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Informe y recomendaciones de la CTP sobre las nuevas tecnologias de
analisis genético y nuevos marcadores de ADN de origen biogeografico y
de rasgos fenotipicos externos

Introduccion

Estamos asistiendo a una nueva revolucién tecnolégica en el campo de la Genética
Forense. Se trata de la implementacién creciente en los laboratorios (tanto publicos
como privados) de la metodologia de la secuenciacion masiva en paralelo (MPS,
Massive Parallel Sequencing) [1-5]. Actualmente, hay un nimero creciente de centros
de genética forense publicos y privados que estdn investigando y comenzando a
implementar esta nueva tecnologia para: (1) el analisis de marcadores de ADN forense
"clasicos" (es decir, ADN de repeticiones en tandem cortas (STR) y region control del
ADN mitocondrial) utilizadas en todo el mundo en la casuistica forense, asi como (2)
para estudiar otros marcadores de ADN como son los SNP (polimorfismos de un solo
nucledtido. Del inglés: Single Nucleotide Polymorphism, SNP) asi como los INDEL (del
inglés Insertion / Deletion, INDEL, que son pequefias deleciones e inserciones de
nucledtidos).

Los SNP / INDEL pueden usarse tanto para estudios de identificacién individual forense
(SNP de identidad), como en estudios de ancestralidad o ascendencia biogeografica
(SNP de ancestralidad), asi como para determinar algunas caracteristicas fenotipicas
(color de piel, ojos y color de pelo) (SNP de rasgos fenotipicos) [6]. El empleo de esta
nueva tecnologia constituye una herramienta de indudable utilidad en la investigacién
criminal asi como en la identificacién de caddveres y personas desaparecidas. Uno de
los proyectos Europeos actuales mas ambicioso en el campo forense es el proyecto
VISAGE (http://www.visage-h2020.eu) cuyo objetivo principal es el desarrollo y la
validacién de sistemas de secuenciacién masiva para el estudio de marcadores de
origen biogeografico y de rasgos fenotipicos para su uso en el campo forense.

Muchos de estos nuevos marcadores de ADN estdn localizados en regiones
reguladoras de los genes o en los propios genes (regiones codificantes del genoma) en
contraposicién a otros marcadores de ADN forense (STR, SNP de identificacion y regién
control del ADN mitocondrial) que se encuentran en regiones no codificantes del
genoma. Esto plantea un nuevo reto para su aplicacion en el campo forense ya que en
la mayoria de las legislaciones actuales europeas este uso no se encuentra regulado
siendo normalmente leyes (como en Espafia) de bases de datos.

Otra diferencia importante entre estos nuevos marcadores de ADN (de ancestralidad y
rasgos fenotipicos) y los marcadores cldsicos de ADN (STR y SNP de identificacién) en
genética forense es que los primeros tienen solo un valor predictivo o de inferencia
con valores de probabilidad (70-90%) muy alejados de los acostumbrados a obtener
cuando se produce una coincidencia en el analisis genético comparativo de perfiles STR
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y/o SNP de identificacion. Por este motivo se usan exclusivamente en la actualidad
como un instrumento de investigacion

En el presente documento se identifican los marcadores de ADN y los métodos
validados en genética forense para realizar inferencias de origen biogeografico y de
apariencia fenotipica y se enumeran una serie de recomendaciones con respecto a su
uso futuro en la casuistica forense en nuestro pais.

Polimorfismos de un Unico Nucleétido (SNP): generalidades

Actualmente en los laboratorios de Genética Forense la técnica mas utilizada es la
electroforesis capilar para la deteccién de STR autosdmicos, STR de cromosoma Y o
para la secuenciacién de la regién control del ADN mitocondrial. Sin embargo, cada dia
son mas ampliamente utilizados otro tipo de marcadores genéticos, los llamados SNPs
(single nucleotide polymorphisms o polimorfismos de un uUnico nucleétido) que son
sustituciones, inserciones o deleciones de un nucledtido y que presentan una serie de
ventajas sobre los tradicionales STRs utilizados desde la década de los 90:

e Gran abundancia en el genoma

e Baja tasa de mutacion (102 por nucleétido [7])

e Estabilidad de herencia para el analisis de parentesco

e Tamafio corto de amplicén que permite una potencial alta tasa de éxito en
muestras con ADN degradado

e Ausencia de bandas “stutter” lo que facilita la interpretacién de perfiles

e Facilidad de genotipado

Ademas, existen diferentes tipos de SNP [8], lo que les convierte en una herramienta
valiosa para ser utilizada en el campo de la Genética Forense:

e SNP informativos de identidad (diferenciacion de individuos)

e SNP informativos del linaje (tanto en el genoma mitocondrial como en los
cromosomas sexuales)

e SNP informativos de ancestralidad o ascendencia biogeografica (estimacion del
origen étnico)

e SNP informativos del fenotipo (que predicen algunos rasgos fisicos como color
de ojos, color de cabello, color de piel, etc.)

La Secuenciacion Masiva en Paralelo en Genética Forense
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En la actualidad existen distintas tecnologias con diferentes métodos de construccion
de bibliotecas, quimica de la secuenciacién, ensamblaje, etc. lo que origina la
existencia de diferentes plataformas de andlisis (ver Anexo 1).

Las ventajas fundamentales de la secuenciacidn masiva en paralelo son las siguientes:

e Permite el analisis simultaneo de miles de regiones o marcadores de ADN
(potencialmente el genoma) incluyendo cualquier tipo de marcadores forenses
de ADN (STR, SNP, INDEL, o por ejemplo el genoma completo del ADN
mitocondrial). Esto posibilita la integracién en un solo flujo de trabajo de
diferentes marcadores de ADN de interés en Genética Forense, y en el futuro
proximo permitird el abaratamiento de costes y un menor tiempo de
realizacion de experimentos.

e Permite obtener un mayor poder de discriminacion que la electroforesis
convencional al posibilitar analisis de un mayor nimero de marcadores
genéticos y mayor informacién en el caso de los andlisis de STRs (secuenciacion
de la unidad de repeticidn, regiones adyacentes, etc.).

e Es una técnica de alta sensibilidad (con un limite de deteccién en el rango de los
picogramos de ADN gendmico) pudiendo ser muy util en el analisis de muestras
con muy bajo contenido de ADN.

e Permite el desarrollo de amplicones de pequeno tamano con lo que esta
tecnologia puede mostrarse muy efectiva en el andlisis de muestras forenses
con ADN degradado.

e Constituye una herramienta de indudable utilidad en el analisis de perfiles
mezclas. Lo cual supone un avance importante en el abordaje de un tipo de
perfiles, que comportan una extraordinaria complejidad en el campo de la
genética forense.

Todas estas ventajas hacen que en la actualidad exista por parte de la comunidad
internacional de genetistas forenses un gran interés en el desarrollo y la
implementacién de esta nueva tecnologia de analisis de ADN, existiendo diversos
proyectos internacionales para la validacion, el desarrollo de estdndares y de bases de
datos poblacionales que permitan su aplicacidon en el campo forense:

e DNASEQEX [9]
e SeqforSTRs - Sequencing of forensic STRs [10]
e STRSeq [11]

e Empowering forensic genetic DNA databases for the interpretation of next
generation sequencing profiles (DNA.bases) [12]
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e The VISible Attributes Through GEnomics (VISAGE)

VISAGE (http://www.visage-h2020.eu/) es uno de los proyectos europeos actuales
mas ambicioso en el campo forense, entre cuyos objetivos principales se encuentran:

e Eldesarrollo y la validacién de sistemas de secuenciaciéon masiva para el estudio
de marcadores de origen biogeografico y de rasgos fenotipicos para su uso en
el campo forense.

e El disefio de un marco de interpretacién que incluya un prototipo de software
para la consideracién estadistica combinada de los marcadores anteriormente
citados.

e El establecimiento de recomendaciones para su futura implementacién
teniendo en consideracién los diferentes marcos sociales, éticos y legales de los
diferentes paises europeos.

e El contacto con las empresas lideres en el campo forense de cara a conseguir
productos comerciales para una futura aplicacién de rutina de este tipo de
marcadores y tecnologia en los estados miembros de la Unién Europea.

ADN y ancestralidad

Podemos definir la inferencia o prediccion biogeogradfica de ancestralidad
(“ancestralidad”) como la estimacién del origen geografico de los ancestros bioldgicos
de una persona basada en el analisis de ADN. Las pruebas de inferencia de ascendencia
con ADN se basan en el conocimiento de la existencia de una cierta variacién gendmica
entre las poblaciones que se originaron en diferentes ubicaciones geograficas de todo
el mundo. En particular, existen ciertos marcadores genéticos que son variables,
presentando dichas variables una mayor prevalencia en algunas poblaciones que en
otras.

Hasta hace unos afos, los marcadores de linaje nos ofrecian ciertas pistas sobre el
origen geografico de los ancestros paternos y maternos de una persona. Sin embargo,
la herencia especial de estos marcadores (uniparentales y heredados sin
modificaciones a lo largo de muchas generaciones, salvo mutacién) imposibilita
rastrear la ancestralidad completa de un individuo si pertenece a una poblacién
mezclada (con diferentes componentes ancestrales). Para predecir correctamente la
ancestralidad es necesario por tanto usar marcadores que capten la historia completa
del arbol genealdgico de un individuo, como los SNPs localizados en el nuclear ADN
autosdémico (que contemplan la herencia de todos los individuos del arbol genealdgico,
y no sdlo de los que transmitieron el ADN mitocondrial o el cromosomaY).
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Estos sistemas permiten realizar una estima probabilistica del origen o proporcion de
ancestralidad (en individuos con diversas contribuciones ancestrales) en base a la
distribucién de frecuencias de los SNPs estudiados en diversas poblaciones humanas
(fundamentalmente Africa, América, Europa, Oceania, este de Asia, sur de Asia y
suroeste de Asia).
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Grdfico tomado de [39] a partir de 32 poblaciones y usando los 165 SNPs del Precision 1D
Ancestry panel (Thermofisher Scientific).

Obviamente y en la medida en que tengamos mayores datos poblacionales y mayor
conocimiento del genoma, se podran ir refinando estos grandes grupos poblacionales.
Asi, por ejemplo, ya se han descrito métodos para distinguir a los japoneses del resto
de poblaciones del este asiatico, usando variantes raras especificas de poblacion [13].

Ademas, hemos de mencionar la progresiva comercializacion de “tests genéticos de
ancestralidad” por parte de compaiiias que ofrecen a los consumidores reconstruir sus
historias familiares y determinar los origenes geograficos de sus antepasados [14-15]:

e AncestryDNA https://www.ancestry.com/dna/
e 23andMe, https://www.23andme.com/dna-ancestry/)
e FamilyTreeDNA https://www.familytreedna.com/)
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e MyHeritage https://www.myheritage.es/dna)

Muchas de estas pruebas genéticas estan basadas en el estudio de cientos de miles de
SNPs en todo el genomay, por lo tanto, ofrecen un poder de discriminacién enorme en
estudios de parentesco.

Cuestiones como los aspectos bioéticos, la privacidad de los datos genéticos, la
comercializacion de la informacion genética, etc. son cuestiones de gran importancia
gue no van a ser tratadas en el presente documento, aunque si hemos de poner de
manifiesto la enorme potencialidad de estas bases de datos privadas como
herramientas para la resolucién de hechos delictivos tal y como ha sucedido en famoso
caso del “Golden State killer” resuelto gracias al uso de la web “open-source”
GEDmatch (https://www.gedmatch.com/) donde los usuarios de los kit comerciales
anteriormente citados pueden volcar sus datos para contactar con posibles familiares y
que ha sido el origen de una nueva disciplina cientifica denominada “Genealogia
Forense” [16-17]. Sin embargo, no todas las muestras forenses son susceptibles de
analisis por estos métodos, que requieren cierta cantidad de ADN que no se encuentre
mezclado con ADN de otros individuos para poder aplicarse.

ADN vy rasgos fenotipicos (Forensic DNA Phenotyping -FDP- of External Visible
Characteristics -EVC-)

Algunos marcadores de ADN (SNPs e INDELs) ubicados en las regiones reguladoras o
codificantes de genoma pueden determinar la distinta expresion de los genes o
producir sustituciones de aminoacidos, alterando las propiedades funcionales de la
proteina traducida y, por lo tanto, expresandose en distintos fenotipos, algunos de las
cuales son las caracteristicas visibles del individuo.

Existen diversos estudios que ya han evaluado la existencia de polimorfismos
asociados con el color de la piel [6], color del pelo [6], el color de los ojos [6], modelos
de calvicie masculina [18], el tipo/forma del cabello de la cabeza [19-20], la edad [21],
la morfologia facial [22-23], la altura [24], plegamiento del I6bulo de la oreja [25],
encanecimiento del cabello [26], etc.

Podriamos definir el fenotipado de ADN forense como aquella herramienta
investigativa mediante la cual obtenemos informacién fenotipica de un individuo
mediante el estudio de los rasgos fenotipicos nombrados anteriormente a partir de
evidencias bioldgicas del mismo, normalmente abandonadas en la escena del delito.
Esta informacion puede ser de gran utilidad en la investigacién de delitos con
sospechosos no identificados, permitiendo asi reducir el potencial nimero de los
mismos gracias a la informacién fenotipica obtenida.
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Como vimos anteriormente, ninguna de estas pruebas presenta una precision
absoluta, se trata mds bien de un andlisis predictivo o de inferencia con valores de
probabilidad (70-90%) muy alejados de los acostumbrados a obtener cuando se
produce una coincidencia en el analisis genético comparativo de perfiles STR. Sirva
como ejemplo la siguiente tabla obtenida a partir de los 41 SNP utilizados en el sistema
HIRISPLEX-S (modificada a partir de [6]) para la caracterizacién del color de pelo, piel y
ojos (https://hirisplex.erasmusmc.nl/).

Precision de Ila estimacion
(maximo de 1) a nivel poblacional
Color de ojos azul 0’94
Color de ojos intermedio 0'74
Color de ojos castafio 0’95
Color de pelo rubio 0’81
Color de pelo castafio 0'74
Color de pelo rojo 0’93
Color de pelo negro 0’86
Tono color cabello 0’91
Color de piel muy palida 0’83
Color de piel palida 0'76
Color de piel intermedia 0'78
Color de piel oscura 0’98
Color de piel oscura-negra 0’99

Por este motivo se usa exclusivamente como un instrumento de investigacion, para
reducir el nimero de sospechosos potenciales en aquellos casos en los que el grupo de
sospechosos es muy amplio y han fallado otros métodos de investigacién (por ejemplo,
tras no obtener ninguna coincidencia después de una busqueda en la base de datos
nacional forense). Es decir, la prediccién de caracteristicas fisicas a partir de ADN no se
utilizard como pruebas finales ante un tribunal, sino como una ayuda para la policia de
cara a orientar sus investigaciones.

Predecir otros rasgos externamente visibles, como los rasgos faciales para obtener un
retrato robot, sera aun mas dificil y, en la actualidad, todavia imposible, porque si bien
todos los rasgos de una persona tienen una base genética, los rasgos faciales estan
determinados por un gran numero de genes que siguen siendo desconocidos v,
ademads, hemos de considerar la posible influencia de factores externos (nutricion,
habitos de vida, procesos habidos durante la gestacién...). Por tanto, seria aventurado
esperar soluciones magicas provenientes del campo de la Genética, aunque es de
esperar un gran aumento de la investigacién de marcadores que determinen
caracteristicas fisicas visibles.

Regiones codificantes y no codificantes del ADN
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Las regiones codificantes de ADN se describen como las partes de ADN que codifican
proteinas y que, por lo tanto, pueden proporcionar informacidn sobre el fenotipo de
un individuo (es decir, sus caracteristicas observables). Por contraposicién, los
marcadores cldsicos de ADN (marcadores STRs) utilizados en Genética Forense se
localizan generalmente en regiones no-codificantes del genoma.

De forma general, se tiene la creencia de que la informacion sobre el ADN no
codificante de un individuo no proporciona informacién sobre las caracteristicas
externas visibles de una persona, ni aporta informacién sobre la posible susceptibilidad
individual o familiar a padecer una enfermedad de base genética y, por lo tanto, su
aplicacién podria considerarse menos problematica desde el punto de vista ético. Sin
embargo, en los ultimos tiempos el desarrollo de la medicina predictiva (Alzheimer,
cancer de mama, cancer de colon, etc.) esta cobrando una enorme importancia y esta
basada en SNPs, obtenidos de estudios de asociacién de genomas completos (GWAS,
por sus siglas en inglés), generalmente no codificantes.

En algunas legislaciones, la distincion entre ADN codificante y no codificador es clave
en la regulacién del uso del ADN con fines forenses, que a menudo limita los analisis
legitimos del ADN a las regiones no codificantes. Asi, en la legislacién espafiola (Ley
Organica 10/2007, de 8 de octubre, reguladora de la base de datos policial sobre
identificadores obtenidos a partir del ADN [27]) cita en su predmbulo “Esta regulacion
contiene una salvaguarda muy especial, que resulta fundamental para eliminar toda
vulneracion del derecho a la intimidad, puesto que solo podrdn ser inscritos aquellos
perfiles de ADN que sean reveladores, exclusivamente, de la identidad del sujeto -la
misma que ofrece una huella dactilar- y del sexo, pero, en ninqun caso, los de
naturaleza codificante que permitan revelar cualquier otro dato o caracteristica
genética” y “Solo podran inscribirse en la base de datos policial regulada en esta Ley los
identificadores obtenidos a partir del ADN, en el marco de una investigacion criminal,
que proporcionen, exclusivamente, informacion genética reveladora de la identidad de
la persona y de su sexo” en su articulo cuarto.

Sin embargo, la investigacion llevada a cabo durante la ultima década ha demostrado
claramente que en la parte no codificante del ADN puede haber regiones reguladoras
gue permiten activar o desactivar genes vy, por lo tanto, tienen una gran importancia
para la expresiéon de los mismos. La evidencia cientifica ha demostrado que una
proporcién considerable de la variacion de la funcién del gen es proporcionada por
elementos reguladores del ADN, que pueden estar dentro de los genes, cerca de los
genes o incluso distantes a los genes, y no solo por las variantes de ADN codificantes
de proteinas dentro de los genes como se habia supuesto en el pasado.

Ademas, hay casos en los que un marcador genético de ADN no codificante especifico
puede estar muy cerca de un gen especifico, y el analisis del marcador genético
especifico puede informarnos sobre la regidon codificadora por el hecho de que el
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marcador y la regiéon codificadora respectiva estdn muy cerca (ligados) y se heredan de
forma conjunta. De esta forma una variante STR o SNP especifica en una regién no
codificante puede ser predictiva de una situaciéon patolégica producida por una
mutacion en un gen que se encuentre ligado (desequilibrio de ligamiento).

Por todo lo anterior, en la actualidad, no hay una distincién tan clara entre el ADN
codificante y el ADN no codificante en términos de la posible informacién
suplementaria (no relacionada con el propdsito de la identificacion genética) que se
puede obtener de su estudio. Por lo tanto, ambos tipos de marcadores de ADN
necesitan una regulacion legal en la que se establezcan los fines, la proporcionalidad y
los limites de su uso.

Se ha de tener en cuenta, que parte del ADN codificante proporciona en realidad
informacién que no invade la privacidad de las personas (color de ojos, color de pelo,
etc.), y por tanto no se trata de informacidn genética sensible que vulnere los derechos
fundamentales del individuo al ser estudiada.

Recomendaciones para el uso de los nuevos marcadores y nuevas tecnologias de
analisis del ADN

e Los marcadores de ancestralidad y fenotipo son herramientas de investigacion
predictiva que han sido avalados por la comunidad cientifica internacional. Su
aplicacion en la casuistica forense ha permitido la resolucién de casos forenses
antiguos sin resolver. Como ejemplo recordar el caso de agresiéon sexual y
asesinato de Eva Blanco en Algete (Madrid) que fue resuelto 18 afios después
gracias al uso de marcadores de ADN de ancestralidad por el Instituto de Ciencias
Forenses de la Universidad de Santiago de Compostela

e Es necesario que cada laboratorio proceda a realizar los estudios de validacion
interna previos al uso de estos marcadores de ADN en la casuistica forense. Seria
también conveniente que dichos analisis estuvieran acreditados bajo la norma
ISO 17.025 tal y como ocurre, en la actualidad en nuestra legislaciéon, con los
marcadores genéticos de uso rutinario en investigacidn criminal.

e Se recomienda a los organizadores de ejercicios de suficiencia de polimorfismos de
ADN en el campo forense el desarrollo de ejercicios de suficiencia especificos que
incluyan este tipo de marcadores de ADN para que los laboratorios puedan tener
un sistema de intercomparacion de resultados y les permita chequear los sistemas
y estrategias de analisis desarrolladas.
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e Necesidad de regulacion legal. Estos nuevos marcadores de ADN (SNP de
ancestralidad y fenotipicos) pueden ser un valioso instrumento en la averiguacion
de indicios criminales, siempre que se hayan agotado otras vias de investigacion y
que esta herramienta investigativa sea utilizada con las siguientes garantias para
que la afectacion de derechos del individuo sea minima:

o Es solo una herramienta de investigacién y no se debe utilizar como prueba
concluyente de identificacién

o Se ha de utilizar solo en delitos graves

Se necesita una autorizacién expresa (judicial o fiscal)

o Se usard para indicios que no han dado coincidencias en la base de datos y
para los casos en los que se han agotado todas las lineas de investigacién

O

e Se recomienda la difusion de estas recomendaciones, asi como otras
publicaciones de divulgacién cientifica sobre la aplicacidon forense de los nuevos
marcadores de ADN y las nuevas tecnologias de analisis entre los profesionales
del mundo del derecho (jueces, fiscales, abogados, etc.)
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ANEXO 1 Plataformas de secuenciacion masiva en paralelo y diferentes kits
comerciales para generacion de bibliotecas para su uso en el campo forense

Las dos plataformas mas ampliamente utilizadas en el campo de la Genética Forense
corresponden a:

e Secuenciacion mediante PCR en emulsién [28] usando tecnologia de
semiconductores [29] (lon Torrent PGM e lon Torrent S5 de ThermoFisher
Scientific)

e Secuenciacion por sintesis (“polony”, polymerase colony) [30] con identificacion
de bases por fluorescencia [31] (MiSeq de Illumina)

Para estas plataformas disponemos de diferentes kits comerciales de secuenciacién o
paneles para generacién de bibliotecas para su uso en el campo forense:

e ForenSeq™ DNA Signature Prep Kit (lllumina): 58 STRs (incluidos 27 STRs
autosdémicos, 7 marcadores de haplotipos del cromosoma X y 24 STRs de
cromosoma Y), 94 SNPs informativos de identidad, 56 SNPs informativos de
ascendencia y 22 SNPs informativos de fenotipo (ver, por ejemplo [32-35]).

e PowerSeq Auto/Mito/Y System (Promega Corporation): Diferentes
combinaciones de paneles que incluyen 23 STRs de cromosoma Y, 22 STRs
autosoémicos y region control del ADN mitocondrial (ver por ejemplo [36-37]).

e Precision ID series (ThermoFisher Scientific). Ver por ejemplo [38-40]).

o Panel de identificacién: 90 SNPs autosdmicos y 34 SNPs de cromosoma Y

o Panel de ancestralidad: 165 SNPs autosémicos

o Panel de ADN mitocondrial (regién control y genoma completo)

o Panel GlobalFiler™ NGS STR: 35 marcadores STR incluyendo 21 STRs de
CODIS, 9 STRs adicionales y 4 marcadores de determinacion de sexo

o Panel fenotipico: 24 SNPs

De los diferentes kits comerciales anteriormente mencionados relacionados con la
ancestralidad hemos de destacar el sistema Precision ID Ancestry panel (ThermoFisher
Scientific) que incluye 165 SNPs autosomicos que proporcionan informacién
biogeogrdfica de ascendencia. De este total de marcadores, 55 de ellos se
seleccionaron basandose en el panel de Kenneth Kidd [41] y 123 marcadores se
seleccionaron basandose en el panel de Michael Seldin [42] (n6tese que 13 SNPs son
coincidentes en ambos paneles). Por otro lado, también esta el sistema ForenSegq™
DNA Signature Prep Kit (Illumina) que incluye los 55 SNPs descritos por Kenneth Kidd
[41].
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