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FORMULARIO DE ADMISION PARA INVESTIGACION DE PERFILES DE ADN

CODIGO:

210645

Observaciones

La muestra 0sea 210645 fue procesada por el laboratorio The
Bode Technology Group (“Bode”), USA. Se utilizara la
informacién que surge de los perfiles genéticos obtenidos por
dicho laboratorio para la comparacion con las muestras de
referencia.

CODIGO:

300542

Supuesto parentesco con
210645

HEO HERMANO (despues esta bien descrito)

Muestra perteneciente a

Eric DOMERGUE

Observaciones

La muestra de referencia 300542 fue procesada por el
laboratorio The Bode Technology Group (“Bode”), USA. Se
utilizard la informacién que surge de los perfiles genéticos
obtenidos por dicho laboratorio para la comparacion con la
muestra 0sea.

CODIGO:

303002

Supuesto parentesco con
210645

MADRE

Muestra perteneciente a

Odile DOMERGUE

Material biolégico

Discos de papel absorbente con manchas de sangre de 4x4 mm

Provistos por

EAAF

Observaciones

Muestra procesada en el laboratorio LIDMO-EAAF

CODIGO:

303004

Supuesto parentesco con
210645

PADRE

Muestra perteneciente a

Jean DOMERGUE

Material biolégico

Discos de papel absorbente con manchas de sangre de 4x4 mm

Provistos por

EAAF

Observaciones

Muestra procesada en el laboratorio LIDMO-EAAF




INTRODUCCION:

EL ADN codifica para las caracteristicas genéticas de un individuo. El almacenamiento de la
informacion codificada en el ADN se encuentra en los cromosomas. Existen 22 pares de cromosomas
homdlogos autosémicos y un par de cromosomas sexuales (X e Y).

La herencia genética de un individuo se compone por el ADN paterno y materno, recibiendo la mitad
de informacion por parte de cada progenitor, de este modo las secuencias de ADN en un individuo
permiten investigar vinculos de parentesco bioldgico entre diferentes miembros de un grupo familiar.
El ADN nuclear tiene la caracteristica de estar presente en el nicleo de todas las células de organismo,
y es idéntico en todos los tejidos de un mismo individuo, de modo que es posible analizar e identificar
las secuencias de ADN en diferentes tejidos y fluidos bioldgicos. Asimismo, existe otro tipo de ADN
que se encuentra fuera del nucleo, pero dentro de las mitocondrias, denominado ADN mitocondrial
gue se hereda solo por via materna.

Existen determinadas secuencias en el ADN de gran variabilidad (hipervariables) que varian entre
diferentes individuos de una poblacion. Dentro de éstas, se encuentran diferentes categorias de ADN
variable, entre ellas los denominados polimorfismos de longitud, ya que dichos segmentos son mas
cortos 0 mas largos dependiendo de la variante que posee cada individuo. El estudio de mdltiples de
estos segmentos permite construir lo que se denomina perfil de ADN, o perfil genético, el cual es casi
Unico y distintivo para cada individuo. Esto ha permitido utilizar estos sistemas genéticos como una
herramienta de enorme utilidad en analisis de parentesco biol6gico asi como en genética forense
identificando restos biolégicos de un individuo con una precision nunca antes descripta.

Dentro de los polimorfismos de longitud, existen secuencias cortas (microsatélites) denominados STR
y que han ganado la méaxima popularidad en el ambiente médico-legal por su poder de
reproductividad, asi como por permitir obtener perfiles de ADN en muestras diminutas y/o
degradadas. Los sistemas STR (short tandem repeats) poseen variables en tamafio que se denominan
alelos y se analizan amplificando el sistema STR que se desea analizar, mediante la técnica de PCR
(Polimerase Chain Reaction). Ultimamente, se han desarrollado metodologias llamadas miniSTR que
permiten amplificar tamafios menores de fragmentos para los sistemas STR convencionales, lo cual
permite amplificar mas eficazmente ADN parcialmente degradado, comun en restos 6seos de afios de
antigliedad. La sumatoria de alelos obtenidos en diferentes sistemas analizados de un individuo
produce el perfil genético o de ADN.

Disponemos de los siguientes sistemas STR autondmicos, ademas de Amelogenina para la
determinacion del sexo:

CSF1PO D16S539 D5S818 F13A01 LPL
Penta E D21S11 D7S820 F13B THO1
D13S317 D3S1358 D8S1179 FGA TPOX
VWA FESFPS D18S51 D2S1338 D195433
Penta D Amelogenina

Polimorfismo del Cromosoma Y

Ademas de los 22 pares de cromosomas autosomicos, la dotacion cromosoémica humana incluye una
pareja de cromosomas sexuales. Los individuos femeninos estan dotados de un par de cromosomas X
(XX), y los individuos masculinos por un cromosoma X y otro Y (XY). Como los deméas cromosomas,
los sexuales proceden de los progenitores: en el caso de una mujer un cromosoma X procede de la
madre y el otro del padre; en el caso de un vardn, el cromosoma X procede de la madre y el
cromosoma Y (CrY) siempre procede del padre. Por tal motivo la herencia del CrY se caracteriza por:
El padre transmite el cromosoma Y a sus hijos varones y asi sucede a lo largo de toda la linea paterna,
por lo que todos los varones emparentados por linea paterna poseen el mismo cromosoma Y.

De la misma manera que para los autosomas, existen sistemas STR localizados en el CrY que se
pueden amplificar mediante PCR.

En la meiosis la mayor parte del CrY no recombina con el cromosoma X, por lo que no se produce el
intercambio de informacion genética tipica en este proceso, de modo que los marcadores situados en
esta zona no recombinante se heredan en forma de haplotipos (en grupo).




A continuacion se detallan los sistemas STR del cromosoma Y disponibles para el andlisis:

DYS448 DYS389I DYS389lI DYS390 DYS19
DYS385a/b DYS391 DYS392 DYS393 DYS437
DYS438 DYS439 DYS456 DYS458 DYS635
GATAH4

ADN mitocondrial:

A diferencia con los sistemas residentes en el ADN nuclear, el ADN mitocondrial que se localiza
dentro de la mitocondria -una organela subcelular que se encuentra en el citoplasma de la célula-,
puede aportar entre 2000 y 10000 copias por célula. Esta caracteristica del ADNmt permite la
posibilidad de que algunas copias permanezcan intactas aln en muestras antiguas o severamente
degradadas. Existe una region de aproximadamente 1100 pares de bases (pb) en la regién de control
(D-loop) en la que se encuentran dos regiones hipervariables, HVR1 (16024-16365 bp) y HVR2 (73-
340bp), en las que residen la mayor parte de las variaciones entre individuos y por este motivo esta
zona tiene interés forense. No obstante, dado que el poder de discriminacion del ADNmt es muy
inferior al que se obtiene al analizar sistemas STR nucleares, el estudio ADNmt se realiza solamente
cuando ha fallado la analitica del ADN nuclear. Asimismo, el ADNmt se hereda exclusivamente por
via materna, es decir que todos los individuos relacionados biol6gicamente por via materna,
compartiran las mismas secuencias de ADNmt.

CALCULOS ESTADISTICOS PARA ANALIZAR EL VINCULO BIOLOGICO
Los perfiles genéticos hallados en los restos 6seos se comparan con los del supuesto familiar y se
ensayan dos hipotesis alternativas y excluyentes:
H1: Los restos 0seos pertenecen a (persona desaparecida)
H2: Los restos 6seos NO pertenecen a (persona desaparecida)
A tal fin se calculan las siguientes probabilidades:
X: Probabilidad de los perfiles hallados en las muestras estudiadas bajo la hip6tesis H1.
Y: Probabilidad de los perfiles hallados en las muestras estudiadas bajo la hipdtesis H2.
Con estos valores se calcula una razon de verosimilitud (RV) o indice de Parentesco (IP=X/Y)

IP (RV)= H1= Los restos analizados pertenecen a (persona desaparecida)
H2= Los restos analizados NO pertenecen a (persona desaparecida)

Del indice de Parentesco deriva el valor de Probabilidad de Parentesco (PP) de acuerdo a la formula:
PP =[IP/IP + 1] x 100

Para realizar los célculos estadisticos necesarios se toman las frecuencias alélicas y mutacionales
obtenidas en LIDMO tipificando 640 individuos provenientes de la region central de Argentina.

Los calculos estadisticos se realizan siguiendo los procedimientos de Evett y Weir en “Interpreting
DNA evidence, Statistical Genetic for Forensic Scientists”. Sinauer Associates, Sunderland,
Massachussets.

Los célculos estadisticos fueron realizados con software Familias 1.5, desarrollado por Petter Mostad
and Thore Egeland del Norwegian Computing Center, y Bjgrnar Olaisen, Margurethe Stenersen, Bente
Mevag del Institute of Forensic Medicine, Oslo, Noruega.

Los valores probabilisticos que se realizan en ADN mitocondrial son diferentes a los realizados con
sistemas STR del ADN nuclear. En caso de que se encuentre una coincidencia entre las secuencias
comparadas (restos y familiar alegado), y a los efectos de dar informacion de la probabilidad de match
por azar de la secuencia hallada en la poblacién general, se utiliza la formula (x+1/n+2) donde X es el
namero de veces que aparece el haplotipo hallado y n es el tamafio de la base de datos utilizada. De
este modo, se provee una estima de la probabilidad de match por azar del haplotipo mitocondrial
hallado en las muestras analizadas.
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MATERIALES y METODOS

Extraccion de ADN de muestras de sangre

A las muestras de sangre de referencia provistas de los supuestos familiares consanguineos a
comparar, se les realizaron los protocolos estandar de purificacion de ADN mediante digestion con
Proteinasa K y SDS, extraccién con PCI y filtracion con Microcon 100 a partir de manchas sobre
papel o hisopados bucales.

Amplificacién mediante PCR de sistemas STR autosémicos y/o CrY

El ADN extraido se ensay6 para la amplificacion mediante PCR de algunos de los sistemas STR
autosomicos citados en Introduccién y Amelogenina mediante los kits comerciales COfiler, Profiler
Plus e Identifiler (Applied Biosystems) y Powerplex16 (Promega Corp) utilizando un ciclador térmico
MJ Research PTC100. Asimismo, sistemas STR localizados en el CrY pueden ser amplificados con el
kit PowerplexY (Promega Corp) y/o el kit Y-Filer (Applied Biosystems). Asimismo se ensayaron
sistemas mini-STR para los sistemas D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, THO01, D13S317,
D16S539, D2S1338, D18S51, FGA, PentaD, PentaE y Amelogenina.

Los productos amplificados fueron analizados mediante electroforesis capilar utilizando un
secuenciador automatico para andlisis de fragmentos de ADN ‘ABI Prism 3130 Genetic Analyzer’,
(Perkin—Elmer Applied Biosystems). Los resultados fueron analizados mediante software Genemapper
v3.2 (Applied Biosystems).

Recepcidn de informacién genética:

En el marco de la Iniciativa Latinoamericana para la identificacion de desaparecidos (ILID) realizada
durante los afios 2008 y 20009, el laboratorio The Bode Technology Group (Bode) recibi6 por parte del
EAAF aproximadamente 600 muestras 6seas y mas de 5000 muestras de sangre de familiares
reclamantes. El laboratorio LIDMO-EAAF particip6 activamente en el control de calidad de los
resultados obtenidos por Bode mediante el analisis de datos crudos utilizando el software GeneMapper
asi como también controlando electroferogramas y perfiles genéticos informados por Bode. Con la
informacién genética obtenida se generd una base de datos de gran utilidad para la comparacion de
muestras para el proyecto ILID. Asimismo el laboratorio LIDMO-EAAF agreg6 a esa base de datos
perfiles genéticos de otras 500 muestras de sangre procesadas desde el afio 2003. A partir de marzo de
2009 LIDMO-EAAF puede comparar perfiles genéticos obtenidos de muestras Gseas y sanguineas,
procesadas tanto dentro del proyecto ILID como en el laboratorio LIDMO-EAAF.




OBJETIVOS:

Se trata de determinar si los restos 6seos codificados como 210645 pertenecen a un hijo
biolégico de Odile Domergue y de Jean Domergue, y a su vez hermano completo de Eric
Domergue. A tal fin se analizan muestras indubitadas de sangre de Odile Domergue (303002),
Jean Domergue (303004) y Eric Domergue (300542)

Se ensayan las hipotesis:

H1= Los restos analizados pertenecen a un hijo biolégico de 303002 y de 303004, y hermano
completo de 300542.

H2= Los restos analizados pertenecen a una persona desconocida.

Se calcula la Razon de Verosimilitud (RV) de acuerdo a:

RV= probabilidad de los perfiles de ADN bajo la hipotesis H1
probabilidad de los perfiles de ADN bajo la hipdtesis H2




RESULTADOS PARA ADN NUCLEAR

Tablal: PERFILES STR

SISTEMA 210645 300542 303002 303004
D8S1179 13/14 14/16 14 13/16
D21S11 32/32.2 30/32.2 30/32.2 32/32.2
D75820 7/11 11/12 7/12 11
CSF1PO 11 11 10/11 10/11
D3S1358 17/18 17/18 16/18 17/18
THO1 6/8 718 718 6/8
D13S317 11/13 11/13 9/13 11/12
D16S539 12 12 12 12/13
D2S1338 20/24 20/24 16/24 20/24
D19S433 13 13 13/14 13
VWA 16/17 17/19 16/17 17/19
TPOX 9/10 8/9 8/10 8/9
D18S51 12/14 14/18 12/18 14/17
D5S818 11 11 11/12 11
FGA 19 19/20 19/20 19/26
Amelogenina XY XY X XY

1.  Alelos medidos en nimero de repeticiones.

2. Frecuencias STR: Frecuencias locales generadas a partir de 640 individuos no emparentados de La Region Central de Argentina.
(A.Borosky, L. Catelli and C. Vullo, Analysis of 17 STR loci in different provinces of Argentina, Forensic Science International:
Genetics- 3 (2009) €93-€9).



CONCLUSIONES:

Sistemas STR:

1. Enlatabla 1 de resultados se muestran los perfiles genéticos obtenidos en las muestras
210645, 300542, 303002 y 303004.

2. El resultado obtenido en el marcador Amelogenina indica que los restos 210645
pertenecen a una persona de sexo masculino por presentar un perfil XY,

3. Se ensay0 la hipotesis de que la muestra 210645 pertenezca a un hijo biologico de
Odile Domergue (303002) y de Jean Domergue (303004), y a su vez hermano
completo de Eric Domergue (300542).

4. En todos los sistemas analizados los alelos hallados no permiten excluir el vinculo
bioldgico entre 210645, 300542, 303002 y 303004 bajo la hipdtesis de parentesco
ensayada en el punto anterior.

5. La razon de verosimilitud (RV) o indice de parentesco (IP) obtenido mediante el
analisis de sistemas STR es de 220.253.035.383.352, indicando que los perfiles
genéticos son 220.253.035.383.352 veces contra 1 mé&s probables si los restos
analizados (210645) pertenecen a un hermano completo de 300542 y a su vez, hijo
bioldgico de 303002 y de 303004, que a una persona de la poblacion al azar.

6. Asumiendo una chance “a priori” de 1/71 indicada por el EAAF, la probabilidad de
que la muestra 210645 pertenezca a un hijo biolégico de Odile Domergue (303002) y
de Jean Domergue (303004), y a su vez hermano completo de Eric Domergue
(300542) es de 99,99999999997%.

Carlos Maria Vullo

Doctor en Ciencias Quimicas, UNC
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