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RESUMEN

Se realizd un estudio de enfoque cuantitativo, descriptivo, retrospectivo de corte transversal con el
objetivo de analizar la frecuencia de alelos en haplotipos de cromosoma Y, utilizando el kit Yfiler
Plus en la poblacién Nicaragiiense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019, el

universo lo conformaron 1300 individuos que asistieron al Instituto de Medicina Legal.

Las distribuciones de frecuencias alélicas y datos poblacionales para 25 repeticiones cortas en
tdndem de Cromosoma Y, fueron obtenidos de la base de datos individuos del sexo masculino que
acudieron a dicho instituto.

Un total de 215 haplotipos de este cromosoma fueron identificados, encontrandose que 8 haplotipos
se repetian mas de una vez; al agrupar los haplotipos repetidos se caracterizaron un total de 205
haplotipos de los cuales 197 eran Unicos. De acuerdo a las frecuencias alélicas de cada marcador,
se logra inferir que el mas frecuente fue el alelo 13 del marcador DYS393 con un 65,6%.
Comparando este resultado con el de estudios poblacionales de el Salvador y México, siendo estos
los més cercanos actualmente, se observa que el alelo 13 (marcador DY S393) también exhibe la
mayor frecuencia para estas dos poblaciones, reflejando que existe coincidencia respecto al alelo

mas predominante.

Se determiné que los marcadores que poseen mayor poder de discriminacién son DYF387S1 a/b
(93,6%) y DYS385 a/b (93,5%), por tanto ambos poseen menor probabilidad de coincidencia con
6,4% y 6,5% respectivamente, es decir que poseen mayor utilidad forense. Asimismo se observo
que los loci con mayor indice de contenido polimérfico son DYS627 y DY S385 a/b ambos con un
valor de 84%
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I. INTRODUCCION

La genética es la ciencia que se encarga de estudiar como los caracteres hereditarios son
transmitidos de generacion en generacion. A lo largo de la historia ha existido un interés por
conocer la identidad de los individuos, es decir, determinar aquellos rasgos y caracteristicas

que distinguen a una persona de las demas.

Por otra parte la genética forense se trata de una especialidad donde se adquieren
conocimientos con el fin de poder resolver problemas juridicos, esta misma ha evolucionado
gracias a técnicas moleculares principalmente por el descubrimiento de regiones variables,
la aplicacion de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa y el desarrollo de la

electroforesis capilar.

El 99,5% del ADN de los individuos son idénticos entre si y s6lo el 0,5% restante es lo que
nos permite diferenciarnos de los demas. Dentro de estas pequefias proporciones de ADN
distintas existen regiones polimorficas, estas regiones son las que permiten usar la

informacidn genética para fines de identificacion.

El cromosoma Y es un elemento acrocéntrico y es uno de los cromosomas mas pequefios del
genoma humano representando el 2% del complemento cromosémico, este contiene 78
genes, entre los cuales destaca el gen SRY (regidn determinadora del sexo del cromosoma
Y) que codifica una proteina que induce el desarrollo de los testiculos y a través de una amplia

red hormonal provoca el caracter masculino del feto en el desarrollo.

La tipificacion de STR del cromosoma Y ha sido una herramienta de gran importancia en los
analisis forenses, ya que sirve como base fundamental para poder identificar a personas del
sexo masculino en restos cadavéricos, casos de violacion, anélisis biologicos de interes
criminal y variabilidades genéticas de una poblacion determinada. Estos estudios

moleculares de ADN han favorecido en gran medida a los tribunales en todo el mundo.

Los STR (repeticiones cortas en tindem) se utilizan frecuentemente en pruebas forenses, de
paternidad y de ADN genealdgico. Los Y-STR se toman especificamente del cromosoma Y

masculino. Estos Y-STR proporcionan un analisis mas escueto que los STR autosémicos
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porque el cromosoma Y solo se encuentra en individuos del sexo masculino, por ende solo
puede transmitirlo el padre, lo que hace que el cromosoma Y en cualquier linea paterna sea
idéntico.
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Il. ANTECEDENTES

Se presentaran diversos estudios realizados en los Gltimos afios en torno al tema abordado;
con esto se pretende obtener mayor informacion y comprension que permita contribuir al

aporte acerca de la frecuencia de alelos en haplotipos del cromosoma Y.

Se realiz6 una investigacion por el laboratorio de criminalistica de la Policia Nacional de
Nicaragua el cual se titulaba “Microsatélites de Cromosoma Y Estudio de cinco marcadores
genéticos en poblacion de Nicaragua. Vision futura de su aplicacion para la resolucion de
casos de criminalistica bioldgica en el Laboratorio de Criminalistica, Policia Nacional;
Nicaragua”. El andlisis de los cinco marcadores polimoérficos de cromosoma Y estudiados
(DYS19, GATA A7.1, GATA Al10, DYS439 y GATA H4) da lugar al inicio de la creacion
de una Base de Datos de marcadores genéticos. El estudio en su conjunto refleja una herencia
haplotipica, hasta el avance actual, de 56 haplotipos diferentes como resultados de las
combinaciones alélicas de los cinco marcadores analizados. Las frecuencias haplotipicas
obtenidas con el presente estudio vienen a reconfirmar la gran limitante que presenta el
analisis de forma unica de los marcadores polimdrficos de cromosoma Y para la
identificacion genética poblacional, al demostrar que todos aquellos individuos de una misma
linea paterna comparten igual informacién genética de sus haplotipos; razén que hace pensar
errébneamente en que la poblacién estudiada es meramente endogamica por su alta incidencia

homocigética.

En el afio 2016 se realiz6 un estudio realizado en el Instituto de Medicina Legal con sede
central Managua, Nicaragua titulado “Frecuencia de alelos predominantes en la poblacion de
Nicaragua mediante el analisis de ADN humano utilizando marcadores micro satélites del kit
globalfiler express”, cuyo objetivo principal era determinar la frecuencia de alelos
predominantes en la poblacion de Nicaragua mediante la deteccion de ADN humano
utilizando marcadores microsatélites del Kit GlobalFiler Express, para ser utilizadas en casos
de paternidad y genética forense. El universo lo conformaron 750 personas que acudieron a
realizarse pruebas de ADN, del cual se obtuvieron mediante un muestreo probabilistico, una
muestra de 500 perfiles genéticos que corresponden a padres y madres, provenientes de 15
departamentos y dos Regiones Auténomas de la Costa Caribe (norte y sur). Se estudiaron 21

marcadores microsatélites que poseen un elevado grado de polimorfismo y heterocigocidad.
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Los resultados encontrados en el estudio determinan que los alelos mas frecuentes en la

poblacion nicaragliense fueron los siguientes:

CSF1PO: 10, 11, 12

D195433: 13, 14, 15

D2S51338: 19, 20, 23

D12S391: 18, 19, 20

D25441: 10, 11, 14

D10S1248: 13, 14, 15

D13S317: 9, 11, 12

D16S539: 10, 11, 12

D3S1358: 15, 16, 17

D7S820: 10, 11, 12

D21S11: 29, 30

D8S1179: 13, 14

FGA: 23, 24, 25

D5S818: 11, 12

D18S51: 14, 15, 17

SE33: 18

D1S1656: 15, 16, 17.3

D2251045: 15, 16

TPOX: 8§, 11

vWA: 16,17,18

THO1: 6, 7

Los resultados analizados determinan que la probabilidad de coincidencia y poder de
discriminacion combinado para los 21 marcadores es de 0.000000001 y 0.999999999

respectivamente, también se determina que el porcentaje de heterocigotos promedio en la

poblacion es de 78% y 22% para homocigotos. Los resultados contribuyen a establecer una

base de datos representativos de Nicaragua, misma que es Util en las pruebas forenses y de

parentesco basadas en los perfiles de ADN (Sevilla, Olivas, & Montiel, 2017).
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Un estudio llevado a cabo en Espafia en la Universidad de Zaragoza, en el afio 2011 que tiene como
titulo “Analisis de ADN mitocondrial y de polimorfismos genéticos de los cromosomas
autosomicos y sexuales en la poblacion de Nicaragua” donde se analizaron 165 muestras de la
poblacién mestiza Nicaragtiense donde los sistemas genéticos de 15 STRs cromosomicos, 17 STRs
de cromosoma Y y 10 STRs de cromosoma X el cual resultaron altamente polimorficos, generando
un poder de discriminacion y una probabilidad de exclusion elevada. Estos parametros indican que
estos sistemas constituyen marcadores genético moleculares de gran rendimiento en la
identificacion forense de la poblacion mestiza de Nicaragua. En cuanto a los haplogrupos de
ADNmt y cromosoma Y de la poblacion mestiza de Nicaragua confirmé un patron asimétrico de
mezcla entre mujeres nativas y hombres europeos (espafioles) principalmente. Asi mismo, en este
trabajo se observo que el componente nativo americano de ADNmt de la actual poblacion mestiza
de Nicaragua alcanza un 88,9%, siendo el haplogrupo A2 el més frecuente con el 77,62%, seguido
de los haplogrupos B con el 14,11% y D1 representado por el 1,22%. Los datos aqui recopilados
aportan informacién valiosa ya que son los primeros datos poblacionales de interés forense
generados a la poblacion mestiza de Nicaragua siendo de gran utilidad forense para la identificacion
humana, por otra parte, la informacidén genética obtenida es beneficiosa para apoyar nuevas

investigaciones (NUfiez Domingo , 2011).

En el Salvador durante el afio 2014 se realiz6 un estudio que se titula datos de poblacién de 12 loci
STR del cromosoma Y en una muestra de El Salvador, donde se estudié las frecuencias alélicas y
datos de poblacion de 12 loci STR del cromosoma Y DYS19, DYS385, DY S3891, DYS389ll,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS437, DYS438 y DYS439 se determinaron a partir de
una muestra de 150 individuos varones no emparentados de El Salvador, Centroamérica. Un total
de 131 haplotipos fueron identificados por los 12 loci Y-STR de los cuales 118 fueron Unicos. La
diversidad de haplotipos (99,08%) y la proporcion de diferentes haplotipos (87,33%) fueron
estimadas. Las distancias genéticas RST se calcularon entre El Salvador y otras poblaciones de
América del Sur y Central, Europa y Africa. Se encontraron las distancias genéticas RST mas altas
al comparar El Salvador con poblaciones africanas (0.334<RST<0.395). El no significativo mas
bajo La distancia se encontro en la comparacion con Honduras. Las distancias genéticas observadas
entre El Salvador y los grupos nativos del sur y del centro presentaron una amplia gama de valores
(de 0.024 a 0.210) que se puede explicar por las diferencias en la proporcidn de europeos versus

Contribuciones de los amerindios en estos grupos de poblacion. El anélisis, basado en valores de
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RST por pares, mostré que El Salvador esta més cerca del clster europeo (compuesto por muestras
de poblacion general europea y sudamericana de Brasil, Argentina, Colombia y Venezuela) que al

grupo de nativos y mestizos de América Central y del Sur poblaciones (Monterrosa, 2014).

En un estudio realizado en Guatemala durante el afio 2011 titulado “Estructura genética de la
poblacién de Guatemala, se caracterizaron 397 individuos obteniendo haplotipos para los 17 STRs
en cromosoma Y. Todos los haplotipos encontrados en conjunto son Gnicos, lo que implica una
diversidad haplotipica de 1 tanto en el conjunto, como para cada uno de los 6 grupos (espafioles,
mestizos, kapchiquel, Kiche, mam y Qeqchi. El éxito de discriminacion del kit Y filer es la
inclusion de gran cantidad de marcadores y muchos de ellos con una tasa de mutacion relativamente
alta, como son el DYS439, DYS456 y el DYS458. En los analisis realizados de cromosoma Y de
la poblacion mestiza se puede ver un ligero aumento del porcentaje parental de la poblacion

espafola, con respecto a los analisis realizados en STRs (Martinez Gonzélez , 2011).

Durante el afio 2018 se realiz6 una investigacion, impulsada por el instituto de ciencias forenses de
Guatemala (INACIF) que tenia como objetivo la aplicacion del programa M-FISys en los casos de
violaciones sexuales en serie, este programa agrupa los perfiles genéticos donde ocurre
transferencias de ADN, por ejemplo en casos de violacion. El procedimiento consistié en importar
los perfiles genéticos de los casos de transferencias a partir del afio 2011 a la base de datos
Criminalistica dentro del programa M-FISys. Posteriormente se realiz6 una revision de
coincidencias en la cual se identificaron dos diferentes conglomerados que poseian un perfil
genético masculino en comun. La base de datos de Criminalistica dentro del programa M-FISys es
una herramienta importante en la identificacion de grupos de violacion en serie debido a que
simplifica la determinacién e identificacion de perfiles genéticos coincidentes. Se determinaron
dos violadores sexuales en serie identificados como individuo C e individuo 1 a través de la
utilizacion del programa M-FISys. Se identifico la operacion de dos grupos de violadores en serie
(grupo 1 y 2) en los departamentos de Chimaltenango y Quiché en donde habia reportado la
presencia de este tipo de grupos, y con bajos porcentajes de delitos sexuales. El grupo 1 se
conformd por la coincidencia de un perfil genético masculino -individuo C- identificado en 13
indicios tomados a 7 victimas. El grupo 2 se conformo por la coincidencia de un perfil genético
masculino -individuo 1- identificado en 11 indicios tomados a 5 victimas (Say Rodriguez &
Monzén Pineda , 2018).
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En el estado de Zacatecas, México en el afio 2014 se realiz6 una investigacion titulada Estudio
genético poblacional de frecuencias alélicas para 15 marcadores STR presentes en la poblacion del
estado de zacatecas aplicado a la practica forense donde el objetivo principal era crear una base de
datos de la poblacién Zacatecana, obtener el perfil genético y con ello obtener las frecuencias
alélicas y genotipicas para ser utilizadas en casos forenses, donde se obtuvieron las frecuencias
alélicas de la poblacion Zacatecana encontrando alelos que no se habian reportado en estudios con
poblaciones similares, empleando estos datos en casos forenses de manera exitosa y con resultados
mas exactos. Se colectaron 271 muestras de los diferentes municipios del estado de Zacatecas en
tarjetas FTA (64.21%) e hisopados bucales (37.79%), de la muestras el 62.73% de ellas fueron
obtenidas de personas del sexo masculino y el 37.27% restante del sexo femenino. (Hernandez
Rodriguez & Trejo Mendilla , 2014).

Un estudio realizado durante el afio 2012 titulado Genética poblacional del cromosoma Y, en el
estado de Zacatecas, México. Donde se analizaron 130 muestras obteniendo 127 haplotipos
diferentes. Donde el valor perteneciente a la diversidad génica fue mayor en el marcador DY S385
a/b con un 0.9172 (91.722%), y en cuanto a frecuencia alélica el alelo mas frecuente fue el 13 del
marcador DYS393 con un 0.7384 (73.84%). La diversidad haplotipica fue de 99.94%. El poder de
discriminacion fue 97.69%. El estudio comparativo con algunos paises espafioles nos muestra que
no hay grandes diferencias entre las frecuencias de nuestra poblacion con las de poblaciones
espafiolas (Vallin Reza & Trejo Mendinilla, 2012).
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I1l.  JUSTIFICACION

Dentro del &mbito de los hechos delictivos, Nicaragua es uno de los paises centroamericanos con
el mayor indice de denuncias por delitos contra la libertad sexual y en especial por violaciones, las
cuales originan gran impacto, puesto que el dafio que se produce no solo afecta directamente a la

victima, sino también a su familia y a la comunidad.

El Instituto de Medicina Legal (IML) de Nicaragua con sede central en Managua y todas las
delegaciones forenses del pais, son los encargados de levantar las evidencias presentes en la victima
mediante hisopos vaginales, orales y/o anales, asi como prendas de vestir de la victima y
sospechoso, de igual forma se encargan de realizar la toma de muestra indubitada tanto a victimas

como sospechosos.

Sin embargo, existe un porcentaje de los delitos en los que debido al tiempo transcurrido o dindmica
del evento no es posible determinar el perfil genético de los sospechosos en los hisopados
recolectados de las victimas con respecto al sospechoso, por lo cual es necesario realizar busqueda
de Cromosoma Y (cromosoma Unicamente del sexo masculino) para poder relacionar o descartar

al sospechoso como aportador de los residuos presentes en las muestras dubitadas.

Este trabajo ostenta gran importancia, ya que actualmente en Nicaragua no se ha realizado un
estudio acerca de alelos en Haplotipos de cromosoma Y, Yy su frecuencia, por tal motivo se
selecciono el tema “Frecuencia de alelos en haplotipos de cromosoma Y, utilizando el kit Yfiler

Plus en la poblacion Nicaragiense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019”.

De este modo esta investigacion ayudard a crear un instrumento de conocimientos con base
cientifica que podréan ser utilizados en futuras investigaciones por el IML, ya que dicha institucion
no posee, pero requiere un estudio que indique la frecuencia de los alelos de este cromosoma en la
poblacién Nicaragliense para dar criterios de inclusion o exclusion, por ello en el presente trabajo
se realizara una recopilacion de la frecuencia de estos alelos determinados por medio del kit Yfiler
Plus, el cual permite evaluar 25 marcadores genéticos para proporcionar una herramienta que haga
posible cumplir con este parametro estadistico y que ayude al sistema de justicia penal a decidir el
veredicto de culpabilidad o inocencia de las personas enjuiciadas por delitos contra la libertad

sexual. Asimismo, los resultados que se obtendran al finalizar este estudio servirdn como pilar
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cientifico, aportando informacion necesaria para el impulso de nuevos proyectos investigativos por

parte de estudiantes de la carrera de Bioanalisis Clinico y profesionales de la salud.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las violaciones sexuales en Nicaragua son hechos delictivos que no ocurren de manera aislada en
dicho pais. Segun el libro blanco de la Policia Nacional en el afio 2015 se reportaron un total de
1,458 denuncias por violaciones sexuales, en 2016 se reportaron 1,300 denuncias por el mismo
delito y 980 en el afio 2017, habiéndose identificado al agresor en 1,338; 1,207 y 911 casos
respectivamente, sin embargo, no se encontraron datos especificos que correspondan al afio 2018
ni 2019.

La identificacién con ADN o huella genética se basa en el estudio de una serie de fragmentos de
ADN presentes en todos los individuos pero que poseen la caracteristica de ser altamente variables
o polimorficos entre los mismos. El andlisis de un determinado ndimero de estas secuencias o

fragmentos de ADN permite identificar a un individuo con una probabilidad muy cercana al 100%.

El andlisis de las frecuencias de alelos en haplotipos del cromosoma Y, ha sido una herramienta de
mucha ayuda en las investigaciones de origen criminal, especialmente los Y-STRs, que han logrado
situarse en la medicina forense como los marcadores de eleccion, particularmente en casos de
delitos sexuales o en pruebas de paternidad, esto debido a que, por su alta tasa de mutacion, son

altamente polimdrficos y por lo tanto, mucho mas efectivos para la identificacion individual.
Para el desarrollo de esta investigacion se ha planteado la siguiente pregunta:

¢Cual es la frecuencia de alelos en haplotipos de cromosoma Y, utilizando el kit Yfiler Plus en la

poblacién Nicaragiense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019?
Sistematizacion del problema

1. ¢Como identificar el haplotipo de cromosoma Y de individuos del sexo masculino que
asistieron al Instituto de Medicina Legal?

2. ¢Qué beneficios tiene determinar los alelos de los 27 loci Y-STR que estan presentes en la
poblacion en estudio?

3. ¢Por qué es necesario calcular la frecuencia de los alelos mas predominantes en dicha
poblacién?

4. ;Para qué se aplicaran parametros estadisticos de interés en Genética Forense en esta

investigacion?
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la frecuencia de alelos en haplotipos del cromosoma Y, utilizando el kit Y filer plus en la
poblacion Nicaragiiense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019.

Obijetivos especificos

1) Identificar el haplotipo de cromosoma Y de individuos del sexo masculino que
asistieron al Instituto de Medicina Legal.

2) Determinar los alelos de los 27 loci Y-STR que estan presentes en la poblacion en

estudio.

3) Calcular la frecuencia de los alelos predominantes en dicha poblacion

4) Aplicar pardmetros estadisticos de interés en genética forense.
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VI. MARCO TEORICO

6.1. Generalidades
6.1.1. ADN

El ADN (&cido desoxirribonucleico) es el cddigo que contiene la informacion necesaria para la
construccion y el funcionamiento de un organismo, es el manual de instrucciones de los seres vivos.

Est& formado por dos cadenas de nucleétidos complementarias que forman una doble hélice.

Los nucledtidos son las moléculas que componen el ADN, estan formados por un grupo fosfato,
un azucar (desoxirribosa) y una base nitrogenada. En el ADN hay cuatro tipos de nucle6tidos que
se diferencian por la base nitrogenada que tienen: adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina
(T). Estas moléculas se ponen una detras de otra y forman una cadena muy larga, de manera tal que
la adenina y la timina se pueden unir mediante dos enlaces, y la guanina y la citosina por tres

enlaces (Anénimo, 2015).

Asimismo (Austin, s.f.) Afirma que el ADN se organiza estructuralmente en cromosomas, y a nivel
funcional se organiza en genes, que son piezas de ADN que generan caracteristicas fisicas
especificas. Estas caracteristicas no vienen directamente del propio ADN, sino de una molécula
Ilamada ARN, formada a partir del ADN, y codifica una proteina. Esto es lo que se llama el dogma
central de la biologia molecular: en el ADN hay genes que generan ARNs mensajeros, y estos
generan proteinas. Y esto es lo que da las diferentes caracteristicas fisicas que se observan en

individuos, como el color de ojos, o la altura.

6.1.2. Cromosoma

Los cromosomas son estructuras celulares con forma de baston que estan formados por ADN, ARN
y proteinas, se encargan de transmitir el material genético de una célula a otra y se encuentran
ubicados en el nlcleo de las células. Su esqueleto tiene dos partes, llamadas cromatidas, que estan
unidas por un centrémero, este Gltimo es fundamental para asegurar la correcta distribucion de los
cromosomas duplicados en las células hijas durante las divisiones celulares. En sus extremos estan
los Ilamados telémeros, que se encargan de impedir que las terminaciones se enreden y adhieran
unos con otros; ademas, ayudan a que los cromosomas semejantes se emparejen y entrecrucen

durante la meiosis.

pag. 12



En los humanos, cada célula contiene 46 cromosomas dispuestos en 23 pares. Las Unicas
excepciones son las células sexuales (espermatozoide y 6vulo) que contienen 23 cromosomas, las
que al fecundarse crean una célula con una dotacion completa de cromosomas, es decir, 46 en total
(Austin, s.f.).

De los 23 pares de cromosomas, los primeros 22 se denominan autosomas o autosomicos, y al par
23 cromosomas sexuales; se les conoce como gonosomas o heterocromosomas (X y Y) estos
difieren del resto, ya que no siempre son idénticos, la mujer posee dos cromosomas X idénticos y

el hombre, un cromosoma X y un cromosoma Y, que es mas pequefio (Anénimo, Cromosoma, s.f.).

6.1.3. Polimorfismos del ADN y su clasificacién

Un polimorfismo es una variante genética en la secuencia del ADN que existe de forma estable
entre individuos de la misma especie y se encuentra con una frecuencia de al menos 1% son, por
lo tanto, diferentes de las mutaciones, que son mucho menos frecuentes. Un polimorfismo puede
no tener ningun efecto por localizarse en una regién no codificante del ADN, pero si el
polimorfismo se encuentra en una region codificante o reguladora, es probable que tenga
consecuencias en el fenotipo (Tobella, 2019).

Dentro de la clasificacion de polimorfismos, se encuentran:

Polimorfismos de secuencia: SNP (Polimorfismos de nucledtido Unico, “Single Nucleotide
Polymorphisms™) son la forma mas sencilla de polimorfismo genético ya que consisten en el
cambio de un s6lo nucledtido en el contexto de una secuencia genética. Se distribuyen de manera
heterogénea por todo el genoma y se encuentran tanto en las regiones codificantes (exones) como
no codificantes (intrones y region promotora) de los genes, asi como en las zonas del genoma en
donde no asientan genes conocidos; a veces llamado “ADN basura”. Los SNP determinan la mayor
parte de la variabilidad genética de los individuos, causando muchas de las diferencias fenotipicas
de los mismos, de igual manera, las distintas alternativas de este tipo de polimorfismo pueden
determinar susceptibilidad a desarrollar una enfermedad, una mayor agresividad clinica de la

misma o diferencias en la forma de responder al tratamiento (USC, s.f.).

Polimorfismos de longitud o de secuencia repetida (ADN repetitivo en Tandem) formados por
bloques de ADN que se repiten consecutivamente y se dividen en ADN minisatélite y ADN

microsatélite. Segun (Checa, 2007):
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— Minisatélites son loci que corresponden a secuencias de ADN de unas pocas decenas de
nucleotidos repetidas en tandem. EI nimero de dichas repeticiones varia de cromosoma a
cromosoma, de forma que en un cromosoma el nimero de repeticiones en tindem puede
ser de 10, en otro de 15, en otro de 22, etc, ya que son altamente polimorficos. La
singularidad mas especial de este tipo de polimorfismos esta en que cada loci puede
presentar muchos alelos distintos (tantos como repeticiones), sin embargo, presentan el
inconveniente de que no estan distribuidos por todo el genoma y sélo pueden ser utilizados
en el diagnostico de un nimero muy reducido de enfermedades.

— Microsatélites o STR (Short Tandem Repeats) son por excelencia los polimorfismos
anonimos utilizados en el diagndstico genético. Corresponden a la repeticion en tandem de
secuencias de entre 2 y 5 nucleotidos. Los microsatélites presentan dos caracteristicas que
los hacen ideales para su uso. En primer lugar, estan distribuidos de forma casi homogénea
por todo el genoma y en segundo, presentan un ndmero elevado de alelos con frecuencias
similares entre si, de forma que la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto es

muy elevada. (pp. 215-216)

6.1.4. Haplotipo

La palabra “haplotipo” se deriva de la palabra “haploide”, que describe a las células con un solo
juego de cromosomas, y de la palabra “genotipo”, que se refiere a la composicion genética de un
organismo. Un haplotipo se refiere a un solo par de genes heredados de un solo padre de un solo
cromosoma, 0 puede describir todos los genes que se heredaron de un solo padre. Ademas, el
término “haplotipo” también puede referirse a la herencia de un grupo de polimorfismos de un solo
nucleotido (SNP), que son variaciones en las posiciones individuales en la secuencia de ADN entre
los individuos (Rojas, 2017).

Segun (Wilson, s.f.) Un haplotipo es un conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que
tienden a ser heredados juntos. Haplotipo se puede referir a una combinacion de alelos 0 a un
conjunto de polimorfismos de nucledtido sencillo (SNPs) que se encuentran en el mismo
cromosoma. El motivo por el cual se heredan juntos es porque no suele haber cruzamientos o
recombinaciones entre estos marcadores, o diferentes polimorfismos, al estar tan cerca. Asi que un

haplotipo se puede referir a una combinacion de alelos en un solo gen, o alelos en multiples genes.
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6.2. Cromosoma Y

El cromosoma Y es un elemento acrocéntrico y es uno de los cromosomas mas pequefios del
genoma humano representando el 2% del complemento cromosomico. Tiene un tamafio
aproximado de unas 60 Mb. El 60% de este ADN esté constituido por secuencias polimorficas,
altamente repetidas y estd confinado principalmente a la porcion heterocromatica del brazo largo,
desde Yql13 a Yqter y a la region pericentromérica sugiriendo que estas regiones tendrian una
funcionalidad limitada. Sin embargo, recientes investigaciones demuestran la existencia de genes
y familias génicas localizadas en las regiones supuestamente no codificantes presentes en este

cromosoma (Andnimo, Cromosoma, s.f.).

Desde el punto de vista citoldgico se han podido diferenciar regiones que han sido identificadas

como regiones de eucromatina y heterocromatina.

La region eucromatina se localiza en el brazo corto (Yp), centrébmero y en la zona proximal del
brazo largo (Y(). Se encuentran secuencias altamente repetitivas (DYZ3, DYZ4 y DYZ5) y genes
responsables de importantes funciones biolégicas que muestran alguna homologia con el
cromosoma X o con los autosomas por lo que se considera que es la region que tiene mayor interés
genético (Andnimo, EI ADN, 2015).

La region heterocromatina se localiza en el brazo largo (Yq) en posicion distal, esta region se dice
que es genéticamente inerte y polimorfica entre diferentes poblaciones masculinas. Estd compuesta

principalmente de dos familias de secuencias altamente repetitivas DYZ1y DYZ2.

El cromosoma Y contiene 78 genes, entre los cuales destaca el gen SRY (regidn determinadora del
sexo del cromosoma Y) que codifica una proteina que induce el desarrollo de los testiculos y a

través de una amplia red hormonal provoca el caracter masculino del feto en el desarrollo.

Debido a la falta de un elemento homologo (lo que determina una haploidia parcial), la mayor parte
del cromosoma Y no se recombina durante la meiosis. Solo se produce recombinacion con el

cromosoma X en dos pequefias regiones pseudoautosémicas, las cuales son:

— Laregion PARL1 se localiza en la region terminal del brazo corto del cromosoma Y (Yp),
tiene un tamafio aproximado de 2,6 Mb, la recombinacion en esta regidn es necesaria para

que exista una segregacion normal de los cromosomas X e Y en la meiosis. Se pueden
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observar alteraciones si no hay recombinacion como es el caso del sindrome de Klinefelter
cuyo cariotipo 47 XXY es producto de la no disyuncién, no hay recombinacion a nivel de
la region PARL.

— La region PAR2 se localiza en la punta del brazo largo del cromosoma Y (Yq), tiene un

tamaro aproximado de 320 Kb. Esta region no participa en procesos de recombinacion.

Las regiones PAR1 Y PAR?2 representan el 5% del cromosoma total, la mayoria del cromosoma Y
(95%) es representada por la region no recombinante (NYR) que incluye las regiones eucromatina

y heterocromatina del cromosoma (Andnimo, EI ADN, 2015).

6.2.1. Region especifica o no recombinante del cromosoma Y

De acuerdo con (Diaz, 2010) la region no recombinante (NRY) representa el 95% del cromosoma
Y, esta incluye las regiones eucromatica y heterocromatica del cromosoma Y, no recombina con
ninguno de los cromosomas por lo cual sus loci se transmiten en ausencia de mutaciones por linea

paterna, ademas presenta algunos genes que son importantes en el desarrollo sexual del hombre.

La region NRY esta constituida por gran variedad de secuencias heterocromaticas, las cuales han
sido llamadas X degenerada, X transpuesta y ampliconica. Las secuencias X degenerada son
reliquias de una época antigua cuando los cromosomas X e Y evolucionaron por primera vez a
partir de un cromosoma comun o autosomal. Los genes de estas secuencias que se asemejan a genes
en el cromosoma X muestran evidencia del decaimiento constante debido a mutaciones y muchas
de estas secuencias no son funcionales. Las secuencias X transpuestas son genes que fueron
intercambiados conjuntamente a partir del cromosoma X y hay muy pocos genes funcionales en
esta region. Las secuencias ampliconicas son las que existen dentro de segmentos palindromos
maultiples y repetidos. La expresion de los genes de las secuencias ampliconicas esta muy
restringida a los testiculos expresandose en las células espermatogénicas. Estos genes
probablemente tengan una funcion extremadamente importante en la generacion del esperma. (pp.
35-36)

6.2.2. Herencia paterna

En la especie humana el genoma masculino esta contenido en 23 pares de cromosomas, de los
cuales, 22 pares corresponden a cromosomas autosémicos y el par 23 corresponde a un cromosoma

Xy un cromosoma Y. La presencia del Cromosoma Y determina el sexo masculino y establece
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una herencia exclusiva de dicho cromosoma de padres a hijos varones. A diferencia de la mayor
parte del material genético en el ser humano (23 cromosomas maternos y 23 paternos), los
cromosomas Y no se "mezclan™ durante la formacidn de los gametos en la meiosis. Por esta razon,
cada hombre recibe un cromosoma Y idéntico al de su padre. Mientras que los demas cromosomas
tienen multiples antepasados debido a este proceso de mezcla llamado recombinacién, todos los
CY modernos han sido heredados directamente. Sin embargo, cuando se transmite el CY de
generacion en generacion, se van acumulando cambios o mutaciones en el ADN a través del
tiempo, a los que se les Ilama marcadores moleculares en pruebas de identidad, y que a su vez

constituyen un registro claro de nuestro pasado.

Antes que se divida la célula, el ADN debe duplicarse, en este proceso suele haber errores llamados
mutaciones, por lo que para la misma secuencia ahora existen dos formas alternas conocidas como
alelos; es decir, se genera un alelo mutado y un alelo normal. Cuando el alelo mutado se hace
relativamente frecuente en la poblacion (>1%), se dice que existe un polimorfismo genético en esa
secuencia de ADN. Cuando un polimorfismo se usa para diferenciar a dos cromosomas y/o
individuos, se le Ilama marcador molecular; es decir, el alelo mutado sirve como marca que permite
diferenciar a un cromosoma por tener uno u otro alelo. Por esta razon, los términos polimorfismo
y marcador molecular suelen emplearse indistintamente, ya que por definicion los marcadores
deben ser polimorficos. A nivel molecular, las dos principales fuentes de marcadores para el estudio
del cromosoma Y se pueden clasificar de la siguiente manera: Bialélicos y Multialélicos (Austin,
s.f.).

6.2.3. Polimorfismos del Cromosoma Y

El cromosoma Y contiene un gran nimero de polimorfismos incluyendo marcadores multialélicos

(mini y microsatélites) y marcadores bialélicos (inserciones, deleciones y SNPs).
— Marcadores bialélicos del cromosoma Y (indels y Y-SNPs)

Estos marcadores se originan mediante mutaciones puntuales en un locus determinado, de manera
que se crean dos alelos, el normal y el mutado. Esta mutacion puede ser la sustitucion de un
nucleotido por otro (SNP) o la adicion o pérdida de un segmento de ADN (inserciones/deleciones

0 indels). Sin embargo la mayoria de los marcadores bialélicos del cromosoma Y son SNPs, estos
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son considerados eventos Gnicos y son evolutivamente estables con tasas de mutacion alrededor de

2x1078 por base por generacion.

La ventaja de los Y-SNPs para la rutina forense reside en que permiten el analisis de pequefios
fragmentos de ADN obtenidos de muestras altamente degradadas, de igual manera permiten

predecir el origen geogréfico o étnico de una muestra forense desconocida.
— Microsatélites del cromosoma Y (Y-STRS)

Los marcadores multialélicos (microsatélites) especificamente son repeticiones cortas en tndem,
ampliamente conocidas como STRs, cabe sefialar que cada varon tiene un sélo alelo para cada STR
y para cada marcador bialélico. Evolutivamente su mutacién es mayor que los bialélicos y se

clasifica como moderadamente rapida (Villalobos, 2003).

Los Y-STRs han logrado configurarse como los marcadores de eleccion, particularmente en casos
de delitos sexuales o en pruebas de paternidad, esto debido a que, por su alta tasa de mutacién, son
altamente polimérficos y por lo tanto, mucho mas efectivos para la identificacion individual de lo

que son los SNPs.

Estos microsatélites poseen una herencia mendeliana simple, lo que significa que un individuo
hereda uno de los alelos de cada progenitor. En el caso de los STRs del cromosoma Y, estos son
heredados de padre a hijo (varén) mas no a la hija. Los marcadores utilizados en analisis patrilineal
en regiones de no recombinacion son transmitidos en bloque a los descendientes varones (Vallin
& Trejo, 2012).

6.3. Aplicacion de marcadores Y-STRs en genética forense

Los microsatélites constituyen una de las clases més utilizadas de marcadores de cromosoma Y.
Su mayor ventaja esta en el analisis que se realiza mediante técnicas de PCR, lo que lo hace una

herramienta Util en el campo de la genética forense.

Una de las grandes aplicaciones de este marcador consiste en detectar especificamente los restos
celulares de un varon en casos en los que se realiza una identificacion genética de una mezcla de
fluidos bioldgicos de varén y de mujer en los que la fraccion de células procedentes del vardn sea
minoritaria con respecto a la fraccion de células de la mujer; situacién que ocurre en una

proporcion de casos de violacién en los que en la toma de fluidos bioldgicos por las circunstancias
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de los hechos o de la toma de muestras, se detecta una pequefia cantidad de espermatozoides del
agresor que se encuentran mezclados con una gran cantidad de células de descamacion del epitelio

vaginal de la victima.

Otra aplicacion de interés es la deteccion de células epiteliales masculinas procedentes de
individuos vasectomizados o permitir una mejor aproximacion al namero de contribuyentes de
semen cuando se trata de un caso de violacidén con agresores multiples, obteniendo en este caso

una mezcla de haplotipos de los agresores.

Los STR del cromosoma Y también pueden servir como herramienta en la identificacion de otras
mezclas como sangre-sangre, sangre-saliva 0 mezcla de tejidos similares, en las que no se puede

aplicar la lisis celular diferencial (Diaz, 2010).

Asimismo, (Nudfez, 2011) afirma que la utilidad de este tipo de marcador es sustancial en la
investigacion bioldgica de las paternidades deficientes, especialmente cuando el supuesto padre no
esta disponible, asi como en la identificacién de personas desaparecidas mediante la identificacion
de lineas paternas. El hecho de que el supuesto padre presente un haplotipo de cromosoma Y
distinto al del hijo demostraria la no paternidad, con una probabilidad de exclusién mayor que la

que se obtiene con los STRs autosdmicos.

Por otro lado, los marcadores del cromosoma Y pueden ser de ayuda para obtener una primera
aproximacion al origen geografico del individuo varédn, lo que dirigiria una investigacion a un
grupo mas acotado de sospechosos de una regidn geografica especifica, ya que determinados alelos
0 haplotipos de Y-STRs estan restringidos a ciertas areas geograficas o muestran elevada

diferenciacion de frecuencias entre las mismas. (pp. 51-52)

6.4.1dentificacion con ADN en Genética Forense

La identificacion con ADN o huella genética se basa en el estudio de una serie de fragmentos de
ADN presentes en todos los individuos pero que poseen la caracteristica de ser altamente variables
o polimorficos entre los mismos. El analisis de un determinado nimero de estas secuencias o

fragmentos de ADN permite identificar a un individuo con una probabilidad muy cercana al 100%.
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Ademaés de ser muy polimérfico, el ADN que se utiliza para la identificacion en Genética Forense
es un ADN no codificante o no expresivo, por lo que no revela caracteristicas fenotipicas de los

individuos (Entrala, s.f.).

De igual manera (Martinez, 2011) describe que, el estudio de caracteres hereditarios permite hacer
diagnosticos de identificacion, dichos caracteres deben cumplir ciertos requisitos, como: ser
altamente variables para poder diferenciarlos entre si, poseer un modelo de herencia conocida y
deben ser inmutables a lo largo de la vida del individuo e idénticos en los distintos tejidos de su

organismo. (p.37)

La identificacion humana en el campo de Medicina Legal es un proceso, en el cual se comparan
los resultados obtenidos en el analisis de los vestigios y los obtenidos a partir de las muestras
indubitadas. Las posibilidades de que exista otra persona que comparta los resultados de los analisis
van disminuyendo cuando se aumentan los estudios sobre las muestras que se comparan (Blanco,
2008).

6.5.Estudios poblacionales aplicados a la Identificacion Genética

El estudio poblacional determina las frecuencias alélicas y genotipicas para cada uno de los
marcadores que se analicen, facilitando asi la comparacion de los resultados obtenidos de una
poblacién con los obtenidos para otras poblaciones, y de esta manera observar las diferencias y

similitudes con poblaciones mas cercanas o lejanas con respecto a la filogenética (Blanco, 2008).

Un requisito esencial para seleccionar un STR de uso forense con fines identificativos y obtener
resultados altamente fiables es el estudio y caracterizacion de dicho polimorfismo en la poblacién
que posteriormente se utilizard como referencia. Por tal razéon, los STRs deben cumplir con una
serie de condiciones: alta heterocigosidad, la cual es un parametro estadistico relacionado con el
polimorfismo de este marcador, es decir, un valor alto de heterocigosidad es indicativo de un alto
grado de polimorfismo. Igualmente, una baja tasa de mutacién, puesto que marcadores con una
tasa de mutacion alta podrian presentar variaciones de una generacion a otra, a tal punto de generar

una falsa exclusion en un estudio bioldgico, como es el caso de estudios de paternidad (Diaz, 2010).

Para obtener resultados concluyentes, los pardmetros utilizados deben ser Optimos y se debe contar

con un sistema que tenga un gran poder de discriminacion (PD) y poder de exclusién (PE).
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6.6.Estudio de las Poblaciones Humanas basado en el ADN

La herencia y ausencia de recombinacion del ADNmt le permiten preservar la informacion de los
sucesos mutacionales que han surgido en un linaje mitocondrial determinado en las generaciones
pasadas. Sin embargo el ADNmt, no es la Ginica molécula que tiene un gran potencial filogenético.
El cromosoma Y, portador de los genes determinantes del sexo masculino, también se hereda
uniparentalmente y no padece fendmenos de recombinacidn en practicamente toda su extension.
Esta falta de recombinacién hace que el cromosoma se comporte como un gran fragmento Unico
de ADN, portador de un haplotipo que se transmite intacto de padres a hijos, a no ser que actlen

fendmenos de mutacion (Bermeo, 2015).

El ADNmt presenta una tasa de sustitucion de bases diez veces superior a la del ADN nuclear, lo
que significa que existe un gran numero de secuencias diferentes de ADNmt en la poblacion, por
tanto, una gran diversidad. Al mismo tiempo, esta fuerte tasa de mutacion también es causa de
inconvenientes: se pueden producir mutaciones puntuales varias veces en el mismo punto o
aparecer independientemente en diferentes linajes, haciendo imposible determinar el estado
ancestral. Por el contrario, algunas mutaciones puntuales en el cromosoma Y se pueden considerar
como acontecimientos Unicos que son especificos de un linaje, ya que cuando un grupo de
cromosomas Y portan una mutacién puntual dada es muy probable que tengan el mismo origen

(Uvigen, s.f.).

6.6.1. Polimorfismos

Los polimorfismos genéticos (PG) son caracteristicas genéticas que poseen todos los individuos de
una poblacion, que de igual modo se puede comparar con el resto de las poblaciones y entre los
individuos. Las secuencias del ADN que tienen interés para ese uso son aguellas que estan
presentes en las poblaciones en forma de variantes individuales debidas a dos o mas formas

alternativas (alelos): la existencia de estas diferencias se denomina polimorfismo (Tobella, 2019).

Los PG del ADN se pueden subdividir respecto a su situacion en el genoma, funcion y a su grado
de variabilidad. Respecto a su posicién, los PG se pueden dividir en: mitocondrial y nuclear, que a
su vez se divide en autosomico y heterocromosomico o par sexual (de cromosoma X y del
cromosoma Y). Si se refiere a la sede funcional pueden ser: PG de regiones intergenicas o alejadas

de los genes estructurales entre los cuales estan interpuestos; como es el caso de muchos STRs. De
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acuerdo a la variabilidad, se puede destacar PG de elevada variabilidad intrapoblacional (con un

grado de heterocigosidad H elevado) y otros de alta variabilidad interpoblacional.
Los PG de alta variabilidad intrapoblacional se pueden diferenciar en:

v Secuencias de alta variabilidad haplotipica, entre los cuales estan el cluster (conjunto de
genes que confiere una caracteristica) de los genes estructurales de los antigenos del HLA.

v/ Sitios polimorficos puntuales constituidos por una secuencia repetida en tindem™ n" veces.
(Ej. STR).

Los polimorfismos genéticos mas utilizados para hacer haplotipos y haplogrupos son los que

poseen una recombinacion limitada, ADNmt y Cromosoma Y (Y-SNPsy Y-STRs).

6.6.2. Medidas de Diversidad

La distancia genética define el grado en que dos poblaciones difieren en sus frecuencias alélicas.
Dos poblaciones que comparten un mismo origen pero han sufrido distinto desarrollo historico, se
irdn diferenciando. Cuanto mas tiempo sufran esta divergencia, mayor seré la diferencia entre sus
frecuencias génicas. Asimismo, dos poblaciones aisladas genéticamente se van diferenciando por
procesos de mutacion y deriva, cambiando asi sus frecuencias alélicas; a mayor tiempo de

separacion, mayor diferencia entre las frecuencias alélicas.

6.6.3. Haplogrupos

Un haplogrupo es una agrupacion de haplotipos que comparten ciertas sustituciones diagnosticas
(definidas por enzimas de restriccion o por su secuencia) y que presentan un origen comun. Los
polimorfismos que definen cada haplogrupo se produjeron exclusivamente en las lineas antecesoras
de todos los haplotipos que lo integran. Los haplogrupos méas cominmente estudiados son los del
cromosoma Y y del ADNmt. Ambos pueden ser usados para definir poblaciones genéticas (Rojas,
2017).

Segun (Diaz, 2010), hay dos tipos de variaciones (no conectadas a enfermedades) dentro de la
composicion del cromosoma Y. La primera es una variacion que cambia de una manera muy rapida
que parcialmente permite distinguir a hombres diferentes dentro de una poblacion y que funciona
como una especie de marca personal. El otro tipo de variacion cambia lentamente asi que podrian

haber grandes nimeros de hombres con un tipo similar de cromosoma Y. Estas secuencias nos
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permiten agrupar a los tipos de cromosomas Y en diferentes familias denominadas Haplogrupos

(HG).

Se han propuesto dos tipos de nomenclatura:

v

La nomenclatura jerarquica: las letras mayusculas (A-T) se usan para identificar el clado
principal y, en los subsecuentes subclados, estas letras mayusculas constituirian el primer
simbolo de la nomenclatura seguidos de un sistema alfanumérico alternativo, hasta llegar a
las ramas terminales del arbol.

La nomenclatura por mutacion primero se pondria la letra mayUscula correspondiente al
clado principal, seguida del nombre de la mutacién terminal que define al haplogrupo dado

y, entre la letra mayuscula y el nombre de la mutacion siempre hay que poner un guion (-).

Asi pues (Blanco, 2008) describe que, el clado de Y contiene los haplogrupos principales que se

identifican con letras mayusculas de la A hasta la T. Dentro de estos se encuentran los paragrupos

que representa a los cromosomas que pertenecen a un clado pero no a sus subclados, es decir serian

los cromosomas que comparten el estado derivado de un marcador que define un linaje basal y el

estado ancestral de los distintos marcadores descritos hasta el momento que se encuentren situados

dentro de ese linaje basal (y que definirian sub-linajes). En la nomenclatura usamos el simbolo

asterisco (*) para referirnos a los paragrupos.

La distribucién global de los haplogrupos del cromosoma Y, comenzando desde el clado principal

“A” en orden alfabético hasta el ultimo haplogrupo principal “T” es:

v

v

El haplogrupo A, que en el arbol filogenético corresponderia con la rama més antigua,
aparece Unicamente en Africa.

El haplogrupo B presenta las frecuencias mas altas entre grupos cazadores-recolectores de
Etiopia y Sudan.

En el haplogrupo C se ha encontrado una mayor dispersion que abarca el Centro, Sur y Este
de Asia. Dentro de este haplogrupo, el linaje C1 aparece exclusivamente en Japon, el C2 en
Nueva Guinea, Melanesia y Polinesia., mientras que el C3 se cree que se ha originado en el
Sureste 0 Centro de Asia y desde aqui se ha expandido hacia el Norte de Asia, América y

Europa Central. Por otro lado, el haplogrupo C4 parece estar restringido a poblaciones de
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aborigenes Australianos donde este linaje es dominante. EI C5 tiene una presencia
significativa en la India.

El haplogrupo D presenta las frecuencias mas altas en el Tibet (50%) y Japon (35%), pero
también aparece en otras regiones de Asia Central y Sudeste asiatico.

El haplogrupo E es uno de los que presenta mayor ramificacion, con una gran cantidad de
subhaplogrupos descritos. Empezando por los linajes Ela y E2, que fueron descritos en el
Noroeste de Africa y sequidos por el E1b1, que presenta una amplia distribucion geografica
con dos de sus sublinajes bien definidos: E1b1 presente en toda Africa, y E1b1b1 presente
en el Oeste de Europa y Norte de Africa.

Dentro del haplogrupo F los clados menores F*, F1'y F2 aparecen en poblacion de la India.
El haplogrupo G aparece con mas frecuencia en la region del Céucaso, sin embargo,
también presenta frecuencias significativas en areas del Mediterraneo y Oriente Medio.

El Haplogrupo H también aparece en la India, como sucedia con en el “F”, pero no ha sido
estudiado en profundidad.

El haplogrupo I es claramente europeo. Es de los mas frecuentes entre las poblaciones del
Noroeste de Europa.
La caracteristica del haplogrupo J, es el hecho de la dispersion que experimentd este

haplogrupo cuando se produjo la migracion hacia el Oeste de individuos de Oriente
Proximo, portando asi este haplogrupo al Norte de Africa, Europa, Asia Central, Pakistan
y la India.

El haplogrupo K es el haplogrupo ancestral de los grupos principales que van desde “L” a
“R”. Ademas, dentro del clado K encontramos los clados menores K*, K1, K2, K3 y K4
que estan repartidos por todo el mundo en bajas frecuencias.

El haplogrupo L, se encuentra sobre todo en la India y Pakistan, asi como en Oriente Medio
y, muy ocasionalmente, en poblaciones Europeas, concretamente en paises Mediterraneos.
El haplogrupo M presenta sus frecuencias mas altas en Melanesia, estando su presencia
limitada al area geogréfica de las lenguas Papuanas.

El haplogrupo N actualmente presenta una amplia distribucion y surgié en el interior de
Asia y Sur de Siberia. Los subclados mas frecuentes son el Ni1c, que probablemente
aparecio en la region de China, expandiéndose desde aqui a Siberia y al Este de Europa. El
otro subclado seria el N1b, presente en altas frecuencias en poblaciones Uralicas, sobretodo
en el grupo poblacional Finno-Ugric.
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v" El haplogrupo O representa aproximadamente el 60% de los cromosomas del Este de Asia;
de sus sublinajes el O3 tiene la frecuencia mas alta y esta ausente fuera del Este de Asia,
mientras que los haplogrupos O1 y O2 aparecen en Malasia, Vietnam, Indonesia, Sur de
China, Japon y Corea.

v" El haplogrupo P es un linaje detectado en bajas frecuencias en el Caucaso y la India.

v El haplogrupo Q se encuentra repartido por Asia, América, Europa y Oriente Proximo,
mientras que su subclado Qla3a esta asociado de modo casi exclusivo con la poblacion
Nativa Americana.

v" El haplogrupo R es un haplogrupo muy amplio, en el cual, la mayoria de los individuos de
éste pertenecen al subclado R1, que esta representado principalmente por dos linajes: R1a
y R1b. Se cree que el haplogrupo R1b1 corresponde a los descendientes de los primeros
humanos modernos que entraron en Europa. En la actualidad es el haplogrupo mas
frecuente en el Oeste de este continente, también aparece en el Norte de Africa y en bajas
frecuencias en Irdn y Corea. Por otro lado, los haplogrupos R1la y Rlal se hallan en
elevadas frecuencias en el Centro y Oeste de Asia, la India y en poblacion Eslava del Este
de Europa. El subclado R2 presenta su frecuencia mas elevada en el Sur de Asia,
encontrandose en bajas frecuencias en el Caucaso y Asia Central.

v" El haplogrupo S, anteriormente llamado K5, se encuentra principalmente en Oceania e
Indonesia.

v El haplogrupo T, anteriormente se le denominaba como K2, es observado en bajas

frecuencias en Oriente Medio, Africa y Europa.

6.7.Extraccion de ADN a partir de tarjetas FTA

Son tarjetas de un papel de celulosa a base de algodon que contienen sustancias quimicas que
gueman las células, desnaturalizan las proteinas y protegen el ADN, lo cual deja las muestras aptas
para la identificacion molecular sin el riesgo de contaminacion. Han sido caracterizadas como una
herramienta innovadora para obtener, transportar, purificar y archivar ADN y ARN obtenido de

fuentes bioldgicas, tales como: sangre, raspados bucales, entre otras (Entrala, s.f.).
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6.8.Amplificacion de ADN

Para poder detectar las zonas de estudio, se debe aumentar su nimero de copias, para lo que se
realiza la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual fue desarrollada en 1986
por el Dr. Kary Mullis.

6.8.1. Reaccion en cadena de la polimerasa

De acuerdo a (Rodriguez, Floresvillar, & Meza, 2014), esta técnica se basa en una replicacion
exponencial in vitro de una molécula de ADN gendémico (ADNg) o ADN complementario (ADNCc),
mediante ciclos repetitivos, que constan de tres temperaturas. En cada uno de los ciclos las

moléculas se duplican hasta que los reactivos se agotan.

La longitud del producto amplificado la delimitan los iniciadores, también llamados primers u
oligonucledtidos, de cuyo disefio adecuado depende el éxito de la PCR. Los iniciadores deben ser
especificos, no formar estructuras secundarias entre ellos ni hibridaciones inespecificas entre ellos

u otra parte de la cadena. (pp. 145-155)

6.8.2. Amplificacion in vitro

La amplificacion in vitro de la PCR se apega a las mismas reglas de la replicacion; esto es, se basa
en una secuencia que le sirve de molde y, por complementariedad, sintetiza la cadena antiparalela.
También, la sintesis de la cadena sigue la direccion 5°-3°, ya que requiere de un nucle6tido con el
extremo 3’ libre que proporcione el grupo OH para la adicion del siguiente nucleétido, con lo que

se forma el enlace fosfodiéster.

6.8.3. Requerimientos necesarios para la PCR

Segun (Tamay, Ibarra, & Velasquillo, 2013), los elementos importantes en la reaccion son el
templado o molde (ADN o ADNCc), la enzima ADN polimerasa, los oligonucleétidos o primers, los
desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el idbn magnesio

(Mg +), una solucién amortiguadora o buffer y H2 O.

v" Templado o molde: El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica
ofrece ventajas para su manipulacion. La complementariedad entre las bases esta dada por
puentes de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas, generando estabilidad a la doble hélice,

la carga eléctrica del ADN es negativa y esta dada por los grupos fosfatos. En la PCR, el
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templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como molde para que la
enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia blanco de interés.

ADN polimerasa: es la enzima encargada de la catalisis de la reaccion, sintetizando las
nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanca. La enzima mas usada con
frecuencia se llama Tag ADN polimerasa, que proviene de una bacteria termdfila llamada
Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y por eso su ADN
polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas. El rasgo que distingue a esta
enzima bacteriana de otras ADN polimerasas de otros organismos es su capacidad para
mantener su funcionalidad a temperaturas altas.

Oligonucleotidos/ primers: Los primers son secuencias de oligonucleotidos que flanquean
y delimitan la secuencia blanca que se desea amplificar y son complementarios a ésta.
Generalmente su tamario oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser
mas del 55% de la secuencia. Si no se respetan estas reglas, existe la posibilidad de la
formacion de dimeros de primers, es decir, de productos inespecificos. Esto repercutiria en
el rendimiento de la reaccidn, asi como en la especificidad del producto esperado. Son dos
secuencias diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una denominada «forward»
0 sentido y otra «reward» 0 antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con
el templado y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en direccién
5’-3 (como sucede enddgenamente).

dNTP’s: son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa construye las
nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la especificidad de la
reaccion, por ello es importante que su concentracion sea la adecuada ya que de lo contrario
pueden afectar la funcion de la Tag polimerasa. Normalmente, se utilizan a una
concentracion que oscila entre 0.2 a 1.0 mM.

Buffer: es la solucion amortiguadora que se usa en la reaccién y generalmente esta
compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1x.

El agua: es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de nucleasas,
enzimas que degradan a los acidos nucleicos.

Magnesio: es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion, por eso
se debe tener una concentracion adecuada para que no afecte el rendimiento de la Taq
polimerasa; regularmente su concentracion oscila entre 0.5y 2.5 mM. (pp. 70-78)
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6.8.4. Esquemadela PCR

El esquema convencional de una PCR, incluye los siguientes pasos:
1. Inicio de la desnaturalizacion.
2. Ciclos de amplificacion.

v' Temperatura de desnaturalizacion.
v' Temperatura de alineamiento.

v Temperatura de extension.
3. Amplificacion final.
4. Almacenamiento temporal.

Estos pasos se llevan a cabo mediante el cambio automatico de temperaturas en un equipo disefiado

para este fi n denominado termociclador.

6.8.5. Termociclador

Los equipos en donde se realiza la reaccion en cadena de la polimerasa son llamados
termocicladores, los cuales estan disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las

condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos.

De manera mas explicita, es un equipo capaz de cambiar la temperatura de la muestra en cuestion
de segundos, lo que por lo general se logra mediante calentamiento/ enfriamiento por resistencia
eléctrica de una placa metalica, que distribuye la temperatura de manera homogénea durante
tiempos programados en el rango de segundos a minutos. Normalmente los rangos de temperatura
que abarca el equipo van de 4 a 96°C. Dado que las PCR que se incuban son soluciones acuosas,
los equipos cuentan con una placa metélica a manera de tapa, la cual se mantiene a 103°C para
evitar la condensacion del agua en las tapas de los tubos donde ocurre la reaccion. De esta manera,
se evita que la concentracién de los solutos se modifique, lo que alteraria las condiciones 6ptimas
para la ADN polimerasa y la termodinamica de hibridacion de los primers. Para el enfriamiento se

generan flujos de aire frio, lo que permite descensos de temperatura relativamente rapidos.
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Al final de la reaccion, para corroborar si se amplifico la secuencia blanco de interés, los productos
de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para confirmar si la

reaccion fue exitosa.
Equipo para realizar la PCR

ProFlex 96-well PCR System es un termociclador de Applied Biosystems. El sistema ProFlex
combina la fiabilidad y el rendimiento de los instrumentos de Applied Biosystems con las
caracteristicas de configuracion y control flexibles que se adaptan a las necesidades de

investigacion.
v Inicio de la desnaturalizacion

Es necesaria una temperatura de 95°C para la desnaturalizacion de la doble cadena de ADN, en el
caso del ADN genémico, o el rompimiento de estructuras secundarias, en el ADNc. Esta

temperatura se mantiene por cinco minutos al inicio de la PCR.
v" Ciclos de amplificacion
Un ciclo tipico de PCR convencional consta de las tres temperaturas siguientes:
95°C: desnaturalizacion por unos 30 segundos.
55 a 60°C: alineacion por 30 a 40 segundos.

72°C extension, segun la longitud del producto que se va a amplificar, considerando la adicion de
1000 nucledtidos en 60 segundos.

Este ciclaje de temperatura se repite continuamente por 30 a 35 ocasiones. Cada temperatura

cumple con una funcion especifica.
v" Desnaturalizacion

Se realiza a 95°C y tiene como objetivo desnaturalizar la doble cadena de ADN y/o destruir las
estructuras secundarias del ADN, lo que permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus
secuencias complementarias. Esta temperatura se mantiene durante 20-30 segundos; el tiempo

depende de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera necesario mas
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tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases esta formado por tres
enlaces, uno mas que las bases de A-T.

v" Alineacién

En esta fase, la temperatura se encuentra en un rango entre 55y 60°C, en el cual la mayoria de los
iniciadores hibridan; esto es, se genera la energia cinética necesaria para que los iniciadores
busquen en las cadenas de ADN su secuencia complementaria y formen los puentes de hidroégeno
con la cadena molde, dejando el extremo 3’OH disponible y listo para la adicion de los nucledtidos

consecutivos por la ADN polimerasa.

Para que se forme el complejo templado-primers, es importante que la temperatura de hibridacién
o0 temperatura melting (Tm) sea la 6ptima. Si el disefio de los primers es el correcto y la temperatura

es la adecuada, la estabilidad y especificidad del complejo sera eficiente.
v’ Extension

En esta etapa, la Taq polimerasa actla sobre el complejo templado-primers y empieza su funcién
catalitica a una velocidad muy rapida; agrega dNTP’s complementarios para crear las cadenas
completas de ADN. La extensién de las cadenas es en direccion de la sintesis del ADN, es decir,
de 5’ a 3’. La temperatura Optima para la reaccion es de 72 °C, ya que a esa temperatura la enzima
es funcional. Al final del ciclo, se habran formado los amplicones con un tamafio dictado por el

namero total de pares de bases (pb).
v" Amplificacion final

Una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la temperatura de extension (72°C) se
mantiene por cinco minutos, lo que permite que la polimerasa termine la extension de los productos

a los cuales se encuentra unida.
v Almacenamiento temporal

Durante la programacion de los ciclos de la PCR se programa también un ciclo final de 4°C por
varias horas, lo que permite conservar los productos de PCR hasta que se retiren los tubos de

reaccion del equipo.
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6.8.6. PCR para Y-STR

La PCR para determinacion de haplotipos de cromosoma Y, posee caracteristicas de varios tipos
de PCR, una de ellas PCR- in situ al no requerir extraccion de ADN, ya que directamente del papel
FTA se obtiene un disco de 1.2 mm para realizarse la PCR. Asimismo ostenta caracteristicas de
PCR-multiplex, puesto que realiza la amplificacion de mas de un fragmento de ADN en una sola
reaccion de PCR con 54 juegos de primers aunque solo esta marcado enziméaticamente el primer
iniciador y posee la caracteristica de ser una PCR de punto final, ya que el producto de la PCR se

analiza después de varios ciclos de reaccion, mediante una electroforesis capilar.

6.9.Determinacion de haplotipo de cromosoma Y por Electroforesis Capilar

La electroforesis capilar (EC) es una técnica analitica que permite la separacion de una amplia
gama de analito (iones, péptidos, proteinas, carbohidratos, esteroides, acidos nucleicos, vitaminas,
farmacos, células, etcétera). Parte de la versatilidad y eficacia de esta técnica se debe a que combina
elementos de otras técnicas analiticas; por ejemplo, utiliza detectores de alta sensibilidad como en
la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y el uso de capilares de silice fundida como

en la cromatografia de gases (Chopin, 2012).

Ademas (Osatinsky, 2007) considera que, esta técnica de separacion se basa en la diferente
velocidad de migracion de las distintas especies cargadas bajo la accién de un campo eléctrico. La
separacién se lleva a cabo en un capilar de silice fundida de diametro muy pequefio (10-200 pum).
El uso de estos capilares tiene maltiples ventajas: los capilares son anticonvectivos en si mismos,
por lo tanto, no es necesaria la utilizacion de un gel de soporte como medio; el calor generado al
pasar la corriente eléctrica (efecto Joule), que daria lugar a problemas de gradientes de temperatura
no uniformes (cambios locales de viscosidad), es fuertemente reducido, ya que la disipacion de
calor es muy efectiva; pueden aplicarse altos voltajes consiguiéndose una reduccion del tiempo de

analisis y altas eficiencias.

En electroforesis capilar la tira se reemplaza por un tubo capilar abierto en sus extremos, el capilar
y los viales se llenan con una solucion buffer. La muestra esta formada por un conjunto de aniones
y cationes que se introduce dentro del sistema ocupando una Unica zona. Al someterlo a la
influencia de un campo eléctrico, migran hacia el electrodo correspondiente, estableciéndose un

movimiento de iones que forman parte del sistema. Permite la separacion de moléculas cargadas
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en funcion de su movilidad electroforética, en un buffer a un pH determinado, segun el punto
isoeléctrico (pl) de la molécula y de un flujo electrosmético (EOF). EI EOF es el flujo del liquido
en el interior del capilar originado por la carga eléctrica negativa existente en la pared interna del
capilar. En el caso de los capilares de silice fundida ésta superficie de carga es generado por la

ionizacion de los grupos silanol.

Es decir, la pared del capilar adquiere carga negativa (al pasaje de la corriente eléctrica)
produciéndose la polarizacion del agua, la que por consiguiente tiende a desplazarse hacia el polo
negativo. Esta corriente liquida que se desplaza en sentido opuesto a la direccion de la corriente

eléctrica es el EOF.
v" Sistema de Deteccion

Este sistema de deteccion, es una gran ventaja de esta técnica, puesto que se realiza directamente
sobre el capilar, es decir que el mismo capilar actia como celda de deteccion. El tipo de detector
escogido dependera de los analitos a determinar y, siempre que se pueda, se escogera aquel que
proporcione una sensibilidad elevada para todos los compuestos. El detector ultravioleta—visible es
uno de los mas empleados en la CE. La longitud de onda escogida es de 214 nm, o de 200 nm de

acuerdo al equipo con el que se trabaja (Castagnino, s.f.).

6.10.  Yfiler Plus PCR kit de Amplificacion

Este kit esta disefiado para laboratorios forenses que procesan muestras de bases de datos y trabajos
de casos Y-STR altamente desafiantes. El kit Yfiler Plus esta optimizado para ayudar a mejorar la
resolucion de pruebas de rastreo y mezclas de agresion sexual que contienen pequefias cantidades
de ADN masculino en un gran fondo de ADN femenino y ofrece a los laboratorios el poder de
discriminacion y el rendimiento para permitir resultados precisos en menos tiempo desde Muestras

desafiantes.
Caracteristicas clave del kit de amplificacién de PCR Yfiler Plus:

v Capacidad de discriminacion mejorada a través de marcadores nuevos Yy altamente
discriminatorios.

v" Rendimiento mejorado con muestras degradadas e inhibidores de PCR.
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v" Precision de genotipado mejorada a través de escalera alélica expandida y contenedores
virtuales.

v Concordancia con datos existentes en bases de datos de haplotipos de referencia.

v" Mayor eficiencia del flujo de trabajo que permite un tiempo de resultados mas rapido que

los kits Y-STR anteriores.

El kit de amplificacion de PCR Yfiler Plus permite la amplificacion multiplex de los 17 marcadores
Y-STR incluidos en los kits de amplificacion PCR YFLF de AmpFLSTR, asi como 10 nuevos Y-
STR que utilizan la quimica de 6 colores para ofrecer la capacidad discriminatoria mas alta de
cualquier Y- Kit STR. En particular, la inclusién de siete Y-STR de mutacion rapida (RM) con
tasas de mutacion superiores a 1 x 10 (-2) ayuda a mejorar la resolucion de la diferenciacion del
linaje paterno y ayuda a la discriminacion de los machos estrechamente relacionados
(ThermoFisher, 2016).

— Descripcion del producto

El kit de amplificacion de PCR Yfiler Plus es un ensayo multiplex de 6 tintes para repeticiones en
tdndem cortas (STR) que permite la amplificacién de maultiples tipos de muestras especificas
masculinas, como mezclas masculinas-masculinas y masculinas-femeninas, y amplificacion por
PCR directa de una sola fuente de muestras. El Yfiler Plus amplifica 27 loci STR del cromosoma
Y (DYS576, DYS3891, DYS635, DYS38911, DYS627, DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4,
DYS448, DYS391, DYS456, DYS390, DYS438, DYS392, DYS518, DYS570, DYS437, DYS385
a/b, DYS449, DYS393, DYS439, DYS481, DYS387S1 a/b, DYS533).

El kit contiene todos los reactivos necesarios para la amplificacion de ADN genémico humano.

Los reactivos estan disefiados para su uso con los siguientes instrumentos y software:

v Termociclador: GeneAmp PCR System 9700 tapa de plata de blogue de 96 pocillos.
v" Un GeneticAnalyzer3500xL.
v Un Software Gene Mapper ID-X v1.4
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6.11. Parametros genético-poblacionales
— Frecuencia génica

Es la medida de la proporcion relativa de alelos de una poblacion dada. Estas frecuencias se
expresan en tantos por ciento o en tantos por uno, y se calculan mediante el recuento de cada alelo

y dividiendo este nimero por el nimero total de alelos analizados.

— Seleccion natural

Proceso en la naturaleza por el que un genotipo deja méas descendencia que otro, debido a sus

caracteristicas superiores de la historia de la vida como supervivencia o fecundidad.
— Deriva génica

Es un mecanismo de evolucidn y se refiere a fluctuaciones aleatorias en las frecuencias de los alelos
de una generacion a la otra, debido a sucesos aleatorios. La deriva genética puede causar que ciertos

rasgos pasen a ser dominantes o desaparezcan de una poblacion (Rotimi, s.f.).

6.12. Parametros estadisticos de interés en Genética Forense

— Caélculo de frecuencias alélicas:

n°de alelos observados

f(4) =

n° total de alelos

— Calculo de frecuencias alélicas minimas:

Determinados marcadores genéticos, altamente polimorficos, pueden poseer un elevado nimero de
alelos, y alguno de ellos puede presentarse con una frecuencia muy baja en la poblacion objeto de
estudio. Para evitar una estimacion erronea del valor real se asigna una frecuencia minima arbitraria
de 0,05 (Andrade, 2006).

1
FAM =x2n

Donde:

o nivel de significacion (0,05)
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n: tamafio muestral

— Frecuencia de Haplotipos

_n(1—3pi)

h n—1

Donde n es el nimero total de haplotipos y pi es la frecuencia alélica.
— Probabilidad de match o coincidencia

Es la probabilidad de que dos individuos elegidos al azar tengan idénticos haplotipo en uno o

varios sistemas genéticos dados y puede simplificarse en la siguiente férmula.
pm = ¥ pi®
Siendo pi la frecuencia de los diferentes genotipos observados en el locus en cuestion
— Poder de discriminacion (PD)

Segun (Bermeo, 2015), se define como la capacidad que tiene un marcador de diferenciar a un
hombre tomado al azar, de ser genotipicamente idéntico con otra persona, muestra o evidencia
forense. Es decir, es la probabilidad de que dos individuos no relacionados puedan ser
diferenciados genéticamente mediante el analisis de uno o varios marcadores, igualmente, se puede
analizar un vestigio, si bien se diferencia de otro tomado al azar. Es una medida relativa de la

eficacia del sistema.

PD =1 — probabilidad de match o coincidencia

— Probabilidad de exclusion a priori (PE)

El poder de exclusién es la probabilidad de que un sistema especifico muestre evidencias que
conduzcan a la exclusion de un posible sospechoso, o a la exclusion de una supuesta paternidad de
un individuo. Este es un estadistico que predice como se producira la identificacion en el anélisis
a posteriori (Martinez, 2011).

PE= pq (1-pq)

Donde: p es la probabilidad de que un individuo sea transmisor del gen 1y g es la probabilidad de

que un individuo sea transmisor del gen 2.
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— Razon de Verosimilitud (Likelihood ratio) LR

Es un cociente de probabilidades de un suceso (evidencia) dadas dos hipétesis mutuamente

excluyentes, y que es la solucion mas justa:
Ha: Hipotesis de la acusacion

Hd: Hipotesis de la defensa

E
Prgp) 1
LR = —Ha _ _

E
Pr(m)
Siendo Pr (E/Ha) la probabilidad de la prueba de ADN (E) si la hipdtesis de la acusacion (Ha) es
cierta, que es siempre igual a 1; y Pr (E/Hd) la probabilidad de la prueba de ADN (E) si la hip6tesis
de la defensa (Hd) es cierta, y que serd igual a la frecuencia del genotipo en la poblacion (p). Por
lo tanto el LR final de todos los sistemas analizados seria 1 partido por el producto de las

frecuencias genotipicas de los distintos marcadores.

Por tanto la probabilidad de inclusién se calcula mediante la férmula:

W = x 100

LR +1
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VIlI. PREGUNTAS DIRECTRICES

¢Coémo identificar el haplotipo de cromosoma Y de individuos del sexo masculino que
asistieron al Instituto de Medicina Legal?

¢ Qué beneficios tiene determinar los alelos de los 27 loci Y-STR que estan presentes en la

poblacion en estudio?

¢Por qué es necesario calcular la frecuencia de los alelos méas predominantes en dicha

poblacién?

¢Para qué se aplicardn pardmetros estadisticos de interés en Genética Forense en esta

investigacion?
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VIII. DISENO METODOLOGICO

Area de estudio: El estudio se realiz6 en el Instituto de Medicina Legal, sede central Managua.
Tipo de investigacion

De acuerdo al problema planteado y en funcion a los objetivos trazados, la investigacién es de

enfoque cuantitativo, descriptivo, retrospectivo de corte transversal.
Universo

El universo esta compuesto por 1300 individuos que asistieron al Instituto de Medicina Legal, sede
central Managua.

Muestra

La muestra estuvo conformada por 215 individuos del sexo masculino. Es la parte de la poblacion
que se selecciona, de la cual realmente se obtiene la informacion para el desarrollo del estudio y

sobre la cual se efectuaran la medicion y la observacion de las variables objeto de estudio.
Tipo de muestreo

No probabilistico por conveniencia.

Para la seleccidn de la muestra se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

— Los individuos deben ser de sexo masculino.
— Las muestras deben ser recolectadas en papel FTA.

— Que a la muestra se le haya realizado determinacion de haplotipo de cromosoma Y.
Criterios de exclusion

— Muestras recolectadas de manera inadecuada.
— Muestras tomadas fuera del periodo ya establecido.
— Que la muestra no haya sido procesada con el kit Yfiler Plus.

— Haplotipos con mas de un alelo en marcadores no correspondientes.
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Operacionalizacion de variables

Variable Sub Indicador Valor Criterio
variable
DYS576 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, | Presente
20, 21, 22, 23, 24, 25
Ausente
DYS389I 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 Presente
Ausente
DYS635 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, | Presente
25, 26, 27, 28, 29, 30
Ausente
DYS389l11 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, | Presente
i 34, 35
Haplotipos del | Alelos Ausente
cromosoma Y
DYS627 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, | Presente
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27
Ausente
DYS460 7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 Presente
Ausente
DYS458 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, | Presente
21, 22,23, 24
Ausente
DYS19 9,10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 | Presente
Ausente
YGATAH4 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 Presente
Ausente
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DYS448 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, | Presente
24
Ausente
DYS391 56,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 | Presente
Ausente
DYS456 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, | Presente
20, 21, 22, 23, 24
Ausente
DYS390 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, | Presente
27, 28, 29
Ausente
DYS438 6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16 Presente
Ausente
DYS392 4,5 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, | Presente
16, 17, 18, 19, 20
Ausente
DYS518 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, | Presente
42 43 44, 45, 46, 47, 48, 49
Ausente
DYS570 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, | Presente
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26
Ausente
DYS437 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 Presente
Ausente
DYS385 a/b 6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, | Presente
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
Ausente

27, 28
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Frecuencias
alélicas de los
25 marcadores
Y-STR

DYS449 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, | Presente
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40
Ausente
DYS393 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, | Presente
18
Ausente
DYS439 6,7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15, 16, 17 | Presente
Ausente
DYS481 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, | Presente
27, 28, 29, 30, 31, 32
Ausente
DYS387S1 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, | Presente
a/b 40, 41, 42, 43, 44
Ausente
DYS533 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 | Presente
Ausente
Alelos Menor o igual a 99%

predominantes

Alelos de
frecuencias
minimas

Mayor o igual a 0.005%
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Nimero  de | Mayoral
haplotipos
repetidos
Ereclzue'nc.:las NUumero  de | Igualal
aplotipicas haplotipos
unicos
Poder de | Menor o igual a 99.9%
discriminacion
Probabilidad | Menor o igual a 99.9%
de
Parametros coincidencia
estadisticos indice de | Menor o igual a 99.9%
contenido
polimorfico
(PIC)
Poder de | Menor o igual a 99.9%
exclusion

Meétodos, técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

La informacion que se utilizé para esta investigacion se obtuvo de la base de datos de individuos
que acudieron al Instituto de Medicina Legal, sede central Managua, seleccionando de esta manera

los resultados de los individuos que cumplen con los criterios de inclusion antes descritos.

Para el desarrollo de este estudio solamente se tuvo acceso al resultado correspondiente del
haplotipo de cada individuo y no a informacién personal como nombres, edad o direccién

domiciliar.
Procedimientos para la recoleccion de la informacion

Se realiz6 una carta dirigida a la coordinadora del departamento de Bioanélisis Clinico del Instituto
Politécnico de la Salud de la UNAN-Managua; Luis Felipe Moncada para la aprobacion del tema.
Posteriormente se realiz6 una carta dirigida a la jefa del Laboratorio de Genética Forense, del

Instituto de Medicina Legal; sede central Managua, solicitando que nos permita acceder a la base
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de datos de dicho laboratorio, con el fin de recopilar los datos oportunos para el desarrollo de la
investigacion titulada “Frecuencias de alelos en Haplotipos de cromosoma Y utilizando el kit Yfiler

Plus en la poblacion Nicaraguense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019”.

El laboratorio del Instituto de Medicina Legal realizé la deteccion de haplotipos de cada individuo
utilizando el kit Yfiler-plus, amplificando 27 loci STR del cromosoma Y (DYS576, DY S389l,
DYS635, DYS38911, DYS627, DYS460, DYS458, DYS19, YGATAH4, DYS448, DYS391,
DYS456, DYS390, DYS438, DYS392, DYS518, DYS570, DYS437, DYS385 a/b, DYS449,
DYS393, DYS439, DYS481, DYS387S1 a/b, DYS533).

El ADN se extrajo de muestras de sangre depositadas en tarjetas de FTA, estas contienen productos
quimicos que lisan las celulas, desnaturalizan las proteinas y protegen los acidos nucleicos de las
nucleasas, la oxidacion y los dafios causados por radiacién UV. Estas tarjetas inactivan rapidamente
organismos, como los patdgenos de transmision hemaética, e impiden el crecimiento de bacterias y

otros microorganismos.

Los datos fueron analizados por medio de GeneMapper Software ID-X, programa exclusivo para
investigaciones forenses. Creado con el fin de analizar resultados obtenidos a partir de los Kits de
Yfiler y los kits de GlobalFiler.

Recoleccion, preservacion y transporte de la muestra bioldgica

Las muestras se obtienen por puncidn capilar; y son recolectadas y preservadas en tarjetas FTA. Se
realiza de esta manera para proteger el DNA de las muestras de los individuos, ya que, son tarjetas
que contienen sustancias quimicas que queman las células, desnaturalizan las proteinas y evita el
riesgo de contaminacién. La eleccion de las tarjetas FTA para la recoleccion de las muestras, se

debid a que éstas simplifican el archivado, purificacion y analisis de DNA puro.
Procesamiento de la muestra

Las muestras se obtienen a partir de tarjetas FTA de Whatman, es un papel de filtro especialmente
impregnado para la toma de muestra de sangre, saliva u otros fluidos corporales. Estas a su vez
provocan la lisis celular, inactivacion enzimatica, bacteriana y virica, los inhibidores de la PCR se
eliminan facilmente con el FTA-purification reagent. EI ADN queda atrapado y estabilizado en la

matriz y permite realizar la PCR sin ninguna purificacion o limpieza adicional. La muestra para la
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amplificacion de ADN se obtiene a partir de una perforacién a la tarjeta FTA, con un Harris Micro-
Punch de 1,2 mm, presionando y girando suavemente sobre el rea, posteriormente se guarda la
tarjeta FTA correctamente rotulada y almacenada en una bolsa estéril hasta que se lleve a cabo el
PCR.

Técnica
PCR

El kit de amplificacion de PCR Y filer Plus: es un ensayo de repeticion en tandem corto multiplex
(STR) que posee 6 colores, optimizado para permitir la amplificacion de mdaltiples tipos de
muestras especificas, como mezclas hombre-hombre, hombre-mujer. El kit amplifica 27 Loci Y-
STR. La amplificacion de ADN es llevada a cabo a partir de PCR multiplex lo que permite
amplificar varios segmentos de ADN simultaneamente. Los enlazadores no nucleotidicos permiten
un posicionamiento reproducible de los alelos para facilitar espacio inter locus. La combinacion de
un sistema fluorescente de 6 tintes y el uso de los enlazadores de nucleétidos permiten la
amplificacion simultanea y la separacion eficiente de los 27 Loci Y-STR durante el analisis

automatizado de fragmentos de ADN.

COLORANTE COLOR

6-FAM Azul
VIC Verde
NED Amarillo
TAZ Rojo
SID Parpura
LIZ Naranja

Electroforesis

Se utiliza la técnica de electroforesis capilar, esta permite la separacion por corriente eléctrica y se
basa en la velocidad de los desplazamientos que poseen las distintas moléculas. Es fundamental

que el genotipo utilice una escalera alélica en las mismas condiciones que las muestras.
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Equipos

AN N N NN

Sistema de PCR para 96 pocillos ProFlex
Termociclador veriti 96 pocillos

Analizador genético serie 3500

Software de recopilacion de datos HID Updater 3500
Contenedor de buffer de anodo

Contenedor de buffer de catodo

Polimero POP-4 para analizadores genéticos

Materiales

NS N N N N N N N N N SN

Harris punch 1,2 mm
Base de corte de Harris
Alcohol

Lancetas

Alcohol

Guantes

Tapa bocas

Papel toalla

Tubos de Eppendorfl.5 ml con tiras para cubrir el tubo
Placas Eppendorf
Pipetas automaticas

Placa de reaccion 6ptima de 96 pocillos prepfiler

Reactivos

NN NN

Master Mix

Primer Set

Low-Te Buffer

Tarjetas clasicas Whatman FTA

Reactivo de coloracion.
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Procedimiento
Para la obtencion de la muestra

Limpiar el lugar de la puncién y realizar la puncién utilizando una lanceta.
Colocar la gota de sangre en el papel FTA
Dejar secar la muestra

Rotular y guardar el papel FTA en sobres o bolsas estériles.

ASERNEE R NN

Refrigerar hasta su procedimiento.

Para la preparacion de la muestra

v" Limpiar con alcohol el Harris punch por cada muestra y la Base de corte de Harris.
v Realizar la perforacién del papel FTA.

v" Preparacién de las reacciones.

Preparacion de PCR

1. Agregue muestras a la placa de reaccion:

A estos pozos Afadir
Control negativo Disco en blanco de 1,2 mm
Muestra Disco de muestra de 1,2 mm
Control positivo 2 uL de ADN de control 007 (por 27 ciclos)

2. Agite en el vortex el master mix y el juego de imprimacion durante 3 segundos. Antes de
abrir los tubos o botellas, retire las gotas de las tapas centrifugando los tubos brevemente o

golpeando las botellas en el banco.

3. Pipetee los volimenes requeridos de componentes en un tamafio adecuado.

Componente de reaccion Volumen por reaccion
Master mix 10 pl
Primer set 5ul
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Low TE buffer 10 pl

Calculos
Volumen de reaccidn x cantidad de la muestra= cantidad de la mezcla reactivo a utilizar

25 ul x 200= 5,000 pl de la mezcla reactivo

4. Agite en el vortex la mezcla de reaccion durante 3 segundos y luego centrifugue

brevemente.

5. Dispense 25 puL de la mezcla de reaccion en cada pocillo de reaccion de un MicroAmp ™

Placa de reaccion dptica de 96 pocillos.

6. Selle la placa con pelicula adhesiva transparente MicroAmp o Pelicula adhesiva dptica
MicroAmp ™

7. Centrifugue la placa a 3000 rpm durante unos 20 segundos en una centrifuga de mesa con

porta platos.

8. Amplifique las muestras
Amplificacion

1. Las condiciones del termociclador deben ser las siguientes para cada fase de PCR

Incubacién NUmero de ciclo 6ptimo Extension Retencion
inicial N i _ ___| final final
Desnaturalizacion | Alineacion/extension
Sostenido CICLO (Amplificacion directa 27) Sostenido Sostenido
95°C 94°C 615°C 60°C 4°C
1 minuto 4 segundos 1 minuto 22 minutos Hasta 24
horas

2. Cargue la placa en el termociclador, cierre la cubierta térmica y luego inicie el ciclo.
3. Cuando finalice la ejecucion, almacene el ADN amplificado.
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Electroforesis

Este procedimiento se aplica a los instrumentos de las series 3500. Prepare las muestras para

electroforesis inmediatamente antes de cargarlas.

1. Pipetee los volumenes requeridos de componentes en un tamafio adecuado tubo de

polipropileno:

Reactivo Volumen por reaccion

GeneScan ™ —600 LIZ ™ Tamafo estandar v2.0 | 0,4 pl

Formamida Hi-Di 9,6 ul

2. Agite el tubo en un vortex, luego centrifugue brevemente.

3. Encada pocillo de una placa de reaccién optica de 96 pocillos MicroAmp agregue:
* 10 puL de la mezcla estandar de formamida / tamafio

* 1 uL de producto de PCR o escalera alélicaNota: Para los pocillos en blanco, agregue 10 pL de

formamida.

4. Selle la placa de reaccién con los septos apropiados, luego agite brevemente y centrifugue
cada placa para asegurarse de que el contenido de cada pocillo se mezcle y se recoja en el
fondo.

5. Calentar la placa de reaccion en un termociclador a 95 ° C durante 3 minutos.

6. Cologue inmediatamente el plato en hielo durante 3 minutos.7. Coloque la bandeja de

muestras en el inyector automatico y luego inicie el ciclo de electroforesis.

Interpretacion

Los datos se analizaron por medio de GeneMapper Software ID-X, programa exclusivo para
investigaciones forenses. Creado con el fin de analizar resultados obtenidos a partir de los kits de
Yfiler y los kits de Global Filer.

El software GeneMapper ID-X, analiza datos de 4 a 6 colores y es necesario para analizar

correctamente los datos que se generan con el Kit de amplificacion Yfiler Plus PCR. Después de
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la electroforesis, el software de recoleccion de datos almacena informacion para cada muestra en
un archivo. El software GeneMapper ID-X posterior le permite analizar e interpretar los datos de

los archivos.
Plan de tabulacién y anélisis de los resultados

Para la realizacion y edicion de este trabajo se utilizé el programa Microsoft Word; asimismo se
hizo uso del programa Microsoft Excel para la creacion de graficos estadisticos y el programa
Power Stats para calculos estadisticos que se utilizaron para el analisis y discusién de resultados,

ademas de Microsoft Power Point para elaborar la presentacion de esta investigacion.
Etica de la Investigacion

Se realiz6 un documento de consentimiento informado de manera escrita, dirigido al Instituto de
Medicina Legal en el cual se explicara los objetivos del estudio, y de igual manera se comunicara
que los resultados permaneceran en confidencialidad por parte de los integrantes de esta

investigacion académica.
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IX. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se analizaron 215 haplotipos con 25 marcadores Y-STR del kit Yfiler Plus, estos haplotipos
pertenecen a individuos del sexo masculino que acudieron al laboratorio de Genética del Instituto
de Medicina Legal, con lo cual se pudo identificar un total de 215 haplotipos de cromosoma Y,
encontrdndose que 6 de estos haplotipos se repetian 2 veces, y otros 2 haplotipos se repetian 3
veces, agrupando estos haplotipos repetidos se caracterizaron un total de 205 haplotipos, de los

cuales 197 haplotipos eran Unicos.

Tabla 1. Frecuencia y porcentaje de los haplotipos que se repiten y haplotipos Unicos encontrados
en la poblacién Nicaraguense.

Haplotipos Frecuencia Porcentaje
Unicos 197 0,00465 91,63%
Repetidos 2 veces 6 0,00930 5,58%
Repetidos 3 veces 2 0,01395 2,79%

Fuente: Base de datos del laboratorio de Genética del Instituto de Medicina Legal.

Una vez caracterizados los haplotipos se calcularon las frecuencias de cada repeticion, el poder de
discriminacion, el poder de coincidencia y el indice de contenido polimérfico de cada marcador
para la poblacidn estudiada.

En la poblacion masculina nicaragliense, se encontrd un total de 48 alelos distribuidos en los 25
marcadores Y-STR, siendo el alelo 11 el que representa la mayor frecuencia en 4 de estos
marcadores (DYS460, DY S533, DYS438 y DYS392) con un porcentaje de 48.8%, 43.3%, 35.8%,
y 33.5% respectivamente. Los alelos 12, 13, 14, 17 y 22 exhiben la mayor frecuencia en 10
marcadores distintos, el alelo 12 con una frecuencia de 48.8% y 43.7% en los marcadores
YGATAH4 y DYS439 correspondientemente; el alelo 13 en los marcadores DYS393 (65.6%) y
DYS3891 (57.7%); el alelo 14 en los marcadores DYS437 (55.8%) y DY S19 (41.9%); asimismo
el alelo 17 posee la mayor frecuencia en los marcadores DY S458 (36.3%) y DYS570 (29.8%) vy el
alelo 22 en los marcadores DYS481 (26.5%) y DYS627 (19.1%). Por otra parte, el alelo 10
predomina en el marcador DYS391 (61.4%); el alelo 24 en el marcador DY S390 (48.8%); el alelo
15 en el marcador DY S456 (48.4%); el alelo 23 en el marcador DY S635 (47.9%); el alelo 18 en el
marcador DY S576 (40%); el alelo 19 en el marcador DY S448 (37.2%); el alelo 30 en el marcador
DYS389I1 (32.1%); el alelo 29 en el marcador DYS449 (29.3%); el alelo 39 en el marcador
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DYS518 (25.6%); el alelo 11-14 en el marcador DY S385a/b (20%); el alelo 21 en el marcador
DYS627 (19.1%) y el alelo 35-36 en el marcador DYF387S1 (18.6%).

Dentro de los pardmetros estadisticos el marcador DYF387S1 presentdé el mayor poder de
discriminacion con un 93.6%, seguido del marcador DY S385a/b con un 93.5%, por tanto ambos

marcadores muestran menor probabilidad de coincidencia con 0.064 y 0.065 respectivamente.

Los marcadores DYS627 y DYS385 a/b el mayor indice de contenido polimérfico (PIC), ambos
con un valor de 0.84, seguido del marcador DYF387S1 a/b con un valor de 0.82 y de los marcadores
DYS518, DYS449 y DYS481 con un PIC de 0.81.

Un estudio del Salvador que es el mas cercano que esta registrado, Unicamente incluy6 12 loci Y-
STR, asimismo México realizé una investigacion en la cual su andlisis poblacional se basé en 16
loci Y-STR, a diferencia de este estudio que incluye 27 loci Y-STR, por tal razén se hara
comparacion poblacional de la frecuencia de los alelos en base a los marcadores en comun con los

estudios del Salvador y México.

Grafico N°1. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS576 en la poblacion

masculina nicaraguense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Dentro de los 25 marcadores Y-STR del kit Yfiler plus se encuentra el marcador DY S576 cuya
escalera alélica abarca desde el alelo 10 hasta el alelo 25. Los alelos presentes en la poblacion
Nicaragiiense correspondiente a este marcador son los observados en el grafico N°1, el cual
comprende desde el alelo 14 hasta el alelo 22, siendo el mas predominante el alelo 18 con una

frecuencia de 0,4 es decir que el 40% de la poblacion en estudio posee dicho alelo. Por otra parte
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el alelo con menor frecuencia (0,005) es el 22 y sélo el 0,5% de la poblacion lo posee. Dada la
frecuencia de los alelos encontrados para este marcador, se obtiene un poder de discriminacion de
75,3% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder discriminar a un

individuo del total de la poblacién masculina.

Grafico N°2. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS3891 en la poblacion

masculina nicaraguense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Segun la escalera alélica establecida para el marcador DY S3891 estd conformada por 9 alelos, los
cuales van desde el alelo 9 hasta el alelo 17. Los alelos encontrados en la poblacién masculina de
Nicaragua son un total de 4 (véase en el grafico N°2), siendo el de mayor frecuencia el alelo 13
(0,577) correspondiente a un 57,7% de la poblacién estudiada. En comparacion con el estudio de
El Salvador cuyos alelos encontrados para este marcador fueron desde el alelo 11 hasta el alelo 14,
destacandose el alelo 13 con una frecuencia de 0,6467, al igual que en Nicaragua este es el de
mayor frecuencia. El alelo de menor frecuencia observada en el Salvador fue el alelo 11 cuya
frecuencia es de 0,0067 a diferencia de Nicaragua donde la menor frecuencia observada fue para
el alelo 15 (0,014), lo que sugiere que el 1,4% de la poblacion lo posee. Cabe sefialar que el alelo
11 presente en El Salvador para este marcador no se encuentra en la poblacion Nicaragliense. En
la poblacion estudiada en México, al igual que en el Salvador y Nicaragua el aleo 13 resulta mas
comun con una frecuencia de 0,607; mientras que el alelo de frecuencia minima es el 15 (0,007).
Este marcador posee un poder de discriminacion de 58,3% segln la frecuencia de los alelos
encontrados para él, por ende es apto para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al

azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena del crimen.
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Gréfico N°3. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS635, en la poblacién

masculina nicaragliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

En Nicaragua solamente se encuentran presentes 9 de los 16 alelos del marcador DY S635 el cual
segun la escalera alélica comprenden desde el alelo 15 hasta el alelo 30. De acuerdo al grafico N°3,
el alelo 23 predomina con una frecuencia de 0,479 por tanto el 47,9% de la poblacion masculina
posee este alelo. Un estudio realizado en Zacatecas, México refleja que el alelo que presenta mayor
frecuencia para este marcador también es el alelo 23 con una frecuencia de 0,390. Mientras que el
alelo de menor frecuencia en Nicaragua es el alelo 18 y el alelo 26 ambos con 0,005, por tanto solo
el 0,5% de la poblacion viril posee este alelo. En comparacién con la poblacién de México cuyo

alelo que menor frecuencia obtuvo fue el alelo 20 (0,048).

De acuerdo con la frecuencia de sus alelos este marcador ostenta un poder de discriminacion de
68,6% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder discriminar a un
individuo del total de la poblacion masculina. En este marcador se encontraron los alelos 18, 19,
25y 26, los cuales no se han reportado en estudios de poblaciones cercanas, tal es el caso de El

Salvador y México.
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Gréfico N°4. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS389l1, en la poblacion

masculina nicaragliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Conforme a la escalera alélica del marcador DYS389ll, este incluye 12 alelos, de los cuales solo
10 estan presentes en la poblacién estudiada, cantidad de alelos que se reduce para el Salvador y
Mexico. De acuerdo con la gréfica N°4 el alelo m&s comun es el alelo 30 con una frecuencia de
0,321; es decir que el 32,1% de la poblacion viril nicaragiiense lo posee. Sin embargo para el
Salvador y México el alelo mas comdn es el 29 con una frecuencia de 0,466 y 0,361
respectivamente. No obstante, los alelos menos frecuente para Nicaragua fue el 23 y el 34 con una
frecuencia minima de 0,005, lo que indica que el 0,5% de la poblacidon en estudio lo posee. Mientras
que para el Salvador la frecuencia minima se observé en el alelo 27 (0,020) y para México las
frecuencias minimas se observaron en los alelos 26 y 27 (0,007).

Este marcador posee un poder de discriminacion de 76,6% segun la frecuencia de los alelos
encontrados para él, por ende es apto para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al
azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena del crimen. En el marcador
DYS38911 se encontraron los alelos 23, 24, 33 y 34, los cuales no se han reportado en estudios de

poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.
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Gréfico N°5. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS627, en la poblacién

masculina nicaragliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

De acuerdo con la grafica N°5, los alelos observados en el anélisis del marcador DY S627 van desde
el alelo 16 hasta el alelo 25, lo que significa que en la poblacion en estudio solamente estan
presentes 11 de los 17 alelos que abarca este marcador segun su escalera alélica, manifestando
mayor frecuencia los alelos 21 y 22 (0,191), es decir que ambos alelos se encuentran en un 19,1%
de la poblacidn estudiada. Contrario a los alelos 18,2 y 25 que poseen una frecuencia minima de
0,009; por tanto solo esta presente en el 0,9% de la poblacion. De acuerdo con la frecuencia de sus
alelos este marcador ostenta un poder de discriminacion de 85,4% lo que indica que dicho marcador

conserva utilidad forense para poder discriminar a un individuo del total de la poblacion masculina.

Grafico N°6. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS460, en la poblacion

masculina nicaraguliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.
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Para la poblacion masculina Nicaragiiense, en el marcador DYS460 Unicamente se ha logrado
observar la presencia de 4 de los 8 alelos que posee dicho marcador en su escalera alélica (ver
grafico N°6), siendo predominante el alelo 11 el que ostenta una frecuencia de 0,488; lo que indica
que esta presente en un 48,8% de la poblacion estudiada. Por otra parte el alelo 9 solo esta presente
en el 1,9% de dicha poblacion con una frecuencia de 0,019. Este marcador posee un poder de
discriminacion de 76,6% segun la frecuencia de los alelos encontrados para él, por ende es apto
para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un

vestigio encontrado en una escena del crimen.

Grafico N°7. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS458, en la poblacion

masculina nicaragliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

En el marcador DY S458 se logra observar la presencia de 11 de los 14 alelos que comprende este
marcador en su escalera alélica, exhibiendo el alelo 17 una frecuencia de 0,363, por tanto un 36,3%
de la poblacion viril lo posee; al igual que en la poblacion masculina de México este alelo es el
mas comun con una frecuencia de 0,368. Sin embargo la poblacion Nicaragliense de este estudio
muestra las frecuencias minimas para los alelos 13 y 16,2 (0,005) es decir que un 0,5% de la
poblacién masculina lo posee; mientras que para la poblacién del estudio de México el alelo menos
frecuente fue el 19 (0,048).

Dada la frecuencia de los alelos encontrados para este marcador, se obtiene un poder de
discriminacion de 76,7% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder

discriminar a un individuo del total de la poblacién masculina. En dicho marcador se encontraron

pag. 56



los alelos 13, 16.2, 17.2, 18.2 y 20, los cuales no se han reportado en estudios de poblaciones

cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.

Gréfico N°8. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS19, en la poblacion

masculina nicaraguense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Para el marcador DYS19 se encontré que la poblacion en estudio posee 7 de los 11 alelos que
abarca este marcador, caracterizandose el alelo 14 como el alelo mas comun, con una frecuencia
de 0,419 por ende se encuentra en un 41,9% de la poblacién masculina. De igual manera este alelo
predomina tanto en la poblacién de El Salvador como en la poblacion de México con una frecuencia
de 0,466 y 0,453 respectivamente. Es notable la coincidencia en los datos tanto para alelos comunes
como para alelos de frecuencias minimas, puesto que el alelo 11 es el menos frecuente en la
poblacion de Nicaragua, de El Salvador y México con una frecuencia de 0,005, 0,006 y 0,007
correspondientemente. Asi pues el alelo 11 se encuentra en el 0,5% de la poblacion. EI marcador
DYS19 posee un poder de discriminacion de 69,8% segun la frecuencia de los alelos encontrados
para €l, por ende es apto para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al azar o bien

para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena del crimen.
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Gréfico N°9. Frecuencia de alelos identificados para el marcador YGATAHA4, en la poblacion

masculina nicaragliense.
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Los alelos encontrados en la poblacion viril de Nicaragua fueron 7 de los 8 que incluye en su
escalera alélica el marcador YGATAH4, los que van desde el alelo 8 hasta el alelos 15. Siendo el
alelo 12 el mas predominante con una frecuencia de 0,488; por tanto el 48,8% de la poblacion de
Nicaragua lo posee. En México solamente se encontraron 4 alelos, y el mas frecuente fue el 11
(0,317). El alelo menos frecuente para la poblacién estudiada fue el alelo 22 con una frecuencia de
0,005 es decir se encuentra en un 0,5% de la poblacion estudiada; mientras que para México el

alelo menos frecuente fue el 13 (0,015).

Dada la frecuencia de los alelos encontrados para este marcador, se obtiene un poder de
discriminacion de 59,9% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder
discriminar a un individuo del total de la poblacién masculina. En dicho marcador se encontraron
los alelos 9, 14 y 22, los cuales no se han reportado en estudios de poblaciones cercanas, tal es el

caso de El Salvador y México.

Grafico N°10. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS448, en la poblacion

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Conforme al grafico N°10, en la poblacion masculina nicaragtiense estan presentes 7 alelos de los
11 que incluye el marcador DYS448 en su escalera alélica. Resaltando el alelo 19 como el alelo
mas predominante con una frecuencia de 0,372; lo que sugiere que el 37,2% de la poblacion
estudiada lo posee. A diferencia con la poblacion de México, la cual destaca al alelo 12 como el
maés frecuente (0,423). Asimismo hay diferencias de acuerdo a los alelos menos comunes para
ambas poblaciones, siendo para Nicaragua el alelo 10 y el alelo 15 los menos comunes, con una
frecuencia de 0,005 por tanto el 0,5% de la poblacion lo posee y para México los alelos menos

frecuentes son los alelos 8 y 13 (0,023).

El marcador DY S448 posee un poder de discriminacion de 72,9% segun la frecuencia de los alelos
encontrados para €l, lo que indica que dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo
masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena
del crimen. En este marcador se encontraron los alelos 15, 18, 19, 20, 21y 22, los cuales no se han

reportado en estudios de poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.

Grafico N°11. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS391, en la poblacion

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Segun la escalera alélica el marcador DY S391comprende 12 alelos que van desde el alelo 5 hasta
el alelo 16, para la poblacion masculina estudiada se encontraron 9 de estos alelos, numero que se
reduce para la poblacion de el Salvador y México. Siendo mas comun el alelo 10 para las tres

poblaciones, en Nicaragua este alelo obtuvo una frecuencia de 0,614; es decir que el 61,4% de la
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poblacion lo posee. En el Salvador y México la frecuencia observada para este alelo fue de 0,586
y 0,569 correspondientemente. Asimismo para estas dos poblaciones la frecuencia minima se
obtuvo parael alelo 12 (0.013 y 0.030), mientras que en Nicaragua la frecuencia minima se observo
enlosalelos 8, 12, 13, 15y 19 con una frecuencia de 0,005. Por lo que solo un 0,5% de la poblacién

masculina lo posee.

Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DYS391, se obtiene un poder de
discriminacion de 52,1% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder
discriminar a un individuo del total de la poblacion masculina. En este marcador se encontraron los
alelos 6, 8, 13, 15y 19, los cuales no se han reportado en estudios de poblaciones cercanas, tal es

el caso de El Salvador y México.

Grafico N°12. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS456, en la poblacion

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

De acuerdo con la escalera alélica el marcador DY S456 comprende desde el alelo 10 hasta el alelo
24. En la poblacion estudiada se observo la presencia de 7 de los 15 alelos del marcador DY S456,
caso contrario en la poblacion de México que solo se encontraron 5 alelos. En ambas poblaciones
el alelo méas predominante fue el alelo 15 con una frecuencia de 0,484 para Nicaragua (se encuentra
en un 48,4% de la poblacién), y una frecuencia de 0,439 para México. El alelo menos frecuente en
la poblacion de México fue el alelo 13 (0,015), en cambio para la poblacion Nicaraguense fue el
alelo 12 con una frecuencia minima de 0,005. Lo que indica que un 0,5% de la poblacion masculina

lo posee.

pag. 60



Este marcador posee un poder de discriminacion de 68,4% segun la frecuencia de los alelos
encontrados para él, lo que indica que dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo
masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena
del crimen. En este marcador se encontraron los alelos 12 y 18, los cuales no se han reportado en

estudios de poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.

Gréfico N°13. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS390, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

En la poblacién masculina estudiada se encontraron 5 de los 13 alelos que abarca el marcador
DYS390, de acuerdo con la escalera alélica este marcador comprende desde el alelo 17 hasta el
alelo 29, siendo el mas comun el alelo 24 para las 3 poblaciones (Nicaragua, el Salvador y México)
con una frecuencia de 0,488, 0,493 y 0,615 respectivamente, es decir que un 48,8% de la poblacion
masculina nicaraguense lo posee. No obstante, los alelos menos frecuentes varian de acuerdo a
cada poblacién. Siendo menos predominante el alelo 21 con una frecuencia minima de 0,079 para
Nicaragua (se encuentra en el 7,9% de la poblacion estudiada), el alelo 26 con una frecuencia de
0,013 para el Salvador y los alelos 20 y 21 con una frecuencia de 0,007 para México. Dada la
frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DYS390, se obtiene un poder de
discriminacion de 68,1% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder

discriminar a un individuo del total de la poblacion masculina.
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Gréfico N°14. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS438, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

En el marcador DY S438 se encontraron 8 alelos para la poblacién viril nicaragiiense, nimero que
se reduce para el Salvador y México. En este estudio el alelo 11 resalta con una frecuencia de
0,358; es decir que esta presente en un 35,8% de la poblacién estudiada. En cambio para el Salvador
el alelo mas frecuente fue el alelo 12 (0,393) y para México el alelo 19 (0,439). Por otra parte los
alelos con las frecuencias mas bajas fueron el alelo 7 y el alelo 15 ambos con una frecuencia de
0,005 por tanto el 0,5% de la poblacion viril nicaragliense lo posee, mientras que para el Salvador
es el alelo 9 con 0,020. Para México los alelos menos frecuentes fueron el 17 y 22 (0,024). Por

tanto, el alelo 7 esta presente en un 2,0% de la poblacién viril de Nicaragua.

Este marcador posee un poder de discriminacion de 70,9% segun la frecuencia de los alelos
encontrados para él, lo que indica que dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo
masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena
del crimen. En este marcador se encontraron los alelos 7, 8 y 15, los cuales no se han reportado en

estudios de poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.
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Gréfico N°15. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS392, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

El marcador DYS392 segun la escalera alélica estd comprendido por 17 alelos que van desde el
alelo 4 hasta el alelo 20. En la poblacién masculina Nicaragiiense se encontraron 7 alelos para este
marcador (véase grafico N°15), siendo el de mayor frecuencia el alelo 11 con 0,335 por tanto el
35,5% de la poblacién Nicaragliense estudiada posee este alelo. En comparacién con el estudio
realizado en el salvador donde al igual se encontraron 7 alelos, a diferencia de Nicaragua en la
poblacion de el salvador, este marcador esta conformado por los alelos 9, 11, 12, 13, 14, 15y 16,
reflejando que el alelo de mayor frecuencia es el alelo 13 con una frecuencia de 0,4333, sin embargo
en el estudio de la poblacion de Zacatecas, México cuyo marcador estd compuesto por 6 alelos que
van desde el alelo 11 al alelo 16 siendo el de mayor frecuencia el alelo 13 con 0,4390. Por otra
parte el alelo que en menor frecuencia se observo en Zacatecas fue el alelo 12 con 0,0461, en la
poblacion de el salvador fue el alelo 9 con 0,0067 mientras que en la poblacion nicaragiense el
alelo de menor frecuencia corresponde al alelo 17 con 0,005 (0,5% de la poblacién posee este
alelo). Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DY S392, se obtiene un poder
de discriminacion de 73,3% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder

discriminar a un individuo del total de la poblacién masculina.
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Gréfico N°16. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS518, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Segun la escalera alélica del marcador DY S518 que se encuentra conformado por 18 alelos (desde
el alelo 32 hasta el alelo 49), en Nicaragua se observaron 11 alelos (véase en el grafico N°16) para
este marcador, el alelo que presenta la mayor frecuencia en la poblacion masculina estudiada es el
alelo 39 representada con el 0,256 en otras palabras el 25,6% de la poblacion Nicaragiiense
estudiada posee este alelo. Al igual se observa el alelo que presenta la menor frecuencia, siendo
este el alelo 28 representado con el 0,005, dicho esto solamente el 0,5% de la poblacién masculina
estudiada posee este alelo. Este marcador posee un poder de discriminacion de 82,7% segun la
frecuencia de los alelos encontrados para él, lo que indica que dicho marcador es apto para
diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio

encontrado en una escena del crimen.

Grafico N°17. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS570, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.
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Para el marcador DYS570 en la poblacion Nicaragiense se encuentran presente 9 alelos (reflejados
en el grafico N°17) de los 17 alelos que segun la escalera alélica estan distribuidos desde el alelo
10 hasta el alelo 26. Siendo en Nicaragua el alelo 17 el de mayor frecuencia con 0,298 dicho esto,
el porcentaje de la poblacidn que posee este alelo se encuentra en un 29,8%. Por otra parte, el alelo
22 y el alelo 23 reflejaron menor frecuencia para este marcador con un 0,009 que representa un
0,9% de la poblacion masculina estudiada. Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el
marcador DYS570, se obtiene un poder de discriminacion de 78,9% lo que indica que dicho
marcador conserva utilidad forense para poder discriminar a un individuo del total de la poblacion

masculina.

Gréfico N°18. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS437, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

El marcador DY S437 estd compuesto por 9 alelos, segun la escalera alélica estan distribuidos desde
el alelo 10 al alelo 18. En la poblacion de Nicaragua se encuentran presente 5 alelos (véase en el
grafico N°18) para este marcador. El cual el alelo de mayor frecuencia es el alelo 14 representado
por 0,558 por ende el 58,8% de la poblacion masculina estudiada posee este alelo. Comparado con
la poblacién de el Salvador cuyos alelos encontrados fueron 4 conformados por el alelo 12, 14, 15,
16, siendo el de mayor frecuencia el alelo 14 con el 0,5267, mientras que en la poblacion de
Zacatecas, Mexico también se encontraron 4 alelos distribuidos desde el alelo 13 al alelo 16, donde
el alelo 14 es el que posee la mayor frecuencia mostrando una cierta similitud entra las poblaciones
de El Salvador y Nicaragua. Por otro lado, el alelo en que menor frecuencia se encontré en

Zacatecas fue el alelo 13 con 0,0230 en el salvador fue el alelo 12 con el 0,0067 mientras que en
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Nicaragua fue el alelo 13 cuya frecuencia es de 0,005 mostrando similitud con la poblacion de

zacatecas en México.

Este marcador posee un poder de discriminacion de 56% segun la frecuencia de los alelos
encontrados para €l, lo que indica que dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo
masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena
del crimen. En dicho marcador se encontré el alelo 17, éste no ha sido reportado en estudios de

poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador y México.

Gréfico N°19. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS385 a/b, en la poblacion

masculina nicaraguense

DYS385 A/B

20.00%

PORCENTAJE
10--14 = 1.39%

11--11 = 0.93%

11--12

+ 0.46%
* 0.46%
+ 0.46%
+ 0.46%
+ 0.46%
15--17 == 6.04%
15--18 = 1.86%
15--19 = 1.39%
+ 0.46%
+ 0.46%
+ 0.46%
+ 0.46%
0.46%

15,2--17 = 0.93%
16--17 = 6.04%

16--18

11--13 == 3.25%
16--19

11--14
11--15 === 3.72%

11--16 = 0.93%
12--12

12--13 = 1.39%
12--14 = 1.39%

12--15
12--16 = 0.93%

12--17
13--13 = 1.39%

13--14 == 2.79%
13--15 = 1.86%
13--16 = 1.86%
13--17 = 1.86%
13--18 == 3.72%
13--19 = 1.86%
14--14 == 2.79%

14--15 == 4.18%
14--16 == 3.72%
14--17 === 3.72%
14--18 === 3.72%

14--19
15--15 == 2.32%

15--16 = 3.72%
16--16 = 2.32%
17--17 = 0.93%
17--18 = 0.93%

17--19
18--18 = 1.39%

18--19
18--21

ALELOS

Fuente: Tabla 4. Frecuencias alélicas del marcador DY S385 a/b.

El marcador DYS385 a/b cuya escalera alélica se encuentra desde el alelo 6 hasta el alelo 28
conteniendo 23 alelos en total. En Nicaragua se observaron 44 combinaciones alélicas para este
marcador (véase en el grafico N°19), destacandose la combinacion alélica 11/14 al ser la que posee
mayor frecuencia en la poblacién con un 0,2 reflejando que al menos el 20% de la poblacion
masculina en Nicaragua la posee, de la misma manera el estudio de la poblacion de El Salvador
cuya combinacién alélica 11/14 fue quien obtuvo una mayor frecuencia con 0,3133, asi mismo en
la poblacion de Zacatecas, México la combinacion alélica 11/14 fue quien mayor frecuencia
representd con 0,2538 poniendo en manifiesto la similitud en las combinaciones alélicas de mayor
frecuencia de las 3 poblaciones. Por otra parte las combinaciones alélicas de menor frecuencia

obtenidas en Nicaragua fueron un total de 10 con 0,046 mientras que en el estudio realizado en El
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Salvador fueron en total 7 combinaciones alélicas de menor frecuencia representada por el 0,0067
a diferencia de la poblacion estudiada en Zacatecas, México cuyos alelos de menor frecuencia
fueron 11 con 0,0076.

Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DYS385 a/b, se obtiene un poder
de discriminacién de 93,5% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder
discriminar a un individuo del total de la poblacién masculina. En dicho marcador se encontraron
los alelos 10-14, 11-11, 11-16 (y otros que se detallan en la tabla N°16 en el anexo 6) los cuales no

se han reportado en estudios de poblaciones cercanas, tal es el caso de El Salvador.

Gréfico N°20. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS449, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

Segun el kit Y filer plus, el marcador DY S449 contiene 19 alelos cuya distribucion se encuentra
desde el alelo 22 al alelo 40. En el estudio realizado en la poblacién masculina Nicaragiiense se
obtuvieron un total de 13 alelos (véase en el grafico N°29), de los cuales el que obtuvo una mayor
frecuencia en comparacion al resto fue el alelo 29 que se encuentra representado por el 0,293 dicho
esto el 29,3% de la poblacién masculina estudiada posee este alelo. Al mismo tiempo se observa
el alelo de menor frecuencia, siendo los alelos 24 y 36, cuya frecuencia observada fue de 0,005 por
ende al menos el 0,5% de la poblacién en estudio posee este alelo. Este marcador posee un poder
de discriminacion de 83,2% segun la frecuencia de los alelos encontrados para él, lo que indica que
dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al azar o bien

para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena del crimen.
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Gréfico N°21. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS393, en la poblacion

masculina nicaraguense

Marcador DYS393

65.6%

Porcentaje

18.6%

12

13.5%

i | 2.3%

14 15

Alelos

Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

La escalera alélica para el marcador DY S393 se encuentra conformada por un total de 12 alelos,
mismos que van desde el alelo 7 al alelo 18. En la poblacion nicaragiiense para este marcador se
encontraron un total de 4 alelos (ver grafica N°21) de los cuales el de mayor frecuencia es el alelo
13 con 0,656 representado al menos un 65,6% de la poblacion estudiada. En comparacion con la
poblacion de EI Salvador en donde igual se encontraron 4 alelos, que van desde el alelo 12 hasta el
alelo 15, el alelo que representd mayor frecuencia fue el alelo 13 con 0,7667, asi mismo en la
poblacion de Zacatecas, México el alelo més frecuente fue el alelo 13 representado por el 0,7384
similar al de las poblaciones de El Salvador y Nicaragua. Por otra parte el alelo en donde se observo
la menor frecuencia en la poblacién de El Salvador fue el alelo 15 con 0,0067, en la poblacion de
Zacatecas el alelo de menor frecuencia fue el alelo 8 con 0,0076 y en la poblacion de Nicaragua
fue el alelo 15 representado por el 0,023 mostrando una similitud con la poblacion de El Salvador.
Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DYS393, se obtiene un poder de
discriminacion de 51,7% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder

discriminar a un individuo del total de la poblacién masculina.
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Gréfico N°22. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS439, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

La escalera alélica para el marcador DY S439 se encuentra distribuida desde el alelo 6 hasta el alelo
17 (total de 12 alelos para este marcador). En la poblacion masculina de Nicaragua se observaron
un total de 5 alelos (véase en el grafico N°22), en donde el alelo que presentd una mayor frecuencia
en comparacion a los demas fue el alelo 12 representado con 0,437 dicho esto, al menos un 43,7%
de la poblaciéon masculina Nicaragiiense posee este alelo. Asi mismo en la poblacion de El Salvador
se encontraron 6 alelos de los cuales resalta el alelo 12 siendo este el de mayor frecuencia,
representado por el 0,4667, al igual que en el estudio realizado en Zacatecas, México el alelo de
mayor frecuencia fue el alelo 12 con 0,4153, por lo tanto se observé que las 3 poblaciones poseen
similitud en el alelo de mayor frecuencia. Por otro lado se observo que el alelo 14 es el que muestra
la menor frecuencia con 0,009, lo que sugiere que esta presente en el 0,9% de la poblacion
nicaragliense, mientras que en El Salvador el alelo de menor frecuencia es el alelo 15 con 0,0067
y en la poblacion de Zacatecas cuyo alelo menos frecuente fue el alelo 10 con 0,0615. Este
marcador posee un poder de discriminacion de 66,3% segun la frecuencia de los alelos encontrados
para él, lo que indica que dicho marcador es apto para diferenciar a un individuo masculino de otro

tomado al azar o bien para diferenciarlo de un vestigio encontrado en una escena del crimen.
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Gréfico N°23. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS481, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.
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El marcador DY S481 cuya escalera alélica se encuentra desde el alelo 17 al alelo 32 para un total

de 16 alelos. En la poblacion masculina estudiada se encontraron 12 alelos (véase gréafico N°23)

cuyo alelo de mayor frecuencia fue el alelo 22 representado por el 0,265 por lo tanto al menos el

26,5% de la poblacion Nicaraglense posee este alelo. Al igual se observd que alelo de menor

frecuencia para este marcador fueron los alelos 19 y 32 representada por el 0,005 reflejando que al

menos 0,5% de la poblacion posee cualquiera de ambos alelos. Dada la frecuencia de los alelos

encontrados para el marcador DYS481, se obtiene un poder de discriminacion de 83,5% lo que

indica que dicho marcador conserva utilidad forense para poder discriminar a un individuo del total

de la poblacién masculina.

Grafico N°24. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYF387S1 a/b, en la poblacion

masculina nicaraguense
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Fuente: Tabla 5. Frecuencias alélicas del marcador DYF387S1 a/b.
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El marcador DYF387S1 a/b cuya escalera alélica estd compuesta por 15 alelos distribuidos desde
el alelo 30 hasta el alelo 44. En la poblacién nicaragiense se observaron un total de 43
combinaciones alélicas para este marcador (véase en el grafico N°24), el cual la mayor frecuencia
fue observada en la combinacién alélica 35/36 representadas con el 0,186 reflejando que al menos
el 18,6% de la poblacion masculina estudiada posee esta combinacion de alelos. Asi mismo, se
reflejan 15 combinaciones alélicas de menor frecuencia con 0,046. Por tanto, el 4,6% de la
poblacién masculina de Nicaragua lo posee. Este marcador posee un poder de discriminacion de
93,6% segun la frecuencia de los alelos encontrados para él, lo que indica que dicho marcador es
apto para diferenciar a un individuo masculino de otro tomado al azar o bien para diferenciarlo de

un vestigio encontrado en una escena del crimen.

Gréfico N°25. Frecuencia de alelos identificados para el marcador DYS533, en la poblacién

masculina nicaraguense
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Fuente: Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

El marcador DYS533 cuya escalera alélica estd conformada por 11 alelos distribuidos desde el
alelo 7 hasta el alelo 17. En la poblacion Nicaragiiense estudiada se observaron 7 alelos (véase en
el grafico N°25), dentro de los mismos el que representa mayor frecuencia es el alelo 11 con 0,433
reflejando que al menos el 43,3% de la poblacion posee este alelo. Asi mismo el alelo que menor
frecuencia fue encontrado es el alelo 8 con 0,005 por ende solamente el 0,5% de la poblacion
estudiada posee este alelo. Dada la frecuencia de los alelos encontrados para el marcador DY S533,
se obtiene un poder de discriminacion de 62,8% lo que indica que dicho marcador conserva utilidad

forense para poder discriminar a un individuo del total de la poblacion masculina.

De acuerdo al anélisis de las 25 graficas, realizando la comparacion poblacional con los estudios

de el Salvador y México, se logra observar una gran coincidencia entre los alelos comunes de estas
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dos poblaciones con la poblacién masculina nicaragtiense. Cotejando los resultados por cada
poblacion se pone de manifiesto que la poblacién masculina de el Salvador y la de Nicaragua
conservan una escasa diferencia con respecto a sus alelos predominantes, puesto que hay
concordancia en 9 de los 12 loci incluidos en el estudio de el Salvador. Del mismo modo, la
poblacion nicaragliense posee grandes similitudes con la poblacion Mexicana en base a los alelos
mas comunes, encontrandose una coincidencia en 12 de los 16 loci abarcados en la investigacion

de México.

Las grandes concordancias entre la poblacion masculina de México y el Salvador con la poblacién
viril de Nicaragua con respecto a sus alelos predominantes, se deben al hecho de que la poblacion
Latinoamericana tiene caracteristicas alélicas comunes por el simple hecho de pertenecer a un

mismo continente.

Sin embargo, existen discordancias entre las frecuencias de los alelos menos comunes para las tres
poblaciones antes mencionadas (Nicaragua, el Salvador y México), puesto que la poblacién
masculina nicaraguense difiere en 10 de los 12 loci estudiados en la poblacion salvadorefia, de
igual manera discrepa en 13 de los 16 loci incluidos en el estudio de México, con respecto a los

alelos de frecuencias minimas.

Esto se puede asociar a mutaciones estables, ya que todos los organismos estan sujetos a sufrir
cambios en su ADN debido al metabolismo propio o por efecto del medio ambiente, lo que los
hace presentar variabilidad genética dentro de una misma especie. Esta variabilidad se debe en gran

parte a los procesos evolutivos a través del tiempo. (Tamay, Ibarra, & Velasquillo, 2013)

Ademas se encontraron alelos para los marcadores DY S38911, YGATAH4, DYS448 y DYS391que
no estan presentes en la escalera alélica del kit Yfiler Plus, esto no quiere decir que sean alelos
inexistentes, sino que son alelos que en la poblacion general son escasamente frecuentes y se
conocen como alelos virtuales, ya que han sido registrados en el banco de datos de referencia de

haplotipos Y-STR, por sus siglas en inglés YHRD.

Los marcadores ubicados en el cromosoma masculino resultan de gran utilidad en el
establecimiento de vinculos bioldgicos de parentesco, ya que permiten establecer relaciones
paterno-filiales, las cuales resultan interesantes desde el punto de vista forense, al igual que

relaciones biologicas mas alejadas, que resultan utiles desde la perspectiva antropoldgica.
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Asimismo estos marcadores ostentan gran importancia en la investigacion de crimenes sexuales
con una obvia limitacion, que indica que todos los individuos de la misma linea paterna compartiran
idéntica informacidn en estos haplotipos, debido a la recombinacion limitada de los marcadores de
este estudio y el hecho de que posean una herencia en bloque. Dicho de otro modo, todos los
parientes masculinos pertenecientes a la linea paterna del individuo tendrén el mismo haplotipo de
cromosoma Y, puesto que se transmiten directamente y sin modificaciones de padres a hijos
(Martinez Gonzalez, 2011).

Para poder aplicar estos marcadores en el ambito forense resulta necesario conocer el poder de
discriminacion y la probabilidad de coincidencia de cada uno de ellos con respecto a la poblacion

estudiada. (Ver el siguiente gréafico)

Grafico N°26. Poder de discriminacion de los 25 marcadores Y-STR
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Fuente: Programa estadistico Power Stats.

Este grafico presenta el poder de discriminacion que posee cada marcador, se puede observar que
los marcadores con mayor poder de discriminacion son DYF387S1 a/b, DYS385 a/b, DYS627,
DYS481, DYS518, lo que sugiere que existe una alta probabilidad de que dos individuos no
relacionados de la misma poblacion y tomados al azar puedan ser diferenciados genéticamente por

estos marcadores.
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Gréafico N°27. Probabilidad de coincidencia de los 25 marcadores Y-STR
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Fuente: Programa estadistico Power Stats.

Segun la grafica N°27 los marcadores de menor probabilidad de coincidencia son DYF387S1 a/b,
DYS385 a/b, DYS627, DYS449, DYS481, por tanto estos marcadores poseen mayor efectividad
para su uso forense. La probabilidad de coincidencia es la probabilidad de que dos individuos

escogidos al azar tengan haplotipos idénticos en un sistema concreto.

Grafico N°28. indice de Contenido Polimérfico de los 25 marcadores Y-STR.
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Fuente: Programa estadistico Power Stats.
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La grafica N° 28 exhibe los valores obtenidos del indice de contenido polimérfico, el cual expresa
el grado de diversidad bioldgica que posee cada marcador Y-STR. ElI mayor porcentaje se
encuentra en los marcadores DYS627 y DYS385 a/b con el 84%, de igual manera se refleja que el
marcador con menor indice de contenido polimorfico es el DYS391 con el 44%. La estimacion del
PIC nos permite clasificar cada marcador segun su nivel de polimorfismo y mide la capacidad
discriminatoria de los loci, en dependencia del nimero de alelos y la frecuencia de cada alelo en el

marcador.
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X. CONCLUSIONES

1. De los 215 datos analizados se logro identificar un total de 215 haplotipos de cromosoma
Y, siendo Unicos 197; por tanto el 91,63% de la poblacion masculina nicaragtense
estudiada posee haplotipos distintos entre si.

2. Se logro determinar que no todos los alelos de los 25 marcadores Y-STR estaban presentes
en la poblacion estudiada, sin embargo se destaca el hallazgo de que en dicha poblacion
se encontrd la presencia de alelos que no han sido reportados por estudios realizados en las

poblaciones cercanas como el Salvador y México.

3. Al calcular las frecuencias alélicas de cada marcador Y-STR se obtuvo que el mas
predominantes de los 48 alelos encontrados, fue el alelo 13 del marcador DY S393 con un
porcentaje de 65,6%. Resaltando que no hay grandes diferencias entre las frecuencias
alélicas de la poblacion masculina nicaragiiense con respecto a las poblaciones cercanas de
el Salvador y México, ya que el alelo 13 también exhibe la mayor frecuencia en estas dos
poblaciones.

4. Aplicados los parametros estadisticos forenses, se deduce que la posibilidad de que en la
poblacion viril de Nicaragua se encuentren individuos con haplotipos idénticos de
cromosoma Y que no pertenezcan a la misma linea paterna es de 0,000001%. Asimismo,
se concluye que la probabilidad de que dos individuos no relacionados por via paterna y
seleccionados al azar pueden ser diferenciados genéticamente por los marcadores Y-STR
es >99,999999%. De igual manera, se logra inferir que los marcadores con mayor indice
de contenido polimorfico son DYS627 y DYS385 a/b con un 84%.
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Xl. RECOMENDACIONES

A estudiantes de la carrera de Bioanalisis clinico y profesionales de la salud, dar seguimiento
a esta investigacion realizando secuenciacion de cromosoma Y para caracterizar haplogrupos

en la poblacién de Nicaragua.

También recomendamos hacer una investigacion sobre la frecuencia de alelos en haplotipos

de cromosoma X.

De igual manera recomendamos realizar un estudio del origen genético de la poblacion de

Nicaragua con el analisis de ADN mitocondrial.

A la UNAN-Managua, a apoyar nuevas investigaciones que vayan en pro del desarrollo

cientifico del pais.

Al Instituto de Medicina Legal que siga implementando nuevos proyectos investigativos de

interés cientifico-académico.
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Anexo 1. Tablal. Frecuencias alélicas de 23 marcadores Y-STR.

_ - =
s 2 <
> o S
o fa) >
6 0,009
7 0,005
8 0,005 0,009 0,005
9 0,019 0,009 0,037 0,06 0,028
10 0,437 0,009 0,005 | 0,614 0,223 0,023 0,028
11 0,488 0,005 0,395 0,316 0,358 | 0,335 0,312 0,433
12 0,186 0,056 0,009 0,488 0,005 | 0,005 0,33 | 0,023 0,186 @ 0,437 0,423
13 0,577 0,005 | 0,293 0,079 0,005 | 0,009 0,009 | 0,326 0,005 0,656 | 0,219 0,065
14 0,009 0,223 0,023 0,419 0,014 0,158 0,191 0,558 0,135 | 0,009 0,019
15 | 0,065 @ 0,014 0,107 | 0,191 0,005 | 0,005 | 0,484 0,005 | 0,107 0,019 | 0,335 0,023
15,2
16 | 0,084 0,014 0,255 | 0,065 0,209 0,014 0,135 | 0,088
16,2 0,005
17 | 0,233 0,023 0,363 | 0,019 0,112 0,005 0,298 @ 0,014
17,2 0,033
18 0,4 0,005 0,135 0,144 0,116 0,023 0,27
18,2 0,009 0,009
19 | 013 0,009 0,144 0,042 0,372 | 0,005 0,144 0,005
20 @ 0,065 0,037 0,153 0,014 0,298 0,098 0,014
21 | 0,009 0,209 0,191 0,172 0,079 0,019 0,051
22 | 0,005 0,191 0,191 0,005 0,033 0,084 0,009 0,265
23 0,479 | 0,005 | 0,088 0,233 0,009 0,172
24 0,047 = 0,009 0,042 0,488 0,005 0,149
25 0,019 0,009 0,116 0,019 0,167
26 0,005 0,023 0,102
27 0,014 0,056 0,033
28 0,13 0,005 0,135 0,028




29
30
31
32
33
34
35

354
36

36,4
37

374
38

38,4
39

394
40
41
42
43
45

PD

PC

PIC

0,753

0,247
0,72

0,583

0,417
0,52

0,686

0,314
0,64

0,279
0,321
0,186
0,037
0,014
0,005

0,766

0,234
0,73

0,854

0,146
0,84

0,567

0,433
0,47

Fuente: programa estadistico Power Stats.

0,767

0,233
0,73

0,698

0,302
0,65

0,599

0,401
0,52

0,729

0,271
0,68

0,521

0,479
0,44

0,684

0,316
0,64

0,681

0,319
0,64

0,709

0,291
0,66

0,733

0,267
0,69

0,019
0,042

0,056

0,14

0,247

0,256

0,135

0,042

0,042

0,019

0,827

0,173
0,81

0,79

0,211
0,76

0,568

0,432
0,49

0,293
0,205
0,079
0,093
0,047
0,014
0,028

0,005

0,832

0,168
0,81

0,517

0,483
0,47

0,663

0,337
0,6

0,009
0,005

0,835

0,165
0,81

0,628

0,372
0,56



Anexo 2. Tabla 2. Haplotipos de Cromosoma Y, y sus frecuencias en la poblacién masculina nicaragiiense estudiada.

460

448

449

S a " a A a a a a a a a a a a a a a a a a a = a
H1 19 12 23 30 19 10 15 12 12 19 10 15 25 11 14 35 17 14 16--17 30 13 11 24 34--40 11 | 1 | 0,0047
H2 17 13 21 30 20 9 15 13 12 20 10 15 25 11 14 35 17 14 16--17 30 13 11 24 34--40 11 | 1 | 0,0047
H3 17 14 23 30 20 11 18 14 12 19 11 15 23 12 13 37 18 15 11--14 33 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H4 18 12 20 28 23 11 16 15 13 21 10 15 22 11 11 37 17 16 14--14 27 14 11 23 36--39 9 1 | 0,0047
H5 16 13 22 31 17 10 15 13 12 21 10 14 23 11 15 41 20 14 14--15 31 13 13 25 34--40 12 | 1 | 0,0047
H6 18 13 22 31 21 10 17 13 13 18 10 15 23 11 14 37 18 14 13--18 32 13 13 24 35--35 12 | 1 |0,0047
H7 18 13 23 29 23 11 17 14 12 19 11 17 24 12 13 39 17 15 11--14 29 13 12 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H8 17 13 21 31 25 9 16 13 11 20 10 17 24 10 11 39 21 14 16--16 31 13 11 22 35--38 12 | 1 | 0,0047
H9 15 12 21 30 22 10 17 15 12 21 11 15 21 11 11 39 19 14 16--17 28 13 13 27 37--38 11 | 1 | 0,0047
H10 16 12 22 28 21 10 16 16 11 19 10 13 24 10 11 38 19 14 13--16 28 12 11 24 35--35 11 | 1 |0,0047
H11 17 13 21 31 22 10 17 15 12 21 10 15 21 11 11 38 19 14 16--17 28 13 11 28 37--39 11 | 1 | 0,0047
H12 17 13 23 29 18 11 18 13 12 21 10 16 24 11 13 39 18 13 13--17 33 13 12 24 35--39 11 | 1 | 0,0047
H13 17 13 21 29 19 11 16 15 11 21 10 17 21 11 11 40 17 14 16--19 30 15 11 25 39--38 11 | 1 | 0,0047
H14 18 13 23 29 22 10 16 14 12 19 11 15 24 12 12 38 18 15 11--14 31 13 12 22 36--36 12 | 1 | 0,0047
H15 18 12 23 28 22 11 15 14 12 19 11 16 24 12 13 37 16 15 10--14 28 13 12 22 36--37 12 | 1 | 0,0047
H16 18 12 23 28 21 11 18 13 12 20 9 15 25 11 13 42 17 14 13--18 28 13 13 26 35--40 11 | 3 | 0,0140
H17 19 13 23 29 19 11 16 14 12 19 10 16 24 12 14 40 19 15 11--14 32 14 12 22 35--35 12 | 1 | 0,0047
H18 18 13 21 28 21 11 20 14 11 19 10 16 25 9 11 41 16 15 13--16 27 12 13 23 39--39 12 | 1 |0,0047
H19 19 14 24 30 21 12 16 14 12 20 11 15 24 12 13 41 17 15 11--14 32 13 11 22 35--35 12 | 1 | 0,0047
H20 17 12 21 28 182 | 11 16 15 12 19 11 14 24 10 11 34 20 15 17--18 30 12 13 24 36--38 10 | 1 | 0,0047
H21 19 13 23 28 23 11 17 14 12 18 11 17 25 12 14 36 17 15 11--13 30 13 12 25 36--37 13 | 1 | 0,0047
H22 18 13 23 29 22 11 17 14 12 19 11 15 24 12 13 38 16 15 11--14 29 13 11 22 35--37 13 | 1 |0,0047
H23 18 13 21 31 19 10 15 15 11 21 10 16 24 11 11 37 18 14 15--16 33 14 11 25 38--40 11 | 1 | 0,0047
H24 17 13 21 31 22 10 17 15 12 21 10 15 21 11 11 38 19 14 16--17 28 13 11 28 37--39 11 | 1 | 0,0047
H25 19 13 23 30 24 11 16 14 12 19 10 16 24 12 13 38 17 15 11--14 30 13 12 23 33--37 12 | 1 | 0,0047
H26 15 13 21 29 21 10 16 15 11 22 10 15 21 10 11 39 17 15 13--15 27 14 12 21 38--50 10 | 1 | 0,0047
H27 16 13 23 28 20 g 15 13 11 20 10 17 24 10 11 37 19 14 16--18 33 14 12 20 36--38 12 | 1 | 0,0047




H28 17 13 23 30 21 10 16 15 11 21 10 14 23 9 11 37 17 15 13--18 29 12 11 21 36--39 11 | 1 | 0,0047
H29 18 13 21 30 20 11 172 | 14 11 21 10 14 23 10 11 39 17 14 13--19 25 12 13 25 38--38 12 | 1 | 0,0047
H30 16 14 22 31 19 10 15 14 12 20 10 15 24 12 14 39 15 14 14--18 28 12 11 26 37--40 11 | 1 | 0,0047
H31 18 14 23 33 22 11 18 14 12 19 11 15 24 12 13 40 17 16 11--15 29 13 12 21 35--36 12 | 1 | 0,0047
H32 18 12 23 28 22 10 17 14 12 19 11 17 24 12 13 39 16 15 13--14 31 13 12 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H33 17 S 23 29 18 10 18 13 12 20 10 15 23 11 15 39 19 14 14--18 33 13 13 24 Sloe=tl) 11 | 1 | 0,0047
H34 20 14 23 31 18 11 17 13 12 19 10 14 24 11 15 42 18 14 15--17 30 13 12 23 36--38 11 | 3 | 0,0140
H35 17 14 22 33 20 11 17 13 13 22 10 15 24 11 14 38 16 15 15--17 32 12 11 25 37--38 12 | 1 | 0,0047
H36 18 13 23 29 22 11 17 14 13 19 11 16 24 12 13 40 18 15 11--14 32 13 12 21 35--36 12 | 1 | 0,0047
H37 20 14 23 32 19 10 18 13 11 20 11 14 24 11 15 38 20 14 14--18 30 13 12 24 35--41 11 | 1 | 0,0047
H38 17 12 23 28 22 10 17 14 11 18 11 17 25 12 13 39 16 14 11--14 29 13 13 22 35--36 12 | 2 |0,0093
H39 20 13 22 31 18 10 17 13 12 21 10 15 23 12 14 40 18 14 16--17 29 13 12 24 35--39 12 | 2 | 0,0093
H40 19 13 23 30 22 11 17 14 11 18 11 16 24 12 13 35 18 14 11--14 29 13 13 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H41 20 15 22 31 20 10 16 14 11 20 11 15 24 11 14 36 17 14 13--16 29 12 11 24 35--38 11 | 1 | 0,0047
H42 18 14 23 32 20 10 18 13 12 22 10 16 24 11 14 38 17 15 14--17 29 12 12 24 36--39 11 | 1 | 0,0047
H43 18 13 23 30 20 11 18 13 11 20 10 14 24 11 15 39 18 14 14--17 29 13 13 23 37--40 11 | 1 | 0,0047
H44 18 13 23 30 23 11 17 14 12 19 11 15 23 12 13 38 19 14 11--14 29 13 12 26 35--36 12 | 1 | 0,0047
H45 18 13 22 29 21 10 172 | 15 12 20 10 14 24 10 11 39 20 15 18--18 29 12 13 24 39--40 12 | 1 | 0,0047
H46 18 13 21 31 21 10 15 15 10 20 11 15 24 10 11 43 21 14 13--18 32 12 11 25 36--36 8 1 | 0,0047
H47 19 13 21 31 21 11 172 | 14 11 21 10 14 23 10 11 39 17 14 13--19 25 12 12 24 37--39 12 | 1 | 0,0047
H48 18 14 23 30 22 11 17 14 12 19 11 15 24 12 13 37 17 15 11--14 30 13 12 22 35--36 13 | 1 |0,0047
H49 17 14 21 30 18 10 18 13 12 20 9 14 24 10 11 43 22 14 13--14 B8 13 10 26 36--36 11 | 1 | 0,0047
H50 18 13 23 29 21 11 17 14 13 19 11 15 24 12 13 40 18 15 12--13 30 13 12 22 35--37 13 | 1 |0,0047
H51 19 13 23 29 20 10 16 14 12 19 11 15 25 12 14 36 16 15 11--15 30 12 12 24 35--36 12 | 1 | 0,0047
H52 18 13 25 30 22 10 16 13 14 19 10 17 24 11 14 35 16 14 14--15 30 13 11 23 40--40 11 | 1 | 0,0047
H53 18 13 23 29 21 11 17 14 13 19 11 15 24 12 13 40 18 15 11--13 30 13 12 22 35--37 13 | 1 | 0,0047
H54 17 13 21 24 20 10 172 | 14 11 20 10 15 23 10 11 38 18 14 14--17 26 12 11 26 36--38 12 | 1 | 0,0047
H55 18 13 23 29 18 10 19 13 12 20 10 15 24 11 15 38 19 14 15--17 35 13 13 24 35--39 11 | 1 | 0,0047
H56 18 13 23 29 18 10 19 13 12 20 10 15 24 11 15 38 19 14 15--17 35 13 13 24 35--39 11 | 1 | 0,0047
H57 19 13 22 30 19 10 17 13 11 19 10 16 23 11 14 39 20 14 15--16 29 14 12 25 36--37 11 | 1 | 0,0047
H58 18 13 23 29 18 10 19 13 12 20 10 15 24 11 15 38 19 14 15--17 35 13 13 24 35--39 11 | 1 |0,0047
H59 18 14 23 31 18 10 18 13 11 20 10 14 25 11 15 39 19 14 14--17 29 13 13 26 36--40 11 | 1 | 0,0047




H60 17 14 23 30 21 10 16 12 12 22 10 13 25 11 14 37 17 14 14--18 30 13 13 25 33--39 11 | 1 | 0,0047
H61 17 12 24 29 21 10 16 16 11 20 10 14 22 10 11 40 16 15 12--14 29 12 12 28 36--38 14 | 1 | 0,0047
H62 18 13 24 30 18 10 16 15 11 19 10 17 21 11 11 40 17 14 17--17 29 14 10 25 37--38 11 | 1 | 0,0047
H63 18 13 23 29 19 11 18 15 12 19 10 14 24 13 13 39 18 15 11--11 34 13 13 22 35--36 11 | 1 | 0,0047
H64 15 13 21 24 16 11 17 13 11 19 6 16 23 9 15 38 18 14 13--15 30 13 12 23 39--42 10 | 1 | 0,0047
HG65 18 13 23 34 18 11 18 14 12 19 13 15 22 12 13 37 17 15 11--15 32 13 13 22 35--36 13 | 1 | 0,0047
H66 19 13 22 29 23 11 16 13 12 19 10 15 24 15 14 39 17 14 14--16 28 13 11 25 35--39 11 | 1 | 0,0047
H67 17 13 21 31 21 10 17 16 12 21 15 15 21 7 11 38 19 14 16--17 24 13 11 28 38--43 14 | 1 | 0,0047
H68 17 12 21 28 19 10 15 14 11 20 10 14 22 10 11 38 19 15 13--14 28 13 11 26 37--38 11 | 1 | 0,0047
H69 18 14 22 31 18 11 17 13 13 22 10 15 24 11 14 38 17 15 13--18 30 12 12 26 36--40 11 | 1 | 0,0047
H70 18 13 22 30 21 10 15 13 12 21 10 15 24 11 14 38 17 14 15--16 32 12 11 23 34--35 11 | 1 | 0,0047
H71 18 14 23 31 21 10 17 14 11 19 11 15 25 12 13 38 16 14 11--14 30 13 12 22 35--36 11 | 1 | 0,0047
H72 18 13 23 29 22 12 16 14 12 19 11 16 24 12 13 40 17 15 11--14 30 12 11 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H73 18 12 18 27 22 11 182 | 14 12 20 11 14 24 10 11 37 18 14 13--17 25 12 12 25 36--37 11 | 1 | 0,0047
H74 20 12 22 29 19 10 17 15 9 20 11 15 22 8 11 35 17 17 15--17 31 13 12 27 37--38 12 | 1 |0,0047
H75 17 13 23 30 23 11 16 14 11 19 11 15 23 12 13 38 20 14 11--14 29 13 12 26 35--36 12 | 1 | 0,0047
H76 20 14 23 30 23 10 17 14 11 18 11 15 24 12 13 36 17 14 11--14 29 13 12 22 35--36 13 | 1 |0,0047
H77 21 14 23 30 22 10 17 14 11 18 11 16 24 12 13 39 17 14 11--13 29 14 11 22 35--36 13 | 1 | 0,0047
H78 15 13 21 30 19 10 17 16 12 21 11 15 21 11 11 40 20 14 17--17 31 13 11 27 36--38 12 | 1 |0,0047
H79 17 12 23 28 22 11 17 14 13 19 11 15 24 11 13 39 16 15 11--14 29 13 12 26 35--36 12 | 1 | 0,0047
H80 16 13 23 29 22 9 17 14 11 18 11 15 25 11 14 38 17 14 11--14 27 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H81 22 13 23 31 22 11 17 13 12 20 10 14 24 11 17 38 18 14 14--17 28 12 13 23 36--39 11 | 1 | 0,0047
H82 19 13 23 30 20 12 18 13 12 20 10 15 23 11 15 41 20 14 15--19 29 13 12 23 36--41 12 | 1 | 0,0047
H83 18 13 23 29 23 11 17 14 11 19 10 16 23 12 13 38 18 14 11--12 29 13 13 22 36--37 11 | 1 | 0,0047
H84 19 14 23 31 18 10 17 13 11 20 10 14 24 12 15 40 20 14 14--16 32 13 10 23 35--38 11 | 1 | 0,0047
H85 18 14 23 30 23 11 17 14 12 20 10 16 25 12 13 39 20 15 11--14 29 12 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H86 19 12 23 29 19 11 17 13 12 20 10 14 23 11 15 39 19 14 18--18 29 14 13 24 36--38 11 | 2 | 0,0093
H87 19 13 23 31 18 11 15 13 12 20 10 14 24 11 16 38 18 14 13--19 29 13 11 23 35--38 11 | 1 | 0,0047
H88 16 12 21 29 18 11 15 15 12 21 10 15 23 10 11 38 18 16 14--15 29 14 13 23 36--39 11 | 1 | 0,0047
H89 19 13 19 29 19 12 17 15 11 20 10 15 23 10 12 43 18 15 16--16 27 15 11 25 38--38 11 | 1 | 0,0047
H90 17 13 23 30 22 10 16 13 11 21 8 17 22 10 11 39 20 14 12--16 32 13 12 25 35--35 12 | 1 | 0,0047
HI1 16 13 20 30 18 10 19 16 11 21 10 15 21 11 11 41 18 14 15--19 30 14 12 26 38--39 11 | 1 | 0,0047
H92 15 13 21 31 20 10 17 15 12 21 11 15 21 11 11 39 19 14 16--17 28 13 11 28 36--39 11 | 1 | 0,0047




H93 17 13 22 30 19 11 16 13 11 19 10 15 24 11 14 37 17 14 16--16 31 13 13 26 36--42 12 | 2 | 0,0093
H94 18 14 24 30 22 11 15 14 12 19 11 15 22 12 13 39 18 15 11--15 30 12 12 22 36--36 13 | 1 | 0,0047
H95 17 14 23 30 22 10 17 14 12 19 10 17 24 12 14 38 18 15 11--15 30 13 12 21 36--36 12 | 1 | 0,0047
H96 18 12 22 28 20 10 15 15 11 20 10 15 23 10 11 39 20 16 14--14 28 13 11 25 37--37 11 | 1 | 0,0047
H97 18 12 22 28 20 10 15 15 11 20 10 15 23 10 11 40 20 16 14--14 28 13 11 25 37--37 11 | 1 | 0,0047
H98 16 13 20 30 21 10 18,2 | 14 11 20 10 15 23 10 11 38 18 14 13--18 26 12 11 23 35--39 11 | 1 | 0,0047
H99 15 14 22 31 19 11 17 13 11 22 10 15 24 11 14 41 19 15 14--18 31 12 12 24 36--39 11 | 1 | 0,0047
H100 | 18 15 23 31 22 11 18 14 12 18 11 15 25 12 13 37 17 14 11--15 30 13 14 22 34--36 12 | 1 | 0,0047
H101 | 18 14 23 30 22 11 17 14 12 19 10 15 23 12 13 37 17 15 11--14 29 13 13 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H102 | 15 13 23 30 23 11 18 14 12 21 10 17 24 9 11 38 19 15 14--16 32 12 12 20 35--39 9 1 | 0,0047
H103 | 18 13 23 29 20 11 17 15 11 19 9 14 24 11 11 42 18 14 15--17 35 13 12 27 37--37 11 | 1 | 0,0047
H104 | 17 13 21 29 20 11 15 15 11 20 11 17 23 10 12 40 20 15 15--15 28 14 12 26 36--40 12 | 1 | 0,0047
H105| 17 13 23 29 24 11 18 14 12 19 11 17 24 12 13 37 17 15 11--14 30 13 12 23 35--36 12 | 1 | 0,0047
H106 | 15 12 22 28 19 10 13 14 11 18 10 14 22 10 11 38 21 16 13--14 27 13 11 25 38--39 11 | 1 |0,0047
H107 | 17 12 23 28 23 11 16 14 12 19 11 16 24 12 13 37 16 15 11--14 28 13 11 23 36--37 12 | 1 | 0,0047
H108 | 17 12 22 28 19 10 18 14 12 20 9 15 24 11 13 38 18 14 15--18 27 13 12 25 36--42 11 | 1 |0,0047
H109 | 16 13 21 31 17 10 16 15 12 21 11 15 21 12 11 38 18 14 16--17 28 13 13 27 37--38 11 | 1 | 0,0047
H110| 17 13 23 30 21 11 17 14 12 20 11 16 24 12 13 38 16 15 11--14 29 13 11 22 35--36 12 | 1 |0,0047
H111 | 18 14 22 31 18 11 17 15 22 20 10 16 21 9 14 38 18 14 | 152--17 | 31 13 13 28 35--39 11 | 1 | 0,0047
H112 | 18 12 20 28 23 12 16 16 13 21 11 15 22 11 11 37 17 16 14--15 27 14 11 23 35--39 9 1 | 0,0047
H113 | 18 13 21 31 17 11 172 | 14 11 20 10 16 23 10 11 37 20 14 14--18 26 12 12 25 39--39 11 | 1 | 0,0047
H114| 17 13 23 30 22 11 16 15 13 20 10 16 24 12 13 38 16 15 11--14 29 13 12 22 34--35 13 | 1 | 0,0047
H115| 18 12 21 29 18 10 17 14 9 19 10 12 22 8 11 34 15 17 14--14 29 13 12 25 37--37 12 | 1 | 0,0047
H116 | 18 13 23 30 22 11 17 14 12 19 11 15 23 12 13 38 19 14 11--14 29 13 12 26 35--36 12 | 1 | 0,0047
H117 | 16 13 21 27 19 11 17 13 11 19 10 16 23 9 13 38 18 14 13--13 34 13 12 23 37--38 11 | 1 | 0,0047
H118 | 18 13 21 30 20 11 16 15 12 21 10 16 22 10 11 37 19 16 12--17 29 13 11 22 37--39 9 1 | 0,0047
H119 | 18 13 20 30 19 11 16 13 12 18 10 15 23 10 11 39 19 14 15--16 34 13 12 23 35--37 12 | 1 | 0,0047
H120 | 16 13 21 30 16 12 18 17 11 21 10 15 21 11 11 41 17 14 17--19 32 15 12 26 38--38 11 | 1 | 0,0047
H121 | 18 13 22 30 20 10 18 13 11 19 10 15 23 11 14 40 18 14 15--17 28 12 11 25 37--45 11 | 1 | 0,0047
H122 | 19 13 23 31 20 10 19 13 11 20 10 14 24 10 16 36 19 14 14--16 30 13 11 26 36--39 11 | 1 | 0,0047
H123 | 18 14 23 30 23 10 17 14 11 18 11 16 24 13 14 38 17 14 11--14 29 13 11 23 35--37 12 | 1 | 0,0047
H124 | 17 13 22 29 19 11 16 14 13 20 10 16 23 11 16 36 19 14 14--18 28 13 12 25 37--38 11 | 1 | 0,0047




H125| 18 13 24 30 21 12 18 15 11 19 10 16 24 12 13 39 17 15 11--14 29 13 12 23 35--36 12 | 2 | 0,0093
H126 | 19 13 23 29 24 11 16 14 12 19 11 16 24 12 13 38 16 15 10--14 28 13 12 22 36--36 12 | 2 | 0,0093
H127 | 17 12 23 29 24 11 17 14 12 19 10 16 25 12 13 37 17 15 11--11 29 13 11 22 37--37 12 | 1 | 0,0047
H128 | 17 13 20 30 20 10 16,2 | 14 11 20 10 15 23 10 11 36 18 14 13--17 26 12 11 25 38--38 11 | 1 | 0,0047
H129 | 16 12 19 29 21 12 14 14 11 20 10 15 23 < 11 40 20 15 13--17 28 12 11 22 36--40 11 | 1 | 0,0047
H130 | 17 13 23 23 20 11 16 13 12 20 11 15 25 10 11 35 23 14 19--21 32 13 11 21 35--39 11 | 1 | 0,0047
H131 | 17 12 21 28 182 | 11 16 15 12 19 10 14 24 10 11 34 20 15 17--18 30 12 13 24 36--38 10 | 1 | 0,0047
H132 | 17 13 22 30 19 11 16 13 11 19 10 15 24 11 14 37 16 14 16--17 31 13 13 25 36--42 12 | 1 | 0,0047
H133 | 21 13 22 29 22 11 16 13 13 19 10 15 23 11 14 39 18 14 14--17 31 13 12 25 34--38 11 | 1 | 0,0047
H134| 18 14 23 32 21 10 19 14 11 18 10 16 24 12 13 39 16 14 11--14 30 13 12 22 35--36 12 | 1 |0,0047
H135| 18 14 23 31 21 10 17 14 12 18 11 15 24 12 12 39 17 14 11--14 30 13 11 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H136 | 18 12 22 29 18 10 14 14 11 19 10 14 23 10 11 38 20 16 14--14 28 13 12 25 37--39 11 | 1 |0,0047
H137 | 17 13 21 32 19 10 16 15 11 21 10 16 24 11 11 37 18 14 15--16 32 14 11 25 37--40 11 | 1 | 0,0047
H138 | 18 14 22 31 20 10 15 13 12 19 6 16 24 11 15 36 15 14 15--16 28 13 11 23 35--42 11 | 1 | 0,0047
H139 | 18 14 21 30 18 11 15 16 11 21 10 17 21 10 11 42 16 14 18--19 32 14 11 25 39--39 11 | 1 | 0,0047
H140 | 18 13 21 29 20 11 15 15 11 20 11 17 23 10 12 40 19 15 15--15 28 14 12 26 36--40 12 | 1 | 0,0047
H141 | 18 13 22 30 17 11 17 17 11 21 10 17 21 11 11 40 18 14 16--17 32 14 13 21 39--39 11 | 1 | 0,0047
H142 | 20 13 21 31 21 11 172 | 14 11 21 10 14 23 10 11 39 18 14 13--19 25 12 12 24 37--39 12 | 1 | 0,0047
H143 | 17 13 23 29 22 11 16 15 12 19 11 15 25 12 13 36 16 15 12--13 30 12 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H144 | 19 14 20 32 21 10 172 | 14 11 20 10 15 23 10 11 37 18 14 13--13 26 12 12 25 39--40 11 | 1 |0,0047
H145| 15 13 23 29 21 11 18 14 11 18 10 15 25 12 13 39 17 15 11--13 30 13 12 22 32--37 12 | 1 | 0,0047
H146 | 15 13 23 29 21 11 17 14 11 18 10 15 25 12 13 39 17 15 11--13 30 13 12 22 32--37 12 | 1 |0,0047
H147 | 18 13 25 30 22 10 16 13 14 19 10 17 24 11 14 35 16 14 14--15 30 13 11 23 40--40 11 | 1 | 0,0047
H148 | 17 14 23 31 24 10 17 14 12 19 10 15 24 12 14 39 17 14 11--13 32 14 14 23 35--36 12 | 1 |0,0047
H149 | 18 13 23 29 18 11 19 13 12 20 10 16 24 11 15 38 19 14 15--17 35 13 12 24 35--39 11 | 1 | 0,0047
H150 | 19 13 22 31 18 10 17 13 12 21 10 15 23 12 14 40 18 14 16--17 30 13 12 24 35--39 12 | 1 | 0,0047
H151 | 18 13 23 29 23 11 16 14 12 19 11 16 24 12 13 28 17 15 11--14 29 13 12 22 37--37 12 | 1 | 0,0047
H152 | 18 14 23 32 19 11 17 13 12 20 10 14 24 11 15 39 17 14 15--17 29 13 11 23 36--38 11 | 1 | 0,0047
H153 | 18 13 23 30 21 11 15 14 12 19 11 16 24 12 13 42 17 15 11--14 28 13 13 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H154 | 17 13 21 30 22 11 17 14 11 19 10 15 22 9 11 38 18 16 15--18 30 12 11 24 35--40 11 | 1 | 0,0047
H155| 16 13 24 29 20 12 19 14 11 19 10 15 25 11 11 40 18 14 14--19 27 13 13 25 38--38 11 | 1 | 0,0047
H156 | 18 13 25 30 22 10 16 13 14 10 19 17 24 11 14 35 16 14 14--15 30 13 11 23 40--40 11 | 1 | 0,0047
H157 | 16 12 23 29 17 11 16 13 11 18 10 18 24 11 15 38 17 14 15--16 33 13 13 24 34--34 12 | 1 | 0,0047




H158 | 14 14 22 29 19 10 18 16 12 21 10 15 23 10 11 40 20 15 12--12 29 13 11 22 36--36 12 | 1 |0,0047
H159 | 18 13 25 32 20 11 17 16 11 20 11 15 24 10 11 39 19 15 14--15 33 13 12 31 38--40 13 | 1 | 0,0047
H160 | 17 13 21 30 22 11 17 14 11 19 10 15 22 9 11 38 18 16 15--18 30 12 11 23 35--40 11 | 1 | 0,0047
H161 | 17 S 23 30 21 11 17 14 12 20 11 16 24 12 13 38 16 15 11--14 29 13 11 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H162 | 19 13 24 30 21 11 19 14 12 19 11 15 24 12 13 37 17 15 11--16 29 13 13 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H163 | 18 S 22 30 20 10 16 13 12 18 10 15 24 11 14 41 18 14 15--19 30 13 13 24 35--36 12 | 1 | 0,0047
H164 | 16 14 21 31 21 10 16 17 11 19 10 16 23 9 13 35 19 14 14--16 35 13 11 22 37--38 12 | 1 | 0,0047
H165| 20 14 23 30 24 11 18 14 12 19 12 16 24 10 13 38 17 16 11--16 29 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H166 | 18 14 22 31 18 11 16 15 12 20 10 17 23 11 14 39 18 14 | 152--17 | 31 13 11 27 35--39 11 | 1 | 0,0047
H167 | 18 14 23 30 19 11 17 13 12 19 10 15 24 11 14 40 17 16 15--18 30 14 12 25 35--39 11 | 1 | 0,0047
H168 | 17 12 21 28 20 10 16 14 11 19 10 14 22 10 11 40 18 16 14--15 27 13 12 27 35--38 11 | 1 |0,0047
H169 | 18 13 23 30 19 11 17 13 12 20 10 14 23 11 15 40 19 14 14--17 29 15 12 24 36--38 11 | 1 | 0,0047
H170| 15 13 21 29 21 10 15 15 11 22 10 15 21 10 11 39 17 16 13--15 27 14 11 21 |384--384| 10 | 1 | 0,0047
H171| 16 13 23 29 20 10 16 14 12 19 11 17 24 12 13 38 16 15 11--14 29 14 13 23 33--36 12 | 1 | 0,0047
H172 | 18 14 23 30 23 11 17 14 12 20 10 16 25 12 13 39 20 15 11--14 29 12 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H173 | 18 13 26 29 16 10 15 13 12 19 10 17 23 12 14 36 19 14 15--16 29 13 13 24 |354--354| 11 | 1 | 0,0047
H174| 19 12 21 29 23 10 17 15 13 21 10 15 23 10 11 37 15 16 15--15 29 14 11 20 36--37 10 | 1 | 0,0047
H175| 18 14 22 30 23 10 16 14 12 19 10 15 23 9 11 38 17 15 13--16 31 12 11 23 38--39 11 | 1 | 0,0047
H176 | 16 12 20 28 22 10 15 15 12 18 10 15 23 10 14 37 16 14 12--13 29 13 12 25 |36/4--364| 11 | 1 | 0,0047
H177 | 18 13 23 29 22 10 16 14 12 20 10 15 24 12 13 38 17 15 11--14 31 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H178 | 20 13 22 29 24 11 16 15 10 21 10 15 23 10 14 40 17 15 12--15 30 14 13 23 |374--374] 12 | 1 | 0,0047
H179 | 17 14 21 29 18 11 16 13 12 20 9 16 24 10 11 41 23 14 14--14 32 13 10 25 35--36 12 | 1 | 0,0047
H180 | 18 13 23 29 21 10 18 16 12 19 10 16 24 12 13 39 19 15 11--14 31 13 12 22 34--36 14 | 1 |0,0047
H181 | 18 13 24 30 22 11 17 14 12 18 11 15 24 12 13 40 17 15 12--14 31 13 11 19 35--36 12 | 1 | 0,0047
H182 | 20 14 21 30 18 12 20 13 12 20 9 18 24 10 11 43 22 14 13--14 33 13 10 26 36--38 11 | 1 | 0,0047
H183 | 20 12 23 28 20 11 20 16 12 19 11 16 24 12 13 38 18 15 11--15 29 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047
H184 | 15 12 23 28 20 10 17 15 11 21 10 15 21 10 11 39 18 16 11--13 29 14 11 24 38--38 12 | 1 | 0,0047
H185| 19 13 23 32 20 11 17 13 12 20 10 14 24 11 15 37 18 14 14--17 28 12 12 23 |364--364| 11 | 1 | 0,0047
H186 | 18 13 23 30 22 11 17 14 11 19 10 16 24 12 13 39 18 15 12--14 29 13 12 22 36--36 13 | 1 | 0,0047
H187 | 17 13 23 29 23 10 17 14 12 18 11 17 24 12 13 39 17 14 11--14 29 14 12 22 37--37 12 | 1 | 0,0047
H188 | 19 13 22 28 23 11 17 17 13 20 10 14 23 10 11 36 18 15 13--13 30 13 12 22 35--38 12 | 1 |0,0047
H189 | 18 12 21 28 22 12 16 16 13 21 11 15 22 11 11 37 17 16 14--15 27 14 11 23 36--39 9 1 | 0,0047




H190 | 17 13 23 29 22 11 17 14 13 19 11 15 24 11 13 39 16 15 11--14 29 13 12 26 35--36 12 | 1 | 0,0047
H191 | 18 14 24 31 24 11 17 14 11 18 11 15 24 12 13 39 17 14 11--14 29 13 12 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H192 | 19 15 22 33 18 10 17 14 12 19 10 18 24 11 14 34 16 14 16--16 29 13 13 25 34--38 11 | 1 | 0,0047
H193 | 17 14 23 30 20 10 16 13 11 18 10 15 25 11 14 39 17 14 13--15 30 12 12 25 35--39 12 | 1 | 0,0047
H194 | 17 12 21 30 19 11 17 15 11 21 10 18 22 11 11 39 18 16 12--16 29 14 12 22 38--39 9 1 | 0,0047
H195 | 17 14 23 31 21 10 17 14 11 18 11 15 24 12 13 39 16 14 11--15 29 13 11 22 35--37 12 | 1 | 0,0047
H196 | 15 12 21 30 19 10 18 15 11 21 10 15 22 11 11 39 21 14 15--17 28 14 11 24 |374--374| 11 | 1 | 0,0047
H197 | 19 14 23 27 19 10 18 14 S 15 10 14 24 11 15 39 20 14 14--16 33 12 13 23 38--39 11 | 1 | 0,0047
H198 | 18 13 22 31 21 10 14 16 11 19 11 15 24 10 11 40 18 15 15--15 32 13 11 32 38--39 13 | 1 | 0,0047
H199 | 18 13 22 29 20 10 14 13 11 20 11 15 25 11 13 38 18 14 14--18 30 15 13 21 32--36 11 | 1 | 0,0047
H200 | 14 13 21 30 22 10 14 15 11 19 11 16 22 9 11 37 17 17 14--16 30 13 12 21 37--38 14 | 1 | 0,0047
H201 | 15 14 22 29 22 11 16 14 11 20 10 15 23 9 13 36 17 14 13--14 36 13 11 21 38--38 12 | 1 | 0,0047
H202 | 18 13 22 31 21 10 16 16 11 19 11 15 24 10 11 40 18 15 15--15 32 13 11 31 38--39 13 | 1 | 0,0047
H203 | 19 14 23 30 25 10 18 15 11 18 10 16 24 12 13 38 17 14 11--14 29 13 13 23 35--36 12 | 1 | 0,0047
H204 | 16 13 23 30 21 10 17 11 11 20 10 15 24 11 14 39 18 14 14--16 29 13 12 25 |394--394| 12 | 1 | 0,0047
H205| 18 13 23 29 21 11 18 14 12 20 11 18 24 12 13 39 18 15 11--14 29 13 12 22 35--36 12 | 1 | 0,0047

Fuente: Base de datos del laboratorio de Genética del Instituto de Medicina Legal.







Anexo 3. Tabla3. Frecuencias alélicas del marcador Anexo 4. Tabla4. Frecuencias alélicas del marcador

DYS385 a/b. DYF387S1 a/b.

Alelos Contados |Frecuencia| Porcentaje Alelos Contados |Frecuencias| Porcentaje
10--14 3 0,0139 1,39% 32--36 1 0,0046 0,46%
11--11 2 0,0093 0,93% 32--37 2 0,0093 0,93%
11--12 1 0,0046 0,46% 33--36 1 0,0046 0,46%
11--13 7 0,0325 3,25% el 1 Libies Lo
1114 23 0.2 20.00% 33--39 1 0,0046 0,46%
11--15 8 0,0372 3,72% 3434 L 0,0046 04696
11--16 2 0,0093 0,93% sl 2 G DEES
1T ooo [ oam e e
12--13 3 0,0139 1,39% ’ '

34--40 3 0,0139 1,39%
. = ——
To16 > 0'0093 0’93% 35--36 40 0,186 18,60%
o1 T 0'0046 0’46% 35--37 11 0,0511 5,11%
: ’ 35--38 6 0,0279 2,79%
1313 3 0,0139 590% 35--39 18 0,0837 8,37%
13--14 6 0,0279 2,79% 3520 5 00232 232%
13--15 4 0,0186 1,86% 35-a1 1 0,0046 0.46%
13--16 4 0,0186 1,86% 35--42 1 0,0046 0,46%
13--17 4 0,0186 1,86% 35,4--35,4 1 0,0046 0,46%
13--18 8 0,0372 3,72% 36--36 9 0,0418 4,18%
13--19 4 0,0186 1,86% 36--37 7 0,0325 3,25%
14--14 6 0,0279 2,79% 36--38 14 0,0651 6,51%
14--15 9 0,0418 4,18% 36--39 9 0,0418 4,18%
14--16 8 0,0372 3,72% 36--40 5 0,0232 2,32%
14--17 8 0,0372 3,72% 36--41 1 0,0046 0,46%
14--18 8 0,0372 3,72% 36--42 4 0,0186 1,86%
14--19 1 0,0046 0,46% 36,4--36,4 2 0,0093 0,93%
15--15 5 0,0232 2,32% 37--37 ’ 0,0325 3,25%
15-16 8 0.0372 3.72% 37--38 10 0,0465 4,65%
15--17 13 0,0604 6,04% lless o GO2M9 ot i)
15--18 4 0,0186 1,86% B E I == e
15--19 3 0,0139 1,39% 3745 1 0,0046 0,46%
152--17 2 0,0093 0,93% 2;'_‘_"3'837'4 3 g’gggg gzzzﬁ
16--16 5 0,0232 2,32% 39 - 5 0505 e
16--17 13 0,0604 6,04% =540 3 0:0 139 1:39%
o e e o
' : 38,4--38,4 1 0,0046 0,46%
17--17 2 0,0093 0,93% 38.-38 1 0.0046 0.46%
17--18 2 0,0093 0,93% 39--39 2 00186 1.86%
17--19 1 0,0046 0,46% 39--20 > 0,0003 0.93%
18--18 3 0,0139 1,39% 3942 1 0,0046 0.46%
18--19 1 0,0046 0,46% 39,4--39,4 1 0,0046 0,46%
18--21 1 0,0046 0,46% 40--40 3 0,0139 1,39%
PD 0,935 93,50% PD 0,936 93,60%
PC 0,065 6,50% PC 0,064 6,40%
PIC 0,84 84,00% PIC 0,82 82,00%

Fuente: Programa estadistico Power Stats. Fuente: Programa estadistico Power Stats.



Anexo 5

Tabla 5. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S19.

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DYS19
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 11 0,005 0,0067 0,0076
Alelo 12 0,009 0,0067
Alelo 13 0,293 0,24 0,3307
Alelo 14 0,419 0,4667 0,4538
Alelo 15 0,191 0,1733 0,1384
Alelo 16 0,065 0,0667 0,0384
Alelo 17 0,019 0,04 0,0307

Tabla 6. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador el marcador

DYS389I.
Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S3891
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130
Alelo 11 0,0067
Alelo 12 0,186 0,1333 0,1384
Alelo 13 0,577 0,6467 0,6076
Alelo 14 0,223 0,2133 0,2461
Alelo 15 0,014 0,0076




Tabla 7. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S389lI.

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S389lI
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 23 0,005

Alelo 24 0,009

Alelo 26 0,0076
Alelo 27 0,014 0,02 0,0076
Alelo 28 0,13 0,08 0,1384
Alelo 29 0,279 0,4667 0,3615
Alelo 30 0,321 0,32 0,3153
Alelo 31 0,186 0,0867 0,123
Alelo 32 0,037 0,0267 0,0461
Alelo 33 0,014

Alelo 34 0,005

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 23

Alelo 24

Alelo 33

Alelo 34

Tabla 8. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S390

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S390
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130
Alelo 20 0,0076
Alelo 21 0,079 0,0867 0,0076
Alelo 22 0,084 0,0867 0,0461
Alelo 23 0,233 0,2267 0,223
Alelo 24 0,488 0,4933 0,6153
Alelo 25 0,116 0,0933 0,0846
Alelo 26 0,0133 0,0153




Tabla 9. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S391

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S391
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130
Alelo 6 0,009
Alelo 8 0,005
Alelo 9 0,037 0,02 0,0384
Alelo 10 0,614 0,5867 0,5692
Alelo 11 0,316 0,38 0,3538
Alelo 12 0,005 0,0133 0,0307
Alelo 13 0,005
Alelo 15 0,005
Alelo 19 0,005

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 6

Alelo 8

Alelo 13

Alelo 15

Alelo 19

Tabla 10. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S392

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S392
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 9 0,0067

Alelo 11 0,335 0,2333 0,2076
Alelo 12 0,023 0,0267 0,0461
Alelo 13 0,326 0,4333 0,4384
Alelo 14 0,191 0,2067 0,1923
Alelo 15 0,107 0,0733 0,0615
Alelo 16 0,014 0,02 0,0538
Alelo 17 0,005

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 17




Tabla 11. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S393

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S393
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 8 0,0076
Alelo 11 0,023
Alelo 12 0,186 0,12 0,1153
Alelo 13 0,656 0,7667 0,7384
Alelo 14 0,135 0,1067 0,1153
Alelo 15 0,023 0,0067

Tabla 12. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S437

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S437
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 12 0,0067

Alelo 13 0,005 0,023

Alelo 14 0,558 0,5267 0,5384
Alelo 15 0,335 0,3867 0,3923
Alelo 16 0,088 0,08 0,0461
Alelo 17 0,014

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas
Alelo 17




Tabla 13. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S438

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S438
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130
Alelo 7 0,005
Alelo 8 0,009
Alelo 9 0,06 0,02
Alelo 10 0,223 0,18
Alelo 11 0,358 0,3333
Alelo 12 0,33 0,3933
Alelo 13 0,009 0,0733
Alelo 15 0,005
Alelo 17 0,0243
Alelo 18 0,1219
Alelo 19 0,439
Alelo 20 0,2926
Alelo 21 0,0975
Alelo 22 0,0243
Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 7

Alelo 8

Alelo 15

Tabla 14. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S439

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S439
Nicaragua El Salvador Zacatecas, México
N 215 150 130

Alelo 10 0,023 0,06 0,0615
Alelo 11 0,312 0,3267 0,3923
Alelo 12 0,437 0,4667 0,4153
Alelo 13 0,219 0,12 0,1307
Alelo 14 0,009 0,02
Alelo 15 0,0067




Tabla 15. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DYS385 a/b

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S385 a/b
Nicaragua El Salvador

N 215 150
Alelos 10—14 0,0139
Alelos 11—11 0,0093
Alelos 11—12 0,0046 0,0067
Alelos 11—13 0,0325 0,0267
Alelos 11—14 0,2 0,3133
Alelos 11—15 0,0372 0,0867
Alelos 11—16 0,0093
Alelos 12—12 0,0046 0,02
Alelos 12—13 0,0139 0,0067
Alelos 12—14 0,0139 0,0267
Alelos 12—15 0,0046 0,0333
Alelos 12—16 0,0093
Alelos 12—17 0,0046 0,0067
Alelos 12—18 0,0133
Alelos 13—13 0,0139
Alelos 13—14 0,0279 0,0267
Alelos 13--15 0,0186 0,0133
Alelos 13--16 0,0186
Alelos 13--17 0,0186 0,0133
Alelos 13--18 0,0372 0,0133
Alelos 13--19 0,0186 0,0067
Alelos 14--14 0,0279 0,0267
Alelos 14--15 0,0418 0,0267
Alelos 14--16 0,0372 0,0333
Alelos 14--17 0,0372 0,04
Alelos 14--18 0,0372 0,02
Alelos 14--19 0,0046 0,02
Alelos 14--20 0,0067
Alelos 15--15 0,0232 0,02
Alelos 15--16 0,0372 0,0667
Alelos 15--17 0,0604 0,0267
Alelos 15--18 0,0186 0,0133
Alelos 15—19 0,0139 0,0067
Alelos 15,2--17 0,0093




Alelos 16--16 0,0232

Alelos 16--17 0,0604 0,0133
Alelos 16--18 0,0046 0,0267
Alelos 16--19 0,0046 0,0067
Alelos 17--17 0,0093 0,02
Alelos 17--18 0,0093 0,0067
Alelos 17--19 0,0046 0,0067
Alelos 18--18 0,0139

Alelos 18--19 0,0046

Alelos 18--21 0,0046

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelos 10-14

Alelos 11-11

Alelos 11-16

Alelos 12-16

Alelos 13-13

Alelos 13-16

Alelos 15,2-17

Alelos 16-16

Alelos 18-18

Alelos 18-19

Alelos 18-21

Tabla 16. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S456

Comparacién poblacional de frecuencias alélicas
Marcador DY S456
Nicaragua Zacatecas, México
N 215 130
Alelo 12 0,005
Alelo 13 0,009 0,02439
Alelo 14 0,158 0,07317
Alelo 15 0,484 0,439
Alelo 16 0,209 0,3414
Alelo 17 0,112 0,1219
Alelo 18 0,023
Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas
Alelo 12
Alelo 18




Tabla 17. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S458

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S458
Nicaragua Zacatecas, México
N 215 130
Alelo 13 0,005
Alelo 14 0,023 0,0243
Alelo 15 0,107 0,0975
Alelo 16 0,255 0,2682
Alelo 16,2 0,005
Alelo 17 0,363 0,3685
Alelo 17,2 0,033
Alelo 18 0,144 0,1951
Alelo 18,2 0,009
Alelo 19 0,042 0,0487
Alelo 20 0,014
Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas
Alelo 13
Alelo 16,2
Alelo 17,2
Alelo 18,2
Alelo 20

Tabla 18. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S635

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S635
Nicaragua Zacatecas, México
215 130
Alelo 18 0,005
Alelo 19 0,009
Alelo 20 0,037 0,0487
Alelo 21 0,209 0,0307
Alelo 22 0,191 0,317
Alelo 23 0,479 0,3902
Alelo 24 0,047 0,1463
Alelo 25 0,019
Alelo 26 0,005




Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 18

Alelo 19

Alelo 25

Alelo 26

Tabla 19. Comparacion poblacional de frecuencias alélicas para el marcador YGATAH4

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador YGATAH4
Nicaragua Zacatecas, México

215 130
Alelo 9 0,009
Alelo 10 0,009 0,0243
Alelo 11 0,395 0,317
Alelo 12 0,488 0,1923
Alelo 13 0,079 0,0153
Alelo 14 0,014
Alelo 22 0,005

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 9

Alelo 14

Alelo 22

Tabla 20. Comparacidon poblacional de frecuencias alélicas para el marcador DY S448

Comparacion poblacional de frecuencias alélicas

Marcador DY S448

Nicaragua Zacatecas, México

215 130
Alelo 8 0,023
Alelo 9 0,0538
Alelo 10 0,005 0,2076
Alelo 11 0,2692
Alelo 12 0,423
Alelo 13 0,023
Alelo 15 0,009




Alelo 18 0,116
Alelo 19 0,372
Alelo 20 0,298
Alelo 21 0,172
Alelo 22 0,033

Alelos no reportados en estudios de poblaciones cercanas

Alelo 15

Alelo 18

Alelo 19

Alelo 20

Alelo 21

Alelo 22




Anexo 6. Carta de solicitud de aprobacién de tema de monografia

UNIVERSIDAD
- | NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA

UNAN - MANAGUA

Msc. Ligia Lorena Ortega Valdés.

Directora Departamento de Bioanalisis Clinico

Por medio de la presente hacemos solicitud formal para la aprobacién de nuestro tema monografico
que lleva por titulo “FRECUENCIA DE ALELOS EN HAPLOTIPOS DE CROMOSOMA Y
UTILIZANDO EL KIT YFILER PLUS EN LA POBLACION NICARAGUENSE, EN EL
PERIODO COMPRENDIDO DE ENERO A DICIEMBRE 2019” para optar a la licenciatura
en Bioanalisis clinico del POLISAL UNAN-MANAGUA.

Sin mas que agregar nos despedimos cordialmente, desedndole éxitos en todas sus funciones.

Att:

Br. Eloisa Abigail Lopez Matus Br. Bryan Josué Rodriguez Gutiérrez

Carnet: 15072182 Carnet: 16071346

Tutor: MsC. Juan Carlos Loaisiga Vargas.

Asesor metodologico: MsC. Martha Xiomara Guerrero.



Anexo 7.

@ | UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA

“Frecuencia de alelos en Haplotipos de cromosoma Y, utilizando el kit Yfiler Plus en la

poblacion Nicaragiiense, en el periodo comprendido de enero a diciembre 2019”
Consentimiento informado

El cromosoma Y es uno de los cromosomas sexuales y esta presente Unicamente en individuos del
sexo masculino, al hablar de haplotipos de cromosoma Y se hace referencia al conjunto de alelos
que fueron heredados exclusivamente via paterna hacia hijos varones. Asi, pues cada hombre recibe

un haplotipo de cromosoma Y idéntico al de su padre.
Objetivos

1) Identificar el haplotipo de cromosoma Y de individuos del sexo masculino que
asistieron al Instituto de Medicina Legal.

2) Determinar los alelos de los 27 marcadores Y-STR que estan presentes en la poblacién
en estudio.

3) Calcular la frecuencia de los alelos predominantes en dicha poblacion

4) Aplicar parametros estadisticos de interés en genética forense.

Solicitamos autorizacion para ingresar al Laboratorio de Genética del Instituto de Medicina Legal

y de esta manera acceder a los datos requeridos para este estudio.

La presente investigacion tiene fines meramente académicos, cientificos e investigativos; en razén
de ello, y bajo las normas éticas establecidas, expresamos que solo se tomaran en cuenta los datos
que resultaron luego del analisis con el kit Yfiler plus, no asi datos personales tales como: nombres,

direccion domiciliar, edad, etc.



Considerando lo anterior:

Yo , entiendo a cabalidad los

fines de esta investigacion, la cual se realizara bajo principio de confidencialidad, acepto y concedo
la autorizacion para el ingreso al Laboratorio de Genética, y para que la informacion obtenida del

estudio en curso; sea analizada, discutida y utilizada para su posterior publicacion.

Firma

Investigadores:

Eloisa Abigail Lopez Matus

Bryan Josué Rodriguez Gutiérrez

Para mas detalles de la investigacion, contactarse al namero movil
(+505)7892-3661 0 (+505)8351-0188

e-mail eloisamatus1999@amail.com o rodriguezbryanjosue97 @gmail.com



mailto:eloisamatus1999@gmail.com
mailto:rodriguezbryanjosue97@gmail.com

Anexo 8. Solicitud para ingresar a la base de datos del Laboratorio de Genética

Managua, 09 de noviembre de 2020

Ligia Carolina Campos Molina

Jefe de Laboratorio de Genetica del Instituto de Medicina Legal

Estimada MSc. Campos, somos estudiantes de la carrera de Bioanalisis Clinico de la Universidad
Nacional Auténoma de Nicaragua, UNAN-MANAGUA actualmente cursamos el quinto afio de
dicha carrera universitaria; y es a través de esta misiva que solicitamos autorizacion para acceder
a la base de datos del laboratorio de Genética, con el fin de recopilar los datos pertinentes para el
desarrollo de nuestra investigacion, la cual lleva por titulo “Frecuencia de alelos en Haplotipos de
cromosoma Y, utilizando el kit Yfiler Plus en la poblacion Nicaraglense, en el periodo
comprendido de enero a diciembre 2019”.

Agradeciendo de antemano su ayuda, nos despedimos esperando su pronta respuesta.

Atentamente:

Eloisa Abigail Lépez Matus Bryan Josué Rodriguez Gutiérrez

Estudiantes UNAN-Managua



Anexo 9. Escalera alélica de los 25 marcadores Y-STR

‘.".‘::.” Alleles included in Allelic Ladder "7
DYSS57é6 10, 11,.12.13. 14,15, 16.17_.18_19.20.21,.22.23. 24 . 25
DYS3891 9.10. 11,12, 13, 14,15, 16,17
DYS&35 15. 16.17. 18, 19,20, 21.22.23_24_.25,.26.27.28, 29.30
DYS3891 24, 25,26,27, 28, 29, 30, 31, p2- 33,34 .35
DYS&2Z7 11, 12, 13. 146,15, 16, 17_.18,19_20_.21_.22.23. 24, 25, 26,27
DYS4460 7.8.9.10. 11,12, 13, 14
DYS458 11, 12,.13. 14,15, 16, 17_.18,.19_20.21.22.23. 24
DYS19 9. 10. 11,12, 13, 14,15, 16.17_ 18, 19
YGATAHS 8.9.10, 11, 12,13, 14,15
DYS448 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22. 23. 24
DYS391 5.6.7.8.9.10, 11,12, 13. 14, 15_16
DYS456 10, 11.12. 13, 14,15, 16.17.18_19.20.21_.22.23. 24
DYS390 17, 18, 19. 20, 21, 22, 23.24_25_26, 27, 28,29
DYS438 6$.7.8.9.10, 11,12, 13. 14,1516
DYS392 4£.5.6.7.8.9.10. 11, 12, 13. 14_15,16.17_18. 19, 20
DYSS18 3:. 33,.34,35,36.37,.38,.39.40_41_42 43 44 45, 46, 47, 48,

4
DYSS70 10, 11,12, 13. 14,15, 16.17.18_19.20. 21.22.23. 24,25, 26
DYS437 10, 11,12, 13, 14, 15, 16.17_. 18
DYS38S a/b 6.7.8.9.10, 11,12, 13, 14, 15_16.17_18. 19, 20, 21, 22, 23.
24. 25, 26, 27, 28
DYS449 22. 23. 24, 25, 26. 27. 28. 29. 30. 31. 32. 33. 34, 35, 36, 37, 38,
39. 40
DYS393 7.8.9.10, 17,12, 13, 14,15, 16_17_18
DYS439 6.7.8.9.10, 11,12, 13, 14,15, 16. 17
DYS481 17. 18, 19. 20, 21, 22, 23. 24 25_ 24, 27. 28. 29. 30. 31. 32
DYF38751 30. 31. 32. 33, 34, 35, 36. 37. 38_ 39. 40. 41, 42, 43, &4
DYSS533 7.8, 9,10, 11,12, 13, 14,15, 16_17




Anexo 10. Electroferograma de una de las 215 muestras analizadas
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Figura 1. Estructura y distribucion del genoma en el Cromosoma Y
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Las regiones PAR1 y PAR2 son regiones pseudoautosomicas, en las cuales, a pesar de su
distinta naturaleza los cromosomas X e Y pueden aparearse durante la meiosis e intercambiar
informacion. La region especifica del CrY no recombina con ninguno de los cromosomas, y
presenta algunos genes funcionales de gran importancia para el desarrollo sexual del hombre.
Entre ellos el SMCY, que codifica el antigeno menor de histocompatibilidad. EI gen ZFY
que codifica una proteina cuya funcién no es conocida por el momento. El gen SRY ha sido
aislado en el brazo corto del CrY, presenta un solo exon y carece de homologo en X.

La familia de genes YRRM intervienen en la regulacion de la espermatogénesis y también
carece de homologos. EI RPS4Y, es un gen que codifica la proteina ribosomica S4. El gen
AMGY codifica la amelogenina, también tiene un homdélogo en X, responsable de la

formacion normal del esmalte dentario.

Figura 2. Herencia del Cromosoma Y
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Por su haploidia el CrY posee limitada recombinacion, por lo cual sus locis se transmiten

inalteradamente por linea paterna de generacion en generacion (en ausencia de mutacion).



Figura 3. Algunos de los microsatélites STR del CrY
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