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APLICACIONES NO CONVENCIONALES DE MARCADORES

BIALELICOS (SNPs) EN GENETICA FORENSE.
UNCONVENTIONAL APPLICATIONS OF BIALLELIC MARKERS (SNPs) IN
FORENSIC GENETICS.
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RESUMEN:

Revisaremos en este articulo la aplicacion de los Single Nucleotide Polymorphisms o SNPs, polimorfismos simples de secuencia, en
genética forense dirigida a dos de los principales escenarios de uso en este campo. La prediccion del origen biogeogréafico de una
muestra desconocida y la prediccion de rasgos fisicos a través del andlisis del genoma de muestras biolédgicas. Se incluird la base
biolégica de cada aplicacion, laadecuacion de los SNPs alatareay un breve repaso de la situacion actual en el campo forense.
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ABSTRACT:

SNPs have been used as forensic genetics markers even since the very beginning of the field"s history. However it has not been until
recently, that SNPs have reappeared on the scope. Tools, apparently more powerful, set aside SNP typing into secondary tasks.
Currently, the situation is quite different. New applications of SNPs on which these markers appear as the optimal tool, have been
developed and are being applied to real criminal casework. We will review on this article two of such applications that perfectly illustrate
the current use of SNPs in forensic genetics: Bio-geographical origin prediction of unknown samples and phenotipical trait prediction.”
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1. INTRODUCCION. la comparacion de patrones de fragmentos de
restriccion en genomas completos, el “DNA

El trabajo en genética forense en la fingerprinting” o huella genética. La variacion en

actualidad esta dominado por el genotipado de
polimorfismos STR. El elevado poder
estadistico que aporta su analisis, acompafiado
de la sencillez de sus protocolos de genotipado,
estandarizacion mundial y el desarrollo de kits
comerciales de amplificacion se bastan para
explicar este hecho. Los SNPs, por otro lado,
parecen una herramienta mas reciente (los
primeros ensayos de genotipado forense de
SNPs para identificacion humana fueron
publicados en fechas tan proximas como enero
de 2006 [1]) y sin embargo han estado presentes
en la genética forense desde su primer
momento.

Sir Alec Jeffreys aplicé por primera vez el
analisis de polimorfismos de ADN a la resolucion
de un caso de investigacion criminal, mediante

la longitud de esos fragmentos viene dada por la
presencia de secuencias diana especificas para
una serie de enzimas de restriccion, la presencia
0 ausencia de una de estas dianas en una region
concreta del genoma viene dada por la
presencia de un SNP en ese lugar, cuya
variabilidad determina que uno de estos
enzimas reconozca 0 NO esa secuencia como
diana.

El “DNA fingerprinting” de Sir Alec Jeffreys,
esta en la actualidad ampliamente superado.
Los SNPs, como polimorfismos de secuencia,
requieren de protocolos de genotipado mas
complejos [2] que la combinacién directa PCR-
Electroforesis de los STRs. Por otro lado, los
SNPs como polimorfismos mayoritariamente
bialélicos son capaces Unicamente, marcador a
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marcador, de suministrar solo una parte de la
informacién que se podria obtener del
genotipado de un solo locus STR [3]. Calculos
realizados por P.Gill, arrojan la estima de que
seria necesarios del orden de 30-40 SNPs con
maxima heterocigosidad (frecuencias alélicas
de 0,5 en ambas variantes), para igualar la
potencia estadistica del tipado de 15 STRs[3].
Con un panorama como el descrito, pareceria
que la aplicacién de SNPs al trabajo forense no
seria interesante en absoluto. Pese a todo, los
SNPs si ofrecen una serie de propiedades
especificas que los hacen muy interesantes
para un conjunto de aplicaciones forenses en las
gue el genotipado de STRs no garantiza el éxito.
Por todo ello, podemos considerar el tipado de
SNPs como una herramienta complementaria a
los STRs o de aplicacion Unica, cuando dichos
STRsfallan en su analisis.

A) PROPIEDADES DE LOS SNPs.

Los SNPs, presentan una serie de
propiedades, compartidas en cierto grado por
otros marcadores bialélicos como los InDels,
que resultan de gran interés en el campo de la
genéticaforense:

1. Son el tipo de variacion mas comun del
genoma, se ha estimado que por cada 100 o
1000 bases del genoma humano, existiria una
polimérfica [4]. En teoria, se dispondria de un
amplio nimero de marcadores para su estudio,
informativos para diversas aplicaciones. Este
gran ndamero de polimorfismos a la disposicion
del investigador forense, permite la adecuada
seleccion de marcadores con una distribucion
de frecuencias alélicas apropiada para tareas
especificas (a revisar en el presente texto), y
secuencia flanqueante oOptima para la
amplificacion, sin el problema que presentan
factores como el desequilibrio de ligamiento
entre marcadores.

2. Los SNPs son marcadores extremada-
mente estables que tienden a permanecer
inalterados de generacién en generacion.
Presentan tasas de mutacion tan bajas como

2x10° por generacion y meiosis [5] como valor
medio. Un valor extremadamente bajo cuando
se compara con la tasa media de mutacién de
10° de los loci STR. Este hecho, presenta un
doble interés en genética forense, por un lado
resulta de extrema utilidad en casos de
paternidad cuestionada (y entre estos casos de
especial relevancia en casos de pedigri
complejo) y por otro lado, favorece la aparicion
de una variabilidad interpoblacional en las
frecuencias alélicas.

3. Son la forma mas simple de polimorfismo
de ADN y por tanto sus métodos de deteccion y
genotipado, aun dentro de su relativa
complejidad, son susceptible de automatizacion
y permiten el disefio de reacciones multiplex con
un alto nimero de marcadores. Ofrecerian asi la
posibilidad de optimizar la relacién entre el gasto
de muestray informacién obtenida en el analisis.
Dada esta propiedad, no parece ya una seria
limitacion el hecho de la baja informatividad
individual de los SNPs, ya que pueden ser
incorporados en nimero suficientemente alto en
una Unica reacciéon de genotipado como para
superar la potencia estadistica de 15 STRs de
identificacion individual [1].

4. El polimorfismo es una Unica base. Esto
permite disefiar reacciones de amplificacion
PCR con productos con longitud reducida al
minimo, de forma que en condiciones de ADN
degradado, enlas que el genoma puede estar en
avanzado estado de fragmentacién, todavia
puedan ser analizados con garantia de éxito [6-
9].

B) LA APLICACION DE LOS SNPs EN
GENETICAFORENSE.

En base la combinacion de todas o varias de
estas propiedades, existen una serie de
escenarios de aplicacion de los SNPs en
genética forense, en los que se perfilan como la
herramienta mas adecuada a nuestra
disposicion. Entre estos escenarios
encontramos tareas tales como: los casos de
ADN extremadamente degradado, la prediccion
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del origen biogeografico o prediccion de
caracteristicas fenotipicas.

En un principio, el interés en el genotipado de
SNPs en casuistica forense se centr6 en su
aplicacion a casos de ADN degradado [1]. Tras
la muerte o la deposicion de una muestra
bioldgica, comienzan a actuar sobre la molécula
de ADN una serie de procesos tanto endégenos
como exdgenos que conducen a la degradacion
progresiva y acumulativa de las biomoléculas
[10-12]. Es comdn encontrar tales muestras en
la casuistica forense. En este tipo de muestras
es frecuente observar que la eficacia de
amplificacion se hace menor cuanto mas
pesado es el producto de PCR, es por ello que la
tendencia en el trabajo orientado a muestras
degradadas es la seleccion de marcadores con
producto de PCR lo més corto posible. Asi, se ha
tratado de reducir a la minima expresion el
fragmento amplificado en reacciones multiplex
de STRs, los denominados MiniSTRs. Pese a
todo, los STRs al tratarse de polimorfismos de
longitud multialélicos relativamente grandes
presentan un limite en cuanto al niamero de
marcadores que pueden ser introducidos en una
reaccion multiplex con un tamafio de amplicon
reducido [13]. Alun contando con que podemos
marcar varios STRs con diferentes fluorocormos
de forma que la sefial electroforética de cada
uno no interfiera con la de los demas, incluso
Minifiler solo cuenta con 4 marcadores STR por
debajo de 150pbs [6-9].

Es en este caso cuando los SNPs realmente
ofrecen suventaja:

- Al ser polimorfismos de una Unica base, el
tamafio de amplicon puede ser reducido a
fragmentos menores de 90pb sin demasiada
dificultad, dado que podemos acercar los
primers de PCR uno al otro (en teoria) hasta
gue solo acoten la base polimorfica[1,14].

- Dado que lareaccion de genotipado en SNPs
es i ndependiente de | a PCR de
enriquecimiento, no tenemos la limitacion
presente en STRs en cuanto al nimero de
marcadores con el mismo tamafio de
f ragmento amplificado. Todos los
marcadores de una reaccion de PCR de

SNPs pueden ser amplificados con
fragmentos menores de 90pbs sin riesgo de
interferencia.

- La sencillez del genotipado permite realizar
el analisis paralelo en una sola reaccion de
un elevado numero de SNPs con el
consiguiente ahorro de material limitado.

En las siguientes paginas se revisaran las
aplicaciones que surgieron a medida que el
interés del campo forense en los SNPs se iba
desarrollando, la prediccion de origen
biogeograficoy de caracteristicas fenotipicas.

2. PREDI'CCION DEL ORIGEN
BIOGEOGRAFICO.

Esta aplicacion se basa en la existencia en el
genoma de todas las especies de una serie de
polimorfismos cuya variabilidad se encuentra
entre grupos de individuos o poblaciones
(variantes alotipicas), y no entre los individuos
de una misma poblacion (variantes idiotipicas).
De esta forma si conocemos la frecuencia de
aparicion de una serie de estas variantes en
poblaciones de la especie humana. El estudio de
las variantes presentes para un conjunto de
estos polimorfismos en el genoma de un
individuo concreto, podria entonces ayudarnos
a inferir la poblacion con mayor probabilidad de
haber sido el marco genético en el que se
desarrollara dicha combinacion de variantes en
particular.

La aplicacién de estas competencias a la
genética forense se centrarian en aquellos
casos en los que aunque se ha hallado una
muestra biolégica con ADN Uutil, pero no se
cuenta con ninguna muestra de referencia conla
que hacer una identificacién con marcadores de
identificacion humana (ya sean sospechosos de
haber cometido un crimen o en casos de
identificacion de victimas). Las aplicaciones en
casos de desapariciones en masa y grandes
catastrofes son comunes, a la hora de hacer un
screening de posible nacionalidad de las
victimas. Pongamos como ejemplo la
identificacion de cadaveres de pasados
conflictos militares, como las dos guerras
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mundiales, en las que bajas de diversas
nacionalidades se encuentran en la misma area
geogréfica.

A) BASE BIOLOGICA.

Es relativamente frecuente encontrar
polimorfismos de esta clase en el genoma de
nuestra especie, debido a nuestra historia
evolutiva. Pertenecemos a una especie con una
distribucidn geografica muy amplia, ya desde los
origenes del Homo Sapiens anatémicamente
moderno [15]. Esta amplia distribucion desde
tiempos remotos, en poblaciones reducidas con
escaso contacto entre ellas es la base de la
aparicién delavariacién que nos interesa.

Es especies con estructura poblacional como
la que exhibia el Homo Sapiens durante gran
parte de su recorrido, la combinacion de la
accion de una serie de fuerzas evolutivas
aleatorias sobre el ADN no codificante lleva a la
aparicion de diferencias alotipicas en las
frecuencias alélicas como las que nos interesan.
Las fuerzas evolutivas que actlan es estas
zonas son a grandes rasgos: 1.La migracion, 2.
laderiva genéticay 3. lamutacion.

1. La migracion actuaria como un factor
homogenizador de las frecuencias,
introduciendo cambios anteriormente
inexistentes en el pool génico de la poblacion
receptora, o aumentando su frecuencia. La
deriva y la mutacién (en menor medida), al
actuar al azar, pueden ocasionar cambios en las
frecuencias génicas en cualquiera de los
sentidos, bien aumentando la diferencia entre
poblaciones o bien reduciéndolas.

2. Laderiva génica es un factor que se debe al
emparejamiento al azar de los individuos de la
poblacién (el emparejamiento es estocastico al
menos en cuanto a estos marcadores, ya que no
tienen influencia alguna en el suceso), es decir,
la muestra de la poblacion que se toma para
formar las variantes de cada polimorfismo en la
siguiente generacion incluye un numero
aleatorio de moléculas con cada una de las

variantes, con lo que bien se puede aumentar la
frecuencia de un determinado alelo o bien
eliminar una variante del pool génico de la
poblacion. En general la deriva génica actuara
aumentando la varianza entre grupos vy
disminuyendo la varianzaintragrupal.

3. La mutacion ocurre con una determinada
probabilidad en cada posicién nucleotidica,
aunque dicha probabilidad suele ser muy baja,
de forma que es muy probable que por mutacion
aparezca un cambio en una poblacién y no en
otras aumentando la variacion interpoblacional,
y con menos probabilidad que el cambio
introducido si esté presente en otras
poblaciones, reduciendo la diferencia. En
general, la mutacion y la migracion introducen
cambios en el pool génico de una poblacion (la
primera aumentando heterogeneidad y la
segunda la homogeneidad interpoblacional) y la
deriva modifica las frecuencias aleatoriamente,
fijando o eliminando los cambios introducidos.

B) LOS SNPs COMO MARCADORES DE
ORIGEN BIOGEOGRAFICO.

Estas fuerzas evolutivas afectan, por
supuesto, atodo el genoma, por mucho que este
sea mas aparente en las regiones no selectivas.
Asi, las variantes haplotipicas de la regién
hipervariable del ADN mitocondrial y el
cromosoma Y, siguen un patron de marcada
variabilidad interpoblacional bien conocido por
la comunidad cientifica y pueden ser aplicados a
la prediccion de origen biogeogréfico con cierta
garantia de éxito[16-17]. Los loci STR, son parte
fundamental del ADN no selectivo y sobre sus
variantes también operan estas fuerzas
evolutivas. Rosemberg y colaboradores en
multiples publicaciones demostraron la
capacidad de los STRs [18] para predecir el
posible origen biogeografico, asi como otra serie
de trabajos publicados por nuestro grupo en los
Ultimos afios [19-20].

Ahora bien, el uso de SNPs autosémicos se
adapta con mucha mayor facilidad a esta
tarea[14,21-22]. Sus propiedades los hacen una
opcion idonea que auna las ventajas tanto del
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ADN mitocondrial como las de los STRs.

Tanto la molécula de ADN mitocondrial como
el cromosma Y, presentan una amplisima
variabilidad interpoblacional, bien documentada
gue puede ser explotada con éxito para predecir
el origen biogeografico de perfiles de ADN. Por
otro lado, el ADNmt es un marcador muy
resistente a la degradacién portmortem (si no el
mas resistente), lo que constituye unaimportante
ventaja en el campo forense. Sin embargo estos
marcadores debido a la ausencia de
recombinacién, presentan lalimitacién de que no
permite asignar un perfil a un individuo si no a un
linaje extenso. La escala de tiempo que cubren
los cambios en los polimorfismos de Cromosoma
Y y ADNmt es mucho mayor que la de los
marcadores autosémicos, lo que acompafado
de su transmision en bloques haplotipicos a
través de familias extensas nos lleva a discutir
sobre si la aplicacién de estos datos refleja o no
el estado actual de los individuo, si mas bien
deberiamos hablar del origen biogeogréfico de
su linaje, de la ancestralidad del linaje, no del
individuo actual. En este sentido, quizas los
términos ancestralidad y origen biogeografico no
sean intercambiables, sino derivados de
evidencias diferentes.

Por su lado, la variabilidad de STRs refleja el
estado actual del individuo, sin embargo,
presentan una dificultad derivada de la misma
ventaja que los hace adecuados para la
identificacion individual, multialelismo e
hipervariabilidad. Pese a que existe un sesgo
apreciable en las frecuencias interpoblacionales
para algunos de los alelos de ciertos STRs [19-
20,23] que puede ser explotado para la
prediccion del origen biogeografico, casi todos
los alelos frecuentes estan presentes en ambas
poblaciones, si no en todas, lo que reduce su
informatividad en cuanto a origen biogeografico.
La elevada tasa de mutaciéon de estos
marcadores, colabora en la estabilizacion de las
frecuencias alélicas entre poblaciones.

Los SNPs, por su lado, estan presentes en
grandes numeros en los cromosomas
autosémicos, por lo que la recombinacion
meidtica en cada generacion, garantiza que una
determinada combinacién de alelos en un perfil
reflejara fielmente el estado actual del individuo

que las porta, en cuanto a origen poblacional. Su
extremadamente baja tasa de mutacion impide
que la mutacidon recurrente de forma
independiente en diferentes poblaciones
estabilice la variabilidad entre poblaciones. En
este caso, su limitado ndmero de variantes
posibles por locus juega a nuestro favor, de
forma que si existe una variante representativa
de la poblacion, es bastante méas probable que la
porte un gran porcentaje de los individuos de ese
grupo, en contra de lo esperado en sistemas
multialélicos. Ademas, los SNPs, como ya fue
discutido en las paginas anteriores, se adaptan
muy bien al trabajo con muestras degradadas,
siendo el marcador genético mas resistente, solo
por debajo del ADNmt.

Por ello, el genotipado de SNPs autosémicos
se perfila como la herramienta ideal para la
prediccion de origen biogeografico.

C)APLICACIONDELOS SNPs.

Tomando una serie de posibles origenes
biogeograficos, por ejemplo Europoide, Extremo
oriente y Africa subsahariana como los utilizados
en nuestro trabajo original en este tema de 2008
[14], se hard una busqueda de marcadores en
bases de datos. Se tratard de seleccionar una
serie de marcadores en los que uno de los alelos
tenga una frecuencia de aparicién diferente para
una de las poblaciones con respecto a las otras
dos. Esta diferencia haria de este marcador
concreto, un predictor de origen poblacional
asociado al grupo humano para el que muestra
una frecuencia alélica diferencial. Buscariamos
entonces una serie de marcadores predictivos
para cada una de las poblaciones incluidas en el
célculo planeado, que se incluirian en una
reaccion de genotipado multiplex. Estos SNPs
pordrian ser:

- SNPs especificos de poblacion: Aquellas
posiciones del genoma en las que soélo existe
variabilidad en una poblacién concreta,
siendo las restantes, monomorficas.

- AlIMs propiamente dichos: Aquellas
posiciones que siendo variables en toda
poblacidon, presentanunabaja
heterocigosidad, siendo el alelo mayoritario
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diferente entre los grupos en estudio.

- SNPs no binarios: Existen SNPs en el
genoma con un tercer o incluso cuarto alelo.
Estos pueden ser un caso especial de las
otras clases comentadas, en las que es
posible que cada uno de los multiples alelos
de la posicion polimoérfica sean indicativos de
uno de los origenes en la hipotesis.

- Variantes fijadas: Incluimos aqui posiciones
invariables dentro de cada poblacioén, pero en
las que por deriva, se ha fijado una variante
diferente en cada grupo Fig.1. Ejemplos de
SNPs convariacion alotipica

Frecuencias alélicas

@
o

Poblacion

SNPs especificos
de poblacion

AlMs

Variacion no binaria

[ X & I R
0-00

Variantes fijadas

Fig.1. Ejemplos de SNPs con variacion alotipica

Asi, tendremos una serie de SNPs
informativos de origen poblacional dirigidos a
una predicciéon concreta, cuyo analisis
combinado nos ayudaria a calcular de forma
estadistica la poblacién de origen mas probable
de entre los grupos de referencia incorporados a
nuestra hipotesis inicial [14,21]. Evidentemente
esta prediccion debe realizarse mediante un
célculo matematico con el que podamos obtener
una LR entre la probabilidad de pertenencia del
perfil a cada wuna de las poblaciones
contempladas en la hipoétesis inicial (toda vez
que existe una variabilidad intrapoblacional
paralela a la interpoblacional para muchos de
estos marcadores que hara que diferentes
individuos de la misma poblacién clasifiquen con
una LR diferente segin combinacion alélica
individual).

Alahoradellevar acabo estatarea, y afinde
conseguir una seleccion optima de marcadores
que nos permita hacer el mejor uso de los SNPs

como herramienta de prediccion de origen
biogeogréfico, se debe buscar un equilibrio de
informacion para cada uno de los origenes
incluidos en la hipétesis, de forma que no se
incurra en ningin sesgo hacia ninguno de ellos, a
riesgo de sobreestimar la LR asociada a esos
grupos [14,24].

D) DIFICULTADES DE LA PREDICCION DE
ORIGEN BIOGEOGRAFICO.

Hemos revisado brevemente el efecto de la
variabilidad intrapoblacional sobre los célculos.
Esta variabilidad, no resulta dificultosa en los
casos en que las poblaciones incluidas en la
hipotesis inicial estén filogenéticamente
alejadas. En este caso, independientemente de
la variabilidad individual en cada poblacion, el
rango de LRs posibles partira de valores muy
elevados en ambos extremos.

Sin embargo, no podemos contemplar las
poblaciones humanas como elementos alejados
0 independientes unos de otros. Lejos de ser
unidades discretas, las poblaciones humanas
tienen unadistribucion continua, cuyos limites se
diluyen.

Es mas, en la actualidad gracias a
movimientos masivos de poblacién, voluntarios o
no, facilitados por la mejora en los medios de
transporte, muchos grupos poblacionales
conviven en el mismo espacio geografico. Esto
conduce a que estos grupos se entremezclen
diluyendo la divergencia entre ellos. Se
denomina a la situacion resultante de un flujo
génico entre dos poblaciones, admixture o
mezcla poblacional. Esta situaciéon puede llegar
aintroducir una cantidad significativa de ruido en
la clasificacion en caso de que las poblaciones
de referencia en la hipotesis inicial presenten un
cierto grado de admixture [24-26].

Esta situacion se puede compensar de dos
maneras: de forma estadistica, limitando los
calculos Unicamente a las poblaciones fuente del
admixture [26] o bien aumentando el poder
estadistico del test con el genotipado de un
mayor numero de marcadores. Esta estrategia
ha sido estudiada por nuestro grupo de forma
sistematica [21,24-26], lo que nos ha permitido
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Fig .2. Resultados del analisis con el software Structure y de PCAs de cerca de 1000 muestras de distribucién mundial (CEPH
panel) con 34 SNPs de prediccion de origen biogeografico generalista, un nuevo set de SNPs de variabilidad alotipica entre
grupos contenidos en Eurasia, y ambos combinados. La agrupacion de estos dos sets, nos permite no solo detectar la
divergencia entre grupos muy alejados geograficamente, sino también entre aquellas poblaciones eurasiaticas genéticamente
proximas pese al elevado grado de admixture entre ellas. "Phillips C. FS1 Genet, 2013 ;7(3):359-66".

no solo aumentar el namero inicial de origenes
geogréficos incluidos en nuestros célculos, si no
también aumentar la resolucion de estos para
llegar a un cierto grado de prediccién de origen
dentro 2 de los grandes grupos iniciales [21-
22,25].

En los dUltimos afios, hemos tenido la
oportunidad de aplicar nuestros multiplexes de
SNPs ala prediccién de origen biogeografico en
casos reales de investigacién policial.
Consiguiendo resultados exitosos en todas las
ocasiones independientemente de las
dificultades encontradas, incluso cuando se
requirio la prediccion de origen entre
poblaciones muy préximas [25]. Con este
bagaje, deberia quedar despejada toda duda
sobre la adecuacion de los SNPs a la prediccion
forense de origen poblacional en muestras
desconocidas.

3. PREDICCION DE CARACTERISTICAS
FENOTIPICAS.

La prediccion de rasgos fenotipicos o EVCs
(External Visible Characteristics) es la
aplicacion mas novedosa de los SNPs al campo
forense. Se encuentra en la actualidad en
estudio y solo un pequefio niimero de rasgos de
interés forense pueden ser predichos con
seguridad en la actualidad, pese que se esta
llevando a cabo una intensa labor investigadora
en esta area en numerosos grupos [26-28].

Esta aplicacion trata, de forma paralela a la
prediccion de origen biogeografico ya tratada,
de hallar informacién relativa a un individuo
completamente desconocido, en base a un resto
bioldgico que nos de acceso a la variabilidad de
su genoma. En este caso se estudiaran aquellas
posiciones polimérficas cuya variabilidad esté
asociada estadisticamente al espectro de un
rasgo fisico cuantificable.
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A) BASE BIOLOGICA.

Es un hecho ampliamente conocido como
parte de la cultura general, es incluso una
afirmacién intuitiva. Los rasgos fisicos
(fenotipicos) estan regulados por las variantes
presentes en las secuencias codificantes del
ADN. De hecho, las caracteristicas fisicas,
entre las que estan aquellas de interés forense,
como la altura, peso, pigmentacién e incluso la
estructura Osea y rasgos faciales estan
regulados por una serie de polimorfismos
génicos heredables y un efecto ambiental
variable.

La mayor parte de estas variantes, los alelos
de esos genes (que se traducen en variantes
proteicas) estaran definidas por una particular
combinacion de bases posibles de una serie de
SNPs contenidos tanto en secuencias
codificantes como reguladoras de la expresion
génica.

La aplicacion del tipado de SNPs a esta
tarea pasaria a través del andlisis de una serie
de posiciones polimérficas en el genoma, cuyas
variantes estarian asociadas (no se requiere
gue la variante a tipar sea codificantes, solo
estar en desequilibrio de ligamiento intenso con
las posiciones definitorias de un alelo) en cierto
grado con una variante en particular de un
rasgo fenotipico.

Conociendo la frecuencia con la que una
variante de un SNP se encuentra presente
cuando un rasgo es observado, permitiria hacer
una prediccion a través de un calculo
matematico objetivo en base la conjuncion de
una serie de variantes observadas.

A primera vista, parece una tarea facil, pero
no tardan en surgir dificultades. La mayor parte
de los ECVs presentan una variacion continua,
no un namero pequefio de variantes discretas
facilmente identificables y relacionables con
una variante genotipica concreta. Ademas,
cada rasgo individual esta regulado por la
actividad conjunta de un gran numero de
secuencias génicas, cada una de ellas con un
pequefio efecto en el fenotipo final, y cada uno

de ellos conteniendo un namero significativo de
alelos (aln mas, cada variante funcional del
gen puede ser definida por un cierto nimero de
combinaciones de SNPs diferentes). Para
complicar la situacion alin mas, una misma
secuencia puede afectar mdltiples caracteres al
mismo tiempo y ver su contribucién al fenotipo
modulada o anulada por otras secuencias.

La investigacion en este tema se centra en
desenmarafar el comportamiento de aquellas
caracteristicas de interés forense cuya
variabilidad descomponerse en una serie de
variantes mas o menos discretas reguladas por
un namero relativamente pequefio de
secuencias. Un ejemplo de esto son: la
pigmentacién del iris principalmente, y
cercanamente relacionados la pigmentacion
del cabelloyla piel [26-28].

B) APLICACION DE LOS SNPs.

La aplicacion de marcadores genéticos
como los SNPs a la prediccion del fenotipo en
base al analisis de la variabilidad genotipica, es
conceptualmente semejante a la ya revisada en
el apartado de origen poblacional.

Se debe, para cada rasgo establecer una
poblacion de individuos que comparten una
misma variante del EVC, del mismo modo que
lo haciamos con los posibles origenes
biogeograficos. La correcta definicion de cada
variante del ECV en estudio es clave para el
éxito de la prediccion.

Se debe seleccionar un panel de SNPs
analogo a los explicados en el apartado
anterior, cuya Vvariabilidad presente una
componente alotipica entre los grupos de
individuos de referencia para cada variante del
EVC.

Como en el caso anterior, se precisa de una
utilidad matematica en la que se calcularian las
LR de pertenencia a cada grupo de referencia
en contra de los restantes.
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C) LA PREDJCCION DE VARIANTES DE
PIGMENTACION DEL IRIS.

Como se anticipaba, el rasgo fenotipico cuya
prediccion se encuentra mas avanzada es la
coloracion del iris. Se trata de un rasgo de
variabilidad continua y compleja, pero que
permite agrupar las variantes por colores bien
diferenciados (ignorando la microvariabilidad
responsable del tono concreto dentro de cada
coloracion). El metabolismo de la melanina en el
iris y la implicacion de variantes estructurales
del tejido de la coroides es bien conocido, lo que
permite realizar una selecciébn de SNPs
asociados al EVC, dirigida a las secuencias
implicadas en la regulacion del caracter.

Varios grupos de investigacién han
trabajado recientemente para conseguir la
prediccibn mas exacta de la coloracion del iris
[26-28].

El trabajo realizado con muestras de
diferentes grupos de referencia con el ensayo
desarrollado por nuestro grupo de
investigacion, nos llevé a definir tres grupos:
Azules, Marrones e Intermedio (que incluye
verdes, avellana y otras coloraciones que no
pueden ser clasificadas como azules o
marrones). Tanto en nuestros trabajos, como en
los de grupos independientes, s seleccionaron
los mismos SNPs de efecto mayor sobre el
caracter de forma que la prediccion presenta
resultados similares hasta cierto punto.
Adicionalmente, se afiadieron SNPs de efecto
menor, marcadores con menor asociacion con
el caracter, que modulan de forma sutil el efecto
final, pero que resultaron cruciales para la
prediccion de variantes intermedias [26].

Como se puede ver en la imagen que
acompafa al texto, en la que se muestra la
progresién de la linea AUC que proporciona la
adicion de cada nuevo SNP de menor
informatividad para cada uno de los posibles
colores, la prediccion de cada una de las
variantes fenotipicas, varia. Al igual que el
efecto sobre el valor final de cada nuevo SNP.
Tenemos, por ejemplo una muy buena
prediccion de las variantes extremas, como el
azul y el marron, mientras que el grupo

intermedio es mucho méas reducida. Esto se
debe al hecho de que las variantes extremas
estan relacionadas con polimorfismos de
secuencia que afectan al proceso de forma
intensa en los primeros eslabones de la cadena
metabdlica mientras que las variantes
intermedias deben su caracteristica a efectos
menores concatenados de una multiplicidad de
SNPs sin efecto mayor. El caso concreto del
SNP mayor rs12913832 es muy grafico. Este
marcador en solitario consigue predicciones de
coloracion azul del iris de mas del 0.9 [26-28].
Esto se debe a que el alelo asociado a este
Unico marcador irrumpe o limita la efectividad de
los Fig.3- curvas AUC obtenidas con 18 SNPs
relacionados con la pigmentacion del iris,
obtenida de Y. Ruiz (FSI:Genet 2013
Jan;7(1):28-40) procesos restantes casi al
principio de la cadena metabdlica de la
melanina, dando lugar a pigmentaciones claras.
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Fig.3. Curvas AUC obtenidas con 18 SNPs relacionados con
la pigmentacion del iris, obtenida de Y. Ruiz (FSI: Genet 2013
Jan; 7(1): 28-40)

Asi pues, los trabajos realizados en
pigmentacion tanto del iris como de la piel o el
cabello ofrecen resultados muy esperanzadores
para el campo, y pueden ser aplicados con
elevada garantia de éxito, si bien esta aplicacion
aun requiere estudio para poder aprovechar
todas las posibilidades que ofrece.
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Fig.4. Diagrama de Structure asumiendo K=2 grupos, de las muestras de iris Azul, marrén e intermedio. Se aprecia una clara
subestructura entre el grupo “Azul” y los restantes, mientras que el cambio entre “Marrén” e “intermedio” es mas suitil, pero

perceptible.

4.EN CONCLUSION.

Hemos visto como el genotipado de SNPs
autosomicos se adapta a la perfeccion a la
prediccidon de origen biogeografico, aunando las
ventajas de los marcadores de transmision
uniparental y STRs. Se ha utilizado con éxito
esta herramienta en multiples ocasiones desde
su desarrollo en la resolucion de casos reales de
investigacion criminal. Incluso en aquello en los
qgue la a priori limitacion de esta aplicacién, el
admixture, incrementaba la dificultad
significativamente. El continuo desarrollo de un
mayor niumero de marcadores ha llevado en los
Ultimos afios a expandir los limites de la
prediccion de origen biogeografico y la
resolucién del calculo entre poblaciones
proximas.

Los estudios gendémicos de dltima
generacion, cada vez mas abordables, han
hecho aparente la asociacion de entre un grupo
de ciertas posiciones variables con una serie de
genes relacionados con la pigmentacion La
aplicacion de estos métodos de andlisis
gendmico masivo podria abrir a estudio EVCs
cada vez mas complejos, con lo que en el futuro

préximo podria llegar a ser abordable la
prediccion de caracteristicas mas complejas e
interesantes.

En todo caso, la investigacion en caracteres
relativamente sencillos, como la discutida en las
paginas anteriores, constituye la base sobre la
que asentarse para acometer el estudio de
patrones mucho mas complejos y su
contribucion al campo forense no debe ser en
absoluto desdefiada. Y puede ser aplicada con
éxito a la resolucion de casos reales de
investigacion criminal.
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