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ABSTRACT

Introduction. Short tandem repeats (STRs) are the DNA
polymorphisms most widely used in forensic genetics and
parentage testing. Most common series of STRs are those
from FBI (CODIS) and from INTERPOL. While there are
data related to the first group, no studies are still known in
Mexican populations in regard of the INTERPOL set. Objec-
tive. To describe the genetic characteristics of five INTER-
POL STRs and to estimate their main forensic parameters in
a population from western Mexico. Material and methods.
Samples from 100 random volunteers from the State of Jalis-
co were PCR typed for STRs F13B, D2S1338, FESFPS, Penta
D and Penta E. Results. Genotype proportions in all five
STRs were in agreement with Hardy-Weinberg expectations (p
> 0.05). Heterocygosity varied from 0.68 for FESFPS to 0.91
for Penta E markers. Power of discrimination (PD) and ex-
clusion probability (EP) were in the 0.83-0.97 and 0.46-0.75
ranges, respectively. The five combined STRs give a PE >
0.99143 and PD > 0.99999. Conclusions. These results
contribute to establish data bases representative of western
Mexico and are useful in DNA forensic and parentage studies.
Key words. Polymorphisms. Microsatellite. INTERPOL.
Power of discrimination. Exclusion probability.

RESUMEN

Introduccién. Las repeticiones cortas en tandem o STRs
(short tandem repeats), son los marcadores polimdérficos méas
utilizados en genética forense y pruebas de parentesco. Las se-
ries de STRs mas comunes son la serie CODIS del FBI y la de
INTERPOL. Si bien se conocen estudios en relacién con la
primera serie, no existen hasta la fecha reportes en poblacio-
nes mexicanas con marcadores del grupo de INTERPOL. Ob-
jetivo. Describir las caracteristicas genéticas y estimar los
principales parametros forenses de cinco STRs de la serie IN-
TERPOL en una poblacién mestiza del occidente de México.
Material y métodos. Se analizaron mediante PCR mues-
tras de 100 voluntarios no emparentados entre si, residentes
en el estado de Jalisco, para los STRs F13B, D2S1338, FES-
FPS, Penta D y Penta E. Resultados. Las proporciones ge-
notipicas para los cinco STRs estuvieron de acuerdo con las
expectativas de Hardy-Weinberg (p > 0.05). La heterozigoci-
dad varié de 0.68 para el marcador FESFPS a 0.91 para el
Penta E. El poder de discriminacién (PD) y la probabilidad de
exclusién (PE) estuvieron en los rangos 0.83-0.97 y 0.46-0.75,
respectivamente. Para los cinco sistemas combinados se obtu-
vo un PE > 0.99143 y un PD > 0.99999. Conclusiones. Los
resultados contribuyen a establecer bases de datos representa-
tivos de la regién, mismas que son Utiles en las pruebas foren-
ses y de parentesco basadas en los perfiles de ADN.

Palabras clave. Polimorfismos. Microsatélites. INTERPOL.
Poder de discriminacién. Probabilidad de exclusién.
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INTRODUCCION

Los microsatélites o repeticiones cortas en tan-
dem (STRs: Short Tandem Repeats), son regiones de
ADN de tamarfio variable, cuya definicion depende
del nimero de repeticiones que contenga dicho seg-
mento.! Debido a sus atributos de alta informativi-
dad, baja tasa de mutacion, transmision mendeliana
simple y facilidad para analizarlos mediante la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR: Polymerase
Chain Reaction), los STRs son cominmente utiliza-
dos en genética forense y en pruebas de parentesco
bioldgico.>* Por ello, la tipificacion en muestras bio-
légicas a partir de ADN mediante STRs provee un
método altamente sensible para el andlisis de eviden-
cias forenses o en casos donde la paternidad se en-
cuentra en duda o disputa.>®

La Red Europea de Institutos de Ciencias Foren-
ses (ENFSI: European Network of Forensic Science
Institutes) y el grupo Europeo de Perfiles de ADN
(EDNAP: European DNA Profiling Group), colabo-
ran con INTERPOL para la formacion de genotecas
con perfiles de ADN en series de individuos vincula-
dos a un proceso forense. Con el propdsito de facili-
tar la comparacion de perfiles de ADN entre
laboratorios forenses, existe a nivel internacional
un “Formulario de INTERPOL para solicitar la bus-
gueda de perfil de ADN”, que contempla 24 loci
STRs normalizados (TPOX, D3S1358, FGA,
CSF1PO, D5S818, D7S820, D8S1179, THO1, VWA,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, Penta D, Penta
E, D2S1338, FESFPS, F13B, D19S433, F13A, SE33,
CD4, GABA y Amelogenina).” Debido al &mbito te-
rritorial de accién de INTERPOL vy a las diferencias
en la estructura genética poblacional regional, es
conveniente la creacion de bases de datos locales con
perfiles de ADN provenientes de individuos de dife-
rentes nacionalidades. Dichas bases de datos pueden
ayudar a precisar las probabilidades de discrimina-
cion y de exclusion asi como mejorar la calidad de
los resultados al tener fuentes de comparacion loca-
les,® por lo que se justifica el establecimiento de ba-
ses de datos propias de nuestro pais.

Desde 2005 se han reportado trabajos en donde se
incluye el marcador D251338,%1! el cual es uno de
los que se analiza en el presente trabajo. Gorostiza,
et al.’? reportaron 15 STRs en poblacion mexicana,
correspondientes a la serie INTERPOL (TPOX,
D3S1358, FGA, CSF1PO, D5S818, D7S820,
D8S1179, THO1, vWA, D13S317, D16S539, D18S51,
D21S11, D2S1338 y D19S433), en donde los 13 pri-
meros marcadores pertenecen también a la serie CO-
DIS (Combined DNA Index System) del FBI. Mas

recientemente, Calderon-Garciduefias, et al.3 pre-
sentaron datos de tres marcadores de la serie CODIS
en una poblacién con cancer de mama. De la misma
manera en 2008415 se reportaron datos sobre 15
STRs en una poblacién de origen maya y poblacion
mestiza de México. Por lo que hasta la fecha, en
Meéxico no se han reportado datos acerca de los mar-
cadores F13B, FESFPS, Penta D y Penta E, mismos
gue son abordados por primera vez en el presente
trabajo.

MATERIAL Y METODOS
Poblacién analizada

Se analizaron los datos de la tipificacién molecu-
lar de las muestras de 100 individuos no relaciona-
dos, hispano-parlantes, mestizos mexicanos del
Occidente de México de ambos sexos residentes
del estado de Jalisco. El rango de edad de la pobla-
cion analizada fluctué de 18 a 70 afios y todos acep-
taron participar en el estudio de manera voluntaria
y dieron por escrito su consentimiento informado.

Aislamiento del ADN

Las muestras bioldgicas fueron leucocitos de san-
gre periférica o células epiteliales de la mucosa bu-
cal. EI ADN de las primeras se extrajo con un
método salino que previamente ha sido reportado®®y
el ADN de las células epiteliales se obtuvo con el mé-
todo de Chelex.t’

Analisis de marcadores

Se analizaron cinco marcadores STRs (F13B,
D2S1338, FESFPS, Penta D y Penta E). Las secuen-
cias de los iniciadores se tomaron de reportes pre-
vios'®20 y fueron las siguientes: Penta D: 5 -GAG
CAA GAC ACC ATC TCA AGA A-3' y 5-GAA ATT
TTA CAT TTATGT TTA TGA TTC TCT-3", Penta
E: 5°-GGC GAC TGA GCA AGA CTC-3" y 5°-GGT
TAT TAA TTG AGA AAA CTC CTT ACA-3,
D2S1338: 5-CCA GTG GAT TTG GAA ACA GA-3’
y 5-ACC TAG CAT GGT ACC TGC AG-3’, F13B:
5-TGA GGT GGT GTA CTA CCA TA-3" y 5- GAT
CAT GCC ATT GCA CTC TA-3', FESFPS: 5-GGA
AGA TGG AGT GGC TGT TA-3" y 5-CTC CAG
CCT GGC GAA AGA AT-3".

La PCR para los cinco marcadores se realiz6 con
los iniciadores especificos para cada marcador y se
utilizaron las mismas concentraciones de reactivos
en la mezcla de reaccion. Los reactivos para PCR
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utilizados fueron de la marca Invitrogen (Invitrogen
Carlsbad, CA, USA), las condiciones para la reac-
cion fueron 1X de buffer de PCR, 1.5 mM de MgCl,,
150 pM de la mezcla de dNTPs, 0.4 pM de cada ini-
ciador, 0.02 U de Taq ADN Polimerasa, 10 ng de
ADN genoémico y agua estéril suficiente para un vo-
lumen de reaccion final de 15 pL. Los cinco marca-
dores se amplificaron bajo el mismo programa de
PCR en un termociclador Flexigene (Techne) des-
pués de una desnaturalizacion inicial a 94 °C x 4
min: 27 ciclos de 94 °C x 30 seg.; 63°C x 30segy 72
°C x 30 seg, seguido de una extension final de 72 °C
X 5 min.

Los cinco STRs se analizaron individualmente
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes al 7% (19:1, 40%) en camaras ver-
ticales (Modelos DAGS-250, CBS Scientific/Daigger
y P9DS-1, OWL/Daigger) con buffer TBE 1X. Se
aplicaron 5 pL de producto amplificado en los geles
mas 2 pL de buffer cargador. Los geles en la electro-
foresis corrieron a 180 V x 1.5 horas para los STRs
Penta E y Penta D y 2.5 horas para los tres restan-
tes. Los geles se tifieron mediante la técnica de tin-
cion con plata?! y la interpretacion fue realizada por
dos personas.

Definicién de los alelos
y parametros forenses

La identificacion de los alelos en pares de bases
(pb) se hizo tomando como referencia un marcador
de peso molecular de 10 pb (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y escaleras alélicas particulares para cada STR,
formadas por una mezcla de amplificados de varios
individuos con diferentes alelos.?? Estas escaleras se
validaron mediante la tipificacién de muestras de 10
individuos en un aparato automatizado ABI PRISM
377 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA), lo que permitio establecer los genotipos
de cada individuo de acuerdo con el patrén de corri-
miento interno correspondiente:

e Heterocigocidad (He). Es la condicion de tener
alelos diferentes en un sitio genético en particular.

e Contenido de informacién polimérfica (PIC).
Evalla la informatividad de un marcador genético
de acuerdo al nimero de alelos y sus frecuencias
alélicas, esté directamente relacionado con la hete-
rocigocidad.

e Poder de discriminacion (PD). Capacidad que
tiene un marcador STR de excluir a un hombre al
azar de ser concordante (genotipicamente idéntico)
con cierta persona, muestra o evidencia forense.

e Probabilidad de exclusion (PE). Capacidad que
tiene un marcador STR para excluir a un hombre
al azar de ser concordante con el hijo para un caso
de paternidad bioldgica en particular.

e PD y PE acumulados. Es la capacidad o poder
gue presentan todos los marcadores en conjunto,
en donde dicha probabilidad depende del niamero
de sitios analizados.

< Indice tipico de paternidad (TPI). Indica cuan-
tas veces es mas probable que un supuesto padre
comparta material genético con un individuo toma-
do al azar.

Analisis estadistico

Los datos fueron capturados con la ayuda del pro-
grama SPSS v. 15. Las frecuencias genotipicas se
obtuvieron a partir de los genotipos individuales y
las frecuencias alélicas por el método de conteo a
partir de las frecuencias genotipicas.?? Para la com-
paracion de las proporciones genotipicas observadas
contra las esperadas (Equilibrio de Hardy-Weinberg,
EHW) se utilizo el programa Genetic Data Analysis
v. 1.0 (GDA).?* Los parametros forenses y de paren-
tesco se calcularon mediante los programas GDA,
Power Stat?® y SPSS v 15, asi como con un progra-
ma interactivo RXC para tablas de contingencia.?®

RESULTADOS

Las frecuencias alélicas (Cuadro 1) fueron muy
variadas para cada marcador. La distribucion alélica
para el STR F13B se observo en solo seis alelos (6-
11) presentes en la poblacion, la frecuencia fue de
2% para el alelo menos (6) comun y 31.5% para el
alelo mas comun (10). EI 86% de la frecuencia aléli-
ca se encontro¢ distribuida en sélo tres alelos (9-11).

La frecuencia alélica del marcador D2S1338 se vio
distribuida en 10 alelos (16-25). El alelo (16) menos
comun present6 una frecuencia de 1.5% y 19.5%
para el alelo (19) mas frecuente. EI STR FESFPS
presento sélo seis alelos (9-14), en donde 89.5% de la
frecuencia estuvo dada por solo tres alelos (10-12).

A diferencia de los tres marcadores ya menciona-
dos, el Penta D mostré 14 alelos (2.2-16) y el Penta
E, 17 alelos (5, 7-22), caracteristica que los hace ser
muy informativos. Ambos presentan alta variabili-
dad genética ya que el alelo mas comun (12) en Pen-
ta D, mostro una frecuencia de 19.5% y de 11% en
Penta E (16). Penta D y Penta E presentaron varios
alelos con frecuencia de 0.5%, particularidad que los
hace favorables en el momento de aplicarlos en prue-
bas de parentesco biolégico o pruebas forenses.
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Cuadro 1. Frecuencias alélicas para 5 STRs de la serie INTERPOL en
poblacién mestiza del occidente de México.

Alelo F13B D2S1338 FESFPS Penta D Penta E
2.2 0.015

3 0.015

5 0.005  0.005
6 0.020 0.005 0.000
7 0.060 0.005  0.065
8 0.060 0.020 0.015
9 0.255 0.010 0.160 0.005
10 0.315 0.195 0.185 0.055
1 0.290 0.435 0.160 0.090
12 0.265 0.195 0.185
13 0.090 0.155 0.085
14 0.005 0.065  0.060
15 0.010 0.100
16 0.015 0.005  0.110
17 0.095 0.095
18 0.150 0.045
19 0.195 0.055
20 0.150 0.005
21 0.075 0.015
2 0.030 0.010
3 0.130

24 0.110

5 0.040

Cuadro 2. Parametros forenses y de paternidad para 5 STRs de la serie
INTERPOL en poblacion mestiza del occidente de México.

F13B D2S1338 FESFPS PentaD Penta E
He 0.75 0.87 0.68 0.85 0.91
Ho 0.72 0.78 0.77 0.84 0.88
PIC 0.70 0.86 0.64 0.83 0.90
PD 0.880 0.962 0.835 0.949 0.972
PE 0.460 0.562 0.545 0.675 0.755
TPI 1.79 2.27 217 3.13 417
p 0.051 0.14 0.58 0.13 0.12
PD¢ 0.99999

He = Heterocigocidad esperada. Ho = Heterocigocidad observada. PIC =
Contenido de informacion polimérfica ( Polymorphism Information Content).
PD = Poder de discriminacion. PE = Probabilidad de exclusién. TPI = in-
dice tipico de paternidad (Typical Paternity Index). p = p-valores de la
prueba exacta para el equilibrio de Hardy-Weinberg. PD® = Poder de dis-
criminacion combinado par los cinco loci analizados.

De los cinco marcadores analizados el mas infor-
mativo, tomando en cuenta el parametro heterocigo-
cidad esperada (He), fue el Penta E (He = 0.91,
Cuadro 2), seguido por D2S1338 (He = 0.87), Penta
D (0.85), F13B (0.75) y el menos informativo fue el
STR FESFPS (He = 0.68). Dicha informatividad se
corrobor6 con el valor obtenido del PIC. En el cua-

dro 2 se observa que de acuerdo al valor del PIC,
igualmente, el marcador mas informativo en esta se-
rie analizada es el Penta E (0.90) y el menos infor-
mativo el FESFPS (0.64).

La capacidad discriminatoria genotipica que pre-
sentan los cinco marcadores analizados tiene un
comportamiento similar a la He y el PIC, en donde
se observoé que el STR con mayor capacidad de dis-
criminacion es Penta E (0.972), seguido de D2S1338
(0.962), Penta D (0.949), F13B (0.880) y finalmente
el STR con menor capacidad de discriminacion es el
FESFPS (0.835).

Los valores observados en PE y TPI nos indican
de la misma forma que el marcador con mayor capa-
cidad de exclusion es el Penta E, el cual present6
una PE de 0.755 y un TPI de 4.17 y el STR con me-
nor capacidad de exclusién es el F13B en donde se
observo una PE de 0.460 y un TPI de 1.79. La pro-
babilidad de exclusion (PE) combinada con los cinco
polimorfismos fue > 0.99143% y el poder de discri-
minacion combinado fue (PD°) > 0.99999%.

Las distribuciones genotipicas para los cinco mar-
cadores analizados estuvieron acordes con el EHW
(p > 0.05, Cuadro 2), por lo que las estimaciones de
informatividad y parametros forenses son confiables
para la aplicacion de los mismos en el area forense o
parentesco biologico.

En el cuadro 2 se observa que el marcador FES-
FPS tiene el valor mayor de p (0.58) y el STR F13B
presenta el valor méas bajo de p (0.051), este Ultimo
aunque es un valor marginal, se considera que es un
dato no significativo y que dicho marcador se en-
cuentraen EHW.

DISCUSION

La poblaciéon mestiza analizada se compone de
una mezcla europea (espafoles), amerindios y afri-
canos.?’ El total de la muestra equivale a 200 cro-
mosomas independientes, nimero adecuado para
establecer frecuencias alélicas y genotipicas repre-
sentativas de la region y encontrar alelos con fre-
cuencia igual o mayor a 5%.8

Se puede decir que la electroforesis en geles de po-
liacrilamida seguida de tincion con nitrato de plata
es un método sencillo, rapido, eficiente, reproducible
y economico para el analisis de STRs, analogamente
a lo que se ha considerado en otros marcadores.?®
La metodologia de amplificacion con un mismo pro-
grama de PCR para todos los marcadores es también
ventajosa en términos de ahorro de tiempo, ya que
este procedimiento ha sido reportado en estudios
previos.30-33
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Es comun analizar conjuntos comerciales de mul-
tiples marcadores de las series CODIS e INTERPOL
gue incluyen sitios de baja informatividad. El anali-
sis de STRs manualmente y de forma individual es
atil al permitir seleccionar los mejores marcadores
para su aplicacion en cada poblacién.

El establecimiento de bases de datos locales, en
donde se informan las frecuencias alélicas de los
STRs analizados, proporcionara la correcta aplica-
cion de los marcadores en el ambito de la medicina
legal y genética forense. Ademas representa una
fuente de polimorfismos STRs Utiles en la identidad
de personas, lo cual permitira hacer exclusiones de
paternidad de manera confiable y segura en la pobla-
cion del Occidente de México.

Las frecuencias alélicas estimadas para el marcador
D2S1338 fueron similares a reportes previos de pobla-
cion mexicana,®1215 34 en donde las diferencias observa-
das no fueron estadisticamente significativas (p > 0.05).

En poblacion asiatica se observaron resultados
contradictorios ya que no se observé diferencia (p =
0.1896)% en las frecuencias alélicas estimadas para
el marcador D2S1338 en una poblacién, pero al com-
parar otra poblacion igualmente asiatica para el
mismo marcador, si se observa diferencia (p =
0.0044) estadisticamente significativa.3®

Observamos diferencias significativas (p < 0.05)
entre las frecuencias alélicas de poblacion mestiza
con poblacién europea®’38 al comparar los marcado-
res Penta D, Penta E, F13B y FESFPS, notandose
una mayor diferenciacién en los marcadores F13B y
Penta E (p = 0.0000).

Las diferencias entre poblacién mestiza con la eu-
ropea y asiatica pueden explicarse debido a las dife-
rencias en los componentes de la mezcla de cada
poblacion.® Por lo que nuestros resultados sugieren
el establecimiento de bases de datos locales para la
aplicacion de STRs en casos forenses y de paternidad
bioldgica.

CONCLUSION

En conclusién, se presenta el primer reporte en
Meéxico que incluye datos de cinco marcadores STRs
de la serie INTERPOL, de los cuales cuatro no han
sido reportados previamente. Estos datos contribuyen
al conocimiento de la estructura genética mexicanay
favorecen su aplicacion en pruebas de identidad y pa-
rentesco bioldgico en México. Ademas de que las fre-
cuencias alélicas obtenidas contribuyen con el
establecimiento de bases de datos locales para su apli-
cacion en el area forense y en pruebas de paternidad
biologica.
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