUCTURE fue para K=2 (Ln P(D)=-412139,4)
observandose diferencias de pertenencia marcadas para la poblacion afroamericana,
donde la mayoria de los individuos presentan el mayor porcentaje de pertenencia con el
cluster rojo. En la poblacién asiatica, caucasica y uruguaya el porcentaje de pertenencia

al cluster rojo es similar al porcentaje de pertenencia del cluster verde.

Se conoce que la poblacién uruguaya tiene una composicién histérica y
genéticamente trihibrida (Sans et al., 1997; Hidalgo et al., 2005), con contribucion parental
europea, nativo americana y afroamericana. Esta contribucién parental no fue posible
observarla a partir del analisis de STRs autosémicos, ya que no se detectd la
subestructuracién esperada en la muestra, pero si nos permitié deducir que la muestra se

encuentra mestizada, observandose la contribucion de dos subgrupos cuando se incluyen
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datos de poblaciones parentales. Una de las explicaciones para esto es la imposibilidad

de contar con las parentales adecuadas y el empleo de microsatélites.

El segundo niumero mas probable de cluster o grupos génicos obtenido a partir
STRUCTURE HARVESTER fue de tres (K=3), observacion que coincide con la historia
demografica de la poblacion uruguaya. Esto nos permitié graficar los vectores de
ascendencia en un tridngulo, donde cada individuo esta representado por un punto de
color y cada poblacién parental esta representada por un color; para un punto dado, cada
uno de los tres componentes viene dado por la distancia a un borde del triangulo; los
individuos que se encuentran en una de las esquinas se asignan completamente a ese
cluster. En la Figura 15A, se muestra una representacion del andlisis para K=3, de las
poblaciones parentales mas cercanas disponibles en CODIS. Se aprecié que la poblacion
afroamericana, asiatica y caucasica, estan conformadas por individuos que pertenecen
unicamente a cada una de esas poblaciones (individuos en los vértices del triangulo), y
por individuos que dependiendo de su distancia a cada uno de los bordes, presentan en
mayor o menor medida contribucién de otras poblaciones. En la Figura 15B, se presenta
el mismo analisis pero incorporando la poblacién uruguaya, lo que permitié observar que
la poblacién uruguaya presenta una distribucién practicamente homogénea, con
individuos que se asemejan mas a un cluster e individuos que presentan mayormente

componentes de otros.

Al realizar el PCA, de las poblaciones parentales disponibles en CODIS
(afroamericanos, asiaticos, hispanos y caucasicos) y la poblacién uruguaya, se observo
también una distribucion homogénea de la poblacion uruguaya con respecto a dos de sus

parentales. El PCA mostr6 que las poblaciones se encuentran concentradas en 3 grandes
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nucleos o subgrupos, por un lado se observa a la poblacién afroamericana y la poblacidon
nativo americana alejadas del centro, evidenciando asi la diferencia que presentan con
las demas. Por otro lado, sobre el centro del grafico se observan practicamente
superpuestas las poblaciones de hispanos y caucasicos con la poblacién uruguaya, lo que

obedece a la gran similitud existente entre ellas.

En el PCA se observd que existen individuos de la poblacién uruguaya que se
alejan de su centro y se los puede observar por ejemplo en el nodo de la poblacién asiatica
o afroamericana. Buscando una explicacién a esta observacién, se considera que este
comportamiento puede deberse a la existencia de inmigrantes o hijos de inmigrantes en
la muestra poblacional uruguaya con ascendencia asiatica o africana. A su vez, puede
explicarse por la contribucién ancestral desigual que se observé para cada individuo a
través de diferentes estudios. Debido a que se desconoce la procedencia geografica de
los individuos pertenecientes al muestreo analizado, se puede inferir que aquellos desvios
observados en el PCA, podrian tratarse de individuos que tienen contribucién
afroamericana o asiatica lo suficientemente importante como para colocarlos en esos

grupos.

Dado que es mas accesible obtener datos de frecuencias alélicas de distintas
poblaciones a nivel mundial antes que los genotipos individuales, se realizé un analisis de
mestizaje, a fin de conocer cuan relacionada esta la poblacion uruguaya con sus
parentales. El analisis se realizd, con dos métodos distintos para poder asi comparar entre
ellos los resultados. El método ADMIX 95, de identidad génica (Chakraborti, 1985) y el
método VARMIX 3.0 de varianzas alélicas (Bertoni, 2005). A diferencia del método ADMIX

95, que considera la relacion de frecuencias alélicas entre la poblacién hibrida y las
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parentales, el programa VARMIX 3.0 estima los aportes genéticos de las poblaciones

parentales a partir de la informacidn presente en la varianza alélica de los microsatélites.

Sans y cols., (1997), a partir de marcadores clasicos mostraron que la poblacion
presentd una contribucidén europea del 65%, 20% nativo americanos y 15% africanos. Por
otro lado, Bonilla y cols. (2004), a partir del anélisis de ADN mitocondrial revelaron que la
principal contribucion a través de la linea materna es la nativo americana con un 62%,
mientras que el analisis de cromosoma Y mostr6é una contribucion europea casi exclusiva
para la linea paterna y una contribucién nativo americana entre 1,6% y 8,3% (Bertoni et
al., 2005). Hidalgo y cols. (2005), analizaron las frecuencias alélicas de 5 marcadores
autosomicos, en una muestra poblacional de individuos de ambos sexos y nacidos en
varias regiones del pais, donde observaron que las contribuciones ancestrales para la
poblacion uruguaya fue de 84,1% europea, 10,4% nativo americana y 5,6% africana.
Recientemente, Vega-Requena y cols. (2020), analizaron 8 inserciones Alu en una
muestra poblacional conformada por 58 individuos descendientes de vascos residentes
en Trinidad, 55 individuos autodefinidos de ascendencia vasca de la ciudad de Montevideo
y por ultimo un subconjunto de 70 individuos de ascendencia europea pero sin
ascendencia vasca conocida, los autores observaron que la contribucién ancestral que
predomina es la europea con un 63%, seguido por la contribucion africana con un 30% y
la contribucién ancestral mas pequena se corresponde con el aporte indigena con un 7%.
Sans y cols. (2020), realizaron un andlisis de la contribucién parental de marcadores de
ADNmt sobre la muestra poblacional utilizada por Bonilla 'y cols. (2015), donde se observo
que en la muestra de mujeres nacidas en Montevideo, los aportes fueron de 33,9%
indigena americano, 7,4% africano y 58,2% europeo/mediterraneo, mientras que en la

muestra de residentes fue 36,6%, 8,3% y 55,1% respectivamente. El andlisis de ancestria
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biparental estimada por AIMs, mostr6é que las mujeres nacidas en Montevideo tuvieron, en
promedio, aportes de 12,6% indigena, 78,6% europeo, y 8,8% africano, mientras que para
las residentes, los valores promedio fueron similares, 13,8% de aporte indigena, 76,8%
de aporte europeo y 9,4% de aporte africano. En la Figura 23, se representan de forma
ilustrativa, las contribuciones ancestrales observadas en los diferentes estudios antes
mencionados y los resultados observados para la poblacién uruguaya a través del analisis
de las frecuencias génicas (ADMIX 95) y del analisis de la informacion genética de los

microsatélites (VARMIX 3.0).

CONTRIBUCION ANCESTRAL EN LA POBLACION URUGUAYA

9,5
100

%0

78,
%0 75,4 8,6

67,11
70 65 62,5
60
50
40
* 0 1658
20 150 . 6 ,8
9,3 7.4 \ 8,8 9,4

10 . 16 1,9 . - - - 9 - . _I

—

-—
S e
Q N\ X & J “’ Q\‘ (\-
* N S N N vo@ N

K\

™ Africanos ™ Europeos Amerindios

Figura 23: Representacion grafica de la contribucion ancestral observada para la poblacion uruguaya a partir del analisis
de distintos marcadores (Mc: Marcadores clasicos (Sans, 1994), ADNmt: ADN mitocondrial (Bonilla et al, 2004), NRY:
Regioén no recombinante del Cromosoma Y (Bertoni et al., 2005), Alu: Inserciones Alu (Vega-Requena et al, 2020), Mgs:
Marcadores de grupo sanguineo (Sans et al, 1997), ADNmt y AlMs*: ADN mitocondrial y marcadores individuales de
ancestria (Bonilla et al, 2015), ADNmt**n/r: ADN mitocondrial nacidos/residentes (Sans et al, 2020), AlIMs**n/r:
marcadores individuales de ancestria (Sans et al, 2020), Aut: Cromosoma Autosémico (Hidalgo et al, 2005), ADMIX
95: Andlisis de las frecuencias génicas de STRs autosémicos, VARMIX 3.0: Andlisis de la informacién genética de los

microsatélites).

El analisis del grado de mestizaje de la muestra poblacional uruguaya, permitié
observar que los resultados obtenidos por ADMIX 95, presentan gran similitud con los

observados para marcadores clasicos (Mc) con una contribucién afroamericana promedio
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de 15,8%, europea de 66% y nativo americana de 18%. Los resultados obtenidos a partir
del método VARMIX 3.0, mostraron un alto grado de semejanza con los resultados
obtenidos a partir del andlisis de inserciones Alu (Vega-Requena et al, 2020), donde se
observé un 63% de contribucién parental europea mientras que para la poblacién
uruguaya de obtuvo un 63,3%, 7% de contribucion nativo americana (10,1% para
URU_4000) y un 30% de contribucion afroamericana mientras que para URU_4000 esta
contribucion fue del 26,6%. Los resultados obtenidos para ADMIX 95 y VARMIX 3.0,
presentan una diferencia significativa con respecto a la contribuciéon afroamericana

observada a partir del analisis de marcadores clasicos (Sans et al, 1997).

Excepto por los analisis realizados con marcadores de herencia uniparental; ADN
mitocondrial (ADNmt) y la regiéon no codificante del cromosoma Y (NRY), luego de
comparar los resultados obtenidos con los ya publicados, se logré observar que si bien
existen algunas diferencias, el analisis de marcadores STRs autosémicos también
evidencia un comportamiento trihibrido de la poblacién uruguaya. Observandose, para
ambos métodos (ADMIX 95 y VARMIX 3.0), una contribucién genética parental mayoritaria
proveniente de europeos de 67,1% y 63,3%, con un aporte menor de africanos del 16,7%

y 26,6% y de nativo americanos del 16,2% y 10,1%, respectivamente.

Los resultados obtenidos con el método de varianzas alélicas mostraron pequefas
variaciones con respecto al método de identidad génica para la poblacién uruguaya,
debido a que estos métodos utilizan aproximaciones diferentes. EI método VARMIX 3.0
evidencia un aporte mayor africano, detectado a partir de la informacién molecular

presente en la muestra. Esta observacion puede explicarse porque mientras que en el
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método clasico se analizan las diferencias de frecuencias alélicas, VARMIX 3.0 utiliza las

varianzas alélicas de las muestras.

Los resultados del presente trabajo evidencian que la muestra poblacional
analizada, podria ser utilizada en los analisis de identificacion humana como poblacién de
referencia ya que poseen todas las caracteristicas necesarias (un alto polimorfismo (PIC),
alto poder de discriminacion (PD) y exclusién (PE) (>99,999999%) y una alta
heterocigosidad). La utilizacion de la base de datos de referencia de la poblacién
uruguaya, con fines de identificacién, contribuirg a la obtencion de resultados mas exactos
para establecer las probabilidades de identidad, parentesco y/o paternidad, poder de
discriminacion e indice de coincidencia de los diversos casos de indole de la Direccién

Nacional de Policia Cientifica.

Sin embargo, resulta interesante pensar en explorar los posibles usos de estas
bases de datos de referencia con técnicas modernas para poder determinar la busqueda
de parientes en genética forense y contribuir asi con el esclarecimiento de casos

complejos.
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1.

6. CONCLUSIONES

En la muestra poblacional uruguaya se observé que el marcador SEE33 es el que
aporta mayor informacién para las pruebas de identificacién genética debido a su
alto indice de informacién polimérfica (PIC=0,9391), poder de discriminacién (PD=
0,9944), poder de exclusion (PE= 0,8893), heterocigosidad (Ho= 0,9455, He=
0,9458), probabilidad de coincidencia (PM= 0,0056) y variabilidad de alelos (58

alelos).

La heterocigosidad de los 23 marcadores STRs del kit PowerPlex ® Fusion, fue de
81%. En combinacion con su poder de discriminacion (99,999999%), poder de
exclusién (99,999999%) y su probabilidad de coincidencia (6,67%), los hacen
buenos discriminantes por ser capaces de evitar errores de falsa inclusion,

haciendo al panel una gran herramienta para el sistema de justicia.

Los STRs estudiados en la muestra poblacional uruguaya resultaron en EHW
excepto el marcador D8S1179. Este desvié del EHW puede explicarse por un
déficit de heterocigotos observados, producto de la presencia de alelos nulos.
Debido a que este comportamiento fue observado en estudios anteriores, y a que
actualmente este marcador es incluido en los kits comerciales de amplificacion por
ser uno de los marcadores requeridos por CODIS, se concluye que los 23
marcadores STRs en conjunto, son aptos para incluirse en las investigaciones
forenses o de criminalidad donde estén implicados individuos de la poblacién

uruguaya.
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Si bien se observé que la poblacion uruguaya es semejante a la poblacién
URU_200 y CODIS_361, se evidenci6 la existencia de alelos propios y diferencias

en las frecuencias alélicas con respecté a estas poblaciones.

Mediante el empleo de GST, se observo que la poblacién uruguaya presenté poca
diferenciacion genética con las poblaciones regionales analizadas, observandose
una mayor semejanza con las poblaciones de Santa Catarina, Buenos Aires y
Mendoza, por lo que es posible emplear esta base de datos de referencia en
aquellos casos donde se encuentren implicados individuos que no sean

uruguayos, pero que si pertenezcan a la region.

No se observé subestructuracion en la muestra poblacional analizada.

La muestra poblacional uruguaya presenta gran similitud con la muestra hispana y
caucasica disponible en CODIS, por lo que el empleo de estas bases de datos, no

traeria diferencias significativas en los céalculos estadisticos.

En mestizaje calculado es concordante con lo observado en trabajos anteriores,
se observd una contribucién genética parental mayoritariamente proveniente de
europeos (65%), con un aporte menor de africanos (21,6%) y nativo americanos

(13%).
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8. ANEXOS

Anexo 1: Protocolo de Amplificacion directa de ADN presente en tarjetas de

almacenamiento.

En placa 6ptica de reaccidén de 96 pocillos MicroAmp® (Applied Biosystems) se
corta un disco de 1,2 mm aproximadamente de las muestras bucales presentes en los
dispositivos de almacenamiento Bode Buccal DNA Collector™ (Bode Technology)

mediante el empleo del Sistemas de Perforacion BSD600 Duet puncher (BSD Robotics).

Posteriormente se tratan las muestras con 10 yL Punch Solution™ Kit (Promega
Corporation) con el objetivo de lisar las muestras antes de agregar la mezcla de

amplificacion PCR.

Se determina el niumero de reacciones que se configuraran, incluyendo las
reacciones de control positivo y negativo. Se realiza la mezcla de amplificacién de la PCR
agregando un volumen extra de 1 o 2 reacciones a fin de compensar el error de pipeteado,
asegurando asi contar con el volumen suficiente de mezcla y que cada reaccién contenga
la misma mezcla de amplificacion de la PCR. En la tabla 6 se detallan los volumenes

requeridos de reactivé para cada reaccion.
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Tabla 6: Mezcla de amplificaciéon de la PCR para amplificacion directa de ADN de las tarjetas perforadas de almacenamiento.

Componente de la mezcla de amplificacion de la PCR Volumen por reaccion

X

Numero de reacciones

Volumen final

Agua, grado de amplificacion 7,54
PowerPlex® Fusion 5 Master Mix 2,5l
PowerPlex® Fusion 5 Primer Pair Mix 2,5ul
Volumen total de la reaccion 12,5l

X

X

X

Para el control positivo de la amplificacién, se agreg6 0,5 ul de ADN de control

2800M (10 ng) a un pocillo de reaccion con 12,5 pl de mezcla de amplificacién de la PCR.

Ademas se reservo un pocillo como control negativo, el cual solo contiene la mezcla de

amplificacion de la PCR.

Luego se lleva la placa a termociclador. En la tabla 7 se detalla el protocolo del ciclo

térmico.

Tabla 7: Protocolo del ciclo térmico.

Protocolo del ciclo térmico

96 °C durante 1 minuto, luego:
94 °C durante 10 segundos
59 °C durante 1 minutos

para 27 ciclos, luego:

72 °C durante 30 segundos
60 °C durante 20 minutos
inmersiéon a 4 °C
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Electroferograma de la escalera alélica PowerPlex® Fusion.

Anexo 2
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Figura 24: Electroferograma de la escalera alélica PowerPlex® Fusion
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Anexo 3: Perfil genético de un individuo (ejemplo)
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Figura 25: Perfil genético de un individuo. El tamaro (pb) de cada alelo (pico) y el STR que representa se muestra en la parte superior
(gris). Debajo de cada pico se indican los alelos para cada STR. Para Amelogenina se muestra el genotipo XY (varén). La medida del
pico en RFUs se muestra en el eje de las Y. Se observa la presencia de algunos stutters (pequefos picos a la izquierda de algunos
alelos).
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Anexo 4: Frecuencias alélicas de la poblacion caucasica disponible en CODIS.

Tabla 8a: Frecuencias alélicas obtenidas por el FBI en una muestra poblacional caucasica de 361 individuos estadounidenses disponibles en CODIS para los alelos comprendidos entre el 2.2 y 18.3.

CSF1PO

D10S1248

D12S391

D13S317

D16S539

D18S51

D19S433

D1S1656

D21S11

D2251045

D2S1338

D2s441

D3S1358

D5S818

D7S820

D8S1179

FGA

Penta_D

Penta_E

SE33

THO1

TPOX

VWA

Alelos
22
3.2
4.0
4.2
5.0
6.0
6.3
7.0
8.0
8.1
9.0
9.1
9.3

10.0
10.1
10.2
10.3
11.0
1.2
1.3
12.0
12.2
123
13.0
13.2
133
13.4
14.0
14.2
14.3
15.0
15.2
15.3
15.4
16.0
16.2
16.3
17.0
171
17.2
17.3
18.0
18.1
18.2
18.3

0,0055

0,0139

0,2202

0,3089

0,3601

0,0817

0,0097

0,0014

0,0319

0,3075

0,2978

0,1967

0,1330

0,0277

0,0014

0,0319

0,0222

0,1274

0,0208
01717

0,0249

0,1205

0,0776

0,0471

0,3255

0,2687

0,1163

0,0429

0,0014

0,0180

0,1066

0,0568

0,3144

0,3144

0,1634

0,0263

0,0083

0,0097

0,1136

0,1233

0,1343
0,0014

0,1704

0,1468
0,0014

0,1385

0,0776

0,0014

0,0055

0,0706

0,0014

0,2548

0,0069

0,3615

0,0235

0,1565

0,0360

0,0568

0,0152

0,0069

0,0014

0,0014

0,0028

0,0776

0,1163

0,0665

0,0789

0,0028
0,1496

0,0582

0,1357

0,0609

0,0471

0,1330
0,0055

0,0499

0,1399

0,0125

0,0069

0,0568

0,3213

0,3823

0,0748

0,0055

0,0014

0,0374

0,1856

0,0734

0,0014
0,0014

0,2105

0,3435

0,0609
0,0471

0,0042
0,0291

0,2410

0,0596

0,0014

0,0014

0,0014

0,1066

0,2729

0,2382

0,2105

0,1510

0,0028
0,0055

0,0416

0,0554

0,3560

0,3878

0,1427

0,0069

0,0014

0,0277
0,1440
0,0014
0,1676

0,2562

0,2050

0,1593

0,0346

0,0042

0,0139

0,0055

0,1025

0,0762

0,1676

0,3296

0,1662

0,1039

0,0332

0,0014

0,0249

0,0042

0,0042

0,0042
0,0208

0,2216

0,1150

0,1260

0,2327

0,1967

0,0609

0,0097

0,0028

0,0014

0,0762

0,1690

0,0139

0,0125

0,0859

0,0873

0,1994

0,0859

0,0623

0,0429

0,0014
0,0512

0,0485

0,0332

0,0014

0,0069

0,0166

0,0249
0,0028

0,0402

0,0402
0,0014

0,0623

0,0014
0,0720

0,0014

0,0014
0,2355

0,1939
0,0956

0,1191

0,3449
0,0083

0,0014

0,0014
0,0014

0,5249

0,1274

0,0499

0,2521

0,0416

0,0014

0,0014

0,0014

0,0928

0,1053

0,2008

0,2839

0,2022
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Tabla 8b: Frecuencias alélicas obtenidas por el FBI en una muestra poblacional caucasica de 361 individuos estadounidenses disponibles en CODIS para los alelos comprendidos entre el 19 y 36.

CSF1PO D10S1248 D12S391 D13S317 D16S539 D18S51 D19S433 D1S1656 D21S11 D22S1045 D2S1338 D2S441 D3S1358 D5S818 D7S820 D8sS1179 FGA PentaD PentaE SE33 THO1 TPOX VWA

Alelos

19.0 0,0028 0,1247 0,0402 0,1205 0,0166 0,0499 0,0152 0,0720 0,1039

19.1

19.2 0,0042

193 0,0042 0,0152

19.4

20.0 0,1108 0,0180 0,1565 0,0014 0,1233 0,0097 0,0582 0,0069

20.1

20.2 0,0097

20.3

21.0 0,1288 0,0097 0,0374 0,1787 0,0028 0,0249 0,0014

21.2 0,0055 0,0235

21.3

22.0 0,0956 0,0069 0,0346 0,2050 0,0014 0,0139

222 0,0125 0,0374

223

23.0 0,0693 0,1053 0,1524 0,0028

23.2 0,0028 0,0360

23.3

24.0 0,0471 0,1150 0,1343 0,0014 0,0014

24.2 0,0014 0,0222

243

25.0 0,0166 0,1025 0,0789

25.2 0,0014 0,0416

26.0 0,0028 0,0305 0,0263

26.2 0,0416

27.0 0,0014 0,0222 0,0042

27.2 0,0942

273

28.0 0,1593

28.2 0,0762

28.3 0,0014

29.0 0,2022

29.2 0,0028 0,0554

29.3

30.0 0,2825

30.2 0,0291 0,0568

30.3

31.0 0,0720 0,0028

31.2 0,0983 0,0235

32.0 0,0055 0,0014

32.2 0,0900 0,0125

33.0 0,0014 0,0014

33.1

33.2 0,0263 0,0042

34.0 0,0083

34.2 0,0042 0,0014

35.0 0,0014

36.0 0,0014
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Anexo 5: Frecuencias alélicas para 15 marcadores STRs obtenidas a partir de una muestra poblacion de 200 individuos uruguayos.

Tabla 9: Frecuencias alélicas obtenidas para 15 marcadores STR en una muestra poblacional uruguaya de 200 individuos.

THO1 TPOX CSF1PO VWA D3S1358 FGA D5S818 D13S317 D7S820 D8S1179 D16S539 D18S51 D21S11 PentaD PentaE
Alelos
22 0,00311
5 0,00311 0,05901
6 0,2112 0,00311 0,01553
7 0,1957 0,00621 0,00311 0,03106 0,02174 0,01863 0,08385
8 0,1211 0,45342 0,00621 0,01242 0,09627 0,13354 0,00621 0,01553 0,02484 0,01553
9 0,1801 0,08696 0,02795 0,04037 0,09317 0,14286 0,01863 0,09938 0,00311 0,19565 0,01863
9.3 0,2795
10 0,0124 0,07143 0,2795 0,05901 0,06832 0,30435 0,07143 0,08385 0,00311 0,16149 0,09006
1" 0,32609 0,34783 0,00311 0,35714 0,28261 0,21739 0,09627 0,34161 0,01242 0,13665 0,14596
12 0,04658 0,29193 0,31988 0,25155 0,13975 0,1118 0,28571 0,16149 0,13043 0,21118
13 0,00311 0,04348 0,00311 0,17081 0,17081 0,03727 0,28261 0,15217 0,14286 0,18944 0,1087
13.2 0,00621
14 0,07143 0,08696 0,00621 0,03416 0,00311 0,25776 0,01863 0,15217 0,10559 0,0559
15 0,13975 0,28261 0,00311 0,00311 0,13043 0,00311 0,13354 0,01863 0,0559
16 0,21739 0,29814 0,01553 0,1118 0,00311 0,01863
17 0,32919 0,1677 0,00311 0,00932 0,10559 0,00311 0,04969
18 0,15528 0,15217 0,00621 0,08075 0,02795
19 0,06522 0,00621 0,09627 0,03727 0,00932
20 0,01863 0,15528 0,03106 0,01863
21 0,00311 0,14596 0,00932 0,00311
21.2 0,00311
22 0,19565 0,00311 0,01242
222 0,00311
23 0,13043 0,00621
23.2 0,00311
24 0,12112
24.2 0,00311 0,00621
25 0,07453
25.2 0,00311 0,00311
26 0,03727
27 0,01553 0,04348
28 0,13043
28.2 0,00311 0,00621
29 0,18323
29.2 0,00311
30 0,20497
30.2 0,02795
31 0,07453
31.2 0,1118
32 0,00621
32.2 0,12422
33.2 0,06832
34.2 0,00311
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