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Resumen

La Genética Forense es una de las ramas de la biomedicina que ha mostrado un
vertiginoso desarrollo cientifico. A raiz de este crecimiento, numerosas organizaciones
internacionales oficiales han adoptado sistemas de andlisis de ADN que pudieran ser
transferidos y equiparados en distintos paises, para favorecer el intercambio de informacién
cientifica, técnica y pericial, sobre todo en la resolucién de caso judiciales como estudios de
paternidad y de criminalistica forense. Dicho trabajo no podria ser ejecutado sin contar con

Bases de Datos poblacionales amplias y adecuadamente estudiadas.

En este trabajo se analizar6 un total de 1438 muestras de 4 grupos étnicos de Ecuador,
entre ellos mestizos, amerindios kichwas, amerindios waorani y negros afroamericanos; se
analiz6 por técnicas manuales y electroforesis capilar 20 microsatélites autondémicos
D3S1358, HumFGA, D21S11, Penta E, Penta D, HumVWA, D8S1179, D7S820, D13S317,
D5S818, D16S539, HumTHO1, HumCSF1PO, HumTPOX, HumF13A01, HumF13B,
HumLPL, HumHPRTB, HumFES/FPS y amelogenina; se analizaron también por
electroforesis capilar 12 microsatélites del cromosoma Y como DYS19, DYS385 a/b, DYS
3891, DYS389II, DYS390, DYS391, DYS392, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438 y
DYS439.

Todos los grupos étnicos analizados mostraron estar en equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos los STRs autosémicos analizados. La utilizacién en forma conjunta de 15 STRs
autosémicos (en formato multiplex) ha demostrado poseer una elevada variabilidad y ofrece
un Poder de Discriminacién (PD) conjunto superior a 0,99999999 y de Poder de Exclusién
a priori (MEC) siempre por encima de 0,99999925, la Probabilidad de Matching

combinado encontrado es de 1 en 1.27 x 10'” para mestizos.

Se ha confirmado y cuantificado que mestizos y afroecuatorianos son poblaciones
trihibridas, con proporciones variables de contribucién de amerindios, europeos y africanos.
Como se observa a partir de cromosoma «Y», la contribucién de los varones europeos
(claramente los espafioles en el caso de los mestizos) fue mucho mayor que cuando las

estimaciones de mezcla se calcularon a partir de los STRs autosémicos.
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Se ha confirmado y cuantificado con los marcadores STRs autosémicos que mestizos y
afroecuatorianos son poblaciones trihibridas. Los mestizos contienen ~73% de cromosomas
autosémicos de origen amerindio, un ~19% europeo putativo y ~8% origen africano. Los
afroecuatorianos se pueden estimar en el ~57% africanos, ~28% europeos y ~15% nativos

americanos.

En mestizos, amerindios kichwas y negros afroamericanos, la diversidad haplotipica del
cromosoma «Y » es alta y bastante proxima a uno; se debe observar que este pardmetro, en
los sistemas haploides como ADN mitocondial y el cromosoma «Y», es numéricamente
idéntico a los pardmetros forenses de informacién a priori como el poder de discriminacién
o el poder de exclusion en los casos de paternidad. Se confirma que los mestizos tienen una
corta distancia genética con los espafioles y con las poblaciones caucasoides de la peninsula
ibérica, mientras que los kichwas claramente nativos del nuevo continente se aproximan a
la mayoria de poblaciones urbanas de centroamérica y del drea andina, en aquellos sitios

donde existe una clara presencia indigena.

Siete haplotipos diferentes fueron compartidos entre kichwas y mestizos, uno entre
mestizos y afroecuatorianos y uno entre kichwas, afroecuatorianos y mestizos. Este dltimo
resulta ser el haplotipo més frecuente en los europeos y, particularmente, en los espafioles.
El nimero total de haplotipos diferentes es 276 en toda la muestra analizada. Los mestizos
muestran una distancia corta a los kickwas, pero su distancia a los espafoles es claramente
mds corta que entre los kichwas y los espafioles. También es este el caso para su respectiva

distancia a los guineanos.

Esto es consistente con un triple origen genético para los mestizo: amerindios, europeos
y africanos, como se demuestra por los STRs en el cromosoma «Y» . Los afroecuatorianos
son los mds proximos a los guineanos pero estin mds proximos a los kichwas y a los
espafioles que lo que lo estdn los guineanos. Con diferentes proporciones de mezcla, el

modelo de triple origen propuesto para los mestizos también aplica a los afroecuatorianos.

La herencia haplotipica y la gran posibilidad de combinaciones que ofrecen estos
marcadores advierte de la posible existencia de composiciones alélicas todavia sin analizar,
y de aquellas en las que se desconoce la frecuencia real. La colaboracion de todos los
laboratorios forenses permitird seguir ampliando la base de datos para el cromosoma Y, de
este modo se podrd aumentar la precision estadistica a la hora de interpretar los resultados
de la investigacion de la individualidad biol6gica en la rutina forense. Los datos obtenidos
son de enorma valor antropoldgico y permitirdn trazar mejor la historia de Ecuador en

busca de los orignes de los actuales pobladores del Nuevo Mundo.
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Objetivos

En este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1.

Generar una base de datos de microsatélites en los grupos étnicos
mestizo, amerindio kichwa, amerindio waorani y negro afroamericano
de Ecuador, que sirva como referencia para los célculos estadisticos
utilizados en la resolucion de casos forenses tanto en investigacion de
paternidad como en criminalistica.

Estimar dentro de los grupo étnicos mestizo, amerindio kichwa,
amerindio wuaorani y negro afroamericano los principales pardmetros
estadisticos de interés médico forense de microsatélites autosémicos,
que demuestren la utilidad y rendimiento de dichos marcadores en la
resoluciéon de casos judiciales; asi como comprobar el equilibrio de
Hardy-Weinberg y otros pardmetros estadisticos de aplicacion genético-
poblacional.

Determinar dentro de cada grupo étnico mestizo, amerindio kichwa,
amerindio waorani y negro afroamericano. los estadisticos de interés
médico forense y genético poblacionales de los microsatélites de
cromosoma “Y”, asi como la frecuencia haplotipica y la diversidad
genética de cada marcador analizado, que demuestren la utilidad y
rendimiento de estos marcadores en la resolucion de casos judiciales.

Determinar el grado de mestizaje existente entre grupos étnicos mestizo,
amerindio kichwa, amerindio waorani y negro afroamericano y
determinar diferencias intra e inter poblacionales en cada grupo
estudiado.
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Biodiversidad étnica en el Ecuador

Ecuador: un pais megadiverso

El Ecuador es uno de los 17 paises mega diversos del mundo, es decir de los més
ricos en biodiversidad y endemismo, en cuanto a flora y fauna. Pais megadiverso es
la denominacién que se le da a cualquiera de los 17 paises con mayor indice de
biodiversidad de la Tierra (Semarnat, 2002).

Se trata mayormente de paises tropicales, como los del sureste asidtico y de
Latinoamérica. Albergan en conjunto mas del 70% de la biodiversidad del planeta,
suponiendo sus territorios el 10% de la superficie del planeta (Semarnat,
Declaraciéon de Cancin, 2002). Entre estos paises Ecuador posee el drea mads
pequefia con tan solo 256.370 Km?, esto es, el 0.17% de la superficie terrestre del
planeta, por lo tanto, es el pais con la mayor biodiversidad del planeta en
comparacion con su drea. Esto también se aplica a la diversidad étnica humana que

existe al interior del pais.

La variedad de rostros, rasgos y colores de piel es, probablemente, la mejor
expresion de la diversidad en el Ecuador. Los negros, indios, blancos y mestizos
que hoy viven en dicho pais son de una u otra manera, el resultado de un complejo
y largo proceso de fusién de varios grupos humanos (Ecuador Terra Incdgnita,
2000). Aunque no existen estadisticas actualizadas, aproximadamente uno de cada
cuatro ecuatorianos pertenece a las nacionalidades o pueblos indios actuales. La
mayoria, ademds de una de las trece o mas lenguas indigenas, habla espafiol. De
acuerdo con este dato, ocho de cada doce ecuatorianos es mestizo y habla espaifiol.

Ecuador est4 ubicado al noroccidente de Sur América y tiene cerca de 13 millones
de habitantes. Estd compuesto por tres grupos étnicos principales, clasificados asi
no por importancia sino por numero de habitantes y por su propio
autoconocimiento, a saber: (a)las poblaciones urbanas, mestizas, (b)los amerindios
nativos, que son mds de 100 grupos multiétnicos y pluriculturales, y (c)las
poblaciones negras afroamericanas que son descendientes de esclavos y que
habitan en regiones especificas del pais, mayoritariamente en la provincia de
Esmeraldas, Imbabura y pequefios grupos distribuidos a lo largo de la costa
ecuatoriana. Algunos autores, describen a la poblacidn negra actual como un grupo
dihibrido producto de la mezcla ancestral entre africanos y amerindios (Rickards,
1995; Martinez-Labarga y cols, 1999).
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En los actuales momentos hay un creciente interés en los estudios genéticos
poblacionales en Latinoamérica, particularmente por nuestra riqueza etnogréfica.
Esto se basa en la historia tnica, nueva «con apenas cinco siglos de mestizaje» y
relativamente homogénea de la region, especialmente después del descubrimiento
del continente. En los dltimos cinco siglos, varias poblaciones originales entraron
en contacto, interactuaron entre si y se mezclaron, produciendo el mestizaje. Ellos
son, en orden cronoldgico, los Amerindios, un grupo cercano derivado del Asia
Central; los Europeos, mayoritariamente Espafoles; y los Africanos, quienes
fueron traidos como esclavos a Latinoamérica desde Guinea Ecuatorial (Benitez y
Garcés, 1989).

Por otro lado, en los dltimos dos siglos se han producido varios flujos genéticos
desde Europa a Latinoamérica. Uno de los mds numerosos tomé lugar en los afios
posteriores a la Guerra Civil Espafiola y después de la Segunda Guerra Mundial,
donde los europeos migraron por la violencia y la depresion econdmica de la
posguerra (Rosenblat, 1954). Este movimiento se centralizé en los paises de la
Costa Atlantica y en la regién subcontinental (Rosenblat, 1954); pero fue diferente
en la regién andina y en la costa del Pacifico, donde se localiza el Ecuador. Por
ello, se considera que las etnias que se mezclaron y hoy conforman Ecuador son

mucho més antiguas.

Ademads, después de los primeros contactos entre colonizadores y nativos, hubo
nuevos mestizajes entre los mestizos resultantes de la unién previa y los amerindios
nativos, y asi sucesivamente. Como resultado de estas midltiples mezclas,
aparentemente la carga genética caucdsica se ha ido perdiendo parcial y

progresivamente a través de los afios.

Por otro lado, ahora en sentido inverso, mas de un millon de ecuatorianos ha
emigrado en los dltimos 10 afios a Estados Unidos y Espafia principalmente. S6lo
en el 2003 se registré una salida de 613.106 personas con una tasa de migracion
internacional de 47,7 por cada 1.000 habitantes (INEC, 2003a) constituyendo un
nuevo flujo genético importante sobre todo para los paises mencionados. En ese
mismo afio se registraron 130.000 personas que viajaron a Espafia (INEC, 2003 a).
Se calcula que hoy viven en Espafia méas de 600.000 ecuatorianos.
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La Poblacion Mestiza

Los Mestizos son el grupo mas grande y representativo del pais. Son descendientes
de Espaiioles (caucdsicos) e indigenas nativos amerindios. Actualmente los
mestizos viven en las regiones urbanas, que engloban al 60% del total de la
poblaciéon (INEC, 2003b). Este grupo hibrido lleva tan solo 500 afios, asi como
también existen otros grupos menores, tales como los Mulatos que provienen de
una mezcla entre caucasicos y negros, o los Zambos, una mezcla entre amerindios
y negros (Benitez y Garcés, 1989). Estos tres subgrupos parecen no diferenciarse
en la actualidad pero en el pasado tuvieron un distinto estatus social y econémico.

Los nativos amerindios fueron asimilados facilmente dentro de estos otros

subgrupos.
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Griéfico 1. En la imagen derecha se observa un mapa de Ecuador y su geografia irregular, que ha
marcado una separacion entre los pueblos y etnias primitivos, sobretodo con los pueblos de la zona
amazoénica. En la imagen izquierda se observa las nifias de la ciudad: el rostro del mestizo actual en
las dreas urbanas

Las causas que influyeron poderosamente en el fenémeno del mestizaje en
América entre otras fueron: la baja extraccion social de los espafioles emigrantes,
sus escasos prejuicios raciales y las pocas mujeres espaiiolas existentes en el nuevo
mundo, estas tan s6lo representaban un 10 al 20% del total de espaiioles (Castrillo
F, 1992; Bernand C, 1994).
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Por otra parte, el emigrante espafiol tenia en promedio entre 18 a 25 afios e iba
solo, por lo que formaba su familia en América, esto aliment6 el mestizaje sin lugar
a dudas. Por lo que toca a los escasos prejuicios raciales del espaifiol, éstos se
derivan de la misma formacién de la etnia hispana, integrada por numerosas
oleadas de pueblos europeos y norteafricanos. El espafiol estaba lleno de prejuicios
sociales y religiosos, lo que le planteaba serios problemas a la hora de casarse, pero
carecia de prejuicios para unirse sexualmente con mujeres de otras razas (Castrillo
F, 1992)

En otras ocasiones, la unién entre un conquistador y una indigena tenia razones
politicas o religiosas como la dominacién de un territorio o la conversién al
Catolicismo (Bernand C, 1994). Esto parece ser la explicacién de la fuerte carga
genética indigena y caucdsica que se observa en los habitantes actuales.

Los Pueblos Amerindios

El Estado Ecuatoriano reconocié hace varios afios la multietnicidad y
pluriculturalidad del Ecuador. Este reconocimiento se basé en la existencia de una
realidad indigena que presenta diferentes nacionalidades, con préicticas culturales
comunes, un lenguaje propio y una cosmovisiéon dnica y auténtica apropiada a las
condiciones naturales e histéricas, que los diferencia de entre los otros grupos
indigenas existentes en la region.

‘| (Cofan)

Griéfico 2. Ubicacion geogrifica de algunos pueblos indios. Los kichwas como el de la fotografia son
el grupo étnico mds numeroso y son la cara mds dura de la pobreza.
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Los individuos de una misma comunidad se conciben diferentes de los demads
grupos nativos. Este concepto comprende dos dimensiones: las caracteristicas
culturales y sociales como el idioma, la religion, la fe, la ubicacién geogrifica y
ademads, un sentido de identidad y tradicién unica. Los propios pueblos indigenas
han definido a la «nacionalidad indigena» como una entidad histérica y politica,
que tiene en comun identidad, historia, idioma, cultura propia; que vive en un
territorio determinado, mediante sus propias instituciones y formas tradicionales de
organizacion social, econdémica, juridica, politica y ejercicio de autoridad propia.
También definen «pueblo indigena» como una colectividad originaria, conformada
por comunidades o centros con identidades culturales que les distinguen de otros
sectores de la sociedad ecuatoriana; estd regido por sistemas propios de

organizacion social, econdmica, politica y legal.

En la Tabla 1 se muestran las diferentes nacionalidades existentes en nuestros dias
y reconocidas como grupos étnicos diferentes. Se observa que el idioma de cada
grupo es distinto y que en algunos casos existen grupos similares en los paises
vecinos. Hay que resaltar, que muchos de estos grupos viven condiciones de
aislamiento y de extrema pobreza. El grupo indigena mayoritario lo constituyen los
Kichwas (quichuas).

Tabla 1. Nacionalidades indigenas, pueblos indios y etnias del Ecuador.

.. Pais vecino
Poblacion

Nombre Idioma 5 Localizacion en Ecuador con grupo
estimada similar

Costa: provincia de Esmeraldas,
cantén San Lorenzo, parroquias
Tululbi, Mataje (Santa Rita) y Alto
Tambo.

Sierra: (estribaciones occidentales
andinas) provincia del Carchi: cantén
Tulcén, parroquias Tobar Donoso y El
Chical (Maldonado); provincia de
Imbabura: cantén San Miguel de
Urcuqui, parroquia La Merced de
Buenos Aires y cantén Ibarra,
parroquia Lita.

Viven a lo largo de los rios
Shushufindi, Aguarico y Cuyabeno.
Viven en tres comunidades: San Pablo
de Catétsiaya y Siecoya Remolino .
Ne’fiena, ubicadas en la parroquia San
Roque, cantén Shushufindi; Eno,
ubicada en la parroquia Tarapoa,
cantén Cuyabeno.

Waoroani Wao ~2.000  Provincia de Orellana, cantén Ninguno

Awa Awapit ~3.082 Colombia

Secoya Paicoca ~ 380
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(Auca) Tiriro Orellana, parroquia Dayuma; y cantén
Aguarico, parroquias Tiputini, Yasuni
y Sta. Marfa de Huiririma. Provincia
de Pastaza, cantén Arajuno, parroquia
Curaray. Provincia del Napo, cantén
Tena, parroquia Chontapunta

Sia Pedee En la Costa Norte, Provincia de
Epera (Wamuna ~250 Esmeraldas, Cant6n Eloy Alfaro, Colombia
o Epena) parroquias Borbén y La Concepcidn.

Viven a lo largo de los rios
Shushufindi, Aguarico y Cuyabeno. La
ocupacion es dispersa. La poblacién
~ 400 estd asentada en las comunidades de
secoyas  Puerto Bolivar, Bi’afia y Orahuéaya’.
(Ankuteres La poblacién Siona original fue

y Piojes)  diezmada por enfermedades
introducidas por agentes foraneos y
por la explotacién del caucho en la
cual fueron involucrados directamente.

Siona Paicoca Colombia

Sobre el rio Aguarico, el Guantes y
San Miguel y en la forontera entre
Colombia y Ecuador. Cerca de 1.000
habitantes conservan su lengua y
cultura, mientras otros 500 reclaman

A’i Cofan A’ingae ~1.000 descendencia en sitios dispersos; de Colombia
ellos, al menos 800 radican en
Ecuador. Se encuentran organizados en
las comunidades: Sinangiié¢, Zébalo,
Chandia Na’en, Tayosu Conque,
Dovuno y Dureno

En el Ecuador, en el sureste de la
provincia de Pastaza, canton Pastaza,
parroquia Rio Corrientes. Los Shiwiar
han sido los habitantes tradicionales de
los territorios ubicados en la cuenca
.. Shiwar alta del Rio Corrientes y la cuenca alta p
Shiwiar Chicham ~ 697 del Rio Tigre. Dentro de su patrimonio Perd
territorial, la nacionalidad Shiwiar se
distribuye en nueve comunidades
dispersas: Kurintsa, Tunguintsa,
Cambantsa, Panintza, Chuintza,
Tanguntza, Juyuintza, Pientza y Bufeo.

A'lo largo de los rios Conambo,

Pindoyaco y Curaray. Existen 10

comunidades Zapara; en la parroquia

Rio Tigre: Cuyacocha, Conambo, .

Zapara Zapara ~ 150 Pindoyacu, Balsaura, Wiririma, Perd
Torimbo, Shiona; en la parroquia
Sarayacu: Jandiayacu, Llanchama
Cocha, Mazaramu.
~3
millones  En la sierra desde la provincia del
Kichwa Kichwa enregién Carchi al norte, hasta Loja al Sur. En la Pert

Andina  regién amazonica en las provincias de
Pastaza, Napo, Sucumbios y Orellana
~70.000
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en
Amazonia.

Zona Norte: cantén San Lorenzo,
parroquia Tululbi; cantén Eloy Alfaro,
parroquias San José de Cayapas,
Telembi, Santo Domingo de Onzole,
San Francisco de Onzole, Borbén y
Cha’palaa  ~8.040  Atahualpa. Zona Centro: cantén Rio Ninguno
Verde, parroquia Chumundé; cantén
Quinindé, parroquias Cube y
Malimpia. Zona Sur: cantén Muisne,
parroquias San José de Chamanga y
San Gregorio.
Provincia Pichincha, cantén Santo
Domingo de los Colorados, parroquias
Tsa’fiqui ~2.000  Puerto Limon y periferia de la Ninguno
cabecera cantonal de Santo Domingo
de los Colorados (La Aurora)
Provincias de Zamora Chinchipe y
Morona Santiago, en 668
comunidades. Al interior de la
nacionalidad se adoptan otras auto
denominaciones asi encontramos a los
Shuar Muraya Shuar (gente de la montafia) P
Shuar Chicham ~ 110.000 que estdn asentados en el Valle del rio Perd
Upano; los Untsuri Shuar (gente
numerosa) situados entre las
cordilleras del Céndor y Cutuct; los
Pakanmaya Shuar que viven en la zona
del Transcutucd.
Ubicados los rios Macuma y Huasaga,
Achuar ue conforman 56 centros con
Achuar Chicham ~3:500 glrededor de 830 familias, provincias
de Pastaza y Morona Santiago

Espafiol ~500.000 En Esmeraldas y Carchi Ninguno

Chachi
(Cayapa)

Tsa’Chila
(Colorado)

Peru

Negro
afroecuatoriano

Fuentes: Disponible en: http://www.codenpe.gov.ec (CODENPE-SIDENPE-SIISE®, 2002).
CODENPE es Consejo de Nacionalidades y Pueblos indigenas del Ecuador. SIDENPE es Sistema de
Indicadores de Nacionalidades y Pueblos indigenas del Ecuador.

SIISE es Sistema integrado de indicadores sociales del Ecuador (Disponible también en:
http://www frentesocial.gov.ec/siise.htm). Base de datos de las comunidades de las Nacionalidades y
Pueblos, segin la DPA, construida sobre la informacién del CODENPE, PRODEPINE, DINEIB y
validada en los Talleres Regionales de Consulta.

Elaboracién: autor

Existen muy pocos estudios genético-poblacionales realizados sobre las
poblaciones de Ecuador, y en especial sobre las indigenas y negras. Los pocos que
existen se han enfocado en dos grupos principales los Chachi y los negros
afroamericanos que viven en la provincia de Esmeraldas. Esto demuestra la poca

investigacién realizada sobre este tema, como lo muestra el cuadro siguiente.
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Tabla 2. Estudios genéticos publicados sobre poblaciones ecuatorianas
(no se incluyen las publicaciones derivadas de este trabajo)

Grupo étnico Marcador genético analizado | N = | Fuente Aino
Marcadores séricos
Chachi (Cayapa) gg%“iﬁ;gl 362’, 2173511’ o | 139 | Scacchiy cols 1994
APOC2
Marcadores séricos
eritrocitarios subtipos ACP1,
Chachi (Cayapa) ADA, AK1, CA2, ESD, 164 | Rickards y cols. 1994
GLOl1, G6PD, PGD, PGM1,
PGM2, SODA, y HB
Chachi (Cayapa) | HLA clase II 100 ;‘ctglss‘“acme“berg 1994
Chachi (Cayapas)
Negro RFLPs del gen COL1A2 Pepe y cols. 1994
afroamericano
Chachi (Cayapa) | Alotipos GM y KM 65 | Krony cols. 1994
Chachi (Cayapa) HLA clase 11 100 | Trachtenberg y cols. | 1995
Chachi (Cayapa) HLA DQAT1* 40 | Zimmerman y cols. | 1995
Chachi (Cayapa) HLA clase I (B) 13 | Garber y cols. 1995
Chachi (Cayapa) i?gggnzrgfrcador Rickards O. 1995
Waorani HLA DRB1 6 | Blagitko y cols. 1997
Chachi (Cayapa)
Negro Factor V Leiden muatciones 111 | Pepe Gy cols. 1997
afroamericano
Chachi (Cayapa) | Polimorfismos Apo Ey B 96 | Scacchi y cols. 1997
Chachi (Cayapa) | ADN mitocondrial 204 | Rickards y cols. 1999
Marcadores séricos ACP1,
ADA, AK1, CA2, ESD,
Negro GLO1, G6PD, PGD, PGM1, 255 Martinez-Labarga y 1999
afroamericano PGM2, HBbeta, F13A, F13B, cols.
ORMI, AHSG, C6,C7 y
APOC2
Mestizo y mulato | RFLPs del gen COL1A2 286 | Rickards y cols. 2005
(Téilg?;ﬁ‘o) RFLPs del gen COL1A2 80 | Babalini y cols. 2005
Fuente: ver referencias  Elaboracion: autor
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Los Kichwas amerindios

Las poblaciones amerindias nativas de los Andes se han clasificado en dos grupos
de acuerdo al lenguaje que practican: los que hablan Quechua y los que hablan
Aymara (Rodriguez-Delfin et al, 2001). Quechua, con «e», es el lenguaje que se
habla hoy en dia por los descendientes de los incas, especialmente en Perd y
Bolivia (Gené M et al, 1998 and 2000; Benitez y Garcés, 1989). Esto no es una
realidad en Ecuador porque la mayoria de los indigenas hablan Quichua (Kichwa),
con «i», que es una variacion antropoldgica del lenguaje, derivada del proceso de
mezcla inter-indigena después del periodo Inca. En los actuales momentos el
Estado patrocina una programa nacional para unificar el lenguaje Kichwa
ecuatoriano (de ghiswa «zona templada»), también runa shimi, o kuri shimi
(Conejo A, 2005; CODENPE-SIDENPE-SIISE, 2002).

Los Kichwas, nombre ancestral, o los Quichuas, un nombre derivado y adaptado
por el mestizaje, comprenden una poblacién de ~3.000.000 de habitantes «20% de
la poblacién ecuatoriana» (CODENPE-SIDENPE-SIISE, 2002). Son el grupo mas
representativo de los amerindios de nuestro pais. La mayoria viven en la regién

andina, desde el Carchi al norte hasta la provincia de Loja al sur.

Existen otros grupos que habitan en las provincias de Pastaza, Napo, Sucumbios y
Orellana, que llegan a ~70.000 habitantes y, se caracterizan por hablar una variedad
de Kichwa distinguible del de la sierra, estdn organizados 438 comunidades
distribuidas asociaciones, cooperativas, centros, federaciones y organizaciones
provinciales (Brito M, 1992). Los incas impusieron el «Quechua» como idioma de
dominacién y alianza, los conquistadores y misioneros espafioles se apropiaron de
esta expansion lingiifstica para imponer el espafiol, por ello, la mayoria de los
indigenas kichwas hablan espafiol como segundo idioma.

La nacionalidad Kichwa es producto de la unién de varios grupos con el mismo
idioma pero con diferencias culturales pequefias, entre ellos estdn los Karanki,
Natabuela, Otavalo, Kayambi, Kitu-kara, Panzaleo, Chibuleo, Kichwa del
Tungurahua, Salasaka, Puruhd, Kafari y Saraguro. La nacionalidad Kichwa de
Ecuador aparece luego de un proceso de «quichuisacion» de multiples grupos
diferentes, que tuvieron contacto durante el periodo preincésico y, adaptaron el
«quichua» como un segundo lenguaje. El «Quechua» fue el idioma de los Incas
(Moya A, 2000).
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Grifico 3. Mujeres kichwas actuales

El quechua procedente de los descendientes de los Incas es el cuarto idioma mas
hablado en América y la lengua nativa mas extendida del continente, seguida del
guarani y luego el aymara. Se habla en la zona occidental de Sudamérica, y es
junto al espaiiol, el idioma oficial en Bolivia, Perud (en las zonas donde predomine)
y Colombia (en su territorio). Es de tipo sintética aglutinante por lo que ni el acento
ni el tono de voz afectan el significado de la palabra.

Muchos estudiosos niegan que se trate de una sola lengua. Si bien el mayor
consenso la identifica como un continuo dialectal algunos la consideran mds bien
una familia de lenguas, como el chino; y otros, como el Instituto Lingiiistico de

Verano, la consideran un macroidioma (http://es.wikipedia.org/wiki/Quechua).

En Ecuador el quichua, kichwa o kuri shimi, es el segundo idioma mds utilizado en
el pais, especialmente donde se asientan comunidades indigenas en las zonas de la

sierra.
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Los Waorani

Son el dltimo pueblo némada de cazadores-recolectores que existe en Ecuador.
Conocidos tradicionalmente como «aucas» 0 «jibaros» han sido popularizados por
considerarlos capaces de «reducir cabezas», proceso denominado «tzantza».
Hablan el idioma «Wao Tiriro» que segun estudios lingiiisticos han demostrado
que carece de congéneres para esta lengua. Actualmente, los waorani viven en
pequefios grupos aislados de la Amazonia ecuatoriana, algunos de ellos a expensas
de las compaiiias petroleras que deforestan y destruyen su entorno natural (Wray
N, 1999), otros individuos viven aislados sin ningin contacto con el mundo
occidental como son los «Tagaeri», los «Taromenane» y los «Ofiamenane» que
viven dentro del territorio legalizado (CODENPE-SIDENPE-SIISE, 2002).

Segiin el Diagndstico de la Nacionalidad Waorani realizado en 1999, la poblacién
supera las 2.200 personas. Actualmente, se encuentran organizados en alrededor de
28 comunidades que agrupan a la poblacién en contacto (CODENPE - SIDENPE -
SIISE, 2002).

Griéfico 4. Foto de una pareja Waorani y ubicacién geogrifica de la reserva. Se los considera un
pueblo en extincion.
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La unidad basica tradicional o grupo doméstico es el «nanicabo», constituido por
familias ampliadas o miltiples compuestas por un nimero de seis a diez familias
que habitan bajo un mismo techo o «maloca»; estos grupos domésticos son
autosuficientes, auténomos y estan organizados alrededor de un anciano o anciana

de cuyo nombre se deriva el nombre del grupo doméstico.

La unidad territorial o grupo local se denomina «waomoni», que es la unién de
varios «nanicabos». Los «waomoni» son de caracter endogamico, al interior del
cual deben darse los matrimonios entre primos cruzados y las relaciones de alianza.
Existe una combinacién de formas tradicionales con criterios nuevos de
asentamiento semi-nuclear. Gran parte de las comunidades estdn formadas por dos
o tres «waomoni» de diverso origen. Una minoria vive ya sea en malocas

agrupadas” o en grupos domésticos aislados.

Su médximo organismo es el Consejo Bile Waorani, que es la Asamblea de toda la
nacionalidad. La Organizacién mayor de representacion externa es la Organizacién
de la Nacionalidad Waorani de la Amazonia Ecuatoriana, ONHAE, conformada a
partir de los afios 90. La ONHAE es miembro de la CONFENIAE y de la CONAIE
(Wray N, 1999). Se encuentran ubicados en tres provincias de la Amazonia:
Provincia de Orellana, cantén Orellana, parroquia Dayuma; y cantén Aguarico,
parroquias Tiputini, Yasuni y Sta. Marfa de Huiririma. Provincia de Pastaza,
cantén Arajuno, parroquia Curaray. Provincia del Napo, cantén Tena, parroquia
Chontapunta (Brito M, 1992).

En cuanto al territorio de los waoranis podemos decir que su territorio tradicional
se extendia sobre un 4rea aproximada de 2°000.000 ha, entre la margen derecha del
rio Napo y la izquierda del Curaray (ver grafico 4). Este pueblo mantuvo su
independencia y defensa de su territorio por medio de acciones guerreras. A partir
de 1958, con la presencia permanente del ILV (Instituto Lingiifstico de Verano), se
inicia la época de contacto con el exterior (PRODEPINE: Proyecto de Desarrollo de

los Pueblos Indigenas y Negros del Ecuador, 1.999).
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Los pueblos negros descendientes de africanos

El trafico de esclavos del Atlantico promovido por los imperios occidentales entre
los siglos XV y XIX, movi6 por la fuerza al menos 11 millones de personas desde
Africa, siendo un tercio de los mismos procedentes de Africa central y occidental
(Salas y cols, 2005).

La poblacién negra de Ecuador desciende de los esclavos africanos traidos desde la
costa atldntica de Africa a América. Es posible que originalmente hayan sido
traidos primero desde Guinea Ecuatorial a Panamd, y desde alli a Ecuador en
barcos de esclavos alrededor del afio 1553, afio donde se registran los mayores

cargamentos de esclavos (Estupinan-Bass, 2006).

Los primeros negros que llegaron a Esmeraldas fueron ndufragos que se salvaron
de un barco que encallé en las costas de Esmeraldas y ganaron la tierra a nado
(Estupifidn-Bass, 2006). Al internarse en el continente se convirtieron en «los
seflores de la comarca» (Gonzalez-Suarez F, 2004).

El principal de estos negros habia vivido en Sevilla y hablaba castellano. Los
negros sometieron a las tribus indigenas entre las que se encontraban los cayapas.
Estos indigenas han consagrado el nombre «malaba», malo, diablo o «juyungo»

para designar a los negros.

Durante la colonia, en la Real Audiencia de Quito, la provincia de Esmeraldas fue
conocida como la «Repiiblica de Zambos», por lo que las autoridades siempre han
tratado de relacionarse con jefes negros debido a su gran influencia local
(Gonzélez-Suarez F, 2004). La poblacion de la provincia de Esmeraldas es
mayoritariamente negra y existen estudios antropoldgicos que han determinado un

gran aporte de «lo negro» a la cultura ecuatoriana.

Hoy en dia habitan principalmente en dos regiones del Ecuador, en el Valle del
Chota ubicado en la Provincia del Carchi dentro de la zona andina y, en la
provincia de Esmeraldas en la parte costera del pais. Tienen una poblacién de

~500.000 individuos dispersos en todo el pais.

Hablan espafiol y tienen una rica cultura de tradiciones afroamericanas entre las
que se cuenta la musica, la danza y las pricticas religiosas ancestrales (Benitez y
Garcés, 1989). Viven de las actividades agricolas en las zonas rurales y en las
ciudades han sido asimilado a la cultura urbana (Vasquez L, Saltos N, 2003).
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Escritores esmeraldefios como Julio Estupifidn Tello y Antonio Preciado
(Estupifidn-Bass, 2006) han revalorizado la aportacion negra al desarrollo cultural
y han afianzado los valores propios de su etnia (rebeldia, sentido de independencia)
y sus manifestaciones culturales.

Aunque se han dispersado por todo el territorio ecuatoriano debido a su situacién
socio-econdmica, se los puede reconocer por sus manifestaciones culturales, muy
ricas en musica, fiestas y costumbres que todavia no han perdido el esplendor de

las tierras lejanas de un continente ancestral.

A inicios del tercer milenio los pueblos negros afroecuatorianos ain luchan por
desprenderse del legado de la esclavitud mds antiglia que la conquista.
Probablemente sabemos menos de este pueblo como seres humanos y de sus
necesidades que de ningtn otro.

Grafico 5. Mujer negra de Esmeraldas,
la provincia con mayor nimero de pobladores negros del Ecuador.
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El poblamiento de América

La historia América y de su poblamiento ha sido objeto de un gran nimero de
estudios en los ultimos afios, que no han sido los primeros pero si los mas
cientificos. En realidad existieron ya desde los primeros afios de la conquista
diversos trabajos y especulaciones sobre este tema. Para los europeos les resultaba
incomprensible que los americanos hubieran vivido casi 500 afios separados del
mundo cristiano (Borja G, 2006).

Algunos crefan que los americanos eran descendientes de una tribu de Israel, otros
decian que venian desde el Asia y que se habian expandido desde el norte al sur.
Esta teoria se hizo mds popular con el descubrimiento del estrecho de Beering y

que luego se ha confirmado parcialmente en la actualidad (Borja G, 2006).

Para nuestro trabajo basta decir que el camino epistemolégico comienza a partir del
estudio de un determinado polimorfismo genético y contando con la informacién
aportada por otras disciplinas como la lingiiistica y la arqueologia, se intenta
reconstruir la historia de una poblacién.

En cuanto al continente americano, hay controversias abiertas en varios frentes. En
el campo arqueoldgico existen dos hipétesis. La primera hipdtesis sitda el primer
poblamiento de América hace unos 10-14.000 afios, y la segunda lo sitia hace
30.000 afios (Bahn PG, 1993).

Grifico 6. Probables rutas de migracién humana desde Africa. Atn no se ha completado los
estudios genétticos que expliquen la poblacién de América.
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En el campo lingiiistico, la clasificacion tradicional es muy prudente a la hora de
reconocer grandes agrupaciones o familias lingiifsticas, lo que hace que se hayan
propuesto hasta 200 lenguas para el continente americano, lo que representa mas
del doble del conjunto del resto del mundo (Ruhlen M, 1991).

Joseph Greenberg (Greeberg, 1987), con su metodologia innovadora vy
controvertida, propuso que las lenguas del continente americano se pueden agrupar
en tres grandes familias: esquimo-aleutiana, na-dené, que comprende 34 idiomas
hablados en dos territorios: el noroeste de Canada y el suroeste de los Estados
Unidos, y amerindia, que engloba los 583 idiomas restantes hablados por los

nativos en América central y del sur (Ruhlen M, 1991).

Aunque muy pocos especialistas en filologia de las lenguas americanas aceptan
esta clasificacién, ésta ha sido acogida muy favorablemente por los genetistas, ya
que permite formular hipdtesis més sencillas sobre el poblamiento de América.

Los genetistas han estudiado el ADN mitocondrial, en las formas presentes en
nativos americanos y lo han clasificado en cuatro grandes grupos o haplogrupos: A,
B, C y D (Torroni y cols, 1993). Otros autores (Torroni y cols, 1992) propusieron
que s6lo un haplotipo por haplogrupo entré en América proveniente de Asia y que
esto ocurrid en tres oleadas migratorias correspondientes a los tres grupos

lingiiisticos.

En cambio, otros cientificos (Merriwether y cols, 1995; Merriwether y cols. 1996)
estiman que multiples variantes de cada linaje entraron en América, probablemente

en una sola oleada de migracion.

La solucion a este dilema exige seguramente por un conocimiento mas detallado de
la molécula de ADN mitocondrial, ademds de mejores herramientas numéricas para
la datacién de la variabilidad y la deteccion de cuellos de botella (reducciones del
tamafio de una poblacién con una recuperacién posterior), y quizds una reflexiéon
mas profunda sobre las relaciones entre los origenes de la variabilidad en un gen y

la variabilidad en una poblacioén.
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Origen de los ecuatorianos actuales

La evidencia arqueoldgica hoy disponible permite afirmar que nuestra historia
comienza hace unos 11.000 afios (Ayala y Ferndndez, 2003). Hacia esta fecha el
pais ha salido ya de una de las épocas mas frias de la glaciacién Wisconsin y se
instaura un proceso de mejoramiento climético, el mismo que tardé algunos
milenios en alcanzar las condiciones actuales (Ayala E, 1988; Ardila y Politis,
1989).

La caza-recoleccién como estrategia adaptativa perdurd, en términos generales,
hasta el tercer milenio antes de Cristo, cuando surgieron las primeras
manifestaciones de la agricultura como medio bdsico de subsistencia. Este lapso de
aproximadamente 6.000 afios ha sido denominado por los arquedlogos periodo

litico o precerdmico (Ardila y Politis, 1989).

Para el caso de América del Norte ha sido subdividido en paleoindio y arcaico, en
razon de la diversidad de recursos explotados y de las estrategias de supervivencia.
Las escasas investigaciones sobre las sociedades tempranas en el actual territorio
del Ecuador no ha permitido a la arqueologia ecuatoriana proponer divisiones
similares. (Ardila G, 1992)

El problema del poblamiento inicial del pais es bastante complejo, en vista de que
poco se conoce la dindmica de las migraciones tempranas (Ayala y Fernandez,
2003). Los registros arqueoldgicos existentes nos permiten, sin embargo, afirmar
que el poblamiento de nuestro pais se hizo por el callejon interandino, acaso con

migraciones menores por la Costa y el Oriente (region amazonica).

Los seres humanos parecen haber ocupado rdpidamente el callején interandino. La
Costa, en cambio habria permanecido largamente deshabitada, a juzgar por la
relativa escasez de asentamiento precerdmicos descubiertos, excepto los numerosos
sitios de la peninsula de Santa Elena, en una regién que, comparativamente, es una

de las m4s estudiadas del pafs.

El Oriente habria sido objeto de incursiones esporddicas desde la Sierra, que
apenas rozaban la selva tropical. Si hubo alguna migracién por la selva, las
evidencias no han sido atin descubiertas, por falta de exploraciones sistematicas de
la region (Salazar E, 1984).
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Restos humanos antiguos

Los vestigios arqueoldgicos se reducen en su mayoria a conjuntos de artefactos de
piedra abandonados en los campamentos prehistoricos. Las investigaciones han
fallado sistemdticamente en encontrar restos humanos en los niveles de ocupacion
temprana del pais. Por otro lado, los pocos especimenes hallados, cuya existencia
se crey6 muy antigiia, resultaron, para desilusiéon de los cientificos, demasiado
recientes: el famoso craneo de Punin (Sallivan y Herman, 1938) datado en 4.950 a
C.; los craneos de Paltacalo, atribuidos una edad reciente (tal vez el periodo de
Integracion), y en el crdneo de Otavalo (Vasquez C, 1976), ubicado en el primer
milenio antes de Cristo (Holm O, 1981).

De mayor trascendencia para el conocimiento de la poblacién paleo ecuatoriana es
el hallazgo de los restos de al menos 192 individuos en las excavaciones del sitio
OGSE-80 de la cultura Las Vegas, en la peninsula de Santa Elena (Stothert J,
1988). Dataciones radiocarbdnicas ubican estos restos entre 6.300 y 4.600 a C.,

constituyendo, por tanto, los vestigios humanos mds antiguos del Ecuador.

La evidencia arqueoldgica

Las teorias sobre la presencia de cazadores-recolectores tempranos se apoya en la
evidencia de cultura material en los sitios excavados y por hallazgos superficiales

aislados.

Desde una perspectiva global, estos descubrimientos aislados proveen poca
informacién cultural, pero la procedencia de los artefactos permite registrar su
distribucién espacial, dato que puede ser relevante para la interpretacién
arqueoldgica. Desde este punto de vista, los hallazgos arriba mencionados arriban
confirman la presencia de cazadores tempranos a lo largo de casi todo el callejéon
interandino del Ecuador (Santiana A, 1966; Ayala y Fernandez, 2003).

Entre los sitios excavados merecen citarse El Inga y San José en la provincia de
Pichincha, la cueva de Chobshi en la provincia del Azuay, los sitios de Cubildn en

la provincia de Loja, y el sitio de OGSE-80, en la provincia de Guayas).

El Inga se encuentra a 2.500 m. de altura, en la base del cerro Ilalé por su lado
oriental. Las excavaciones de Robert Bell permitieron recuperar una ingente
cantidad de material litico de obsidiana y rocas basalticas pertenecientes a tres

periodos sucesivos de ocupacion (Bell R, 1965).
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Lamentablemente, las dataciones radiocdrbonicas no han dado una cronologia
consistente, debido a que las muestras provenian de un terreno disturbado por
labores agricolas. En todo caso, la fecha mds antigua que se posee para este sitio es
de 7.800 a. C.

Del andlisis del material recuperado se infiere que El Inga fue un campamento
paleoindio donde se llevaban a cabo diversas actividades, incluyendo Ia
manufactura de artefactos.

Cabe destacar entre los utensilios encontrados, la presencia de cuchillos,
raspadores, buriles y puntas de proyectil de diversas formas y tamafos,
particularmente la punta de cola de pescado, caracteristica del horizonte paleoindio
mejor conocido de Sudamérica (Bonifaz E, 1978). El sitio se encuentra ubicado en

una zona rica en vestigios tempranos que yace entre el Ilalé y la cordillera Oriental.

Los yacimientos paleoindios que le son mds afines por sus rasgos generales y su
industria litica se encuentran hacia la base oriental del cerro, por lo comiin bajo la
cota de 2.600 m. Al respecto vale citar Lazén, San Cayetano, San Juan, San José,
este ultimo datado en 9.350 a.C., por el método de la hidratacién de la obsidiana.

Fuera de este sector hay numerosos sitios precerdmicos de filiacién atdn
desconocida, cuya densidad va disminuyendo a medida que se accede a los
péaramos de la cordillera Oriental.

En el sur del pais hay que mencionar la cueva de Chobshi, ubicada a 2.400 m. de
altura en el cantén Sigsig, provincia del Azuay. Depredada por largos afios, la
cueva fue finalmente excavada (Lynch y Pollck, 1985) donde se logré recuperar
una importante muestra de artefactos de piedra y restos de fauna que parecen
guardar relacion con la tradicién tecnoldgica de los utillajes del Ilalé.

En el limite entre las provincias del Azuay y Loja se excavo los sitios de Cubildn
(Cu-26 y Cu-27), ubicados en la cordillera Oriental a 3.100 m de altura, en una
zona ecoldgica calificada como subpiramo (Temme M, 1982). Cu-26 es un
campamento que ha dado evidencia de al menos siete fogones, aparentemente
contemporéneos, dataciones radiocarbonicas indican una edad entre 7.110 y 7.150
afios antes de Cristo.

Hay en Cu-27 predominio de actividades de taller, a juzgar por la presencia de
nudcleos y restos de talla. Muestras de carbon vegetal indican una antigiiedad de

8.550 a. C. y 8.380 a. C., por el método de andlisis radiocarbonico.
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El complejo Las Vegas comprende alrededor de 31 sitios ubicados a lo largo de
drenajes antiguos, playas y lagunas secas, en la parte occidental de la peninsula de
Santa Elena. El registro arqueoldgico incluye restos de fauna marina y litoral, asi
como del interior, una industria litica de horsteno en la que no hay instrumentos
bien definidos, y la serie de esqueletos humanos sefialados anteriormente. Fechas
de radiocarbono ubican el complejo Las Vegas entre 9.050 a. C. y 4.650 a. C., con
tres fases: Pre-Vegas (9.050 8.050 a. C.), Las Vegas temprano (7.850 6.050 a.C.),
y las Vegas tardio (6.050 4.650 a.C.)

Comprendiendo el mestizaje, raices de la diversidad étnica

El Ecuador se presenta como una comunidad histérica duefia de una gran riqueza
cultural. El proceso histérico en el cual los pueblos en el actual territorio
ecuatoriano han convivido y desarrollado en un medio ambiente diverso, como la
Costa, la Sierra andina, la Amazonfa y Regién Insular, ha dado lugar a una
variedad de practicas sociales, culturales y econdémicas y ha permitido el

fortalecimiento de las identidades y experiencias como pueblos.

En los estados de América Latina coexiste la diversidad de pueblos y culturales
propias, la diversidad étnica es por lo tanto, la caracteristica de las sociedades

latinoamericanas.

La presencia de pueblos nativos en el territorio ecuatoriano data ya de hace unos
11.000 afios a.C. Durante la época preincdsica habitaban en la Costa se registran
culturas ampliamente desarrolladas como la cultura Valdivia, que poseia
conocimientos amplios en la agricultura, la cerdmica, la pesca y la comunicacién

comercial.

En Bahfa, Jama Coaque y en otros centros existid una organizacién urbana
importante. En la Tolita crecieron culturas a base del conocimiento de técnicas de
la metalurgia en platino, cobre y oro. La presencia de otros pueblos costefios como
los mantas, huancavilcas, chonos y pundes completa la vision de culturas

regionales con un cardcter propio.

En la Sierra encontramos pueblos con una compleja organizacién social como los
de narrio challuabamba, tuncahuan, quillasinga y posteriormente la presencia de
otros como los pastos, caranquis, cayambis, cochasquis, otavalos, quitus,

panzaleos, puruhaes, cafiaris, paltas, etc.
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Estos pueblos se distinguen por un domino tecnolégico de los distintos pisos
ecolégicos y el oportuno aprovechamiento de los recursos naturales, asi como un
buen conocimiento de la astronomia, que les permitié disefiar un calendario

agricola.

En la regién amazénica se puede citar a otros pueblos como los napos, secoyas,
quijos, shuar y otros, en los que se aprecia un alto grado de dominio del medio, un
aprovechamiento de la diversidad ecoldgica, el conocimiento curativo de las
plantas, las técnicas de cerdmica, etc.

Durante el siglo XV los incas conquistaron la parte sur de lo que hoy es el
territorio ecuatoriano, su presencia no durdé sin embargo, mds de 80 afios. La
expansion incdsica encontrd resistencia en territorio ecuatoriano, y su dominio se
concentrd a lo largo de la Sierra.

Los territorios de la Costa no fueron integrados politicamente al Tahuantinsuyo,
sin embargo, existieron diversas pricticas de intercambio comercial entre las dos
regiones. Dentro del Tahuantinsuyo hubo diversos conflictos de poder, el mismo
que estuvo dividido entre la familia quitefia de los incas, hoy Ecuador, y la familia

de cajamarca en Peru.

En el norte de los Andes la realeza inca se habia ligado con los cacicazgos locales y
competia con la familia real del sur. En este contexto se hizo posible la conquista
espafiola que tomo ventaja de las divisiones de poder existentes entre los incas. Los
incas provocaron una repoblacién obligada al llevar y traer poblaciones entre los
distintos territorios, trafan poblaciones leales del sur del imperio y las radicaban en
las regiones conquistadas en el norte. Un ejemplo, son los actuales zaraguros que
tienen vinculos étnicos con algunos pueblos del Perd (Borja G, 2006)

La conquista europea en el siglo XVI se produjo en circunstancia en el que
Tahuantinsuyo se encontraba fragmentado, y un apreciable sector de la poblacién
india apoyaba la accidn de los invasores facilitando de esta manera el proceso de

dominacién y posteriormente la instauracién del sistema colonial.

Esta colonizacién estuvo caracterizada por la imposicion de un sistema social que
negaba y excluia a la cultura aborigen. La irrupcién hispdnica en tierras americanas
y la conformacién de la sociedad colonial son las experiencias historicas, sobre
cuya base emergi6 la cultura ecuatoriana.
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La monarquia espafiola y la Iglesia catdlica fueron ejes a partir de los cuales se
construy6 la nueva sociedad fundada en relaciones asimétricas de conquista y, por
lo tanto, de dominacién politica, econémica y cultural.

Esta situacion de conflictividad en las que se desarroll la conquista y la colonia
exigi6 alianzas y negociaciones entre los diferentes grupos étnicos. Esta relacion
promovié el surgimiento de un mestizaje con caracteristicas fisicas y culturales
peculiares. Existi6 una dinamica de negociacion y de conflicto del mestizo, a veces
era mds conveniente declararse indigena, por ejemplo para librarse de ciertos
impuestos y en otros caso era mejor ser mestizo para evadir por ejemplo la
obligacién de la mita.

A esto se agrega que las identidades no son algo concluido sino algo que se
encuentra en permanente construccioén, en negociacion con las otras identidades.
Gracias a este mecanismo social de adaptacion la cultura mestiza se caracteriza
hasta nuestros dias por ese sincronismo mediante el cual, es capaz de aprovechar
diferentes recuros culturales y pricticas sociales para construir identidades segin

las necesidades y estrategias del momento histérico (Borja G, 2006).

Otro grupo étnico que forma parte de la diversidad cultural ecuatoriana son los
afroecuatorianos. Durante la Colonia el mundo europeo impuso en América la
esclavitud del negro. A partir del siglo X VI llegaron al territorio de lo que hoy es el
Ecuador los primeros grupos de esclavos africanos, los mismos que inicialmente
fueron destinados al trabajo en plantaciones de las zonas tropicales de la Costa y

algunos valles cdlidos de la Sierra.

No hay duda que la poblacién de origen africano, si bien no fue numéricamente
considerable, comparada con otros paises de América, ha marcado una huella
imborrable en el acervo de la cultura ecuatoriana de hoy.

En el proceso de dominacién social y politico, las culturas aborigenes amerinidias
y la cultura negra ha persistido a lo largo de la Republica, lo que ha traido como
consecuencia movimientos de permanente reivindicacién de estos pueblos y cuya
respuesta ha sido el fortalecimiento de sus identidades y la integracién en una
nueva sociedad intercultural y urbana.
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Una mirada actual a la Genética Forense

El estudio de la variabilidad genética como medio de identificacién humana se
inici6 con el andlisis de los grupos sanguineos (antigenos eritrocitarios)
(Hirschfield y Hirschfiel, 1919). Posteriormente se continué a través del andlisis de
proteinas séricas, enzimas leucocitarias y eritrocitarias y del sistema HLA

(antigenos leucocitarios humanos).

En 1985 Alec Jeffreys y cols. (Jeffreys y Pena, 1993) describian un método de
identificacién individual que denominaron DNA fingerprinting o huella genética.
Este prometia ser la solucién definitiva al andlisis de la diversidad humana desde la
Medicina Legal, tanto en Investigacién Biol6gica de la Paternidad como en

Criminalistica.

En ese primer momento se pensé que la incorporaciéon de esta metodologia a la
practica forense se retrasaria debido a problemas estrictamente legales (Jeffreys y
Pena, 1993), sin embargo, la historia demostraria que esta prediccién era

extremadamente pesimista.

En abril de ese mismo afo, se resolvia satisfactoriamente un problema de
inmigracion por medio esta tecnologia (Jeffrey y cols, 1985) y precisamente en el
pais donde esa técnica vio la luz, Inglaterra. Muy poco tiempo después, se admitiria
también en un tribunal britdnico la investigacion bioldgica de la paternidad basada
en la prueba del ADN (Gill y Werret, 1987).

En 1987, el uso de la denominada huella genética o DNA fingerprinting habia sido
ya admitido en los procesos penales, tanto en Inglaterra como en USA, y en 1988
el Ministerio del Interior Britdnico, asi como el de Asuntos Exteriores y
Commonwealth ratificaron el uso de esta técnica para la resolucidn de casos de
inmigraciéon en los que hubiera que dilucidar la existencia o no de relaciones
familiares (Home Office, Londres, 1988).

Actualmente se puede afirmar que la prueba de ADN estd consolidada
cientificamente y su valor ante los tribunales no deja lugar a dudas. Para estudiar
los problemas de aplicacién forense de nuevos polimorfismos ADN, con el 4nimo
de estandarizar metodologias y establecer un riguroso control de calidad surgieron
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hace ya varios anos la TWGDAM (Technical Work Group for DNA Analysis
Methods) en EEUU y en Europa la EDNAP (European DNA Profiling Group) con
representantes de cada uno de los paises miembros de la UE.

El avance tecnolégico y el conocimiento de la transmisién hereditaria de
marcadores genético-moleculares han permitido el desarrollo de la Genética
Forense particularmente en todo lo referente a la identificacion de personas y restos
cadavéricos, el andlisis de vestigios bioldgicos de interés criminal y la
investigacién de la paternidad (Edwards y cols., 1991; Sprecher y cols., 1996).

En los ultimos afios, el andlisis de los polimorfismos de ADN por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha convertido en el procedimiento
idéneo en la practica forense (Martinez-Jarreta y cols., 1996), para la resolucion de

este tipo de muestras.

Alto RFLP : Mini STRs
Pruebas Multi-Locus : miniplexes
: SNPs
RFLP microarrays
Pruebas Uni-ocus : STRs multiplex
P B I ; ..........................
discriminacion i PobyMarker  pysgo
genetico STR simple
mtDNA .
— : HLADQo. Sistema ABO
Bajo :

Lento | * Rapido

Velocidad de anélisis de tecnologia

Griéfico 7. Comparacién de las tecnologias de tipificaciéon de ADN. Se contrasta de forma
arbitraria la velocidad de andlisis versus el poder de discriminacién del sistema genético.
Se ubican en el cuadrante de acuerdo a su poder de discriminacién. Las flechas indican los
ejes utilizados.

En Espaiia, los estudios de ADN estan presentes desde mediados de los afios 80.
Para 1986, nace el Grupo Espafiol de Hemogenética Forense de la ISFG. Dicho
grupo constituye el referente para todos los paies de Iberoamérica en lo que a
Genética Forense se refiere. A lo largo de estos afios, el GEP ha propuesto una
serie de recomendaciones destinadas a consensuar la informacién de los
laboratorios de este campo y, lleva a cabo un Test de Proeficiencia anual para
paternidades y criminalistica (Gémez J y cols, 2004; Martinez B, 2003b).
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En Ecuador los estudios de paternidad estdn presentes desde 1997 (Sanchez D,
1997 y 1998). Desde entonces nuestro equipo de trabajo ha resuelto mas de 3000
casos de filiacion disputada (Gonzalez F y cols., 2005a), una variedad de delitos
sexuales (Gonzdlez F y cols., 2004) y de identificacién de restos dseos por técnicas
de ADN (Gonzélez F y cols., 2005b).

Organizacion del Genoma Humano

Dos hechos trascendentes en la historia marcaron el desarrollo y crecimiento de la
Genética Molecular. El primero, sucedido hace sélo 50 afios, donde James Watson
y Francis Crick mostraron al mundo el modelo de estructura en doble hélice del
ADN (Watson y Crack, 1953) y abrieron la puerta a esta nueva disciplina
cientifica, la Genética Molecular, que en su corta existencia ha contribuido
decisivamente a cambiar nuestra manera de entender la vida constituyendo una

verdadera revolucion en el mundo cientifico.

En los actuales momentos atn no entendemos a cabalidad el real alcance y
significado que tienen las aplicaciones de esta nueva 4rea de la ciencia. El segundo
hecho, lo constituyé Kary Mullis, quien inventé la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), herramienta fundamental en el estudio del ADN, ya que se logrd
amplificar un millén de veces una sola molécula de ADN (Mullis y Faloona, 1987).

Estos dos grandes descubrimientos han tenido un gran impacto en la medicina
contemporédnea, que ha visto el desarrollo de un sinfin de aplicaciones en la
practica médica actual (Futreal y cols., 2001; Jiménez-Sanchez y cols., 2001).

El estudio del genoma humano se ha beneficiado enormemente del desarrollo de
tecnologias que han permitido el estudio de su secuencia, la asociacién de regiones
delimitadas con caracteres especificos y la comparacion del genoma humano con el
de otras especies. Ahora se requiere la misma habilidad para interpretar
correctamente esos datos uniéndolos al proteoma y comprendiendo como el

conjunto determina una estructura y una funcién (Baltimore D, 2005).
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El estudio de la genética y gendémica humanas ya ha proporcionado un marco de
comprension de los aspectos basicos de la herencia humana. Todos los hombres
somos similares genéticamente, lo que sugiere una igualdad impresionante entre
todos los seres humanos y que el desarrollo humano tiene una base genética.

El genoma ademds de explicarnos porque somos tan parecidos, también puede
aclararnos porque somos tan diferentes. Aunque los hallazgos del Genoma son
trascendentales, para muchos la bisqueda de los origenes mismos de la vida y del

universo, seguird siendo un misterio y una continua bisqueda.

Aunque el verdadero origen de la palabra genoma es desconocido, algunos autores
piensan que procede de la contraccion de dos términos gen y cromosoma, dando
como resultado genoma, que no viene a ser sino el conjunto total de ADN de una
determinada especie. Todas las células nucleadas del organismo poseen dos
genomas el nuclear y el mitocondrial. En este apartado nos centraremos en el ADN

nuclear.

El Proyecto Genoma Humano (PGH) es un esfuerzo internacional de investigacién
para trazar y caracterizar el genoma del ser humano. Luego de muchos afios de
trabajo, dos grupos independientes de investigadores completaron el primer

borrador del genoma del ser humano.

El primer grupo, Internacional Human Genome Sequencing Consortium (CGH),
estuvo formado por equipos procedentes de USA, China, Francia, Alemania, Italia,
Japon, Rusia, Suiza y el Reino Unido. El segundo grupo, es una compafifa privada

llamada Celera Genomics, liderada por Craig Venter.

A pesar de las diferencias politicas, sociales y empresariales de los dos grupos, es
notable la similitud de los resultados encontrados, lo cual se debe al origen comin
del material genético utilizado y, a la extraordinaria tecnologia utilizada por ambos
equipos. El presente documento describira los hallazgos mas importantes de los dos
grupos de cientificos, publicados en Nature y Science en el 2001 (CGH, 2001;
Venter y cols., 2001).

Destaca el hecho de que la diferencia de ADN entre dos individuos es de unas 1000
a 1500 pares de bases, lo que significa que el ADN de dos individuos cualesquiera
es igual en un 99.9%, sin importar su grupo étnico o su lugar de procedencia.
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Tan sélo un 0,1% del genoma es responsable de toda nuestra diversidad humana, la
misma que estd dada no sélo por la secuencia de los genes en si mismo, sino
también por el procesamiento diferente en la formacién de proteinas (splicing

alternativo).

El segundo hallazgo trascendente, es que tenemos aproximadamente unos 20 a
25.000 genes en todo el genoma descifrado (Bork y Copley, 2001). La tabla 1

muestra los resultados generales descritos en el primer borrador.

Tabla 3. Resultados del Borrador del Genoma Humano (CGH, 2001; Venter y cols., 2001)

Consorcio Internacional
Hallazgo para el Genoma Celera Genomics
Humano
Tamafio del genoma incluyendo espacios en 2.916 Gb 2.91 Gb
blanco
Tamafio sin espacios en blanco 2,69 Gb 2,66 Gb
Bases secuenciadas en millones 2.693 2.654
Total de cobertura analizada (%) 84 83
Cobertura de eucromatina (%) 90 88 -93
Porcentaje de bases indeterminadas 12 9
Porcentaje de G + C 41 38
Porcentaje de unidades de repeticion
(variabilidad) 45-50 35
Niimero de genes confirmados 24.500 26.383
Niimero de genes confirmados e hipotéticos 31.780 39.114
Tasa de variacion de SNPs 1/1910 pb 1/1250 pb

Gb = gigabases; G = Guanina; C = citosina;
SNPs = single nucletotide polymorphisms

El gen se define como la unidad hereditaria, es decir, el menor fragmento de
material hereditario que puede transmitir informacién a través de su secuencia. El
ADN se encuentra condensado en forma de 23 pares cromosomas, que pueden ser

observados durante la mitosis, mediante citogenética convencional.

La secuencia del ADN no es per se el determinante tnico para al vida humana,
pero si comprende las instrucciones para producir un conjunto de proteinas y otros
productos no proteicos que, actuando complementariamente, proporcionan el
entorno adecuado para el desarrollo y funcién de la vida humana. En la tabla
precedente se muestran algunos datos de interés para el lector que pueden ilustrar
los detalles especificos (Bork y Copley, 2001).

38 Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



La secuencia del genoma humano codifica las instrucciones genéticas de la

fisiologia humana, asi como también su informacién evolutiva. En el afio 2004, el

CGH report¢ la secuencia completa del genoma estableciendo que el genoma tiene

2,85 billones de nucledtidos (2,85 Gbp), interrumpidos por tan sélo 341 espacios o

gaps.

Se analiz6 el 99% de toda la eucromatina con uan tasa de error de ~1 evento/
100.000 pb (CGH, 2004). Muchos de los gaps remanentes se asocian con
duplicaciones segmentales que se describen mds adelante y que por su condicién

requeririn nuevas metodologias de andlisis. Se confirma que existen entre 20 a
25.000 genes codificantes para proteinas (CGH, 2004).

La divisién del ADN en el genoma se muestra en el siguiente grafico.

Genoma Humano

/\

Genes y ADN codificante
de copia unica

o

” ADN no codificante
| ADN codificante |

)

ADN Extragénico

——

ADN Unico o
poco repetitivo

LTR retrotransposones

v Secuencias ADN altamente y v
Repetitivas dispersas
Estructural y RDN imragéﬁico moderadamente Estructural y
regulador ADN extragénico repetitivo regulador
Trasposones:
LINEs, SINEs

SSR, SNPs,
STRs, MVR

Duplicaciones
Segmentales

Bloques secuenciales
Repetitivos en tandem

Pericentroméricos
Subteloméricos

Pseudogenes

Gréfico 8. Organizacién del genoma humano (CGH, 2001; Venter y cols., 2001)
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Para estudiar la complejidad del genoma humano éste puede dividirse en funcién
de su caricter repetitivo y de su cardcter codificante. Las secuencias que forman
parte del genoma pueden clasificarse en tres grupos: las secuencias no repetitivas
que son unicas; las moderadamente repetitivas, que estin en forma de copias
relacionadas pero no idénticas, que se repiten de forma dispersa un escaso nimero
de veces; y las altamente repetitivas, que son cortas y suelen repetirse como
alineamientos en tdndem. La mayoria de los genes estructurales estdn en el ADN
no repetitivo.

Tabla 4. El Genoma Humano en nimeros

Tamafio promedio de un gen 27 Kbp
Cromosoma con mas genes Cromosoma 19 (23 genes / Mb)
Cromosoma con menos genes Cromosoma 13 (5 genes / Mb)
Cromosoma Y (5 genes / Mb)
Gen con mds exones (gen mds grande) Gen titin (234 exones)
Genes conocidos sin funcion determinada 42%
Genes conocidos e hipotéticos sin funcién determinada 59%
Cromosoma més rico en GC Cromosoma 2 (66%)
Cromosoma con menos GC Cromosoma X (22%)
Tamafio total de genes desiertos 605 Mbp
Cromosoma con la mayor cantidad de ADN en los exones Cromosoma 19 (9,33%)
Cromosoma con la menor cantidad de ADN en los exones Cromosoma Y (0,35%)
Cromosoma con region intergénica mds larga. Cromosoma 13 (3°038.416 pb)

Kbp = kilobases; Mb = megabases

Sélo una parte del ADN del genoma es codificante, es decir, que estd relacionado
de forma directa con la produccién de proteinas a través del ARN. Por lo tanto el
ADN restante no tiene funcién conocida o esta relacionado con la regulacion de la
actividad del ADN codificante. Para el ADN repetitivo no se conoce una funcién
clara, posiblemente contribuya a mantener la estructura de los cromosomas,
mientras que se ha llegado a proponer que una parte sea ADN basura, un vestigio

evolutivo sin funcidn actual.

Algunos hallazgos sugieren que las secuencias de ADN de dreas no codificantes
como el denominado junk-DNA (ADN basura), puede recombinarse y moverse a
través del genoma, probablemente como respuesta a agresiones celulares o medio
ambientales. Esto significa que el propio genoma humano podria ser un tipo de
organela que reacciona a los posibles cambios de su entorno (Bork y Copley,
2001).
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Genes y ADN codificante de copia Gnica. Llamado también ADN funcional,
denominado asi ya que estd constituido por genes o secuencias que se traducen en
términos de produccién de proteinas. Su tamafio representa un porcentaje minimo
del genoma. Aparece en forma de «familia de genes» cuyos miembros se
caracterizan por su homologia, al haberse originado mediante duplicaciones y
variaciones de un gen ancestral (Landers y cols, 1996). En los préximos afios, se
pretende completar toda la lista de gnes y sus proteinas codificantes, simulando una
«tabla periddica» que sea una herramienta para la investigacién biomédica
(Landers y cols., 1996).

Se lo clasifica en ADN Agrupado: familias génicas clasicas: genes de histonas,
genes de RNA ribosémico; y familias multigénicas de genes: familia de genes
humanos de cadenas a y 3 de la globina. ADN disperso: los genes que forman la
familia se localizan en forma dispersa por el genoma, a menudo en cromosomas

distintos.

Entre estas familias se encuentran genes que codifican proteinas de funciones
diversas: enzimaticas, reguladoras, de almacenamiento, estructurales, etc. Por

ejemplo: familia de aldolasas, genes de la actina.

ADN repetitivo extragénico. Las secuencias de ADN que aparecen en copias
multiples, o ADN repetitivo. Las secuencias repetidas, llamadas unidades de
repeticion o simplemente repeticiones, tienen tamafios diversos y cada uno se

encuentra de forma idéntica o casi idéntica muchas veces en el genoma.

Esta distribucion puede ser en forma dispersa por todo el genoma entre mezcladas
con las secuencias de copia unica, o bien en forma agrupada localizadas en

I'CgiOl’lCS concretas de un cromosoma.

En ambos casos, el nimero de copias de la unidad de repeticién varia desde unos
cientos o miles (ADN moderadamente repetitivo) hasta cientos de miles (ADN
altamente repetitivo). Una parte del ADN repetitivo tiene caracter codificante, es
decir, contiene la informacién para expresar un producto funcional (ARN o

proteina). La tabla siguiente muestra los componentes del ADN repetitivo.
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Tabla 5. Contenido de ADN repetitivo

ADN repetitivo Variedad ADN No codificante Tamaio
Total 44.83% ~ 45%
6 -8 Kb
SINEs 13,14 % 100 - 300 pb
Trasposones y 20,42 % 6 — 11 Kb autosémico
. LINEs
elementos derivados 8,29 % 1,5 -3 Kb no
.. L TR retrotrasposon ‘-
(repeticiones autondémicos
entremezcladas) ADN trasposon 2,84 % 2 — 3 Kb autosémicos
. 80 — 3000 pb no
(fosil) 0,14 % autondmico
Sin clasificar ’
Pseudogenes
(copias de genes Pseudogenes 3% Variable
inactivos)
Repetici Total
epe lCEOileS imol SNPs 3% 1 — 2 bases
?gcs‘;f)“c‘a es stmples gTRs ¢ 2 — 13 bases
MVRs 14 — 500 bases
.. Total 3,6-5% 1 - 200 Kb
Duplicaciones ——
Inter cromosdémica 1,5 %
segmentales .
Intra cromosémica 2 %
Bloques de secuencias Cromosoma 22 1,5 Mb
repetidas en tindem Cromosoma 21 1 Mb
(centrémeros, telémeros,|Pericentroméricas Cromosoma 2 160 Kb
brazos cortos de Cromosoma 10 400 Kb
cromosomas Cromosoma 16 300 Kb
acrocéntricos, grupos de
genes ribosomales; Subteloméri Cromosoma 22 50 Kb
varfan de acuerdo a cada[>"" C Omericas Cromosoma 21 30 Kb
cromosoma)

ADN repetitivo extragénico no codificante. Esta es la fraccion del genoma a la
que el término ADN repetitivo se refiere de forma habitual; se divide en:

ADN altamente repetitivo y agrupado, constituido por el ADN satélite que
supone entre un 10 al 30% del genoma (Frommer y cols, 1982; Schmid, 1996;
Smith 1999). Este tipo de ADN estd formado por unidades de pequefio tamafio (2-
50 pb) repetidas en tindem entre miles y 1 millén de veces, con lo que el bloque de
repeticién abarca cientos de Kb o incluso varias Mb. Es caracteristica su
de

correspondientes a las regiones heterocromaticas, principalmente en torno al

localizacién agrupada en lugares especificos varios cromosomas,

centromero y en los teldmeros. Sélo se conoce el papel de este ADN satélite en las
regiones teloméricas (Frommer y cols, 1982; Schmid, 1996; Smith 1999) .
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ADN moderadamente repetitivo y disperso. Este tipo de ADN se distribuye a lo
largo de todos los cromosomas con un nimero de repeticiones no muy elevado
(entre 102 y 104).

Repeticiones secuenciales simples (SSR). Son un tipo diferente de estructura
repetitiva que es comun en el genoma, casi perfectas repeticiones en tindem de un
particular k-mer. Algunas secuencias se repiten formando bloques, los cuales
aparecen de forma dispersa por el genoma y éstos constituyen los grupos
minisatélites y microsatélites.

Estos dos subgrupos se distinguen en funcion del tamaiio de la unidad de repeticion
como detallamos a continuacion (ver grafico siguiente). Con excepcidn de las colas
poli (A) de los mensajeros reversos transcritos, los SSRs se piensan que se forman

durante la replicacién del ADN por el slippagge (patinaje de la polimerasa).

Los SSRs comprenden cerca del 3% de todo el genoma, del cual el 0,5%
corresponde a las repeticiones dinucleotidicas. Hay un SSR por cada 2 kb, el
nimero de repeticiones en tdndem no sobrepuestas es de 437 por MB. La mds
frecuente repeticion dinucleotidica es AC (50%) y AT (35%), siendo la menos
frecuente GC (0.1%). Los més frecuentes trinucledtidos son AAT (33%) y AAC
(21%), y el menos frecuente ACG (0.1%)

ADN minisatélite (MVR). Estd formado por repeticiones de 10 a 65 pb, ricas en
G+C, agrupadas en tindem formando bloques relativamente grandes de cientos o
miles de repeticiones; esos bloques se encuentran repartidos por todo el genoma.
Las secuencias de ADN minisatélites tienen un tamafio aproximado de 0,5 a 40 Kb,
con una unidad de repeticién entre 14 a 500 pb (Owerbach y Aagaard, 1984; Wong
y cols, 1987).

Algunas de estas repeticiones, denominadas ADN minisatélite hipervariable, se
caracterizan por su elevado polimorfismo (diferencias en secuencia y nimero de
repeticiones) no sélo entre individuos de una especie, sino incluso entre los dos
cromosomas homélogos de un individuo.

ADN microsatélites (STR). Debido a su tamafio se les conoce como
Repeticiones Cortas en Tdndem (Short Tandem Repeats), en estos marcadores
también se observan variaciones en la secuencia de la repeticion. Los STRs
constituyen elementos extraordinariamente utiles en la identificacién humana y en
el mapeo genético debido a su elevado polimorfismo (gran variabilidad entre
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personas), tasa de mutacién relativamente bajas, pequefio tamafio que optimiza su

amplificacidn y ubicacién cromosdmica establecida.

Estan conformados por secuencias muy cortas de ADN repetitivo, con unidades de
repeticiéon que van entre 2 a 13 pares de bases (pb), se encuentran distribuidos
ampliamente en el genoma en bloques de longitud menores a 400 pb. Su tamafio va
entre 80 y 550 pb.

Polimorfismos nucleotidicos simples (SNPs). Son polimorfismos de posicién
(cambio de una base) en el ADN genémico en el que un nucledtido tiene una
diferente secuencia alternativa, que estd presente en individuos normales en una
poblacién dada, y en la cual el alelo mds frecuente tiene una abundancia igual o
mayor al 1%. (Internacional SNP Working Group, 2001).

La mayoria de variaciones son los SNPs que involucran simples sustituciones de
bases, el resto de ellas son inserciones o deleciones. Un SNP se detecta por
secuenciacion de una regién particular de diferentes individuos, quienes pueden ser
idénticos (homocigotos: T/T o C/C) o diferentes (heterocigotos T/C) en el mismo
sitio polimoérfico (Stoneking y Chakravarti, 2001).

Un SNP puede ser bi, tri o tetralélicos. En el ser humano tan s6lo se observan los
dialélicos (binarios). Los SNP no son los tnicos marcadores bialélicos en el
genoma humano. En la préictica, las variaciones en el ADNc se clasifican como
SNP complementarios (SNPc). Los SNP bialélicos (o binarios) pueden ser de

varios tipos:
Polimorfismos de transicion: C-T (g- A),
dos subtipos: C-T(g-A)yC-A(g-T)
Por transversion: C-A(g-T);C-g(g-C;T-AA-T).
Los 2/3 son del tipo C-T (g-A) y se llaman CpG.

Una secuencia de ADN es una combinacién lineal de 4 nucledtidos, al comparar 2
secuencias posicion por posicién, donde se entrecrucen diferentes nucleétidos en la
misma posiciéon encontraremos un SNP. Esto puede significar diferencias en la
susceptibilidad a, en la proteccién de, o en la respuesta a...de alli nace el potencial
en medicina. Algunos datos importantes sobre los SNPs se describen a
continuacién (Internacional SNP Working Group, 2001).
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= Hay descubiertos 1°419.190 snips en 2,7 Gb del genoma

= Hay 1 SNP por cada 1.91 kb de secuencia génica

= 60.000 de ellos se encuentran en las regiones codificantes (exones)
= El 90% de una secuencia de 20 kb tendra 1 o mas SNPs.

= El 93% de los genes contienen un snip, de ellos el 98% estd distribuidos en
fragmentos de 5 kb.

= En los exones hay 7,51 SNPs por cada 10 kb

=~ En los cromosomas autosémicos la variacion va entre 5,19 SNPs (en
cromosoma 21) a 8,79 (en cromosoma 15) por cada 10 kb

= Enel cromosoma X es de 4,69 SNPs por cada 10 kb
= Enel cromosoma Y es de 1,51 SNPs por cada 10 kb

Otro grupo consiste en repeticiones igualmente dispersas por todo el genoma,
llamados trasposones o elementos trasponibles, pero que no se agrupan en bloques
y se subdivide en varias familias de acuerdo a su tamafio en pares de bases. Son
secuencias discretas del genoma que son méviles, son capaces de transportarse por
sf mismas a otras localizaciones al interior del genoma (Smith y cols., 1999; Prak y
cols., 2000).

La caracteristica de un trasposén es que no utiliza vectores (tales como los ADN de
plasmidos o fagos), sino que se mueve directamente desde un punto del genoma a
otro. A diferencia de la mayoria de los demds procesos que participan en la
reestructuracion del genoma, la transposicién no se basa en ninguna relacién entre

las secuencias de los puntos donante y receptor.

Los trasposones se ven restringidos a moverse a si mismos, y a veces a algunas
secuencias adicionales, a otros puntos nuevos en otra parte del mismo genoma; por
tanto son la contrapartida interna a los vectores que pueden transportar secuencias
de un genoma a otro. Son la principal fuente de mutaciones. La mayoria de las
secuencias de repeticién humanas se derivan de elementos transponibles. Se puede
reconocer que cerca de la mitad del genoma pertenece a este grupo (Esnault y cols.,
2000).

El trasposon solo se puede identificar como un elemento al interior del genoma; su
movilidad no supone una forma independiente. El trasposén podria ser un ADN
preocupado solamente por perpetuarse a si mismo dentro del genoma residente; si

esto proporciona alguna ventaja selectiva sobre el genoma debe ser indirecta.
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Todos estos elementos tienen sistemas para limitar el grado de transposicion, de tal
manera que no se vuelva nociva. Habitualmente la transposicién se produce en el
lugar diana que se rompe en puntos escalonados en cada cadena de ADN a una
distancia fija, con frecuencia 5 o0 9 pares de bases (Smith y cols., 1996).

El traspos6n se inserta en efecto entre los extremos de las cadenas sencillas
protruyentes generados por los cortes escalonados. Las repeticiones en el sitio
diana se generan por llenado en las regiones de cadena tinica. Mucho de este ADN
remanente Unico puede también derivarse de elementos trasponibles antiguos. Es
necesario revisar estos elementos segun su clasificacion, como lo muestra la tabla

siguiente.

ADN trasposones. El genoma humano contiene al menos 7 clases distintas de
trasposones de ADN, los cuales pueden subdividirse en muchas familias con
diferentes origenes. Tienden a tener una vida corta dentro de cada especie, y se los
asocia a fragmentos de ADN en f6siles.

Tabla 6. Clasificacion de los Trasposones

Trasposon No. copias (x1000) | No. Bases % del Genoma
LINEs 868 558,8 ~ 21
SINEs 1.558 359,6 13

LTR retrotrasposones 443 227 8

DNA trasposones (fossils) 294 77.6 3

Sin clasificar 3 3.8 0,14
Total de repeticiones - 1.226,8 ~ 45

(Hsiung y cols, 2001; Smith y cols, 1999; Gu y cols, 2000)

Secuencias LINE (Long Interspersed Nuclear Elements)

Son secuencias de ADN que codifican proteinas que son capaces directamente de
manipular el ADN con el fin de propagarse ellos mismos dentro del genoma. Son
uno de los mas antiguos y exitosos inventos de los genomas eucariéticos. En
humanos, tienen 6 kb de longitud, albergan un promotor interno de la Polimerasa Il
y codifican dos de los marcos abiertos de lectura (ORF) (Smith y cols, 1996, 1999)
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De hecho, la mayoria de las repeticiones derivadas de las secuencias LINE son
cortas, con un tamafio promedio de 900 pb para todas las copias LINE-1, y un
tamafio medio de 1,070 pb para copias de elementos LINE-1 activos (L1Hs). Se
describen tres familias distantes: LINE1, LINE2 y LINE3. La principal familia
LINE en humanos la constituyen las secuencias Kpn (L1 6 LINE-1) es la dnica que

continua activa, y la longitud de estos elementos L1 es aproximadamente 6Kb.

Se cree que son responsables de la mayoria de los procesos de transcripcion reversa
en el genoma, incluyendo la retrotrasposicién de los SINEs no autosémicos y la

creacion de los pseudogenes procesados.

Secuencias SINE (Short Interspersed Nuclear Elements)

Se trata de elementos nucleares dispersos cortos que van entre 100 a 400 pb,
albergan un promotor interno de polimerasa III y no codifican proteinas. Estos no
son traspososnes auténomos y se piensa que usan la maquinaria de LINE para la

transposicion.

La mayoria de los SINEs comparten el extremo 3’ con un elemento residente
LINE. Fueron originalmente descritos hace alrededor de 30 afios, y su nombre se
debe a que contienen un sitio diana para la enzima de restriccion Alu-1. El genoma
humano tiene tres distintas familias monofiléticas de los SINEs: los Alu reactivos,
y los inactivos MIR y Ther2/MIR3.

Insercion Alu (YAP)

La familia Alu representa la familia mas grande de elementos repetitivos cortos
dispersos (SINEs) en el genoma humano, existiendo mds de 500.000 copias por
genoma haploide (Kinehart y cols., 1981). La transcripcién de elementos Alu se
incia con ARN polimerasa III corriente arriba del promotor interno. La familia Alu
es la mds abundante y mejor caracterizada familia SINE. La repeticién estd
flanqueada por repeticiones directas derivadas por duplicacion de las secuencias

diana en lugar de integracion.

Los elementos son derivados del gen ancestral ARN 7SL (Ullu y Ischudi, 1984). El
ARN 7SL es un pequefio constituyente de la molécula de la sefial de
reconocimiento implicada en el transporte de proteinas a la luz del reticulo

endopldsmico en el citoplasma celular. Aunque las secuencias Alu han divergido
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mantienne el 90% de similitud con el gen ARN 7SL. Después de la insercion del
elemento Alu este puede ser metilado. Esta mutilacién resulta en una tasa de
mutacion diez veces mds alta que lo normal (Batzer y cols., 1990).

La inserciéon YAP también conocida como DYS287, es un polimorfismo resultante
de la reciente insercién de un elemento Alu en el brazo largo del cromosoma Y.
Esta insercion ha probado ser un buen marcador en el estudio de poblaciones
humanas (Persichetti y cols., 1992; Hammer, 1994; Spurdle y cols., 1994). El
marcador YAP es ttil en estudios sobre el origen y migraciéon de poblaciones
humanas porque representa un vento tinico con un estado ancestral conocido, alelo-
YAP (Hammer, 1994).

LTR retroposones (retrovirus-like elements). La transcripcion inversa es el
mecanismo unificador para la reproduccién de los retrovirus y la perpetuacion de
los retrotrasposones. El ciclo de cada tipo de elemento es similar en principio,
aunque algunos retrovirus se consideran desde la perspectiva de la forma viral libre
(ARN) mientras que los retrotrasposones se consideran desde la forma gendémica
(ADN diplex) (Malik y cols., 2000).

Los retrovirus tienen genomas de ARN de cadena sencilla que se replican a través
de un intermediario de cadena doble. Un retrovirus individual contiene dos copias
de su genoma. El genoma contiene los genes gag, pol y env que se traducen como
lipoproteinas, cada una de las cuales se rompen en proteinas funcionales de menor

tamano.

Los genes gag y env estdn relacionados con el empaquetamiento del ARN y la
generacidn del virion; los genes pol estdn relacionados con al sintesis de dcidos
nucleicos. Los retrotransposones son elementos auténomos que codifican una

proteasa, una transcriptasa reversa, una RNAasa H y una integrasa.

Duplicaciones segmentales. Las duplicaciones involucran la transferencia de
bloques de 1 a 200 kb de secuencias gendmicas de una o mas localizaciones del
genoma, que no se producen frecuentemente en tdndem, y se ha sugerido que son
causados por otros mecanismos como el crossing-over desigual en su origen (She y
cols., 2004).
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Se han descrito en forma reciente y se observan tanto en exones como en intrones,
en contraste con las duplicaciones antiguas caracterizadas por regiones similares en
zonas codificantes. Pueden dividirse en dos categorias: duplicaciones
intercromosomicas y que se definen como ADN duplicado de cromosomas no
homdlogos; y duplicaciones intracromosémicas, que ocurren entre un brazo y otro

del mismo cromosoma.

Esta categoria incluye las secuencias repetitivas de bajas copias (low copy repeat
sequence), que median los rearreglos estructurales cromosémicos recurrentes

asociados con enfermedades genéticas.

ADN pericentromérico y subtelomérico. Los telémeros estin al final de los
cromosomas eucariéticos lineares. Son esenciales para la estabilidad del genoma y
la replicacién cromosOmica. Las estructuras asociadas con el ADN telomérico
median muchas actividades bioldgicas vinculadas a la regulacién del ciclo celular,
al envejecimiento celular y a la regulacién de la transcripciéon de los genes
teloméricos (Riethman y cols., 2001).

Estas regiones estdn conformadas casi totalemente por duplicaciones segmentales
intercromosémicas y, con una pequefia secuencia unica. Las regiones
pericentroméricas son estructuralmente muy complejas y, su andlisis que no es
total, no ha sido plenamente descifrado. Parecen estar conformadas por inserciones
o duplicaciones sucesivas, asociadas a secuencias conservadas. Existe evidencia
también, de que polimorfismos estructurales codificantes en poblaciones humanas
se localicen en las regiones teloméricas de algunos cromosomas, como es el caso

de la presencia o ausencia de receptores olfatorios, localizados en los telémeros.
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Polimorfismos del ADN en Medicina Forense

Ya que la diversidad o variabilidad genética se debe a variaciones en la secuencia
del genoma, podriamos decir en un sentido que el término diversidad sin llegar a

ser sinénimo estd estrechamente ligado al de polimorfismo (Luque y Herrdez,
2001).

Con la introduccién de la PCR (Mullis y Faloona, 1987) se logré el andlisis de los
minisatélites (AMP-FLPs) y microsatélites (STRs) a partir de vestigios bioldgicos
que hasta entonces no podian ser analizados; esto era factores como una cantidad
insuficiente de ADN o bien la presencia de material degradao.

Con el transcurso del tiempo se ha trabajado mucho con los loci hipervariables
autosémicos, pero es de notar el interés surgido en el andlisis de los cromosomas
sexuales. Asi, por ejemplo, el andlisis del cromosoma Y, que es importante no s6lo
desde la perspectiva forense sino también desde el punto de vista antropolégico ya
que permite estudiar el linaje paterno de un individuo debido al tipo de herencia
«en bloque» de polimorfismos de la regién no combinante.

Su importancia en Genética Forense deriva de sus numerosas aplicaciones, en

particular en la investigacion bioldgica de la paternidad y en los delitos sexuales
dentro de criminalistica.

Polimorfismos de Polimorfismos de
secuencia longitud
4.-"'..‘:.'. A‘-"“‘E
e ;G Minisatélites =
. (AMP-FLPs) -
UEP (Unigue Event Ej. D1S80,D17S5, &
Polymorphisms) o etc. -
SNPs v
< Microsatélites (STRs)
; ; Autosémicos:
ADN Mitocondrial (D-Loop)
Representa 1-2% del ADN nuclear TPOX, THOT, VWA,
Longitud 16,569 pb DI RN
Posee codigo Genético propio Gonosomicos:
Se analizan: ~342pb VHI Cromosomay,
v ~268pb HVII Cromosoma X

Gréfico 9. Distribucién de polimorfismos usados en genética forense
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Microsatélites

La aplicacién en el campo forense de los polimorfismos en ADN microsatélite
comenzo a principios de la década de los noventa (Weber y May, 1989; Litt y Lut,
1989; Polymeroupolis y cols, 1990; Edward y cols, 1991; Tautz, 1993). Debido a
su tamafio se les conoce como Short Tandem Repeats (STRs), en estos marcadores
también se observan variaciones en la secuencia de la repeticion (Brinkmann y
cols, 1998).

Los STRs constituyen elementos extraordinariamente utiles en la identificacién
humana y en el mapeo genético debido a su elevado polimorfismo (gran
variabilidad entre personas), tasa de mutacidn relativamente baja, tamafio pequefio
que optimiza su amplificacién y finalmente, una ubicacién cromosémica
establecida (Brinkmann, 1996; Martinez-Jarreta, 1999).

Caracteristicas de los STRs

En la ultima década un nimero importante de STRs tetranucleotidicos ha
encontrado aplicacién en el campo de la identificacion humana. Dentro de éstos se
han incluido STRs cortos para tipado de muestras con ADN degradado, ademas
STRs con poca capacidad para la formacién de stutter o bandas tartamudas
(descritas mas adelante) que es caracteristico en el andlisis de mezclas y STRs
especificos de cromosoma Y para el andlisis de muestras producto de agresiones
sexuales en las cuales hay un perfil mezcla de ADN hombre-mujer (Carracedo y
cols, 1998a).

Se describen a continuacion los criterios para la seleccién de los loci STRs a
aplicar en la identificaciéon de humanos (Gill y cols, 1996):

¢ Elevado poder de discriminacidn, siendo deseable que la heterocigosidad
observada sea superior a un 90%.

e Ubicacién cromosomica diferente, de tal manera que se evite la seleccion
de loci cercanos que puedan segregarse conjuntamente como un grupo de
ligamiento.

e Facilidad de andlisis y elevada reproducibilidad de los métodos de andlisis
y de los resultados, en particular para andlisis mdultiples de varios
marcadores simultineamente.

e Escasa o nula tendencia a la produccién de bandas tartamudas.

e Bajo indice de mutacion.
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¢ Rango de longitud alélica entre 90-500 pb, ya que aquellos loci con alelos
de longitud no muy elevada son los que proporcionan en el andlisis de
ADN degradado mejores resultados.

Clasificacion de los STRs

Las secuencias de los STRs se denominan de acuerdo a la longitud de la unidad de
repeticién. Las repeticiones dinucleotidicas poseen dos nucledtidos repetidos uno

junto al otro que aparecen una y otra vez.

Los trinucledtidos poseen tres nucledtidos en la unidad de repeticién, los
tetranucledtidos poseen cuatro, los pentanucleétidos tienen cinco y los

hexanucleétidos tienen seis unidades de repeticion core o nuclear.

e Repeticiones mononucleotidicas (2): AC

e Repeticiones dinucleotidicas (4): AC AG AT CG

e Repeticiones trinucleotidicas (10): ACC AAG AAT ACC ACG ACT
AGC AGG ATC CCG

e Repeticiones tetranucleotidicas (33):
AAAC AAAG AAAT AACC AACG AACT AAGC AAGG AAGT AATC
AATG AATT ACAG ACAT ACCC ACCG ACCT ACGC ACGG ACGT
ACTC ACTG AGAT AGCC AGCG AGCT AGGC AGGG ATCC ATCG
ATGC CCCG CCGG

La unidad AGAT o GATA es la mds comun para los loci STRs usados en Ciencia Forense.

Las secuencias STRs no s6lo varian en la longitud de la unidad de repeticién y el
nimero de repeticiones, sino también en el rigor con el cual se ajustan a un patrén
de repeticiéon. De esta manera se pueden clasificar de acuerdo al patrén de

repeticion:

e Repeticiones simples, contienen unidades de repeticiéon idénticas en

longitud y secuencia.

e Repeticiones compuestas, constan de dos o mas repeticiones simples

adyacentes.
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e Repeticiones complejas éstas pueden contener varios bloques de
repeticiones de longitud variable ademds de secuencias variables
intermedias (Urghuart y cols, 1994).

e Repeticiones hipervariables complejas, poseen numerosos alelos no
consensos que difieren tanto en tamafio, como en secuencia y su
genotipado y la reproducibilidad de los resultados en el mismo constituyen
un desafio (Urghuart y cols, 1993; Gill y cols, 1994). Esta tdltima categoria
no es cominmente usada en el tipado del DNA forense en criminalistica
debido a las dificultades de la nomenclatura de los alelos y porque en
Medicina Forense el objetivo de reducir hasta anular la variabilidad entre
laboratorios se considera prioritario (Butler, 2001).

Mutacion en microsatélites autosomicos

La tasa de mutacion de una secuencia o un fragmento de ADN es la frecuencia en
la que se producen nuevas mutaciones de dicha secuencia en cada generacién. Una
tasa alta de mutaciones implica un mayor potencial de adaptacién en el caso de un
cambio ambiental, pues permite explorar mds variantes genéticas aumentando la

probabilidad de obtener la variante adecuada para adaptarse al reto ambiental.

La variabilidad alélica de los microsatélites se genera mediante un peculiar patrén
de mutacién por deslizamiento de la enzima (replication slippage) (Levinson y
Gutaman, 1987) en el cual el alelo gana o pierde una o varias unidades, siendo las

ganancias o pérdidas de un solo tindem las mds habituales (Weber y Wong, 1993).

De los ultimos estudios sobre la tasa de mutacién de los microsatélites autosémicos
mencionamos a Brinkmann y cols. (1998b) quienes refieren una tasa de mutacion
de 2,1-10” por locus, por gameto y por generacién; por su parte Henke y Henke
(1999) han estimado un indice de mutacién de 2,7-107 y Sajantila y cols. (1999) en
0,6:10°.

Las mutaciones se relacionan con la longitud y estructura de las repeticiones
(Brinkmann y cols, 1998b; Henke y Henke, 1999; Kayser y cols, 2000). Las
repeticiones irregulares intercaladas inhiben la mutacién, siendo mas susceptibles
los tramos homogéneos con idénticas unidades de repeticién. La tendencia a la
mutacion en alelos largos (mds de 10 repeticiones) ha encontrado una aplicacién

fundamental a la hora de orientar estudios antropoldgicos (Shriver y cols, 1997).

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 53



La tasa de mutacién de los STRs a nivel general es de 4,1-10™ a 6,7-107 por base y
por afio, esto hace que exista la probabilidad de que un tnico STR haya
sobrevivido sin cambios durante 1000 generaciones con una probabilidad del 95%.

Estadisticamente se ha encontrado una correlaciéon con el sexo y la edad de los
progenitores, siendo mdas frecuente las mutaciones en varones de mayor edad;
posiblemente debido al nimero de divisiones mitdticas de las células germinales
(Brinkmann y cols, 1998b). Los STRs utilizados en el diagndstico molecular de
enfermedades de base genética revelan que son los errores en la replicacion y la
falta de reparacion de los mismos las causas principales de estos cambios genéticos
(Krawczak y Cooper, 1991; Sturzneker y cols, 2000).

A través de un estudio colaborativo el grupo anglo parlante (ESWG) de la ISFG
(Hallenberg y Morling, 2002), se realiz6 un andlisis acerca de la tasa de mutacién
de los STRs de uso mds comuin comparando el indice de mutacién paterno y
materno. De su estudio se desprendia que la tasa de mutacién paterna era mads
elevada que la materna, asimismo se compararon los sistemas VNTRs y STRs en
cuanto a la tasa de mutacién. Para todos los sistemas de STRs el indice de
mutacién fue menor de 0,5%, a diferencia de los sistemas VNTRs en los que se

encontré una tasa mayor del 1%.

Tabla 7. Tasa de mutacién para STRs de uso mds frecuente en Medicina Forense

Sistema STR Paterno n° Tasa de Materno n° Tasa de
Meiosis Mutacion (%) Meiosis Mutacion (%)

Amelogenina 5753 0,05 5418 0,02
CSF1PO 4596 0,13 5038 0,02
D2S1338 1755 0,23 2295 0,09
D3S1358 5762 0,21 6837 0,04
D5S818 5113 0,16 5634 0,07
D7S820 5031 0,10 5933 0,03
D8S1179 2613 0,34 3295 0,03
D13S317 5545 0,20 5603 0,04
D16S539 1544 0,19 2088 0,05
D18S51 3346 0,30 3043 0,03
D19S433 2582 0,12 2167 0,09
D21S11 4200 0,19 4029 0,15
F13A01 723 0,14 760 0)

FIBRA(FGA) 6926 0,46 7504 0,01
Penta D 233 0) 325 0)

Penta E 415 0,24 384 0)

THO1 6242 0,02 7112 0)

TPOX 4579 0,04 5098 0)

VWA 17717 0,30 19116 0,02

Fuente: Hallenberg y Morling, 2002
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Tasa de mutacion y diversidad genética del cromosoma Y

En cuanto a los microsatélites del cromosoma Y se ha referido una tasa de
mutacion moderadamente baja (~2%) por generacion (Heyer y cols, 1997) y en su
conjunto se estima para STRs del cromosoma Y (Kayser y cols, 2000; Gusmao y
cols, 2005) una tasa similar a la de los STRs autosémicos (Brinkmann y cols,
1998b; Sajantila y cols, 1999).

Kayser y cols. (2000) demostraban recientemente que las mutaciones identificadas
suponian frecuentemente la ganancia de una unidad de repeticiéon y que
mayoritariamente se observaban en microsatélites compuestos (DYSI19,
DYS385a/b, DYS3891, DYS389II, DYS390 y DYS391), ademds se presentaban

siempre en el tracto mas largo de la repeticién homogénea.

Tabla 8. Tasa de mutacién para microsatélites del cromosoma Y

Marcador N° de N° de Tasa de Mutacion

mutaciones meiosis [95% IC] (u-10-3)
DYS19 2 996 2,01 [0,26-6,82]
DYS385a/b 2 952 2,1[0,27-7,15]
DYS3891 1 425 2,35 [0,06-12,5]
DYS38911 2! 425° 4,71 [0,6-16,0]
DYS390 4 466 8,58 [2,54-20,3]
DYS391 2 415 4,82 [0,61-16,4]
DYS392 0 415 01[7,15]
DYS393 0 415 01[7,15]
YCAIa/b 0 150 -
YCAIIa/b 0 240 2,04 [0,06-10,93]
Total 2,80 [1,72-4,27]

*Se excluye DYS3891

Fuente: Kayser y cols, 2000

También se ha descrito mas de una mutaciéon en un mismo individuo, tanto en
cromosoma Y (Kayser y cols, 2000), como en STRs autosémicos (Jun y cols,
1997); incluso duplicaciones y triplicaciones de alelos (Santos y cols, 199667), lo
que indica que se ha de ser cauto en la interpretacion de perfiles y tener en cuenta
la posibilidad de mutacién para no incurrir en falsas exclusiones (Kayser y cols,
2001).

El cromosoma Y es considerado pobre en genes y por ello, parece que debiera ser

m4s libre para acumular mutaciones que otros componentes del genoma. Asi
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mismo la peculiar gametogénesis del varén en este cromosoma conduce a la
prediccién de que la tasa de mutacion debiera ser mas elevada que la del resto del
genoma nuclear.

Sin embargo, la diversidad del cromosoma Y es reducida. Esto se debe al pequefio
tamafio de la poblacién de cromosomas Y en la gemetogénesis. Otro factor de
importancia es el sistema de apareamiento, ya que la transmisién del cromosoma Y
por un restringido nimero de varones en ciertos grupos humanos ha determinado
que en muchos casos un reducido tamaio efectivo de la poblacién y por tanto una

disminucién de la diversidad genética (Mathias y cols., 1994).

Otra explicacién alternativa invoca la falta de recombinacién en el cromosoma Y,
cuando surge una mutacién ventajosa en un gen Y especifico, ésta se expande por
la poblacién transportada en su cromosoma Y, acompaiiada de las demds variantes
alélicas de los genes que este cromosoma contiene; pero las variantes alélicas
contenidas en los genes de otros cromosomas Y no pueden recombinar con el

cromosoma Y selectivamente ventajosos y consecuentemente se pierden.

De esta manera, la diversidad genética de la poblacién disminuye porque la mayor
parte de los cromosoma Y de la poblacién son los portadores de la mutacién

ventajosa y por tanto, iguales entre si (Jobling y Tyler-Smith, 1995).

Nomenclatura de los STRs

De acuerdo a la Comisién de DNA de la ISFG (International Society of Forensic
Genetics) se recomienda que la denominacion de los alelos STRs se realice segtn
el nimero de unidades de repeticion (UR) completas de tal manera que cuando
alguno tuviera una UR incompleta se designara el nimero de UR completas y a
continuacién separdndolas por un punto el nimero de pares de bases (pb) de la UR
incompleta (Gill y cols, 2001). Otras de las recomendaciones de la ISFG con
respecto a los STRs son las siguientes:

e La secuencia es siempre leida en direcciéon 5'-3' y la cadena de ADN a
tener en cuenta es la que ha sido originalmente descrita en la literatura o la
primera publicada en una base de datos, preferentemente GenBank.
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¢ Enlos STRs que estan dentro de la regién que codifica proteinas (asi como
el intrén de los genes) se debe usar la hebra codificante, esto se puede
aplicar a STRs tales como VWA (GenBank M25716), TPOX (GenBank
M68651) y CSF1PO (GenBank X14720)

e Para secuencias repetitivas sin ninguna conexién a genes que codifican
proteinas como muchos de los loci D#S###, la secuencia original descrita
en la literatura de la primera base de datos publicada serd convertida en la
referencia estdndar de nomenclatura. Como ejemplo se incluyen D18S351
(GenBank 18333) y D21S11 (GenBank M84567)

e Si la nomenclatura estd ya establecida en el campo forense pero no
conforme con lo ya mencionado, la nomenclatura serd mantenida para
evitar confusiones innecesarias. Esta recomendacién se aplica al uso
continuado de algunos laboratorios en la hebra de repeticion AATG para el
marcador STR THO1. La secuencia del GenBank para THO1 usa la hebra
codificante y por tanto contiene en su lugar la repeticién completa.

Recomendaciones respecto a los laderes alélicos

Un ladder alélico es una mezcla artificial de los alelos comunes presentes en las
poblaciones humanas para un marcador STR en particular (Sajantila y cols, 1992).
Son generados con el mismo primer de las muestras analizadas y asi proporcionan

una muestra de ADN de referencia para cada alelo incluido en el 1ader.
e Los laderes alélicos son usados como referencia para la designacion alélica.

e Los laderes de referencia deben estar secuenciados y nominados de acuerdo a
las reglas usadas para STRs.

e Deben contener todos los alelos comunes.

e Pueden ser obtenidos comercialmente o preparados en cada laboratorio.

Métodos de analisis de los STRs

En los dltimos afios gracias a los avances en Biotecnologia, las posibilidades en
cuanto a métodos y procedimientos de tipado de los microsatélites se han

incrementado de forma beneficiosa para la comunidad cientifica.

En la década de los setenta los laboratorios iniciaron la secuenciaciéon del ADN con

metodologia manual en geles de acrilamida, ya en los noventa se generalizaron las

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 57



técnicas semiautomatizadas de secuenciacion, aportando importantes ventajas al
tipado de estos marcadores.

Los productos de la PCR marcados con fluorocromos pueden ser detectados en
tiempo real mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y lectura de los

resultados con escdner de fluorescencia (Schum y cols, 1994).

Aunque la electroforesis capilar es el sistema que ofrece mayor precisiéon en la
lectura (Mansfield y cols, 1998), algunos prefieren utilizar secuenciadores
semiautomdticos (Gill y cols, 1995; Moscetti y cols, 1995) que facilitan al
investigador la interpretacién de un mayor nimero de muestras en cada prueba. Las
ventajas de este tipo de andlisis frente a los sistemas de tipado manual son las

siguientes:

1. Los sistemas semiautomaticos detectan solamente una de las dos cadenas del
fragmento de ADN amplificado, ya que solo uno de los cebadores estd
marcado.

2. El marcador externo de peso molecular permite medir de manera automaética el
tamafio de los alelos. Con la incorporacion de un estdndar o marcador interno
de peso molecular junto a cada muestra se eliminan las diferencias de
movilidad electroforética que pueden existir en las diferentes calles de un gel
(ISFG, 1994; Gill y cols, 1995).

3. La posible utilizacién de distintos fluorocromos permite el andlisis simultineo
de varios loci marcados con distintos colores, aunque dichos loci se solapen
por el tamafio de sus alelos. Esta ventaja solo estd presente en algunos
secuenciadores que existen en el mercado (Perkin Elmer®) (Mansfield y cols,
1998).

4. Por ultimo, el tamafio de los fragmentos y la designacion alélica se obtiene de
forma informatizada evitando errores de transcripcion y reduciendo el tiempo
de andlisis. Los resultados pueden ser interpretados con distintos programas
que determinan la longitud de los fragmentos y realizan la designacién
automética de los alelos (ALFwin Fragment Analyser, Amersham Pharmacia
Biotech; GeneScan Software, GenoTyper, GeneMapper, Applied Biosystems);
obteniendo asi el perfil genético de cada muestra (Gill y cols, 1995; Schum,
1997).
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El andlisis de secuencias o fragmentos de ADN por medio de chips se basa en la
sintesis de distintas sondas de oligonucledtidos, su alineacién en disposiciones
ordenadas (arrays) y su union a un soporte consistente en una fina pastilla de nylon
o vidrio. El chip se prueba frente a un ADN marcado flurescentemente, de modo
que el patrén y cantidad de fluorescencia suministra informacién sobre la

secuencia del ADN en estudio.

La dltima generacién de este enfoque es la combinacion de técnicas fotolitograficas
(como la de los chips de silicio para computadores) con sintesis quimica en fase
solida, que logra chips con ordenaciones de decenas e incluso centenares de miles
de oligonucledtidos distintos, que pueden identificar secuencias marcadas
fluorescentemente en pocos minutos, por medio de un microscopio con focal de

fluorescencia totalmente automatizado que registra los datos (Syvanen, 1999).

Previsiblemente, el andlisis forense de ADN nuclear y mitocondrial también podra
efectuarse dentro de muy poco utilizando esta técnica. En el momento actual se
estd trabajando en el disefio de chips de uso médico-legal y en la validacién de los
mismos desde una perspectiva forense (Marshall y Hodgson, 1998; Sapolsky y
cols, 1999).

Anadlisis Multiplex

Consiste en combinar en una tunica reaccién todos los pares de primers de los
sistemas que queremos amplificar simultineamente, junto con el resto de los

reactivos de la reaccidn en cantidades suficientes, ver tabla siguiente.
Ventajas de la PCR Multiplex (Lins y cols, 1996)
e Se obtiene la informacién de varios loci en una sola reaccion.
e Menor cantidad de templado para el anélisis.
e Disminucién del tiempo de anélisis.
¢ Menor cantidad de reactivos.

e Rapida construccién de bases de datos.
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Tabla 9. Multiplexes de tipo comercial mds utilizados por los laboratorios forenses

(Butler y cols, 2003; Reid TM y cols, 2003; Levadokou y cols, 2001)

Nombre comercial del kit

Loci STR que incluye cada multiplex

Poder de
discriminacion

Applied Biosytems

AmpFISTR® Blue

D3S1358, vWA, FGA

1.0x 107

AmpFISTR® Green I

Amelogenina, THO1, TPOX, CSF1PO

7.8 x 107

AmpFISTR® COfiler

D3S1358, D16S539, Amelogenina, THO1,
TPOX, CSF1PO, D7S820

2.0x 107

AmpFISTR® Profiler Plus
(Pro)

D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11,
D18S51, D5S818, D13S317, D7S820,
Amelogenina

24 x10™M

AmpFISTR® Profiler Plus ID

D3S1358, vWA, FGA, D8S1179, D21S11,
D18S51, D5S818, D13S317, D7S820,
Amelogenina

24 x10™M

AmpFISTR® Profiler

D3S1358, vWA, FGA, Amelogenina, THO1,
TPOX, CSF1PO, D5S818, D13S317,
D7S820

9.0x 107!

AmpFISTR® SGM Plus

D3S1358, vWA, D16S539, D2S1338,
Amelogenina, D8S1179, D21S11, D18S51,
D19S433, THO1, FGA

45x 1078

AmpFISTR® Sefiler (SE)

FGA, THO1, vWA, D3S1358,D16S539,
D2S1338, D8S1179, D19S433, D21S11,
D18S51, SE 33, Amelogenina

51x 100

AmpFISTR® Identifiler

D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539,
D2S1338, D19S433, vWA, TPOX, D18S51,
D5S818, FGA, Amelogenina

72x 107"

Promega Corporation

PowerPlex® 1.1, 1.2

D5S818, D13S317, D7S820, D16S539,
vWA, THO1,TPOX, CSF1PO

74x 1070

PowerPlex® 2.1 (para
usuarios de Hitachi FMBIO)

D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, VWA,
D8S1179, TPOX, FGA, Penta E

3.4 x 10"

PowerPlex® ES

FGA, THO1, vWA, D3S1358, D8S1179,
D18S51, D21S11, SE33, Amelogenina

1.3x 107

PowerPlex® 16 System

D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539,
CSF1PO, Penta D, vWA, D8S1179, TPOX
FGA, Amelogenina

1.2x1078

PowerPlex® 16 BIO (para
usuarios de Hitachi FMBIO)

D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E,
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539,
CSF1PO, Penta D, vWA, D8S1179, TPOX
FGA, Amelogenina

1.2x10-18
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Problemas que se observan con los Multiplexes

Durante la amplificacién de los alelos STRs por medio de la técnica PCR, puede
surgir también un nimero de artefactos que interfieren en la clara interpretacion de
los resultados y, por lo tanto, en el genotipado de los alelos presentes en el ADN

molde.

En una reaccién multiplex la probabilidad de formacién de dichos artefactos es
mayor, por lo que debe tenerse en cuenta la necesidad de variacién y optimizacion
de algunos de los pardmetros, como las condiciones ciclicas de la reaccién y los
componentes de la misma, con el fin de conseguir un rendimiento equilibrado en la

amplificacion simultdnea de los loci escogidos.

A continuaciéon mencionaremos algunos artefactos que podriamos encontrar en las
reacciones multiplex, pero es necesario aclarar que algunos de ellos pueden estar

presentes también en condiciones uniplex:
1. Amplificaciones inespecificas como:

—> Bandas tartamudas o stutter
- Artefactos inespecificos.
- Pull up

- Bandas Ny N+1

Bandas tartamudas o stutter

Mientras que por simple légica la gran mayoria de los artefactos pueden ser
excluidos y calificados como productos no alélicos, no resulta posible excluir de
esta manera a las bandas tartamudas, puesto que si son productos alélicos que se
diferencian estructuralmente del alelo asociado tan solo por una unidad de
repeticion (Gill, 2003).

Los productos stutter han sido descritos en la literatura desde que los primeros
microsatélites fueron descritos. Es la presencia en un electroferograma de picos

mas pequefios que el pico del alelo STR.

Este artefacto ha sido referido al deslizamiento de la enzima polimerasa durante la
amplificacién de la cadena molde (Hauge y Litt, 1993; Walsh y cols, 1996).
Aunque habitualmente los stutters aparecen en parejas, este dato no es
necesariamente diagndstico. Si un alelo tiene secuencias no consenso o parciales,
entonces serd mas proclive a generar bandas tartamudas que el alelo que consista
de repeticiones completas (Walsh y cols, 1996).
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El anélisis de la secuencia de un producto stutter de la repeticion tetranucleotidica
del locus VWA demostré que contienen una unidad de repeticién menos que la
correspondiente al pico del alelo principal (Walsh y cols, 1996). Otras
caracteristicas mas son descritas por Butler (2001):

- Representa menos del 10% del peso del pico del alelo principal.

- La cantidad de stutter depende tanto de las condiciones PCR como de la
polimerasa utilizada.

—> La propension para formar stutter disminuye con las unidades de repeticiones
mads largas (repeticiones pentanucledtidos < tetra < tri < dinucle6tidos).

—> La cantidad de stutter es mayor para los alelos mas grandes dentro del locus.

—> La cantidad de stutter es menor si la secuencia de repeticiones es imperfecta.

Artefactos no especificos

Estos se generan como resultado de la hibridacion de fragmentos de ADN
degradado o bacteriano (Gill, 2003). Cuando los artefactos no especificos se
encuentran en la regién alélica, resulta particularmente util el test de «deriva» de
las bandas descrito Gill y cols. (1996) a fin de excluir los artefactos no especificos,
ya que éstos tienen una secuencia diferente a la de los STRs, suelen migrar de
forma atipica en el gel. Corresponden a picos de pequeiio tamafio, mencionamos a
continuacion caracteristicas descritas para estos artefactos (Whitaker y cols, 1995;
Clayton y cols, 1998):

—> Tienen el 4rea del pico baja y su morfologia es aberrante.
- La mayoria no estan dentro del rango alélico del locus.
—> Estdn relacionados con hibridacién del primer en otro sitio del genoma.

—> Han sido observados también en muestras de ADN degradadas.

Pull up

Son picos artefactuales debido a interacciones hardware/matriz, que se definen
como un pico menor en un color diferente y directamente por debajo de un pico
alélico mayor (Gill, 2003) 6 picos pequefios en las calles adyacentes a un pico

grande exactamente en la misma posicion.
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Se han observado habitualmente en muestras sobre amplificadas, y necesitan ser
diferenciados de los alelos verdaderos por medio de posicién y morfologia del pico
y/o con nuevo andlisis monoplex del locus de interés.

Bandas N y N+1

La sefial del alelo verdadero es conocida como pico «N». La adicién de una base
extra por la enzima polimerasa al final del paso de elongacién puede producir un
producto PCR una base més larga que la longitud del alelo verdadero y esto es
[lamado pico «N+1» (Sparkes y cols, 1996; Clayton y cols, 1998).

2. Amplificacion preferencial de algunos loci. En general, dentro de cualquier locus

Bandas .
tartamudas Esp 1ga'
o reflejo
burbuja e
Y N ‘/ e
Canal azul
Canal verde
-y ¥
Pull-up, artefactos de” Canal
hardware/matriz amarillo

Canal rojo

Gréfico 10. Artefactos més frecuentes dentro del andlisis
automatizado en multiplex
STR, un alelo de bajo peso molecular amplificard con mds eficiencia que uno de
mayor peso molecular (Whitaker y cols, 1995; Clayton y cols, 1998; Gill 2003).

3. Inhibicion de la amplificacion por formacion de dimeros de primers, ya que en
una reacciéon multiplex el nimero de primers aumenta y con ello el niimero de
interacciones posibles, disminuyendo asi el rendimiento de la amplificacién y
aumenta la probabilidad de artefactos inespecificos (Whitaker y cols, 1995;
Clayton y cos, 1998; Gill, 2003).
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Microsatélites autosémicos objetos de este estudio

En este estudio se han analizado los marcadores que se describen en detalle en las

tablas siguientes.

Tabla 10. Caracteristicas de los STRs analizados, localizacién genémica, acceso la base de
datos, STS 6 sequence tagged sites (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fgci?db=unists)

Locus Localizacion Eemgtailgi(;l[f Definicién del locus en el Acceso
(STS) cromosomica g, _3 GenBank GenBank
CSF1PO HUMCSFIPO,
(156169) 3433.3-34 AGAT Human c-fms proto-oncogene X14720
FGA HUMFIBRA, Human
(240635) 4928 CTTT complex fibrinogen alpha chain gene M64982
THO1 HUMTHO1, Human tyrosine
(240639) Hpl15.5 AATG hidroxilase gene D00269
TPOX HUMTPOX, Human thyroid
(240638) 2p23-pter AATG peroxidades gene M68651
VWA [TCTG][TCTA] HUMVWFA, Human von
(240638) 12p12-pter complejo Willebrand factor gene M25858
D3S1358 [TCTG][TCTA]
(148226) 3p complejo D3S1358 AC099539
D5S818
(54700) 5q21-31 AGAT D5S818 G08446
D7S820
(74895) 7q11.21-22 GATA D7S820 G08616
D8S1179
(83408) 8q [TCTA][TCTG] D8S1179 G08710
D13S317
(7734) 13q22-q31 TATC D13S317 G09017
D16S539
(45590) 16q24-qter GATA D16S539 G07925
D18S51
(44409) 18q21.3 AGAA HUMUTS574 L18333
D21S11 21ql1-21g21 [TCTA][TCTG] HUMD21LOC AP000433
(240642) L
Penta E 15q AAAGA Penta E AC027004
Penta D 21q AAAGA Penta D AP001753
F13A01 6p24-25 AAAG FXIITAO1 M21986
HUMBFXIII, human blood
F13B 1q31-q32.1 AAAT coagulation factor XIII b M64554
subunit gene
HPRTB Xq26 AGAT HPRT M26434
LPL 8p22 AAAT HUMLIPOL, intron 6 of the - py¢355)
lipoprotein lipase gene
HUMAMEL, Human Y
Amelogenin . ’ M55418 y
(no es STR) Xq22.1-22.3 No aplicable chromosomal gene for M55419

Amelogenina-like protein

Todos los accesos al Gene bank que comienzan con la letra A, corresponden a la base de
datos de secuencias del Genoma Humano, los restantes son de la secuencia original

descrita.
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Tabla 11. Caracteristicas de los STRs mads utilizados en la comunidad forense y en este
trabajo. Variantes alélicas o alelos descritos fuera del lader que han sido vistos por mas de
una ocasion. Nétese que algunos de esos alelos pueden estar dentro de los kits comerciales
pero no son descritos por los laboratorios que los utilizan. Variantes trialélicas descritas

(http://www.cstl.nist/gov/biotech/strbase).

Tamaio . AT Patrones
p No. Variantes alélicas reportadas y gy
Locus del lader . . trialélicos
repeats alelos intermedios
en pb reportados
CSF1PO 321-357 20 3,7.3,83,9.1,9.3,10.1,102, 103, 9/11/12; 10/11/12
11.1,12.1, 16
12.2,13.2, 14, 14.3, 15, 15.3, 16,
16.1,16.2,<17,17,17.2,18.2, 19.1,
19.2,19.3, 20.1, 20.2, 20.3, 21.1, 19/20/21; 19/22/23;
21.2,21.3,22.1,22.2,22.3,23.1, 19/24/25; 20/21/22;
23.2,23.3,24.1,24.2,24.3,25.1, 20/21/24; 20/23/24;
FGA 322-444 80 25.2,25.3,26.1,26.2,26.3, 27.3, 21/22/23; 21/25/26;
29.2,30.2, 31, 31.2,32.1,32.2,33.1, | 22/24/25;
34.1,34.2,35.2,41.1,41.2,42.1, 22.2/23/23.2
42.2,43.1,43.2,44,44.1,44.2,44.3,
45.1,45.2,46.1,46.2,47.2,48.2, 49,
49.1,49.2,50.2, 50.3
THO1 156-195 20 4,7.3,83,9.1,103, 11, 13.3 7/8/9
6/8/10; 6/9/10;
6/10/11; 6/10/12;
7/9/10; 7/10/11;
TPOX 262-290 15 4,5,73,13.1, 14,15, 16 8/9/10; 8/10/11;
8/10/12;
8/11/12;9/10/11;
9/10/12; 10/11/12
11/16/17; 12/18/19;
14/15/17; 14/15/18;
VWA 123-171 29 16.1, 18.3, 22, 23, 24, 25 14/16/18: 14/17/18:
15/16/17; 18/19/20
8,83,9,10,11,15.1,15.2,15.3, , ,
D3S1358 | 115-147 26 | 162,17.1,17.2, 18.1, 182, }gﬁ?ﬁg }gﬁ;ﬁg
18.3,“>197, 20, 20.1, 21.1 ’
D5S818 119-155 15 10.1,11.1, 12.3, 17, 18 10/11/12; 11/12/13
5,52,63,7.1,7.3,8.1,8.2,8.3,9.1,
D7S820 215-247 30 9.2,9.3,10.1,10.3, 11.1, 11.3, 12.1, | 8/9/12; 8/10/11
12.2,12.3,13.1, 14.1, 15, 16
10/12/13; 10/12/15;
D8S1179 203-247 15 7,15.3, 18,20 12/13/14; 12/13/15;
13/15/16
5,6,7,7.1,8.1,11.1, 11.3, 13.3, 8/11/12; 10/11/12;
D13S317 169-201 17 14.3. 16 10/12/13
D16S539 264-304 19 ?473 912 113,12.1, 122, 13.1, 13.3, 12/13/14
7,8,9,11.2,12.2,12.3,13.1, 13.3, 12/13/15: 12/14/15;
14.2,15.1,15.2,16.1, 16.2, 16.3, 12/16/17- 14/15/22-
D18S51 290-366 51 17.2,17.3,18.1,18.2,19.2, 20.1, 15/16/20- 16/17/20-
20.2,21.2,22.1,22.2,23.2,24.2,27, 1922 2/2’3 2 ’
28.1,28.3,40 ’ ’
24.3,25.1,25.2,25.3,26.2,27.1, 28/29/30;
D21s11 203-259 89 27.2,28.1,28.3,29.1, 29.3, 30.3, 28/30.2/31.2;
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31.1,31.3,32.1,33.1, 34.1, 34.3, 29/31/32;

35.1,36.1, 36.2, 37, 37.2, 39 30/30.2/31
9.4,11.4,12.1,12.2,13.2, 14.4,

Penta E 379-474 29 15.2,15.4,16.4,17.4,18.4,19.4, n/d
234

6,64,7.1,74,9.4,103,11.1,11.2,

PentaD | 376-449 33 12.2,12.4,13.2,13.4, 14.1, 14.4 n/d
F13A01 281-331 13 4-16 n/d
F13B 169-189 5 6-10 n/d
HPRTB | 259-303 11 6,7,8,9,10, 10M, 11, 11M, 12-17 | n/d
LPL 105-133 7 7-14 n/d
Amelog. | 106, 112 2 XY No se aplica

Microsatélites del Cromosoma «Y »

EL cromosoma Y muestra una cantidad y variedad extraordinaria de ADN
repetitivo cuando lo comparamos con otros cromosomas. Se asume que surge como

resultado de la carencia de recombinacién intercromosdmica a través del tiempo.

Sin embargo, los reagrupamientos durante la evolucién de los primates como las
duplicaciones en tdindem e inversiones, pueden haber jugado un papel importante y
adicional en el disefio o configuracién de la estructura molecular del cromosoma Y
(Kittler y cols, 2003).

El descubrimiento de la existencia de regiones STRs tetraméricas en el cromosoma
Y con una variabilidad comparable a la de los STRs autosémicos, ha permitido
disponer de una nueva gama de marcadores genéticos de gran interés, no solamente
en el campo de la identificacién genética humana, sino también en el campo de la
genética de poblaciones humanas y en estudios evolutivos.

La herencia exclusivamente paterna de la regiéon no recombinante del cromosoma
Y se traduce en el mantenimiento a través de las generaciones de polimorfismos
ligados que pueden ser utilizados para trazar la evolucién de los linajes paternos.
Por otro lado, los STRs localizados en el cromosoma Y se estdn convirtiendo en

una herramienta de gran valor en una gran variedad de situaciones forenses.

Los STRs del cromosoma Y, por ejemplo, pueden ser de gran interés para detectar
especificamente los restos celulares de un varén en casos en los que sea necesario
realizar una identificacién genética de una mezcla de fluidos biolégicos de varén y
de mujer en los que la fraccion de células procedentes del varén sea minoritaria con

respecto a la fraccion de células de la mujer.
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Tal es la situacién que ocurre en una proporcién de casos de violacién en los que,
en la toma vaginal, por las circunstancias de los hechos o de la toma de muestras,
se detecta una muy pequefa cantidad de espermatozoides del agresor que se
encuentran mezclados con una gran cantidad de células de descamacién del epitelio

vaginal de la victima.

Por otro lado, los STRs del cromosoma Y son de gran interés en la investigacion
biolégica de la paternidad de hijos varones, cuando el presunto padre haya
fallecido y no se pueda disponer de una muestra bioldgica del mismo, ya que
permite investigar a cualquier pariente del padre presunto y comprobar si su
haplotipo de marcadores STRs es coincidente. Ademds la investigacién de la
identidad y sexo en desastres en masa, también constituyen algunos de los campos
de aplicacion forense de los marcadores de microsatélite del cromosoma Y.

Estructura y caracteristicas del cromosoma «Y»

El cromosoma Y es un elemento acrocéntrico pequefio que solo representa el 2%
del complemento cromosémico. Contiene alrededor de 6-10” pares de bases. El
60% de este ADN estd constituido por secuencias polimoérficas, altamente
repetidas, y estd confinado principalmente a la porcién heterocromética del brazo
largo, desde Yq13 a Yqter (Roewer y cols, 1996), y a la regién pericentromérica,
sugiriendo que estas regiones tendrian una funcionalidad limitada.

Sin embargo, recientes investigaciones demuestran la existencia de genes y
familias génicas localizadas en las regiones supuestamente no codificantes
presentes en este cromosoma (Lahn y cols, 1997).

Debido a la falta de un elemento homélogo (lo que determina una haploidia
parcial), la mayor parte del cromosoma Y no se recombina durante la meiosis. S6lo
se produce recombinaciéon con el cromosoma X en dos pequefias regiones
pseudoautosémicas denominadas PAR1 y PAR2 (Jobling y cols, 1997). La falta de
recombinacién determina que todas las secuencias ubicadas en esta zona se
heredan como un bloque constituyendo un grupo de ligamiento (Quintana-Murci y
cols, 2001).

Por otro lado, dado que en este grupo de ligamiento se localizan regiones
polimérficas, éstas serdn cedidas de padres a hijos en forma obligada. Las mutacién
es constituyen las fuentes fundamentales de la variacién que puede producirse en

estas regiones.
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Hace pocos afios se describe la secuencia completa de 23 Mb del segmento de
eucromatina del cromosoma Y (Skaletsky y cols, 2003), a la que designan como
regién especifica masculina del Y, 6 MSY (male-specific region of the Y).

Antecedentes del empleo de marcadores hipervariables del
cromosoma «Y»

Los primeros polimorfismos del cromosoma Y se descubrieron en 1985 (Casanova
y cols.; Lucotte y Ngo, 1985). Los estudios iniciales se centraban en el andlisis de
la regiéon denominada Y27H39 (conocida actualmente como DYSI19), y
demostraron su utilidad tanto en estudios antropolédgicos (Roewer y cols, 1993),
como en andlisis de paternidad en ausencia de progenitor masculino (Santos y cols,
1993).

Si bien la aplicabilidad resultaba limitada por no disponer de marcadores
adicionales, tal restriccién pudo ser posteriormente superada. La deteccién y
validaciéon de un gran ndmero de secuencias polimoérficas presentes en el
cromosoma Y, hizo posible la realizacién de estudios poblacionales mas completos
y su aplicacién inmediata tanto en estudios de filiacién deficientes como en casos

forenses (Kayser y cols, 1997; Prinz y cols, 1997).

Para realizar el andlisis de los marcadores STR, las regiones flanqueantes alrededor
de la unidad de repeticion debe ser determinada. Una vez que las regiones
flanqueantes son conocidas entonces los primers pueden ser diseflados y la region

de repeticion amplificada para el andlisis (Butler, 2001).

Los nuevos STR son usualmente identificados de una de las siguientes formas:

—> Buscando secuencias de DNA en bases de datos Ejemplo: GenBank, de
regiones con 6 o mds unidades de repeticiones contiguas (Weber y
May, 1989).

- Realizando aislamiento con métodos de biologia molecular (Edward y
cols, 1991).

Los STRs del cromosoma Y se han descubierto en el siguiente orden cronolégico,
de esta forma: DYS19 Roewer y cols. (Roewer y cols, 1992); YCAI a/b, YCAII
a/b, DXYS156 (Mathias y cols, 1994); DYS389I/II, DYS390, DYS391, DYS392,
DYS393 (Roewer y cols, 1996); DYS288, DYS388 (Kayser y cols, 1997);
DYS385 a/b (Schneider y cols, 1998); A7.1, A7.2, A10, C4, H4 (White y cols,
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1999); 2000 DYS434, DYS435, DYS436, DYS437, DYS438, DYS439 (Ayub y
cols, 2000); G09411, G10123 (De Knijff , 2000, sin publicar); DYS441, DYS442
(Iida y cols, 2001); DYS446, DYS447, DYS448, DYS449, DYS450, DYS452,
DYS453, YS454, DYS455, DYS456, DYS458, DYS459, DYS463, DYS464 (Redd
y cols, 2002).

Butler y cols (2006a) analizaron 27 Y-STRs para ser aplicados en el campo
forense, algunos de ellos descritos pero en su mayoria nuevos marcadores, entre
ellos el DYS444, DYS446, DYS449, DYS463, DYS485, DYS490, DYS495,
DYS504, DYS505, DYS508, DYS520, DYS522, DYSS525, DYS532, DYS533,
DYS534, DYS540, DYS556, DYS557, DYS570, DYS575, DYS576, DYS594,
DYS632, DYS635, DYS641, y DYS643.

DYS45g DYS450 DYS8459a

DYS463 DYS449 DYS464b DYS464¢c
DYS455 DYS454 DYS464a DYS464d
DYS448
DYS453|nysas DYS447 DYS452 DYS459b
MTTTIr T QT T TR T T T 11 TTJ
Mb 10 15 25 .30
Dvs3es  DYS19pysser\ DYS3% /A pyssez
— - DYS389 Iill R
| Minimal haplotype loci I DYS385a DYS385h

" AT GEC | )

heterochromatin

Grifico 11. Nuevos STRs del cromosoma Y descritos por los investigadores de la
Universidad de Arizona, USA (Hammer y Redd, 2006)

La herencia en bloque de estos marcadores exige un andlisis estadistico global,
donde el conjunto de frecuencias genéticas obtenidas constituye un haplotipo
(Kayser y cols, 1997; Pestoni y cols, 1998).

El tipado de un mayor nimero de marcadores polimérficos por muestra aumenta de
forma notoria el poder discriminativo y el potencial informativo de estos
microsatélites (White y cols, 1999; Ayub y cols, 2000).
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La primera reunién de trabajo sobre aplicaciones forenses del cromosoma Y,
celebrada en Berlin en 1996, permiti6 la recopilacién de datos sobre la distribucion
de frecuencias haplotipicas e inform6 de los estudios genotipicos padre/hijo hasta
entonces realizados, para estimar tasas de mutacién especificas en los locus de
estos marcadores. En definitiva, se establecieron las condiciones necesarias para su
aplicacién en la practica médico legal (Kayser y cols, 1997; De kniff y cols, 1997).

El proyecto se consolidé en 1998 con la creaciéon de una base de datos para
microsatélites del cromosoma Y, disponible via Internet (http://ystr.charite.de), que

busca la consecucion cuatro objetivos fundamentales (Roewer y cols, 2000):

e Estandarizar el andlisis de un haplotipo comin de marcadores STRs,
altamente informativo y de facil deteccidn electroforética.

e Garantizar la estandarizacion en los resultados emitidos por los
distintos laboratorios mediante controles de calidad periddicos.

e Determinar la estratificacién de la poblacién caucasoide en Europa.

e Recopilar una amplia base de datos que permita la estimacion real de
frecuencias haplotipicas para su aplicacion en la practica forense.

La amplificaciéon simultdnea de varios sistemas (PCR multiplex) (Redd y cols,
1997; Gusmao y cols, 1999; Ayub y cols, 2000; Corach y cols, 2001; Butler y cols,
2002; Bosch y cols, 2002) permite optimizar el andlisis en casos de extrema

complejidad (Corach y cols, 1997; Prinz y cols, 1997).

Se han realizado muchos estudios colaborativos para caracterizar los STRs del
cromosoma Y (Kayser y cols, 1997; Pestoni y cols, 1998; White y cols, 1999;
Schneider y cols, 1999; Ayub y cols, 2000; Hoy cols, 2001; Gonzélez-Neira y cols,
2001), por lo cual hay una lista de los loci analizados en la pagina web de Knijff
(http://ruly70.medfac.leidenuniv.nl/~fldo); existe también otra pigina que puede
consultarse para obtener informacién tanto de los STRs autosémicos como del
cromosoma Y (Ruitberg y cols, 2001).

Los diferentes alelos de multiples polimorfismos del cromosoma Y pueden ser
combinados para obtener haplotipos compuestos. Los polimorfismos mds variables
pueden llegar a discriminar cromosomas d elinajes paternos diferentes, mientras
que los menos variables permiten definir grupos de cromosomas emparentados. En

este sentido, ha sido posible observar que varios haplotipos estan confinados a
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poblaciones especificas. Cada poblacién tiene una combinacién tnica de haplotipos
Y. Esto contrasta con la falta de especificidad de la gran mayoria de cromosomas.

Evolucion del Cromosoma Y

Los grupos de ligamiento ancestrales que reflejan el origen del cromosoma Y han
sido largamente conservados a lo largo de la evolucidn, si bien, este cromosoma ha
adquirido numerosas secuencias procedentes de diversos origenes. Por tanto, este
cromosoma es un cromosoma moderno que ha alcanzado su conformacién actual a
lo largo de la evolucién desde los grandes monos hasta el hombre. Es probable que
los estudios del cromosoma Y contribuyan a una mayor comprension de los
origenes de los humanos modernos (Jobling y Tyler-Smith, 1995).

La funcién que determina el sexo del cromosoma Y implica que es heredado de
manera patrilineal y haploide. A causa de esta haploidia, la mayor parte de este
cromosoma no recombina con ningin otro durante la meiosis. Estas propiedades
tienen importantes consecuencias para la historia evolutiva de las poblaciones, ya
que el cromosoma Y pasa de padre a hijo sin cambios, excepto por la acumulacién
gradual de mutaciones; por ello, el retroceso en los linajes patrilineales hacia el
pasado depende de la tasa de mutacién de los marcadores del cromosoma Y

analizados.

El estudio de los polimorfismos del cromosoma Y con fines evolutivos pretende
esclarecer en tltimo término, algunos de los problemas todavia pendientes en lo
que respecta al origen y la dispersion de los humanos modernos. Estos
polimorfismos son de gran ayuda, ya que mientras los cromosomas autondémicos y
el X tienen multiples ancestros a causa de la recombinacidn, todos los cromosomas
Y tienen un Unico ancestro paterno, aunque no es posible predecir a prior si el
ancestro fue un humano reciente o un pre-humano (Jobling y Tyler-Smith, 1995).
Esto supone ventajas en el estudio de la evolucién humana, la ausencia de la
recombinacién simplifica la historia contenida en la molécula del ADN del
cromosoma Y (Jobling y cols., 2000).
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Microsatélites del cromosoma «Y» incluidos en este estudio

La siguiente tabla reine algunas caracteristicas de los microsatélites que se han
analizado en el presente trabajo.

Tabla 12 . Caracteristicas de los loci STR de cromosoma Y analizados. Posicion en

megabases a lo largo del cromosoma Y (Butler, 2006).

.07 - Tamafio No. de
Posicion Unidad de 5.5 q
Locus . . Repeticiones alelos alelos Referencia
(Mb) repeticion
en pb observados
Roewer y
DYS19 10.12 (GATA)n 10-19 174-210 10 cols, 1992
DYS385 19.19, Schneider y
b 1923 (GAAA) 10-22 252-300 13 cols, 1998
Kayser y
DYS3891 13.05 (GATA)n (GACA)n 9-17 235-267 9 cols, 1997
DYS3891I | 13.05  (GATA)n (GACA)n 26-34 355-387 9 Kayser y
cols, 1997
Kayser y
DYS390 15.71 (GATA)n (GACA)n 18-28 191-231 11 cols, 1997
267/275- Kayser y
DYS391 12.54 (TCTA) 6,8-14 295 11 cols, 1997
236/245- Kayser y
DYS392 | 2097 (ATT)n 7/10-17 266 9 cols, 1997
Kayser y
DYS393 3.17 (GATA)n 9-15 108-132 7 cols, 1997
White y
(TCTA)m(TCTG)n cols, 1999
DYS437 n/d (TCTA)4 13-17 180-196 5 Ayub y cols,
1999
White y
(TTTTC)I(TTTTA)O,1 cols, 1999
DYS438 13.38 (TTTTo)n 6-13 201-236 8 Ayub y cols,
1999
White y
DY cols, 1999
S439 12.95 (GATA)n 9-14 236-256 6 A
yub y cols,
1999

a. DYS 319 (Roewer y cols, 1992

Este microsatélite se identific por la repeticion del tetranucledtido (GATA)
(Arneman y cols, 1986; Roewer y cols, 1992), posteriormente el estudio de la
secuencia permitié definir la estructura se este STR (CTTA7C)n. Se localiza en el
brazo corto del cromosoma Y, el tamaifio del locus DYS 19 oscila entre 174 y 210
pb en funcién del nimero de repeticiones del tindem entre 10 y 19 veces (de Kniff
y col, 1997).
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b. DYS385 (Schneider y cols, 1998)

Este presenta dos productos de amplificacion especificos tras la PCR in vitro por
una duplicacién de este loci en el cromosoma Y, al igual que ocurre con los
dinucledtidos YCAI, YCAII, YCAIIlI (Kayser y cols, 1997), las dos variantes
alélicas aumentan notablemente el poder de discriminacién de este marcador al

aportar dos fragmentos en una tnica reaccién de PCR.

La secuencia originalmente descrita (GAAA)n aparece entre 10 y 22 veces con un
rango de 364 a 412 pb.Se describen fragmentos mds pequefios de entre 252 a 300
pb, al realizar una modificacion en la secuencia del cebador no marcado (Schneider
y cols, 1998). Su baja tasa de mutacion y la escasa ambigiiedad que presenta en la
signacion alélica lo convierten en marcador de leccion respecto al resto de STRs

con una doble localizacién en el cromosoma Y (Schneider y cols, 1998 y 1999).

Kittler y cols. (2003) llevaron a cabo la alineacién a gran escala de la secuencia
flanqueante identificada del DYS385 y detectaron un fragmento de ~190Kb, el cual
existe en dos copias separadas por ~40Kb de secuencia dnica en la regioén
Yq11.223. Las dos copias estan localizadas en orientacién opuesta, de este modo

contienen el STR DYS385 en su parte mas proximal.

En este estudio realizaron la amplificacién de los dos fragmentos del DYS385 por
separado y confirmaron que cuando se presenta un patrén de una sola banda es el
reflejo de dos alelos de idéntica longitud, en dos loci comos e asumia previamente

y no la existencia de un solo locus (Kitter y cols, 2003).
c. DYS389 (Kaysery cols, 1997)

La duplicacién en el sitio de unién de uno de los cebadores del DYS389 permite el
andlisis de dos fragmentos de ADN diferentes, segin el nimero de repeticiones de
cuatro bloques de tetranucleétidos (TCTG) y (TCTA). El fragmento I es un STR
simple de 239 a 263 pb, y se engloba dentro del DYS389II que tiene la estructura
de un STR compuesto (Junge y Madea 1999).

La nomenclatura utilizada estd descrita por Roewer y cols. (2000); a diferencia del
DYS385, el desigual rango de pares de bases permite en este caso una asignacion
alélica independiente. El estudio de este marcador muestra diferencia significativas
entre poblaciones (Rolf y cols, 1998) y prueba su utilidad en medicina forense.
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d. DYS390 (Kaysery cols, 1997)

La secuencia de las variantes alélicas ha puesto de manifiesto diferencias de la
estructura de estas repeticiones (CTG/AT) con alelos del mismo tamaio y distinta

secuencia nucleotidica, se trata por tanto de un STR compuesto (Pestoni y cols,
1998; Junge y medea, 1999).

Las secuencias tetranucleotidicas del DYS390 se repiten entre 18 y 27 veces,

formando al menos 10 alelos cuyos tamafios oscilan entre 191 y 227 pb (de Kniff y
cols, 1997). El marcador DYS390 presenta un patrén mutacional distinto al resto

de STRs del cromosoma Y (Forster y cols, 1998). Esto es un hecho fundamneal no

s6lo con fines antropoldgicos sino también en peritajes forenses de identificacion
de paternidad (Lessig y Edelman, 1998).

a. deletion map

(Carvalho-Silva et al.)

DYS5393-
DYS519 -

b. RH map + seq
(NCBI)

ro

- DYS393, DXYS156Y

- DYS288

c. contig NT_001402

Mb
TP = Y-GATA-C4

’ 0.1

— DY5439
F 02 = DYS435
. DYS437, DYS434
oEN - DYS388, DYS389, Y-GATA-C4 L 03
DYS39K | - YCAIII
DYS389-11
DYS390-

36

| 0.4 — DYS389
- DYS5388
L 05

Mb

0.6 — DYS438
'
\ - 0.7

\ - 0.8

- 0.9
1

'} 10— Dys436

= 1.1
Grafico 12. Mapa de los marcadores STRs del cromosoma Y

(Nucleic Acids Res. 28(2), e8, 2000)
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e. DYS391 (Kaysery cols, 1997)

Es un locus tetranucledtido simple que posee un tamaiio de alelos de 275 a296 pb
con los cebadores descritos inicialmente (GDB-ID GO00-376-966). Se han
encontrado seis alelos diferentes que constan de 8 a 13 repeticiones (TCTA).

Ademads de esta amplificacion especifica en el cromosoma Y, estos cebadores
generan una banda adicional de 26 pb menos que los alelos que los alelos del locus
DYS391, también con cardcter polimérfico. En un trabajo llevado a cabo en
diferentes grupos poblacionales se encontraron hasta 5 alelos diferentes (Gusmao y
cols, 2000) y estudios en familias demostraron que este locus estaba ligado a la

herencia del cromosoma X.
. DYS392 (Kaysery cols, 1997)

La repeticiénd el trinucledtido (ATT) entre 7 y 16 veces y los nucleétidos
flanqueantes forman fragmentos PCR con un rango de 236 a 263 pb. Se han
descrito 8 variantes alélicas para este STR simple, con una diversidad genética
poblacional moderada (de Kniff y cols, 1997; Kayser y cols, 1997).

g. DYS393 (Kaysery cols, 397)

Este STR presenta al menos 6 alelos por la repeticién del tdindem (GATA)n de 9 a
15 veces, creando fragmentos de tamaiio pequeiio de entre 108 a 132 pb (de Kniff y
cols, 1997). La realizacion de estudios poblacionales identifica alelos nuevos como
es el caso del alelo 16 (Pawlowsky y cols, 1999). La estructura sencilla de este
STR y fécil lectura lo convierte en un marcador interesante para estudios de

identificacién (Roewer y cols, 2000).
h. DYS437 (Ayub y cols, 2000)

Es una repeticion tetranucleotidica compleja con un alto grado de polimorfismo y
elevado poder discriminativo. El tamafios de los alelos estd comprendido entre 180
y 196 pb, con 13 a 17 alelos. Recientemente, se encontraron dos subtipos distintos

de secuencia (Gonzdlez-Neira y cols, 2001).

El tipo A tiene la estructura (TCTA), (TCTG), (TCTA),...(TCTA), la cual esta
recogida en el GenBank y descrita en todos los grupos poblacionales. Los alelos
tipo B muestran la estructura consenso (TCTA), (TCTG),; (TCTA),...(TCTA),y
solo fue encontrada en muestras de poblaciones asidticas, eun 50% de los alelos
descritos. Varios autores han descrito variaciones adicionales para DYS437 y
DYS438 (Gusmado y cols, 2001 y Hou y cols, 2001).
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i. DYS438 (Ayuby cols, 2000)

Muestra una repeticion penta nucleotidica altamente variable por lo que es de los
més ttiles en el campo forense. La repeticion TTTTC parece ser derivada de la
cola poli A de un elemento Alu (Ayub y cols, 2000). Tiene de 6 a 13 repeticiones y
el tamafo estd entre 201 y 236 pb. Este locus junto con DYS437 y DYS439 han
demostrado una alta diversidad en la Peninsula Ibfierica equivalente a los loci

utilizados comtinmente en el area forense (Bosch y cols, 2002).
j. DYS439 (Ayub y cols, 2000).

Se trata de una repeticion compleja altamente variable. Se representa como
(GATA), N; (GATA); Ny (GATA) N; (GATA) N; (GATA);s. Los alelos
secuenciados demostraron variacion en sélo los bloques de repeticiéon mas largos,
pero pueden encontrarse variaciones en otros bloques en estudios més extensos. El

tamafio de los alelos estd entre 238-258 pb, 9-14 alelos.
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Marcadores genéticos potenciales y
nuevas tecnologias

Miniplexes de mini STRs de nueva generacion

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas presentaciones de STRs
caracterizados porque se han reducido de tamafio y de esta forma producir
amplicones mds pequefios menores a 125 pb. La reduccién del tamafio de los
amplicones puede facilitar el andlisis del ADN degradado y mejorar la eficiencia de
la amplificacién, asi como mejorar la interpretaciéon de mezclas (Butler y cols,
2003).

Como se ha descrito, los STRs son la principal herramienta de la Genética Forense
(Lygo y cols, 1994; Budowle y cols, 1999; Butler JM, 2001), ya que son
marcadores altamente polimorficos y capaces de tipar muestras con muy poco

material bioldgico a través de sistemas de PCR multiplex.

No es la primera vez que se ha disminuido el tamafio de los microsatélites para
obtener mejores resultados. Otros autores ya han utilizado estos métodos para
mejorar la tipificacién en muestras degradadas, utilizando diferentes microsatélites
(Yoshida y cols, 1997; Grubweiser y cols, 2003; Holland y cols, 2003; Schum y
cols, 2004; Szibor y cols, 2001; Tsukada y cols, 2002; Wiegand y Kleiber 2001).

Por otro lado, en criminalistica partimos de la premisa que la mayoria de las
muestras forenses son dificiles de analizar, si este ADN se expone al fuego o al
medio ambiente por largos periodos de tiempo puede ocurrir degradacién del
material genético debido a procesos bacteriales, bioquimicos u oxidativos (Bar y
cols, 1998). Adicionalmente, pueden haber contaminantes ambientales que vengan

dentro de las mismas muestras forenses.

En dichos especimenes se observa tipicamente una pérdida de la sefial de
amplificacién con productos de STRs de gran tamafio. Estd pérdida de sefial puede
deberse a inhibidores presentes en la muestra, como sefialamos, o en el amplicén

de ADN que ha sido fragmentado en pequefios pedazos de menor tamafo.

De cualquier forma, ya sea por los inhibidores o por el ADN degradado se pueden
encontrar perfiles genéticos parciales con uno o varios alelos marginados o fuera de
su locus (Whitaker JP, 1995; Coble y Butler, 2005; Butler y cols, 2003).
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(A) Resultados observados en un
gel de agarosa

ADN de alto S i

Smear de fragmentos

de ADN degradados
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(B) Muestra de ADN degradado en electroferograma
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Griéfico 13. Impacto del ADN degradado en un gel de agarosa y en un electroferograma, el ADN
degradado se rompe en pequefias piezasque parecen como una mancha corrida (smear) en el gel. En la
parte inferior se observa como la fuerza de la sefial se pierde cuando existen menos ADN. Adaptado
de: I.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2™ Edition © 2005 Elsevier Academic Press

También se puede observar una «curva de degradacién» (ver grafico anterior), en
la cual el tamaiio del pico es inversamente proporcional al tamafio en longitud del
amplicén (Lygo JE, 1994; Cotton y cols., 2000, Wallen JM, 1998). En estos casos,
los productos mds largos tienen una mds baja sensibilidad y caen debajo de la curva
de deteccion resultando en perfiles genéticos parciales, como se cito antes. Este
problema se exacerba cuanto mds grande es el tamafio del producto de la PCR. El

gréafico siguiente muestra la degradacién de una muestra de ADN.

Los sistemas multiplex de tipo comercial actuales pueden generar amplicones de
entre 100 a 450 pb de tamafo (Krenke BE, 2002; Coble y Butler, 2005), otros
autores sefialan que los locus mds grandes estdn entre 300 y 500 pb y se encuentran

dentro de los sistemas mas conocidos (Chung y cols., 2004).
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En esas condiciones, cuando no se puede amplificar una muestra degradada, los
laboratorios forenses recurren al ADN mitocondrial como una alternativa de
rescate al estudio de la muestra (Butler JM, 1998).

Lamentablemente, el ADNmt por ser de naturaleza no mendeliana y haploide, no
puede reemplazar a los STRs que se han consensuado dentro de los estdndares
internacionales (sistema CODIS o Interpol).

Una solucién propuesta es reducir el tamafio de los productos de la PCR moviendo
los cebadores internos lo mds cercano posible a la regién de repeticién del STR
(Wiegand y Kleiber, 2001; Tsukuda y cols., 2002).

Este proceso ha sido probado con éxito en muchos casos y confirmado por
numerosos autores (Wiegand y Kleiber, 2001; Tsukuda y cols., 2002; Sparkes y
cols., 1996; Yoshida y cols., 1997; Szibor y cols., 2000; Hellman A y cols, 2001).
La posicién de los cebadores define el tamafio del producto de la PCR, la

informacién del polimorfismo es independiente del tamafio del amplicén.

CebadorAde PCR cebador de
convencional miniSTR
ol 4
—
I I I I I I 1
Region de <+ - +—
repeticion del STR Cebador Cebador de

miniSTR PCR
convencional

R R R R R R N N T N R
223 JEQ  2ES 240 245 250 P55 260 26T 270 3YS
D1ES5Z9

BN RN

24627 25437

E000 )
Test STR convencional
soon (Cofiler™ kit)

o il a0 85 a0 a5 100 105 110 114 120 124 130

| D16 3520
400 Se reduce el marcador

J | l en 150 pb (Butler y cols.
[4] 2003).

Griéfico 14. Metodologia usada para reducir amplicones

Ennn Ensayo de miniSTR.

Los ensayos realizados con mini-STRs han demostrado dar mejores resultados
cuando se los ha comparado con perfiles estdndar como el SGMPlus™ vy el kit
Foren-SNPs™.
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El método LCN ha probado ser el sistema mds exitoso de amplificacién en todos
los casos, al aumentar el nimero de ciclos de 28 a 34, con los cuales mejora la
probabilidad de unas pocas moléculas presentes del ADN extraido. Sin embrago,
en este método el balance alélico se deteriora y se produce desplazamientos de

alelos (drop-out) lo que dificulta la interpretacién de resultados.

En estos casos una ventaja de los mini-STRs es que parece que sobreviven mejor a
la degradacién del ADN por lo que es mds probable encontrar perfiles completos
usando un nimero estindar de ciclos, an algunos estudios (Dixon y cols, 2005) se
utilizé 32 ciclos para obtener buenos resultados, siendo este un método intermedio

entre el LCN y el estandar.

Con el aumento del niimero de ciclos a 34 o mas podria haber un aumento del
porcentaje de perfiles completso que se obtengan (Whitaker y cols, 2001). La
comunidad forense ha desarrollado nuevos multiplex con estos mini STRs
denominados «mini-plexes», sobre la base de marcadores genéticos estandarizados

y consensuados. La tabla siguiente muestra los miniplexes descritos hasta la fecha.

Tabla 14 . Sistemas mini-plex descritos
Autor Nombre Marcadores incluidos en miniplex
Schumm y cols. 2004 BodePlex 1: D13S317, D21S11, D7S820,
" | D16S539, CSF1PO

Bode Plexes, se utilizaron en el
estudio del WTC 2002, por el BodePlex 2: | TPOX, FGA, D7S820, D18S51
Instituto Forense de NYC
Butler JM y cols., 2003 Miniplex 1 CSF1PO, THO1, TPOX
Miniplex 2 D5S818, D8S1179, D16S539
En los marcadores D3S317, | Miniplex 3 | FGA, D7S820, D21S11
D5S818 'y VWA no existe | Miniplex4 | VWA, D13S317, D18

concordancia con los sistemas | Miniplex 5 | Penta D, Penta E, D2S1338
comerciales por la presencia de

deleciones y formaciéon de
dimeros de uno de los alelos o
union del alelo al sitio de . . CSF1PO, FGA, THO1, TPOX,
mutacién  (Drdbek y cols, | BIEMini | pogen s mo1st

2004)

Miniplex 2 D5S818, D8S1179, D16S539

Miniplex 4 VWA, D18S51, D13S317

Miniplex 5 Penta D, Penta E, D2S1338

Big Mini Mult%plex 1: THO1, TPOX, CSF1PO
Multiplex 2: FGA, D21S11, D7S820

Coble y Butler, 2005 Miniplex 1 D10S1248, D14S1434, D22S1045

Chung y cols, 2004
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Desarrollo de potenciales mini
STRs, candidatos de mayor Miniplex 2 D1S1677, D2S441, D4S2364
heterocigosidad que produzcan
amplicones diana de < 125 pb
Gill P y cols, 2004

Gill Py cols. 2006 Miniplex I | D10S1248, D14S1434, D22S1045
Recomendaciones de la
EDNAPy de la ENFSI para Miniplex 2 | D12S391, D1S1656, TPOX
desarrollo de nuevos minis
STRs

Pentaplex Amelogenina, THO1, D3S1358,
Wiegand y cols. 2005 - VWA, FGA

Multiplex 2 | THO1, D3S1358, VWA, FGA

Blue kit D3S1358, VWA, FGA

.. THO1, Amelogenina, FGA, D18S51,

Butler y Coble, 2005 Mini SGM | 1)} 66339, D21S1138

Mini NCOI | D10S1248, D14S1434, D22S1045

, NCO1 D10S1248, D14S1434, D22S1045

Hill C, Coble D, Butler IM, NC02 D4S2364, D2S441, D1S1677
2006. NCO3 D353053, D6S474, D205482
Development of 27 new NC04 DIGATAL13, D2S1776, D4S2408
MiniSTR loci for improved NCO05 DI1S1627, D5S2500, DSS1115,
analysis of degraded DNA NCO06 D354529, D6S1017, D9S2157
samples. Poster B105 at AAFS | NCO7 D9S1122, D10S1435, DI2ATAG3
Congress, Seattle, 2006. NCO08 D17S1301, D18S853, D20S1082

NC09 D6S1027, D17S974, D11S4463

Hill C, Coble D, Butler JM,

2006 D9S324: desplazamiento alélico, presencia de

repeticiones complejas

D10S1430: presencia de repeticiones complejas
D10S2327: perfiles con tres y cuatro alelos
D148S297: heterocigocidad pobre

D15S817: perfiles con tres y cuatro alelos

Loci rechazados y las razones
de no considerarlos dentro de
los miniplex

Fuentes: varios Elaboracion: autor

Presencia de alelos nulos en los mini-STRs

En algunos individuos se puede observar una variante alélica que no amplifica
durante la PCR, conocida como alelo nulo, el mismo que se debe a la

desestabilizacion del cebador durante la hibridacion.

El alelo estd presente en la muestra de ADN pero falta al ser amplificado debido a
un cambio de nucledtido en el sitio de unién con el cebador. Este alelo que no se

observa constituye un problema porque una muestra heterocigoto parece
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falsamente como homocigoto. Dos cebadores diferentes pueden producir iguales
resultados durante la interpretacion.

Este fenémeno impacta fuertemente sobre las bases de datos nacionales ya que la
informacién obtenida de las muestras no es correcta. En algunas ocasiones se
soluciona el problema con un aumento de la astringencia (Butler JM, 2002).
También se pude mejorar la amplificacién en muestras degradadas con el uso de
filtros de columna. Adicionalmente, disminuye el tiempo de corrido durante la
electroforesis capilar a menos de 15 minutos por muestra y se puede observar una
alta resolucion.

Estos alelos nulos pueden complicar el estudio forense y / o reducir las razones de
verosmilitud en los célculos estadisticos de asociacion entre victimas y familiares.
Estas variantes alélicas no se pueden predecir a prior, por ello se requieren ampliar
los estudios poblacionales para comparar la designacién alélica de estos miniplexes
con los multiplexes estandares (Budowle y cols, 2005).

Hetdrocigoto con alelos
bjen balanceados
(a) 68
—» o o i o e e | <+
Desbalance en el
(b) alto de los picos
6
—> o o o o s | <+ 8
e 2 | o o o o o s o o | <+ A_/\
(c)
8
J.._ o o s e | <+
.c LS
—> o o s o s o | < T
Amplicon con alelos
6 nulo (dropped-out)

Griéfico 15. Impacto de una secuencia polimoérfica unida al sitio de unién del cebador
ilustrado con individuo heterocigoto hipotético. Los picos de los alelos pueden estar bien
balanceados (a), inbalanceados (b) o fuera del sistema, nulo (¢)
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Estrategias para desarrollar miniSTRs

(Hill C, Coble D, Butler JM, 2006; Butler JM, 2005)

1. Disefar nuevos cebadores lo mas proximos a la repeticion.
2. Elaborar y cuantificar los nuevos cebadores

3. Desarrollar y estandarizar las condiciones de la PCR

4. Crear nuevas escaleras alélicas
5

Desarrollar nuevos macros para el Genotyper (desarrollo en multicolor
con fluorescencia capilar).

6. Probar el producto desarrollado con muestras reales y comparar los
resultados con los sistemas comerciales existentes.

7. Trabajar en dos laboratorios distintos de forma paralela
8. Escribir y publicar los protocolos.

9. Realizar nuevos estudios poblacionales para validar la informacion.

Ventajas de los miniSTRs sobre los STRs estandar

1.

Constituyen una herramienta valiosa y 1til para aquellas muestras que generan
perfiles parciales e incompletos que se observan cuando hay ADN degradado
(Gill P y cols, 2006 a; Schum y cols, 2004).

Aumentan la robustez del andlisis forense actual y aumentan la probabilidad de
que una muestra degradada sea tipada mediante el uso de mini STRs (Coble M,
2005).

Son una opcién rapida, reproducible y fécil al comparar estos sistemas con el
analisis de ADN mitocondrial como método alternativo en muestras
degradadas (Coble y Butler, 2005; Budowle B, 2005)

No requieren equipamiento o entrenamiento adicional a lo ya disponible en los
actuales laboratorios forenses que trabajan con STRs estdndar. Esto hace que
sea un método econdémico y accesible a todos los laboratorios (Budowle B,
2005).

Son un sistema muy sensitivo equivalente a los perfiles de LCN, es decir ADN
en bajo nimero de copias, en condiciones controladas son capaces de
amplificar ADN en concentraciones de 100 pg/uL (Gill y cols, 2001)

Son capaces de aumentar la razén de verosimilitud en casos de identificacién
de restos cadavéricos, cuando se dispone de un perfil parcial y cuando la

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 83



10.

11.

12.

victima no tiene suficientes familiares disponibles para alcanzar una alta
probabilidad de coincidencia en la razén de verosimilitud, como es el caso de
desastres (Gill y cols, 2004).

En estudios de filiacién, hay algunos casos que requieren un mayor nimero de
marcadores para poder mejorar el poder de exclusion; también son utiles en los
casos de paternidades complejas como el incesto, por ejemplo. (Goodwin J,
2004).

Han sido validados con muestras forenses como bulbos de pelo, por lo que son
de aplicacién directa en criminalistica (Hellmann y cols, 2001)

Pueden ser analizados mediante otras tecnologias como son la espectrometria
de masas y los sistemas de microfluidos de alta velocidad (Butler y cols, 1998;
Butler JM, 1999)

Complementan la bateria de STRs sobre todo en andlisis de muestras
procedentes de un desastre. Son un soporte en los cdlculos estadisticos entre la
muestra problema y sus familiares. (Gill y cols, 2004)

Al ser compatibles con los marcadores del sistema CODIS o con la base de
datos de Interpol, los mini-STRs no afectan las Bases de Datos existentes en
algunos paises, son compatibles con dichos marcadores y pueden ser utilizados
para comparar individuos tipados previamente mediante los caminos habituales
(Gill P, 2006 a, 2006 b).

Desde el punto de vista legal, social y politico no afectan las bases de datos,
por lo cual los laboratorios oficiales no tienen que cambiar su tecnologia para
adaptarse a estos nuevos marcadores (Schneider y Martin, 2001; Schuller y
cols, 2001).

Desventajas de los mini-STRs

84

1. No son aplicables a todos los marcadores consensuados. Algunos STRs
consensuados no han podido ser acortados con este método debido a que
sus regiones flanqueantes no se pueden redisefiar o porque existen
demasiados alelos que impiden disminuir el tamafio del marcador, como
ocurre en el marcador D7S820 (Coble y Butler, 2005).

2. Requieren un mayor nimero de ciclos de amplificacién, entre 28 y 35, lo
que disminuye su capacidad de andlisis en muestras minimas o muy
pequeiias (Coble M, 2005).

3. Algunos de ellos tienen un bajo poder de discriminacién comparado con el
poder de discriminacién acumulativo de los STRs, 13 en el caso del
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sistema CODIS y 7 en el sistema de INTERPOL. Ademads, existen
demasiados STRs candidatos con bajo poder de discriminacién (Hill C y
cols, 2006)

4. Se requieren mayores estudios poblacionales que validen los resultados y
se requiere también mayor informacién genética para poder estandarizarlos
y kuego generalizar su uso dentro de la comunidad forense (Hill C y cols,
2006; Budowle B y cols, 2005)

5. La presencia de alelos nulos pueden dificultar el andlisis de filiacién o
linaje, y reducir los valores acumulativos de la razén de verosimilitud
(Budowle y cols, 2005).

Consideraciones de la ENFSI y el EDNAP sobre la incorporacion de
nuevos miniSTRs (Gill y cols, 2006 a 'y 2006 b)

1. La EDNAP/ENFSI trabajan en colaboracién para estandarizar los perfiles
de ADN en Europa y asi facilitar las comparaciones entre laboratorios
(Scneider y Martin 2001; Martin y cols, 2001). Actualmente, la
INTERPOL tiene 7 loci consensuados en toda Europa (Schuller y cols,
2001), aunque muchos laboratorios trabajan con el AmpFISTR® SGMPlus
o sus equivalentes que tiene 13 loci, AmpFISTR® Identifiler; PowerPlex
16° System (Schneider y Martin, 2001; Dixon y cols, 2005).

2. Existe un alto nivel de estandarizacién cientifica y técnica en los
laboratorios forenses, lo cual ha permitido la rdpida implementacién de
nuevos loci en las bases de datos de cada pais. Sin embargo, es necesario
alterar los multiplexes existentes para mejorar las tasas de éxito cuando se
analiza ADN degradado (Schneider y cols, 2004).

3. Cada pais tiene la posibilidad de adoptar nuevos loci que crea necesario y
acomodarlos a sus requerimientos propios. Sin embargo es poco factible
que los laboratorios abandonen los loci existentes y en aplicacién frente a
nuevos marcadores, por ello es preferible incorporar nuevos multiplexes
que incorporen estos nuevos loci propuestos.

4. Existen consideraciones legislativas y politicas que se deben resolver, y en
algunos paises esto significaria cambiar la legislacién vigente para poder
incorporar estos nuevos marcadores, hecho muy improbable.

5. Se ha propuesto crear una «red virtual» de intercambio de perfiles
genéticos en contraposicion de crear una base de datos centralizada que
contenga fisicamente los perfiles genéticos que constan en cada base de
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datos nacional. Con la «red virtual» cada pais podria tener el control de su
propia informacién y acceder a la informacién de otras bases de datos de
acuerdo a la normativa que se establezca. Esto ademds, permitiria que las
busquedas no se limiten a los loci consensuados por INTERPOL sino que
se podria tener acceso a otros marcadores propuestos (Schuller y cols,
2001).

Las bases de datos deben ser dindmicas y deben guardar armonia con el
desarrollo cientifico de la genética Forense. Por ello, se podrd cambiar o
incorporar un nuevo marcador genético siempre que exista una de las
siguientes razones:

i. Para mejorar el poder de discriminacién del sistema

ii. Para mejorar la sensibilidad analitica en el andlisis de
pequeiias cantidades de ADN (low copy number)

iii. Para mejorar la robustez o la calidad de los resultados.

Dado que las bases de datos nacionales de ADN han sido construidas
usando diferentes multiplexes, no es realista sugerir que se abandonen los
loci ya existentes. Por ello, se ha propuesto que se investiguen nuevos loci
y asi adoptar nuevos multiplexes para expandir la informacién existente.
Luego de un tiempo prudencial, algunos loci de menor valor podrian ser
abandonados, aunque la informacién derivada de su anélisis quede
remanente en las bases de datos.

Recomendaciones de ENFSI/EDNAP sobre la incorporacion de nuevos

miniSTRs

1. Se adoptaran los miniSTRs como la mejor manera para aumentar la
robustez y la sensibilidad del andlisis de ADN.

2. Los SNPs seran utilizados a criterios de cada laboratorio y de cada pais,
pero su informacién serd almacenada en una base de datos independiente.
Su uso serd destinado al estudio de muestras discretas como los huesos en
caso de desastres (Gill y cols, 2004).

3. Los loci consensuados en las bases de datos nacionales serdn retenidos y
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convertidos en miniSTRs por re-ingenieria, de tal manera que los
cebadores sean construidos cerca de la region de repeticién (Drabek y cols,
2004; Hellman y cols, 2001).
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4. Se recomienda adoptar un nuevo multiplex denominado Multiplex 1, con

los marcadores D12S1248, D22S1045, D2S441, de entre 70 a 125 pb. En
una enmienda posterior (Gill y cols, 2006) se recomienda adoptar el DS441
en lugar del D14S1434, debido a que el segundo tiene un bajo poder de
discriminacién en comparacién a los demds loci existentes (D2S441, PD =
1/2500; D14S1434, PD = 1/7).

Se observa en la siguiente taba sus caracteristicas. Este miniplex es
derivado del miniplex NCO1 desarrollado por el NIST y que se encuentar
en etapa de validacién (Coble y Butler, 2005; Butler y cols, 2003).

Tabla 15. Nuevo miniplex recomendado por el EDNAP/ENFSI

Miniplex I
Nombre del Tip(? d? Motif Posici()n. 0:2;:3:30 Heterocigosid
STR repeticion cromosomica pb ad observada
D2251045 Tri TAA | oM 1%/126 35.78 76 109 0,784
D2S441 Tetra TCTA | Crom 6, 68.21 Mb 78 — 110 0,774
DI0SI248 | Tewa | OOA | Crom G 30T gy a3 0.792

Se ha compilado una lista secundaria de loci que pueden ser convertidos en
miniSTRs. Este multiplex 2 comprende al D12S391, D1S1656, TPOX.
Los dos primeros son midiSTRs de entre120 a 180 pb. Estos loci no estdn
consensuados pero se los recomienda como loci adicionales y aumentar el
tamafio del multiplex (Hellman y cols, 2001; Gill y cols, 1998; Shigeta y
cols, 2002).

Los nuevos multiplexes deberian ser equivalentes en sensibilidad a los ya
existentes, lo cual significa que deberian ser capaces de detectar ADN en
cantidades menores a 250 pg, usando métodos de amplificacién de PCR
estdndares. El propdsito principal es facilitar parcialmente la deteccién del
ADN degradado, tomando en cuenta el balance adecuado del tamafio del

multiplex versus su eficiencia.

Se propone que los grupos ENFSI/EDNAP evaliien los nuevos multiplexes

siguiendo las recomendaciones propuestas.
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Nuevas estrategias de investigacion con mini STRs para el futuro

Se han propuesto dos diferentes estrategias para el desarrollo de esta nueva
generacion de STRs, que deberdn ser realizadas en forma paralela. La primera
estrategia emplea el multiplex de 13 loci (AmpFISTR® Identifiler™; PowerPlex
16™ System) que incorpora los tres nuevos mini-STRs (D12S51248, D22S1045,
D2S441) dentro del actual multiplex, sistemas que usa el CODIS del FBIL.

La segunda estrategia emplea un multiplex de 6 STRs de alto peso molecular en
actual uso (AmpFISTR® SGMPlus; AmpFISTR® SEfiler), modificados para
obtener amplicones mas pequefios y combinarlos con dos loci de alto poder

discriminativo (D12S391 y D1S1656), sistemas usados por la Interpol.

Adicionalmente, se propone que el TPOX sea reducido de tamafio. Eventualmente
las dos estrategias convergerdn en un nuevo multiplex de 15 loci STRs

consensuado a nivel internacional (Gill y cols, 2006a).

Estos nuevos mini STRs no deberian suplementar la actual bateria de STRs
forenses, sino al contrario complementarla sobre todo en casos de desastres donde
existe ADN altamente degradado (Gill P y cols., 2004).

Algunos autores (Butler JM, 2002) han propuesto el desarrollo por re-ingenieria de
un miniplex que comprenda los 13 STRs del sistema CODIS, al cual han
denominado «autoplex», el cual deberia tener rangos alélicos mds pequeios,
disminucién de las bandas tartamudas «stuters», que abarquen los 22 cromosomas

autonémicos y los gonosomas, asi como caracteristicas mds robustas.

También se ha propuesto el desarrollo de un multiplex con loci menores a 150 pb
de ADN mitocondrial (Butler JM, 2002), que cubra la region control y la region
codificante; esta multiplex utiliza 10 SNPs que son marcados con ddNTPs
fluorescentes y se lo ha denominado «10 Plex mtSNP». Atn esta en estudio pero se

espera buenos resultados en los préximos afios.
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Microsatélites del Cromosoma X

Hasta hace poco tiempo el uso de los marcadores del cromosoma X en la medicina
forense era muy limitado. El afio 2002 ha supuesto un punto de inflexion al
respecto y se ha observado un incremento sin precedentes en el nimero de
marcadores especificos del cromosoma X que los laboratorios estdn incorporando
en la préctica pericial (Zarrabeitia y cols, 2006; Pérz-Miranda y cols, 2005),
ademas han surgido propuestas de técnicas de analisis multiplex que vienen a

facilitar dicha incorporacién (Athanasiadou y cols, 2002; Son y cols, 2002).

El cromosoma X constituye cerca del 5% del ADN gendémico humano (164 Mb) y
contiene pocos genes, sin embargo, estd relacionado con varias enfermedades
genéticas principalmente en hombres. Esto es debido a que los hombres son
homocigotos para la mayoria de genes del cromosoma X, en consecuencia de la
degradacién sustancial del cromosoma Y durante la evolucién del cromosoma

sexual.

Un hecho relevante de la hemicigosidad, importante en el campo forense, es el
hecho de que el padre transmita su uUnico cromosoma X a la descendencia
femenina, de esta manera todas las hermanas comparten el mismo cromosoma X de

su padre y los hermanos tienen el mismo cromosoma Y del padre (Parson, 2003).

En algunos casos de mezclas de muestras, como en los delitos sexuales, los STRs
del cromosoma X pueden volverse ttiles ya que la porcién femenina contribuye
con dos alelos a la mezcla mientras que la porcién masculina estd representada por
un solo alelo, sin embargo la interpretacién del perfil del STR-X en mezclas con
una pequefia cantidad de células femeninas requiere algunas precauciones debido a
que los alelos dominantes X son derivados de las células masculinas y pueden
enmascarar uno de los alelos del X femenino, reduciendo el poder de

discriminacién de la prueba.

Mayor importancia tiene su aplicacién en los estudios de parentesco, en al
identificacién post-mortem y también en algunos casos de paternidad. De
particular interés es su uso en casos de paternidad en los que no se puede contar
con el padre alegado y cuya resolucién puede verse facilitada por el andlisis de los
STRs-X en sus hijas.
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Gréfico 16. Esquema de los cromosomas sexuales X-Y. Los dos segementos del cromosoma Y, PAR-
1 y PAR2 recombinan con los dos segmentos del cromosoma X. El 95% remanente del cromosoma Y
es conocido como regién no combinante (NRY) o regrién especifica masculina (MSY.

Otros posibles ejemplos de casos en los que resulta extremadamente qtil son:
e Investigacién de relacién bioldgica de la fraternidad entre dos hermanas

o Investigacién de abuelidad, en casos de abuela-nieta cuando no se cuenta con
muestras de los padres.

En estas situaciones de parentesco complicado los STR-X son mas informativos
que los autondémicos debido a que la probabilidad de exclusién (Mean Exclusién
Chance-MEC) es mayor que la de los marcadores STRs diploides autonémicos
aunque tengan un contenido de informacién polimérfica comparable. Se han
propuesto algunos protocolos de mutltiplexes de STRs-X como lo demuestra la

siguiente tabla.

Tabla 13. Sistemas multiplex de STRs-X

Multiplex Marcadores incluidos Referencia
Duplex HPRTB, STRX1 Tun y cols, 1999
Pentaplex HPRTB, DXS101, ARA, DXS7423, DXS8377 Zarrabeitia y cols, 2002
Cuddruples | DXS101, DXS8377, HPRTB, STRX1 Athanasiadou y cols, 2002
Cuddruples gi:g?g;’ DX58378, GATA 164409, Son y cols, 2002

Triplex DXS7133, DXS9895, DXS9898 Son y cols, 2002

Duplex DXS6789, DXS6795 Son y cols, 2002

Triples DXS101, DXS6800, DXS8377 Wiegan y cols, 2003
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El marcador DXYS156, ejemplo de STR de cromosoma X.

Es un marcador STR especifico de sexo y poblacién en el cromosoma X e Y. El
marcador DXS156 pentamérico consta de dos regiones homoélogas en el brazo
corto del cromosoma Y (Yp) y en el brazo largo del cromosom X (Xq).

Esta homologia se basa en la trasposicion de X-Y seguida ppor una inversién Yp y
data desde alrededor de unos 3 a 4 millones de afos. Como estas dos regiones no
recombina, el homdlogo especifico de Y estd sujeto solo a una mutacién especifica

masculina.

La distribucién del alelo DXYS156 varia significativamente entre poblaciones y
toma en cuenta la determinacidon del sexo de una muestra, ademds del origen
paterno y materno de la misma (Cali y cols, 2002; Chen y cols, 1994; Kersting y
cols, 2001). Esto puede ser util para obtener informacién especifica de una muestra
desconocida y en el campo de la criminalistica, para reducir el campo a la
busqueda del posible sospechoso.
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Grifico 17. Ubicacion de los marcadores descritos de Cromosoma X

68L9SXAU
8686SXU
0089SXA
{EHLSXA
RLYRSNA
SO86SXA
L089SXA
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SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Los SNPs son marcadores moleculares bialélicos cuya variabilidad interindividual
surge por el cambio (sustitucidn, insercién o delecién) de un tinico nucleétido en el
genoma humano (Budowle, 2002; Sobrino y cols., 2005a) y proporcionan una
valiosa informacion acerca de la historia evolutiva de las poblaciones humanas
(Underhill y cols., 2001; Jobling y Tyler-Smith, 2003).

Sus ventajas e importantes aplicaciones derivan de su simplicidad, de su elevado
polimorfismo, asi como de su frecuente distribucién a lo largo de todo el genoma
(Sobrino y cols., 2005a; 2005b; Amorim y Pereira, 2005). Estos marcadores son en
algunas ocasiones denominados como Polimorfismos de Evento Unico (UEPs)
porque tienen una tasa de mutacién més baja que los STRs, de ~10™ por mutacién
y por generacion (Underhill y cols, 2001; Bultler JM, 2003; Brién y cols, 2005a).

AGAGTTCTGCTTCG
AGGGTTATGCGTCAG
CGTTCGGGAATT CC
CGTTAGGAAATCT
TCTTTGACGACTC
TCTTAGAGGATCTZC
Grafico 18. Marcadores bialélicos en una secuencia de ADN

Los SNPs constituyen la fuente mds comin de variacién genética y representan la
clase mds abundante de polimorfismos humanos, ya que aproximadamente el 85%
del genoma se basa en ellos. Se estima que hay tres billones de nucleétidos en el
genoma aproximadamente, y que cerca del 99,9% de los mismos son idénticos
entre los seres humanos (Budowle, 2002; Butler, 2003).

Aunque esta estimacién no es del todo precisa, en las bases de datos existentes
tanto a nivel ptblico como privado, se han reunido mas de 5 millones de SNPs y
alrededor de 4 millones han sido validados, esto significa que se han confirmado
que son polimérficos en una o varias poblaciones de magnitud (Sobrino y cols;
2005a; 2005b).
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Comparando los resultados de las dos versiones de la secuencia del genoma
humano, se estima que existe un SNP cada 1.000 pb (Wang y cols, 1998; Venter y
cols, 2001; Kruglyak y cols, 2001). E1 SNP Consortium ha creado una base de
datos que contiene alrededor de 1,8 millones de SNPs (The SNP Consortium, 2005,
disponible en: http://snp.cshl.org/), por su parte el National Center for
Biotecnology Information (NCBI) mantiene también una base de datos con més de
4 millones de SNPs (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

SNPs Forenses

En el campo forense hay un incremento progresivo del interés en los SNPs, debido
a sus caracteristicas que los hacen muy apropiados para el andlisis forense
(Carracedo A, 2005; Brién y cols., 2005a; 2005b). Esto es primero que poseen una
muy baja tasa de mutacién y esto los hace interesantes para los estudios de
paternidad. Segundo, que son muy féciles de adaptar a las tecnologias de alto
rendimiento, lo que los vuelve dtiles en la elaboracion de bases de datos, en la
automatizacion de procesos y en la estandarizacion; ademads, pueden ser analizados
como amplicones cortos, y en general en tamafios cortos, muy ttiles para obtener
resultados exitosos con muestras degradadas (Sobrino y cols., 2005b; Brenner y
Weir, 2003).

Los SNPs también tienen limitaciones. Primero, el nimero de SNPs requerido es
cuatro veces el nimero de STRs disponibles, asi que cerca de 60 SNPs bien
balanceados son necesarios para tener un poder de discriminacién similar que los
nuevos multiplexes en el campo forense. Segundo, el costo de su andlisis atin no se
ha establecido, aunque parecen ser mucho mds baratos que los kits comerciales de
STRs; sin embargo, en los actuales momentos, para los test de paternidad el costo
comercial es relativamente bajo con los STRs por lo que su uso en este campo no

seria el mejor (Amorim y Perieira, 2005, Carracedo A, 2005).

Tercero, se ha acuamulado mds de 10 afios de experiencia de trabajo forense con los
STRs, por lo que reemplazarlo por SNPs significaria un esfuerzo muy significativo.
Cuarto, parece ser que las mutaciones o polimorfismos en las regiones flanqueantes
de los STRs mds conocidos se ha incrementado y esto puede ser con los SNPs por
lo que se requiere su validaciéon en grandes y variados grupos poblacionales
(Sobrino y cols., 2005b; Salas y cols., 2006).
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Existen por lo menos cuatro bases de datos online que se pueden usar para
seleccionar SNPs candidatos para aplicaciones forenses (Phillips y cols., 2004a):

1. Celera Discovery Systems database (CDS) contiene 4’802.233 SNPs
descubiertos en la iniciativa privada para secuenciar el genoma mas los SNPs

de las bases de datos publicas mejor validados (www.celeradiscoverysystem.com).

2. Applied Biosystems Assays-on-Demand (ABI) database contiene 146.636
SNPs con la mejor seleccion alélica disponible actualmente, derivado de 46
poblaciones africanas y europeas (http://www.appliedbiosystems.com/products/assays) .

3. NCBI dbSNP database comprende 2°243.761 SNPs tinicos descubiertos en los

centros colaboradores del PGH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/).

4. The SNP Consortium (TSC) database contiene 1°255.326 SNPs tomados de la
dbSNP pero con altos niveles de validaciéon en tres grandes grupos

poblacionales (http://snp.cshl.org/).

Potenciales aplicaciones forenses de los SNPs

Existen disponibles varias aplicaciones sobre SNPs en el campo forense, que se
centran en tres dreas especificas: estimar el origen étnico y geografico de una
muestra, predecir rasgos fisicos y recuperar mayor informaciéon de una muestra de
ADN degradado.

No existen dudas sobre la utilidad de los SNPs para algunas aplicaciones forenses
especializadas , en particular, el estudio del ADN mitocondrial en huesos, dientes y
cabellos con bulbo; andlisis del cromosoma Y, utilizado para la bisqueda del
componente masculino en perfiles mezcla y posiblemente, para elucidar el origen
geografico de la muestra; y para ubicar las caracteristicas fisicas de los imputados
como el color de la piel, de los ojos y del cabello, que podria desarrollarse en el
futuro con fines de investigacion (Salas y cols., 2006; Parra y cols., 2004; Tishkoff
y Kidd, 2004; Bamshad y cols., 2004)
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Estimacion del origen étnico de una muestra

Una compaiia denominada DNAPrint (Sarasota, Florida) estd tratando de predecir
el origen étnico/racial de individuos utilizando utilizando un panel de 56 SNPs
(Frudakis y cols., 2003). Dichos estudios se dirigen a la biisqueda de genes del
metabolismo xenobidtico y de la pigmentacioén de la piel que permitan encontrar
SNPs informativos ancestrales, y marcadores informativos ancestrales (AIMs), que

tengan alelos especificos para cada poblacion (Shriver y cols., 2003).
Estimacion del origen geogrdfico de una muestra

El Consorcio Europeo para la identificaciéon forense de personas, SNPforlD
(http://www.snpforid.org/), ha desarrollado un sistema para realizar inferencias del
origen geogrifico de una muestra forense con 29 SNPs de cromosoma Y,
desarrollando un kit de tipificacién de haplogrupos de cromosoma Y Ilamado
Major Y-chromosome haplogroup typing kit (Brién y cols., 2005a; 2005c). Los
marcadores analizados en este kit son M2, M9, M17, M33, M35, M38, M45, Tat,
M75, M81, M96, M119, M122, M123, M128, M168, M170, M173, M174, M175,
M201, M207, M216, M217, M304, P2, P25, P31, SRY 0s31-

Se han desarrollado también sistemas de uso general de identificacién humana, con
sistemas multiplex con 21 SNPs autosémicos (Dixon y cols., 2005b), al que han
llamado kit Foren-SNPs™ y que contiene SNPs en los loci D, U6, B6, N4, Y3, P5,
A4, 06, 72, K3, 12, Y6, P7, J8, X, F, G, L2, W3, H8. Otros grupos de
investigacién también ha desarrollado un sistema multiplex con 52 SNPs para
autosomas (Sanchez JJ y cols., 2006), asi como para andlisis de perfiles mezcla con

marcadores no-binarios, trialélicos con 9 SNPs (Phillips y cols., 2004b).

También se han utilizado SNPs de cromosoma Y en estudios poblacionales, sobre
todo para establecer patrones geogréificos especificos en busca de diferencias
microgeograficas a nivel genético (Beleza y cols., 2006; Brion y cols, 2003; 2004b;
2004a) y subestructuras de poblaciones (Hammer y cols., 2005). En este campo los
SNPs alcanzan una de sus mayores aplicaciones, estableciendo los origenes de los
linajes paternos con el andlisis de los haplogrupos del cromosoma Y (Brién y cols.,
2004a, 2004b).

Identificacion de rasgos fisicos o evaluacion fenotipica

Con el entendimiento del Genoma Humano, existe la probabilidad de identificar
variantes genéticas que codifican para caracteristicas fenotipicas, como el color ojo

del pelo o los ojos azules. Un ejemplo, es que el Forensic Science Service ha
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desarrollado un SNP que tipifica las mutaciones en el gen del receptor de
melanocortina 1 humana y que codifica para el genotipo del cabello rojo (Grimes y
cols., 2001). DNAPrint esta desarrollano un test genético para inferir el color de los
ojos (Frudakis y cols., 2003).

Quizds los SNPs puedan servir en un futuro para correlacionar los rasgos faciales
con la posible apariencia del perpetrador de un delito. Sin embargo, debido a la
complejidad de los rasgos multigénicos y a los factores externos como el ambiente
y el envejecimiento, la investigacion en esta drea debe ser llevada con mucho
cuidado y se deberfan escoger cuidadosamente los SNPs que serviran como prueba

en las pericias forenses.
Tipificacion de muestras de ADN degradado

Considerando la abundancia de los SNPs y la introduccién de una tecnologia que
facilite el anédlisis de un amplio nimero de los mismos de forma rdpida y
automatizada, podria ser una alternativa futura en Genética Forense, sobre todo en
el estudio de muestras 6seas o de ADN degradado, llegando a complementar el
trabajo de los STRs actuales (Budowle y cols, 1998; Brién y cols., 2005, Dixon y
cols., 2005a).

Por ello, es importante estimar el nimero de SNPs que se necesitan para alcanzar el
poder de discriminacién de los 13 STRs del sistema CODIS o de los 7 de
INTERPOL. Se se asume la independencia de cada locus de SNP y cada locus es
bialélico. Por ejemplo, un SNP contiene dos formas alélicas y resulta en tres
posibles genotipos, entonces el nimero de SNPs que se necesitan para alcanzar el
mismo poder de discriminacién, se estima que con 25 a 45 SNPs con frecuencias
alélicas de 0,3 y 0,7; o 62 SNPs con frecuencias alélicas de 0,9 y 0,1 se podria
obtener una probabilidad de coincidencia al azar de entre 1 en 1 billén hasta 1 en
10 billones (Chakraborty y cols, 1999). Desde luego, no se consideran pardmetros

como desequilibrio de ligamiento o subestructura poblacional.

Dado que los SNPs son més proclives a tener una tasa de mutacién mds baja que la
mayoria de los STRs usados rutinariamente en la practica forense, los efectos de la
subestructura poblacional pueden ser mds pronunciados. Se necesitan por lo tanto,
datos poblacionales extensos para realizar un anélisis riguroso del nimero de loci
SNP que serian necesarios para reemplazar la actual bateria de STRs (Brién y cols.
2005a; 2005b).
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Low Copy Number Profile (LCN)

La reciente innovacién que surge de la incorporacién de perfiles STRs procedentes
de muestras de ADN de bajo nimero, supone la ampliacién del nimero de
evidencias que pueden analizarse en criminalistica. El cientifico forense siempre

busca incrementar la sensibilidad de sus métodos (Gill y cols, 2000).

El LCN consiste en analizar ADN en bajo ndmero de copias mediante el aumento
de la astringencia de la PCR mediante el aumento del nimero de ciclos de la
misma, a 34 ciclos (Findlay y cols, 1997). Al aumentar la sensibilidad también
aumentan la variedad de muestras a ser analizadas (Wiegand y Kleiber, 1997;
Wiegand y cols, 2000).

Gill y cols. (2000) compararon diferentes métodos para el andlisis de muestras de
ADN degradado, en cantidades menores a 100 pg /uL. variando el nimero de ciclos
entre 20 a 60 ciclos, concluyendo que lo dptimos son 34 ciclos en el caso de los
multiplex de segunda generacién y particularmente AmpFISTR® SGM Plus. La
sensibilidad extrema del método sugiere que el andlisis deberia ser realizado sélo

en un ambiente estéril con el fin de reducir la contaminacion externa.

El LCN presenta varios problemas basicos. El primero es la amplificacién
preferencial de una molécula de ADN al azar durante los primeros ciclos de la
PCR ; el segundo es la pérdida alélica, drop out, resultado de la amplificacion
preferencial y que da bandas tartamudas ; el tercero, es que es un método proclive a
la contaminacion externa esporadica y a la amplificacién de perfiles ajenos a la
muestra, que producen artefactos. En la practica, la interpretacion de perfiles de
ADN de muestras de criminalistica requieren experiencia y conocimiento técnico
especifico.
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Investigacion genética de la paternidad

La prueba de paternidad se basa en el andlisis del perfil genético de las distintas
personas que acuden para investigar sus vinculos de filiacién y se realiza un
estudio comparativo entre ellos (Gonzélez F, y cols, 2005). Se utilizan sistemas
STR multiplex ya estandarizados por la comunidad forense, tanto para gonosomas

COmMO para cromosoma Y.

Entre las situaciones que hoy en dia se pueden investigar estarian aquellas en las
que el andlisis se realiza: con ambos progenitores e hijo /s, en ausencia de la madre
pero con presencia del padre (paternidad), en ausencia del padre pero con presencia

de la madre (maternidad).

Test de Paternidad Test de paternidad reverso
(personas desaparecidas)
Hombre al Presunto Madre
azar padre (indubitada) Presunto  Presunta

1
:
1
! padre madre
:
1

BT S

Hijo Hijo perdido

Griéfico 19. Esquema de investigacion de paternidad
Adaptado de: J.M. Butler (2005) Forensic DNA Typing, 2" Edition © 2005 Elsevier Academic Press

Cuando no podemos contar con el progenitor en estudio, ya sea por ausencia o
fallecimiento, se puede recurrir a: el estudio de restos éseos o piezas dentales
procedente de la exhumacién del caddver; el estudio de muestras o vestigios
biolégicos de cuando vivia (biopsias clinicas, objetos con restos de células); el
estudio de familiares directos de donde se deduce el perfil genético del progenitor,
por ejemplo, en el caso de una investigacion de paternidad con el padre fallecido, la
informacién podria ser deducida de: la madre e hijos legales (dos o mas), los

abuelos paternos, los hermanos legales y madre respectiva.
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La investigacion de la maternidad es superponible a una investigacién bioldgica de
paternidad y puede ser requerida en distintas situaciones como en casos de
sustitucién de nifios, cambio de nifios en centros sanitarios y en casos de abortos.

Debido a la amplia disponibilidad de las pruebas de paternidad se hace necesario el
establecimiento de recomendaciones internacionales para su estandarizacion. La
mayoria de ellas son formuladas por organizaciones locales, como la Asociacién
Americana de Bancos de Sangre (AABB; Maryland, USA, 2001); asi como la
Federacion Europea de Inmunogenética (EFI) ha incluido algunos estindares
dentro de los referentes de histocompatibilidad (Version 4.0, EFI, 2.000).

Por su parte, la Comision de ADN de la ISFG ha publicado varias
recomendaciones sobre el tipado del ADN en el campo forense (Olaisen y cols,
1998; Carracedo y cols, 2000). La ISFG establecién la Paternity Testing Comision
(PTC) en el afio 2001 para empezar a trabajar sobre el tema. Esta comisién
recomendé adoptar la norma ISO 17025 para los estudios de paternidad, la norma
habla sobre General requirements for the competente of testing and calibration
laboratorios (Geneva, Switzerland, 1999). Desde el afio 2003, se promulgé la
norma ISO 15189, la cual ajusta los requisitos para los laboratorios y los adapta a
las necesidades locales.

La ISFG a través de la PTC recomienda incluir algunos pardmetros dentro de la
norma 17025 (Morling y cols, 2002), estos son:

= En casos de duda debe existir la posibilidad de contrapericias o segundas
opiniones (inciso 4.8).

~ Deben adoptarse especificaciones técnicas a nivel local (incisos 5.1 y 5.2).

~ En el uso de la PCR se debe recalcar las precauciones para evitar la
contaminacién (5.3 y 5.5).

= La eleccién de métodos y sistemas genéticos debe realizarse sobre al base
de un acuerdo entre el usuario y el laboratorio, especificando claramente la
calidad de la prueba (5.4)

~ Los resultados del andlisis de paternidad seran presentados de forma
objetiva utilizando métodos estadisticos consensuados y mediante el uso de
la razén de verosimilitud (5.10).
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Criminalistica

El desarrollo de la técnica PCR fue la razén de un incremento dristico en la
sensibilidad de las técnicas de perfiles de ADN, y ello vino a facilitar la
investigacién del ADN a partir de cantidades mucho mds pequefias que las que
anteriormente se necesitaban. De esta manera, la cantidad que actualmente se
requiere (entre 250 pg /uLL a 1000 pg / uL) para un anélisis de ADN es 1.000 veces

menor al anteriormente exigido (Gill, 2003).

Al aumentar la sensibilidad también se incrementd el nimero y la variedad de
evidencias que se pueden analizar, asi como aumentaron las tasas de éxito sobre
muestras o vestigios biolégicos dificiles, como es el caso del estudio de saliva en
restos de boquillas de cigarrillos (Hochmeister y cols., 1991), cierre de sobres de
cartas y estampillas, saliva en lesiones por mordeduras (Swwet y cols, 1997, y
células que estdn por debajo de las ufias (Wiegand y cols, 1993).

La PCR también ha permitido con muestras que contienen ADN antigiio (Frank y
Llewelin, 1999) y muestras de ADN degradado (Olsen y cols, 1999), aunque se
debe anotar que el éxito del andlisis es mayor cuanto mas cortos son los fragmentos

de ADN que se utilizan para el estudio y que citamos previamente.

Comparacion directa

D7S820 CSF1PO
D1
D5S818  D13S317 68539 Penta D
Perfil de ADN encontrado en U' 1'1_."|_
la escena del crimen ﬁ_.ﬂ @ [11] E
|
w oo W v
Perfil de ADN de directa |

&

referencia indubitado IT_Tl* IEI |E|
[12] [12]

Griéfico 20. Coincidencia de perfiles de ADN mediante comparacion directa

Un 4rea que ha recibido mucha atencién es el uso de sustancias quimicas para la
observacion de huellas dactilares sobre manchas de sangre. Estas sustancias no
tienen efecto adverso sobre la PCR, siempre y cuando sean menores a 54 dias
(Fregeau y cols, 2000). También se ha demostrado que las fuentes de luz
ultravioleta de onda corta, utilizadas para evidenciar huellas dactilares sobre sangre
no afectan el éxito de la PCR (Andersen y Bramble, 1997).
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La recuperacion de perfiles de ADN sobre huellas dactilares de manos o dedos de
sangre, cuando no existe fluido corporal aparente, ha empezado a ser una nueva

area de investigacion (Van Oorschot y Jones, 1997).

Mirando hacia el futuro

Existen numerosos esfuerzos de universidades y compaiiias de biotecnologia para
desarrollar sistemas que revolucionen la gendémica, proteémica y el estudio del
ADN en general. Se espera que en los préximos afios hayan dramdticos cambios en
los laboratorios clinicos y, en especial, en los de genética molecular, con la
aplicacion de tecnologias nuevas.

Hay varias de ellas en desarrollo, con un alto potencial analitico, entre ellas estan:
la espectrometria de masas, en tres formatos Matrix-assisted laser desorption-
ionization (MALDI), time-of-flight (TOF) y Electrospray Ionization (ESI); y los
biochips, que utilizan sistemas fluidicos miniaturizados. Todas estas tecnologias
tienen como proposito incrementar la velocidad de separacién, deteccion, y proceso
de obtencién de datos para el andlisis de secuencias de ADN sobre las
metodologias actuales de electroforesis y, ofrecer formatos simples para el estudio

del ADN. Podemos esperar en el futuro que todas estas tecnologias incluyan:

= Capacidad mejorada para reacciones multiplex de PCR, es decir, capacidad
para amplificar mas regiones de ADN simultdneamente en orden y obtener un
mayor poder de discriminacién
= Sistemas mas rdpidos de separacién y deteccién
Procesamiento automatizado de muestras, de andlisis de datos e interpretacién
= Costos mds baratos en equipos, insumos y reactivos
Métodos mds seguros y robustos
= Generalizacion de las metodologias
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Métodos =
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Material y métodos

Sujetos de estudio

Se selecciond individuos sanos no relacionados nacidos y residentes en el Ecuador,
pertenecientes a los grupos étnicos mestizo, amerindio kichwa, amerindio waorani
y negro afroamericano. En todos los casos se confirmé el origen del individuo

mediante el apellido y el lugar de nacimiento.

Las muestras de mestizos fueron tomados del banco de ADN de paternidades del
Laboratorio de Genética Molecular de DIAGEN, Diagndstico e Identificacion
Genética. Para los otros grupos étnicos se realizé una toma especifica en diferentes
ciudades y lugares del Ecuador, a lo largo de varios meses. Todas las muestras
fueron colectadas por venopuncién en tubos vacutainer con anticoagulante EDTA y
se guard ademds, una muestra para el archivo en papel FTA (Wathman). Todas

las muestras fueron obtenidas con el respectivo Consentimiento Informado.

En nuimeros en este estudio se analizaron:

STRs autosémicos analizados por tincién con plata de mestizos n =400
STRs autosémicos analizados por tincién con plata de kichwas n=104
STRs autosémicos analizados por electroforesis capilar de mestizos n=317
STRs autosémicos analizados por electroforesis capilar de kichwas n=115
STRs autosémicos analizados por electroforesis capilar de negros n=104
STRs autosémicos analizados por electroforesis capilar de huaoranis n =40
STRs de cromosoma Y analizados por electroforesis capilar de mestizos n=102
STRs de cromosoma Y analizados por electroforesis capilar de kichwas n=102
STRs de cromosoma Y analizados por electroforesis capilar de negros n= 102
STRs de cromosoma Y analizados por electroforesis capilar de waoranis n =40
Total de muestras analizadas en el presente trabajo: n = 1438

Grupos étnicos estudiados: 4
STRs autosémicos estudiados: 20
STRs del cromosoma Y: 12
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Extraccion del ADN (purificacion de ADN gendmico)

Se utilizé el kit Wizard® (Promega Corporation), siguiendo las recomendaciones
del fabricante (basado en las técnicas de Miller y cols., 1988). El tiempo de
extraccion tarda aproximadamente 45 minutos. Se obtienen de 5 a 15 pg de ADN a
partir de 300 pL. de sangre, mayor o igual a 50 Kb. y la cantidad se estimé por la
absorbancia al UV (Gene Quant Calculator©, Pharmacia, Uppsala, Suecia). La

extraccion de DNA de doble cadena a partir de leucocitos se realiza en 4 pasos:

Paso A: Lisis de eritrocitos con Soluciéon de Lisis Celular (SLC), los leucocitos

quedan intactos

Paso B: Lisis de leucocitos y sus nucleos con Solucién de Lisis Nuclear (SLN).

Opcional podemos tener otro paso para destruir el RNA con una RNAsa.

Paso C: Precipitacion en sales que atraen a las proteinas celulares y deja el ADN de
mayor PM en solucién, con Solucién de Precipitacion Proteica (SPP).

Paso D y E: El ADN gendmico es desalinizado, y concentrado al precipitar con

Isopropanol. Luego se lo hidrata con la Solucién de Hidratacion (SH).

Paso A:
1. Aiadir 900 uL de SLC. a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, estéril.

2. Balancear el tubo de sangre hasta que esté totalmente mezclado y transferir
300 pL de sangre al tubo con la SLC. Invertir el tubo 5 o 6 veces para
mezclar.

3. Incubar la mezcla 10 minutos a temperatura ambiente, invertir 2 o 3 veces
durante la incubacién para lisar los eritrocitos. Centrifugar 20 segundos a
13.000 - 16.000 rpm. Poner los tubos con la bisagra de la tapa hacia fuera
siempre en la microcentrifuga.

4. Retirar tanto sobrenadante como sea posible sin mover el pellet blanco
visible. Deben guardar unos 10 a 20 pL del liquido residual. Pueden quedar
visibles algunas células rojas o restos de éstas. Afiadir 300 pL de SLS y
repetir los pasos 3y 4.

5. Vértex el tubo enérgicamente hasta que los leucocitos estén suspendidos
(10 a 15 segundos), Para que la lisis sea eficiente es esencial que los
eritrocitos estén suspendidos.
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Paso B:

Anadir 300 uL de SLN al tubo con células suspendidas. Pipetear la solucién 5 0 6

veces para lisar los leucocitos. La solucién se volvera muy viscosa. Si tras la

mezcla son visibles grupos celulares, incubar a 37° C hasta que se deshagan. Si atn

son visibles tras una hora afiadir 100 uLL de SLN y repetir la incubacion.

Paso Opcional:

Afadir 1.5 pLL de Solucién RNAsa al lisado nuclear y mezclar por inversién 25

veces. Incubar la mezcla a 37° C por 15 minutos. Enfriar la mezcla a temperatura

ambiente para continuar.

Paso C:

1.

Paso D:

Paso E:

Anadir 100 pL de SSP al lisado nuclear. Vértex enérgicamente 10 a 20
segundos. Pequefios grumos de proteinas pueden ser visibles después
del vértex. Si fuese necesario usar mas SLN en el paso 6, agregar 130
uL de SPP.

Centrifugar 3 minutos a 13.000-16.000 RPM a temperatura ambiente.
Debe hacerse visible un "pozo proteico" marrén oscuro.

Transferir el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio de 1.5 ml con
300 pL de Isopropanolol (desaliniza y concentra). Puede quedar algo
de sobrenadante en el tubo original con el pellet proteico. Dejar este
liquido residual en el tubo para evitar contaminar la solucién de ADN
con el precipitado proteico.

Mezclar la solucién por inversion hasta que las hebras blancas de ADN
formen una masa visible.

Centrifugar 1 minuto a 13.000-16.000 RPM a temperatura ambiente. El
ADN se hard visible como un pequefio pozo blanco.

Descartar el sobrenadante. Agregar 300 pL. de Etanol al 70% a
temperatura ambiente. Invertir varias veces al tubo para limpiar el paso
de ADN a las paredes del tubo. Centrifugar un minuto a 14.500 rpm
(13.000 a 16.000) a temperatura ambiente.
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2. Con cuidado aspirar el Etanol usando una pipeta Pasteur o una pipeta
de precision. El pozo de ADN estd muy suelto en este punto y se debe
tener cuidado, evitando aspirar el pellet con la pipeta. Invertir el tubo
sobre papel secante limpio y secar al aire 10 o 15 minutos.

3. Aiadir 100 pL de SH de ADN (10 mM Tris HCL/ 1mM EDTA, pH:
7.4). Incubar 1 hora a 65° C o toda la noche a temperatura ambiente.
Periédicamente mezclar la solucién dando golpecitos al tubo.

4. Guardara4°C (2a8°C).

Cuantificacion del ADN por espectrofotometria

La cantidad y la pureza del ADN han sido calculadas con un espectrofotémetro
Gene Quant II DNA/RNA calculador® (Pharmacia, Uppsala, Sweden). Las bases
puricas y pirimidinicas absorben fuertemente la luz UV a 260 nm, de modo que
una solucién de ADN de doble cadena con una concentracién de 50 pg/mL

presentan una densidad 6ptica (OD) de 1 cuando se mide su absorvancia a 260 nm.

El cociente entre las absorbancias a 260 nm y 280 nm proporciona una estimacion
de la pureza del ADN obtenido.

La valoracién se lleva a cabo analizando el espectro de absorcién a 260 nm y 289
nm de la dilucién que contiene el ADN en estudio. Para estimar la concentracién
de ADN se prepara una dilucién de 1/50 de la muestra depositando 30 puL de la

muestra en 1.740 pL de agua di destilada autoclavada.

El valor de absorcion a 260 nm indicara la concentracion de la muestra analizada,
ya que una unidad de absorbancia a 260 nm indicaré la concentracién de la muestra
analizada, ya que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una
concentraciéon de ADN de doble cadena de 50 pg/mlL..

La concentracién de la muestra se calcula segtn la siguiente relacién:

[ADN pg/mL] = (Abs 260nm) x (50 pg/mL) x (50/1) x (1 ml /1.000uL)
[ADN pg/mL] = (Abs 260nm) x (2.5 pg/mL)
La cantidad de ADN analizado se obtiene mediante el producto de la concentracién

por el volumen total de la muestra cuantificada y a partir de ese dato, se puede

calcular la concentracién de ADN en la muestra problema.
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Para reconocer la pureza del ADN extraido se calcula la relacién:
R = (Abs 260 nm) / (Abs 280 nm)

Este valor indica si el ADN de la muestra estd bien purificado, ya que la
absorbancia a 280 nm corresponde a la cantidad de restos proteinicos presentes. Un
ADN de cadena doble de gran pureza proporciona valores R de entre 1,8 a 2,0. Si

la solucién estd contaminada con proteinas este valor disminuye.

Amplificacion del ADN in vitro por PCR y analisis de productos PCR

Los STRs autosémicos analizados por tincién con plata son: CSF1PO, TPOX,
THO1, VWA, D13S317, D16S539, D5S818, D7S820, HPRTB, F13A01, F13B,
LPL, y los STRs del cromosoma Y analizados son: DYS19, DYS3891 y II,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438, DYS439.

Microsatélites autosémicos por tincion con plata

Se utiliz6 el multiplex CTT con los marcadores CSF1PO, TPOX y THOI1;
multiplex Gamma STR D13S317, D5S818, D16S539 y D7S820. Los microsatélites
F13A01, LPL, F13B, VWA, HPRTB fueron analizados en modo uniplex. La

. ., . . . ©
amplificacidn fue realizado en un termociclador Techne, modelo Genius".

Los productos de la PCR fueron tipados por electroforesis vertical en geles
denaturantes de poliacrilamida al 4% de 0.40 mm de espesor (19:1 acrilamida:
bisacrilamide, 7M urea) y tincidn con Nitrato de Plata. La electroforesis se llevo a
cabo en un equipo Gibco BRL Sequencing System, model SA, (Gibco®, USA) a
1.200V al inicio, hasta 2.00V al final, con una temperatura fija de 50° C.

El tamafio de los fragmentos y la designacién alélica de los diferentes marcadores
se lo realiz6 comparando con escaleras alélicas comerciales (Promega Corporation,
Madison, WI, USA).
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Preparacién del Master Mix

SuL

2.5 uL
2.5 uL
0.15 uL
17.35uL
225L

ADN [25 ng].

Tampén STR 10 X

Cebador locus especiifico 10x
Taq DNA polimerasa [5 U/uL].
Agua estéril

Volumen de reaccién total

Cada componente se multiplica por el nimero de muestras a procesar (n), se suma
lo equivalente a una muestra adicional del tubo control — blanco (b), y una muestra
adicional para equilibrar los errores de pipeteo al tomar cantidades tan pequefas

(e); asi: Master Mix n + b + e = volumen total a preparar

Termociclado utilizado para cada sistema:

CTT Triplex
Incubacién inicial | No.Ciclos | Desnaturalizacion | Acoplamiento Extension
96° C por 2 minutos 10 94° C por 1 64° C por 1 70° C por 90
20 minuto minuto segundos
90° C por 1 64° C por 1 70° C por 90
minuto minuto segundos
Monoplexes
Incubacién inicial | No.Ciclos | Desnaturalizacion | Acoplamiento Extension
96° C por 2 minutos 10 94° C por 1 64° C por 1 70° C por 90
20 minuto minuto segundos
90° C por 1 64° C por 1 70° C por 90
minuto minuto segundos
Gamma STR Triplex
96° C por 2 | 10 | default ramp 94°C | 68 seg a 60°C 30seg | 50 seg a70°C 90 seg
minutos por 30 segundos
20 | default ramp 90°C | 60 seg a 60°C 30seg | 50 seg a 70°C 45 seg
por 30 segundos

En todos los sistemas, extension final 60° C por 30 minutos,
luego 4° C hasta siguiente paso
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Preparacion de geles de poliacrilamida

La Poliacrilamida es un polimero de mondémeros de acrilamida. Este es un gel

desnaturalizante (ssDNA). La migracidon de particulas dependerd del tamafio del

poro, el cual a su vez estd en relacién a la concentracién de acrilamida y a la

relacidn entre acrilamida:bisacrilamida.

10.

La separaciéon de fragmentos se realiza mediante electroforesis en geles
submarinos. Utilizar de preferencia cubetas verticales. Usamos 2 placas de
vidrio templado que sirven de soporte al gel, la una tendrd solucién
adherente y la otra repelente.

Tratar una de las placas de cristal con Silicona (SigmaCote®, Gel Slick® u
otros), utilizando toallas de papel (Kinwipes®). Secar cuidadosamente. Se
puede usar también Bind Silane y Repel Silane (Pharmacia®,). Sobre la
segunda superficie no se adhiere el gel de poliacrilamida lo que permite la
separacion de los cristales.

Preparar el gel con: Urea 7M 25,2 gs (Promega) + agua destilada 32 mL
+TBE 10X Buffer 3 mL. Se debe disolver con calentamiento suave y
colocar en una probeta de 100 mL. Afadir luego 6 mL de
Acrilamida:bisacrilamida(19:1) al 40%. Concentracion final al 4%.

Se puede filtrar la solucién de acrilamida a través de un filtro de 0.2
micrones (opcional).

Agregar los catalizadores: 360 uL de Persulfato de Amonio al 10% (usar
alicuotas de 1 g de Persulfato en 10 ml de agua) + 36 ul. de TEMED
(tetrametilendiamida) y mezclar suavemente.

Volcar en los cristales antes de los 2 minutos, de forma inclinada, usar una
punta delgada. Gelifica a los 30 minutos.

Retirar el celofan, el peine y luego limpiar los pocillos con agua destilada.
Hacer un precorrido a 200 voltios por 10 minutos.

Limpiar los pocillos y rellenar 2 mm con agua hasta que todos estén a la
misma altura.

Preparar las muestras: nombrar los tubos, poner 2.5 uL. de muestras + 1
gota de Aceite mineral, desnaturalizar 5 minutos a 95°C, poner en gradillas
refrigerantes y afiadir 2.5 pL de soluciéon de carga (STR 2X Loading
solution).
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11.

12.

13.

14.

Preparar los ldders: nombrar los tubos, poner 2,5 uL de lader + 2.5 puL de
STR 2X Loading Solution + 1 gota de Aceite mineral, Agregar a cada
muestra con 4 uL. de ADN amplificado y 4 pL de colorante de siembra
(Xilencianol + Azul de bromofenol, 1 mg de cada uno en 10 ml de
Formamida al 95% y agua al 5%).

Introducir el gel en la cubeta de electroforesis que tiene como tamp6n una
solucién 0,5X TBE, la solucién debe cubrir al gel.

Sembrar las muestras. Cada peine de 20 pocillos sirve para 15 muestras y 5
laders. Se intercala un lader alélido cada 3 o 4 muestras. Colocar 3 uL de
cada muestra en el canal respectivo. Correr hasta que el colorante celeste
llegue a unos centimetros del borde inferior del gel (el tiempo de corrida
dependera del tamafio de fragmentos amplificados).

Establecer las condiciones de electroforesis, estas son: voltaje 1000 voltios
(V), intensidad a 42 miliamperios (mA), potencia 45 vatios (W), tiempo 4
horas.

Este método nos permite:

1. La purificacién de oligonucledtidos de sintesis y eliminacion de
nucleétidos libres tras su marcaje radioactivo.

2. Determinacion de secuencias de ADN.

3. Separacién de fragmentos de ADN menores a 500 pb.

Revelado y tincion con plata (Basado en el Método de Bassam y cols., 1991)

112

1. Después de la electroforesis, vaciar las camaras del buffer y
cuidadosamente retirar las placas de vidrio del aparato.

2. Colocar la placa con el gel en una superficie seca. Remover con
cuidado las dos tapas y sepdrelas, puede usar una espatula de pléstico.
El gel deberia estar muy unido a la placa de vidrio mds pequefia (la
tratada con Bind Silane).

3. Colocar la placa con el gel adherido en un agitador mecédnico 100 rpm.

4. Afadir sobre las placas Metanol al 40% por 10 minutos, mantener
agitacion suave.

5. Lavar con agua desionizada, por lo menos 2 litros en cada paso.
6. Colocar Acido Nitrico 0,16 M por 6 minutos.

7. Lavar con agua desionizada
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8. Colocar la placa en agua destilada 5 minutos.

9. Anadir Nitrato de Plata 12 mM por 20 a 25 minutos.
10. Lavar con agua desionizada.

11. Poner en agua destilada por 5 minutos.

12. Anadir Bicarbonato sédico 0,28 M + Formaldehido (500 pL al 37%)
por 30 minutos.

13. Poner Solucién Stop (Acido Citrico 0.1M) por 5 minutos y agua
desionizada por 2 minutos.

14. Para reutilizar las placas se las debe limpiar dl gel y dejarlas por 1 hora
en una solucién de Hidroxido de Sodio 2.5M al 10%, luego lavarlas
con abundante agua desionizada y secarlas con papel.

15. Proceder a la lectura de la placa
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Griéfico 21. Ejemplo de visualizacién de un sistema multiplex en gel de plata. M= muestra, C Pos =
control de amplificacion positivo, LA= escalera alélica
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Lectura de las placas

114

Tras el revelado se observan un conjunto de dobles bandas
correspondientes a los laderes alélicos y a las muestras analizadas.

La lectura de los alelos en las muestras amplificadas se realiza por
comparacion visual con los laderes alélicos.

Las muestras pueden expresar una doble banda (homocigotos para ese
marcador) o 2 bandas dobles (heterocigotos).

Comprobar que el control negativo no ha amplificado y por lo tanto, no
aparece en su calle de migracion ningin tipo de banda, caso contrario,
se tratard de contaminacion.

Verificar que el control positivo se corresponda con el esperado.

Recordar que en cada placa existirdn carriles con las muestras de
estudio, con los laderes alélicos (escaleras de alelos), con los
marcadores de peso molecular y con los controles internos y externos.

Fotocopiar con ldser color, fotografiar o tomar un scanner para
almacenar los resultados.

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



Microsatélites STRs autoséomicos con electroforesis capilar

Se utilizé una plataforma policromatica mediante un secuenciador ABI 310 (ABI
sequencers, Applied Biosystems). Utilizamos el sistema PowerPlex® 16 (Promega)
de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

El tamafio de los fragmentos y la designacién alélica se lo realiz6 comparando con
escaleras alélicas proporcionadas junto al kit.

El sistema PowerPlex® 16 permite la coamplificacién y la deteccion en tres colores
de dieciséis loci (quince loci STR y Amelogenina). El sistema contine los loci
Penta E, D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA, TPOX, D8S1179, vWA,
Amelogenin, Penta D, CSFI1PO, D16S539, D7S820, D13S317 y D5S818.

Un primer especifico para Penta E, D18S51, D21S11, THO1 and D3S1358 is
marcado con fluoresceina (FL); otro primer especifico para FGA, TPOX,
D8S1179, vWA y Amelogenin es marcado con carboxy-tetrametil-rodamine
(TMR); y un tercero especifico para Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820,
D13S317 y D5S818 es marcado con 6-carboxi-4",5"-dicloro-2°,7 -dimetoxi-
fluoresceina (JOE).

Todos los dieciseis loci son amplificados simultdneamente en un tubo simple. El
sistema PowerPlex® 16 estd disefiado especificamente para el uso con el
secuenciadorr ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, aunque es compatible con los
secuenciadotes ABI PRISM® 377 DNA y ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.

Master Mix de amplificacion para el sistema PowerPlex® 16

Agua para PCR 16.7ul

Gold STR 10X Bufter 2.5ul

10X Primers 2.5ul

AmpliTaq Gold® DNA polymerasel  0.8ul (4u) [Su/ul]
Master mix volimen 22.5ul

Templado de ADN 2.5ul

Voltimen total 25ul
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Termociclado utilizado:

Incubacién inicial No. Desnaturalizaciéon | Acoplamiento Extension
Ciclos
95° C porll 10 94° C por 1 60° C por 1 70° C por 90
minutos, luego 96° minuto minuto segundos
C por 2 minutos 18-22
90° C por 1 58° C por 1 70° C por 90
minuto minuto segundos

Extension final 60° C por 30 minutos, luego 4° C hasta siguiente paso
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Graéfico 22. Perfil genético de una muestra con sistema Power Plex 16
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Griafico 23. Comparacién de los locus amplificados con el marcador de peso molecular
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Asignacién alélica para el sistema Power Plex 16° con Internal Lane Standard
(ILS) 600 en ABI 310. Linea celular 9947A.

D3S1358 Alelo 38 254.6 D5S818 Alelos
12 109.3 D18S51 Alelos 7 113
13 113.7 8 283.6 8 117
14 117.9 9 287.3 9 121
15 122.1 10 291.2 10 126
16 126.2 10.2 293.2 11 130
17 130.5 11 295.0 12 134
18 134.6 12 298.9 13 138
19 138.7 13 302.6 14 142
20 142.5 13.2 304.7 15 146

THO1 Alelos 14 306.4 16 150
4 151.9 15 310.6 D13S317 Alelos
5 155.9 16 314.3 7 171.8
6 160.0 17 318.1 8 175.7
7 163.9 18 322.1 9 179.8
8 168.0 19 325.9 10 183.6
9 171.9 20 329.8 11 187.7
9.3 174.9 21 333.6 12 191.7
10 175.9 22 337.5 13 195.7
11 179.8 23 3414 14 199.7
D21S11 Alelos 24 345.3 15 203.7
24 198.1 25 349.2 D7S820 Alelos
24.2 200.1 26 353.1 6 211.9
25 202.0 27 357.0 7 216.0
25.2 204.1 PENTA E Alelos 8 220.1
26 206.0 5 375.0 9 224.0
27 210.2 6 380.2 10 228.0
28 214.2 7 385.3 11 232.0
28.2 216.2 8 390.4 12 236.1
29 218.1 9 395.5 13 240.1
29.2 220.2 10 400.7 14 244.2
30 222.2 11 405.5 D16S539 Alelos
30.2 224.2 12 410.6 5 261.9
31 226.2 13 415.5 8 274.1
31.2 228.8 14 420.5 9 278.2
32 230.4 15 425.7 10 282.2
32.2 2323 16 431.1 11 286.1
33 234.4 17 436.4 12 290.2
33.2 236.3 18 441.6 13 294.2
34 238.4 19 447.0 14 298.1
34.2 240.4 20 452.0 15 302.3
35 242.4 21 457.1 CSF1PO Alelos
35.2 244.4 22 462.0 6 316.7
36 246.5 23 466.9 7 320.8
37 250.5 24 471.8 8 324.7

118 Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



9 328.9 14 139 16 320.1
10 332.9 15 143 17 324.1
11 336.9 16 147 18 328.2
12 341.0 17 151 18.2 330.3
13 345.1 18 155 19 332.4
14 349.1 19 158 19.2 334.4
15 353.1 20 162 20 336.5
PENTA D Alelos 21 166 20.2 338.4
2.2 367.9 22 170 21 340.5
3.2 372.6 D8S1179 ABI 310 21.2 342.6
5 380.4 7 201.77 22 344.7
7 390.2 8 205.69 22.2 346.6
8 395.0 9 209.74 23 348.7
9 399.9 10 213.68 23.2 350.9
10 404.6 11 217.64 24 352.8
11 409.4 12 221.74 24.2 354.8
12 414.1 13 225.73 25 356.9
13 418.9 14 229.74 25.2 358.9
14 423.6 15 233.77 26 360.9
15 428.6 16 237.81 27 364.9
16 433.6 17 241.86 28 369.0
17 438.7 18 245.92 29 373.0
TPOX ABI 310 30 377.1
6 260.9 31.2 383.2
Amelogenina ABI 310 7 264.9 43.2 432.5
X 104 8 268.8 44.2 436.7
Y 110 9 272.9 45.2 441.0
vWA ABI 310 10 277.0 46.2 445.2
10 122 11 280.9
11 127 12 284.9
12 131 13 288.8
13 135 FGA Alelos
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Microsatélites STRs de cromosoma «Y» con electroforesis capilar

Utilizamos el sistema PowerPlex® Y (Promega), en un analizador automdtico ABI
310. Los 12 STRs en el cromosoma «Y» en el kit Power Plex «Y» fueron tipados
con un secuenciador automdtico ABI Prism 310. El tamafio del fragmento y la
designacion de los alelos de los diferentes locus se determinaron por comparacién

con los marcadores de peso molecular y escaleras alélicas distribuidos con el kit.

El sistema PowerPlex® Y es un multiplex de STRs que co-amplifica y detecta con
tres colores doce loci. El sistema contiene los marcadores DYS19, DYS385a/b,
DYS389I/1I, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438 and
DYS439.

El marcaje se realiza con fluoresceina (FL) para DYS389I/II, DYS391 y DYS439;
carboxi-tetrametil-rodamina (TMR) para DYS19, DYS392, DYS437 and DYS438,
y  6-carboxi-4",5"-dicloro-2",7 -dimetoxi-fluoresceina (JOE) para los loci

DYS385a/b, DYS390 and DYS393.

El sistema PowerPlex® Y estd disefiado especificamente para el uso con el
secuenciadorr ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, aunque es compatible con los
secuenciadotes ABI PRISM® 377 DNA y ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer.

Master Mix de amplificacion para el sistema PowerPlex® Y

Agua para PCR 16.7ud
Gold STR 10X Buffer 2.5ul
10X Primers 2.5ul
AmpliTaq Gold® DNA polymerasel 0.8ul (4u) [Su/pl]
Master mix volimen 22.5ul
Templado de ADN 2.5ul
Volumen total 25ul
Termociclado utilizado:
Incubacién inicial No. Desnaturalizacién | Acoplamiento Extension
Ciclos
95° C porll 10 94° C por 1 60° C por 1 70° C por 90
minutos, luego 96° minuto minuto segundos
C por 2 minutos 18-22
90° C por 1 58° C por 1 70° C por 90
minuto minuto segundos

Extension final 60° C por 30 minutos, luego 4° C hasta siguiente paso
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Asignacién alélica para el sistema Power Plex Y © con ILS 600 en ABI 310

(linea celular 9947A)

DYS 391 Pb 16 431.1 DYS 393 Pb
6 90 17 436.4 8 104
7 94 18 441.6 9 108
8 98 19 447.0 10 112
9 102 20 452.0 11 116
10 106 21 457.1 12 120
11 110 22 462.0 13 124
12 114 DYS 438 Pb 14 128
13 118 8 101 15 132

DYS 3891 |Pb 9 105 16 136
10 148 10 109 DYS 390 pb
11 152 11 113 18 191
12 156 12 117 19 195
13 160 13 121 20 199
14 164 DYS 437 Pb 21 203
15 168 13 183 22 207

DYS 439 Pb 14 187 23 211
8 203 15 191 24 215
9 207 16 195 25 219
10 211 17 199 26 223
11 215 DYS 19 Pb 27 227
12 219 10 232 DYS 385 pb
13 224 11 236 7 243
14 227 12 240 8 247
15 231 13 244 9 251

14 248 10 255

DYS 393 Pb 15 252 11 259
8 104 16 256 12 263
9 108 17 260 13 267
10 112 18 264 14 271
11 116 19 268 15 275
12 120 DYS 392 Pb 16 279
13 124 7 294 17 283
14 128 8 297 18 287
15 132 9 300 19 291
16 136 10 303 20 295
7 385.3 11 306 21 299
8 390.4 12 309 22 303
9 395.5 13 312 23 307
10 400.7 14 315 24 311
11 405.5 15 318 25 315
12 410.6 16 321
13 415.5 17 324
14 420.5 18 327
15 425.7
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Grafico 24. Escalera alélica del sistema Power Plex-Y

Control de calidad

Nuestro laboratorio participa anualmente en el Test de Proeficencia del Grupo de
Trabajo GEP-ISFG (http://www.gep-isfg.org). Se siguieron las recomendaciones
de la DNA Commission of the International Society of Forensic Haemogenetics
para el andlisis de sistemas STRs (Bir y col., 1997; ISFG, 1992). También
utilizamos en el andlisis la experiencia previa de nuestro equipo de investigacién
(Bell B y col., 2000; Martinez-Jarreta B, 1999; Gonzalez F, 2001).
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Método estadistico

El estudio de las poblaciones y su acervo genético tiene un gran interés desde el
punto de vista antropoldgico y forense. Dentro del rango de variabilidad en la
distribucién de los polimorfismos de ADN se suelen observar caracteristicas
especificas para cada grupo poblacional. En Medicina Forense es imprescindible
conocer esas diferencias dado que los datos de frecuencias de perfiles genéticos son

los que sustentan los cédlculos de probabilidades en las pericias forenses.
Parametros genético-poblacionales

Frecuencia génica: es la medida de la proporcién relativa de alelos de una
poblacién dada. Estas frecuencias se expresan en tantos por ciento o en tantos por
uno, y se calculan mediante el recuento de cada alelo y dividiendo este nimero por

el ndmero total de alelos analizados (Cavalli-Sforza y Bodmer, 1981).

Mutacion: es un cambio en el material genético en un locus determinado, que en
algunos casos puede ser detectado a causa de un cambio asociado a su accién
(Moreno y Gené, 1999).

Seleccion natural: proceso en la naturaleza por el que un genotipo deja mads
descendencia que otro debido a sus caracteristicas superiores de la historia de la

vida como supervivencia o fecundidad (Tamarin, 1996).

Deriva génica: es un fenémeno por el cual la frecuencia de cualquier alelo puede

experimentar fluctuaciones debidas al azar de una generacion a la siguiente
Equilibrio de Hardy-Weinberg

Un principio bésico en la genética de poblaciones es la Ley del equilibrio de
Hardy-Weinberg, que debe su nombre al matematico inglés George Hardy y al
fisico alemdn Wilhem Weinberg quienes de forma independiente y en el mismo
afio formulaban esta ley (Hardy, 1908; Weiberg, 1908).

Segtn esta ley en una poblaciéon de gran tamafio y en panximia, las frecuencias
génicas y genotipicas permaneces constantes de generacién en generacion. Esta ley

contiene tres principios fundamentales
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1. En una poblacién las frecuencias alélicas en un locus autosémico no
cambian de una generacion a la siguiente (equilibrio de las frecuencias
alélicas).

2. Las frecuencias genotipicas de la poblacion estdn determinadas de una
manera predecible por las frecuencias génicas (equilibrio de las
frecuencias genotipicas).

3. El equilibrio es neutro, es decir, si se perturba la poblacién el equilibrio
se restablecerd en una sola generacién de apareamiento al azar, pero
con las nuevas frecuencias alélicas y si todos los restantes requisitos se
mantienen (Tamarin, 1996).

Como las poblaciones naturales dificilmente se encuentran en equilibrio estricto,
hay que determinar si las desviaciones observadas en la muestra pueden atribuirse
simplemente al azar o si por el contrario, son tan grandes que permiten afirmar la
existencia de algin proceso que esté desviando la poblacién de la situacién de
equilibrio (mutacién, seleccién, migracién, deriva génica, apareamientos

preferentes, etc.).

Frecuencia de alelo A
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Gréfico 25. Muestra las frecuencias genotipicas para AA, Aay aa cuando una
poblacién estd en equilibrio de HW. La mayoria de heterocigotos Aa son
observados cuando las frecuencias alélicas para ambos alelos A v a son (.5.
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Un exceso de homocigotos en la poblacién objeto de estudio podria ser explicado
por un proceso de aislamiento y endogamia. Debe considerarse que este hecho
afectaria a todo el genoma y no solo a un locus concreto, por lo que seria légico
encontrar que la tendencia a la disminucién del nimero de heterocigotos es un

proceso general o al menos extendido (Jin y Chahraborty, 1995).

La deficiencia de heterocigotos puede ser considerada como un indicador de
subestructuracién poblacional, fenémeno que deberia afectar también a todo el

genoma (Morton y cols, 1993).

La estimaciéon de frecuencias génicas en una poblacién de referencia, si es
adecuada, debe reflejar que se cumple este equilibrio. La comprobacién del mismo
puede efectuarse por numerosos métodos que pueden agruparse fundamentalmente

en dos categorias que a continuacidn se exponen.
. 2
Test de bondad de ajuste de grandes muestras; 7~ de Pearson

Si tenemos una larga serie de individuos agrupados en cierto nimero de categorias
o fenotipos y deseamos comprobar si esa distribucién fenotipica se ajusta a una
distribucién tedrica esperada podemos adoptar un test de bondad de ajuste para

grandes muestras.

En esencia, se trata de calibrar las diferencias entre el nimero de individuos
observados y esperados para cada clase genotipica y contrastar dos hipdtesis

mutuamente excluyentes:

H,: Las cantidades observadas (f,f>,f3...) son funcién de las frecuencias génicas
(P;+P5+P;...Pm)

H;: al menos una de tales cantidades no se ajusta a tal funcién.

Se establece una comparaciéon entre los valores de las frecuencias génicas
observadas y los valores esperados en una poblacién en equilibrio de Hardy-
Weinberg. Lo que se pretende es contrastar dos hipétesis (H, y H;) mutuamente
excluyentes. Una manera de contrastar esas hipotesis es observando la distribucién

. . - 2
de tales diferencias, para lo cual se recurre al estadistico X*:
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2o Y (0 - E
E

donde: O;= niimero de genotipos observados, E;=nimero de genotipos esperados

Empleando una tabla de x> podemos saber si al suma de las desviaciones es lo
suficientemente grande para considerarla significativa con un margen prefijado de

€ITor.

La dificultad que plantea este enfoque es que el nimero de individuos de la
muestra ha de ser grande y en especial, el de las clases menos frecuentes, lo que
constituye un problema importante con los nuevos sistemas de uso forense, ya que
presentan un elevado polimorfismo y como consecuencia resulta obligado recurrir

a otro tipo de sistemas de informacién estadistica como son los test exactos.
Test Exactos

Estos test determinan la probabilidad de una muestra y la comparan con la de
todos los restantes muestreos posibles, y de esta manera determinar cuan
improbable es en la prictica. En general la probabilidad de que en un ensayo el
resultado s, ocurra k; veces (siendo k; + k, + kj = n) viene dada seguin la ley de

probabilidades multinominal, por la expresion:

n!

PRYRIE piki. poko. . Pk
L ko!.. ;!

El test exacto es la base para la prueba no sesgada mas poderosa, siendo asi el
estindar obvio contra el que todas las demds pruebas deben ser comparadas
(Haldane, 1954; Leston y Forthofer, 1977).

El principal problema de la utilizacién de este sistema es que al aumentar el
nimero de alelos y de individuos de la muestra los célculos se hacen
extremadamente complejos y se hace necesario recurrir al uso de sofisticados
programas informdticos basados en el método de Guo y Thompson (1992), como
es el programa HWE-analysis version 3.0, utilizado en este trabajo (Christoph

Puers, Institute for Legal Medicine, University of Miinster).
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Parametros estadisticos de interés médico legal
Probabilidad de exclusion a priori (PE)

La validez de un sistema genético se puede cuantificar calculando la Probabilidad
de exclusion a priori (PE) que se define como la probabilidad de que un sistema
genético especifico muestre evidencias que conduzcan a la exclusién de un
sospechoso (Boyd, 1954). Este pardmetro nos permite establecer la proporcién de

individuos falsamente implicados en una peritacion.

Es un valor estadistico porcentual funcién directa del polimorfismo de un
marcador, de forma que cuanto mds polimdrfico es un sistema y mas equilibradas
estdn las funciones de sus alelos, tanto mayor serd su probabilidad de exclusion a

priori y por tanto su eficiencia en la investigacion de paternidad.

El célculo de este valor estadistico es muy simple cuando se trata de sistemas
bialélicos o tralélicos. En sistemas genéticos codominantes de dos alelos, el valor
de PE se ebtine por la siguiente formula (Essen-Moller, 1938):

PE=pq (1-pq)
donde:
p es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del gen 1

q es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del gen 2.

En sistemas de marcadores genéticos trialélicos y con 6 genotipos, la PE viene
dada por la siguiente férnula (Silver, 1982):

PE=(’+q +1) -0+ +r)+6pqr+4pgr(p°+q" + 1)
donde:
p es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del alelo 1
q es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del alelo 2

r es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del alelo 3
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En el caso de marcadores genéticos con n alelos, Ohno y cols. En 1982
desarrollaron una férmula que puede implementarse en un programa de ordenador
y permite realizar estos célculos de forma sencilla y rdpida (Carracedo y Barros,
1996).

PE = 3 pi(1-p)” (1- pit p)* + X pi pi (pi+ py) (1= pi- pi)’
Donde p; son las frecuencias génicas respectivas de los n alelos.
Probabilidad de exclusion acumulativa (PE,,,)

La eficacia en la exclusién que se consigue mediante el uso conjunto de varios
marcadores genético moleculares se denomina probabilidad acumulativ de
exclusion (PE.,,) y se calcula a partir de la siguiente férmula (Henningsen, 1968):

PEcyn=1(1-P)(1-Py)(1-P;)..(1-Py)

Donde P, P,, Ps,...P, son las probabilidades de exclusién individuales de cada uno
de los sistemas estudiados.

La probabilidad de exclusién acumulativa es un valor que se suele utilizar para
determinar la eficacia a priori de un laboratorio. EI GEP-ISFG considera que un
laboratorio estd capacitado para realizar pruebas de paternidad cuando alcanza al

menos un 99% de probabilidad de exclusion a priori.
Indice de heterocigosidad. Diversidad génica

El Indice de heterocigosidad representa la probabilidad de que dos alelos del
mismo locus tomados al azar de la poblacién sean distintos. La diversidad génica
de una poblacién se mide como heterocigosidad media por locus.

Esta es la mejor estima de la variabilidad de una poblacién si el estudio se realiza
sobre un nimero elevado de loci escogidos al azar, ya que entre dichos marcadores
existirdn unos caracteres monomorficos y otros polimérficos con altas o bajas

frecuencias de los alelos raros, al igual que en el genoma (Garcia Ferndndez, 1999).

La heterocigosidad observada para un locus se define como el nimero de
individuos heterocigotos observados respecto al total analizado, y guarda relacién
con el grado de polimorfismo del sistema estudiado y su eficacia como marcador

genético.
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La heterocigosidad esperada es la proporcién de heterocigotos que se esperarian
encontrar si la poblacién se encontrara en equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei y
Roychoudhury, 1974).

2
He=1-Xp;
siendo p; la frecuencia génica del alelo i en un locus m para varios alelos

Cuando el numero de loci no es elevado ni estdn elegidos al azar, la
heterocigosidad no indica mucho acerca de la variabilidad real, pero sigue teniendo
validez para conocer la estructura de una poblacién y realizar comparaciones con
otras poblaciones.

Hay situaciones como en poblaciones endogdmicas donde la variacién resulta de la
continua presencia de diferentes homocigotos y la diversidad génica es entonces
una medida més apropiada (Cariacedo y Barros, 1996). Una estimacién no sesgada
de la heterocigosisdad puede obtenerse multiplicando el valor antes obtenido por
2N/2N-1 (Nei, 1978).

La probabilidad de match o coincidencia

Es la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar tengan idénticos
genotipos en uno o varios sistemas genéticos dados y puede simplificarse en la
siguiente féormula (Jones, 1972; Smalldon y Moffat, 1973)

Pm=X piz
siendo p; la frecuencia del genotipo i
Poder de discriminacion

Se define como la probabilidad de que dos individuos no relacionados y tomados al
azar puedan ser diferenciados genéticamente mediante el andlisis de un marcador o
conjunto de marcadores. El poder de discriminacion (PD) se calcula de la siguiente

manera:

PD =1 - probabilidad de match o coincidencia

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 129



Frecuencia alélica minima

Algunos loci altamente polimdrficos contienen un gran nimero de alelos muchos
de ellos pueden ser raros o estar en una frecuencia muy baja en la poblacién en
estudio.

En estos casos, las frecuencias génicas calculadas segin el método tradicional
pueden ser una estimacion errénea de su valor real, sobre todo en bases de datos

con bajo tamafio muestral (Garcia Ferndndez, 1999).

Algunas de las soluciones a este problema consisten en asignar una frecuencia
alélica minima arbitraria de 0,05 (National Research Council, 1992; Clayton y cols,
1995). Otros autores (Budowe y cols, 1996) determinan la frecuencia alélica
minima de un marcador gemético, a partir del tamafio muestral y de la
heterocigosidad observada en la muestra analizada por medio de la siguiente

férmula:
Pmin — 1_ [1_(1_a)1/c ]1/2n

donde P,;, es frecuencia alélica minima, a esel nivel de significancia (0,05) y c es
el nimero de alelos comunes estimados a partir del nivel de heterocigosidad
observada, n es el tamafno muestral.

Este método es adecuado para marcadores VNTR y STR y parece el mds apropiado
para compensar la posible deficiencia en el muestreo de alelos raros. En este caso,
cuanto mayor sea el tamafio muestral analizado mayor serd la fiabilidad en la
estimacién de las frecuencias alélicas relizadas, por tanto, la frecuencia minima
serd mas pequefia. Si el tamafio muestral permanece constante, las frecuencias
alélicas minimas aumentaran la heterocigosidad, es decir, tendran la tendencia a ser

mayores en los loci menos polimoérficos.
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Parametros estadisticos utilizados en STRs del Cromosoma «Y»
AMOVA (Analysis of Molecular Variance)

Debido al tipo de herencia en bloque del cromosoma-Y, los haplotipos, es decir, el
genotipo haploide definido por distintos polimorfismos ligados entre si, son mads
propensos a la deriva génica que los loci autonémicos (Jobling y cols, 1997).

Por ello, dentro de los datos genéticos poblacionales del cromosoma-Y hay un alto
grado de diferenciacion. Para valorar esta variabilidad entre poblaciones se aplica
el estadistico AMOVA (Excoffier y cols, 1992).

Los datos obtenidos (Pairwaise @) son similares al valor Fst de Wright, e informan
del porcentaje de variabilidad entre dos grupos atribuible a las diferencias entre

poblaciones y no tanto a la variacién entre individuos (Roewer y cols, 2000).
Comparacion de poblaciones

La confrontacion de las frecuencias alélicas obtenidas en este trabajo y en distintos
grupos poblacionales y étnicos son de enorme interés en el estudio de la genética
de poblaciones y, constituyen una herramienta para la interpretacién de los
hallazgos genéticos dentro de una investigacién pericial. Se utiliza el estadistico y*
y tablas de contingencia

Otros pardmetros estadisticos estimados en este trabajo con STRs autosémicos y

de Cromosoma-Y

Se calculé el nimero de haplotipos diferentes, la diversidad haplotipica, las
diferencias pareadas de haplotipos y la varianza del tamafio de los alelos en las
STRs en el cromosoma “Y”, con Arlequin 2.000 (Schneider y col., 2000). Se
generaron median-joining networks (Bandelt y col., 1999) con el programa
Network 4.1.0.8 (disponible en www.fluxus-engineering.com).

A los STRs se les asignaron ponderaciones que fueron inversamente
proporcionales a las varianzas en el tamafio de sus alelos. Las proporciones de
mezcla en los STRs autosémicos se calcularon con el programa Admix 2.0

(Dupanloup y Bertorelle, 2001).
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Para los cuadros siguientes utilizaremos las siguientes siglas:

Para el test del equilibrio de Hardy-Weinberg
¥ = test de chi cuadrado

G-test = raz6n de verosimilitud

Exact-test = Test exacto

HW = equilibrio de Hardy-Weinberg

Para los parametros estadisticos forenses mas habituales.
Pin = Frecuencia alélica minima

Obs H = heterocigosidad observada

Exp H = heterocigosidad esperada

MEC (PE) = probabilidad de exclusion a priori

PE.., = probabilidad de exclusién acumulativa

MEP = probabilidad de exclusién paterna

PIC = contenido de informacién polimérfica

Resultados

PM = probabilidad de emparejamiento, coincidencia (match), probabilidad de no

discriminacién a priori
PD = poder de discriminacién

PD..m = poder de discriminacién acumulativo
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Tabla 16. Distribucién genética de 7 STRs de la poblacién kichwa (n=150),
mediante andlisis manual

Alelo CSF1PO | TPOX THO1 |D13S317 | D16S539 | D5S818 | D7S820
m=150) | 0=150) | m=150) | m=102) | (n=104) | m=95) | (n=104)
6 - - 0.4800 - - - -
7 - - 0.3200 - - 0.1110 -
8 0.0030 0.5130 | 0.0070 | 0.0690 0.0140 - 0.0050
9 0.0070 - 0.0230 | 0.2450 0.1920 0.1160 0.0029
9.3 - - 0.1330 - -—- - -
10 0.3130 0.0030 | 0.1230 | 0.1570 0.2930 0.0420 0.2600
11 0.2930 0.3600 | 0.0370 | 0.0930 0.2640 0.5740 0.3700
12 0.3130 0.1230 -—- 0.1720 0.1830 0.1320 0.2880
13 0.0570 0.0030 -—- 0.1760 0.0480 0.0260 0.0480
14 0.0130 --- -—- 0.0880 0.0050 - ---

Tabla 17. Equilibrio HW y parametros estadisticos de interés forense de poblacién kichwa
(andlisis manual)
Alelo CSF1PO | TPOX | THO1 | D13S317 |D16S539 | D5S818 | D7S820
m=150) | (m=150) | n=150) | n=102) | (m=104) | (m=95) | (n=104)

X? 0.3744 | 0.8728 | 0.2032 0.9518 0.6680 0.8948 0.7000
G-test | 0.3408 | 0.9080 | 0.5280 0.9366 0.5464 0.9486 0.1956
E‘;;:la' 0.4956 | 0.8192 | 0.3928 0.8956 0.4214 0.9548 0.1090
ObsH | 0.7333 | 0.5800 | 0.6400 0.8235 0.7308 0.6421 0.6442
ExpH | 0.7165 | 0.5936 | 0.6497 0.8377 0.7749 0.6288 0.7126
MEC 0.4552 | 0.3065 | 0.3876 0.6666 0.5515 0.4138 0.4522
MEP 0.4543 | 0.2833 | 0.3547 0.6707 0.5533 0.3268 0.4480
PIC 0.6591 | 0.5114 | 0.5871 0.8120 0.7335 0.5941 0.6548
PM 0.1401 | 0.2462 | 0.1906 0.0549 0.0957 0.1742 0.1412
PD 0.8599 | 0.7538 | 0.8094 0.9450 0.9042 0.8257 0.8587
Pin 0.0184 | 0.0167 | 0.0173 0.0284 0.0260 0.0268 0.0254
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Tabla 18. Distribucién genética de 12 STRs de la poblacién Mestiza
(n=400) — analisis manual

Alelo | CSF1PO | TPOX | THO1 | F13A01 | VWA | D13S317
= 400 400 410 336 400 389
3.2 0.001 0.011
4 0.002 0.224
5 0.339 0.193
6 0.001 | 0.330 0.170
7 0.004 0.003 | 0.066 0.241
8 0.003 0.523 | 0.107 0.026 0.082
9 0.021 0.046 | 0.072 0.003 0.213
9.3 0.075
10 0.270 0.031 | 0.001 0.002 0.107
11 0.308 0.271 | 0.002 0.009 0.149
12 0.291 0.120 0.002 0.221
13 0.940 0.004 0.006 0.003 0.134
14 0.100 0.0014 | 0.028 0.093
15 0.065 0.001
16 0.398
17 0.308
18 0.146
19 0.040
20 0.014
Continuacion...

Alelo D5S818 | D7S820 LPL HPRTB | F13B
n= 389 393 320 121 216
6 0.058
7 0.110 0.005 0.002 0.012 0.037
8 0.023 0.070 0.005 0.004 0.178
9 0.092 0.080 0.036 0.025 0.280
10 0.052 0.247 0.544 0.033 0.424
11 0.433 0.296 0.202 0.107 0.021
12 0.193 0.251 0.1910 0.264 0.002
13 0.095 0.041 0.013 0.236
14 0.043 0.090 0.009 0.202
15 0.001 0.099
16 0.017
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Tabla 19. Equilibrio de HW y pardmetros estadisticos de interés forense de mestizos
(formato manual)

Alelo CSF1PO| TPOX THO1 F13A01 VWA D13S317

X2 0.2200 0.6560 0.0200 0.7200 0.9370 0.1302
G test 0.5000 0.1120 0.2000 0.6000 0.9504 0.2238

fg;i‘c‘ 04800 | 04220 | 0.6000 | 0.4000 | 0.8980 | 0.2110

Obs H 0.7575 0.5825 0.7568 0.8223 0.7250 0.8509
Exp H 0.7393 0.6367 0.7510 0.8133 0.7202 0.8399
MEC 0.4966 0.3883 0.5328 0.6253 0.4872 0.6760
MEP 0.4916 0.3372 0.5115 0.6239 0.4602 0.6750

PIC 0.6914 0.5835 0.7129 0.7850 0.6749 0.8183
PM 0.1237 0.1842 0.1012 0.6748 0.1296 0.0496
PD 0.8763 0.8152 0.8988 0.9325 0.8707 0.9504
Poin 0.0075 0.0075 0.0081 0.0021 0.0075 0.0037
Continuacion...

Alelo D16S539 | D5S818 | D7S820 LPL HPRTB F13B

X? 0.5726 0.6142 | 09510 | 0.2400 0.2000 0.1960
G test 0.4414 0.7178 0.9242 | 0.9400 0.6000 0.2000
Exact test | 0.4688 0.5768 0.9222 | 0.3200 0.1800 0.8000
Obs H 0.8046 0.7370 | 0.7557 0.6688 0.7851 0.8333
Exp H 0.7951 0.7440 | 0.7763 0.6268 0.8134 0.7068
MEC 0.5915 0.5423 0.5446 | 0.3814 0.6267 0.4644
MEP 0.5899 0.4996 | 0.5558 0.3243 0.6242 0.4388
PIC 0.7623 0.7135 0.7403 0.5762 0.7839 0.6576
PM 0.0755 0.0961 0.0831 0.1984 0.7739 0.1636
PD 0.9245 0.9039 0.9169 | 0.8016 0.9226 0.8364
Poin 0.0037 0.0046 | 0.0038 0.0093 0.0244 0.0137

138 Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



Tabla 20. Distribucién alélica de 15 STRs autosémicos y amelogenina in Mestizos
(n=317) andlisis automatizado

Alelo | D3S1358 | THO1 | D21S11 | D18S51 | Penta E | D5S818 | D13S317 | D7S820
2.2 - - - - - - - -
3.2 - - - - - - - -

5 - - - - 0.0330 - - -
6 - 0.3310 - - - - - -
7 - 0.2920 - - 0.0710 | 0.1250 - 0.0020
8 - 0.0760 - - 0.0270 | 0.0020 | 0.0800 | 0.0670
9 - 0.0920 - - 0.0060 | 0.0860 | 0.1880 | 0.0540

9.3 - 0.1960 - - - - - -

10 - 0.0140 - 0.0040 | 0.0350 | 0.0280 | 0.0780 | 0.2780

11 - - - 0.0180 | 0.0610 | 0.4330 | 0.2020 | 0.3010

12 0.0080 - - 0.0730 | 0.1880 | 0.2410 | 0.2370 | 0.2640

13 0.0040 - - 0.0980 | 0.0690 | 0.0730 | 0.1100 | 0.0230

14 0.0570 - - 0.2490 | 0.0490 | 0.0090 | 0.1040 | 0.0010

15 0.4570 - - 0.1610 | 0.1220 - 0.0020 -

16 0.2700 - - 0.1100 | 0.0900 - - -

17 0.1460 - - 0.1390 | 0.0630 - - -

18 0.0490 - - 0.0710 | 0.0510 - - -

19 0.0100 - - 0.0270 | 0.0310 - - -
19.2 - - - - - - - -

20 - - - 0.0200 | 0.0430 - - -
20.2 - - - - - - - -

21 - - - 0.0200 | 0.0370 - - -

22 - - - 0.0060 | 0.0160 - - -
22.2 - - - - - - - -

23 - - - 0.0040 | 0.0060 - - -
23.2 - - - - - - - -

24 - - - 0.0020 - - - -

25 - - - - - - - -
25.2 - - - - - - - -

26 - - 0.0020 - - - - -

27 - - 0.0140 - - - - -

28 - - 0.0690 - - - - -

29 - - 0.1960 - - - - -
29.2 - - 0.0040 - - - - -

30 - - 0.2460 - - - - -
30.2 - - 0.0260 - - - - -

31 - - 0.0770 - - - - -
31.2 - - 0.1490 - - - - -

32 - - 0.0060 - - - - -
32.2 - - 0.1490 - - - - -
33.2 - - 0.0520 - - - - -
34.2 - - 0.0040 - - - - -

35 - - 0.004 - - - - -
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Continuacion. ..

Alelo | D16S539 | CSF1PO | PentaD | VWA | D8S1179 | TPOX | FGA
2.2 - - 0.0040 - - - -
3.2 - - 0.0020 - - - -

5 - - 0.0020 - - - -

6 - - - - - - -

7 - 0.0040 | 0.0060 - - - -

8 | 0.0170 | 0.0020 | 0.0160 - 0.0080 0.5580 -

9 | 0.1770 | 0.0100 | 0.2060 - 0.0040 0.0410 -
9.3 - - - - - - -
10 | 0.2070 | 0.2610 | 0.2330 |0.0020 | 0.0650 0.0170 -
11 | 0.2300 | 0.2780 | 0.1210 |0.0040 | 0.0600 0.2730 -
12 | 0.2620 | 03570 | 0.1620 |0.0020| 0.2120 0.1120 -
13 | 0.0950 | 0.0810 | 0.1740 |0.0020 | 0.3190 - -
14 | 0.0130 | 0.0060 | 0.0670 |0.0480 | 0.2040 - -
15 - - 0.0060 | 0.0790 | 0.1010 - -
16 - - - 0.3790 |  0.0260 - -
17 - - - 0.3020 - - 0.0090
18 - - - 0.1430 - - 0.0020
19 - - - 0.0260 - - 0.0060
19.2 - - - - - - 0.0020
20 - - - 0.0090 - - 0.0810
20.2 - - - - - - 0.0020
21 - - - 0.0020 - - 0.1030
22 - - - - - - 0.1050
22.2 - - - - - - 0.0020
23 - - - - - - 0.1160
23.2 - - - - - - 0.0070
24 - - - - - - 0.1890
25 - - - - - - 0.1910
25.2 - - - - - - 0.0020
26 - - - - - - 0.0720
27 - - - - - - 0.0370
28 - - - - - - 0.0020
29 - - - - - - 0.0020
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Tabla 21. Equilibrio de HW y pardmetros estadisticos de interés forense para mestizos en
formato automatizado

Alelo |TPOX| FGA |D3S1358| THO1 | D21S11 | D18S51 | Penta E | D5S818
?e’;i‘“ 03110 | 0.0278 | 0.0062 |0.4696| 0.0916 | 0.0066 | 0.1148 | 0.1422
X2 0.3586 | 0.0596 | 0.0374 |0.0396| 0.1120 | 0.0312 | 0.2966 | 0.2890
(T;('m 0.3386 | 0.0342 | 0.0092 |0.6456| 0.0690 | 0.0090 | 0.4610 | 0.2224
MEC |0.3481| 0.7509 | 0.4551 |0.5272| 0.6871 | 0.7211 | 0.8215 | 0.5048
PIC |0.5425| 0.8635 | 0.6458 |0.7125| 0.8235 | 0.8442 | 0.9054 | 0.6878
PM  |0.2270| 0.0306 | 0.1432 |0.1065| 0.0469 | 0.0415 | 0.1759 | 0.1103
PD |0.7729| 0.9694 | 0.8568 |0.8935| 0.9531 | 0.9585 | 0.9824 | 0.8897
Continuacion. ..
Alelo | D13S317| D7S820 |D16S539 | CSFIPO| PentaD |VWA |D8S1179
i’;i‘“ 0.4094 | 0.0868 |0.8828 0.0198 | 0.8664 |0.2828 | 0.0546
X2 0.2698 | 0.0458 |0.9340 | 0.0026 | 08172 |0.3272| 0.1606
G-Test | 04110 | 0.1338 |0.9090 | 0.0320 | 0.8040 |0.4940 | 0.1252
MEC | 0.6652 | 05272 [0.5928 | 04689 | 0.6523 |0.5118| 0.5994
PIC 0.8109 | 07129 |0.7634 | 0.6690 | 0.8043 |0.6948 | 0.7635
PM 0.0526 | 0.1042 |0.0761 0.1262 | 0.0524 |0.1164 | 0.0726
PD 0.9473 | 0.8957 09239 | 0.8737 | 09476 |0.8836 | 0.9274
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Tabla 22. Distribucién alélica de 15 STRs autosémicos y amelogenina en Negros

Alelo

Penta E

D3S1358

(n =104) andlisis automatizado

FGA

D18S51

D21S11

Penta D

D8S1179

2.2
32
5
6
6.3
7
8
9
9.3
10
11
12
13
13.2
14
15
16
17
18
18.2
19
19.2
20
21
22
23
24
242
25
26
27
28
28.2
29
30
30.2
31
31.2
32
32.2
33
332
34
342
35

0.0560

0.0930
0.1360
0.0370

0.0280
0.0700
0.1070
0.0890

0.0700
0.1260
0.0610
0.0330
0.0420

0.0140
0.0190

0.0140
0.0050

0.0370
0.1590
0.0050
0.1590
0.2570
0.0370
0.0980
0.1070
0.0140
0.0650
0.0140
0.0230
0.0090
0.0050
0.0090

0.0890
0.0050
0.0330

0.0470
0.1170
0.1360

0.2010
0.1450
0.0750
0.1030

0.0370
0.0140

142

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



Continuacion...

Alelo | D7S820 | D13S317 | D5S818 | D16S539 | THO1 |CSF1PO| TPOX
22 - - - - - - -
32 - - - - - - -

5 - - - 0.0090 - - -

6 - - - - 0.2570 - 0.0370
6.3 - - - - 0.0050 - -

7 - - 0.0140 0.0050 0.3830 0.0370 0.0050

8 0.1450 0.0370 0.0190 0.0090 0.1450 0.0470 0.4210

9 0.0890 0.1450 0.0610 0.2010 0.0840 0.0420 0.1540
9.3 - - - - 0.1170 - -

10 0.3040 0.0510 0.0510 0.1260 0.0090 0.2660 0.0700
11 0.2380 0.2710 0.3130 0.3270 - 0.2570 0.2340
12 0.1920 0.2900 0.2940 0.1680 - 0.2990 0.0790
13 0.0330 0.1590 0.2290 0.1310 - 0.0420 -
13.2

14 0.0010 0.0470 0.0140 0.0230 - 0.0050 -
15 - - - - - - -

16 - - 0.0050 - - - -

17 - - - - - 0.0050 -
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Tabla 23. Equilibrio de HW y pardmetros estadisticos de interés forense en
poblacién negra con formato automatizado

Alelo Penta E | D3S1358 | FGA | D18S51 | D21S11 | PentaD | VWA | D8S1179
Exact test | 1.0000 0.4798 |0.7260 | 0.6590 0.4532 0.2368 |0.9942 | 0.6914
X2 0.9976 0.6246 | 0.1506 | 0.5794 0.3662 0.1282 10.9790 | 0.1706
G-Test 0.9998 0.6638 | 0.7710 | 0.8184 0.4754 0.2416 |0.9800 | 0.6904
MEC 0.8280 0.4794 |0.7815| 0.7426 0.7128 0.7538 |0.6094 | 0.5297
MEP 0.8351 0.4640 |0.7885| 0.7526 0.7108 0.7584 |0.6043 | 0.5195
PIC 0.9088 0.6716 | 0.8825| 0.8620 0.8386 0.8655 |0.7710 | 0.7125
PM 0.0186 0.1221 |0.0275| 0.0340 0.0453 0.0374 0.0717 | 0.1050
PD 0.9814 0.8778 |0.9724 | 0.9659 0.9546 0.9625 |0.9282 | 0.8949
Continuacion...
Alelo D7S820 |D13S317 | D5S818 | D16S539 | THO1 | CSF1PO TPOX
Exact test | 0.7994 0.2482 0.4308 |0.5976 0.2900 0.4780 0.5060
X2 0.7551 0.3376 0.2620 [0.6930 0.3838 0.2780 0.5408
G-Test 0.9142 0.2728 0.4734 |0.5588 0.5026 0.6324 0.3386
MEC 0.5779 0.5923 0.5333 [0.5942 0.5240 0.5509 0.5140
MEP 0.5779 0.5877 0.5258 [0.5884 0.5077 0.5445 0.4853
PIC 0.7513 0.7596 0.7160 [0.7611 0.7070 0.7292 0.6952
PM 0.0820 0.0800 0.1026 |0.0783 0.1106 0.0958 0.1131
PD 0.9179 0.9199 0.8973 [0.9216 0.8893 0.9041 0.8868
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Tabla 24. Distribucién alélica de 15 STRs autosémicos y amelogenina en Amerinidios
Kichwas (n = 115) analisis automatizado

Alelo| THO1 | CSF1PO | TPOX | VWA | D13S317 | D3S1358 | D5S818 | D7S820
5 - - - - - - - -
6 |03870 - - - - - - -
7 10,3609 - - - - - 0,1391 | 0,0043
8 |0,0087 ; 0,5870 | - 0,0522 - 0,0043 | 0,0217
9 |0,0304| 0,0087 |0,0087| - 0,3304 - 0,1348 | 0,0217
9,3 |0,2043 - - - - - - -
10 |0,0043| 03261 [0,0087 | - 0,0652 - 0,0522 | 0,2304
11 {0,0043 | 0,3130 |0,2609 | 0,0087 | 0,0826 - 0,4957 | 0,4304
12 - 0,2783 |0,1348 | 0,0043 | 0,1652 | 0,0043 | 0,1348 | 0,2391
13 - 0,0609 - 10,0087 0,1391 - 0,0348 | 0,0435
14 - 0,0087 - 00174 0,1652 | 0,0348 - 0,0087
15 - - - 10,0304 - 0,5000 - -
16 - - - | 0413 - 0,2783 - -
17 - - - 03913 - 0,1522 | 0,0043 -
18 - 0,0043 - 10,0957 - 0,0261 - -
19 - - - 0,061 - - - -
20 - - - |0,0043 - 0,0043 - -
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Continuacion...

Alelo| D21S11| D18S51 [PENTA E| D16S539 | PENTA D | D8S1179 | FGA
7 - - 0,0130 - - - -
8 - - 0,0087 - 0,0087 - -
9 - - - 0,2000 0,2304 - -
93| - - - - - - -
10| - - - 0,2652 0,3391 0,0696 -
11 - - 0,0435 | 10,2478 0,1348 0,0478 -
12 - | 0,069 | 0,1739 | 0,2348 0,0870 0,2217 -
13 - | 0,0609 | 00435 | 0,0478 0,1565 0,3304 -
14 - | 03435 | 0,0435 | 0,0043 0,0348 0,2304 -
15 - | 01261 | 0,1913 - 0,0087 0,0826 -
16 - | 0,1043 | 0,1043 - - 0,0174 -
17 - | 01652 | 0,0739 - - - -
18 - | 00696 | 0,0739 - - - 0,0174
19 - | 00087 | 0,0696 - - - 0,0783
20 - | 0,0261 | 0,0304 - - - 0,0435
21 - | 0,0043 | 0,0783 - - - 0,0609
212 - - - - - - 0,0043
22 - | 00130 | 0,0261 - - - 0,0739
23 - | 0,0087 | 00130 - - - 0,0870
232 - - - - - - 0,0087
24 - - - - - - 0,2609
25 - - - - - - 0,1739
26 - - - - - 0,1478
27 - - - - - - 0,0348
28 | 0,0783 - - - - - 0,0087
29 | 0,1565 - 0,0043 - - - -
30 | 0,2696 - - - - - -
30,2| 0,0391 - - ; ] ] ]
3100609 | - - - ] ] ]
31,2| 0,1304 | - - - - - -
32 10,0087 | - - - - - -
32,2| 0,1435 - - - - - -
332/ 0,1000 | - ] ] ) ] ]
34,2| 0,0043 ; ] ] ) ] ]
35 | 0,0043 - - - - - -
35,2| 00043 - - - - - -
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Tabla 25. Equilibrio de HW y pardmetros estadisticos de interés forense en poblacién
amerindia kichwa en formato automatizado

Alelo Penta E |D3S1358| FGA | D18S51 | D21S11 |Penta D| VWA | D8S1179
Exact test| 0,1620 | 0,7500 | 0,4754 | 0,2588 0,3316 | 0,7028 | 0,3286 | 0,6300
X2 0,72062 | 0,98083 [0,00009| 0,91865 | 0,82901 [0,81171|0,00001| 0,74809
G-Test 0,90948 | 0,94637 |0,88274| 0,86642 | 0,97744 |0,74093|0,96071| 0,56207
MEC 0,78597 | 0,39433 (0,71242| 0,64939 | 0,69172 |0,57895|0,41051| 0,56679
PIC 0,88357 | 0,59220 (0,83807| 0,79384 | 0,82605 |0,74910|0,60550| 0,74065
PM 0,02672 | 0,17675 |0,04455| 0,06105 | 0,05225 |0,08429|0,17319| 0,08703
PD 0,97328 | 0,82325 |0,95545| 0,93895 | 0,94775 |0,91571|0,82681| 0,91297
Continuacion...
Alelo D7S820 | D13S317 | D5S818 | D16S539 | THO01 | CSFIPO| TPOX
Exact test | 0,9930 0,2088 0,0470 0,2882 0,0662 0,7194 0,5454
X2 0,999939 | 0,28775 |0,161700 | 0,52169 | 0,0001 0,9377 0,85807
G-Test 0,99897 | 0,12168 | 0,25018 | 0,59107 | 0,53939 | 0,88672 | 0,79097
MEC 0,45743 | 0,62112 | 0,48363 | 0,54608 | 0,40617 | 0,45607 0,31137
PIC 0,65293 | 0,77818 | 0,66278 | 0,73167 | 0,61416 | 0,65970 | 0,50699
PM 0,14026 | 0,07162 | 0,13181 | 0,08841 | 0,16793 | 0,13709 0,25939
PD 0,85974 | 0,92838 | 0,86819 | 0,91159 | 0,83207 | 0,86291 0,74061
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Tabla 26. Distribucién alélica de 15 STRs autosémicos y amelogenina en Waoranis (n=37)
Alelo | THO1 | CSF1PO | TPOX | VWA | D13S317 | D3S1358 | D5S818 | D7S820

5 - - - -
0.4459 - - 0.0135 - - -
0.4865 - - - - - 0.2973 -
- 0.0135 |0.0135 - - -

- - - - - 0.0135 0.0135

6

7

8

9 -
9.3 10.0676 -
10 - 0.1486
11

- 0.1622 | 0.2703 - 0.0135 - 0.2973 0.3919

12 - 0.6351 | 0.7162 - 0.1351 - 0.2297 0.5541
13 - 0.0135 - - 0.2703 - 0.1622 -

14 - 0.0270 - - 0.500 - - 0.0405
15 - - - 0.1351 - 0.6486 - -
16 - - - 0.6486 - 0.3378 - -
17 - - - 0.1892 - 0.0135 - -
18 - - - - - - - -
19 - - - 0.0135 - - - -

Continuacion...

Alelo | D21S11 | D18S51 | Penta E | D16S539 | Penta D | D8S1179| FGA

5 - - - - 0.027 - -

8 - - - 0.0135 - - -

9 - - 0.027 0.3784 0.4595 - -
9.3 - - - - - - -

10 - - - 0.4324 0.3919 0.0135 -

11 - - - 0.0676 0.0541 0 -

12 - 0.3243 0.0405 0.027 - 0.0811 -

13 - 0.1622 0.1757 0.0135 0.0676 0.1216 -

14 - 0.0135 - 0.0676 - 0.4865 -

15 - 0.1486 0.4865 - - 0.0946 -

16 - 0.0135 - - - 0.2027 -

17 - 0.1216 - - - - -

18 - 0.2162 - - - - -

19 - - 0.1216 - - - -

20 - - 0.1486 - - - 0.1351

21 - - - - - - 0.0135

22 - - - - - - 0.0135

23 - - - - - - 0.1351

24 - - - - - - 0.3514

25 - - - - - - 0.1757

26 - - - - - - 0.1757

29 0.1351 - - - - - -

30 0.2432 - - - - - -

31 0.1081 - - - - - -
31.2 0.2027 - - - - - -
32.2 0.2162 - - - - - -
332 0.0946 - - - - - -
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Tabla 27. Equilibrio de HW y pardmetros estadisticos de interés forense en poblacién
Waorani formato automatizado

Alelo

D7S820

D13S317

D5S818

D16S539

THO1

CSF1PO

TPOX

XZ
Pmin
MEC
PIC
PM
PD
Obs H
Exp H

0.99993
0.08926
0.24871
0.44157
0.30021
0.69979
0.51350
0.53756

0.28775
0.09817
0.40178
0.59899
0.22863
0.77137
0.75670
0.65192

0.16170
0.09817
0.50075
0.69752
0.11617
0.88383
0.75680
0.74397

0.52169
0.09488
0.40407
0.59992
0.17601
0.82399
0.67550
0.65961

0.0001
0.08749
0.26258
0.46180
0.27533
0.72467
0.45940
0.55992

0.9377
0.08749
0.32335
0.50597
0.27093
0.72907
0.45930
0.54716

0.85807
0.08393
0.17544
0.33863
0.40972
0.59028
0.35130
0.41381

Alelo

Penta E

D3S1358

FGA

Continuacion. ..

D18S51

D21S11

PentaD | VWA

D8S1179

XZ

Pmin
MEC
PIC
PM
PD
Obs

H

Exp

H

0.72062
0.09292
0.47233
0.65676
0.14976
0.85024

0.62160

0.69320

0.98083
0.09106
0.19117
0.36882
0.43898
0.56102

0.56750

0.46502

0.00009
0.10785
0.57406
0.74640
0.11615
0.88385

0.91890

0.77790

0.91865
0.10379
0.58081
0.75277
0.10007
0.89993

0.86480

0.78454

0.82901
0.10786
0.62797
0.78751
0.09863
0.90137

0.91900

0.81413

0.81171 | 0.00001
0.08926 |0.08749
0.35735 |0.29440
0.55614 |0.47777
0.21400 |0.29003
0.78600 |0.70997

0.51360 |0.45940

0.62704 |0.52490

0.74809
0.09817
0.47039
0.65476
0.14095
0.85905

0.75670

0.69173
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Tabla No 28. Distribucién de frecuencias genotipicas de la poblacién mestiza de Ecuador,
para 12 marcadores STRs de autosomas (técnica manual).

CSF1PO N =400 TPOX N =400 THO1 N = 440
Fenotipo  Contaje Frecuencia | Fenotipo Contaje Frecuencia | Fenotipo Contaje Frecuencia

9/9 4 1,000 | 6/8 1 0,250 4/4 1 0,227
7/10 2 0,500 7/8 1 0,250 4/5 1 0,227
8/10 1 0,250 | 8/8 121 30,250 6/6 54 12,273
9/10 2 0,500 | 8/9 18 4,500 4/7 1 0,227
10/10 28 7,000 9/9 1 0,250 6/7 98 22,273
9/11 5 1,250 | 7/10 1 0,250 717 44 10,000
10/11 73 18,250 | 8/10 11 2,750 6/8 14 3,182
11/11 31 7,750 | 9/10 1 0,250 7/8 22 5,000
9/12 1 0,250 | 10/10 1 0,250 5/9 1 0,227
10/12 57 14,250 | 8&/11 102 25,500 6/9 29 6,591
11/12 82 20,500 | 9/11 7 1,750 7/9 29 6,591
12/12 33 8,250 | 10/11 10 2,500 8/9 8 1,818
7/13 1 0,250 11/11 34 8,500 9/9 6 1,364
8/13 1 0,250 8&/12 41 10,250 | 6/9.3 22 5,000
9/13 1 0,250 9/12 8 2,000| 7/9.3 29 6,591
10/13 22 5,500 | 11/12 29 7,250 8/9.3 7 1,591
11/13 22 5,500 | 12/12 9 2,250 9/9.3 4 0,909
12/13 25 6,250 | 8/13 1 0,250| 6/10 25 5,682
13/13 1 0,250 | 9/13 1 0,250 7/10 22 5,000
10/14 3 0,750 | 10/13 1 0,250 | 8/10 7 1,591
11/14 2 0,500 11/13 1 0,250 | 9/10 11 2,500
12/14 2 0,500 11/10 1 0,227
13/14 1 0,250 6/11 1 0,227
/11 1 0,227

8/11 1 0,227

10/11 1 0,227
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Continuacion de tabla anterior. ..

D16S539 N = 389 F13A01 N =332 F13B N =216

Fenotipo Contaje  Frecuencia Fenotipo  Contaje  Frecuencia Fenotipo  Contaje  Frecuencia
8/9 7 1,799 | 3.2/3.2 1 0,301 6/8 4 1,852
9/9 14 3,599 3.2/4 7 1,799 7/8 4 1,852
7/10 1 0,257 4/4 19 4,884 8/8 1 0,463
8/10 5 1,285 3.2/5 17 4,370 6/9 7 3,241
9/10 33 8,483 4/5 30 7,712 7/9 4 1,852
10/10 13 3,342 5/5 9 2,314 8/9 29 13,426
8/11 7 1,799 3.2/6 24 6,170 9/9 8 3,704
911 32 8,226 4/6 30 7,712 6/10 14 6,481
10/11 39 10,026 5/6 20 5,141 7/10 7 3,241
11/11 17 4,370 6/6 8 2,057 8/10 38 17,593
8/12 1 0,257 3.2/7 20 5,141 9/10 65 30,093
9/12 42 10,797 4/7 34 8,740 | 10/10 26 12,037
10/12 47 12,082 5/7 37 9,512 7/11 1 0,463
11/12 36 9,254 6/7 20 5,141 10/11 6 2,778
12/12 31 7,969 717 20 5,141 11/11 1 0,463
8/13 1 0,257 3.2/8 2 0,514 | 10/12 1 0,463
913 10 2,571 4/8 4 1,028 216 100,000

10/13 11 2,828 5/8 5 1,285

11/13 17 4,370 6/8 1 0,257

12/13 16 4,113 7/8 3 0,771

13/13 1 0,257 8/8 1 0,257

9/14 2 0,514 4/9 1 0,257

10/14 1 0,257 6/9 1 0,257

11/14 4 1,028 /11 2 0,514

12/14 1 0,257 8/11 1 0,257

389 100,000 11/11 1 0,257

11/12 1 0,257

4/13 2 0,514

5/13 2 0,514

3.2/14 2 0,514

4/14 3 0,771

5/14 1 0,257

6/14 1 0,257

7/14 2 0,514
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Continuacion de tabla anterior. ..

LPL N =320 VWA N =400 HPRTB N=121
Fenotipo Contaje Frecuencia | Fenotipo Contaje Frecuencia | Fenotipo Contaje Frecuencia
8/8 1 0,313 | 14/15 1 0,250 17 1 0,826
9/9 1 0,313 | 15/15 1 0,250 9/9 1 0,826
7/10 1 0,313 13/16 1 0,250 9/10 1 0,826
8/10 1 0,313 14/16 9 2,250 10/10 1 0,826
9/10 14 4,375 15/16 21 5,250 /11 1 0,826
10/10 87 27,188 | 16/16 61 15,250 | 10/11 2 1,653
9/11 3 0,938 13/17 1 0,250 11/11 1 0,826
10/11 80 25,000 14/17 7 1,750 8/12 1 0,826
11/11 8 2,500 | 15/17 19 4,750 9/12 1 0,826
9/12 4 1,250 | 16/17 109 27,250 10/12 3 2,479
10/12 72 22,500 17/17 33 8,250 | 11/12 8 6,612
11/12 28 8,750 | 14/18 4 1,000 | 12/12 7 5,785
12/12 8 2,500 15/18 8 2,000 9/13 1 0,826
10/13 4 1,250 | 16/18 37 9,250| 11/13 5 4,132
11/13 1 0,313 | 17/18 33 8,250 12/13 18 14,876
12/13 2 0,625 18/18 14 3,500 13/13 5 4,132
10/14 2 0,625 14/19 1 0,250 9/14 1 0,826
11/14 1 0,313 15/19 1 0,250 11/14 7 5,785
13/14 1 0,313 | 16/19 12 3,000 12/14 16 13,223
14/14 1 0,313| 17/19 9 2,250 13/14 14 11,570
18/19 6 1,500 | 14/14 4 3,306
19/19 1 0,250 | 11/15 1 0,826
16/20 7 1,750 12/15 3 2,479
17/20 2 0,500 13/15 8 6,612
18/20 1 0,250 | 14/15 2 1,653
19/20 1 0,250 | 15/15 5 4,132
13/16 1 0,826
14/16 1 0,826
16/16 1 0,826
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Continuacion de tabla anterior

D13S317 N =300 D5S818 N =300 D7S820 N =300
Fenotipo  Contaje  Frecuencia Fenotipo  Contaje Frecuencia Fenotipo  Contaje  Frecuencia
8/8 1 0,300 77 2 0,600 8/8 3 0,900
8/9 3 0,900 /8 3 0,900 7/9 1 0,300
9/9 11 3,300 8/8 1 0,300 8/9 1 0,300
8/10 14 4,200 7/9 9 2,700 9/9 1 0,300
9/10 6 1,800 8/9 2 0,600 | 8&/10 10 3,000
10/10 14 4,200 7/10 2 0,600 | 9/10 10 3,000
8/11 2 0,600 | 8/10 1 0,300 | 10/10 18 5,400
9/11 4 1,200| 10/10 1 0,300 7/11 1 0,300
10/11 17 5,100 7/11 33 9,900 8/11 9 2,700
11/11 13 3,900 8/11 4 1,200 9/11 17 5,100
8/12 6 1,800 | 9/11 26 7,800 | 10/11 48 14,400
9/12 12 3,600 10/11 13 3,900 11/11 21 6,300
10/12 29 8,700 11/11 59 17,700 712 1 0,300
11/12 13 3,900 7/12 11 3,300 8&/12 12 3,600
12/12 30 9,000 8/12 3 0,900 9/12 12 3,600
8/13 12 3,600 9/12 9 2,700 | 10/12 39 11,700
9/13 10 3,000 10/12 11 3,300 11/12 37 11,100
10/13 16 4,800 11/12 45 13,500 | 12/12 29 8,700
11/13 9 2,700 12/12 9 2,700 | 10/13 8 2,400
12/13 6 1,800 7/13 4 1,200 11/13 7 2,100
13/13 16 4,800 8/13 1 0,300 12/13 7 2,100
8/14 5 1,500| 9/13 6 1,800 | 13/13 1 0,300
9/14 3 0,900 10/13 2 0,600 | 11/14 3 0,900
10/14 17 5,100 11/13 22 6,600 | 12/14 3 0,900
11/14 5 1,500 12/13 15 4,500 | 13/15 1 0,300
12/14 6 1,800 | 13/13 4 1,200 300
13/14 12 3,600 11/14 1 0,300
14/15 8 2,400 12/14 1 0,300
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Tabla 29. PD y PE acumulativos observados con 7 STRs autonémicos en poblacién kichwa

Alelo PD.ym PE.um
TPOX 0,753800 0,306500
THO1 0,953074 0,575301
D5S818 0,991821 0,751041
D7S820 0,998844 0,863620
CSFI1PO 0,999838 0,925700
D16S539 0,999984 0,966677
D13S317 0,999999 0,988870
Total 0,9999991470 |  0,9888699900

PDcum y PEcum en 7 STRs de Kichwas
(formato manual con tincion con plata)

1,00 - —

]
/./ —e— PDcum

/
/ —=— PEcum

o

[0

o
!

Valor
o
D
o

Il

0,00 ‘
A N
\QO <’J{2§b 'b\ &O\Ib
&P
O% 0\ 0\
STR analizado
(PEcum=0,99999915 - PEcum = 0,98886999)

Q
&
N

Gréfico 26. Curva acumulativa del PD y PE con 7 STRs
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Tabla 30. PD y PE acumulativos observados con 12 STRs autonémicos en poblacion

mestiza
Alelo PE.um PD.um
LPL 0,38140000 0,80160000
TPOX 0,62160238 0,96333568
F13B 0,79733023 0,99400172
VWA 0,89607094 0,99922442
CSF1PO 0,94768211 0,99990406
THO1 0,97555708 0,99999029
D5S818 0,98881248 0,99999907
D7S820 0,99490520 0,99999992
D16S539 0,99791878 0,99999999
F13A01 0,99922017 0,99999999
HPRTB 0,99970889 0,99999999
D13S317 0,99990568 0,99999999
Total 0,9999056796 0,9999999941

Valor

PEcum y PEcum en 12 STRs de mestizos
(formato manual con tincion con plata)

0,60
0,40 ~ /
0,20
0,00 \ w \ \ \
\9\:30.\;\‘5% 2»80/\%@%%" %%%Qéo(b %§\QQ§@%%Q &
& FTTT R o

STRs analizados
PDcum= 0,99990568 - PDcum= 0,99999999

—e— PEcum
—=— PDcum

Gréfico 27 Curva acumulativa de PD y PE con 12 STRs
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Tabla 31. PD y PE acumulativos observados con 15 STRs autosémicos en poblacién

156

kichwa
Alelo PE.. PD.um
Penta E 0,82150000 0,98240000
FGA 0,95553565 0,99946144
D18S51 0,98759889 0,99997765
D21S11 0,99611969 0,99999895
D13S317 0,99870087 0,99999994
Penta D 0,99954829 0,9999999971
D8S1179 0,99981905 0,9999999997
D16S539 0,99992632 0,99999999998
THO1 0,99996516 0,999999999998
D7S820 0,99998353 0,999999999999
VWA 0,99999196 0,999999999999
D5S818 0,99999602 0,999999999999
CSF1PO 0,99999789 0,999999999999
D3S1358 0,99999885 0,999999999999
TPOX 0,99999925 0,999999999999
Total 0,99999925 0,999999999999

Valor obtenido

PEcum y PDcum con 15 STRs en mestizos
(en formato automatizado)

—e— PEcum
—=— PDcum

AN S IR CIRL IR g S
o L8 S @ E SN &S S L <8
N Q (e N

STRs analizados
PEcum= 0,99999925 - PDcum = 0,99999999

Grafico 28 Curva acumulativa de PE y PD con 15 STRs
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Las frecuencias alélicas de cada STR analizado del Cromosoma “Y”’, se muestran
en la siguiente tabla, los haplotipos mdas frecuentes en la subsiguiente. La
diversidad haplotipica observada estd en el rango entre 0.997 y 0.999.

Tabla 32. Frecuencias alélicas y diversidad genética de marcadores STRs
del Cromosoma “Y” segtn el grupo étnico analizado. GenDiv: diversidad genética

Marcador Mestizos Kichwas Negros
genético (n=102) (n=102) (n=102)
DYS 19
12 0,01961 0,02941 0,17647
13 0,32353 0,60784 0,20588
14 0,45098 0,21569 0,31373
15 0,16667 0,09804 0,14706
16 0,03922 0,03922 0,15686
18 - 0,00980 -
GenDiv 0.668802 0,577558 0.789555
DYS 385 a
9 - 0,00980 -
10 0,00490 - 0,00490
11 0,18137 0,02941 0,07353
12 0,09314 0,07843 0,0341
13 0,10294 0,04902 0,04412
14 0,25980 0,27451 0,13235
15 0,08824 0,20098 0,15686
16 0,06863 0,08824 0,18137
17 0,10784 0,09804 0,18627
18 0,04412 0,05882 0,11765
19 0,03431 0,07843 0,04412
20 0,00980 0,02451 0,01961
21 0,00490 0,00980 0,00490
GenDiv 0.767230 0,860610 0.839643
DYS 385 b
9 0,00980
10 0,00490 - 0,00490
11 0,18137 0,02941 0,07353
12 0,09314 0,07843 0,0341
13 0,10294 0,04902 0,04412
14 0,25980 0,27451 0,13235
15 0,08824 0,20098 0,15686
16 0,06863 0,08824 0,18137
17 0,10784 0,09804 0,18627
18 0,04412 0,05882 0,11765
19 0,03431 0,07843 0,04412
20 0,00980 0,02451 0,01961
21 0,00490 0,00980 0,00490
GenDiv 0.767230 0,860610 0.839643
Continuacion...

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 157



158

DYS 3891

12 0,15686 0,18627 0,12745
13 0,60784 0,60784 0,63725
14 0,22549 0,20588 0,23529
15 0,00980
GenDiv 0.560474 0,558921 0.527470
DYS 389 11
27 0,01961 - -
28 0,78430 0,04902 0,07843
29 0,38235 0,24510 0,16667
30 0,36275 0,35294 0,41176
31 0,10784 0,28431 0,30392
32 0,04902 0,06831 0,03922
GenDiv 0.708600 0,734615 0.709571
DYS 390
20 - - 0,00980
21 0,01961 0,00980 0,41176
22 0,05882 0,03922 0.09804
23 0,21569 0,20588 0,12745
24 0,60784 0,57843 0,24510
25 0,0984 0,16667 0,09804
26 0,00980
GenDiv 0.576199 0.599495 0.741992
DYS 437
13 0,06863 0,00980 0,04902
14 0,57843 0,82353 0,70588
15 0,31373 0,12745 0,18627
16 0,03922 0,03922 0,03922
17 0,01961
GenDiv 0.566298 0,306931 0.467288
DYS 438
8 0,09800 0,02941
9 0,12745 0,04902 0,19610
10 0,21569 0,09804 0,14706
11 0,19608 0,70588 0,55882
12 0,45098 0,13725 0,24510
18 0,00980
GenDiv 0.702194 0,475442 0.610755
DYS 439
9 0,00980 0,02941
10 0,01961 - 0,03922
11 0,29412 0,31373 0,32353
12 0,49020 0,51961 0,50980
13 0,16667 0,12745 0,12745
14 0,00980 0,00980
15 0,00980
GenDiv 0.651136 0,620462 0.623762
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Tabla No. 33 Distribucién de todos los haplotipos del cromosoma “Y” analizados en el
presente trabajo y observados en grupos étnicos ecuatorianos

Cédigo Haplotipo en Poblacién Mestiza No. Obser. | Frecuencia
391/ 389 1/439/389 11/438/437/
19/392/393/390/ 385a/385b
M1 10/12/11/28/10/14/15/12/15/23/16/15 2 0,01961
M2 10/13/12/30/11/13/15/11/15/21/16/17 2 0,01961
M3 10/13/12/30/11/14/16/11/14/21/15/18 2 0,01961
M4 10/13/12/31/11/14/15/11/13/21/15/17 2 0,01961
M5 10/13/12/31/11/14/15/11/15/21/17/18 2 0,01961
M6 10/13/13/29/12/15/14/13/13/23/11/18 2 0,01961
M7 10/13/13/30/12/14/17/11/15/21/16/18 2 0,01961
M8 10/14/11/31/11/14/15/11/13/21/15/16 2 0,01961
M9 11/13/12/29/12/15/14/13/13/25/11/14 2 0,01961
M10 11/13/12/31/11/14/15/11/13/21/16/17 2 0,01961
Ml11 11/14/11/30/11/14/17/11/14/21/17/18 2 0,01961
MI12 13/13/12/28/12/15/14/13/13/24/11/14 2 0,01961
M13 9/13/10/30/10/14/13/11/13/24/13/14 2 0,01961
Ml14 10/12/11/28/11/16/16/11/14/22/14/15 1 0,00980
MI15 10/12/12/29/11/14/13/14/13/25/14/17 1 0,00980
M16 10/12/12/29/12/14/13/15/13/23/15/16 1 0,00980
M17 10/12/12/31/12/14/13/14/13/24/13/19 1 0,00980
M18 10/12/13/29/11/13/13/14/13/24/13/18 1 0,00980
M19 10/13/11/29/12/15/14/13/13/22/12/14 1 0,00980
M20 10/13/11/29/12/15/16/13/13/23/11/15 1 0,00980
M21 10/13/11/30/10/14/13/11/13/24/16/17 1 0,00980
M22 10/13/11/30/10/16/15/11/14/23/13/15 1 0,00980
M23 10/13/11/30/11/13/17/11/13/21/17/18 1 0,00980
M24 10/13/11/30/11/14/13/14/14/23/12/16 1 0,00980
M25 10/13/11/30/11/14/13/14/14/24/12/16 1 0,00980
M26 10/13/11/30/11/14/15/11/13/21/15/16 1 0,00980
M27 10/13/11/31/11/13/15/11/14/21/16/17 1 0,00980
M28 10/13/11/31/11/14/15/11/13/21/16/17 1 0,00980
M29 10/13/11/31/11/14/16/11/15/21/17/19 1 0,00980
M30 10/13/11/31/12/14/17/11/15/21/17/18 1 0,00980
M31 10/13/11/32/11/14/16/11/13/21/15/19 1 0,00980
M32 10/13/12/30/10/14/13/11/13/24/16/18 1 0,00980
M33 10/13/12/30/11/14/14/11/14/24/14/18 1 0,00980
M34 10/13/12/30/11/14/14/13/14/24/15/15 1 0,00980
M35 10/13/12/30/11/14/15/11/13/21/16/17 1 0,00980
M36 10/13/12/30/11/14/16/12/15/21/17/20 1 0,00980
M37 10/13/12/30/11/14/17/11/13/22/16/17 1 0,00980
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M38
M39
M40
M41
M42
M43
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M350
M51
M52
M53
M54
M55
M56
M57
M58
M59
M60
M61
M62
M63
Mo64
M65
M66
M67
M68
M69
M70
M71
M72
M73
M74
M75
M76
M77
M78
M79
MS80

10/13/12/30/11/14/17/11/14/20/15/18
10/13/12/30/11/14/17/11/14/21/17/15
10/13/12/30/11/14/17/11/14/21/17/19
10/13/12/30/11/14/17/11/15/21/15/18
10/13/12/30/8/16/15/11/12/24/13/14
10/13/12/31/11/14/15/11/13/21/16/17
10/13/12/31/11/14/15/11/14/21/15/19
10/13/12/31/11/14/15/12/13/21/16/17
10/13/12/32/11/14/15/11/14/21/15/20
10/13/13/30/10/14/14/11/12/23/13/14
10/13/13/30/11/14/15/12/13/22/15/17
10/13/13/30/11/14/17/11/13/22/16/17
10/13/13/31/11/14/15/11/14/21/16/17
10/14/10/31/11/14/16/11/14/22/17/14
10/14/11/31/10/14/13/11/13/24/16/18
10/14/11/31/11/15/13/14/12/25/14/15
10/14/12/31/10/16/15/11/11/23/14/16
10/14/12/31/11/14/15/11/14/24/15/16
10/14/12/31/11/14/16/11/14/21/16/18
10/14/12/31/11/14/16/11/14/21/17/19
10/14/12/31/11/14/17/11/14/21/17/14
10/14/12/31/11/14/17/11/14/21/17/19
10/14/12/31/12/14/17/11/15/21/17/18
10/14/12/31/12/15/13/13/13/24/11/14
10/14/12/32/11/14/15/11/13/21/16/17
10/14/13/30/12/14/14/13/14/25/14/16
10/14/13/31/11/14/14/14/13/24/13/18
11/12/11/28/11/15/14/11/13/25/14/17
11/12/11/29/8/17/16/11/13/22/15/16
11/12/11/30/11/15/16/11/13/25/11/14
11/12/12/28/11/14/14/11/13/24/15/20
11/12/12/28/12/15/14/13/13/25/11/15
11/12/12/29/10/17/15/11/13/22/14/14
11/13/11/29/12/15/14/13/13/26/12/15
11/13/11/29/9/15/16/11/12/23/12/16
11/13/11/30/11/14/15/11/14/21/15/17
11/13/11/30/12/15/14/13/13/24/22/16
11/13/11/30/8/14/13/14/15/24/15/16
11/13/11/30/9/14/14/11/13/22/12/15
11/13/12/29/12/15/15/13/13/24/11/14
11/13/12/30/10/14/14/11/13/24/19/20
11/13/12/30/11/14/13/14/13/23/14/17
11/13/12/30/12/14/16/11/15/21/17/18
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MS81
M32
M33
Mg4
M85
M86
M87
MB88
M389

Codigo

K1

K2

K3

K4

K5

K6

K7

K8

K9

K10
KI11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20
K21
K22
K23
K24
K25
K26
K27
K28
K29
K30

11/13/12/30/12/14/16/14/13/24/11/15
11/13/12/30/12/15/15/13/13/25/10/11
11/13/13/29/12/15/14/13/12/22/11/14
11/14/11/31/11/14/13/14/13/24/14/19
11/14/12/29/10/14/15/13/14/25/11/16
11/14/12/32/11/14/17/11/15/21/17/18
11/14/13/31/12/14/13/15/13/23/13/16
9/14/10/30/10/14/13/11/13/24/14/16

9/14/11/29/10/14/14/11/12/24/12/18

Continuacion...
Haplotipos en Poblaciéon Kichwa
391/ 389 1/439/38911/438/437/
19/392 /393/390/ 385a/385b

10/13/12/30/11/14/13/13/13/24/14/14
10/12/11/31/11/16/15/18/13/24/14/14
10/13/11/29/9/14/15/14/13/23/14/15
10/13/11/30/10/15/16/13/14/25/19/19
10/13/12/29/11/14/13/14/13/24/15/16
10/13/12/29/11/14/14/15/14/25/14/20
10/13/12/31/11/14/14/14/13/25/15/17
11/12/11/29/12/15/14/13/13/24/12/14
11/14/12/31/11/14/13/14/13/24/19/19

11/14/9/30/11/14/15/12/13/24/9/21
10/12/11/28/10/16/14/11/13/22/14/14
10/12/11/28/9/14/13/14/14/24/15/15
10/12/11/29/10/16/15/11/13/22/12/17
10/12/11/30/11/14/13/14/13/25/14/17
10/12/11/31/12/14/13/15/13/24/15/16
10/12/12/28/11/14/13/14/13/24/14/16
10/12/12/31/12/14/14/15/13/24/15/15
10/12/13/30/11/14/13/14/14/24/12/17
10/12/13/31/11/14/13/13/13/24/16/18
10/13/11/29/11/14/14/14/13/24/16/19
10/13/11/29/11/15/13/14/13/23/15/15
10/13/11/30/11/14/13/14/13/24/14/18
10/13/11/30/8/14/13/14/15/25/15/18
10/13/11/31/11/14/13/14/14/24/14/15
10/13/11/31/12/14/14/14/13/24/15/18
10/13/12/28/11/14/18/15/13/24/14/14
10/13/12/29/11/14/13/13/13/24/14/14
10/13/12/29/11/14/13/14/13/24/14/15
10/13/12/29/11/14/13/14/15/25/14/16
10/13/12/29/11/15/13/14/14/24/14/17

— = e e = e = e

No. Obser.

e T e T S e S S e S Gy Sy SO S S T SO S S S \© T NG T NG T NG T NG T NG T NG T NG N NS IOV

—
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K31
K32
K33
K34
K35
K36
K37
K38
K39
K40
K41
K42
K43
K44
K45
K46
K47
K48
K49
K50
K51
K52
K53
K54
K55
K56
K57
K58
K59
K60
K61
K62
K63
K64
K65
K66
K67
K68
K69
K70
K71
K72
K73

10/13/12/29/9/14/13/14/15/23/14/17
10/13/12/30/10/13/12/14/13/23/15/17
10/13/12/30/10/14/13/11/13/23/16/17
10/13/12/30/11/14/12/14/14/24/12/14
10/13/12/30/11/14/13/12/13/24/13/17
10/13/12/30/11/14/13/14/13/23/15/15
10/13/12/30/11/14/13/14/13/24/15/15
10/13/12/30/11/14/13/14/13/24/16/16
10/13/12/30/11/14/13/15/13/23/15/17
10/13/12/30/11/14/13/17/13/24/14/14
10/13/12/31/10/14/13/11/13/23/15/17
10/13/12/31/11/14/13/14/11/24/14/17
10/13/12/31/11/14/13/14/14/23/12/17
10/13/12/31/11/14/13/14/14/25/14/18
10/13/13/30/11/14/13/15/13/24/14/15
10/13/13/31/11/14/13/13/12/24/13/15
10/13/14/30/12/14/13/15/14/24/14/18
10/14/11/30/11/14/13/14/13/24/14/16
10/14/11/30/11/14/14/14/13/23/14/15
10/14/11/31/11/14/13/14/13/23/15/18
10/14/12/30/11/14/13/15/13/24/11/18
10/14/12/31/11/14/13/14/13/24/14/19
10/14/12/31/11/14/13/14/13/24/14/20
10/14/12/32/11/14/14/14/13/23/14/16
10/14/12/32/9/14/14/14/13/24/13/19
10/14/13/31/11/14/13/14/13/23/13/17
10/14/13/31/11/14/13/16/14/23/14/18
10/14/13/31/11/14/13/16/14/23/15/19
11/12/12/28/11/15/14/14/13/22/15/17
11/12/12/29/12/15/15/13/13/24/11/14
11/12/12/30/11/14/13/14/14/24/16/18
11/13/11/29/11/15/15/15/13/25/15/15
11/13/11/30/11/14/13/14/13/24/13/20
11/13/11/30/11/14/14/14/13/24/15/16
11/13/11/31/11/14/14/14/13/24/13/20
11/13/11/32/11/14/13/15/14/24/12/17
11/13/12/29/11/14/13/14/14/25/14/15
11/13/12/29/12/14/14/13/13/24/11/14
11/13/12/29/12/15/14/13/13/25/11/14
11/13/12/30/11/14/13/14/13/23/14/16
11/13/12/30/11/14/13/14/13/24/12/16
11/13/13/29/12/15/14/13/13/24/11/14
11/13/13/31/11/14/13/14/14/24/12/17
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K74 11/14/11/30/12/15/14/13/13/24/11/14 1 0,00980
K75 11/14/12/30/11/14/13/14/13/25/13/19 1 0,00980
K76 11/14/12/31/11/14/13/14/13/24/13/19 1 0,00980
K77 11/14/13/31/11/14/13/15/13/24/12/17 1 0,00980
K78 11/14/13/32/11/15/13/14/13/24/13/19 1 0,00980
K79 11/14/9/32/11/14/13/14/14/23/14/16 1 0,00980
K80 12/12/12/31/12/14/15/15/13/23/12/15 1 0,00980
K81 9/12/11/29/11/14/13/14/14/23/14/18 1 0,00980
K82 9/12/11/29/12/14/13/15/13/23/15/16 1 0,00980
K83 9/13/11/29/11/14/12/13/14/25/15/15 1 0,00980
K84 9/13/11/30/12/14/14/13/15/24/14/15 1 0,00980
K85 9/13/12/30/10/14/16/11/13/21/12/12 1 0,00980
K86 9/13/12/30/11/14/13/13/13/24/14/14 1 0,00980
K87 9/13/12/31/11/14/14/14/13/25/15/17 1 0,00980
K88 9/13/12/32/10/14/13/11/13/22/13/15 1 0,00980
K89 9/13/12/32/11/14/13/14/14/25/12/19 1 0,00980
K90 9/13/13/30/10/14/16/11/13/24/12/12 1 0,00980
K91 9/13/13/31/11/14/13/13/13/24/14/18 1 0,00980
Continuacion...
Haplotipos en Poblacion Negra No. Obser. | Frecuencia
391/ 389 1/439/389 11/438/437/
19/392/393/390/ 385a/385b
N1 10/12/11/28/10/14/15/12/15/23/16/15 2 0,01961
N2 10/13/12/30/11/13/15/11/15/21/16/17 2 0,01961
N3 10/13/12/30/11/14/16/11/14/21/15/18 2 0,01961
N4 10/13/12/31/11/14/15/11/13/21/15/17 2 0,01961
N5 10/13/12/31/11/14/15/11/15/21/17/18 2 0,01961
N6 10/13/13/29/12/15/14/13/13/23/11/18 2 0,01961
N7 10/13/13/30/12/14/17/11/15/21/16/18 2 0,01961
N8 10/14/11/31/11/14/15/11/13/21/15/16 2 0,01961
N9 11/13/12/29/12/15/14/13/13/25/11/14 2 0,01961
N10 11/13/12/31/11/14/15/11/13/21/16/17 2 0,01961
N11 11/14/11/30/11/14/17/11/14/21/17/18 2 0,01961
N12 13/13/12/28/12/15/14/13/13/24/11/14 2 0,01961
N13 9/13/10/30/10/14/13/11/13/24/13/14 2 0,01961
N14 10/12/11/28/11/16/16/11/14/22/14/15 1 0,00980
N15 10/12/12/29/11/14/13/14/13/25/14/17 1 0,00980
N16 10/12/12/29/12/14/13/15/13/23/15/16 1 0,00980
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N17
N18
NI19
N20
N21
N22
N23
N24
N25
N26
N27
N28
N29
N30
N31
N32
N33
N34
N35
N36
N37
N38
N39
N40
N41
N42
N43
N44
N45
N46
N47
N48
N49
N50
N51
N52
N53

10/12/12/31/12/14/13/14/13/24/13/19
10/12/13/29/11/13/13/14/13/24/13/18
10/13/11/29/12/15/14/13/13/22/12/14
10/13/11/29/12/15/16/13/13/23/11/15
10/13/11/30/10/14/13/11/13/24/16/17
10/13/11/30/10/16/15/11/14/23/13/15
10/13/11/30/11/13/17/11/13/21/17/18
10/13/11/30/11/14/13/14/14/23/12/16
10/13/11/30/11/14/13/14/14/24/12/16
10/13/11/30/11/14/15/11/13/21/15/16
10/13/11/31/11/13/15/11/14/21/16/17
10/13/11/31/11/14/15/11/13/21/16/17
10/13/11/31/11/14/16/11/15/21/17/19
10/13/11/31/12/14/17/11/15/21/17/18
10/13/11/32/11/14/16/11/13/21/15/19
10/13/12/30/10/14/13/11/13/24/16/18
10/13/12/30/11/14/14/11/14/24/14/18
10/13/12/30/11/14/14/13/14/24/15/15
10/13/12/30/11/14/15/11/13/21/16/17
10/13/12/30/11/14/16/12/15/21/17/20
10/13/12/30/11/14/17/11/13/22/16/17
10/13/12/30/11/14/17/11/14/20/15/18
10/13/12/30/11/14/17/11/14/21/17/15
10/13/12/30/11/14/17/11/14/21/17/19
10/13/12/30/11/14/17/11/15/21/15/18
10/13/12/30/8/16/15/11/12/24/13/14
10/13/12/31/11/14/15/11/13/21/16/17
10/13/12/31/11/14/15/11/14/21/15/19
10/13/12/31/11/14/15/12/13/21/16/17
10/13/12/32/11/14/15/11/14/21/15/20
10/13/13/30/10/14/14/11/12/23/13/14
10/13/13/30/11/14/15/12/13/22/15/17
10/13/13/30/11/14/17/11/13/22/16/17
10/13/13/31/11/14/15/11/14/21/16/17
10/14/10/31/11/14/16/11/14/22/17/14
10/14/11/31/10/14/13/11/13/24/16/18
10/14/11/31/11/15/13/14/12/25/14/15
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N54
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N72
N73
N74
N75
N76
N77
N78
N79
N80
N8I
N82
N&3
N84
N85
N86
N8&7
N&8§
N&9

10/14/12/31/10/16/15/11/11/23/14/16
10/14/12/31/11/14/15/11/14/24/15/16
10/14/12/31/11/14/16/11/14/21/16/18
10/14/12/31/11/14/16/11/14/21/17/19
10/14/12/31/11/14/17/11/14/21/17/14
10/14/12/31/11/14/17/11/14/21/17/19
10/14/12/31/12/14/17/11/15/21/17/18
10/14/12/31/12/15/13/13/13/24/11/14
10/14/12/32/11/14/15/11/13/21/16/17
10/14/13/30/12/14/14/13/14/25/14/16
10/14/13/31/11/14/14/14/13/24/13/18
11/12/11/28/11/15/14/11/13/25/14/17
11/12/11/29/8/17/16/11/13/22/15/16
11/12/11/30/11/15/16/11/13/25/11/14
11/12/12/28/11/14/14/11/13/24/15/20
11/12/12/28/12/15/14/13/13/25/11/15
11/12/12/29/10/17/15/11/13/22/14/14
11/13/11/29/12/15/14/13/13/26/12/15
11/13/11/29/9/15/16/11/12/23/12/16
11/13/11/30/11/14/15/11/14/21/15/17
11/13/11/30/12/15/14/13/13/24/22/16
11/13/11/30/8/14/13/14/15/24/15/16
11/13/11/30/9/14/14/11/13/22/12/15
11/13/12/29/12/15/15/13/13/24/11/14
11/13/12/30/10/14/14/11/13/24/19/20
11/13/12/30/11/14/13/14/13/23/14/17
11/13/12/30/12/14/16/11/15/21/17/18
11/13/12/30/12/14/16/14/13/24/11/15
11/13/12/30/12/15/15/13/13/25/10/11
11/13/13/29/12/15/14/13/12/22/11/14
11/14/11/31/11/14/13/14/13/24/14/19
11/14/12/29/10/14/15/13/14/25/11/16
11/14/12/32/11/14/17/11/15/21/17/18
11/14/13/31/12/14/13/15/13/23/13/16
9/14/10/30/10/14/13/11/13/24/14/16
9/14/11/29/10/14/14/11/12/24/12/18
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Continuacion...

Haplotipo en Poblacion Waorani | No. Obser. | Frecuencia
391/ 389 1/439/389 11/438/437/
19/392/393/390/ 385a/385b
H1 10/12/12/30/11/15/13/14/14/25/14/19 1 0,16666667
H2 10/12/12/30/12/14/14/15/12/23/14/16 1 0,16666667
H3 10/13/10/28/11/14/13/14/13/23/15/15 1 0,16666667
H4 10/13/11/30/12/14/14/15/13/23/14/16 1 0,16666667
H5 10/13/12/30/12/14/14/15/13/23/14/16 1 0,16666667
H6 10/13/13/30/12/14/14/15/13/23/14/16 1 0,16666667
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Tabla 34. Haplotipos encontrados en mas de dos individuos. Haplotipos que se observan
mas de una vez, frecuencia haplotipica mds alta (observada 1 vez) =3 (0.0294),
Fq= frecuencia; H= haplotipo

Mestizos
H N F DY I;;SS I;;'SS DYS I;ggs DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
@ s19 a b 3891 T 390 391 392 393 437 438 439

h1l 2 0.0196 16 12 15 13 29 23 10 11 12 9 11 15

h2 2 0.019 12 15 17 13 30 23 10 14 13 10 12 13

h3 2 0.0196 14 11 14 13 29 24 11 14 13 12 12 14
Amerindios Kichwas

H N Fq. DY 2:55 ];;{SS DYS I;;(gs DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
S19 a b 3891 II 390 391 392 393 437 438 439
h1 3 0.019 14 15 17 13 31 25 10 14 13 14 11 12
h2 2 0.019 15 14 14 12 31 24 10 18 13 16 11 11
h3 2 0.019 15 14 15 13 29 23 10 14 13 14 9 11
h4 2 0.019 16 19 19 13 30 25 10 13 14 15 10 11
h5 2 0.019 13 15 16 13 29 24 10 14 13 14 11 12
hé6 2 0.019 14 14 20 13 29 25 10 15 14 14 11 12
h7 2 0.0294 13 14 14 13 30 24 10 13 13 14 11 12
h8 2 0.0196 14 12 14 12 29 24 11 13 13 15 12 11
h9 2 0.019 15 9 21 14 30 24 11 12 13 14 11 9
h10 2 0.0196 13 19 19 14 31 24 11 14 13 14 11 12
Negros
H N Fq DY 2;{58 ]g,gss DYS I;ggs DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
*S19 a b 3891 II 390 391 392 393 437 438 439
h1 2 0.019 13 13 14 13 30 24 9 11 13 10 10 14
h2 2 0.019 15 16 15 12 28 23 10 12 15 10 11 14
h3 2 0.019 15 16 17 13 30 21 10 11 15 11 12 13
h4 2 0.0196 16 15 18 13 30 21 10 11 14 11 12 14
h5 2 0.019 15 15 17 13 31 21 10 11 13 11 12 14
hé6 2 0.019 15 17 18 13 31 21 10 11 15 11 12 14
h7 2 00294 14 11 18 13 29 23 10 13 13 12 13 15
h8 2 0.019 17 16 18 13 30 21 10 11 15 12 13 14
h9 2 0.019 15 15 16 14 31 21 10 11 13 11 11 14
h10 2 0.0196 14 11 14 13 29 25 11 13 13 12 12 15
hil 2 0.0294 15 16 17 13 31 21 11 11 13 11 12 14
hi2 2 0.0196 17 17 18 14 30 21 11 11 14 11 11 14
hi3 2 0019 14 11 14 13 28 24 13 13 13 12 12 15
Waoranis
H N Fq DY 2?;(58 ]:);gss DYS 2;(98 DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
) S19 a b 3891 I 390 391 392 393 437 438 439
H1 1 0.166667 13 14 19 12 30 25 10 14 14 15 11 12
H2 1 0166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 13
H3 1 0.166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 11
h4 1 0.166667 13 15 15 13 28 23 10 14 13 14 11 10
h5 1 0166667 14 14 16 12 30 23 10 15 12 14 12 12
hé6 1 0166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 12
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Tabla 35. Informacién haplotipica de 12 STRs de Cromosoma “Y” en varios grupos

étnicos
Mestizos Kichwas Negros Waoranis
Tamafio de la muestra 102 102 102 6
Numero de haplotipos tnicos 89 91 90 6
Diversidad haplotipica 0.999418 0.997670 0.997476  0.99999
Probabilidad de match randémica | 0.000582 0.002330 0.002524 0.0001
Tabla 36. Diversidad genética intrapoblacional
N |k [Hd T A\

Kichwas 102(91|0,9977+0,0015|7,12+3,37 | 1,14+1,14

Mestizo 102 {8910,999440,0015| 7,64+3,59 | 1,21%1,06

Afroecuatoriano | 94 |90 |0,9989+0,0018 | 7,79+3,66 | 1,41£1,20

Waorani 6 |6 |1 5.87+3.26 | 0.55%+0.53

N, tamafio de la muestra; k, nimero de haplotipos diferentes; Hd, diversidad del
haplotipo; &, diferencias medias apareadas entre haplotipos; V, varianza de tamafio

de repeticién media.

Tabla 37. Coincidencias de haplotipo minimo Y-STR para
poblaciones ecuatorianas en la base de datos YHRD (versi6n 16).

Kichwas Mestizos Negros Huaoronies

Coincidencias americanos |5 (4,9%) 1 (1,0%) 0 0

1-s n. americanos 26 (25,5%) | 10 (9,8%) |2 (2,1%) 0
Coincidencias europeos 12 (11,8%) | 57 (55,9%) |18 (19,1%) |0

1-s n. Europa 2 (2,0%) 11 (10,8%) |7 (7,4%) 0
Coincidencias africanos 1(1,0%) 1(1,0%) 29 (30,9%) |0

1-s n. Africa 0 1(1,0%) |7(74%) |0
Coincidencias Asia central |1 (1,0%) 0 0 0

1-s n. Central Asia 1(1,0%) 0 0 0
Coincidencias Pacifico 2 (2,0%) 0 0 0
quncidencias Asia 0 1 (1.0%) 0 0
oriental

1-s n. Asia oriental 0 1 (1,0%) 0 0

1-s n. Asia meridional 0 0 1(1,1%) 0

Sin coincidencia 52 (51,0%) | 19 (18,6%) |30 (31,9%) | 6 (100%)

“1-s n.” quiere decir «one-step neighbours», es decir, haplotipos sin coincidencia perfecta pero con
cromosomas en la base de datos que son diferentes solamente en una repeticiéon en un locus.
Americanos incluye nativos americanos y poblaciones hispanicas; Africa incluye africanos y
poblaciones de descendientes de africanos que viven en América o Europa. El haplotipo minimo
comparado fue DYS19-3891-38911-390-391-392-393-385.
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Griéfico 29 Base de datos de referencia de haplotipos del cromosoma Y-STR: a Enero del
2006) hubo registrados 38.761 haplotipos Y-STR en 316 poblaciones, con un promedio de
123 haplotipos por muestra. Los puntos negros representan las poblaciones estudiadas.

Tabla 38. Frecuencias inferidas del grupo haploide en poblaciones de Ecuador,
por comparacién de haplotipos STR con conjuntos de datos en los que se han
tipado tanto los STRs como los polimorfismos bialélicos que definen el grupo

haploide.
Kichwas Mestizos | Afroecuatorianos
Q 78 (76,5%)* | 23 (22,5%) | 14 (14,9%)
R1b 7 (6,9%) 48 (47,1%) | 11 (11,7%)
Eu, Otros europeos | 4 (3,9%) 25 (24,5%) | 18 (19,1%)
E3a 0 2(2,0%) |41 (43,6%)
Des, desconocido |13 (12,7%) |4 (3,9%) 10 (10,6%)

(*) incluye dos cromosomas que llevan haplotipos encontrados en los cromosomas C3b,
también de origen nativos americanos.
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Grifico 30. Representacion grafica de los grupos estudiados en funcién del
haplogrupo inferido més frecuente. Q (nativos americanos), R1b (europeos), Otros
europeos (incluyen E3b, G, 1, J, R1a), E3a (africanos).
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Griéfico 31. Haplogrupos mds frecuentes presentes en la poblacién europea, americana y
africana, y observados en este estudio. Q (nativos americanos), R1b (europeos), Otros

europeos (incluyen E3b, G, I, J, R1a), E3a (africanos).

Tabla 39. Parametros medios de diversidad intrapoblacional para 15 loci STR autosémicos

170

Poblacion 2N | K H

Kichwas'” 230 |8,87+3,08 |0,751+0,088
Mestizos? 634 | 10,47+4,28 | 0,78140,080
Afroecuatorianos® | 208 10,13%3,44 | 0,808+0,064
Espaiioles” 408 | 9,8743,72 |0,794+0,067
Guineanos® 268 | 10,40+3,62 | 0,80210,059

2N, tamafio de la muestra en nimero de cromosomas;

k, nimero medio de alelos; H, heterozigosidad media esperada.

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006



Tabla 40. Fsr distancias genéticas basadas en 15 STR loci autosémicos

Kichwas | Mestizos | Afroecuatorianos | Espaioles | Guineanos
Kichwas 0
Mestizos 0,0075 |0
Afroecuatorianos | 0,0278 |0,0137 |0
Espafioles 0,0437 (10,0204 |0,0163 0
Guineanos 0,0651 [0,0417 |0,0096 0,0274 0

Tabla 41. Proporciones de mezcla para varias poblaciones urbanas americanas mezcla
basadas en loci autosémicos. NA: No disponible

Poblacion Tipo Referencia Nativos[Europeos |Africanos
Mestizos, Ecuador Urbano general Nuestros datos 73 19,3 7,8
Afroecuatorianos Urbano general Nuestros datos 15,8 | 27,9 56,4
La Plata (Argentina)  |Urbano general lc\zl)ell-r’tlzn(;eozé-tMarlgnac y 25,9 | 67,6 6,5
(C\l]l:;:il:;r; Urbano general Loyo y col., 2004 199 | 52,5 27,6
Santiago (Chile) Estatus bajo Cifuentes y col., 2004 | 34,7 | 65,3 NA
Santiago (Chile) Estatus alto Cifuentes y col., 2004 | 20,9 | 79,1 NA
Puerto Rico Xégi‘if‘;{i‘;kcm‘iad Bonilla y col., 2004a | 17,6 | 53,3 | 29,1
(Ségb‘{}f)va“ey Hispanos Bonilla y col., 2004b | 34,1 | 62,7 | 32
gz:;?igj II; Tagr?c?’(g?;];?l) Urbano general De Souza y col., 2003 | 7,7 75 17,3
Sao Joao do Rio

Vermelho, Catarina Urbano general De Souza y col., 2003 | 18,7 | 53,3 28
Island (Brasil)

California (EE.UU.)  [Hispanos Bertoni y col., 2003 43 46,3 10,7
California (EE.UU.) [Hispanos Bertoni y col., 2003 38,2 | 48,4 13,4
Nevada (EE.UU.) Hispanos Bertoni y col., 2003 57,9 34 8,1
SO EE.UU. Hispanos Bertoni y col., 2003 35,6 | 64,4 0
Florida (EE.UU.) Hispanos Bertoni y col., 2003 19,9 72 8,1
Nueva Jersey (EE.UU.) Hispanos Bertoni y col., 2003 9,1 84,5 6,4
Pennsylvania (EE.UU.) [Hispanos Bertoni y col., 2003 0,2 82,9 16,9
SE EE.UU. Hispanos Bertoni y col., 2003 0 93,3 6,7
Virginia (EE.UU.) Hispanos Bertoni y col., 2003 21,3 | 63,8 14,9
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Tabla 42. Frecuencias alélicas STRs cromosoma-Y de Kichwas. N =102 para todos los loci
Alelo | 19 3891 38911 390 391 392 393 437 438 439
8 0,010
9 0,108 0,049 0,029
10 0,618 0,098
11 0,265 0,069 0,010 0,706 0,314
12 0,029 0,186 0,010 0,029 0,010 0,137 0,520
13 0,608 0,608 0,186 0,725 0,010 0,127
14 0,216 0,206 0,529 0,216 0,824 0,010
15 0,098 0,137 0,039 0,127
16 0,039 0,020 0,039
17 0,010
18 0,010 0,020
21 0,010
22 0,039
23 0,206
24 0,578
25 0,167
28 0,049
29 0,245
30 0,353
31 0,284
32 0,069

Tabla 43. Frecuencias alélicas STRs cromosoma-Y de mestizos. N =102 para todos los loci
Alelo | 19 3891 38911 390 391 392 393 437 438 439
9 0,029 0,127 0,010
10 0,539 0,020 0,216 0,020
11 0,373 0,245 0,010 0,196 0,294
12 0,020 0,157 0,049 0,020 0,118 0,451 0,490
13 0,324 0,608 0,010 0471 0,716 0,069 0,167
14 0,451 0,225 0,206 0,137 0,578 0,010
15 0,167 0,039 0,020 0,314 0,010
16 0,039 0,039

18 0,010

21 0,020

22 0,059

23 0,216

24 0,608

25 0,098

27 0,020

28 0,078

29 0,382

30 0,363

31 0,108

32 0,049
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Tabla 44. Frecuencias alélicas STRs Cromosoma-Y de afroecuatorianos. N = 94 para todos

Alelo

19

3891

38911

390

los loci
391 392

393

437

438

439

8

9

10
11
12
13
14
15
16
17
20
21
22
23
24
25
26
28
29
30
31
32

0,181
0,202
0,298
0,149
0,170

0,138
0,617
0,245

0,074
0,170
0,415
0,298
0,043

0,011
0,394
0,106
0,128
0,245
0,106
0,011

0,032

0,660

0,298 0,638
0,053

0,011 0,170
0,117
0,021

0,011
0,064
0,500
0,266
0,160

0,043
0,713
0,181
0,043
0,021

0,032
0,021
0,149
0,553
0,245

0,032
0,340
0,500
0,128
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Tabla 45. Frecuencias de los fenotipos en los locus DYS385 duplicados.

Fenotipo | Kichwas (N=102) Mestizos (N=102) Afroecuatorianos (N=94)
9,21 0,020

10,11 0,011
10,17 0,010

11,13 0,029

11,14 0,049 0,304 0,074
11,15 0,029 0,032
11,16 0,011
11,18 0,010 0,011
12,12 0,020

12,13 0,010

12,14 0,029 0,078 0,011
12,15 0,010 0,029 0,021
12,16 0,010 0,032
12,17 0,059 0,049

12,18 0,011
12,19 0,010 0,010

12,20 0,020

13,14 0,020 0,032
13,15 0,020 0,020 0,011
13,16 0,020 0,010
13,17 0,020 0,049

13,18 0,029 0,021
13,19 0,039 0,010 0,011
13,20 0,020 0,010

13,21 0,010

14,14 0,098 0,010 0,011
14,15 0,078 0,010 0,021
14,16 0,059 0,020 0,032
14,17 0,039 0,029 0,053
14,18 0,059 0,020 0,011
14,19 0,010 0,020 0,011
14,20 0,029
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Continuacion....

Fenotipo | Kichwas (N=102) Mestizos (N=102) Afroecuatorianos (N=94)
15,15 0,069 0,011
15,16 0,049 0,039 0,085
15,17 0,069 0,029 0,043
15,18 0,029 0,010 0,032
15,19 0,010 0,010 0,021
15,20 0,021
16,16 0,010 0,020

16,17 0,010 0,020 0,128
16,18 0,020 0,053
16,19 0,010

16,22 0,011
17,18 0,020 0,096
17,19 0,010 0,043
17,20 0,011
18,19 0,010

19,19 0,039

19,20 0,011
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Tabla 46. Haplotipos STR del cromosoma «Y » en poblaciones ecuatorianas.

Kic.: Frecuencia absoluta del haplotipo en los kichwas; Mest.: Mestizos; Afrec.:
Afroecuatorianos. HG: grupo haploide inferido (OE: Otros europeos; UA: Sin asignar). Q
(nativos americanos), R1b (europeos), Otros europeos (incluyen E3b, G, I, J, R1a), E3a

(africanos).

Hap |19 3891 38911 390 391 392 393 385" 385b 437 438 439 Kic. Mest. Afroec. HG
K28 | 12 13 29 25 9 13 14 15 15 14 11 11 1 Q
MS83 | 12 13 30 23 10 14 13 15 17 13 10 12 1 Q
K57 | 12 13 30 24 10 14 14 12 14 14 11 12 1 Q
K67 | 13 12 28 24 10 14 13 14 16 14 11 12 1 Q
K1 13 12 28 24 10 14 14 15 15 14 9 11 1 Q
K91 13 12 29 23 9 14 14 14 18 14 11 11 1 Q
K24 | 13 12 29 23 9 15 13 15 16 14 12 11 1 Q
N47 13 12 29 23 10 15 13 15 16 14 12 12 1 Q
M31 | 13 12 29 24 10 11 13 17 18 14 10 10 OE
N70 | 13 12 29 24 10 14 13 13 18 13 11 13 1 Q
M67 | 13 12 29 25 10 11 13 17 18 14 10 11 OE
N50 | 13 12 29 25 10 14 13 14 17 14 11 12 1 Q
M28 | 13 12 30 24 10 11 14 15 18 15 10 11 OE
M90 | 13 12 30 24 10 14 13 14 18 14 11 13 Q
K20 | 13 12 30 24 10 14 14 12 17 14 11 13 1 Q
M88 | 13 12 30 24 10 14 14 12 17 14 12 12 Q
K88 | 13 12 30 24 11 14 14 16 18 14 11 12 1 Q
M101| 13 12 30 25 10 10 13 18 19 14 9 10 OE
K8 13 12 30 25 10 14 13 14 17 14 11 11 1 Q
K21 | 13 12 31 24 10 13 13 16 18 14 11 13 1 Q
N67 | 13 12 31 24 10 14 13 13 19 14 12 12 1 Q
K35 | 13 12 31 24 10 15 13 15 16 14 12 11 1 Q
K64 | 13 13 29 23 10 14 13 15 15 15 11 11 1 Q
M84 | 13 13 29 23 10 14 15 14 17 14 9 12 1 Q
M63 | 13 13 29 24 10 13 12 14 15 14 11 12 Q
K59 | 13 13 29 24 10 13 13 14 14 14 11 12 1 Q
K16 | 13 13 29 24 10 14 13 14 15 14 11 12 1 Q
K83 | 13 13 29 24 10 14 13 15 16 14 11 12 2 Q
K54 13 13 29 24 10 14 14 14 17 15 11 12 1 Q
M82 | 13 13 29 24 10 15 13 15 16 14 11 12 A
M51 | 13 13 29 24 11 12 13 12 17 14 11 12 UA
M77 | 13 13 29 24 11 13 13 13 21 14 11 12 R1b
K58 13 13 29 25 10 14 15 14 16 14 11 12 1 Q
K95 13 13 29 25 11 14 14 14 15 14 11 12 1 Q
M8 13 13 30 23 10 11 13 16 17 14 10 12 1 OE
K26 | 13 13 30 23 10 14 13 15 15 14 11 12 1 Q
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Tabla 47. Pardmetros medios de diversidad genética intrapoblacional
de Waoranis en comparacion con otros grupos étnicos similares

H, diversidad genética media; k, nimero medio de alelos

Poblacion | 2N H k

Waorani |40 0.650+0.129 4.77+1.74
Kichwa 230 0.737+0.084 8.38+2.53
Gaviao 58 0.736+0.082 5.69+2.43
Surui 42 0.636%0.110 4.08+0.76
Waiwai 54 0.7152£0.094 6.23+£2.39
Xavante |68 0.687+0.105 4.85+1.41
Zoro 50 0.684%0.120 5.15+2.38

El tnico valor que destaca en estal tabla es el niimero de alelos en los Kichwa, pero

es solo consecuencia de su mayor tamafio muestral.
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Gréfico 32. Median joining network de cromosomas Q putativos. Circulos vacios:

cromosomas Quechua; tramados, Mestizos; circulos llenos, Afroecuatorianos.
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Griéfico 33: Median joining network de cromosomas E3a putativos. Smbolos como en el
gréfico anterior.
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Griéfico 34. Distancias Fst entre poblacién Huaorani y grupos amerindios de la regién
Amazoénica. Representacion mediante escalamiento multidimensional. Se comparan
waorani con kichwa, surui, gaviao y zoro que viven actualmente en Brasil en comunidades
aisladas (Hutz M y cols, 2002). Encerrado en circulos la poblacién Kichwa y Waorani.
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Griéfico 35. Dendograma y distancias genéticas entre Mestizos, Kichwas y Afroamericanos
calculadas con haplotipos minimos del cromosoma Y.
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Discusion

STRs autosémicos
Diversidad intrapoblacional

Quince STRs contenidos en el kit PowerPlex 16 fueron tipados en 115 individuos
kichwas, 317 mestizos y 104 afroecuatorianos. Las frecuencias alélicas se muestran
en un inicio. El promedio de alelos y la diversidad genética se pueden encontrar en

las tablas precedentes.

Ademads de las poblaciones ecuatorianas, se incluyeron datos de dos posibles
poblaciones originarias: las frecuencias de alelos de una poblacién metropolitana
de Barcelona, que incluia personas nacidas en toda Espafia (Paredes y cols., 2003)
y de Guinea Ecuatorial (Alves y cols., 2005), antigua colonia espafiola y lugar de
comercio de esclavos en Africa.

Los kichwas mostraron la diversidad mdas baja, de acuerdo con la menor
variabilidad descrita para muchos grupos amerindios. La diversidad en mestizos y
afroecuatorianos es mayor, también de acuerdo con las expectativas para las
poblaciones mestizas. Sin embargo, de todas las comparaciones pareadas,
solamente la frecuencia alélica y la diversidad haplotipica son inferiores en los
kichwas que en los mestizos (prueba de Wilcoxon, p=0,002 y p=0,001,
respectivamente)

Distancias genéticas

Se calcularon las distancias genéticas Fgr entre los ecuatorianos y las poblaciones
externas. Se usaron las distancias Fsr en vez de la medida de la distancia especifica
del STR dado que siete de los 15 loci mostraron repeticiones imperfectas que no
pudieron ser explicadas por el modelo de mutacién escalonado sencillo en el que se
basan las distancias tales como Ry (Slatkin 1995).

Las distancias genéticas son cortas, en general, debido probablemente a frecuentes
mutaciones escalonadas que tienden a homogeneizar las distribuciones de
frecuencia de los alelos. Esta es una tendencia general para los STRs y mds atin
para los STRs forenses, en las que la homogeneidad interpoblacional es una
propiedad deseable.
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Los mestizos muestran una distancia corta a los kickwas, pero su distancia a los
espaiioles es claramente mds corta que entre los kichwas y los espafioles. También
es este el caso para su respectiva distancia a los guineanos. Esto es consistente con
un triple origen genético para los mestizo: amerindios, europeos y africanos, como
se demuestra por los STRs en el cromosoma «Y». Los afroecuatorianos son los
mds préximos a los guineanos pero estdn mds proximos a los kichwas y a los
espafioles que lo que lo estdn los guineanos. Con diferentes proporciones de
mezcla, el modelo de triple origen propuesto para los mestizos también aplica a los
afroecuatorianos.

Mezcla genética

La mezcla genética fue cuantificada como sugirieron Dupanloup y Bertorelle
(2001). Estos autores obtuvieron un modelo lineal que puede admitir cualquier
nimero de poblaciones parentales, asi como tasa de mutacién, distancia molecular

entre alelos y tiempo transcurrido desde la mezcla.

Las proporciones de mestizaje y sus desviaciones estdndar se determinaron a partir
de 100.000 iteraciones bootstrap. Utilizando los kichwas, espafioles y guineanos
como poblaciones origen, las proporciones de mezcla en los mestizos fueron
0,73010,243 de amerindios, 0,19310,280 de europeos y 0,078%+0,077 de africanos.

Las grandes desviaciones estidndar son un reflejo de las pequefas distancias
genéticas entre las poblaciones origen. Estos resultados contrastan fuertemente con
los obtenidos a partir de los STRs en el cromosoma «Y», pero pueden
reconciliarse postulando una gran asimetria de sexos en los apareamientos, con la
mayoria de los apareamientos mixtos afectando a hombres europeos y mujeres
amerindias.

Sin embargo, tales diferencias extremas no pueden aparecer si los mestizos fuesen
generados en una sola generacion por el apareamiento de mujeres amerindias y
varones europeos. Es decir, una mezcla de genes contribuida por ~70% de varones
europeos, 30% varones amerindios y s6lo mujeres amerindias produciria las
proporciones observadas para el cromosoma «Y», pero en la mezcla de autosomas,
las proporciones serian 35% europeos y 65% amerindios. Es necesario volver a
invocar la asimetria posterior en los apareamientos entre mestizos y amerindios,
contribuida otra vez mayormente por hombres y mujeres, respectivamente, para
explicar los resultados.
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Se han estudiado otros marcadores autosémicos de otras poblaciones mestizas: un
resumen de la literatura se presenta previamente. Se puede ver que los mestizos
ecuatorianos presentan una de las mayores contribuciones de amerindios en las
poblaciones estudiadas aunque, dados los diversos tipos de marcadores y niveles de
resolucién utilizados en las diferentes publicaciones, dicha comparacién debe

hacerse con precaucion.

Las proporciones de mezcla para afroecuatorianos fueron 0,564+0,107 africanos,
0,27910,328 amerindios y 0,158%+0,367 europeos. Como también se ve para el
cromosoma «Y», la contribucién de los amerindios a los afroecuatorianos es
notable. La asimetria es menor que en los mestizo pero, de nuevo, los varones
europeos parecen haber contribuido desproporcionadamente a los apareamientos

mixtos.

Para la poblacién Wuaorani se calculd las distancias Fst entre poblaciones y se las
representd con escalamiento multidimensional. En este gréfico, las distancias son
lo més proporcionales posible a las distancias genéticas. No se aprecia un patrén
claro, y, por ejemplo, no parece que las poblaciones se agrupen por afinidades
lingiiisticas: huaoranies y kichwa hablan lenguas de la familia andina, mientras que
surui, gaviao y zoro hablan lenguas muy parecidas, dentro de la familia tupi. Este
tipo de situaciones se dan a menudo cuando se comparan poblaciones amerindias,
en que la deriva parece haber jugado un papel mds importante que las migraciones
o el flujo génico en la configuracién del «paisaje genético».

Las diferencias entre poblaciones son significativas en su conjunto. AMOVA dio
un Fst de 4.81%, es decir, un 4.81% de la variacion total se debe a diferencias entre
poblaciones, con p<0.0001.

STRs en el cromosoma «Y»

Diversidad dentro de la poblacion.

Se tiparon los STRs DYS19, 3891, 38911, 390, 391, 392, 393, 385, 437, 438 y 439
del cromosoma «Y» en 94 afroecuatorianos, 102 kichwas y 102 mestizos, todos de
Ecuador. Las frecuencias alélicas, las frecuencias haplotipicas y los descriptores

generales de la diversidad genética intrapoblacional se reportan previamente.

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 191



Los mestizos y afroecuatorianos muestran ligeramente (y no significativamente)
una diversidad mds alta medida por el nimero medio de loci que muestran alelos
diferentes en un par de cromosomas aleatorios y la varianza media del tamafio del
alelo. Esta tendencia a mayor diversidad se espera en las poblaciones mezcladas.

Distribucion haplotipica dentro de Ecuador.

Siete haplotipos diferentes fueron compartidos entre kichwas y mestizos, uno entre
mestizos y afroecuatorianos y uno entre kichwas, afroecuatorianos y mestizos. Este
ultimo resulta ser el haplotipo més frecuente en los europeos y, particularmente, en

los espaifioles. El niimero total de haplotipos diferentes es 271.
Distribucion haplotipica minima con poblaciones globales

Se han definido haplotipos minimos (es decir, DYS19-3891-38911-390-391-392-
393-385) para la préctica forense y dichos haplotipos de poblaciones globales se
conservan en la YHRD (base de datos de referencia de haplotipos del cromosoma
Y; http://www.yhrd.org). Los haplotipos minimos en las poblaciones ecuatorianas
se buscaron en la YHRD (version 16); esta versiébn contenia los haplotipos

minimos para 32.196 cromosomas de 271 poblaciones mundiales.

Se contaron las coincidencias perfectas; para los haplotipos sin coincidencia, se
consideraron los one-step neighbours (es decir, haplotipos que son diferentes en
una repeticion solamente en un /ocus). Ningtin haplotipo mostré coincidencias con
mas de un grupo continental. No se pudo encontrar una coincidencia ni un one-step

neighbour en mas de la mitad de los haplotipos kichwas.

También es notable que s6lo se encontraron cinco coincidencias con otras
poblaciones de nativos americanos, pero 26 haplotipos tenian one-step neighbours.
Estos dos hechos se pueden explicar por dos fenémenos no excluyentes entre si: la
diferenciacién interpoblacional entre los amerindios (Salzano, 2002) y la menor
representacion de estas poblaciones en la base de datos (seis, comparada con 201
poblaciones de europeos). Esto hace mds probable que los cromosomas que no
coinciden (los cuales, a priori, podrian tener cualquier poblacién origen) fuesen de

origen nativos americanos.

En conjunto, el nimero de coincidencias con Europa es llamativo. Este método
seria mds sensible a la mezcla de europeos, ya que Europa (y Espaiia en particular)
estd representada en exceso en la YHRD. A pesar de ello, se encontraron
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coincidencias perfectas o casi perfectas en Europa para un 14% de los cromosomas
“Y” de kichwas, 67% de mestizos y 27% de afroecuatorianos.

Estimaciones de mestizaje

La proporcién de cromosomas «Y» de origen americano, europeo y africano en
cada poblacién se estim6 intentando predecir el grupo haploide de cada
cromosoma, ya que la mayoria de los grupos haploides estdn restringidos
geogréaficamente (Jobling y Tyler-Smith, 2003). Esta tarea se realiz6 usando
conjuntos de datos en los que se habian tipado ambos marcadores bialélicos y
STRs (Bortolini y col., 2003; Zegura y col., 2004; Beleza y col., en prensa; Beleza
y col., comunicaciéon personal), y se obtiene como ventaja el hecho de que la
variacion del STR en el cromosoma «Y» estd fuertemente repartida por el fondo

del grupo haploide (Bosch y col., 1999).

Un cromosoma fue asignado a un grupo haploide cuando se encontré una
coincidencia perfecta o casi perfecta de un cromosoma con un grupo haploide
conocido, o cuando estaba presente un alelo o subhaplotipo diagnéstico (como el
14 o alelos mds grandes en el DYS392 combinado con DYS19%13 para el grupo
haploide Q, o DYS19*15 - DYS390%*21 para E3a, 0 DYS392*%13-DYS385*11, 14
para R1b).

Ya que estamos interesados en los amplios origenes de cada cromosoma mas que
en una filogeografia exacta y como este método puede ser propenso a errores,
asignamos cada cromosoma a una de las siguientes categorias: Q (nativos
americanos), R1b (europeos), Otros europeos (incluyen E3b, G, I, J, Rla), E3a
(africanos). Las frecuencias de cada clase en cada poblacién se pueden encontrar
en las tablas precedentes.

Es notable que los Kichwas contienen ~10% de cromosomas “Y” de origen
europeo putativo. Esto no es excepcional en Sudamérica: 11% en los grupos
Guarani e Ingano; 14% en los Kaigang; 26% en los Wayuu (Bortolini y col. 2003).
La proporcién de lineas putativas europeas alcanza el ~70% en los mestizos (mds
un 2% adicional de origen africano). El significado de esta cifra no es facilmente
aparente, ya que aunque se han publicado conjuntos de datos Y-STR para
poblaciones urbanas comparables, para las poblaciones mestizo, en lo que
sabemos, no se han publicado estimaciones cuantitativas de proporciones de

mezcla.
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Los afroecuatorianos también estin muy mezclados: Los origenes de sus lineas de
cromosoma «Y» se pueden estimar en el ~44% africanos, ~31% europeos, ~15%
nativos americanos. En este caso existen cifras comparables: en diversas
comunidades afrobrasilefias las contribuciones paternas varian desde el 47 al 77%
para los africanos, 23-48% para los europeos y 0-4% para los nativos americanos
(Abe-Sandes y col., 2004).

En comparacién con Brasil, la contribucién de los nativos americanos a los
afroecuatorianos parece mayor, probablemente debido a la poblacion,
histéricamente mucho mds densa, de nativos americanos en los Andes que en las
regiones amazoénica y atlantica. La proporcion relativa de R1b frente a otros grupos
haploides europeos es diferente entre mestizos y afroecuatorianos (X’=6,59,
p=0,01). La proporcién en los mestizos es similar a la de los espaiioles; teniendo en
cuenta solamente los cromosomas derivados putativamente de europeos, la
frecuencia de R1b es 65,8%, mientras que es 59,6% en Espaiia (Flores y col. 2004).

En afroecuatorianos, es el 37,9%.
Lineas de nativos americanos y de africanos en detalle

Se generaron Median joining networks para los cromosomas putativos “Q” y
“E3a”. Por lo que respecta a los cromosomas “Q”, no se encontrd en la red ninguna
estructura discernible que pudiera sugerir la presencia de lineas secundarias como
Q-M19 (Bortolini y col., 2003). Por el contrario, en la red E3a, parecen aparentes
dos lineas secundarias.

En comparaciéon con Beleza y col. (comunicacion personal), la mitad inferior
parece aplicar a los cromosomas E3a7, mientras que la superior puede pertenecer al
paragrupo E3a*. Las frecuencias de estos dos grupos haploides en los
afroecuatorianos se estiman en 20,2% y 24,5%, respectivamente.

Este estudio proporciona un esbozo razonablemente detallado de la composicién de
los principales grupos étnicos de Ecuador y contribuye al conocimiento de su

variada herencia.
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Reflexiones etnogeograficas

Los resultados encontrados nos permiten establecer varias hipdtesis sobre el
Ecuador y Sur América, asi como establecer ciertas inferencias sobre el
poblamiento del pais y origen de los ecuatorianos actuales. Se puede decir, en
primera instancia, que este es un estudio inacabado que nos abre nuevas
perspectivas futuras de investigacién. Luego, habria que sefialar que el volumen de
informacién obtenido y los conocimientos adquiridos que son bastantes, siguen
siendo insuficientes para entender este entramado étnico, geografico y genético de
los pobladores del nuevo mundo. A pesar de ello, este estudio nos permite realizar
algunas reflexiones sobre nuestra compleja estructura étnica y genética actual que

se detalla a continuacion.

El Mestizo

Representa el grupo mds numeroso de ecuatorianos que son genéticamente
préximos a todas las poblaciones urbanas de América del Sur, poblaciones que se
calculan son abarcan mas del 50% de todos los habitantes. Hablan espafiol como
herencia de la conquista espafiola, aunque se han hispanizado muchos vocablos y
términos de origen amerindio. Por otro lado, los ecuatorianos han emprendido un
nuevo flujo migratorio hacia Europa, que es lento pero continuo. Esto significa que
habra un nuevo mestizaje dentro de las futuras generaciones de europeos.

Llama la atencién que los mestizos tienen un ~70% de componente indigena
amerindio nativo kichwa, siendo el mds alto descrito hasta ahora. Esto significaria
que somos un pais mayoritariamente indigena en el cual el componente caucdsico
se ha diluido o dispersado a lo largo de los afos. Podria pensarse que este grado de
mestizaje es similar en los paises vecinos, que comparten nuestras costumbres y

manifestaciones culturales.

De alli, que podriamos formular una division etnogeogrdfica del subcontinente
americano de acuerdo a las tres raices étnicas de mestizaje, en tres grandes grupos:
los paises andinos como Venezuela, Colombia, Perd, Bolivia y el norte de Chile, en
quienes esperamos un componente amerindio nativo mayor; los paises del cono sur
Argentina, Chile, Uruguay y Paraguay, en los cuales habria un componente
caucésico mayoritario, que posiblemente sea de los ultimos dos siglos; y Brasil
que por si solo constituye un pais megadiverso con un fuerte componente

afroamericano.
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Esta divisién coincide parcialmente con los estudios realizados sobre los limites
gendmicos de las poblaciones humanas (Burbujani y Belle, 2006), que agrupan
genotipos de STRs autosémicos de acuerdo a la geografia y que establecieron 10
barreras genéticas, 4 de las cuales estdn en centro y sudamérica. Podemos afirmar

que Centroamérica es mds parecida a Norteamérica, que a la regién subcontinental.

Los Kichwas

Se ubican a lo largo de todo el callejon interandino del Ecuador y, muy cercanos a
los mestizos, constituyen el segundo grupo poblacional. Desde luego, su presencia
ratifica el concepto de una América Indigena. Se conoce que antes del imperio
incdsico existieron poblaciones nativas originarias de Ecuador que fueron
aparentemente asimiladas por los Incas, pero existen en los actuales momentos

descendientes de aquellas culturas originarias?.

Si es asi estarfamos ante la presencia de subestructura poblacional en los kichwas
actuales, inferencia que requerird futuros estudios poblacionales. Por otro lado, si
todos los pueblos indigenas tuvieron un ancestro comun no podriamos determinar
con claridad si hay diferencias entre los grupos actuales. También se deberia

establecer lo qué sucedi6 con los predecesores.

Desde el punto de vista evolutivo, podemos formular también una feoria sobre el
flujo de las migraciones humanas en Ecuador, las mismas que se dieron
aparentemente por tres caminos: un grupo entrd por el callejon interandino y son
los ancestros de los kichwas actuales. Un segundo grupo entré y se ubicd en la
costa ecuatoriana del Océano Pacifico y si asi fue, en los actuales momentos
deberia haber algin grupo descendiente de ellos. Por una tercera ruta llegaron al
oriente ecuatoriano y a la regién amazoénica pero pasaron las montafas y no
volvieron, quedando fracciones de pueblos aislados por la geografia y aislados
entre si, lo que explicarfa la presencia de los kichwas del oriente y a lo mejor de

algunos grupos amerindios dispersos.

Analizando, la segunda ruta hacia la costa pacifica tendriamos que esperar que
existiera un grupo étnico relacionado con los ancestros de los kichwas actuales y
que ademds, hablaran algin idioma amerindio nativo; situacién que no se observa.
A lo largo de toda la costa ecuatoriana no existen rastros antropoldgicos, de
poblaciones amerindias nativas cercanas a los kichwas actuales.
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Los estudios arqueolégicos hallaron los restos humanos més antiguo de Ecuador en
la peninsula de Santa Elena hace ~11.000 afios a.C. Sin embargo, no hay
evidencias de que estos pueblos hayan subsistido o hayan migrado, sino que
aparentemente desaparecieron durante la expansién incdsica. Tampoco se haya
explicacién sobre si estos primeros pobladores llegaron a través de la ruta
continental hasta la costa como un grupo derivado de los ancestros de los
amerindios kichwas actuales. Al contrario se han formulado hipétesis en las que se
dice que debido a su ubicacién actual y su tradicién de la pesca y la navegacion,

podrian ser originarios de otro sitio, a lo mejor de Oceania.

Cabe sefialar también que actualmente existe un pequefio pueblo de pescadores
ubicados en el mismo sitio, en Santa Elena, que se autodefine como un grupo
étnico diferente y son conocidos como los «cholos» de la costa. Hablan espafol, se
los identifica como parte de los mestizos y viven tradicionalmente de la pesca
tradicional, desde que se los conoce. Podriamos sugerir que este pueblo tiene
alguna relacién de desecendencia con los primeros pobladores, aunque no se

descarta que sean un grupo mestizo.

Tampo existe evidencia cultural de su cercania con algin pueblo amerindio de la
zona andina. Tampoco son similares a los mestizos de la provincia del Guayas
donde se ubica geogréaficamente su pueblo. No estdn aislados pero aparentemente
su fenotipo es diferente. Lo claro es que no hay evidencia de que haya algin grupo
nativo amerindio que se mantenga hasta ahora, en la costa pacifica del Ecuador.
Quedan atn preguntas sin responder, una de ellas sobre el origen de los primeros
pobladores que se ubicaron en la peninsula de Santa Elena y sobre la situacién de
sus descendientes, si los hubo.

Los Waorani

Son quizds un enigma étnico y evolutivo. Se mantienen como grupo némada de
cazadores-recolectores y los mds aislados como los Tagaeri y los Tamomename,
casi no tienen contacto con el mundo occidental. Son dificiles de ubicar
geograficamente ya que habitan en una inmensa reserva ecoldgica, y hablan un

lenguaje amerindio nativo que no tiene congéneres con otras lenguas.
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Algunos autores han descrito que hablan un lenguaje llamado «jivaroan», el cual
no estamos seguros si podria pertenecer a este grupo. No hemos encontrado
pueblos cercanos genéticamente a este grupo, incluso en el Brasil amazonico.

Curiosamente, 8 de las 13 lenguas amerindias reconocidas en el Ecuador proceden
de la regién amazdnica y aunque pudieran tener un origen comuin se mantienen
como auténticas y diferentes. Geograficamente, las condiciones de la selva
amazoénica no han permitido a estos grupos humanos mantener contacto
permanente entre si, aunque hay evidencia de intercambios culturales. Se conoce
que viajan grandes distancias en busca de mujeres que puedan ser esposas y

madres, en un intento de preservar su grupo familiar.

Esto significa que se han mezclado con otros grupos aunque sea sutilmente. No se
conoce con exactitud de donde proceden estos pueblos nativos amazoénicos
aislados. Podriamos inferir que vinieron antes que los ancestros de los kichwas o
que a lo mejor podrian ser descendientes de un ancestro comun, y si asi lo fuera
tendrian que existir relacién genética con las poblaciones de Asia Central y de esta

manera confirmar su origen.

También podriamos pensar que estos grupos aislados, como son los Waorani,
proceden del Brasil y que con los afios llegaron hasta la selva ecuatoriana, pero
tendrian que ser genéticamente cercanos a los pueblos nativos del amazonas
brasileio lo que no hemos observado. Se requieren mayores estudios, que
comprendan un mayor nimero de poblaciones nativas y de individuos para

encontrar respuestas adecuadas.

Los Negros

Los resultados encontrados nos permiten formular también una teoria de la mezcla
negra del afroamericano, o de su variabilidad intrapoblacional. Se ha demostrado
claramente que los Negros son una poblacién trihibrida. Esto nos lleva a pensar en
que en los actuales momentos existe en el Ecuador solo poblaciones derivadas o
mezcladas, como los mulatos, frutos de la unién entre un caucésico y un negro y

los zambos, descendientes de negros y amerindios.
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Por lo tanto, los descendientes de los negros africanos ya no deberian calificarse
como negros, sino al contrario describirse como productos de una mezcla, tal como
los mestizos. No es aconsejable utilizar en este caso el término mestizo, ya que

significa la mezcla entre un amerindio y un caucasico.

Por otro lado, existen dos grandes asentamientos de origen negro en Ecuador. Uno
ubicado en la provincia de Esmeraldas, en la costa ecuatoriana, y otro en la
Provincia del Carchi, en la zona interandina. Aunque tienen un ancestro comun
presentan divergencias culturales. Se podria pensar que los negros del Carchi

tienen un mayor componente amerindio.

Esto podria explicar las diferencias existentes entre los negros ecuatorianos y
algunos de los negros afroamericanos de Estados Unidos, que tendrian un
componente en la mezcla mayoritariamente caucdsico versus el amerindio.
También se tendria que diferenciar los componentes de la mezcla entre los negros y
los componentes Na-Dene o Aleutianos, que probablemente existirian en Norte
América.

Finalmente, se debe sefialar que los estudios genéticos realizados constituyen la

primera investigacion formal sobre la etnogenética ecuatoriana.

Fabricio Gonzalez Andrade, Tesis Doctoral, 2006 199



Conclusiones

Primera

Los mestizos, amerindios kichwas y negros afroamericanos se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los STRs autosomicos realizados tanto
por técnicas manuales como automatizadas. Se ha generado una base de datos
propia y a nivel local, para los célculos estadisticos utilizados en la resolucién de

casos forenses.

Segunda

La utilizacién en forma conjunta de 15 STRs autosémicos (en formato multiplex)
ha demostrado poseer una elevada variabilidad y ofrece un Poder de
Discriminacién (PD) conjunto superior a 0,99999999 y de Poder de Exclusién a
priori (MEC) siempre por encima de 0,99999925, la Probabilidad de Matching

combinado encontrado es de 1 en 1.27 x 10" para mestizos.

Tercera

En mestizos, amerindios kichwas y negros afroamericanos, la diversidad
haplotipica del cromosoma «Y» es alta y bastante préxima a uno; este parametro es
numéricamente idéntico a los parametros forenses de informacién a priori como el
poder de discriminacidn o el poder de exclusion. El conjunto de 12 loci analizados
tiene amplio poder de discriminar individuos varones no relacionados en todas las

tres poblaciones y se puede usar en casos forenses

Cuarta

Se ha confirmado y cuantificado con los marcadores STRs autosémicos que
mestizos y afroecuatorianos son poblaciones trihibridas. Los mestizos contienen
~73% de cromosomas autosémicos de origen amerindio, un ~19% europeo
putativo y ~8% origen africano. Los afroecuatorianos se pueden estimar en el

~57% africanos, ~28% europeos y ~15% nativos americanos.
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Quinta

Se observa en la mezcla una mayor contribucién de los varones europeos a partir
de cromosoma «Y». En mestizos las lineas europeas putativas alcanzan un ~70%,
un ~2% son de origen africano y un ~28% de nativos americanos, lo que coincide
con la introduccién de linajes paternos durante la conquista espafiola. En
afroamericanos se observa un ~44% africanos, ~31% europeos y ~15% nativos
americanos. En los kichwas el ~10% es de origen europeo putativo y un ~78%

nativos americanos.

Sexta

Mediante los STRs autosémicos se confirma que los mestizos tienen una pequefia
distancia genética con los amerindios kichwas y luego, se acercan a los espaiioles y
a las poblaciones caucasoides de la Peninsula Ibérica y de Europa. Los kichwas,
claramente nativos, se aproximan a los mestizos de la mayoria de poblaciones
urbanas de los paises del area andina, sobre todo en aquellos sitios donde existe
una clara presencia indigena. Los afroecuatorianos son los mds préximos a los
guineanos pero estdn mds proximos a los kichwas y a los espaiioles, que a los

africanos.

yd [
Séptima
Se encontraron 271 haplotipos del cromosoma «Y» diferentes. Siete haplotipos del
cromosoma «Y» diferentes fueron compartidos entre kichwas y mestizos, uno
entre mestizos y afroecuatorianos y uno entre kichwas, afroecuatorianos y

mestizos. Este tltimo resulta ser el haplotipo mas frecuente en los europeos vy,

particularmente, en los espaifioles.
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Octava

Se confirma también por los STRs en el cromosoma «Y» que los afroecuatorianos
son los mas préximos a los guineanos pero estdn mas préximos a los kichwas y a
los espafioles, que lo que lo estdn los guineanos. Los mestizos muestran una
distancia pequefia a los kickwas, pero su distancia a los espafioles es claramente

mds reducida que entre los kichwas y los espaioles.

Novena

Los amerindios waorani aunque muestran un claro interés antropoldgico y estdn en
equilibrio de Hardy-Weinberg presentan un grado de endemismo de dificil
valoracién. No se ha podido apreciar un patrén claro que diferencie a este grupo
étnico de grupos similares en estado de aislamiento. Se puede afirmar que la deriva
génica parece haber jugado un papel mds importante que las migraciones o el flujo

génico en la configuracion del «paisaje genético» waorani.

Décima
Los datos obtenidos son de enorme valor antropolégico y forense, y constituyen

una herramienta indispensable para trazar mejor la historia de Ecuador, en busca de
los origenes de los actuales pobladores del Nuevo Mundo.
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Ecuador isasmall South American country with amost 12 mil-
lion inhabitants comprised of three main ethnic groups: (a) Urban
populations, usually dihybrid Mestizos- or trihybrid and (b)
Amerindian natives, more than 100 multiethnic and pluricultural
groups, and (c) African-derived populationsin fairly isolated com-
munities and descendants of slaves (1,2). Mestizos are the most
representative and largest group in our country. They are descen-
dants of Spanish (Caucasian) and Amerindian people. Thisisanew
hybrid group, like the Mulatos who arose from Caucasians and
Blacks or Zambos, amixture of Amerindians and Blacks. We think
that different degrees of genetic admixture exist, mainly with
Amerindians, too. This situation has several variations towards the
cities of the Andes and the cities of the Pacific coast.

Whole blood was obtained in EDTA by venipuncture from
healthy unrelated Mestizos born and living in Ecuador. The DNA
was extracted using the Wizard Genomic DNA Purification Kit
System® (Promega Corporation, Madison WI). The multiplex anal -
ysis of HUMCSF1PO, HUMTPOX, HUMTHO01, D13S317,
D16S539, D5S818 and D7S820 was performed using multiplex
kits from Promega Corporation (Madison, WI) and following the
manufacturer’s recommendations. Microsatellites HUMF13A01,
HUMVWA HUMLPL, HUMF13B, and HUMHPRTB were ana-
lyzed in an uniplex approach. The recommendationsfrom the DNA
Commission of the International Society of Forensic Genetics for

1 Molecular Genetics Laboratory, Ecuadorian Red Cross, Quito, Ecuador.
2 Department of Legal Medicine, Faculty of Medicine, University of
Zaragoza, Spain.

analysis of STRs systems were followed. Fragment size and allele
designation of different loci was determined by comparison with
allelic ladders distributed in the kit ( Promega Corporation, Madi-
son, WI). Evaluation of Hardy-Weinberg expectations and deter-
mination of further statistical parameters of forensic interest was
carried out by using the computer program, HWE-analysis version
3.3 (Christoph Puers, Institute for Legal Medicine, University of
Mdnster), as previously described (3,4). Minimum allele frequen-
cieswere also calculated.
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TABLE 1—Allele frequency distribution. HW equilibrium tests and parameters of forensic efficiency on the loci analyzed.

Allele  CSFIPO  TPOX THO1 F13A01 VWA  D13S317 D16S539 D5S818 D7S820 LPL HPRTB HUMF13B
n= 400 400 410 336 400 389 389 389 393 320 121 216
32 0.001 0.011
4 0.002 0.224
5 0.339 0.193
6 0.001 0.330 0.170 0.058
7 0.004 0.003 0.066 0.241 0.001 0.110 0.005 0.002 0.012 0.037
8 0.003 0.523 0.107 0.026 0.082 0.027 0.023 0.070 0.005 0.004 0.178
9 0.021 0.046 0.072 0.003 0.213 0.198 0.092 0.080 0.036 0.025 0.280
9.3 0.075
10 0.270 0.031 0.001 0.002 0.107 0.208 0.052 0.247 0.544 0.033 0.424
11 0.308 0.271 0.002 0.009 0.149 0.213 0.433 0.296 0.202 0.107 0.021
12 0.291 0.120 0.002 0.221 0.267 0.193 0.251 0.1910 0.264 0.002
13 0.940 0.004 0.006 0.003 0.134 0.075 0.095 0.041 0.013 0.236
14 0.100 0.0014  0.028 0.093 0.010 0.043 0.090 0.009 0.202
15 0.065 0.001 0.001 0.099
16 0.398 0.017
17 0.308
18 0.146
19 0.040
20 0.014
Pmin 0.0075 0.0075 0.0081 0.0021 0.0075 0.0037 0.0037 0.0046 0.0038 0.0093 0.0244 0.0137
X 2 0.2200 0.6560 0.0200 0.7200 0.9370 0.1302 0.5726 0.6142 0.9510 0.2400 0.2000 0.1960
Gtest 0.5000 0.1120 0.2000 0.6000 0.9504 0.2238 0.4414 0.7178 0.9242 0.9400 0.6000 0.2000
Exact Test 0.4800 0.4220 0.6000 0.4000 0.8980 0.2110 0.4688 0.5768 0.9222 0.3200 0.1800 0.8000
ObsH 0.7575 0.5825 0.7568 0.8223 0.7250 0.8509 0.8046 0.7370 0.7557 0.6688 0.7851 0.8333
ExpH 0.7393 0.6367 0.7510 0.8133 0.7202 0.8399 0.7951 0.7440 0.7763 0.6268 0.8134 0.7068
MEC 0.4966 0.3883 0.5328 0.6253 0.4872 0.6760 0.5915 0.5423 0.5446 0.3814 0.6267 0.4644
MEP 0.4916 0.3372 0.5115 0.6239 0.4602 0.6750 0.5899 0.4996 0.5558 0.3243 0.6242 0.4388
PIC 0.6914 0.5835 0.7129 0.7850 0.6749 0.8183 0.7623 0.7135 0.7403 0.5762 0.7839 0.6576
PM 0.1237 0.1842 0.1012 0.6748 0.1296 0.0496 0.0755 0.0961 0.0831 0.1984 0.7739 0.1636
PD 0.8763 0.8152 0.8988 0.9325 0.8707 0.9504 0.9245 0.9039 0.9169 0.8016 0.9226 0.8364
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Abstract

Allele frequency data for the 15 STR systems and Amelogenine were determined in a population sample of healthy Mestizo
unrelated individuals. All loci met Hardy—Weinberg expectations and the high discrimination power of combined system
showed the forensic efficiency of these genetic markers. There is a lack of information on Ecuadorian population from a genetic
point of view and therefore no previous publications on the distribution of STRs on Mestizos is available. Mestizos are
descendents of Spanish and Amerindian people, however, significant differences were found between the former and the
populations from Spanish peninsula, that have been analyzed for these genetic markers.

© 2003 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Population sample: Whole blood was obtained in EDTA
vacutainers tubes by venipuncture from healthy unrelated
Mestizos born and living in Ecuador. Samples came from the
Paternity Test Bank of the Cruz Roja Ecuatoriana, Genetics
Laboratory [1].

N: 317 individuals.

DNA extraction: The DNA was extracted using Wizard
Genomic DNA Purification Kit System® (Promega Cor-
poration, Madison, WI, USA), and the quantity was esti-
mated by UV absorbance (Gene Quant Calculator©,
Pharmacia, Uppsala, Sweden).

PCR: Amplification was performed in a Techne Thermal
Cycler, model Genius® following the manufacturer’s reco-
mmendations [2].

Typing: By ABI Prism 310. Fragment size and allele
designation of different loci was determined by comparison
with allellic ladders distributed into the Power Plex™ 16 Sys-
tem Kit (Promega) [2]. The recommendations of the DNA

*Corresponding author. Tel.: +593-2-2584724.
E-mail address: fabriciogonzalez@usa.net (F. Gonzalez-Andrade).

Commission of the International Society of Forensic Haemo-
genetics for analysis of STRs systems were followed [3,4].

Results: See Tables 1 and 2.

Quality control: Proficiency testing of the GEP-ISFG
Working Group (http://www.gep-isfg.org).

Analyses of data: Evaluation of Hardy—Weinberg expec-
tations was carried out using the Exact-test and determina-
tion of further statistical parameters of forensic interest was
carried out by using the computer programme HWE-analy-
sis version 3.3 (Christoph Puers, Institute for Legal Medi-
cine, University of Miinster), as previously described [5].

Other remarks: This paper follows the guidelines for
publication data requested by the journal [6]. Ecuador is a
small South American country with almost 12 million
inhabitants comprised of three main ethnic groups: (a) urban
populations, usually dihybrid-Mestizos or trihybrid-Mesti-
z0s, (b) Amerindian natives, more than 100 multiethnic and
pluricultural groups, and (c) African-derived populations in
fairly isolated communities and descendants of slaves [7].
Mestizos are the most representative and largest group in our
country. They are descendants of Spanish (Caucasian) and

0379-0738/$ — see front matter © 2003 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Table 1
Allele distribution of 15 STR loci and Amelogenin in an population sample of Ecuadorian Mestizos (n = 317)

Allele D3S1358 THO1 D21S11 DI18S51 Penta E D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 CSFIPO Penta D VWA D8S1179 TPOX FGA
2.2 - - - - - - - - - - 0.004 - - - -

3.2 - - - - - - - - - - 0.002 - - - -

5 - - - - 0.033 - - - - - 0.002 - - - -

6 - 0.331 - - - - - - - - - - - - -

7 - 0.292 - - 0.071 0.125 - 0.002 - 0.004 0.006 - - - -

8 - 0.076 - - 0.027 0.002 0.080 0.067 0.017 0.002 0.016 - 0.008 0.558 -

9 - 0.092 - - 0.006 0.086 0.188 0.054 0.177 0.010 0.206 - 0.004 0.041 -

9.3 - 0.196 - - - - - - - - - - - - -

10 - 0.014 - 0.004 0.035 0.028 0.078 0.278 0.207 0.261 0.233 0.002 0.065 0.017 -

11 - - - 0.018 0.061 0.433 0.202 0.301 0.230 0.278 0.121 0.004 0.060 0.273 -

12 0.008 - - 0.073 0.188 0.241 0.237 0.264 0.262 0.357 0.162 0.002 0.212 0.112 -

13 0.004 - - 0.098 0.069 0.073 0.110 0.023 0.095 0.081 0.174 0.002 0.319 - -

14 0.057 - - 0.249 0.049 0.009 0.104 0.001 0.013 0.006 0.067 0.048 0.204 - -

15 0.457 - - 0.161 0.122 - 0.002 - - - 0.006 0.079 0.101 - -

16 0.270 - - 0.110 0.090 - - - - - - 0.379 0.026 - -

17 0.146 - - 0.139 0.063 - - - - - - 0.302 - - 0.009
18 0.049 - - 0.071 0.051 - - - - - - 0.143 - - 0.002
19 0.010 - - 0.027 0.031 - - - - - - 0.026 - - 0.006
19.2 - - - - - - - - - - - - - - 0.002
20 - - - 0.020 0.043 - - - - - - 0.009 - - 0.081
20.2 - - - - - - - - - - - - - - 0.002
21 - - - 0.020 0.037 - - - - - - 0.002 - - 0.103
22 - - - 0.006 0.016 - - - - - - - - - 0.105
222 - - - - - - - - - - - - - - 0.002
23 - - - 0.004 0.006 - - - - - - - - - 0.116
232 - - - - - - - - - - - - - - 0.007
24 - - - 0.002 - - - - - - - - - - 0.189
25 - - - - - - - - - - - - - - 0.191
252 - - - - - - - - - - - - - - 0.002
26 - - 0.002 - - - - - - - - - - - 0.072
27 - - 0.014 - - - - - - - - - - - 0.037
28 - - 0.069 - - - - - - - - - - - 0.002
29 - - 0.196 - - - - - - - - - - - 0.002
29.2 - - 0.004 - - - - - - - - - - - -

30 - - 0.246 - - - - - - - - - - - -
30.2 - - 0.026 - - - - - - - - - - - -

31 - - 0.077 - - - - - - - - - - - -
312 - - 0.149 - - - - - - - - - - - -

32 - - 0.006 - - - - - - - - - - - -
322 - - 0.149 - - - - - - - - - - - -
332 - - 0.052 - - - - - - - - - - - -
342 - - 0.004 - - - - - - - - - - - -

35 - - 0.004 - - - - - - - - - - - -
352 - - 0.002 - - - - - - - - - - - -
Exact-test  0.0062 0.4696 0.0916 0.0066 0.1148 0.1422 0.4094 0.0868 0.8828 0.0198 0.8664 0.2828 0.0546 0.3110 0.0278
7-test 0.0374 0.0396 0.1120 0.0312 0.2966 0.2890 0.2698 0.0458 0.9340 0.0026 0.8172 0.3272 0.1606 0.3586 0.0596
G-test 0.0092 0.6456 0.0690 0.0090 0.4610 0.2224 0.4110 0.1338 0.9090 0.0320 0.8040 0.4940 0.1252 0.3386 0.0342
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Table 2

Forensic value of the analysed systems expressed as various statistical parameters

STR locus MEC PIC P, D
D3S1358 0.4551 0.6458 0.1432 0.8568
HUMTHO1 0.5272 0.7125 0.1065 0.8935
D21S11 0.6871 0.8235 0.0469 0.9531
D18S51 0.7211 0.8442 0.0415 0.9585
Penta E 0.8215 0.9054 0.1759 0.9824
D5S818 0.5048 0.6878 0.1103 0.8897
D13S317 0.6652 0.8109 0.0526 0.9473
D75820 0.5272 0.7129 0.1042 0.8957
D16S539 0.5928 0.7634 0.0761 0.9239
CSF1PO 0.4689 0.6690 0.1262 0.8737
Penta D 0.6523 0.8043 0.0524 0.9476
HUMVWA 0.5118 0.6948 0.1164 0.8836
D8S1179 0.5994 0.7635 0.0726 0.9274
HUMTPOX 0.3481 0.5425 0.2270 0.7729
FGA 0.7509 0.8635 0.0306 0.9694

MEC: mean paternity exclusion chance; PIC: polymorphism information content; P,: probability of match; D: discrimination power.
Cumulative power of discrimination (PD) was 0.9999 and cumulative mean exclusion chance (MEC) was 0.9999.

Amerindian people. Amerindians were easily assimilated in
this new class by society. Sometimes, the union between a
conqueror and an Amerindian had political or religious
reasons: domination of a territory or conversion to Catholi-
cism [8]. Actually, Mestizos mostly live in urban regions.
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Genetic Profile of the Kichwas (Quichuas) from Ecuador by
Analysis of STR Loci

FABRICIO GONZALEZ-ANDRADE' AND DORA SANCHEZ-Q.!

Abstract Allele frequency data for the STR systems CSF1PO, TPOX,
THO1, D13S317, D16S539, D5S818, and D7S820 were determined in a pop-
ulation sample of unrelated, healthy Amerindian Kichwa individuals. All
loci met Hardy—Weinberg expectations, and there was no evidence for asso-
ciation of alleles among the seven loci.

Ecuador has three main ethnic groups: Caucasian mestizos, Amerindian natives
(more than 100 multiethnic and pluricultural groups), and descendants of African
slaves (Sanchez 1998). During the last five centuries, three or more diverse popu-
lations came into contact, interacted, and mixed. They are, in chronological
order, Amerindians (a fairly homogeneous Asian-derived group), Europeans
(mostly Spanish), and Africans (who were brought to Latin America as slaves)
(Séns 2000). Amerindian populations of the Andes are classically divided into
two linguistics groups: Quechua and Aymara speakers (Rodriguez-Delfin et al.
2001). Quechua, with an e, is the language spoken today by the descendants of
Incas, especially in Peru and Bolivia (Gené et al. 1998, 2000). But this is not a
reality in Ecuador, because most of the indigenous people speak Quichua
(Kichwa), with an i, which is an anthropological language variation, derived from
the admixture process after the Inca period (SIDENPE 2003).

The Kichwa (the ancestral name) or Quichua (a name derived from the
mixture of natives and Spanish) population has almost 3 million inhabitants (20%
of the total Ecuadoran population). They are the most representative Amerindian
group in Ecuador. Most of them live in the mountains, in the Andean region,
from Carchi province in the north to Loja province in the south. Some of them
are distributed in the Amazonia region, in the provinces of Pastaza, Napo, Su-
cumbios, and Orellana (Figure 1). They number approximately 70,000 persons
and speak a Kichwa language distinguishable from highlands Quichua dialects
(CODENPE 2003). Everyone speaks Spanish as a second language.

IService of Molecular Genetics, Metropolitan Hospital, Quito, Ecuador.

Human Biology, October 2004, v. 76, no. 5, pp. 000—-000.
Copyright © 2004 Wayne State University Press, Detroit, Michigan 48201-1309
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Figure 1.  Location of Kichwas in Ecuador.

Mestizos are the most representative and largest group in Ecuador. They
are descendants of Spanish (Caucasian) and Amerindian peoples. This is a new
hybrid group, like Mulatos, who are a mixture of Caucasians and blacks, or Zam-
bos, who are a mixture of Amerindians and blacks. These three groups some-
times appear differentiated in censuses and had different legal rights in the past
(Gonzalez-Andrade et al. 2003b). Amerindians were easily assimilated in this
new class into the society. Sometimes the union between a conqueror and an
Amerindian had political or religious reasons: the domination of a territory or
the conversion to Catholicism. Actually, Mestizos mostly live in urban regions.
We think that different degrees of genetic admixture, mainly with Amerindians,
also exist. This situation has several variations in the cities of the Andes and the
cities of the Pacific coast (Gonzalez-Andrade et al. 2002).

The State of Ecuador has recognized different indigenous nationalities,
each with their own identity and language, as shown in Table 1. Ethnicity means
cultural practices and moral values that distinguish groups and communities. In-
dividuals from different ethnic groups see themselves as different from other
social and native groups. This concept has two dimensions: cultural and social
characteristics (language, religion, faith, location, etc.) and a sense of shared
identity and tradition.

Indigenous nationality means a joining of thousand-year-old peoples be-
fore the Ecuadoran state was established. Indigenous nationals share a historical
identity, language, and culture, live in a certain territory, have their own institu-
tions and traditional forms of social, economic, and political organization, and
practice their own authority.

Kichwa nationality is a product of several groups who are culturally differ-
ent but have the same language, such as the Karanki, Natabuela, Otavalo, Kay-
ambi, Kitu-kara, Panzaleo, Chibuleo, Kichwa del Tungurahua, Salasaka, Puruha,
Kafiari, and Saraguro.

Few genetic studies have been carried out in Ecuadoran native populations,
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Table 1. Indigenous Nationalities of Ecuador

Population Neighboring
(Approximate Country
Number of with Similar
Name Language People) Location Group
Awi Awapit 900-1,000 Along Mira and San Colombia
Juan rivers in Carchi
and Esmeraldas
provinces
Secoya Paicoca 200 Along the Shushufindi, Peru
Aguarico, and Cuyabeno
rivers
Huaoroani Hao Tiriro 2,000 Between the Napo River None
(Aucas) in the north and the
Curaray River
in the south
Epera Sia Pedee 200 In Esmeraldas province, Colombia
(Wamuna around Borbdn, San
or Epena) Francisco, and Tablillo
Siona Paicoca 400 secoyas Along the Shushufindi, Colombia
(Ankuteres Aguarico, and Cuyabeno
and Piojes) rivers
A’i Cofan A’ingae 500 Along the upper Aguarico Colombia
River and the Guantes
and San Miguel rivers, and
on the Ecuadorian-
Colombian border
Shiwiar Shiwar 600 In Pastaza province, along Peru
Chicham the Corrientes River
Zapara Zapara 150 Along the Conambo, Peru
Pindoyaco, and Curaray
rivers
Kichwa Kichwa 3,000,000 In the highlands from Carchi Peru
in the Andean  province in the north to Loja
region; 70,000  province in the south; in
in Amazonia Amazonia, in Pastaza, Napo,
Sucumbios, and Orellana
provinces
Chachi Cha’palaa 4,000 In Esmeraldas province, along None
(Cayapas) the Cayapas, Santiago, Dabable,
and Rosario rivers.
Tsa’Chila Tsa’fiqui 2,000 In Santo Domingo de los None
(Colorados) Colorados
Shuar Shuar 70,000 In Zamora Chinchipe and Peru
Chicham Morona Santiago provinces
Achuar Achuar 3,000 In Pastaza and Morona Santiago  Peru
Chicham
Afro-Ecuadorans  Spanish 500,000 In Esmeraldas and Carchi None

provinces

Sources: CODENPE (2003) and our data.
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Table 2. Previous Genetic Studies in Ecuadoran Populations

Genetic Number of

Marker Individuals
Group Studied Analyzed Analyzed Reference
Chachi (Cayapas) HLA class IT 100 Titus-Trachtenberg et al. (1994)
Chachi (Cayapas) HLA class IT 100 Trachtenberg et al. (1995)
Chachi (Cayapas) HLA*DQAI 40 Zimmerman et al. (1995)
Chachi (Cayapas) HLA class I (B) 13 Garber et al. (1995)
Huaoranis HLA*DRBI 6 Blagitko et al. (1997)
Chachi (Cayapas) mtDNA 204 Rickards et al. (1999)
African descendants ~ Blood subgroups 255 Martinez-Labarga et al. (1999)

and serum markers

Mestizo population STRs (CSF1PO, 400 Gonzélez-Andrade et al. (2003b)

TPOX, THO1, F13A01,
VWA, D13S317,
D16S539, D5S818,
D7S820, LPL,
HPRTB, F13B)

Black population STRs (CSF1PO, 104 Gonzalez-Andrade et al. (2003a)
TPOX, THOI1,
FI13A01, VWA,
D13S317, D16S539,
D5S818, D7S820,
LPL, HPRTB, F13B)

as shown in Table 2. Extensive work may be required in this field to demonstrate
the different genetic admixture processes between original individuals. Some
groups, such as the Cayapas, have been studied principally. There is a general
lack of information on the Ecuadoran population from a genetic point of view,
and no previous publications on the distribution of short tandem repeats (STRs)
are available.

In this paper we report the allele frequency distribution of seven STR loci
that have proven to be extremely useful for forensic casework, human identifica-
tion, and population genetics—CSF1PO, TPOX, THO1, D13S317, D5S818,
D16S539, and D7S820—in a population sample of Amerindian Kichwas (Qui-
chuas) from Ecuador.

Materials and Methods

Population Sample.  Whole blood was obtained by venipuncture into vacu-
tainer tubes containing EDTA. The subjects were healthy, unrelated Kichwas, of
both sexes, who had been born and who now live in the highlands of Ecuador.
The number of chromosomes analyzed was 150.

DNA Extraction. DNA was extracted using the Wizard Genomic DNA Puri-
fication Kit System (Promega Corp. 1998), and the quantity was estimated by
ultraviolet absorbance (Gene Quant Calculator, Pharmacia, Uppsala, Sweden).
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Typing.  The multiplex analysis of CSF1PO, TPOX, and THO1 was performed
using the CTT Multiplex System kit, and the analysis of D13S317, D5S818,
D16S539, and D7S820 was performed using the Gamma STR Multiplex System
(Promega Corp. 1998), following the manufacturer’s recommendations in both
cases.

Amplification using the PCR was performed in a Techne Thermal Cycler,
model Genius, following the manufacturer’s recommendations. The PCR prod-
ucts were typed by vertical electrophoresis on 0.40-mm-thick 4% denaturing
polyacrylamide gels (19:1 acrylamide:bisacrylamide, 7 M urea) with silver stain-
ing. Electrophoresis was carried out in a Gibco BRL Sequencing System, model
SA (Gibco, United States) at 200 V for 1 min, followed by 200 V for 2 min at
the end, at a fixed temperature of 50°C. {AU: Q2} The recommendations of the
DNA Commission of the International Society for Forensic Haemogenetics for
analysis of STR systems were followed (Bér et al. 1997; ISFG 1992).

Analyses of Data.  Evaluation of Hardy—Weinberg expectations was carried
out using the exact test, and determination of further statistical parameters of
forensic interest was carried out by using the computer program HWE-Analysis,
version 3.3 (Christoph Puers, Institute for Legal Medicine, University of Miin-
ster), as previously described (Martinez-Jarreta et al. 1999; Gonzdlez-Andrade et
al. 2002).

Results and Discussion

The distributions of observed allele frequencies for the seven loci
(CSF1PO, TPOX, THO1, D13S317, D5S818, D16S539, and D7S820) and the
results of the different analytical procedures for testing the correspondence of
the genotype frequencies with Hardy—Weinberg expectations are summarized in
Table 3. This table shows the forensic value of the analyzed systems expressed
as various statistical parameters.

All loci met Hardy—Weinberg expectations, and there was no evidence of
association of alleles among the seven loci. The forensic efficiency parameters
revealed the high forensic efficiency of the seven STR loci analyzed. The data
presented in this study will allow the calculation of matching probabilities in
forensic casework if Ecuadoran Kichwa individuals are considered as a source of
DNA evidence.

Some forensic values of interest were calculated. The cumulative power of
discrimination was calculated to be 0.68212, and the cumulative mean exclusion
chance was 0.99627. Statistical parameters of genetic variability, such as hetero-
zygosity and the number of alleles, were also calculated. The heterozygosity
ranged from 0.5800 to 0.8235. The number of alleles observed ranged from
S5to7.

In Ecuador, ethnic differences have been associated with differences in
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Table 3. Genetic Distribution of Seven STR Loci in the Kichwa Population

CSFIPO TPOX THOI DI138317 DI165§539 D5S818  D75820

Allele (m=150) (n=150) (n=150) (n=102) (n=104) (n=95) (n = 104)
6 - - 0.4800 - - - -

7 - - 0.3200 - - 0.1110 -

8 0.0030 0.5130 0.0070 0.0690 0.0140 - 0.0050
9 0.0070 - 0.0230 0.2450 0.1920 0.1160 0.0029
9.3 - - 0.1330 - - - -

10 0.3130 0.0030 0.1230 0.1570 02930  0.0420 0.2600
11 0.2930 0.3600 0.0370 0.0930 0.2640 0.5740 0.3700
12 0.3130 0.1230 - 0.1720 0.1830 0.1320 0.2880
13 0.0570 0.0030 - 0.1760 0.0480 0.0260 0.0480
14 0.0130 - - 0.0880 0.0050 - -

X 0.3744 0.8728 0.2032 0.9518 0.6680 0.8948 0.7000
G test 0.3408 0.9080 0.5280 0.9366 0.5464 0.9486 0.1956
Exact test 0.4956 0.8192 0.3928 0.8956 0.4214 0.9548 0.1090
Observed 0.7333 0.5800 0.6400 0.8235 0.7308 0.6421 0.6442
heterozygosity

Expected 0.7165 0.5936 0.6497 0.8377 0.7749 0.6288 0.7126
heterozygosity

Mean 0.4552 0.3065 0.3876 0.66663  0.55157 0.41383  0.45228
exclusion

chance

Mean 0.4543 0.2833 0.3547 0.67073  0.55331 0.32687  0.44803
exclusion

probability

Polymorphism  0.6591 0.5114 0.5871 0.81208 0.73358 0.59417  0.65486
information

content

Probability 0.1401 0.2462 0.1906 0.05498 0.09578  0.17429  0.14127
of match

Power of 0.8599 0.7538 0.8094 0.94502 0.90422  0.82571  0.85873
discrimination

Minimal allele ~ 0.0184 0.0167 0.0173 0.0284 0.0260 0.0268 0.0254
frequency

Number of random shuffles performed: 5,000.

power and wealth; ethnic groups are discriminated against. There has not been a
complete census of all ethnic nationalities and groups. Only maternal language
has been considered as a tool to mark differences between native groups in Ecua-
dor. Genetics should be a most efficient tool to establish a real biological history
of Ecuadoran populations.

Kichwa nationality appears to be due to a process of quichuization of sev-
eral peoples who had their own characteristics. This nationality arose from con-
tacts between ethnic groups in the pre-Inca period, and they adopted a Quichua-
like maternal language. Quichua was the Inca language.

Kichwas live near the Andean region, which has ecological features of the
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paramo region. They adopted a micro vertical system of production, character-
ized by cultivation in microclimatic areas. In their political organization the cur-
aca or cacique was the most important authority. Commercial interchanges
facilitated the movement of language. The mindalas transport exotic products,
cultural manifestations, and rituals into neighboring zones and even farther in a
synergy of peoples and populations.

Inca invasion produced cultural changes in original peoples, but they did
not suffer a rupture of their structure; they adopted a new way of production.
During the conquest period the original peoples experienced a strong rupture of
ancestral societies, with an imposition of Spanish language. Quichuas survived
this period, and they call their language Kichwa, an ancestral and millenarian
name, a product of a mixture of aboriginal language, pre-Inca language, and
Quichua from Incas.

The information summarized in this report allows further comparison be-
tween worldwide populations and may also provide data for statistical evaluation
in some areas such as forensics.

Received 13 August 2003; revision received 12 April 2004.
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Abstract. Allele frequency data for the 15 STR systems, Amelogenine and 12 STRs from
chromosome Y were determined in a population sample of healthy Amerinidian Huaorani individuals.
All loci met Hardy-Weinberg expectations and the high discrimination power of the combined system
showed the forensic efficiency of these genetic markers.

Keywords: Ecuador; STRs; Forensic Genetics; Amerinidian Huaoranis; Population genetics

1. Introduction

Huaorani Population, are last nomad tribe of hunters-collectors from Ecuador. They speak
Huao Tiriro and no similar language exists from the linguistic point of view. They live in
small communities, some of them without any contact with western society, such as the
Tagaeri and Taromenane. Traditionally, the basic social unit is the “nanicabo”, formed by 6
to 10 families living under the same roof. There are currently only 2,000 individuals left in
716,000 hectares, in dispersed communities in the Amazonia region. They are also called
Aucas and Jibaros. They shrink heads (CODENPE, 2003).

2. Material and Methods

Population Sample : Whole blood was obtained in EDTA Vacutainer tubes by venipuncture
from healthy unrelated Amerindian Huaoranis born and living in Ecuador. We collected all
samples within a period of six months. N: 37 Huaoranis. DNA extraction: DNA was
extracted using Wizard Genomic DNA Purification Kit System®, and the quantity was
estimated by UV absorbance. PCR: Amplification was performed in a Genius® model
Techne Thermal Cycler. Typing: By ABI Prism 310. Fragment size and allele designation of

*
Fabricio Gonzalez-Andrade, MD. Tel: +593-2269354. Fax: +593-2269354.
E-mail address: fabriciogonzaleza@yahoo.es



different loci was determined by comparison with allellic ladders distributed into the
PowerPlex 16 (Promega) kit. The recommendations of the DNA Commission of the
International Society of Forensic Haemogenetics for analysis of STRs systems were
followed. Quality control: GEP-ISFG Working Group (http://www.gep-isfg.org) proficiency
testing. Data Analysis: Evaluation of Hardy-Weinberg expectations was carried out using
statistical parameters of forensic interest, as previously described (Gonzdlez-Andrade F,
2002, 2003).

3. Results and Discussion

Table 1 show Y chromosome haplotypes found, and Table 2 shows allelic frequencies of
autosomic STRs. Cumulative power of discrimination (PD) of autosomic STRs was 0.9999
and cumulative mean exclusion chance (MEC) was 0.999625.

Table 1. Y-Chromosome haplotypes founded.

Huaoranis
H N ¥q DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 385a 385b 3891 38911 390 391 392 393 437 438 439
hl1 1 0.166667 13 14 19 12 30 25 10 14 14 15 11 12
h2 1 0.166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 13
h3 1 0.166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 11
h4 1 0.166667 13 15 15 13 28 23 10 14 13 14 11 10
h5 1 0.166667 14 14 16 12 30 23 10 15 12 14 12 12
h6 1 0.166667 14 14 16 13 30 23 10 15 13 14 12 12
Statistical parameters | N | k | Hd | [ \
Huaoranis 6 6]1 5.8743.26 | 0.55+0.53

N, sample size; k, number of different haplotypes; Hd, haplotype diversity; [}, average pairwise differences
between haplotypes; V, average repeat size variance. P min: allelic frequency minimum, MEC: Mean paternity
exclusion chance; PIC: Polymorphism information content; Pm: Probability of match; PD: Discrimination power;
Obs H: observed heterocigocty; Exp H: expected heterocigocity; FIS: inbreeding coefficient
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Table 2. Allele distribution of 15 STR loci and Amelogenin in a Population sample of Huaoranies (n = 37)

Allele THO1 CSF1PO TPOX VWA D13S317 D3S1358 D5S818 D7S5820 D21S11 D18S51 PENTAE | D16S539 | PENTAD | D8S1179 FGA
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.027 0 0
6 0.4459 0 0 0.0135 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0.4865 0 0 0 0 0 0.2973 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0.0135 0.0135 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0135 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0.0135 0.0135 0 0 0.027 0.3784 0.4595 0 0
9.3 0.0676 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0.1486 0 0 0.0811 0 0 0 0 0 0 0.4324 0.3919 0.0135 0
11 0 0.1622 0.2703 0 0.0135 0 0.2973 0.3919 0 0 0 0.0676 0.0541 0 0
12 0 0.6351 0.7162 0 0.1351 0 0.2297 0.5541 0 0.3243 0.0405 0.027 0 0.0811 0
13 0 0.0135 0 0 0.2703 0 0.1622 0 0 0.1622 0.1757 0.0135 0.0676 0.1216 0
14 0 0.0270 0 0 0.5 0 0 0.0405 0 0.0135 0 0.0676 0 0.4865 0
15 0 0 0 0.1351 0 0.6486 0 0 0 0.1486 0.4865 0 0 0.0946 0
16 0 0 0 0.6486 0 0.3378 0 0 0 0.0135 0 0 0 0.2027 0
17 0 0 0 0.1892 0 0.0135 0 0 0 0.1216 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2162 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0.0135 0 0 0 0 0 0 0.1216 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1486 0 0 0 0.1351
21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0135
22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0135
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1351
24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.3514
25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1757
26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1757
29 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1351 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2432 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0 0 0 0.1081 0 0 0 0 0 0
31.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2027 0 0 0 0 0 0
322 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2162 0 0 0 0 0 0
332 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0946 0 0 0 0 0 0
X test 0.72062 0.98083 0.00009 0.91865 0.82901 0.81171 0.00001 0.74809 0.999939 0.28775 0.161700 0.52169 0.0001 0.9377 0.85807
P min 0.09292 0.09106 0.10785 0.10379 0.10786 0.08926 0.08749 0.09817 0.08926 0.09817 0.09817 | 0.09488 0.08749 0.08749 0.08393
MEC 0.47233 0.19117 0.57406 0.58081 0.62797 0.35735 0.29440 0.47039 0.24871 0.40178 0.50075 | 0.40407 0.26258 0.32335 0.17544
PIC 0.65676 0.36882 0.74640 0.75277 0.78751 0.55614 0.47777 0.65476 0.44157 0.59899 0.69752 | 0.59992 0.46180 0.50597 0.33863
Pm 0.14976 0.43898 0.11615 0.10007 0.09863 0.21400 0.29003 0.14095 0.30021 0.22863 0.11617 ] 0.17601 0.27533 0.27093 0.40972
PD 0.85024 0.56102 0.88385 0.89993 0.90137 0.78600 0.70997 0.85905 0.69979 0.77137 0.88383 | 0.82399 0.72467 0.72907 0.59028
Obs H 0.62160 0.56750 0.91890 0.86480 0.91900 0.51360 0.45940 0.75670 0.51350 0.75670 0.75680 | 0.67550 0.45940 0.45930 0.35130
Exp H 0.69320 0.46502 0.77790 0.78454 0.81413 0.62704 0.52490 0.69173 0.53756 0.65192 0.74397 | 0.65961 0.55992 0.54716 0.41381
FIS 0.115418 -0.20386 -0.16528 -0.08739 -0.11354 0.19199 0.13662 -0.07913 0.05767 -0.14502 -0.00349 |-0.01025 0.19061 0.17192 0.16253
Allele PENTA E D3S1358 FGA D18S51 D21S11 PENTA D VWA D8S1179 D7S820 D13S317 D5S818 D16S539 | THO1 CSF1PO TPOX
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Abstract. Twelve Y-specific STR loci were studied in three ethnic groups from Ecuador: Mestizos, Amerindian
Kichwas (Quichuas) and Blacks Afroamericans. Ethnicity means cultural practices and moral values to distinguish
groups and communities. Individuals from ethnic group see themselves like different to others social and native
groups. In this paper, we report haplotype and allele frequency distribution of these twelve Y-chromosome STR were
estimated. Observed haplotype diversities are in range between 0.997 to 0.999. Y chromosome have proven to be
extremely useful for forensic casework, human identification and population genetics.

Keywords: Y-Chromosome STRs, Y-haplotypes, Population databases, Mestizos, Kichwas, Blacks, Ecuador

Population Sample: whole blood was obtained in EDTA vacutainers tubes by venipuncture from healthy
unrelated mestizo, kichwa and black populations, born and living in Ecuador. N= 102 individuals for each
ethnic group analyzed

DNA extraction: DNA was extracted using Wizard™ system (Promega, USA), and the quantity was
estimated by UV absorvance. PCR: Amplification was performed in a Techne thermalcycler, model
Genius® and Perkin Elmer 9600 termalcycler, following the manufacturer’s recommendations for the
reactives. Typing: The 11 Y-chromosome STRs in the Power Plex-Y™ kit were typed with an ABI
Prism 310 automated sequencer. Fragment size and allele designation of different loci was determined by
comparison with allelic ladders distributed with the kit (Promega, USA). The recommendations of the
DNA Commission of the International Society of Forensic Haemogenetics for analysis of STRs systems
were followed (Biér et al, 1997; ISFG, 1992; Gill P et al, 2001). We also used the experience of our team
((Gonzélez F et al, 2002, 2003, 2005). Quality control: proficiency testing of the GEP-ISFG Working
Group (http://www.gep-isfg.org). Analyses of data: gene diversity at each locus, the number of
haplotypes, and haplotype diversity were calculated using a program developed by Chakraborty and Lee
(http://cgi.uc.edu/download/haplo). Linkage disequilibria tests were performed using the same program,
with 5000 permutations, is based on the Fisher exact test on contingency tables. DYS385 locus treated as
a single locus for allele frequency estimates (Budowle B, et al, in press). Gene diversity, the diversity
estimates for each of the DYS385 loci were calculated by arbitrarily assigning the smaller size allele to
the DYS385a locus. This paper follows the guidelines for publication data requested by the journal.

Other rematks: Most important ethnics groups from Ecuador are Mestizos, Amerindian Kichwas
(Quichuas) and Blacks Afroamericans. Mestizos are the most representative and largest group in our
country (CODENPE-SIISE, 2002). They are descendents of Spanish (Caucasian) and Amerindian people.
Mostly they live in urban regions. We think that exist different degrees of genetic admixture, mainly with
Amerindians, too (Sans M, 2002). This situation have several variations towards the cities of the Andes
and the cities of Pacific coast Kichwa (ancestral name) or Quichua (a mixture of native and Spanish
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derived name) population are almost three million inhabitants (20% of total). They are most representative
Amerindian group in Ecuador. Most of them live in the mountains, in the Andean region, from Carchi
province, on the north, until Loja province, on the South. Some of them are distributed on the Amazonia
region, on provinces of Pastaza, Napo, Sucumbios and Orellana. There, they are approximately 70.000
persons, and speak kichwa language distinguishable from highlands Quichua dialects (Gonzdlez-Andrade
F et al, 2004). Everybody have the Spanish like a second language (Véasquez L, Saltos N, 2003). Black
populations from Ecuador are descendents of African slaves. They live in two major regions, in Andean
region on Valle del Chota, and in the coast, in Esmeraldas province. It is possible, that they come from
Colombia and Africa, on slaves ships in 1533 (Vdsquez L, Saltos N, 2003). There are 500.000 individuals
around the country. They speak Spanish and preserve African traditions like music, dance, religion and
ancestral practices. Blacks are an ethnic group formed by Blacks Communities, characterised for an
afroecuadorian ascending, a same history, with similar cultural manifestations between themselves and a
conscient identity. Actually, mostly of them live in rural regions and work in agricultural activities.

Comparison of populations

Haplotype sharing within Ecuador: Seven different haplotypes were shared between Kichwas and
Mestizos, one between Mestizos and Afroecuadorians, and one between Kichwas, Afroecuadorians, and
Mestizos. The latter happens to be the most frequent haplotype in Europeans, and particularly in Spanish.
The total number of different haplotypes is 271. See table 4.

Minimum haplotype sharing with global populations: Minimum haplotypes (i.e., DYS19-3891-3891I-
390-391-392-393-385) have been defined for forensic practice and such haplotypes from global
populations are stored in the YHRD (Y-chromosome haplotype reference database; http://www.yhrd.org).
Minimum haplotypes in the Ecuadorian populations were searched for in the YHRD (release 16); that
release contained minimum haplotypes for 32,196 chromosomes from 271 world populations. Perfect
matches were counted; for haplotypes without matches, one-step neighbours were considered (that is,
haplotypes being different by one repeat only at one locus). No haplotype showed matches to more than
one continental group. A match or a one-step neighbour could not be found for over half of the Kichwa
haplotypes. It is also remarkable that only five matches were found with other Native American
populations, but 26 haplotypes had one-step neighbours. These two facts can be explained by two non-
mutually exclusive phenomena: the higher interpopulation differentiation among Amerindians (Salzano,
2002), and the under-representation of these populations in the database (six as compared to 201
European populations). This makes more likely that the no-match chromosomes (which, a priori, could
have any population origin) would be of Native American origin. Overall, the number of matches with
Europe is striking. This method would be more sensitive to European admixture, since Europe (and Spain
in particular) is overrepresented in YHRD. However, perfect or near-perfect matches in Europe were
found for 14% of Kichwa Y chromosomes, 67% of Mestizos, and 27% of Afroecuadorians. See table 5.

Results and Discussion

Allele frecuencies at each STR are shown in Table 1. Most frecuently haplotypes are in Table 2. We
show haplotype information in table 3. Observed haplotype diversities are in range between 0.997 to
0.999.

Table 1. Allele frequencies and gene diversities of Ecuadorian populations

. Mestizos  Kichwas Amerindian Blacks .
Genetic marker (n=102) (n =102) Afroamericans
(n=102)
DYS 19
12 0,01961 0,02941 0,17647
13 0,32353 0,60784 0,20588
14 0,45098 0,21569 0,31373
15 0,16667 0,09804 0,14706
16 0,03922 0,03922 0,15686
18 0,00980

Gene diversity 0.668802  0,577558 0.789555



Gene diversity
DYS 385 b

Gene diversity
DYS 3891

Gene diversity
DYS 389 11

DYS 390

Gene diversity
DYS 391

Gene diversity
DYS 392
10

0,00490
0,18137
0,09314
0,10294
0,25980
0,08824
0,06863
0,10784
0,04412
0,03431
0,00980
0,00490
0.767230

0,00490
0,18137
0,09314
0,10294
0,25980
0,08824
0,06863
0,10784
0,04412
0,03431
0,00980
0,00490
0.767230

0,15686
0,60784
0,22549
0,00980
0.560474

0,01961
0,78430
0,38235
0,36275
0,10784
0,04902
0.708600

0,01961
0,05882
0,21569
0,60784
0,0984

0.576199

0,02941
0,53922
0,37255
0,04902
0.00980
0,57274

0,01961

0,00980

0,02941
0,07843
0,04902
0,27451
0,20098
0,08824
0,09804
0,05882
0,07843
0,02451
0,00980
0,860610

0,00980

0,02941
0,07843
0,04902
0,27451
0,20098
0,08824
0,09804
0,05882
0,07843
0,02451
0,00980
0,860610

0,18627
0,60784
0,20588

0,558921

0,04902
0,24510
0,35294
0,28431
0,06831
0,734615

0,00980
0,03922
0,20588
0,57843
0,16667

0.599495
0,10784
0,61765
0,26471
0,00980

0,542031

0,00490
0,07353
0,0341
0,04412
0,13235
0,15686
0,18137
0,18627
0,11765
0,04412
0,01961
0,00490
0.839643

0,00490
0,07353
0,0341
0,04412
0,13235
0,15686
0,18137
0,18627
0,11765
0,04412
0,01961
0,00490
0.839643

0,12745
0,63725
0,23529

0.527470

0,07843
0,16667
0,41176
0,30392
0,03922
0.709571

0,00980
0,41176
0.09804
0,12745
0,24510
0,09804
0,00980
0.741992

0,03922
0,65686
0,28431

0,01961
0.490584



DYS 393

DYS 437

Gene diversity
DYS 438

Gene diversity
DYS 439

Gene diversity

Mestizos
DYS DYS
H N Fo Yy 385,
h1 2 0.01% 16 12
h2 2 0.01% 12 15
h3 2 0.01% 14 11
Kichwas Amerindians
DYS DYS
H N Fa g 3854
h1 2 0.01% 14 15
h2 2 0.0196 15 14
h3 2 0.01% 15 14
h4 2 0019 16 19
h5 2 0.0196 13 15
hé6 2 0.0196 14 14
h7 3 0.0294 13 14
h8 2 0.0196 14 12
h9 2 0.0196 15 9

0,24510
0,01961
0,47059
0,20588
0,03922

0.680450

0,00980
0,11765
0,71569
0,13725
0,01965
0.459134

0,06863
0,57843
0,31373
0,03922

0.566298

0,12745
0,21569
0,19608
0,45098
0,00980
0.702194

0,00980
0,01961
0,29412
0,49020
0,16667
0,00980
0,00980
0.651136

0,06863
0,02941
0,18627
0,52941
0,13725
0,01961
0,0980
0,01961
0,666278

0,00980
0,00980
0,72549
0,21569
0,03922
0,429625

0,00980
0,82353
0,12745
0,03922

0,306931

0,09800
0,04902
0,09804
0,70588
0,13725

0,475442
0,02941
0,31373
0,51961
0,12745
0,00980

0,620462

DYS DYS Inggs
385b 3891
18
15 13 29
17 13 30
14 13 29
DYS DYS I;ggs
385b 3891
1
17 13 31
14 12 31
15 13 29
19 13 30
16 13 29
20 13 29
14 13 30
14 12 29
21 14 30

DYS
390

23
23
24

DYS
390

25
24

25
24

24
24
24

DYS
391

10
10
11

DYS
391

10
10

10
10

10
11
11

0,64706
0,04902
0,17647
0,10784
0,01961

0.541060

0,00980
0,05882
0,51961
0,25490
0,15686

0.643176

0,04902
0,70588
0,18627
0,03922
0,01961
0.467288

0,02941
0,19610
0,14706
0,55882
0,24510

0.610755
0,03922
0,32353

0,50980
0,12745

0.623762

DYS DYS
392 393
11 12
14 13
14 13
DYS DYS
392 393
14 13
18 13
14 13
13 14
14 13
15 14
13 13
13 13
12 13

DYS
438

Table 2. Haplotypes found in more than two individuals. Haplotypes occurring more than once, highest
haplotype frequency (observed 1 times) =3 (0.0294)



h10 2  0.0196 13 19 19 14 31 24 11 14 13 14 11 12
Blacks

0.0196 17 17 18 14 30 21 11 11 14 11 11 14
0.0196 14 11 14 13 28 24 13 13 13 12 12 15

H N Fq DYS DYS DYS DYS I;;(E'S DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS
19 385a 385b 3891 I 390 391 392 393 437 438 439
h1 2 0.019 13 13 14 13 30 24 9 11 13 10 10 14
h2 2 0.019% 15 16 15 12 28 23 10 12 15 10 11 14
h3 2 0.019% 15 16 17 13 30 21 10 11 15 11 12 13
h4 2 0.019 16 15 18 13 30 21 10 11 14 11 12 14
hs5 2 0.019 15 15 17 13 31 21 10 11 13 11 12 14
h6 2 0.019 15 17 18 13 31 21 10 11 15 11 12 14
h7 3 0.0294 14 11 18 13 29 23 10 13 13 12 13 15
h8 2 0.019 17 16 18 13 30 21 10 11 15 12 13 14
h9 2 0.019% 15 15 16 14 31 21 10 11 13 11 11 14
h10 2  0.0196 14 11 14 13 29 25 11 13 13 12 12 15
H11 3 0.0294 15 16 17 13 31 21 11 11 13 11 12 14
2
2

Table 3. Haplotype information on twelve Y STR loci in Ecuadorian populations

Mestizos Kichwas- amerindians Blacks —afroamericans
Sample size 102 102 102
Number of unique haplotypes 99 91 89
Haplotype diversity 0.999418 0.997670 0.997476
Random match probability 0.000582 0.002330 0.002524
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Abstract. Three main ethnic groups live in the south American country of Ecuador: Mestizos, Amerindian natives
and African-derived populations, or Afroecuadorians. Mestizos and Afroecuadorians can be considered, as is the case
with equivalent populations in other Latin American countries, tri-hybrid populations containing genes originating in
America, Europe, and Africa. The proportion and the dynamics of the admixture process remain unknown. However,
a certain sex- asymmetry of the admixture process should be expected due to historical reasons. We have typed 11 Y-
chromosomal STRs (short tandem repeats) in these three ethnic groups with a two-fold purpose: to provide adequate
allele and haplotype frequencies for forensic genetic purposes, and to quantify the admixture proportions in male
lineages. Additionally, a dataset of 15 autosomal STRs in the same samples was reanalyzed with the same purpose.
The contributions to Mestizo Y-chromosomes were estimated as ~70% European, ~28% Amerindian, ~2% African,
while, in autosomes, they were respectively ~19%, ~73%, and ~8%, which outlines the sexual asymmetry in mating,
with Europeans contributing mostly males. The European Y chromosome haplotypes in the Mestizos were very
similar to those in Spain. Moreover, ~10% of European Y chromosomes were found in the Amerindian Kichwa. As
for Afroecuadorians, their contributions on the male line are ~44% African, ~31% European, ~15% Native American;
the latter is the highest percentage described so far for an Afroamerican group. Autosomal admixture was estimated
as ~56% African, ~16% European, and ~28% Amerindian.

Keywords: Kichwas, Afroamericans, Mestizos, Ecuador, Y-chromosome STRs, Genetic admixture

1. Introduction

Three main ethnic groups live in Ecuador: Mestizos, Amerindian natives, and Afroecuadorians.
Mestizos are the most numerous group, with 8,000,000 (or 60% of the total population); they are the
Spanish-speaker descendants of Europeans (mostly Spanish) and Amerindian natives. The proportion and
the dynamics of the processes that caused this admixture of populations remain unknown.

A number of different Amerindian native populations retain their culture, language, and distinct
identity in Ecuador. Of those, the most numerous by far are the Kichwa (often spelt Quichua), which
number ~3,000,000. The Kichwa language is the result of the absortion of local populations into the
former Inca empire (the related, but different, language spoken by the descendants of the Inca in the core
Inca regions of Perud and Bolivia is called Quechua). The Kichwa live mostly in the Andes highlands, but
some are found in the Amazonia region (Maya 2000; Vasquez et al., 2003) . Both between highland and
plain and within the highlands, a considerable cultural and dialectal variation exists. Finally, half a million
Ecuadorians descend from African slaves and retain distinct phenotypical features, as well as African
cultural traits such as music, dance, and religion. They live in rural areas in two separate provinces, in the
Valle del Chota (in the Andes), and in the coastal Esmeraldas province (Maya 2000; Vasquez et al., 2003).
The extent to which they have absorbed European and Native Amerindian gene contributions remains
uncharacterized.
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We have typed 11 Y-chromosomal STRs (short tandem repeats) in these three ethnic groups with
a two-fold purpose: to provide adequate allele and haplotype frequencies for forensic genetic purposes,
and to genetically characterize the three groups. Large genetic differences are expected among Kichwa,
Mestizos, and Afroecuadorians, and, accordingly, separate population databases should be used in forensic
casework. We have typed the currently most used and best standardized Y-chromosome STRs in forensic
practice worldwide so our results can be compared with those obtained in other populations.

Mestizos and Afroecuadorians can be considered, as is the case with equivalent populations in
other Latin American countries, tri-hybrid populations containing genes originating in America, Europe,
and Africa in various proportions. We aim to quantify those proportions and to ascertain the sex
asymmetry of the admixture process by comparing Y-chromosome with autosomal markers. Y-
chromosome genetic variation is particularly deeply partitioned among populations and among
continental groups, which allows a quite precise identification of the origin of each Y chromosome, and
makes Y STRs a good tool for admixture quantification. However, they only convey the male side of the
history, and, for that reason, we have reanalyzed a published data set of 15 forensic autosomal STRs in
the same populations (Gonzalez-Andrade et al., 2003, 2004, and 2005).

2. Material and methods

Population Sample: Whole blood was obtained in EDTA Vacutainer tubes by venipuncture
from healthy unrelated Kichwas, Mestizo and Black populations, of both sexes, born and living in
Ecuador. Samples from Kichwas and Blacks was obteined directly at their communities. Samples of
Mestizos came from paternity test bank of our laboratory. DNA extraction: DNA was extracted using the
Wizard Genomic DNA Purification Kit System® [Promega, 1998] and quantity was estimated by UV
absorbance (Gene Quant Calculator©, Pharmacia, Uppsala, Sweden). PCR: Amplification was performed
in a Techne Thermal Cycler, model Genius® following the manufacturer’s recommendations.

Typing: The 11 Y-chromosome STRs in the Power Plex Y kit were typed with an ABI Prism
310 automated sequencer. Fragment size and allele designation of different loci was determined by
comparison with allelic ladders distributed with the kit. The recommendations of the DNA Commission of
the International Society of Forensic Haemogenetics for analysis of STRs systems were followed (Bir et
al, 1997; ISFG, 1992). We also used the experience of our team (Bell B et al, 2000; Martinez-Jarreta B,
1999).

Quality control: Proficiency testing by the GEP-ISFG Working Group  (http://www.gep-
isfg.org). Data Analyses: Number of different haplotypes, haplotype diversity, pairwise haplotype
differences, and allele size variance in Y-chromosome STRs were computed with Arlequin 2.000
(Schneider et al., 2000). Median-joining networks (Bandelt et al., 1999) were produced with the Network
4.1.0.8 program (availabe at www.fluxus-engineering.com). STRs were given weights that were inversely
proportional to their allele size variances. Admixture proportions in autosomal STRs were computed with
the Admix 2.0 program (Dupanloup and Bertorelle, 2001)

3. Results and Discussion

1. Y-chromosome STRs

Within-population diversity

We typed the DYS19, 3891, 38911, 390, 391, 392, 393, 385, 437, 438, and 439 Y-chromosome
STRs in 94 Afroecuadorians, 102 Kichwa, and 102 Mestizos, all from Equador. Allele frequencies can be
found in Supplementary Tables 1 to 2, and haplotype frequencies in Supplementary Table 5. General
descriptors of intrapopulation genetic diversity can be found in Table 1. Haplotype diversity is high and
quite close to one in all three populations; it should be noticed that this parameter, in haploid systems
such as mtDNA and the Y-chromosome, is numerically identical to forensic a priori information
parameters such as the power of discrimination or the power of exclusion in paternity cases. Therefore,
this 11-locus set has ample power to discrimate unrelated male individuals in all three populations, and



can be used in such situations as sex crimes where it is most appropriate. Mestizos and Afroecuadorians
show slightly (and non-significantly) higher diversities as measured by the average number of loci
showing different alleles in a random pair of chromosomes, and the average variance of the allele size.
This trend to higher diversity is expected of admixed populations

Haplotype sharing within Ecuador
Seven different haplotypes were shared between Kichwas and Mestizos, one between Mestizos
and Afroecuadorians, and one between Kichwas, Afroecuadorians, and Mestizos. The latter happens to be
the most frequent haplotype in Europeans, and particularly in Spanish. The total number of different
haplotypes is 271.

Minimum haplotype sharing with global populations

Minimum haplotypes (i.e., DYS19-3891-38911-390-391-392-393-385) have been defined for
forensic practice and such haplotypes from global populations are stored in the YHRD (Y-chromosome
haplotype reference database; http://www.yhrd.org). Minimum haplotypes in the Ecuadorian populations
were searched for in the YHRD (release 16); that release contained minimum haplotypes for 32,196
chromosomes from 271 world populations. Perfect matches were counted; for haplotypes without
matches, one-step neighbours were considered (that is, haplotypes being different by one repeat only at
one locus). Results are found in Table 2. No haplotype showed matches to more than one continental
group. A match or a one-step neighbour could not be found for over half of the Kichwa haplotypes. It is
also remarkable that only five matches were found with other Native American populations, but 26
haplotypes had one-step neighbours. These two facts can be explained by two non-mutually exclusive
phenomena: the higher interpopulation differentiation among Amerindians (Salzano, 2002), and the
under-representation of these populations in the database (six as compared to 201 European populations).
This makes more likely that the no-match chromosomes (which, a priori, could have any population
origin) would be of Native American origin. Overall, the number of matches with Europe is striking. This
method would be more sensitive to European admixture, since Europe (and Spain in particular) is
overrepresented in YHRD. However, perfect or near-perfect matches in Europe were found for 14% of
Kichwa Y chromosomes, 67% of Mestizos, and 27% of Afroecuadorians.

Admixture estimates

The proportion of Y chromosomes of American, European, and African origin in each
population was roughly estimated by trying to predict the haplogroup of each chromosome, since most
haplogroups are geographically restricted (Jobling and Tyler-Smith, 2003). This task was performed by
using datasets in which both biallelic markers and STRs had been typed (Bortolini et al., 2003; Zegura et
al., 2004; Beleza et al., in press; Beleza et al., pers. comm.), and takes advantage of the fact that STR
variation in the Y chromosome is deeply partitioned by haplogroup background (Bosch et al., 1999). A
chromosome was allocated to a haplogroup when a perfect or near-perfect match was found for a
chromosome with known haplogroup, or when a diagnostic allele or subhaplotype was present (such as
14 or larger alleles at DYS392 combined with DYS19%*13 for haplogroup Q, or DYS19*15 - DYS390%*21
for E3a, or DYS392*%13-DYS385%11, 14 for R1b). Since we are interested in the broad origins of each
chromosome rather than in a fine phylogeography, and because this method can be prone to error, we
assigned each chromosome to one of the following categories: Q (Native American), R1b (European),
Other European (includes E3b, G, I, J, R1a), E3a (African). Frequencies of each class in each population
can be found in Table 3, and class assignments for each haplotype in Supplementary Table 5.

It is remarkable that the Kichwa contain ~10% of Y-chromosomes of putative European origin.
This is not exceptional in South America: 11% in Guarani and Ingano groups; 14% in the Kaigang; 26%
in the Wayuu (Bortolini et al. 2003). The proportion of putative European lineages reaches ~70% in
Mestizos (plus an additional 2% of African origin). The meaning of this figure is not readily apparent,
since although Y-STR data sets have been published for comparable urban, Mestizo populations, to the
best of our knowledge, no quantitative estimates of admixture proportions have been published.



Afroecuadorians are also highly admixed: the origins of their Y-chromosome lineages can be estimated at
~44% African, ~31% European, ~15% Native American. In this case, comparable figures do exist: in
different Afro-Brazilian communities, paternal contributions range from 47 to 77% for Africans, 23-48%
for Europeans, and 0-4% for Native Americans (Abe-Sandes et al., 2004). Compared to Brazil, the Native
American contribution to Afroecuadorians seems larger, probably due to the historically much denser
Native American population in the Andes than in the Amazon and Atlantic regions. The relative
proportion of R1b vs. other European haplogroups is different between Mestizos and Afroecuadorians
(11%=6.59, p=0.01). The proportion in Mestizos is similar to that in Spaniards; taking into account only the
putatively European-derived chromosomes, the frequency of R1b is 65.8%, while it is 59.6% in Spain
(Flores et al. 2004). In Afroecuadorians, it is 37.9%.

Native American and African lineages in detail
Median joining networks were produced for the putative “Q” and “E3a” chromosomes. As for
the “Q” chromosomes (Figure 1), no discernible structure is found in the network that would suggest the
presence of sublineages such as Q-M19 (Bortolini et al., 2003). On the contrary, in the E3a network
(Figure 2), two sublineages seem apparent. By comparison to Beleza et al. (pers. comm.), the bottom half
seems to apply to E3a7 chromosomes, while the top may belong to the E3a* paragroup. The frequencies
of these two haplogroups in the Afroecuadorians are estimated at 20.2% and 24.5%, respectively.

2. Autosomal STRs

Intrapopulation diversity

Fifteen STRs contained in the PowerPlex 16 kit were typed in 115 Kichwa, 317 Mestizo, and
104 Afroecuadorian individuals. Allele frequencies were reported in Gonzédlez-Andrade et al. (2003)
(Mestizos) and Gonzélez-Andrade et al. (2004, 2005) (Kichwa and Afroecuadorians). Mean number of
alleles and genetic diversity can be found in Table 4. Besides the Ecuadorian populations, data from two
possible source populations were included: allele frequencies from a metropolitan population from
Barcelona (including individuals born all over Spain; Paredes et al., 2003), and from Equatorial Guinea
(Alves et al., 2005), a former Spanish colony and slave trade post in Africa. The Kichwa showed the
lowest diversity, in accordance with the low variability described for many Amerindian groups. Diversity
in Mestizos and Afroecuadorians is greater, also according to the expectations for admixed populations.
However, of all pairwise comparisons, only number of alleles and haplotype diversity are lower in the
Kichwa than in Mestizos (Wilcoxon test, p=0.002 and p=0.001, respectively)

Genetic distances

Fgr genetic distances were computed among the Ecuadorian and external populations. Fgr
distances were used used rather than any STR-specific distance measure given that seven out of the 15
loci showed imperfect repeats that cannot be accommodated by the simple stepwise mutation model on
which distances such as Rgr are based (Slatkin 1995). Genetic distances in general are short, probably due
to frequent stepwise mutations that tend to homogenise allele frequency distributions. This is a general
trend for STRs, and more so for forensic STRs, in which interpopulation homogeneity is a desirable
property. Mestizos show a short distance to the Kichwa, but their distance to Spanish is clearly shorter
than that between Kichwa and Spanish. This is also the case for their respective distance to Guineans.
This is consistent with a triple genetic origin for the Mestizos: Amerindian, European and African, as
demonstrated by Y-chromosome STRs. Afroecuadorians are closest to Guineans, but are closer to Kichwa
and Spanish than Guineans are. With different admixture proportions, the triple source model proposed
for Mestizos also applies to Afroecuadorians.

Genetic admixture

Genetic admixture was quantified as suggested by Dupanloup and Bertorelle (2001). These
authors derived a linear model that can accommodate any number of parental populations, as well as
mutation rate, molecular distance among alleles and time elapsed since admixture. Admixture proportions
and their standard deviations were estimated from 100,000 bootstrap iterations. By using Kichwa,



Spanish, and Guineans as source populations, admixture proportions in Mestizos were 0.730+0.243
Amerindian, 0.19320.280 European, and 0.078+0.077 African. Large standard deviations are a reflection
of small genetic distances among the source populations. These results contrast sharply with those
obtained for the Y-chromosome STRs, but can be reconciled by postulating a large sex asymmetry in
matings, with most mixed matings involving European men and Amerindian women. However, such
extreme differences cannot arise if the Mestizos were created in a single generation by the mating of
Amerindian women and European men. That is, a mixture of genes contributed by ~70% European men,
30% Amerindian men and only Amerindian women would result in the proportions seen for the Y-
chromosome, but, in autosomes admixture proportions would be 35% European and 65% Amerindian.
Later asymmetry in matings between Mestizos and Amerindians, again contributing mostly men and
women, respectively, needs to be invoked to explain the results.

Other urban Mestizo populations have been studied for other autosomal markers: a survey of the
literature is presented in Table 6. It can be seen that Ecuadoran Mestizos present one of the largest
Amerindian contributions in the populations studied, although, given the various types of markers and
levels of resolution used in the different publications, such a comparison should be made with caution.
Admixture proportions for Afroecuadorians were 0.564%0.107 African, 0.279+0.328 Amerindian, and
0.158+0.367 European. As seen also for the Y chromosome, the Amerindian contribution to
Afroecuadorians is remarkable. Asymmetry is lower than in Mestizos, but again European men seem to
have contributed disproportionately to admixed matings.

Conclusions

We ha confirmed and quantified that Mestizos and Afroecuadorians are tri-hybrid populations,
with various proportions of Amerindian, European, and African contributions. As seen from the Y
chromosome, the male European contribution (clearly Spanish in the case of Mestizos) was much larger
than when admixture estimates were computed from autosomal STRs. Other types of markers would
allow a refinement of the present results. For instance, Y-chromosome biallelic markers would allow
confirming the geographical attribution of Y chromosomes, and, in particular, would probably shed some
light on the origin of European Y chromosomes in the Afroecuadorians. Autosomal Ancestry Informative
Markers (AIMs, Shriver et al., 2003) would yield much more precise autosomal admixture estimates.
And, last but not least, mtDNA sequences and haplogroups would provide the female side of history.
However, our study provides a reasonably detailed sketch of the composition of the main ethnic groups of
Ecuador and contributes to the understanding of their diverse heritage.
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Table 1

N |k |Hd 0 \
Kichwa 102191{0.9977+0.0015 | 7.1243.37 | 1.14£1.14
Mestizos 102199 {0.999440.0015 | 7.64+3.59 | 1.21£1.06
Afroecuadorians | 94 |89 |0.998940.0018 | 7.79+3.66 | 1.41£1.20

N, sample size; k, number of different haplotypes; Hd, haplotype diversity; [], average pairwise
differences between haplotypes; V, average repeat size variance.

Table 2.

Kichwa Mestizos | Afroecuadorians
American Matches 5 (4.9%) 1(1.0%) |0
1-s n. Americas 26 (25.5%) | 10 (9.8%) |2 (2.1%)
European Matches 12 (11.8%) | 57 (55.9%) | 18 (19.1%)
1-s n. Europe 2 (2.0%) 11 (10.8%) | 7 (7.4%)
African Matches 1 (1.0%) 1 (1.0%) 29 (30.9%)
1-s n. Africa 0 1 (1.0%) 7 (7.4%)
Central Asian Matches | 1 (1.0%) 0 0
1-s n. Central Asia 1(1.0%) 0 0
Pacific Matches 2 (2.0%) 0 0
East Asian Matches 0 1(1.0%) 0
1-s n. East Asia 0 1(1.0%) |0
1-s n. South Asia 0 0 1(1.1%)
No matches 52 (51.0%) | 19 (18.6%) | 30 (31.9%)

Miminum-haplotype Y-STR matches for Ecuadorian populations in the YHRD database (release 16). “1-s
n.” stands for “one-step neighbours”, that is, haplotypes without any perfect match but with chromosomes
in the database being different only by one repeat at one locus. “Americans” include Native American and
Hispanic populations; “Africa” includes Africans and populations of African descent living in the
Americas or Europe.

Table 3

Kichwa Mestizos | Afroecuadorians
Q 78 (76.5%)* | 23 (22.5%) | 14 (14.9%)
R1b 7(69%) |48 (47.1%) | 11 (11.7%)
Other European | 4 (3.9%) 25 (24.5%) | 18 (19.1%)
E3a 0 2 (2.0%) |41 (43.6%)
Unknown 13 (12.7%) |4 (3.9%) 10 (10.6%)




Inferred haplogroup frequencies in Ecuador populations, by comparison of STR haplotypes with data sets
in which both STRs and haplogroup-defining biallelic polymorphisms had been typed. (*) includes two
chromosomes that carry haplotypes found in C3b chromosomes, also of Native American origin.

Table 4.

Population 2N |k H
Kichwa™ 230 | 8.8743.08 |0.751+0.088
Mestizos® 634 |10.47+4.28 | 0.781+0.080
Afroecuadorians” | 208 | 10.13+3.44 | 0.808+0.064
Spanish® 408 | 9.8743.72 |0.79420.067
Guineans™ 268 | 10.40+3.62 | 0.802+0.059

Average intrapopulation diversity parameters for 15 autosomal STR loci. 2N, sample size in number of
chromosomes; k, average number of alleles; H, mean expected heterozygosity. Computed from data in 1:
Gonzalez-Andrade et al., (2003); 2: Gonzalez-Andrade et al. (2004, 2005); 3: Paredes et al. (2003). 4:
Alves et al. (2005).

Table 5
Kichwa | Mestizos | Afroecuadorians | Spanish | Guineans
Kichwa 0
Mestizos 0.0075 |0
Afroecuadorians | 0.0278 |0.0137 |0
Spanish 0.0437 {0.0204 |0.0163 0
Guineans 0.0651 |0.0417 |0.0096 0.0274 |0
Fgr genetic distances based on 15 autosomal STR loci.
Table 6
IPopulation Type Reference
Native |European |African
Mestizos, Equador General urban Our data 73 19.3 7.8
|Afroecuadorians African American Our data 27.9 15.8 56.4]
Martinez-Marignac et
ILa Plata (Argentina) General urban al., 2004 25.9 67.6 6.5
Churuguara (Venezuela)|General urban Loyo et al., 2004 19.9, 52.5 27.6)
Santiago (Chile) Low status Cifuentes et al., 2004 34.7 65.3 NA|
Santiago (Chile) High status Cifuentes et al., 2004 20.9] 79.1 NA
Living in New York
Puerto Rico City Bonilla et al., 2004a 17.6 53.3 29.1
San Luis Valley (USA) [Hispanics Bonilla et al., 2004b 34.1 62.7 3.2
Costa da Lagoa, Santa
Catarina Island (Brazil) General urban De Souza et al., 2003 7.7 75 17.3
Sao Joao do Rio
'Vermelho, Catarina
Island (Brazil) General urban De Souza et al., 2003 18.7 53.3 28
California (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 43 46.3 10.7
California (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 38.2 48.4] 134
INevada (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 57.9 34 8.1
SW USA Hispanics Bertoni et al., 2003 35.6 64.4] 0
Florida (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 19.9 72 8.1




New Jersey (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 9.1 84.5 6.4
Pennsylvania (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 0.2] 82.9 16.9
SE USA Hispanics Bertoni et al., 2003 0 93.3 6.7
Virginia (USA) Hispanics Bertoni et al., 2003 21.3 63.8] 14.9

Admixture proportions for various urban admixed American populations based on autosomal loci. NA:
Not available

Figure 1: Median joining network of putative Q chromosomes. Open circles: Kichwa chromosomes; cross
hatching, Mestizos; filled circles, Afroecuadorians.

Figure 2: Median joining network of putative E3a chromosomes. Symbols as in Figure 1.




