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NOMENCLATURA UTILIZADA

p: valor estadistico del equilibrio

ObsHe: heterocigosidad observada

ExpHe: heterocigosidad esperada

PM: probabilidad de match o coincidencia
PD: poder de discriminacion

PIC: contenido de informacion polimérfica
PE: probabilidad de exclusion

ITP: indice tipico de paternidad

Pmin: frecuencia minima

UR: unidades de repeticion

HR: humedad relativa

RESUMEN

A fin de estimar la diversidad genética en poblacion afroecuatoriana del Valle del
Chota, Imbabura-Ecuador, se analizaron alelos en 17 STR’s autosomicos de 100
individuos no relacionados mediante amplificacion por PCR y analisis por electroforesis
capilar y también 16 microsatélites del cromosoma “Y”. Los resultados se compararon
con indigenas de Iluman y mestizos, poblaciones de la misma provincia. Paralelamente
se probd la efectividad del almacenamiento de ADN a temperatura ambiente y -80°C. Se
determinaron las frecuencias alélicas con las que se calcularon parametros de interés
forense, equilibrio de Hardy-Weinberg, valor de diversidad genética y distancias entre
las poblaciones. En afroecuatorianos el marcador mas polimorfico e informativo fue
PENTA E y todos los marcadores mostraron estar en equilibrio (p>0.05). Este estudio
representa un nuevo aporte a la caracterizacion de STR's autosomicos en poblacion
afroecuatoriana, indigenas y mestizos de la provincia de Imbabura, ademas de ser el
primer informe para las frecuencias de D2S1338 y D19S433 en poblacién Ecuatoriana.
Los sistemas son optimos por lo que los valores reportados sirven para formar bases de
datos propias de la region ademas de ser utiles en la identificacion de individuos
(pruebas forenses y de parentesco bioldgico). En cuanto a las muestras de ADN fueron
re-hidratadas posterior a su almacenamiento al ambiente, cuantificadas (su

concentracion no vario significativamente luego del almacenamiento a temperatura

XV



ambiente y -80°C) y fueron usadas en el andlisis de STR’s directamente sin previa
purificacién, no presentaron interferencia ni inhibicion en el andlisis por lo que los
perfiles genéticos obtenidos posterior al almacenamiento fueron legibles e idénticos a

los iniciales.

Palabras clave: afroecuatorianos, frecuencias alélicas, almacenamiento

ABSTRACT

In order to estimate genetic diversity in afro population of the Chota valley, Imbabura-
Ecuador, alleles were analyzed in 17 autosomal STR's of 100 unrelated persons by
means of PCR amplification and analysis by capillary electrophoresis and also 16
microsatellites of the chromosome "Y ". The results were compared with lluman
indigenous and mestizo towns of the same province. Simultaneously investigate the
effectiveness of storage DNA at room temperature and -80°C. Allele frequencies were
determined to calculate parameters of forensic interest, Hardy-Weinberg equilibrium,
value of genetic diversity and distances between towns. In Afro-ecuadorians the most
polymorphic and informative marker was PENTA E and all markers showed to be in
equilibrium (p> 0.05). This study represents a new contribution to the characterization
of autosomal STR s in afro-ecuadorian population, indigenous and mestizos of the
Imbabura province, also to be the first report for the frequencies of D2S1338 and
D19S433 in Ecuadorian population. The systems are good so the values can be used to
form data’s bases of the region and also to be in the identifying of the people (forensic
evidence and biological parentage). As for DNA samples were rehydrated and
quantified after storage at room temperature (its concentration did not vary significantly
after the storage at room temperature and -80°C) and they were used in the analysis of
STR's directly without previous purification, there was no interference or inhibition in
the analysis and the genetic profiles obtained after storage were legible and identical to

the original.

Key words: Afroecuadorian, allele frequencies, storage
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

En los laboratorios forenses, hospitales, clinicas y laboratorios clinicos se manejan
grandes cantidades de muestras bioldgicas y su almacenamiento se lo realiza en freezers
lo cual produce inconvenientes tanto de funcionamiento del equipo que emite vapores al
ambiente, ocupa grandes espacios fisicos y consume mucha energia; asi como el que las
muestras deben mantenerse estables y protegidas del dafio oxidativo en bancos de datos
como evidencia, ademas de servir para repetir el analisis en caso de necesitarse. Por este
motivo es indispensable y se plantea el almacenamiento de muestras de ADN a
temperatura ambiente que es un almacenamiento amigable con el medio, ocupa espacios
reducidos, supera los inconvenientes de transporte ya que no necesita refrigeracion y a

bajos costos.

Referente a la poblacion afroecuatoriana; actualmente los descendientes africanos en
nuestro pais constituyen el 8% de la sociedad ecuatoriana, siendo uno de los grupos
étnicos mas representativos en las regiones noroccidental y norte del pais, en la

provincia de Esmeraldas y Valle del Chota respectivamente (Codae, 2011).

Pese a ello, tomando en cuenta la importancia demografica y sociocultural de dicha
poblacién en Ecuador, hay escasez de estudios enfocados a la caracterizacion genética
de afroecuatorianos, (Gonzalez et al., 2005), datos que sirven para realizar inferencias
sobre la historia evolutiva de estos grupos poblacionales, anélisis forenses, seguimiento
de enfermedades hereditarias e identificacion de personas. Varias investigaciones a
nivel mundial han encontrado que las poblaciones humanas aisladas y las que cuentan

con distintas contribuciones étnicas se diferencian respecto a su composicion genética
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(Guauque et al., 2009). En este caso los afrodescendientes del Valle del Chota son una
poblacion considerada como aislada ya que su asentamiento no rebasa los limites de
dicho valle -sin tomar en cuenta por supuesto la migracion- (Codae, 2011).

1.2 Justificacion

La molécula de ADN, almacenada a bajas temperaturas puede sufrir alteraciones en
su estabilidad y preservacion debido a fluctuaciones en los ciclos de refrigeracion y
presencia de agua y oxigeno que promuevan la hidrolisis y dafo oxidativo, por lo que se
plantea el almacenamiento de ADN a temperatura ambiente en placas DNAstable de
Biomatrica, las cuales usan el principio de anhidrobiosis para mantener las muestras

evitando los eventos adversos del enfriamiento (Lee et al., 2010).

Esta técnica de almacenamiento, ademas de mantener el ADN purificado_ estable,
protegido, en buen estado y viable a largo plazo, permite recuperar las muestras al re-
hidratarlas y ser compatibles con las siguientes aplicaciones sin implicacion de

alteracion en los resultados:

- PCR, @PCR, secuenciacion, analisis con STR’s, amplificacion de
cualquier lugar del genoma, analisis de restriccion.
- Transformacion y clonacion

- Tecnologias de microarrays

Al igual que el ADN humano, el material genético de microorganismos benéficos e
infecciosos se mantiene estable y viable, de modo que sirve para vacunas o diagnostico
de enfermedades entre otras aplicaciones en medicina e industria (Lee et al., 2010;
Biomatrica, 2011)
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Conjuntamente con el beneficio en investigacion, medicina clinica y forense que
ofrece el almacenamiento de ADN a temperatura ambiente, esta el beneficio econémico
ya que no seria necesario invertir grandes cantidades de dinero en freezers que son
costosos, ocupan espacios fisicos grandes, consumen gran cantidad de energia eléctrica,
ademas de las emisiones que emite, al usar placas DNAstable se las puede apilar una

sobre otra optimizando espacio y costos de una forma amigable con el ambiente.

Respecto a la determinacion de perfiles genéticos en poblacion afroecuatoriana,
muestras tomadas de poblaciones especificas y consideradas aisladas ayudaran a
elucidar caracteristicas propias de las mismas, observar su composicion genética para
diferenciarla de otras etnias, estimar distancias genéticas con mayor confiabilidad y
relevancia, estudios de ancestria, avances en medicina debido a que se ha encontrado ya
sea resistencia o vulnerabilidad a enfermedades en los componentes genéticos y brindar
patrones genéticos puntuales para identificacion de personas y disputas de paternidad
(Medina & Castro, 2010).

Es importante considerar que las pruebas de paternidad disputada y de identificacion
de individuos deben basar sus analisis en datos estadisticos relacionados con las
frecuencias alélicas de los diferentes marcadores moleculares en las poblaciones y

etnias de las cuales provienen (Guauque et al., 2009).

Debido a la heterogeneidad de la poblacion ecuatoriana, se requieren bases de datos
especificas para cada region del pais y cada etnia, por tanto resulta imprescindible
incrementar las bases de datos que brinden informacion genética de las poblaciones
afroecuatorianas. Con base en lo anterior, se propone caracterizar alelos identificados
por analisis de microsatélites (STR’s) autosomicos en muestras poblacionales
afrodescendientes del Valle del Chota al norte del pais, a fin de observar su
estructuracion genética y parametros poblacionales de interés forense y en paternidad
disputada (Gonzélez et al., 2005; Obs. pers, 2011).



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar perfiles genéticos en poblacion afrodescendiente del Chota, provincia de
Imbabura-Ecuador, caracterizados por 17 STR’s-PCR, a partir de ADN purificado y

almacenado tanto a temperatura ambiente como en refrigeracion.

1.3.2 Objetivos especificos

e Extraer y cuantificar ADN de muestras de sangre periférica en EDTA provenientes
de individuos de descendencia afroecuatoriana del Chota-Ecuador.

e Realizar los perfiles genéticos de los individuos en estudio usando marcadores
STR’s autosomicos.

e Almacenar el ADN extraido por duplicado, la mitad a temperatura ambiente y la
otra mitad en ultracongelacion a -80°C.

e Reconstituir las muestras almacenadas al ambiente y comparar la estabilidad del
ADN almacenado tanto a temperatura ambiente como en ultracongelacion mediante
cuantificacion y analisis de perfiles genéticos.

e Determinar los haplogrupos de las muestras en cromosoma Y.

e Determinar frecuencias alélicas y comparar los resultados obtenidos en esta

poblacion afroecuatoriana con otras poblaciones.



1.4 Marco teorico

1.4.1 Biodiversidad étnica en el Ecuador

Ecuador es uno de los paises que posee la mayor biodiversidad del planeta
respecto a flora, fauna y también diversidad étnica humana, asi negros, blancos, indios y
mestizos que habitan nuestro pais son el resultado de un complejo y largo proceso de
fusion de varios grupos humanos (Rickards et al., 1994).

Actualmente se ha observado un creciente interés en los estudios genéticos
poblacionales en Latinoamérica debido a nuestra riqueza etnografica. En los ultimos
cinco siglos varias poblaciones originales entraron en contacto, interactuaron entre si y
se mezclaron, produciendo el mestizaje; ellos son los amerindios (grupo derivado del
Asia Central), los europeos (mayoritariamente Espafioles), y los africanos (traidos como
esclavos desde Guinea Ecuatorial) (Benitez & Garcés, 1989).

1.4.1.1 Pueblos afrodescendientes

El trafico de esclavos del Atlantico promovido por los imperios occidentales entre
los siglos XV y XIX, provoco la movilizacion de al menos 11 millones de personas
desde Africa. La poblacion negra de Ecuador desciende de estos esclavos africanos. La
historia menciona su ingreso al pais alrededor del afio 1553 (afio donde se registran los
mayores cargamentos de esclavos) cuando aln no existia la Republica del Ecuador
como tal y era conocida como la Real Audiencia de Quito (Estupifian-Bass, 2006).

Son llamados afroecuatorianos (Ver Figura 1.1) a los descendientes de los esclavos

que llegaron a América. Etimolégicamente el nombre de afroecuatorianos proviene, de



afros=descendientes de Africa y ecuatorianos=nacidos en Ecuador. Su ubicacion

historica data principalmente en Esmeraldas y el Valle del Chota.

El valle del Chota esté situado a 34 Km. al norte de Ibarra, y esta habitado casi en su
totalidad por la comunidad afroecuatoriana con una poblacion aproximada de 2.000
habitantes de raza negra (Codea, 2011).

Su introduccidn al valle fue debido a la disminucién de la poblacion indigena que
trabajaba en las haciendas, por ese motivo estos esclavos fueron llevados en gran
cantidad para suplantar la mano de obra, ellos se adaptaron muy bien al clima y
condiciones, asentandose definitivamente en esta region geografica luego de abolida la
esclavitud en 1851 (Codea, 2011).

Figura 1.1. Representantes de la poblacion afroecuatoriana del Valle del Chota,
provincia de Imbabura. Tomadas al momento de extraer la muestra de sangre. Colegio
Técnico Valle del Chota, Junio 2011.

1.4.1.2 Pueblos indigenas

Los pueblos indigenas han definido a la <nacionalidad indigena> como una
entidad historica y politica, que tiene en comdn identidad, historia, idioma, cultura
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propia. Vive en un territorio determinado, cuenta con sus propias instituciones y formas
tradicionales de organizacion social, econémica, juridica, politica y ejercicio de
autoridad. Hay que resaltar que muchos de estos grupos viven en condiciones de
aislamiento y de extrema pobreza. El grupo indigena mayoritario lo constituyen los
Kichwas (quichuas) (Benitez & Garcés, 1989).

Los Quichuas (Ver Figura 1.2) comprenden una poblacién de "3.000.000 de
habitantes (20% de la poblacion ecuatoriana), siendo el grupo mas representativo de los
amerindios de nuestro pais y la mayoria viven en la region andina, desde Carchi al norte
hasta la provincia de Loja al sur; su idioma (quichua) es el segundo mas utilizado en el
pais, especialmente donde se asientan comunidades indigenas en las zonas de la sierra
(Codenpe, 2002).

Figura 1.2. Representantes de la comunidad indigena de lluman, provincia de Imbabura.
Tomada al momento de extraer las muestras de sangre. Colegio San Juan de lluman,
Agosto 2011.



1.4.2 Genética forense

Los esfuerzos cientificos por entender la variabilidad genética como medio de
identificacion humana llevé a que en el 2007 Torres et al. Describieran un método de
identificacion individual que se denomind DNA fingerprinting o huella genética.

Hoy la prueba de ADN esta consolidada, validada cientificamente y cuenta con
un riguroso control de calidad (Hernandez, 2002), asi el analisis de marcadores STR’s
en sistemas multiplex permiten una rapida velocidad de andlisis y un poder de

discriminacion alto (Ver Figura 1.3).

Alto RFLP : Mini STRs
Pruebas Multi-Locus : miniplexes
: SNPs
RFLP : microarrays

Pruebas Uni-ocus : STRs multiplex

Poder de
discriminacion : PolyMarker D1S80
genético STR simple

mtDNA :
: HLADQq Sistema ABO

Lento | * Répido

Velocidad de andlisis de tecnologia

Bajo

Figura 1.3. Comparacion de tecnologias de tipificacion de ADN; donde se contrasta el
poder de discriminacion de la prueba multiplex de STR"s vs. la velocidad del analisis
(Gonzéles, 2006).

1.42.1 ADN

El &cido desoxirribonucleico (ADN) forma parte de todas las células, contiene la
informacion genética usada en el desarrollo, funcionamiento y transmision hereditaria

de los organismos vivos conocidos y de algunos virus (Descailleaux, 2004; Hernandez,



2002; Gonzalez, 2006; Cervantes, 2003). Para estudiar la complejidad del genoma
humano éste puede dividirse en funcion de su caracter repetitivo y codificante, en:

Genes: son aquellos que codifican para las proteinas, contienen la informacion genética
de un genoma e influyen en una caracteristica particular de un organismo (Descailleaux,
2004, Gonzalez, 2006).

ADN no codificante-repetitivo: no codifica para proteinas, sus funciones pueden estar
relacionadas a la regulacion de la expresion diferencial de genes, por ejemplo: algunos
intrones representan pseudogenes que tienen valor evolutivo y otros proceden de la
duplicacion de pequefias regiones del ADN; regiones Utiles en estudios de filogenia

(Descailleaux, 2004). El contenido del ADN repetitivo es el siguiente:

Cuadro 1.1. Clasificacion del ADN no codificante-repetitivo. En rojo ’: los STR’s,
son ADN repetitivo y son de interés en esta investigacion (Gonzalez, 2006).

ADN repetitivo [Variedad ADN No codificante Tamano
Total 44.83% ~ 45%
6 -8 Kb
SINEs i3. 14 ‘7c _ 100 — 300 p!:) )
Trasposones y T INEs 20,42 % 6 — 11 Kb autosémico
elementos derivados ) 8.29 % 1,5 -3 Kb no
.. ILTR retrotrasposon -
(repetlcmnes autonomicos
entremezcladas) 2,84 % 2 — 3 Kb autosémicos
ADN trasposon
e 80 — 3000 pb no
(fosil) .
. e 0,14 % autonémico
Sin clasificar
Pseudogenes
(copias de genes IPseudogenes 3% Variable
inactivos)
R tici Total
epeticiones SNPs 1 — 2 bases
secuenciales simples X 3%
(SSR) STRs 2 — 13 bases
MVRs 14 — 500 bases
L [Total 3.6 -5% 1 200 Kb
Duplicaciones — -
Inter cromosomica 1.5 %
segmentales P i
Intra cromosomica 2 %
Bloques de secuencias Cromosoma 22 1,5 Mb
repetidas en tindem Cromosoma 21 I Mb
(centromeros, telomeros, [Pericentroméricas Cromosoma 2 160 Kb
brazos cortos de Cromosoma 10 400 Kb
Cromosomas Cromosoma 16 300 Kb
acrocéntricos, grupos de
genes ribosomales; Subteloméricas Cromosoma 22 50 Kb
varian de acuerdo a cada| ) Cromosoma 21 30 Kb
cromosoma)




1.4.2.2 Marcadores STR’s

STR’s (Short Tandem Repeat) son secuencias especificas de tamafio variable
esparcidas por todo el genoma y que tienen un alto grado de variabilidad en la poblacién
haciendo fécil el diferenciar a uno de otro individuo (Gonzélez, 2006; Butler, 2011). Las
unidades de repeticion (UR) de estas regiones van entre 2 a 7pb en longitud y su tamafio
va entre 90 y 500 pb (Gonzalez, 2006, Callisaya, 2007).

1.4.2.2.1 Caracteristicas

Los STR's constituyen elementos utiles en la identificacion humana y en el
mapeo genético debido a: (1) Su elevado polimorfismo (gran variabilidad y elevado
poder de discriminacion), (2) Tasa de mutacion relativamente baja, (3) Tamafio pequefio
que permite optimizar su amplificacion (loci con alelos de longitud pequefa
proporcionan mejores resultados en muestras con ADN degradado), (4) Ubicacion
cromosoOmica establecida y separada para cada STR de manera que se evite la seleccién
de loci cercanos que puedan segregarse conjuntamente como un grupo de ligamiento,
(5) Poca capacidad para formar stutter o “bandas tartamudas™ que es caracteristico en el
analisis de mezclas, (6) Facilidad de andlisis y elevada reproducibilidad de los métodos
y resultados (examenes multiples) (Brinkmann et al., 1996; Martinez, 1999; Gill et al.,
1996; Acufia, 2010; Butler, 2011; Callisaya, 2007).

1.4.2.2.2 Nomenclatura

Segun la Comision de DNA de la ISFG (International Society of Forensic
Genetics), se recomienda nombrar a los alelos STR’s segun el nimero de UR completas
que tenga y cuando alguno tuviera una UR incompleta designar el nimero de UR
completas y a continuacion separado por un punto el nimero de pares de bases de la UR
incompleta; ejemplo: alelo 14, alelo 9.3 (Gill et al., 2001).
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Para loci STR’s que estan dentro de una region codificante de proteinas se debe

usar la hebra codificante; ejemplo: VWA su denominacion viene de su ubicacion en el

sitio que codifica para el factor von Willebrand. Mientras que para loci STR’s que no

tienen conexion a genes la nomenclatura esta designada por D#S### ejemplo: D18S351
(base de datos GenBank 18333) (Gill et al., 2001).

1.4.2.2.3 Clasificacion

Las secuencias de los STR's se clasifican en:

Cuadro 1.2. Clasificacion de las secuencias STR's (modificado de Gonzélez, 2006;

Butler, 2011; Callisaya 2007).

Por la longitud de la UR y el numero

de repeticiones de dicha unidad

Respecto al patron de repeticion al que se

ajustan

Mononucleotidicas (3):
A A A

Simples: contienen UR idénticas en longitud y

secuencia, ejemplo: AATG.

Dinucleotidicas (5):
AC AC AC AC AC

Compuestas: constan de dos 0 mas repeticiones
simples adyacentes, ejemplo: TCTA/TCTG.

Trinucleotidicas (4):
ACC ACC ACC AcCC

Complejas: contienen dos o mas UR de
longitud variable, ejemplo: TCTA/TCTGG.

Tetranucleotidicas (2):
AAAC AAAC

Hipervariables complejas: poseen numerosos
alelos no consensos que difieren tanto en

tamafo como en secuencia.

Pentanucleotidicas (3):
ATTGG ATTGG ATTGG

Hexanucleotidicas (2):
AAGGGG AAGGGG

Microvariantes: son alelos que contienen UR
incompletas, ejemplo: el alelo 9.3 en el locus
THO1, contiene 9 unidades tetranucleotidicas y

una repeticion incompleta de tres nucledtidos.
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1.4.2.2.4 Mutaciones

La tasa de mutacion es la frecuencia en la que se producen nuevas mutaciones de
dicha secuencia en cada generacion, los STR’s presentan tasas de mutacién que son
muy bajas (Brinkmann et al., 1998). La variabilidad alélica de los STR"s se da por
errores en el deslizamiento de la enzima provocando que un alelo gane o pierda una o
varias unidades, siendo mas susceptibles los tramos homogéneos con idénticas UR

respecto a las repeticiones irregulares intercaladas (Brinkmann et al., 1998).

Segn estudios la tasa de mutacién de los STR’s a nivel general es de 4.1*10™ a
6.7*%10" por base y por afio, esto hace que exista una probabilidad del 95% de que un
unico STR haya sobrevivido sin cambios durante 1000 generaciones, ratificando asi su

efectividad para propdsitos de identificacion humana (Brinkmann et al., 1998).

1.4.2.2.5 Analisis multiplex

1.4.2.2.5.1 Marcadores autosémicos

Los laboratorios del FBI patrocinaron estudios para establecer un set de STR
basicos a ser analizados en pruebas forenses y de disputa de paternidad, creando una
base de datos denominada CODIS (Combined DNA Index System), dicho sistema
consta de los siguientes marcadores autosomicos: CSF1PO, FGA, THO1, TPOX, VWA,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11; los
cuales al ser analizados en una muestra simultineamente tienen un poder de
discriminacion de uno en un trillén para diferenciar a un individuo de otro (Butler,
2011).
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Posteriormente se sumaron otros marcadores a los 13 basicos, aumentando el
poder de discriminacion y elaborandose de forma comercial (Ver Figura 1.4) (Ver
ANEXO A).

-
TPOX
nzsta:tsq
D351358
M
THO1
| Dss818 VWA
Eaa H D75820
| csFiPo =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
=)
AMEL
B Bea
0138317 PentaE T E 90193433 -
E : 018351 gD21S11 AMEL
— S PemaD U
13 14 156 16 17 19202122)( Y

Figura 1.4. Ubicacion en los cromosomas de los marcadores STR’s mas usados
presentes en el kit Power Plex 18D (Promega).

Un marcador de interés en poblacion afrodescendiente es el PENTA D ubicado
en el cromosoma 21g22.3, cuya repeticion es [AAAGA]. La secuencia de los primers
incluidos en los kits comerciales es: 5'-[JOE]-GAAGGTCGAAGCTGAAGTG-3'; 5-
ATTAGAATTCTTTAATCTGGACACAAG-3'; ubicado a 25Mb del marcador D21S11
(PubMed, 2011). Este marcador contiene el alelo 2.2 y del cual se ha observado un
mayor porcentaje en poblacién negra respecto a otras poblaciones (Hincapié et al.,
2009) (Ver ANEXO B).

1.4.2.2.5.2 Marcadores del cromosoma Y

También estan los marcadores del cromosoma Y que brindan informacion de
ancestria, el kit mas usado es el Yfiler de Applied Biosystems, permite determinar un

haplotipo con el que se puede inferir el haplogrupo de una poblacion (Ver ANEXO C).
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1.4.2.2.5.3 Kits comerciales

Los Kits comerciales de STR’s que actualmente se venden constan de: (1)
mezcla de primers (un par para cada STR marcados con un fluorocromo), (2) buffer de
PCR, (3) ADN polimerasa (en varios kits viene incluida en el buffer), (4) ladder alélico,
(5) ADN control positivo (es una muestra para comprobar que todos los reactivos del kit

estén funcionando adecuadamente).

Un ladder alélico es una mezcla artificial de los alelos comunes presentes en las
poblaciones humanas para un marcador STR en particular, 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 ladder; en otras palabras un ladder sirve como estandar o
regla alélica para cada STR (Ver ANEXO D) (Butler, 2011).

Actualmente existe una variedad de kits comerciales para llevar a cabo el
analisis de STR’s, el elegir uno u otro dependera de las necesidades del estudio. Applied
Biosystems y Promega son las principales corporaciones que ofrecen kits de STR’s, este
sistema permite una gran eficiencia en la amplificacion multiplex revolucionando los
andlisis forenses ya que las probabilidades de un error son minimas y es posible tener
resultados con muestras que tienen una concentracion de 1ng o menos de ADN (Ver
ANEXO E) (Butler, 2011).

La ventaja de estos sistemas es que los primers que usan estan ya establecidos
asi como las condiciones para su amplificacion por lo que no se requiere su
optimizacion, ademas dichos primers vienen marcados con fluorocromos lo cual hace
facil su deteccion. El sistema incluye varios STR’s lo que brinda informacion de varios
loci en una sola reaccion disminuyendo también el tiempo del analisis con menor
cantidad de templado y de reactivos. La construccion de bases de datos es rapida usando

estos sistemas (Lins et al., 1996).
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1.4.2.2.5.4 Problemas con los analisis multiplex

Durante la amplificacion de los alelos STR’s pueden aparecer artefactos que

interfieren en la clara interpretacion de los resultados, entre ellos estan: amplificaciones

inespecificas, amplificaciones preferenciales de algunos loci e inhibicion de la

amplificacion por formacion de dimeros de primers.

Amplificaciones inespecificas: cuatro son las principales: a) bandas tartamudas o

stutter; b) artefactos inespecificos; ¢) pull up; d) bandas N y N+1 (Ver Figura 1.5).

a)

b)

Bandas tartamudas o stutter: son productos alélicos que se diferencian
estructuralmente del alelo verdadero por una UR y su presencia en un
electroferograma se ve como picos mas pequefios que el pico del alelo
original (tienen menos del 10% del peso del pico del alelo principal) (Gill et
al., 2001), esto se debe a que la enzima polimerasa sufre un desplazamiento
al momento de amplificar la cadena molde (Hauge & Litt, 1993). La
propension a formar estas bandas disminuye mientras la UR es mayor y la

secuencia de repeticion es imperfecta (Butler, 2001).

Artefactos inespecificos: se generan como resultado de la hibridacién de
fragmentos de ADN degradado o bacteriano, tienen una secuencia diferente a
la de los STR’s y suelen migrar de forma atipica dando como resultado picos
pequefios que tienen el area del pico baja y su morfologia es aberrante. Otra
de las caracteristicas que los distingue es que la mayoria estan fuera del
rango alélico del locus y/o estan relacionados con hibridacién del primer en
otro sitio del genoma (Whitaker et al., 1995; Clayton et al., 1998).

Pull up: se producen por interacciones hardware/matriz principalmente en

muestras sobre amplificadas, son picos menores en un color diferente y
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directamente por debajo de un pico alélico verdadero o picos pequefios
debajo de un pico grande exactamente en la misma posicién, para
diferenciarlos de los alelos verdaderos se lo hace por medio de posicion y

morfologia del pico (Gill et al., 2001).

d) Bandas N y N+1: la sefial del alelo verdadero se conoce como pico “N”, pero
si en la amplificacion al final de la elongacion la enzima polimerasa adiciona
una base extra al producto, esté tendra una base mas larga que la longitud del

alelo verdadero y esto es llamado pico “N+1” (Sparkes et al., 1996; Clayton

etal., 1998).
Picosverdaderos
a})Bandas
tartamudas
(Picos més pequedos
b)Artefactos  quelosverdaderos) _d) Bandas N+1
inespecfficos‘\\ ‘.‘-~ ’r' {Pico mas grande
(Pico bajo, morfologid* Y s e que los verdaderos)
aberrante, fueradel ™, \ 1. »
rango alélico) * \1 N
_‘/'\_/\J I_A‘ l Canal azul
A~ ~ Canal verde
.-y _.’
c)Pull-up, artefactos de” Canal

hardware/matriz amarillo
(Estan en la misma
posicion y tienen el . .
mismo peso que los Canal rojo
picos verdaderos)

Figura 1.5. Tipos de amplificaciones inespecificas que se pueden producir en analisis
multiplex (modificado de Butler, 2001)
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1.4.2.3 Genética de poblaciones

La genética poblacional estudia la distribucion de los alelos dentro de una
poblacion, asi como los factores que mantienen o modifican estas frecuencias y por
ende la estructura genética de una poblacion dada.

Entre los factores que la modifican se destacan: las mutaciones, como la base
de las diferencias genéticas entre los seres humanos; la seleccidn, ya sea a favor o en
contra de un genotipo especifico; los entrecruzamientos, intimamente ligados a la
seleccidn; el aislamiento de poblaciones, muchas veces favorecidos por patrones de
conductas sociales; las migraciones, como fenémeno demogréafico que mezcla no
solamente culturas sino que ademas fortalece el flujo génico entre poblaciones; y por
ultimo la deriva génica, que se relaciona con las variaciones al azar de las frecuencias

génicas (Callisaya, 2007).

El factor que mantiene una adecuada distribucion alélica es basicamente el
equilibrio por lo que se postuld la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg en 1908. Segun
ésta ley en una poblacion de gran tamafio y en panximia, las frecuencias génicas y
genotipicas permanecen constantes de generacion en generacion si se cumple con tres

principios fundamentales:

1) Equilibrio de frecuencias génicas o alélicas

2) Equilibrio de frecuencias genotipicas

3) Si el equilibrio se perturba, éste se restablecera en una sola generacion de
cruzamientos al azar pero con las nuevas frecuencias alélicas y si los anteriores

requisitos se mantienen (Gonzalez, 2006).

En poblaciones naturales dificilmente el equilibrio es estricto, por lo que hay que

determinar si las desviaciones observadas en la muestra pueden atribuirse al azar o a
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alguno de los factores antes mencionados que modifican la distribucion de alelos

(migracion, seleccion, etc) (Gonzalez, 2006).

Se debe destacar también que un exceso de homocigotos puede ser explicado por
procesos de aislamiento y endogamia de una poblacion y puede ser considerado como
indicador de subestructuracion poblacional.

1.4.2.3.1 Frecuencias alélicas

Este es un parametro fundamental de la genética de poblaciones para la
aplicacion de cualquier marcador genético en genética forense. El conocimiento de la
distribucion de los diferentes alelos de un sistema en una poblacién de referencia
constituye el primer paso de un largo proceso que culmina con la elaboracion de un

informe de paternidad o de criminalistica (Callisaya, 2007).

La frecuencia de un alelo en una poblacion se denomina frecuencia genica o
alélica y la podemos definir como el cociente resultante de dividir el nimero de alelos

iguales en una poblacién por el nimero total de alelos.

1.4.2.3.2 Parametros estadisticos de interés forense

Es imprescindible, en genética forense, manejar aspectos estadisticos que nos
permitan valorar e interpretar de forma adecuada los resultados de un analisis de una
evidencia biologica de modo que para dar respuestas a dichos resultados los genetistas
forenses se basan en las estadisticas poblacionales con el objeto de estimar la fraccion
de personas dentro de la poblacion que presenten este particular patron genético. De
igual forma en disputas de paternidad, al interpretar los perfiles genéticos de los
individuos en cuestion debemos basarnos en la estadistica para establecer la
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probabilidad de que un padre alegado sea o no el padre bioldgico de un hijo (Callisaya,

2007). Los principales pardmetros de interés forense son los siguientes:

Heterocigosidad (He): parametro indicativo de la cuantia del polimorfismo y
eficacia de cada marcador genético. Representa la probabilidad de que dos alelos del
mismo locus tomados al azar en una poblacién sean distintos, la frecuencia de
heterocigotos también representa la variabilidad dentro de una poblacién (Quintero et
al., 2009; Callisaya, 2007). La heterocigosidad observada para un locus se define como
el nimero de individuos heterocigotos observados respecto al total analizado y la
heterocigosidad esperada es la proporcion de heterocigotos que se esperarian encontrar

si la poblacidn esta en equilibrio de Hardy-Weinberg (Gonzélez, 2006).

Contenido de informacion polimdrfica (PIC): esta directamente relacionado a
la heterocigosidad y oscila entre 0-1. Evalta la informatividad de un marcador en una

poblacion de acuerdo al nimero de alelos y sus frecuencias (Quintero et al., 2009).

Probabilidad de exclusion (PE): es la probabilidad de que un sistema genético
especifico dara evidencias que conduciran a la exclusion de un sospechoso 0 a descartar
una supuesta paternidad de un individuo; es un método muy comun para cuantificar la
validez de un sistema genético (Callisaya, 2007). Es un valor estadistico porcentual
funcién directa del polimorfismo de un marcador, asi cuanto méas polimorfico es un
sistema y mas equilibradas estan las funciones de sus alelos, mayor sera su probabilidad
de exclusion a priori y por tanto su eficiencia en pruebas forenses y parentesco
bioldgico (Gonzalez, 2006).

Poder de discriminacion (PD): capacidad que tiene un marcador o conjunto de
marcadores STR's de diferenciar a un hombre tomado al azar de ser genotipicamente

idéntico con otra persona, muestra o evidencia forense.
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indice tipico de paternidad (ITP): indica cuantas veces es mas probable que un
supuesto padre comparta material genético con un individuo tomado al azar (Quintero et
al., 2009).

Probabilidad de match o coincidencia (PM): probabilidad de que dos
individuos tomados al azar tengan el mismo genotipo en uno o varios sistemas genéticos

dados.

1.4.3 Almacenamiento de ADN a temperatura ambiente

1.4.3.1 Anhidrobiosis

Los ambientes extremos obligan a los organismos a desarrollar o adoptar
mecanismos eficaces de proteccion celular y molecular; los animales superiores pueden
evitar el desecamiento de una manera conductual (migracién o enterrandose bajo tierra)
o fisiolégicamente (entrando en letargo). Algunos insectos acuaticos que pueden resistir
al desecamiento moderado secretan una cuticula espesa para limitar la pérdida de agua.
Alternativamente otros organismos han desarrollado la estrategia opuesta, ellos
permiten la pérdida de agua pero pueden sobrevivir al desecamiento; este proceso se

denomina Anhidrobiosis (Cornette et al., 2010).

La anhidrobiosis es la habilidad de organismos de sobrevivir en el estado seco,
caracterizado por una extrema inactividad metabdlica, es un ejemplo especifico de
criptobiosis, es una de las estrategias mas avanzadas entre los estados del
hipometabolismo (Gusev et al., 2010; Cornette et al., 2010).

Mientras las células de otros organismos frente a la deshidrataciéon sufren un

dafio de sus organelos, acidos nucleicos y membranas, los organismos anhidro bidticos
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pueden neutralizar los efectos negativos de suspension de agua eficazmente gracias a la
presencia de sustancias crio protectoras, preservando asi sus células, biomoléculas y

recuperarse sin efectos negativos al ser re-hidratadas (Gusev et al., 2010).

1.4.3.1.1 Funcionamiento

Se encuentran moléculas crio protectoras en cantidades considerables en
organismos anhidrobiontes, como el tardigrado Echiniscusblumi (Ver Figura 1.6),
Artemia salina, la planta vascular inferior Selaginella lepidophylla, en las angiospermas
Myrothamus flabellifolius y Sporobulu satrovirens (Crowe et al., 1992; Iturriaga et al.,
2000). Estos organismos tienen en comun la propiedad de sobrevivir en estado de casi
total desecacidn, siendo capaces de soportar condiciones extremas de altas o bajas
temperaturas, salinidad y radiacion, para recuperar sus funciones vitales tan pronto

como se re-hidratan (Mascorro et al., 2005).

Figura 1.6.Tardigrado Echiniscusblumi: pueden persistir durante meses o incluso afos
en el estado anhidrobiotico. La fisiologia y bioquimica de la anhidrobiosis esta enlazada
a un sistema complejo que implica que muchos componentes moleculares diferentes

trabajen juntos como bio protectores (Guidetti, 2007).

Las propiedades fisicoquimicas de estas moléculas crio protectoras permiten
proteger y estabilizar la estructura y la funcion de las enzimas y la integridad de las

membranas biologicas bajo condiciones de estreés abidtico extremo como desecacion,

21



altas temperaturas, congelacion, alta salinidad, oxidacion y radiacion (Mascorro et al.,
2005).

Las proteinas mantienen mejor su actividad bajo estrés abidtico en presencia de
crio protectores, ya que éstos reemplazan al agua formando una especie de capsula
alrededor de la proteina deshidratada protegiendo asi su estructura terciaria y su
actividad (Mascorro et al., 2005). La interaccion por puentes de hidrdégeno entre ambas
moléculas es debida a los grupos polares de la proteina y los hidroxilos del crio
protector, sin reduccion de los grupos aminos y por ende el color café asociado a la
degradacion de las proteinas, reaccion que se acelera a mayores temperaturas (Mascorro
et al., 2005) (Ver Figura 1.7).
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Figura 1.7. Osmoproteccion de proteinas por la trehalosa (un crio protector): al
disminuir el agua, se forma una capa protectora de trehalosa que atrapa el agua
disponible quedando en contacto con la proteina. En la vecindad de la proteina, se
incrementan los puentes de hidrégeno entre trehalosa-agua y trehalosa-trehalosa
(Mascorro et al., 2005).

La capacidad de los crio protectores para proteger las membranas durante la
deshidrataciéon radica en que interactia con éstas favoreciendo la permanencia del
estado fluido de los lipidos, evitando asi su fusion, la separacion de fases y el
rompimiento de las membranas (Mascorro et al., 2005) (Ver Figura 1.8). Las evidencias
sugieren que los crio protectores retardan la transicion de liquido a gel mediante el
reemplazo de las moléculas de agua por las del crio protector, manteniendo a las

22



membranas en forma de cristal liquido, encajandose entre los grupos polares de las
cabezas de los fosfolipidos con los que interactia mediante sus hidroxilos (Crowe et al.,
2001).

deshidratada hidratada

.

fusion durante
la deshidratacion

no hay transicion de fase
de la bicapa externa ni ruptura

Alto contenido de trehalosa

o

hidratada

deshidratada
,{ﬂ fosfolipidos OO ftrehalosa

Figura 1.8. Las membranas biologicas son protegidas por la trehalosa durante la

desecacion evitando su fusion, cambio de fase y rompimiento (Mascorro et al., 2005).

1.4.3.1.2 Placas

Biomatrica The Biostability Company (San Diego-Estados Unidos) llevé el
principio de anhidrobiosis de la naturaleza a productos comerciales que ofrecen
conservar DNA y RNA purificados, ADN en sangre, ADN en tejidos y bacterias; los
cuales al ser reconstituidos en el tiempo conservan su estructura y funcién y pueden ser
aplicados a varios fines como PCR, PCR, secuenciacion, analisis de STR’s,
amplificaciones, restricciones, transformacion y clonacion, entre otras aplicaciones; con
las ventajas de optimizacion de espacio, reduccion de costos, de una forma amigable

con el ambiente y facilidad de transporte respecto al uso de congeladores.
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1.5 Analisis de datos

Se realiz6 un muestreo aleatorio simple (MAS) para determinar el tamafio de la

muestra que sea significativa para el analisis:

_ ZpNp(1-p)
NE*+z, ,p(1-p)

it

Donde:

N: tamafio poblacional, zo/2: confiabilidad, E: error, ~p: proporcidon muestral, n: tamafio

muestral

Almacenamiento de ADN: a fin de establecer la variacion en la concentracion
de ADN al inicio y al final del estudio se lo hizo por analisis de varianza (prueba de
Tukey) con el paquete estadistico InfoStat y su viabilidad se corrobor6 mediante

analisis de STR’s antes y posterior al almacenamiento.

Analisis genético: Se empled el programa Power Star para determinar las
frecuencias alélicas y parametros de interés forense. Para determinar los haplogrupos se
usoé el programa Ancestry.com. Para analizar diferencias de variabilidad genética entre
dos o mas poblaciones, el equilibrio Hardy-Weinberg y distancias genéticas se usaron

los paquetes estadisticos Arlequin 3.5.1.2 e InfoGen/E.

1.6 Hipotesis

Hipdtesis 1: La molécula de ADN almacenada a temperatura ambiente conserva su
concentracion inicial y viabilidad para realizar analisis de microsatélites, sin afectar sus

resultados.
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Hipotesis 2: La poblacion afroecuatoriana demuestra perfiles genéticos similares a

poblaciones de otras regiones geogréficas.

CAPITULO II
2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Ubicacion geogréafica

La fase de campo se realiz6 en dos puntos geogréaficos de donde se recolectaron las
muestras son: la comunidad de San Juan de lluman y el Valle del Chota, los dos en la

Provincia de Imbabura-Ecuador.
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Figura 2.1. a. Localizacién geogréafica de San Juan de lluméan. Parroquia rural de
Otavalo, ubicada a 7km al suroeste de Ibarra, a una altura de 2600 m.s.n.m, con un
clima templado y una temperatura media de 14°C. b. Localizacion geografica del Valle
del Chota. Ubicado a 47 km del canton Ibarra en la frontera entre Imbabura y Carchi,
con una altura de 1560 m.s.n.m y temperatura promedio de 25 C°. Fuente: Extraido el 8

de Octubre, 2011 del sitio Web: maps.google.com.

La fase experimental del presente proyecto se llevo a cabo en los Laboratorios de
ADN, pertenecientes a la Fiscalia General del Estado; ubicada en la Calle 9 de Octubre
N1933 y Patria Tercer Piso.
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Figura 2.2. Localizacion geografica de la Fiscalia General del Estado. Fuente: Extraido

el 25 de Abril, 2011 del sitio Web: www.mapmonde.org.

Provincia: Pichincha

Canton: Distrito Metropolitano de Quito
Longitud: 78° 29'54.56" O

Latitud: 0°12'23.49" S

Altitud: 2799 metros sobre el nivel del mar

Fuente: Extraido el 25 de Abril, 2011 del sitio Web: www.googleearth.com

2.2 Muestras bioldgicas

Para la toma de muestras se tomd en consideracion las siguientes
particularidades: los apellidos de las personas, sus rasgos fenotipicos y el hecho de que
no debian tener parentesco directo unos con otros (es decir sean hermanos o primos

hermanos).

Las muestras fueron obtenidas de individuos afroecuatorianos a los cuales se les
extrajo de 3-5ml de sangre periférica en tubos EDTA, se colectaron en el Valle del
Chota Imbabura-Ecuador en el Colegio Técnico Valle del Chota junto con los

respectivos consentimientos informados de los voluntarios (Ver ANEXO F),
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comprendidos entre las edades de 12-20 afios. Las muestras y consentimientos firmados
fueron trasladados al Laboratorio de la Fiscalia General del Estado para su

procesamiento y almacenamiento, respectivamente.

Las muestras de los individuos de raza indigena de San Juan de lluman se
colectaron en papel FTA en el colegio San Juan de lluman junto con el respectivo
consentimiento informado de los voluntarios, comprendidos entre las edades de 12-20
afios. Las muestras y consentimientos firmados fueron trasladados al Laboratorio de la
Fiscalia General del Estado para su procesamiento. También se tomaron resultados, del
banco de datos del laboratorio, de perfiles genéticos de poblacion mestiza de la
provincia de Imbabura; cabe recalcar que las muestras de indigenas y mestizos se
colectaron y analizaron con el objetivo de servir de referencia para el analisis

poblacional.

2.3 Extraccion de ADN de sangre periférica

Previo a la extraccion se impregno una cantidad de sangre de cada muestra en
papel FTA oportunamente rotulado como respaldo para el laboratorio a manera de un
banco de muestras de poblacion afroecuatoriana. La extraccion se realiz6 usando el Kit
comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit de Promega, mediante el

procedimiento descrito en el respectivo manual (Ver ANEXO G).

2.4 Andlisis cuantitativo de ADN extraido

Posterior a la extraccion se realizd un analisis cuantitativo (para determinar la
concentracion de ADN (ng/ul)), mediante PCR en tiempo real usando el Kit de
Fluometria Quantifiler™ Human; el analisis se hizo en el equipo 7500 Real Time PCR
System (Ver ANEXO H), tanto el Kit como el equipo son de Applied Biosystems.

Dicha cuantificacion se realizo también luego del almacenamiento de las muestras a
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-80°C y a temperatura ambiente, para comparar si se mantiene la cantidad de ADN en el
tiempo con los dos métodos de almacenamiento. Para cuantificar las muestras
almacenadas al ambiente se requiere reconstituir la placa con agua de PCR. La variacién
en la concentracion de ADN se contrasto con una prueba de Tukey y para determinar la

viabilidad del ADN almacenado se realiz6 nuevamente perfiles genéticos.

2.5 Almacenamiento del ADN extraido

El almacenamiento del ADN extraido se realiz6 la mitad del volumen de las
muestras a -80°C en un ultracongelador y la otra mitad a temperatura ambiente. Para el
almacenamiento al ambiente se usO las placas de Biomatrica The Biostability
Company, aliquotando 10ul de cada muestra en cada pocillo, se sell6 y controld la
temperatura y humedad relativa por un lapso de tres meses.

2.6 Determinacién del haplotipo y genotipo

2.6.1 STR’sdel cromosomayY

A los hombres de poblacion negra e indigena se les realizd anélisis del
cromosoma Y con el kit comercial Y-filer de Applied Biosystem para corroborar que
concuerde su composicidn genética (haplotipo) con sus caracteristicas fenotipicas; las
condiciones de amplificacion fueron las establecidas en el inserto del Kit, sequido de
separacion y deteccion de los productos de PCR para finalmente determinar el

haplogrupo en el programa de Ancestry.com.
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2.6.2 STR’s autosdmicos

2.6.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa

Las regiones STR’s autosomicas en estudio fueron amplificadas mediante la
técnica de PCR multiplex para lo que se usé el kit Power Plex 18D de la casa comercial
Promega el cual consta de 17 marcadores autosomicos y uno para determinar el sexo del
individuo, en el equipo GeneAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems. Del ADN
cuantificado se realizo diluciones para llegar a una concentracion de 1-5ng/ul; se coloco
15ul de muestra, 5ul de primer y 5ul de master, las condiciones de amplificacion
(temperaturas, tiempo y ciclos) establecidas consistieron en las siguientes etapas de

denaturacion, anillamiento y elongacion:

27 ciclos
96.0 | 94.0 _
2:00 | 0:10 T 60.0  60.0
1:00 | 20:00 4.0

Figura 2.3. Condiciones de amplificacion para el Kit Power Plex 18D (Inserto de

Promega).

2.6.2.2 Perfiles genéticos

Se procedio a la obtencion de perfiles genéticos de cada individuo preparando un
master mix con 9ul de formamida y 1ul del reactivo CCS_ILS 500, se aliquoté 10ul de
master mix en placas mas 1lul de la muestra amplificada. Las muestras luego se
sometieron a denaturacion (96°C por 3 minutos) e inmediatamente a shock térmico y se
introdujeron al equipo 3130 GeneticAnalyzer, de Applied Biosystems, junto con el
Ladderpplex como referencia. La deteccion de los fragmentos se dio por electroforesis
capilar. El analisis de resultados se realizd mediante el software Genemapper version

3.2. Los perfiles genéticos se obtuvieron en un inicio al extraer el ADN de las muestras
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(ADN extraido fresco) y posterior al almacenamiento (ADN almacenado tanto a
temperatura ambiente como a -80°C) para determinar si el ADN se mantiene viable
luego del almacenamiento y es compatible con el andlisis de STR’s sin afectar sus

resultados.

2.6.2.3 Analisis genético

Una vez obtenidos los perfiles genéticos se realizé el calculo de frecuencias
alélicas y el valor de diversidad genética, parametros de interés forense, equilibrio de

Hardy-Weinberg y distancias geneticas entre poblaciones.

CAPITULO I

3 RESULTADOS

3.1 Muestras bioldgicas

Se colectaron 100 muestras de individuos afroecuatorianos del Valle del Chota, 50
muestras de individuos indigenas de lluman y 100 muestras adicionales analizadas
previamente a partir de individuos mestizos de la provincia de Imbabura ya registrados
en el banco de datos del Laboratorio de ADN de la Fiscalia General del Estado.

3.2 Almacenamiento de ADN

Se cuantificé el ADN extraido fresco (muestras identificadas como iniciales), se
almacen6 una aliquota a -80°C (muestras identificadas como congeladas) y dos
alicuotas a temperatura ambiente (muestras identificadas como placal y placa2). Segun
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el analisis de varianza (prueba de Tukey) no se observa traslape en los cuatro
tratamientos ni diferencia significativa en la concentracion de ADN posterior a su
almacenamiento por los dos métodos, valor de p = 0.5620 (Ver Figura 3.1 y Tabla 3.1).
Con la media calculada en la prueba de Tukey y la diferencia significativa minima
(DMS=20,16959) la cual permite determinar los pares de medias que son diferentes se
clasifico a los tratamientos dentro de una sola categoria lo cual corrobora la hipétesis
planteada (Ver Tabla 3.2).

Almacenamiento de ADN

249,91
154,59+

119,27 4

ConcADMN ngiul)

53,954

41,37

T T T T
Imicial Placa1 Congelada Placa2
Tratamienta

Figura 3.1. Cuantificacion de ADN. En el eje “X” se observan los tratamientos
aplicados; en el eje “Y” la concentracion de ADN en ng/ul. Se registraron cuatro
cuantificaciones: las iniciales, a los dos y tres meses de almacenamiento al ambiente

(placal y placa2 respectivamente) y a los tres meses de almacenamiento a -80°C.

Tabla 3.1. Analisis de varianza (SC tipo I11) de las muestras en los dos métodos de

almacenamiento. 95% de confiabilidad.

F.V. SC gl CM F p-valor
Tratamiento | 5739.05 3 1913.02 | 0.68 | 0.5620
Error 1006255.66 | 360 | 2795.15

Total 1011994.70 | 363
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Tabla 3.2. Test de Tukey, Alfa=0,05; DMS=20,16959. Medias con una letra comin no
hay diferencia significativa.

Tratamiento Medias n E.E.
Congelada 73,27 91 554 A
Placa2 74,50 91 554 A
Placal 78,30 91 554 A
Inicial 83,47 91 554 A

Posterior al almacenamiento se realizd un analisis de STR's, los perfiles que se
obtuvieron coincidieron en su totalidad a los que se obtuvo en un inicio sin ninguna
diferencia o distorsion (Ver Figura 3.2). En el ANEXO 1 se encuentran los
electroferogramas completos de la muestra 24 de poblacion afroecuatoriana antes y

después del almacenamiento a temperatura ambiente.
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Figura 3.2. Parte de dos electroferogramas de la muestra 24 de poblacion
afroecuatoriana. a. Perfil genético obtenido a partir de ADN extraido fresco. b. Perfil
genético obtenido a partir de ADN reconstituido de la placa 2, almacenada a
temperatura ambiente por tres meses. En los dos perfiles se observan los alelos 16-17 en
el marcador D3S1358, 8-8 en el marcador THO1 y 28-29 en el D21S11; es decir todos
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los alelos en los marcadores coinciden y los picos hallados tienen el mismo patron,
altura y posicion en el electroferograma corroborando que el ADN se mantuvo estable y

viable, también se aprecia nitidez sin distorsién o contaminacion.

La temperatura y humedad relativa se encontraron dentro de los pardmetros
establecidos por el inserto de Biomatrica para una adecuada manutencion del ADN al
ambiente, temperatura hasta 25°C (Ver Figura 3.3) y humedad relativa hasta 33% (Ver
Figura 3.4).

30,0
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Figura 3.3. Temperatura ambiente a la cual se almaceno el ADN. En el eje “X”, el
tiempo de almacenamiento (3 meses); en el eje “Y” la temperatura en grados

centigrados. Se registraron tres tomas diarias a las 8am, 12 y 16pm.
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50 + — 1500
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HUMEDAD RELATIVA

Figura 3.4. Humedad relativa a la cual se almacené el ADN. En el eje “X”, el tiempo de
almacenamiento (3 meses); en el eje “Y” el porcentaje de humedad relativa. Se

registraron dos tomas diarias a las 8 am y 16 pm.
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3.3 STR’s autosémicos

Se determinaron los perfiles genéticos (Ver los electroferogramas en el ANEXO 1)
de todos los individuos y a partir de ellos se calculd las frecuencias alélicas para 17
marcadores STR's (presentes en el kit Power Plex 18D) y el valor de diversidad
genética en cada poblacion; se calcularon también parametros de interés forense, el

equilibrio de Hardy — Weinberg y distancia genética.

3.3.1 Frecuencias alélicas, equilibrio y parametros de interés forense en poblacion
afroecuatoriana

La distribucion alélica encontrada es muy variada y amplia para cada marcador
yendo desde el alelo 2.2 hasta el 46.2. Los sistemas mas polimérficos fueron D18S51
con 11 alelos, PENTA D y D19S433 con 12 alelos, D21S11, FGA, PENTA E con 13,
14 y 16 alelos respectivamente; mientras que los sistemas menos polimdrficos fueron
THO1, D3S1358 y D16S539 con 6 alelos. Varios marcadores presentaron alelos con una
frecuencia de 0.5% (Ver Tabla 3.3). Es importante resaltar al marcador PENTA D y
especificamente la frecuencia presentada por el alelo 2.2 que en esta poblacién es de
0.065, mientras que en poblacién mestiza es apenas de 0.005 y en poblacion indigena
estd ausente (Ver ANEXO J).

De los 17 marcadores analizados los méas informativos, tomando en cuenta el
parametro de heterocigosidad esperada fueron PENTA E (He= 0.91), D19S433 (He=
0.89), D18S51 y FGA (He= 0.88), PENTA D (He = 0.87), D251338 (He = 0.86); los
menos informativos D5S818 (He=0.73) y D3S1358 (He=0.71). Dicha informatividad se
corroboré con los valores de PIC: PENTA E, D2S1338, FGA, D18S51, PENTA D, con
0.89, 0.875, 0.874, 0.86 y 0.85 respectivamente; los menos informativos D5S818 (0.68)
y D3S1358 (0.65) (Ver Tabla 3.4).
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La capacidad discriminatoria genotipica que presentan los 17 marcadores
analizados tienen un comportamiento similar a la He y el PIC, en donde se observo que
el STR con mayor capacidad de discriminacion es PENTA E (0.976) y el de menor PD
fue D3S1358 (0.86). Los valores observados de probabilidad de exclusion (PE) e indice
tipico de paternidad (ITP) nos indican de la misma forma que los marcadores con mayor
capacidad de exclusién son: D2S1338 (PE=0.83, ITP=6.25), D18S51 (PE=0.81,
ITP=5.55), PENTA E y FGA (PE=0.79, ITP=5.0); y los STR's con menor capacidad de
exclusion fueron: TPOX (PE=0.32, ITP=1.35), D13S317 (PE=0.36, ITP=1.47),
D3S1358 (PE=0.47, ITP=1.85) (Ver Tabla 3.4).

En cuanto al analisis de equilibrio, las distribuciones genotipicas para los 17
marcadores analizados estuvieron acordes con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0.05) (Ver Tabla 3.4).

Tabla 3.3. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=100) de

afroecuatorianos del Valle del Chota, Imbabura — Ecuador. 2011.

D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

2,2 - - - - - - - - -
3,2 - - - - - - - - -
5 - - - - 0,050 - - - -
6 - 0,100 - - - - - - -
7 - 0,350 - - 0,075 0,005 - - -
8 - 0330 - - 0,140 0,040 0,040 0,210 0,030
9 - 0,110 - - 0,090 0,010 0,070 0,090 0,195
9.3 - 0,075 - - - - - - -
10 - 0,035 - - 0,030 0,080 0,040 0,275 0,170
11 - - - - 0,020 0,265 0,385 0,220 0,270
12 - - - 0,100 0,060 0,400 0,290 0,180 0,255
12,2 - - - - - - - - -
13 - - - 0,105 0,120 0,180 0,115 0,020 0,080
13.2 - - - 0,015 - - - - -
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D351358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D135317 D75820 D16S539
14 0,065 - - 0,095 0,055 0,020 0,060 0,005 -
14.2 - - - - - - - - ;
15 0,400 - - 0,160 0,045 - - - ;
15.2 - - ; - ; - ] ] ]
16 0,305 - - 0,180 0,160 - - - ;
16.2 - - . - - - ] ) ]
17 0,180 - - 0,145 0,070 - - - -
18 0,035 - - 0,065 0,035 - - - -
18.2 - - . - - - ] ) ]
19 0,015 - - 0,090 0,005 - - - -
19,2 - - . - - - ] ) ]
20 - - - 0,030 0,015 - - - -
21 - - - 0,010 0,030 - - - -
22 - - - 0,005 - - - ; -
23 - - - - - - - - -
24 - - - - - - - - -

26 - - - - - - - - -
27 - - 0,050 - - - - _ ]
28 - - 0,155 - - - - _ ]
29 - - 0,200 - - - - _ ]
30 - - 0,230 - - - - _ ]

30.2 - - 0,005 - - - ; ] ]
31 - - 0,090 - - - - _ ]

31.2 - - 0,060 - - - ; ] ]
32 - - 0,015 - - - - _ ]

32.2 - - 0,120 - - - - _ ]
33 - - 0,045 - - - - _ ]

33.2 - - 0,010 - - - - _ ]
34 - - 0,005 - - - - _ ]
35 - - 0,015 - - - - _ ]

46,2 - - - - - - - - -
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Tabla 3.3. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=100) de

Afroecuatorianos del Valle del Chota, Imbabura — Ecuador. 2011 (Continuacion)

CSFIPO PentaD VWA D8S1179 TPOX FGA D2S1338 D195433
22 - 0,065 - ; ; ] ) )
32 - 0,005 - ; ; ] ) ]
5 - 0,060 - . - ] _ ]
- - - - 0,025 - - -
0,070 0,020 - - 0,015 - - ;
0,080 0,115 - - 0280 - - ;

O 00 N O

0,050 0,145 - 0,005 0,175 - - -
9.3 - - - - - - - -
10 0,295 0,190 - 0,035 0,175 - - 0,050
11 0,225 0,190 - 0,065 0,285 - - 0,035
12 0,240 0,080 - 0,120 0,045 - - 0,025
12,2 - - - - - - - 0,060
13 0,030 0,095 0,035 0,160 - - - 0,260
13.2 - - - - - - - 0,095
14 0,010 0,030 0,040 0,370 - - - 0,190
14.2 - - - - - - - 0,090
15 - 0,005 0,215 0,190 - - - 0,095
15.2 - - - - - - - 0,030
16 - - 0,270 0,050 - - 0,075 0,010
16.2 - - - - - - - 0,060
17 - - 0,235 0,005 - - 0,135 -
18 - - 0,155 - - 0,005 0,050 -
18.2 - - - - - 0,035 - -
19 - - 0,030 - - 0,055 0,170 -
19,2 - - - - - 0,025 - -
20 - - 0,020 - - 0,020 0,080 -
21 - - - - - 0,070 0,125 -
22 - - - - - 0,165 0,145 -
23 - - - - - 0,180 0,105 -
24 - - - - - 0,120 0,050 -
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CSFIPO PentaD VWA D8S1179 TPOX FGA D2S1338 D195433
25 - - - - - 0155 0,040 -
26 - - - - - 0055 0,025 -
27 - - - - - 0040 - -
28 - - - - - 0040 - -
29 - - - - - 0015 - -
30 - - - - - - - -
302 - - - - - - - -
31 - - - - - - - -
312 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
322 - - - - - - - -

332 - - - - - - - -
34 - - - - - - - -
35 - - - - - - - -

462 - - - - - 0020 - -

Tabla 3.4. Equilibrio de Hardy — Weinberg y parametros de interés forense en una
muestra poblacional (n=100) de afroecuatorianos del Valle del Chota, Imbabura —
Ecuador. 2011.

D351358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
ObsHe 0,7300 0,7400 0,8700 0,9100 0,9000 0,7600 0,6600 0,7400 0,7900
ExpHe  0,7124 0,7433 0,8561 0,8817 0,9115 0,7325 0,7464 0,7949 0,7918

p 0,5968 0,2110 0,9653 0,9764 0,3503 0,2207 0,2937 0,2207 0,4707
PM 0,1368 0,1218 0,0422 0,0336 0,0237 0,1324 0,1078 0,0814 0,0858
PD 0,8632 0,8782 0,9578 0,9664 0,9763 0,8676 0,8922 0,9186 0,9142
PIC 0,6595 0,6990 0,8352 0,8648 0,8997 0,6870 0,7058 0,7584 0,7547
PE 0,4762 0,4928 0,7346 0,8159 0,7954 0,5270 0,3691 0,4928 0,5806
ITP 1,8519 1,9231 3,8462 5,5556 5,0000 2,0833 1,4706 1,9231 2,3810
Prisiic 0,0270 0,0272 0,0302 0,0315 0,0312 0,0276 0,0258 0,0272 0,0282
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Continuacion.....

CSF1PO PentaD VvWA D8S1179 TPOX FGA  D2S1338 D195433
ObsHe 0,8000 0,8700 0,7900 0,7200 0,6300 0,9000 0,8600 0,9200
ExpHe 0,7939 0,8733 0,8000 0,7829 0,7801 0,8893 0,8619 0,8904

p 0,3482 0,8112 0,8253 0,1237 0,0514 0,7620 0,3302 0,3696
PM 0,0810 0,0364 0,0728 0,0786 0,0873 0,0306 0,0348 0,0406
PD 0,9190 0,9636 0,9272 0,9214 0,9127 0,9694 0,9652 0,9594
PIC 0,7594 0,8552 0,7676 0,7511 0,7408 0,8743 0,8750 0,8435
PE 0,5990 0,7346 0,5806 0,4599 0,3284 0,7954 0,8364 0,7147
ITP 2,5000 3,8462 2,3810 11,7857 1,3514 5,0000 6,2500 3,5714

Pmin 0,0284 0,0302 0,0282 0,0268 0,0253 0,0312 0,0320 0,0299

3.3.2 Frecuencias alélicas, equilibrio y parametros de interés forense en poblacion
indigena

La distribucion alélica encontrada va desde el alelo 6 hasta el 33.2. El sistema
méas polimdrfico fue PENTA E con 13 alelos mientras que los menos polimorficos
fueron THO1, VWA, TPOX con 4 alelos. (Ver Tabla 3.5).

De los 17 marcadores analizados el mas informativo, tomando en cuenta el
parametro de heterocigosidad esperada fue PENTA E (He= 0.86), el menos informativo
D3S1358 (He=0.54), acorde con los valores de PIC: PENTA E (0.83) contrastando con
D3S1358 (0.5). La capacidad discriminatoria genotipica, la probabilidad de exclusion e
indice tipico de paternidad que presentan los 17 marcadores analizados tienen un

comportamiento similar a la He y el PIC (Ver Tabla 3.6).

En esta poblacion, 15 de los 17 marcadores STR's analizados estan en equilibrio
(p>0.05), los 2 marcadores que presentaron diferencias genotipicas significativamente
diferentes a las esperadas fueron D16S539 y D21S11 (p<0.05) (Ver Tabla 3.6).
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Tabla 3.5. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=50) de

indigenas de San Juan de lluméan, Imbabura — Ecuador. 2011.

D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

2,2 - - - - - - - - -
3,2 - - - - - - - - -

5 - - - - - - - - -

6 - 0,510 - - - - - - -

7 - 0370 - - - 0,090 - - -

8 - - - - 0,010 - - 0,010 -

9 - - - - - 0,190 0,400 0,020 0,110
9.3 - 0,110 - - - - - - -

10 - 0,010 - - - 0,040 0,040 0,240 0,410
11 - - - - - 0,560 0,100 0,330 0,230
12 - - - 0,030 0,280 0,100 0,250 0,350 0,240
12,2 - - - - - - - - -

13 - - - 0,050 0,030 0,020 0,090 0,050 0,010
13.2 - - - - - - - - -

14 0,080 - - 0,210 0,140 - 0,120 - -
14.2 - - - - - - - - -

15 0,650 - - 0,160 0,150 - - - -
15.2 - - - - - - - - -

16 0,150 - - 0,100 0,070 - - - -
16.2 - - - - - - - - -

17 0,110 - - 0,300 0,040 - - - -

18 0,010 - - 0,110 0,020 - - - -
18.2 - - - - - - - - -

19 - - - 0,010 0,110 - - - -

20 - - - 0,010 0,070 - - - -

21 - - - 0,010 0,050 - - - -

22 - - - 0,010 0,020 - - - -

23 - - - - 0,010 - - - -

24 - - - - - - - - -

25 - - - - - - - - -
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D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

26 - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - -
28 - - 0,020 - - - - - -
29 - - 0,120 - - - - - -
30 - - 0,260 - - - - - -

30.2 - - 0,010 - - - - - -
31 - - 0,090 - - - - - -

31.2 - - 0,110 - - - - - -
32 - - 0,010 - - - - - -

32.2 - - 0,240 - - - - - -
33 - - - - - - - - -

33.2 - - 0,140 - - - - - -
34 - - - - - - - - -
35 - - - - - - - - -

Tabla 3.5. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=50) de

indigenas de San Juan de lluméan, Imbabura — Ecuador. 2011 (Continuacidon)

CSF1IPO PentaD VvWA D8S1179 TPOX FGA D2S5S1338 D19S433

22 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -
8 - - - - 0,510 - - -
9 0,020 0,390 - - - - - -
93 - - - - - - - -
10 0,370 0,240 - 0,080 0,010 - - -
11 0,170 0,140 - 0,070 0,280 - - -
12 0,380 0,100 - 0,260 0,200 - - -
122 - - - - - - - 0,020
13 0,050 0,130 - 0,400 - - - 0,230
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CSF1IPO PentaD VWA D8S1179 TPOX FGA D2S1338 D19S5433

13.2 - - - - - - - 0,230

14 0,010 - - 0,160 - - - 0,200
14.2 - - - - - - - 0,050

15 - - 0,030 0,020 - - - 0,100
15.2 - - - - - - - 0,070

16 - - 0,440 0,010 - - - 0,080
16.2 - - - - - - - 0,010

17 - - 0,370 - - 0,110 0,160 0,010

18 - - 0,160 - - - 0,030 -
18.2 - - - - - 0,010 - -

19 - - - - - 0,080 0,280 -

20 - - - - - 0,030 0,160 -

21 - - - - - 0,040 - -

22 - - - - - 0,070 0,130 -

23 - - - - - 0,080 0,160 -

24 - - - - - 0,100 0,070 -

25 - - - - - 0,310 0,010 -

26 - - - - - 0,140 - -

27 - - - - - 0,030 - -

28 - - - - - - - -

Tabla 3.6. Equilibrio de Hardy — Weinberg y pardmetros de interés forense en una
muestra poblacional (n=50) de indigenas de San Juan de lluméan, Imbabura — Ecuador.
2011.

D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 Penta E D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
ObsHe 0,5200 0,6200 0,7600 0,8000 0,8800 0,7000 0,7200 0,6600 0,7200
ExpHe  0,5418 0,5967 0,8282 0,8226 0,8602 0,6365 0,7509 0,7151 0,7163

p 0,2477 0,9078 0,0328 0,5016 0,7717 0,9751 0,3755 0,9386 0,0175
PM 0,2680 0,2512 0,0728 0,0688 0,0520 0,1760 0,1104 0,1320 0,1624
PD 0,7320 0,7488 0,9272 0,9312 0,9480 0,8240 0,8896 0,8680 0,8376
PIC 0,5007 0,5099 0,7963 0,7909 0,8368 0,5933 0,7074 0,6529 0,6592
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D3S1358

PE
ITP
I:)min

0,2056 0,3156 0,5270
1,0417 1,3158 2,0833
0,0457 0,0484 0,0527

Continuacion...

ObsHe

ExpHe

PM
PD
PIC
PE
ITP
P min

CSF1PO
0,7600
0,6937
0,3166
0,1800
0,8200
0,6291
0,5270
2,0833
0,0527

THO1 D21S11

Penta D
0,7400
0,7513
0,1644
0,1176
0,8824
0,7054
0,4928
1,9231
0,0520

D18S51

0,5990 0,7548 0,4283

2,5000 4,1667 1,6667

0,0542 0,0580 0,0507
VWA D8S51179 TPOX FGA
0,5000 0,7800 0,8000 0,8000
0,6494 0,7424 0,6276 0,8494
0,1254 0,0777 0,0598 0,2947
0,1880 0,1456 0,2808 0,0552
0,8120 0,8544 0,7192 0,9448
0,5724 0,6957 0,5535 0,8257
0,1875 0,5625 0,5990 0,5990
1,0000 2,2727 2,5000 2,5000
0,0451 0,0534 0,0542 0,0542

PentaE D55818 D13S317 D75820
0,4599 0,3691
1,7857 1,4706
0,0514 0,0495

D165539
0,4599
1,7857
0,0514

D251338 D19S433

0,8400
0,8381
0,0705
0,0712
0,9288
0,7987
0,7548
4,1667
0,0580

0,8800
0,8303
0,5491
0,0736
0,9264
0,8082
0,6753
3,1250
0,0559

3.3.3 Frecuencias alélicas, equilibrio y parametros de interés forense en poblacion
mestiza

La distribucion alélica abarcé desde el alelo 2.2 hasta el 34.2. El sistema mas

polimorfico fue PENTA E con 16 alelos mientras que el menos polimorfico fue THO1

con 5 alelos. Varios marcadores presentaron alelos con frecuencias del 0.5% (Ver Tabla

3.7).

De los 17 marcadores el mas informativo, tomando en cuenta el pardmetro de
heterocigosidad esperada fue PENTA E (He= 0.89), el menos informativo D351358
(He=0.60). Dicha informatividad se corroboré con los valores de PIC: PENTA E (0.87)

contrastando con D3S1358 (0.55). La capacidad discriminatoria genotipica, la

probabilidad de exclusion e indice tipico de paternidad que presentan los 17 marcadores

analizados tienen un comportamiento similar a la He y el PIC (Ver Tabla 3.8).

43



En cuanto al analisis de equilibrio, 16 de los 17 marcadores STR’s analizados
estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05), el marcador que presentd diferencias
genotipicas significativamente diferentes a las esperadas fue VWA (p<0.05) (Ver Tabla
3.8).

Tabla 3.7. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=100) de
mestizos de Imbabura — Ecuador. 2011.

D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

2,2 - - - - - - - - -
3,2 - - - - - - - - -

5 - - - - 0,015 - - - -

6 - 0435 - - - - - - -

7 - 0,315 - - - 0,075 - - -

8 - 0,015 - - 0,010 0,010 0,050 0,020 0,010

9 - 0,035 - - 0,005 0,175 0,280 0,035 0,270
9.3 - 0,200 - - - - - -

10 - - - - - 0,035 0,090 0,300 0,315
11 - - - - 0,050 0,495 0,135 0,340 0,165
12 0,005 - - 0,015 0,200 0,175 0,235 0,265 0,170
12,2 - - - - - - - - -

13 - - - 0,100 0,060 0,035 0,155 0,030 0,070
13.2 - - - - - - - - -

14 0,060 - - 0,290 0,075 - 0,050 0,010 -
14.2 - - - - - - - - -

15 0,580 - - 0,130 0,190 - 0,005 - -
15.2 - - - - - - - - -

16 0,225 - - 0,110 0,095 - - - -
16.2 - - - - - - - - -

17 0,100 - - 0,210 0,045 - - - -

18 0,025 - - 0,045 0,070 - - - -

19 0,005 - - 0,020 0,065 - - - -

20 - - - 0,020 0,040 - - - -

21 - - - 0,035 0,045 - - - -



D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539

22 - - - 0,010 0,025 - - - -
23 - - - 0,010 0,010 - - - -
24 - - - - - - - - -
25 - - - 0,005 - - ; _ ]
26 - - - - - - - - -
27 - - - - - - - - -
28 - - 00303 - - - - - -
29 - - 02879 - - - - - -
30 - - 02121 - - - - - -

30.2 - - 00101 - - - - _ ]
31 - - 00556 - - - - _ ]

31.2 - - 0,465 - - - - _ ]
32 - - - - - - - - -

32.2 - - 02020 - - - - _ ]
33 - - - - - - - - -

33.2 - - 00455 - - - - _ ]
34 - - - - - - - - -

34.2 - - 00101 - - - - _ ]
35 - - - - - - - - -

Tabla 3.7. Frecuencias alélicas de 17 STR's en una muestra poblacional (n=100) de

mestizos de Imbabura — Ecuador. 2011 (Continuacion)

CSF1IPO PentaD vWA D8S1179 TPOX FGA D2S1338 D19S433

2,2 - 0,005 - ; - ] ) )
3,2 - . ; ; - ] ) ]
5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
7 0,005 0,005 - - - ] _ ]
8 0,010 - - - 0,495 - - ]
9 0,015 0290 - 0,005 0,015 0,005 - -
9.3 - ; ] - ] _ ]
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CSF1IPO PentaD vWA D8S1179 TPOX FGA D2S1338 D19S433

10 0,310 0,215 - 0,110 0,035 - - 0,0152

11 0,305 0,160 - 0,050 0,310 - - -

12 0,290 0,065 - 0,235 0,135 - - 0,0152
12,2 - - - - - - - 0,0202

13 0,065 0,190 - 0,350 0,010 - - 0,2020
13.2 - - - - - - - 0,1818

14 - 0,065 0,005 0,180 - - - 0,1919
14.2 - - - - - - - 0,0505

15 - 0,005 0,045 0,050 - 0,005 0,005 0,1313
15.2 - - - - - - - 0,1061

16 - - 0,475 0,015 - - 0,005 0,0556
16.2 - - - - - - - 0,0253

17 - - 0,330 0,005 - 0,035 0,195 0,0051

18 - - 0,115 - - 0,005 0,065 -

19 - - 0,030 - - 0,030 0,275 -

20 - - - - - 0,035 0,150 -

21 - - - - - 0,050 0,015 -

22 - - - - - 0,095 0,085 -

23 - - - - - 0,110 0,140 -

24 - - - - - 0,140 0,030 -

25 - - - - - 0,250 0,030 -

26 - - - - - 0,175 0,005 -

27 - - - - - 0,055 - -

28 - - - - - 0,010 - -

29 - - - - - - - -

Tabla 3.8. Equilibrio de Hardy — Weinberg y parametros de interés forense en una

muestra poblacional (n=100) de mestizos de Imbabura — Ecuador. 2011.
D3S1358 THO1 D21S11 D18S51 PentaE D5S818 D13S317 D7S820 D16S539
ObsHe 0,6000 0,7200 0,8100 0,9000 0,9000 0,6800 0,8800 0,6500 0,8600

ExpHe  0,6017 0,6734 0,8080 0,8324 0,8917 0,6889 0,8150 0,7251 0,7706
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D3S1358 THO01 D21S11 D18S51 Penta E D5S818 D13S317 D75820 D16S539

p 0,3688 0,1467 0,4489 0,4095 0,9485 0,1400 0,6204 0,2163 0,1768
PM 0,2180 0,1940 0,0748 0,0644 0,0278 0,1458 0,0734 0,1260 0,1144
PD 0,7820 0,8060 0,9252 0,9356 0,9722 0,8542 0,9266 0,8740 0,8856
PIC 0,5535 0,6085 0,7760 0,8084 0,8777 0,648 0,7855 0,6704 0,7291
PE 0,2909 0,4599 0,6141 0,7954 0,7954 10,3980 0,7548 0,3552 0,7147
ITP 1,2500 1,7857 2,6053 5,0000 5,0000 1,5625 4,1667 1,4286 3,5714
Prisiic 0,0249 0,0268 0,0288 0,0312 0,0312 0,0261 0,0305 0,0256 0,0299

Continuacion...

CSF1PO PentaD VvWA D8S1179 TPOX FGA  D2S1338 D195433
ObsHe 0,7500 0,8500 0,7000 0,8300 0,6800 0,8800 0,8800 0,8800
ExpHe 0,7258 0,8034 0,6525 0,7763 0,6423 0,8614 0,8578 0,8348

p 0,0780 0,6434 0,0302 0,8406 0,4871 0,6359 0,3833 0,3820
PM 0,1490 0,0798 0,2002 0,0946 0,1992 0,0414 0,0660 0,0468
PD 0,8510 0,9202 0,7998 0,9054 0,8008 0,9586 0,9340 0,9532
PIC 0,6700 0,7704 0,5893 0,7400 0,5785 0,8422 0,8102 0,8368
PE 0,5098 0,6949 0,4283 0,6559 0,3980 0,7548 0,7548 0,7523
ITP 2,0000 3,3333 1,6667 2,9412 1,5625 4,1667 4,1667 4,1250
Prisiic 0,0274 0,0296 0,0265 0,0291 0,0261 0,0305 0,0305 0,0307

3.3.4 Valor de diversidad genética

La diversidad genética es directamente proporcional a la hetorocigosidad. La
poblacion afroecuatoriana del Valle del Chota presenta una mayor diversidad que la
poblacidon mestiza e indigena (Ver Tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Medidas de diversidad genética y un promedio de heterocigosidad de los 17

marcadores STR's en cada poblacion.

Grupos Diversidad genética | Heterocigosidad
(medias) promedio

Afroecuatorianos | 0.810 0.799

Mestizos 0.759 0.791

Indigenas 0.725 0.734

3.3.5 Distancia genética

Con los datos de alelos autosémicos se determind la distancia entre las tres
poblaciones (Ver Figura 3.4) y se calculd el valor Fst (Ver Tabla 3.10). Las distancias
genéticas son cortas; los afroecuatorianos estan mas cerca a los mestizos (0.042) y mas
lejos de los indigenas (0.059) mientras que los indigenas tienen una distancia mas corta
en relacion a los mestizos de 0.0054 corroborandose mayoritariamente el componente
amerindio en la poblacién mestiza. Se evidencia una diferencia en la composicién

genética de poblacion afroecuatoriana e indigena.

Promedio (Average linkage}
Distancia: (EQclidea)

MEZTIZOS

INDIGEMAS

AFROS

0,00 243 486 7.29 9,71

Figura 3.5. Distancia genética entre las tres poblaciones analizadas
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Tabla 3.10. Fst distancias genéticas basadas en 17 STR loci autosémicos

POBLACION Afroecuatorianos Indigenas Mestizos
Afroecuatorianos 0
Indigenas 0.059 0
Mestizos 0.042 0.0054 0

3.3.6 STR’s del cromosoma Y

Se determinaron los haplotipos en cromosoma Y (16 marcadores presentes en el

kit Y-filer) de 43 individuos afroecuatorianos y 31 indigenas (Ver Tabla 3.11, Tabla

3.12 respectivamente; un electroferograma completo se encuentran en el ANEXO K),

de los cuales se establecié su haplogrupo, es decir el grupo racial al que pertenecen
dichas poblaciones (Ver Tabla 3.13, Figura 3.5).

Tabla 3.11. Haplotipos del cromosoma Y observados en poblacion

Valle del Chota; n=43, haplotipos encontrados = 35.

afroecuatoriana del

MARCADORES
contaje | 456 | 3891 | 390 | 3891 | 458 | 19 385 (393|391 |439 | 635|392 | H4 | 437 | 438 | 448
1 14| 13| 22| 30| 16|16|1317 13/10| 11| 21| 11|11| 14| 11| 21
1 14| 14| 22| 31| 16|16|1417 13110| 11| 22| 11|12| 14| 11| 21
1 14| 14| 21| 32| 16|14|1415 14| 10| 12| 22| 14|11| 14| 10| 19
2 14| 12| 21| 29| 17|16|1212 141 10| 11| 23| 11|12| 15| 10| 19
1 15| 13| 21| 29| 16|15|1818 13110| 11| 21| 11|12| 14| 11| 21
1 15| 13| 21| 30| 17|15|1517 13110| 11| 22| 11|12| 14| 11| 21
1 15| 13| 21| 29| 18|16|1717 141 10| 12| 21| 11|11| 14| 11| 22
1 15| 13| 21| 30| 18|15|1515 13110| 11| 21| 11|12| 14| 11| 21
1 15| 13| 22| 30| 18|15|1616 131 10| 12| 21| 11|12| 14| 10| 21
1 15| 13| 21| 31| 18|16|1618 13110| 12| 21| 11|11| 14| 11| 21
1 15| 12| 22| 30| 15|17|1316 121 10| 11| 20| 12|11| 16| 10| 19
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MARCADORES

contaje | 456 | 3891 | 390 | 389l | 458 | 19 385|393 (391|439 635|392 | H4 | 437 | 438 | 448
1 15 13| 21| 31|17|15|1616 13110| 11| 20| 11|12| 14| 11| 21

15| 13| 24| 29| 17|14 1114 13| 10| 13| 23| 13|12| 15| 12| 19

15| 14| 24| 31|17|14|1115 13| 11|11 23} 13|11| 14| 12| 18

15| 14| 21| 31| 16|17|1818 15| 10| 12| 20| 11|10 14| 11| 21

15| 14| 21| 31|15|16(1718 14| 10| 11| 22| 11|11 | 14| 11| 21

15| 13| 25| 29| 16|14 1114 12| 10| 12| 23| 11|12| 15| 12| 19

15| 13| 22| 30| 18|15|1616 13| 10| 12| 22| 11|12| 14| 10| 21

15| 13| 21| 30| 17|17|1620 15/ 10| 13| 22| 11|11 | 14| 11| 21

15| 14| 24| 30| 1813|1315 13| 10| 10| 21| 11|12| 14| 10| 20

15| 14| 25| 30| 18|16(13,216 | 13| 11| 13| 23| 13|13| 14| 12| 19

15| 12| 21| 31| 16|15(1718 13| 10| 12| 21| 11|12| 14| 11| 21

16| 12| 22| 30| 15|17 1316 12| 10| 11| 20| 12|11| 16| 10| 19

16| 13| 24| 29| 17|15|1114 13| 10| 12| 23| 13|11| 14| 13| 19

16| 13| 24| 29| 18|14 1114 13| 11|11 25| 13|12| 15| 12| 19

16| 13| 24| 29| 19|14 1114 13| 11| 13| 23| 13|12| 15| 12| 19

16| 14| 21| 32| 19|15|1617 13| 10| 14| 21| 11|11 14| 11| 19

16| 13| 21| 30| 15|16|1618 13| 10| 12| 25| 11|11 14| 11| 20

16| 13| 21| 30| 15|16|1617 13| 10| 12| 25| 11|11 14| 11| 20

16| 13| 21| 31| 19|15|1617 13| 10| 13| 21| 11|11 14| 11| 19

16| 13| 21| 29| 16|15(1717 13| 10| 11| 22| 11|11 | 14| 11| 21

16| 14| 24| 30| 17|14 1114 13| 11|13} 23| 13|12 14| 12| 19

17| 13| 24| 29| 16|15|1114 13| 10| 12| 23| 13|12| 15| 12| 18

17| 14| 21| 31| 15|16|1617 14| 10| 12| 23| 11|11 15| 11| 19

R R R NN R R R R R R R R W NNN R R R R R R

17| 14| 24| 30| 17|14|1115 13| 11|12 23| 13|11| 14| 12| 16

Tabla 3.12. Haplotipos del cromosoma Y observados en poblacion indigena de San Juan

de Iluman; n=31, haplotipos encontrados = 18.

MARCADORES

contaje | 456 | 3891 | 390 | 389I1 | 458 | 19 385|393 391|439 |635|392 | H4 | 437 | 438 | 448
1 14| 14| 24| 32| 18|13|1417| 14| 10| 14| 22| 14/11| 13| 11| 21

1 14| 13| 24| 29| 17|14|1115| 13| 11| 13| 23| 13|12| 14| 12| 19
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MARCADORES

contaje | 456 | 3891 | 390 | 389I1 | 458 | 19 385|393 |391|439|635|392 | H4 | 437 | 438 | 448
1 15| 13| 23| 31|14|14|1317| 12| 10| 12| 22| 11|11| 15| 9| 21

1 15| 13| 24| 29|15|13|1414| 13| 10| 12| 21| 13|12| 14| 11| 20

1 15| 13| 24| 29|15|13|1414| 13| 10| 12| 21| 13|12| 14| 11| 19

1 15| 13| 24| 30(17|13|1419| 13| 11| 11| 24| 13|12| 14| 12| 20

2 15| 13| 23| 31(19|12|1617| 13| 10| 11| 22| 14|12| 13| 11| 20
2 15| 14| 24| 31|17|13|1118| 14| 11| 13| 22| 14|11| 14| 11| 20
3 15| 12| 25| 28| 16|14|1420| 13| 10| 11| 23| 14|11| 14| 11| 19
4 15| 13| 21| 29|16|12|1516| 13| 11| 11| 22| 14|12| 13| 11| 20
1 16| 12| 25| 30| 17|14|1419| 13| 10| 12| 22| 14|11| 14| 11| 19
1 16| 14| 23| 32| 18|15|1212| 13| 9| 13| 22| 11|11| 14| 10| 20
2 16| 13| 23| 30| 17|12|1516| 13| 10| 12| 22| 14|12| 13| 11| 20
2 16| 13| 24| 30| 16|13|1217| 14| 11| 12| 22| 14|12| 15| 11| 20
3 16| 14| 23| 32| 18|15|1212| 13| 9| 14| 22| 11|11| 14| 10| 20
3 16| 14| 24| 30| 17|13|1315| 13| 10| 10| 21| 11|12| 14| 10| 20

1 17| 13| 25| 30|16|13|1417| 13| 10| 12| 22| 14|12| 14| 12| 19

1 17| 13| 25| 31|16|13|1417| 13| 10| 12| 22| 14|12| 14| 12| 19

Tabla 3.13. Haplogrupos en la poblacion afroecuatoriana del Valle del Chota e indigena
de San Juan de lluman, Imbabura-Ecuador, establecidos a partir de los haplotipos

encontrados con cromosoma Y.

Haplogrupo Negros (%) | Indigenas (%)
E3a (Africano) 56,63 -

R1b (Espafiol) 28,57 6,389
otros europeos 6,371 26,91
otros 8,200 0,239
Q  (Amerindio) 0,231 66,45
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Figura 3.6. Representacion grafica de los haplogrupos encontrados en poblacion
afroecuatoriana e indigena.

CAPITULO IV

4 DISCUSION

ALMACENAMIENTO DE ADN

El almacenamiento de ADN es importante en medicina forense, epidemiolégia y
en el trabajo de rutina de laboratorios clinicos y genéticos. En nuestro caso especifico el
mantener las evidencias forenses y su integridad permite que las mismas sean usadas a
futuro si se reabre el caso judicial o para confirmar los resultados previos o probar
nuevas tecnologias. También es Util su adecuado almacenamiento en el caso de material
genético procedente de evidencias donde la cantidad y concentracion de ADN que se
puede obtener de ellas es limitado como cabello, dientes, ufias y otras muestras

facilmente degradables.

Las placas de Biomatrica contienen un polimero que cuando se le afiade ADN
permite el almacenamiento en seco del material a temperatura ambiente, por lo tanto no
hay necesidad de costosos sistemas de refrigeracion que eventualmente fallan. El
polimero puede proteger el ADN mediante la formacion de una capa protectora a su
alrededor, formando una barrera contra la degradacion y pérdida.
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Los resultados en cuanto a concentracion de ADN posterior al almacenamiento
mostraron que no hay diferencia significativa entre la concentracion inicial y la
concentracion luego de -80°C y temperatura ambiente (tablas y figuras precedentes), es
decir en este caso, el F. Calculado fue menor al de F tabulado (5%) con una
confiabilidad del 95%, (0,68<3,46), por lo que se acepta la hipdtesis nula sefialando que
los tratamientos son similares y se corrobora esto con el valor p = 0.5620. El error en la
prueba de Tukey fue alto debido probablemente a la forma y cantidad en la que se
proceso las muestras, ya que todas las muestras fueron procesadas el mismo momento

pudiendo afectarse los tiempos de accidn de cada reactivo.

Esto permite afirmar que el almacenamiento a temperatura ambiente usando las
placas de Biomatrica es optimo porque el ADN se mantuvo viable y no se detectd
inhibicion o contaminacion (por parte del polimero que encapsula al ADN en las placas
puesto que no se us6G ningin método de purificacion del ADN vy este fue usado
directamente en el analisis de STR’s) posterior al almacenamiento ya que los perfiles
genéticos fueron totalmente legibles e idénticos a los iniciales sin presencia de
artefactos inespecificos. Estudios similares se llevaron a cabo por Lee et al., 2010;
Muller et al., 2010; Bonnet et al., 2010; Lee et al., 2011 con iguales resultados. La placa
2 se almacend por tres meses al igual que las muestras a -80°C por lo tanto comparando
las dos el mejor tratamiento fue placa 2 con una media de 74.50 respecto a la media de -
80°C que fue 73.27.

La temperatura ambiente promedio fue de 23°C y la humedad relativa 25-33%,
datos comparables con los trabajos de Lee et al., 2011 donde afirman que la humedad
relativa debe ser menor a 50%; Lee et al., 2010 donde las condiciones fueron 22.1°C y
40% HR; y similar también al trabajo de Muller et al., 2010 donde las condiciones
halladas fueron 22.4°C y 38% HR.
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STR's AUTOSOMICOS

Diversidad genética (Frecuencias alélicas y valor de diversidad), equilibrio y

parametros de interés forense

Las frecuencias alelicas, valor de diversidad genética, equilibrio y parametros
forenses se presentan en las tablas precedentes; los resultados de este trabajo se
compararon con investigaciones de Ecuador, Colombia y México, cabe recalcar que en
este estudio se incluyeron por primera vez los marcadores D251338 y D19S433 de los

cuales no hay reportes previos en Ecuador.

La distribucion alélica en el presente estudio fue muy variada y amplia para cada
marcador yendo desde el alelo 2.2 hasta el 46.2 y concordante con los hallazgos de
Gonzalez, 2006; Hincapié et al., 2009; Quintero et al., 2009; donde se muestra como
sistema mas polimorfico a PENTA E, caracteristica que lo hace ser més informativo;
mientras que los sistemas menos polimdrficos en este trabajo fueron THO1 (concordante
con Hincapié et al), D3S1358 (concordante con Gonzalez, 2006) y D16S539. Todos los
marcadores se comportan de la forma indicada para los parametros de interés forense:
heterocigosidad esperada, contenido de informacion polimorfica, poder de
discriminacion, probabilidad de exclusion e indice tipico de paternidad.

Los marcadores que presentaron alelos con una frecuencia de 0.5% resultan muy
favorables en el momento de aplicarlos en pruebas de parentesco biolégico o pruebas
forenses. Su baja frecuencia y por ende baja probabilidad de encontrarse en nuestra
poblacion, los hace marcadores ideales que pueden ser ampliamente discriminativos a la

hora de una evaluacion estadistica (Quintero et al., 2009; Callisaya, 2007).

Se tiparon 17 STR's contenidos en el kit Power Plex 18D en individuos

afroecuatorianos (n=100), mestizos (n=100); el total de la muestra para cada poblacién

54



equivale a 200 cromosomas independientes, numero adecuado para establecer
frecuencias alélicas representativas de la region y encontrar alelos con frecuencia igual
0 mayor a 5% (Quintero et al., 2009). Para la poblacion indigena estudiada (n=50, el

total de la muestra equivale a 100 cromosomas independientes).

En poblacion indigena se observd desequilibrio en los marcadores D21S11 y
D16S539, para explicar esto hay dos posibilidades: la primera, que no se haya
verificado los niveles de endogamia presente en la poblacion y la segunda que la
cantidad de cromosomas (100 como se menciond anteriormente) analizados son
insuficientes para generar una distribucion alélica mas representativa para el estudio
(Callisaya, 2007); ademas del factor herocigocidad (0.76 y 0.72 respectivamente), lo

que indica un déficit de heterocigotos en esos marcadores.

En mestizos se vio desequilibrio en el marcador vWa, a pesar de ser una muestra
representativa el desequilibrio se explica nuevamente por el valor de He: 0.65 (deficit de
heterocigotos); siendo éste el Gnico sistema STR que aporto significativamente a la poca
diferenciacion detectada. Sin embargo tanto en poblacién indigena como mestiza el uso
de los 17 marcadores en conjunto son Utiles para su aplicacion tomando en
consideracién que es indispensable utilizar las frecuencias minimas para los marcadores
en desequilibrio al momento de realizar célculos de criminalistica y pruebas de

paternidad.

En poblacién afroecuatoriana el analisis para el equilibrio indicé que los 17
marcadores analizados estuvieron acordes con el equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0.05) hallazgo concordante con Gonzalez, 2006 donde se tiparon 104 individuos de

la misma raza.

Haciendo una evaluacion general de las frecuencias que presenta esta poblacion
en cada marcador para los distintos alelos posibles, se verifica notoriamente una amplia

distribucion alélica por tanto un elevado polimorfismo genético en esta poblacion, esta
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afirmacion se respalda por la diversidad genetica cuyo valor es igual a 0.81.

Acorde a lo afirmado por Callisaya, 2007, en este trabajo tanto el equilibrio
como las frecuencias y valores de parametros de interés forense obtenidos, reflejan que
el sistema es dptimo y permiten deducir que los valores reportados sirven para formar
bases de datos propias de la region y dutiles en el analisis probabilistico en la

identificacion de individuos (pruebas forenses y de parentesco biolégico).

En relacion a Penta D, se debe tomar en cuenta que el alelo 2.2 para poblacion
afroecuatoriana del Valle del Chota reporta un valor igual a 0.065 siendo relativamente
elevado en relacion a otras poblaciones (indigena -ausente- y mestiza -0.005- de la
provincia de Imbabura), considerando ademas que resultados similares se hallaron en el
trabajo de Gonzalez, 2006 con un valor de 0.089 para dicho alelo en poblacién
afroecuatoriana y 0.004 en mestizos de Ecuador. Esto lleva a pensar que el alelo 2.2 se

encuentra mayoritariamente en el componente genético de poblacion negra.

En cuanto a los valores de diversidad genética, los indigenas mostraron la
diversidad mas baja (0.725), en los trabajos de Gonzélez, 2006 y Bortolini et al., 2003
también se describe una menor variabilidad para grupos amerindios, mientras que la
diversidad en mestizos (0.759) y afroecuatorianos (0.81) fue mayor, hallazgo similar a

los reportados en las citas anteriores.

Distancia genética

El uso del Rst cuando se analizan sistemas multilocus, se justifica dado que es
un estimador atil de estructura genética poblacional, cuando las mutaciones han
contribuido de manera sustancial a las diferencias alélicas que hay entre poblaciones; en
este trabajo lo que se encontrd fueron repeticiones imperfectas (alelos incompletos

ejemplo: 9.3) mas no mutaciones escalonadas por lo tanto no se usé el parametro Rsr,
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unicamente el Fst que ademas de ser un parametro de distribucion estadistica, revela
algunas propiedades del proceso evolutivo que han permitido la divergencia entre
poblaciones (Gonzélez, 2006; Hincapié et al., 2009).

Asi se observd una diferencia entre poblacion afroecuatoriana respecto a la
indigena y mestiza de la zona de estudio. Los valores Fst evidencian una relacion en

estructura genética entre poblacion indigena y mestiza de la provincia de Imbabura.

STR's DEL CROMOSOMA'Y

La mayoria de grupos haploides estan restringidos geogréficamente de modo que
la proporcién de cromosoma Y en cada poblacion se estim6 prediciendo el haplogrupo
mediante su haplotipo y se asigno las siguientes categorias: nativos americanos Q,
europeos R1b, otros europeos E3b-G-J-1-R1a, africanos E3a, otros. La composicién

haplotipica se encuentra en tablas y figuras precedentes.

La poblacion afroecuatoriana se compone de una mezcla 56.63% africana,
28.57% europea, 0.231% amerindia y ~14% otros; comparando con valores en
poblacién afroecuatoriana y brasilefias obtenidos por Gonzalez, 2006 y Abe-Sandes et
al., 2004 respectivamente, se observa similitud; respecto a la primera cita 14% Q, 11%
R1b, 41% E3a, 28% otros y la segunda referencia 47-77% E3a, 23-48% R1b, 0-4%

nativos americanos.

La poblacion indigena se compone de una mezcla amerindia 66.45%, otros
~26% Yy 6.3% de origen europeo putativo este Ultimo dato es interesante ya que en el
trabajo de Bortolini et al., 2003 se aprecia una composicion similar en grupos indigenas
como 11% en Guarani e Ingano, 14% en Kaigang; ademas en el estudio de Gonzélez,
2006 se encontrd un 7% de cromosoma Y de origen europeo en poblacion Kichwa, 78%

Q y 17% otros, lo cual es similar a los resultados obtenidos en este trabajo.
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CAPITULO V

5 CONCLUSIONES

Este estudio representa un nuevo aporte a la caracterizacion de STR's autosémicos en
poblacion afroecuatoriana (Valle del Chota), indigenas (lluman) y mestizos de la
provincia de Imbabura y es el primer informe para las frecuencias de D2S1338 y

D19S433 en poblacion Ecuatoriana.

Las distribuciones y frecuencias alélicas en poblacion afroecuatoriana muestran

diferencia en las caracteristicas genéticas con respecto a otras poblaciones.

Los afroecuatorianos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg para los diecisiete
STR’s autosémicos realizados, los indigenas estan en equilibrio para quince marcadores

y los mestizos para dieciseis.

Segun las frecuencias alélicas, el equilibrio y parametros forenses, los sistemas son
Optimos y sirven para formar bases de datos propias de la region y utiles en el analisis
probabilistico en la identificacion de individuos (pruebas forenses y de parentesco
bioldgico); en poblacion indigena y mestiza el uso de los diecisiete marcadores en
conjunto son viables para su aplicacion utilizando las frecuencias minimas para los

marcadores en desequilibrio.

La poblacion afroecuatoriana presento mayor diversidad genética (0.81), seguido de la
poblacion mestiza (0.759) y la poblacion indigena (0.725).
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La distancia genetica entre poblacion indigena y mestiza fue més corta (0.0054) y entre

indigenas y afroecuatorianos se observo la mayor distancia (0.059).

La incidencia del alelo 2.2 en poblacion afroecuatoriana fue mayor respecto a otras

poblaciones.

La poblacion afroecuatoriana se compone de una mezcla 56.63% africana, 28.57%
europea, 0.231% amerindia y ~14% otros mientras que la poblacion indigena se
compone de una mezcla amerindia 66.45%, 6.3% de origen europeo putativo y otros
~26%.

La concentracion de ADN no varié significativamente luego del almacenamiento a
temperatura ambiente y -80°C y los perfiles genéticos obtenidos posterior al

almacenamiento fueron legibles e idénticos a los iniciales.

Las muestras de ADN re-hidratadas fueron usadas directamente sin previa purificacion

y no presentaron interferencia ni inhibicion en el analisis de STR’s.

El mejor tratamiento a los tres meses de almacenamiento fue placa 2 (a temperatura

ambiente) con una media de 74.50.

La capacidad de las placas de Biomatrica para estabilizar y proteger el ADN de la
degradacion a temperatura ambiente durante largos periodos de tiempo podria tener un
gran impacto en la simplificacion y mejora de las condiciones de almacenamiento de las

muestras.
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CAPITULO VI

6 RECOMENDACIONES

Se recomienda aumentar el tamafio de la muestra en aquellos marcadores que
presentaron desequilibrio genético y frecuencias alélicas menores a las minimas. No
obstante se pueden utilizar estas Gltimas en los calculos en pruebas de identificacion y

parentesco.

Seria importante realizar comparaciones entre poblacion afroecuatoriana del Valle del

Chota y de la provincia de Esmeraldas incluyendo también otros marcadores.

Determinar la incidencia del alelo 2.2 en poblacion ecuatoriana, es decir observar en
que poblacion o raza se encuentra mayoritariamente y su posible asociaciéon a alguna

enfermedad o resistencia genética.

Educar y asesorar al ente judicial sobre el manejo y las virtudes de utilizar esta
herramienta como método identificatorio constituyéndose un medio casi infalible a la
hora de determinar vinculos familiares o la incriminacion de una persona en un hecho

criminal.

Iniciar ensayos de almacenamiento de ADN procedente de evidencias forenses que

tengan concentraciones de ADN minimas para probar la validez del sistema.

Para bajar el error calculado se recomienda procesar las muestras de poco en poco.
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