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RESUMEN.

Se efectud un muestreo en la poblacion del Valle de México con la finalidad de observar la
diversidad alélica que presentan los grupos humanos estudiados, en los marcadores
genéticos HLA-DQau, LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC incluidos en un sistema de
prueba, asi como un marcador VNTR-DI1S80, incrementando el nimero de alelos
tipificados en la poblacion.

Los datos analizados mostraron que los alelos 3 y 4 del sistema HLA-DQason los mas
frecuentes en la poblacién y en los grupos analizados en el Valle de México no se
observaron diferencias que sugiricran heterogeneidad en la poblacion para este locus. Sin
embargo al comparar las poblaciones del sur de México con la poblacion del Valle de
México, los datos estadisticos arrojan diferencias notables, sucediendo lo mismo con
poblaciones mundiales con las cuales estamos emparentados racialmente.

Se observaron diferencias significativas en los loci LDLR, GYPA, HBGG, D788 y GC
denotando que los grupos representativos de las diferentes zonas que conforman el Valle de
México, presentan gran heterogeneidad en este sistema de prueba y son considerados como
subpoblaciones. Sucede lo mismo con ia comparacion de poblaciones mundiales en estos
loci, sin embargo, se observa que en el locus D788 no hay diferencia con ningin grupo
humano.Se presentan datos de frecuencia del locus D1S80 y son comparados sélo con
poblaciones mundiales y cualitativamente con datos previos representativos del Distrito
Federal. Se observan diferencias con las poblaciones mundiales y hay algunas discrepancias
en cuanto a la direccionalidad y representacion del muestreo.

Por 1ltimo se hace un estudio acerca del estado secretor de antigenos de fluidos biologicos
(saliva) del sistema A B O en la poblacion del Valle de México, estableciendo una

frecuencia mayor del gen secretor Se en la poblacién analizada.
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INTRODUCCION

La organizacion evolutiva de las especies, es el resultado de las interacciones entre los eventos
genéticos y las propiedades de los ecosistemas. Dicha "Evolucién”, la cual ocurrié en un
contexto de fluctuacién de biomas, esta dada por dos procesos fundamentales, la adaptacion y
la especiacion. (McNaughton 1979, Mettler 1978). Estos mecanismos han operado en el género
humano diferenciandolo del resto de las especies animales y 2] mismo tiempo, debido a la
enorme variabilidad politipica y polimorfica, han hecho que entre si se observen notables
diferencias. (Lisker 1981).

Estas diferencias intraespecie son observables sobre todo en la informacién genética,
encontrando variaciones muy marcadas ain en miembros de una poblacién geograficamente
aislada. (Buettner 1980)

En dltimas fechas al estudio de las caracteristicas y las variaciones en las frecuencias genéticas
en grupos humanos se ha adicionado ¢l empleo de marcadores genéticos para estudiar varios
loci. Como consecuencia de ésto, un marcador puede demostrar que un locus en particular debe
ser altamente polimérfico, posibilitando la identificacion de individuos por sus caracteristicas
homocigotas y heterocigotas en el locus. ( Reynolds et al 1991 )

El término polimorfismo ha recibido un nimero especial de definiciones, el cual literalmente
significa “muchas formas”. Aprovechando estas caracteristicas, un locus es polimérfico si se
presentan dos o mas alelos cada uno de los cuales puedc presentarse con una frecuencia del 1%
o mis. Un sistema con dos alelos cuyas frecuencias sean del 99% y 1% respectivamente, puede
considerarse como un locus polimérfico por defimcion. (McKonkey 1993).

La disponibilidad de marcadores altamente polimérficos, se vié incrementada a principios de
los 80's con el descubrimiento y uso de los loci de nimeros variables de repeticiones en tandem
(VNTR por sus siglas en inglés). Estos loci, llamados hipervariables, presentan un gran nimero
de alelos compuestos por distintas secuencias de pares de bases, distinguiendose ésto con
enzimas de restriccion y estimacion de la longitud de los fragmentos, produciendose con ésto la
enorme variacion alélica. (Jeffreys et al. 1991, Nakamura et al. 1987, Li et al. 1992)

En México se han analizado las diferencias genéticas en los diversos grupos humanos para la

identificacion de alelos polimorficos contemporineos, se han empleado la tipificacion de grupos



sanguineos, experimentacion inmunologica, caracterizacion genética de los productos
polimérficos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (HLA por sus siglas en inglés),
tipificacién directa de alelos de diversos cromosomas y en dltimas fechas el estudio de
marcadores de numeros variables en tandem conocidos como VNTR's (Saavedra 1995,
Nakamura et al 1987a y b)

La informacion alélica y genotipica, asi como la distribucion y frecuencias de éstos marcadores,
posibilitan una mejor interpretacion de algunos fenémenos poblacionales, destacando entre

otros el grado de consanguinidad entre los grupos, la migracion y/o flujo génico.



BREVE HISTORIA DE LA POBLACION DEL VALLE DE MEXICO.
La presencia del hombre en América no sélo se limité a la region Norte del Continente, sino que
desde Alaska tuvo que emigrar hasta el Sur, esto a través de muchas generaciones, lo que le
permitio adecuarse a los diversos ambientes existentes a lo largo del Continente, suscitindose la
explotacion de diversos complejos ecoldgicos. Este proceso y la serie de adaptaciones menores
que tuvieron lugar en tiempo y espacio, ha permitido observar la diversidad biclégica y cultural
de los grupos étnicos, ademds cabe remarcar que el poblamiento del nuevo continente no se
debio a un solo grupo humano, sino que penetraron diferentes grupos y en diferentes tiempos
(Comas 1969, Laorenzo 1981, William 1985).
El material cultural encontrado en los sitios de asentamiento (utensihios de caza, carbon, huesos
de animales, herramientas, etc.) ha sido pieza fundamemal para establecer el tiempo de
ocupacion humana, el cual se ha fechado utilizando marcadores radioactivos. Al respecto los
estudios efectuados con Carbono 14 han indicado que el hombre aparecio en América hace mas
de 30 000 anos, unos 21 000 en México, 18 000 en Pertt y 12 700 en la Patagoma (Lorenzo
1981),
La evidencia fésil marca un intervalo que separa al hombre antiguo de México, conocido por
sus restos de Tepexpan de las herramientas de Iztapan del hombre formativo o preclasico ¢l
cual surgio aproximadamente en el afio 10 000 a.C. (Matos 1982, Gibson 1991).
En Mesoamérica, el paso del nomadismo al sedentarismo tuvo como consecuencia el
surgimiento de las primeras aldeas con lo cual se inicid un desarrollo mas complejo de las

sociedades existentes, conduciendo a un aumento considerable en el nimero de pobladores.
(Matos 1982).

Pedro Carrasco (1981) menciona: “La poblacién y la cultura mesoaméricanas fueron, por lo
tanto, un antecedente y componente fundamental en el proceso de formacion de la nacidn
mexicana. Durante parte de la época colonial la poblacion indigena fue la mayoria del pais,
principalmente de la masa campesina, y la cultura mesoaméricana dejo su huella también en la
cultura de mestizos y criollos”, aun cuando en la segunda nutad del siglo XVI la mayoria de los
pobladores en la Nueva Espana, era de origen negroide. Sin embargo, ésto no demerita la

importancia de la cultura mesoamericana.



Este pasaje tan breve hace mencion de los periodos acontecidos en la poblacion mexicana desde
sus inicios, hasta lo que algunos autores consideran como época contemporanea.

Respecto al nimerc demogréfico en el Valle de México, existe en la actualidad gran
controversia acerca del nimero real de habitantes antes del periodo cortesiano. Cook y Borah
(1960) estiman que para ei afio 1519 habia un nimero demogrifico de aproximadamente
25'300,000 habitantes en el México central; otros autores consideran para el imperio mexicano
una poblaciéon de 6'000,000 y hay quienes hacen un cilculo minimo de 12°000,000 de
habitantes; algunos antrop6logos han calculado cantidades menores entre los 1'500,000 y
5'000,000 de habitantes (Gibson 1991, Cook y Borah 1960, Nawotka 1982). Aguirre Beltran
(1989) toma como probable numero 4'500,000 de habitantes, cantidad que se considera mas
real, al menos para el imperio Mexica.

A partir de la Conquista y hasta el periodo Colonial, la poblacién indigena vié diezmado su
numero, producto de las enfermedades que produjeron epidemias y la mortandad sufrida
durante el proceso de sobreexplotacion a la que se vieron sujetos los indigenas (Nawptka 1982,
Aguirre Beltran 1989). A pesar de la baja en el nimero de habitantes indigenas, su nimero
representé la gran mayoria en comparacion con los colonizadores europeos y esclavos
africanos . Producto del mestizaje entre indigenas y negros son los individuos catalogados con
una definicion diferente (mulatos, zambos, etc..), lo que hace decrecer fenotipicamente el
nimero de negros, pero a nivel genético el impacto es mayor que el reportado en los censos
poblacionales.

Se menciona que para el siglo XVI de la poblacién inmigrante el 71% era negra y 29% blanca,
esto se mantuvo hasta el siguiente siglo. Sin embargo para el siglo XVIII el 65% lo constituia la
poblacion negra y el 35% la blanca. De esta manera se infiere que el nimero mayor de
habitantes correspondia a los indigenas mestizos (concebidos en conjunto), seguido por los
negros y finalmente los blancos (Aguirre Beltran 1989).

En la Nueva Espafia como en todas las colonias americanas, no s6lo se consideraron los grupos
mencionados anteriormente, pues debido a la condicién social, se creé una serie de castas que
describian las diferencias entre los extranjeros inmigrantes, los hijos de éstos nacidos en

América, los indigenas y los productos de las mezclas entre todos los grupos.



Para el periodo postindependentista la Ciudad de México fue adquiriendo mayor fuerza
econoémica y social, al 1gual que en ofras ciudades, para este tiempo los grupos biolégicos
humanos estaban relativamente diferenciados, pues a pesar de la abolicion del sistema de castas
la discriminacidn racial siguid persistiendo. Sin embargo las poblaciones se constituyeron, se
establecieron y sus flujos migratorios fueron muy reducidos y en ocasiones nulos. Fue hasta
mediados del presente siglo, que se sucedieron grandes flujos migratorios del campo a la
ciudad, como producto de la industrializacién del pais iniciada en el periodo Cardenista, los
cuales representan diferentes momentos en la historia reciente de la Ciudad de México, los que

se restimen a continuacion.
DINAMICA DEMOGRAFICA DE LA POBLACION

Se tiene informacién acerca de los periodos de la dindmica demogrifica que se han sucedido en
la Republica Mexicana. El primer momento, de 1940 a 1970, sc caracterizé por presentar tasas
de natalidad a niveles muy altos y constantes lo mismo que la fecundidad , pero la mortalidad
tuvo una disminucion significativa,

A partir de la creacion del Consejo Nacional de Poblacion en 1974, se inicia otro periodo en el
cual se puede observar un descenso en la tasa de natalidad de 44.2, en 1970 a 34.4 en 1980
(CONAPO 1984). De igual forma disminuye la tasa de fecundidad de 6.6 en 1970 a 4.4 en 1980
(CONAPO 1984). Se observo un leve descenso poco significativo en la tasa de crecimiento
anual de 3.4 en 1970 a 3.3 en 1980 ( CONAPO 1982).

Estos datos reflejan la demografia nacional en promedio, pues la poblacién indigena no se
comporta de la misma manera, esto ¢s, la poblacion indigena experimenta un incremento mayor
o menor en comparacion con la poblacién total.

Los Estados con mayores indices de poblacion indigena, para 1980, son Oaxaca, Veracruz,
Chiapas, Yucatan y Puebla, en orden de importancia, y los Estados con mayor flujo migratorio
de este tipo de poblacion son Hidalgo, Oaxaca, Yucatin y Puebla.

La poblacién amerindia que aporta mayor indice al flujo migratorio, estd conformada por

hombres y mujeres en edad productiva y reproductiva.



En las migraciones se pone de manifiesto, ademas de los movimientos hacia los grandes centros
urbanos, que existen flujos migratorios temporales, siendo los principales focos de atraccién el

D.F, Guadalajara, Monterrey, las capitales de los Estados y las ciudades fronterizas del Norte.



ANTECEDENTES MOLECULARES

La transformacién que se suscité en el campo de la reproduccion de los seres vivos y sus
mecanismos de herencia de generacién en generacion, sento las bases de lo que en la actualidad

se conoce como la ciencia de la Genética Moderna (Guizar-Vazquez 1994).

En realidad la ciencia de la Genética Moderna dié principio con los trabajos de Gregorio
Mendel; monje agustino quien en 1854 propone un trabajo cuyo objetivo era comprender las
leyes de la hibridacion de variedades vegetales Dicho de otra forma, se pretendio determinar los
principios que controlaban la transmision de los caracteres hereditarios (Karp 1984, Blanc

1986).

De manera general, se concluyé que las caracteristicas de los organismos se encuentran
controladas por factores o unidades de la herencia que en la actualidad conocemos como genes.
Estos caracteres estan determinados a su vez por la presencia de dos factores independientes,
derivados uno de cada padre . Se presentan caracteristicas deminantes y recesivas, ademas de
que cada uno de los gametos producidos tenia solo uno de los factores para cada caracter. De
ésta forma los organismos se¢ forman por la unién de dos gametos de forma que cada individuo
esta representado genéticamente por la contribucion igual proveniente de cada uno de los padres
(Karp 1984, Blanc 1986).

Auln cuando estos descubrimientos realizados en organismos con caracteristicas y/o variables
facilmente controlables significaron un notable avance en su tiempo, no fue sino hasta finales
del siglo XIX cuando se comenzd a postular que eran los cromosomas las estructuras que
controlaban las influencias hereditarias (Dobzhansky y Duun 1986, Karp 1984, Blanc 1986).

En la actualidad estas estructuras cromosomicas pueden ser diferenciadas y clasificadas de
acuerdo a su longitud, posicion del centrémero y caracteristicas de tincién .Es asi que podemos
observar cromosomas metacéntricos, acrocéntrico, submetacéntricos cuando el centromero se
ubica en diferentes puntos a lo largo del cromosoma (Levitan 1988)

En un cromosoma, los brazos pequefios a partir del centrémero son denominados “p” y los
brazos largos son denominados “q” (Levitan 1988, Mckonkey 1993).

Dentro de cada brazo del cromosoma se han sefialado nimeros para denominar dreas

cromosomicas llamadas regiones y otro nimero se ha denominado para las bandas dentro de



las regiones. Una banda es una parte claramente distinguible en su parte adyacente y estas se
ubican en varias regiones a lo largo del cromosoma y las regiones se limitan por marcas
especificas (landmarks). Estas se definen por tener caracteristicas consistentes y morfologicas
distintas en la identificacion de cada estructura cromosdmica. Las marcas de las regiones
(landmarks) incluyen las partes distales de los brazos, los centromeros y ciertas bandas. Las
bandas y regiones se numeran del centrémero hacia afuera. De esta manera una region se define
como una édrea del cromosoma situado entre dos marcas (landmarks) adyacentes (Levitan 1988,
Mckonkey 1993).

La importancia de esta clasificacion ha permitido identificar sitios cromosémicos de
traslocacion o afeccion de un cromosoma, correlacionandolos con anormalidades o deleciones
de alguna region en el genoma (Karp 1984, levitan 1988, Mckonkey 1993).

El niimero de genes (unidades de herencia) y cromosomas presentes en un juego haploide de un
gameto, es defimdo como genoma. Un factor importante en la evolucion del gene es la
duplicacion de estos mismos. Las duplicaciones son repeticiones de las regiones del
cromosoma, en general no son letales a menos que sean muy largas o se acerquen a la trisomia
(Watson 1970, Levitan 1988).

El genoma, sin embargo, presenta secuencias repetidas en muchas de sus fracciones. Las
secuencias repetidas en el Acido Desoxirribonucléico (ADN) se han puesto de manifiesto
analizando las tasas de reasociacion en pequefios fragmentos del ADN empleando la
complementariedad de las hebras sencillas del ADN con su homdlogo para formar la doble
cadena. Los factores que intervienen en la tasa de renaturalizacién incluyen la temperatura,
fuerza 16mica de la solucion, periodo de incubacion, tamafio de las moléculas que interactian y
la concentracion de cada secuencia en la mezcla (Karp 1984, Mckonkey 1993, Watson 1970).

El efecto de la concentracion de la secuencia del ADN en la tasa de renaturalizacion, es pieza

clave en la 1dentificacion de secuencias repetitivas (Mckonkey 1993).

SECUENCIAS REPETITIVAS DEL ADN.

De acuerdo al patrén de renaturalizacién del ADN se distinguen secuencias de dos tipos: las

moderadamente repetitivas y las altamente repetitivas.  Las primeras varian de 20 al 80% del



total del ADN e incluyen secuencias que se repiten en grado variable dentro del genoma, cuyas
fracciones consisten en un nimero variable de secuencias intimamente relacionadas.

Las secuencias de ADN altamente repetitivas se reasocian muy rapido. La longitud de éstas
secuencias varia desde dos hasta varios miles de nucledtidos. Las secuencias mas cortas se
presentan de forma determinada repitiendose sin interrupcion. Esta secuencia dispuesta de
extremo a extremo recibe el nombre in Tandem ( Karp 1984, Mckonkey 1993, Vassart et al
1987, Cohen 1990).

POLIMORFISMOS DEL ADN

Dentro del ADN existen secuencias de funcién conocida (exones) que codifican para la
secuencia de aminoacidos, sin embargo, existen secuencias cuya funcion no ha sido establecida
(intrones). Tal ADN “no codificante” actia como secuencia espaciadora entre regiones
codificantes y constituye aproximadamente el 90 % del genoma humano, teniendo poca
capacidad en la traduccidn o transcripcion. Estas secuencias constituidas por fragmentos
repetitivos son altamente polimorficas (Cohen 1990, Kazazian 1989, Nakamura et al 1987).

La identificacién de los individuos a nivel molecular se basa en los andlisis de fragmentos de
restriccién de longitud polimérfica. Estos fragmentos presentan una longitud variable debido a
una mutacion en la secuencia de las bases, la cual es reconocida por enzimas de restriccion,
estos son llamados polimorfismos de secuencia (Cohen 1990, Kazazian 1989, Nakamura et al
1987a y b).

Polimorfismo de longitud, puede presentarse en repeticiones multiples de segmentos de corta
longitud de ADN. La secuencia por insercion o delecion de un nimero determinado de pares de
bases es denominado pohmorfismo de longitud o delecion-insercion. En cada uno de los
segmentos repetidos las secuencia es similar, pero el segmento de longitud vana (Kazazian
1989, Nakamura et al 1987a)

A manera de conclusion los polimorfismos del ADN pueden ser divididos en dos categonias:
polimorfismos de secuencia como ocurre dentro de los genes del complejo HLA y
polimorfismos de longitud, ejemplificados por los nimeros vanables de secuencias repetitivas
en tandem (Variable Number Tandem Repeat, VNTR) . En ambos casos puede ser usado el

analisis con fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (Restriction Fragment Lenght



Polymorphism, RFLP). Sin embargo, hay muchas regiones polimorficas del ADN humano que
pueden ser analizados usando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
(Nakamura et al 1987).

La deteccion de las secuencias polimorficas se realizan usando productos de amplificacién y/o
procedimientos de secuenciacion (Cohen 1990, Beroldingen y Blake 1989).

Los polimorfismos de secuencia pueden ser detectados de manera simple usando las pruebas
con Qligonucledtidos Alelo-Especificos (ASO, en Inglés) en las cuales estas secuencias son
hibridadas en sondas inmobilizadas en membranas de nylon y usadas para capturar los
productos de PCR complementarios (Nakamura et al 1987b, Beroldingen y Blake 1989)

Los polimorfismos de longitud o la variacién de longitud entre alelos de un locus VNTR puede
ser analizada mediante la fragmentacion o cornmiento de los productos de PCR en un gel
analitico. Estos productos son hechos usando “primers” (secuencias de oligonucleotidos
especificos) que flanquean la region repetitiva del locus. La especificidad es tan grande que se
generan productos demasiado especificos v el tamano de éstos mismos productos se reflejan en
¢l nimero de repeticiones, denominados in tandem, contenidos en cada alelo (Nakamura et al
1987a y b, Beroldingen y Blake 1989, Jeffreys et al 1991).

Los primeros analisis con la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) acerca de
los polimorfismos del ADN fueron reportados por Mullis y Faloona (1985) y por Kogan y col.
(1987) citados en Nakamura y col (1987a y b), abarcando campos de diagnésis de hemofilia A,
extendiendose posteriormente a la diagnésis prenatal de fibrosis quistica y la enfermedad de
Huntington.

Jeffreys (1985) como lo cita Nakamura y col (1987a y b) demostro con un juego de repeticiones
en tandem, que el patron de los fragmentos de restriccion revelados por la suma de los loci de
VNTR contenia tales secuencias dispersas a través del genoma, constituyendo una huella
digital unica para cada individuo, pudiendo ser atil en Medicina, identificacion forense y otras
aplicaciones .

La variacion en la secuencia del ADN del genoma se debe aparentemente a un cambio en los
pares de bases (bp) que crean o destruyen un sitio o corte para una enzima de restriccion
especifica causando un cambio en la longitud en la secuencia del fragmento de ADN.

Un sistema de marcaje basado en éstos polimorfismos puede ser altamente informativo en

analisis cuando se exhiben alelos multiples.
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MARCADORES GENETICOS.

Dentro de los grupos humanos hay ciertos tipos de moléculas bioquimicas que participan en
gran numero de reacciones metabolicas. Estas sustancias llamadas también marcadores
genéticos, son moléculas que estin disefiadas para permanecer invariables durante todo el ciclo
de vida de un individuo. Debido a la combinacion de los genes paternos y maternos en la
conformacién del individuo, estas moléculas solo podran vanar en diferencias quimicas
menores, debido a mutaciones, recombinacién, entrecruzamiento o algunos otros factores
genéticos, pero su funcion serd siempre la misma. Thompson y Thompson ( 1985 ) han descrito
4 condiciones para que un marcador génico sea considerado como tal:

a) Debe ser un patrén o modelo sencillo de herencia. La mayoria de las variantes de los grupos
sanguineos y de las proteinas plasmaticas se hallan determinadas por genes codominantes, es
decir, ambos alelos de los heterocigotos se expresan fenotipicamente, lo que permite inferir el
genotipo directamente del fenotipo.

b) Una clasificacion exacta de los diferentes fenotipos debe poder verificarse segin técnicas en
las cuales cabe confiar.

¢) Una frecuencia relativamente alta de cada uno de los alelos comunes en el locus. Si el mas
raro de un par de alelos se encuentra en solo un pequefio porcentaje de una poblacion,
probablemente no sera muy til para estudios familiares y andlisis de unién. Lo ideal es la
frecuencia similar de ambos alelos, situacion que proporciona las mejores condiciones para
observar una segregacion en el locus.

d) La ausencia de efectos sobre la expresion del caracter de los factores ambientales de la edad

o de la interaccion con otros genes .

Actualmente se reconocen diversos marcadores genéticos los cuales se pueden encontrar en
eritrocitos, en plasma o suero sanguineo (extraeritrocitarios), en linfocitos, algunos llamados
misceldneos; también han sido utilizados los cromosomas asi como en errores congénitos del

metabolismo (Lisker 1981, Thompson y Thompson 1985).



L.a mayoria de las investigaciones sobre marcadores genéticos se ha realizado en sangre y suero,
sin embargo la presencia de marcadores no es exclusiva de los elementos encontrados en
sangre, como ya antes se hizo mencibn, pues su presencia puede detectarse en algunos otros
fluidos bioldgicos, a considerar el semen, saliva, células epiteliales,cabello, secreciones
vaginales, leche, drganos y atn en hueso. Por ejemplo el antigeno especifico prostitico llamado
p30 es una proteina encontrada en las células epiteliales de los ductos prostaticos en los
humanos y en primates. Esta sustancia generalmente es indicativa de presencia de semen,

especificamente de semen humano (Buro Federal de Investigacion 1989, Garg 1983).

De la misma manera, se puede detectar la presencia de elementos como la enzima llamadz
amilasa en saliva, la urea en la orina y elementos de secrecion en diferentes fluidos, al igual que
la presencia de antigenos del sistema A B O en estos mismos f{luidos (Buro Federal de

Investigacion 1989).

Estos datos sobre la estructura de los sistemas genéticos, como en su tiempo fue el caso del
sistema ABO, pueden ser comparados con los datos obtenidos acerca de las {recuencias
genéticas de los mismos sistemas genéticos analizados en diferentes grupos humanos, en los
cuales se observa que la mezcla genica se presenta con los mismos patrones ancestrales,
incluyendo el aporte mayoritario, el cual lo constituyen los grupos autdctonos (Garg 1983,
Lisker et al 1990, Helmuth et al 1990, Reynolds y Sensabaugh 1991).

De esta forma con la tecnologia de secuenciacién y clonacién del DNA se ha revelado nuestra
herencia genética comin y se ha detectado la variacion entre individuos hasta su nivel mas
fundamental: la variacion en las secuencias de las bases del Acido Desoxirribonucléico (Erlich
1989, Frederick 1989). Esta descripcion completa de la anatomia del genoma humano se
empez6 a desarrollar por medio del mapeo genético un gran numero de genes causantes de
enfermedades (Lisker 1981, Reynolds y Sensabaugh 1991).

El desarrollo de la tecnologia ha favorecido grandemente el avance en la investigacioén genética,
en este campo el empleo de la Reacccion en Cadena de la Polimerasa (RCP), se ha utilizado
para amplificar fragmentos especificos de ADN de regiones altamente Polimorficas, con lo cual
se han desarrollado diversos sistemas genéticos, destacando en pruebas de identificacion
forense los sistemas HLA-DQoc en el cual se determinan los 6 alelos del dominio « en esta

region del cromosoma 6; el sistema Polymarker incluidos 5 marcadores independientes de los



cromosomas 4, 11, 19 v 7; el sistema D1S80 con la identificacion de alelos del cromosoma 1 v
recientemente el empleo en identificacién, los VNTR’s el cual comprende varios sistemas

génicos y varios cromosomas (Cohen 1990, Nakamura et al 1987).

SISTEMA A B O (GRUPO SECRETOR)

Los antigenos del sistema A B O estan presentes en ¢l plasma sanguineo de cada individuo.

Los antigenos de los grupos sanguineos también estin presentes en la superficie de las otras
células del organismo. esto explica su importancia en los transplantes de érganos, como se
demostro por primera vez en 1960 por Ceppellimi . Los antigenos de los grupos sanguineos son
moléculas resultantes del encadenamiento de varios azicares llamados oligosacaridos, los que
se construyen por adiciones sucesivas de una unidad de azicar que se fijan al azicar precedente
por medio de un enlace llamado glucosidico. Estos pueden formar estructuras muy complejas,

susceptibles de ser reconocidas por anticuerpos especificos.( Engelhard 1994)

La mayoria de los individuos son capaces de segregar los antigenos de los grupos sanguineos,
en contraste con esta estructura glicolipidica que presentan las sustancias ABH presentes en las
membranas eritrocitanias, los fluidos biolégicos como el semen, saliva y atin material orgénico
(pared estomacal, bilis, misculo, etc.) presentan estas sustancias ABH cuya naturaleza

glicoprotéica las hace solubles en agua (Buro Federal de Investigacion 1989, Engelhard 1994).

Los componentes protéicos estan conformados principalmente por la serina y la prolina, las que
conforman el 50% del total de los aminodcidos presentes. En los fluidos bioldgicos, la presencia

de estas sustancias, determinan el grupo sanguineo de los individuos (Buro Federal de

Investigacioon 1989, Garg 1983).

De acuerdo con ésto, se pueden encontrar las tres diferentes sustancias ABH en fluidos
biolégicos no relacionados con sangre, si es el caso que la persona sea secretora de estos

antigenos, encontrandose individuos secretores de sustancias A, B y O en cada caso:

La presencia de estos antigenos en los fluidos bioldgicos y tepdos, es una caracteristica
inherente y ésta controlada por un par de genes: el gen Se ejerce una funcién secretora, siendo

dominante sobre el gen se. Asi que las personas con el genotipo SeSe o Sese son secretoras de



los antigenos en los fluidos y las personas que tienen el genotipo sese no secretan estos

antigenos (Engelhard 1994, Harening D. 1989).

Como caracteristica, las personas que presentan estas sustancias son llamadas “secretoras” y las

personas que no las presentan, son Ilamadas “no secretoras”.

La mayoria de los individuos son capaces de segregar los antigenos de los grupos sanguineos,
alrededor del 75% excretan los antigenos A, By H en la leche , 12 saliva | el jugo gastrico , el
semen, etc. En los sujetos secretores el gen Se dominante es la forma activa en los epitelios
glandulares, donde estimularia la produccion de antigeno H por el tejido, lo que seria incapaz de
hacer la forma se recesiva, €] estado secretor también modifica la produccion de antigeno H en

otros tejidos (Buro Federal de Investigacion 1989, Ashton y Braden 1961).

En la mayoria de las poblaciones s¢ determina la distribucién del sist=ma ABO, pero ain
cuando se han reportado las frecucncias genéticas de grupos urbanos mestizados, existe muy
poca informacion acerca del status secretor de la poblacion mexicana. Con estos estudios se
puede calcular el grado de mezcla génica que presenta esta poblacion. (Lisker 1981, Buro

Federal de Investigacion 1989).

COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

La definicion de los genes y antigenos HLA se originan de los estudios clasicos en
Hematologia, siendo Dauset (1958) y Trowsdale (1958) quienes ponen de manifiesto la
presencia de este sistema.

Los genes estructurales del complejo HLA (cerca de 50 genes) estin controlados por toda una
region genética, localizada en el brazo corto del cromosoma nimero 6. Esta region genética,
que ocupa alrededor de cuatro millones de pares de bases (4000 kb) presenta funciones
variables, las que se resumen basicamente en la codificacion para la sintesis de antigenos (HLA-
A, B, C) antigenos de diferenciacion (HLA-E, F, G, H, X), genes con funciones desconocidas
(Gorodezky 1992, Rudert y Trucco 1992, Brown et al 1993, Gorodezky 1994).

Estas caracteristicas que presentan los genes del sistema HLA (genes estrechamente

relacionados) ha permitido agruparlos en tres regiones principales denominados clase I, 11 y 111
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La region clase II llamada anteriormente region “D", esta compuesta por una familia de genes
funcionales: DR, DQ v DP los cuales codifican para proteinas membranales heterodimeéricas,
mostrando dos dominios extracelulares, una porcion transmembranal y una pequefia cola
citoplasmatica para cada una de las dos cadenas: la mas pesada es llamada a (33 KD) y la mas
ligera denominada [ (28 KD). ( Rudert y Trucco 1992, Lawlor et al 1991. Brown et al 1993,
Arguello et al 1992, Klein et al 1993,Lawlor et al 1991) . Estos dominios son muy polimorficos
y los residuos que generan los polimorfismos se ubican en regiones discretas hipervariables
(Rudert y Trucco 1992, Huguet et al 1993, Lawlor 1991).

Como se ve, los genes HLA clase II son polimorficos en las poblaciones humanas. Las
moléculas DQ tienen cierto grado de variabilidad destacando este en el dominio a .( Huguet et
al 1993, Klein et al 1993, Lawlor 1991).

El uso de técnicas moleculares, empleando el analisis de fragmentos polimérficos de longitud
variable (RFLP, por sus siglas en inglés) o la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) o aiin
la secuenciacion directa de genes HLA, han demostrado la presencia de micropolimorfismo
hasta de un par de bases entre un alelo y otro (Lawler 1991, Gorodezky et al 1994). Estos
micropolimorfismos, han hecho posible el avance en la tipificacion y/o nomenclatura del
sistema HLA. Concretamente para el locus HLA-DQ alfa, el sistema de nomenclatura de la
Organmizacién Mundial de Salud y el comite de Nomenclatura del HLA, lo han denominado
como DQAI (Bodmer et al 1992). La importancia de éste locus esta basada en los estudios
poblacionales derivados de ¢l y de sus aplicaciones en las Ciencias Biomédicas.

Basados en estudios de secuenciacion en ésta region polimérfica, se han identificado ocho
alelos DQa ( Helmuth et al 1990, Reynolds y Sensabaugh 1991, Klein et al 1993, Gyllensten y
Erlich 1989). Estos alelos se han dividido en 4 tipos principales: Al, A2, A3 y Ad. Con Al y
A4 se han reconocido ademis algunos subtipos: Al.1, A1.2, A1.3, Ad.1, A42 y A4.3. Hay
nueve posiciones ocupadas por diferentes “sondas™ que determinan los alelos. Los cuatro tipos
principales, Al, A2, A3 y A4 se distinguen por cuatro “sondas”, sin embargo, en éstas no se
pueden distinguir los subtipos Al de los A4. Los tipos A1, A2 y A3 se diferencian por “sondas”
adicionales. Una prueba es especifica para los alelos Al.1 y otra para los alelos A1.3. La tercera
prueba es complementaria para determinar los tipos A1.2, A1.3 y A4. La cuarta prueba, puede
determinar todos los tipos DQa, excepto el Al.3. Esta “sonda” se requiere tan solo para

distinguir el genotipo 1.2, 1.3 del genotipo 1.3,1.3, ya que los demas genotipos se distinguen sin



tomar en cuenta ésta “sonda” Hay una dltima “sonda”, en el cual los productos de amplificacion
de todos los alelos se fijan, indicandonos de igual forma una adecuada amplificacién de todos
los alelos DQa y también de errores en la hibridacion. De esta forma los veintiun genotipos que
se pueden determinar con éste sistema, se identifican por la ntensidad y patron de los puntos
azules en las bandas de nylon (Erlich et al 1989, Gyllensten y Erlich 1989, Cetus Corp. 1990).
Estos sistemas comerciales de identificacion para éste locus, estan disefiados para diferenciar
tan solo seis de los ocho alelos: Al.1, Al.2, A1.3,A2 y A3; los subtipos Ad.1, A4.2 y A4.3 se
agrupan como A4. Estos seis alelos se han identificado con el Kit comercial HLA-DQa,
lograndose determinar veintitin genotipos (Saiki et al 1989).

Hasta 1990 con este método de identificacion. basado en este marcador genético comercial, s¢
habian clasificado cerca de 1400 ndividuos para el locus DQa, usando este método en 11
poblaciones caucdsicas, sin embargo su empleo en diferentes poblaciones se ha extendido.
(Klem et al 1993, Comey et al 1993, Ambach et al 1996, Belich et al 1992, Carballo et al 1992).
En Latinoamerica los estudios pioneros, con este sistema de prueba, son realizados en
poblaciones con un alto porcentaje de mestizaje, observandose la presencia de la mayoria de los
genotipos descritos para este sistema. Como se puede ver, la distribucion de los alelos A2, A3 y
A4 del HLA-DQa varia notablemente en estas poblaciones y ain de un grupo a otro (Carballo
et al 1992, Budowle et al 1995).

En México, atn cuando la frecuencia de estos alelos guarda una relacion muy estrecha con la
poblacién latinoamericana, difiere en tanto que la poblacion mestiza de México, presenta los
alelos A3 y A4 con mayor frecuencia (Gorodezky et al 1994).

Budowle et al (1995) muestran diferencias respecto a estas mismas frecuencias alélicas en estos
grupos llamados mestizos y mexicanos. La pregunta a responder es s1 estas muestras fueron
tomadas al azar o representan a un sector en particular.

En la actualidad, los estudios en la estructura genética de la poblacion mexicana analizan la
frecuencia de los antigenos del sistema HLA y hacen mencién en primera instancia que racial y
culturalmente, la poblacion analizada presenta una mezcla indigena y europea, no refiriendo si
esta mezcla biologico-cultural representa a un sector social en particular, tan solo se habla de la
frecuencia y composicion de la poblacion mestiza estudiada (Gorodezky et al 1994, Budowle et
al 1995, Helmuth et al 1990)



RECEPTORES DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD

Las lipoproteinas de baja densidad o lipoproteinas [, estan presentes en dos variantes genéticas
la Ag y Lp. La Ag, y han sido empleadas en estudios de poblacién, ya que presentan 2 alelos
Ag" Ag’, debido a que son altamente segregados y sus frecuencias varian de una poblacién a
otra (Ag'=0,23 en la poblacién sueca y 0,73 en la japonesa). También esta lipoproteina se
encuentra asociada a un transtorno autosémico, al que se¢ denomina hiperbetalipoproteinemia,
en el cual los homocigotos desarrollan tumores de lipidos e insufuciencia coronaria lo que

puede provocar la muerte en edades muy tempranas (Thompson y Thompson 1983,Shaw et al
1987).

Empleando el analisis de unién de multipuntos descritos por Shaw y col. (1987) se ha sugerido
el orden de estos marcadores, ubicando al gen de los recpetores de lipoproteinas de baja

densidad como sigue:
pter-—-LRLD--C3--INSR--(D19S7,cen)--D1959--DM--APOC2--D1988--APOE--gter

Por medio de la secuenciacion de aminoacidos se presume que el receptor puede estar dividido
en estructuras dominantes o dominios .

El primer dominio esta constituido de NH, terminal con 322 aminoacidos de los cuales el 15%
son de Cistina (47 residuos) y sus secuencias aminoacidicas son altamente repetitivas (40
residuos repetidos 8 veces).

Este dominio presenta dos uniones para el receptor de lipoproteinas: apoproteina B y L, las que
contiene carga positiva de residuos de Lisina y Arginina, si estos son modificados el receptor es
dafado para su funcion. Los mas importantes residuos para la union son Arg 142, Arg 145 y Lis
146.

El segundo dominio consiste en aproximadamente 350 restos de aminoacidos y al 1gual que el

primero, también, contiene secuencias repetitivas, las cuales consisten de 5 repeticiones de 50

aminoacidos aproximadamante por cada uno.



El tercero esta formado de 48 aminoacidos, de los cuales 18 son Serinas o residuos de Treonina.
Este dominio se encuentra localizado inmediatamente fuera de la region de entrada de la
membrana.

El cuarto es una secuenciacion de 22 aminoacidos hidrofobicos y se encuentra localizado mas
alla de la region de entrada de la membrana de la zona receptora.

Por ultimo el quinto dominio consiste de 50 aminoacidos para ¢l COOH terminal de la proteina
que esta localizada sobre el sitio citoplasmatico de la membrana. Su secuencia es altamente
homogenea (Lehninger 1988, Blanco 1988, DeMeester et al 1995, Yamamoto et al 1984, Vohl et
al 1985).

Asi como las lipoproteinas, los receptores lamlbién se encuentran asociados a transtornos, de los
cuales se han detectado numerosas mutaciones, las que provecan Hipercolesterolemia familiar ,
asi lo demuestra un estudio realizado en una poblacién canadiense de ascendencia francesa. En
esta poblacion se detectaron 5 mutaciones puntuales responsables de esta enfermedad, 2 grandes
deleciones y 3 mutaciones erroneas . Ademds, se detectd que la frecuencia de la
Hipercolesterolemia familiar es mas alta en la poblacion canadiense en comparacion con la
frecuencia para las poblaciones del resto del mundo (1:154 en canadienses y 1:500 en el resto
del mundo) (Vohl et al 1985, Cetus Corp. 1990).

Con el desarrollo de las técnicas de Secuencia Especifica de Oligonucledtidos y RCP, se han
identificado los alelos A y B de los Receptores de Lipoproteinas de Baja Densidad, mostrandose
las frecuencias en poblaciones europeas, africanas, mongoélicas e hispanicas. La determinacion
de estos alelos sigue el proceso de Dot-blot semejante al empleado en las determinaciones

alélicas del sistema HLA-DQa (Cetus Corp. 1990).

GLICOFORINA “A*

Existen dos proteinas integrales importantes del eritrocito, la banda 3 y la PAS-1 o glucoforina
y otras proteinas menores cuya estructura y funcion no esta todavia bien defimidas.. La banda 3
y la glicoforina son proteinas transmembranales; es decir, son aquellas que se extienden a lo
ancho de la doble capa y como tales estan disefiadas de manera que pueden transportar

sustancias o informacién de un lado a otro de la membrana.(Karp 1984, Mckonkey 1993). Estas



proteinas transmembranales tienen un pequefio dominio C-terminal por el lado citoplasmatico
de la membrana plasmatica, una breve secuencia de aminoacidos hidrofébicos presentes en
donde los polipéptidos abarcan la membrana y una porcién N-terminal mds larga en la molécula
proyectandose hacia el espacio extracelular.(Mckonkey 1993)
De la glicoproteina, la PAS-1 o glicoforina se conocen algunas propiedades, siendo la primera
cuya sccuencia de aminoacidos se conoce.(Mconkey 1993, Sicbert y Fokuda 1987). La
determinacién de las secuencias de los 131 aminodcidos que forman la cadena sencilla del
polipéptido de la glicoforina ha revelado aspectos muy importantes de su estructura anfipatica.
De todos las proteinas estudiadas, la glicoforina es de las méas simples contenidas en la
membrana. Los sistemas ABO y el MN se originaron de los estudios de esta proteina ya que los
carbohidratos de la glicoforina determinan los antigenos de los grupos sanzuineos.(Mconkey
1993, Buro Federal de Investigacion 1989)
Se han categorizado tres tipos importantes de ghcoforinas: glicoforina “A*, glicoforina “B” y
gheoforina “C”. Estas constituyen la principales sialoglicoproteinas de las membranas
eritrociticas de esta famiha de glicoproteinas.( Siebert y Fokuda 1987)
La secuencia de los aminoacidos muestran una gran homologia entre las glicoforinas “A" y “B",
particularmente en su region NH; terminal.
Al comparar las secuencias de aminodcidos y los nucledtidos de las glicoforinas “A™ y “B”
puede verse que casi son idénticos tanto en nucledtidos como en aminoacidos en el péptido
_ lider asi como en el residuo terminal amino 26 codificados para los DNA's complementarios de
glicoforina “A™ y "B". La tnica diferencia en la region miciadora amino es el residuo -7 en el
cual un cambio sencillo presenta alanina en glicoforina “A™ y un acido glutamico en la
glicoforina “B”. Los polimorfismos mostrados por el DNA complementario de glicoforina “A™
en las regiones 1 a 5 en la secuencia de ammodcidos da lugar a los antigenos de grupo
sanguineo M y N, del cual la clona pHGpA-3 es la clona de glicoforina “A” que codifica el
antigeno de grupo “M". (Mckonkey 1993, Siebert y Fokuda 1987)
L.a compleja orgamzacion en los genes de las glicoforinas suponen un paso evolutivo mediante
una duplicacion de uno de estos genes, seguido por su divergencia, sugiriendo con esto un tipo
mas complejo de evolucion del gene .(Mckonkey 1993, Siebert y Fokuda 1987)
De acuerdo con estas tltimas consideraciones, la glicoforina A" se ha empleado para poner en

evidencia la gran cantidad de aberraciones cromosomicas observadas en personas con

19



enfermedades asociadas con este gen, siendo un ejemplo el ensayo con glicoforina “A” para las
mutaciones que se acumulan in vivo en lineas celulares humanas para estudiar muestras
sanguineas poblacionales con sindrome de Bloom's, en el cual se incluyen los grupos MN . Este
ensayo midi6 la frecuencia de varables entrociticas que carecen de expresion de una forma
alélica de glicoforina “A" o al menos no puede ser evaluada como son los tipos -M- o MN o
tipo N o NN, presumiblemente debido a los efectos mutacionales o recombinantes en las
células precursoras eritrociticas. Estas frecuencias de variantes contemplan la pérdida parcial
del fenotipo y algunas con fenotipo homocigoto y otros con fenotipe hemicigoto. Esta elevada
generacion de homocigocidad y hemicigocidad funcional altera no tan sdélo el locus de
glicoforina “A", presumiblemente una regiéon del genoma, poniendo en juego una alta
incidencia de enfermedades que han sido asociadas a éste locus (Siebert y Fokuda 1987, Borot
et al 1988, Langlois et al 1988). '

Los entrecruzamientos ( fold) cn glicoforina “A", marcan la pauta de variantes recombinantes
que pueden llegar a producir alteraciones como en las observadas en la anemia de Fanconi,
sindrome de Bloom, y cancer respectivamente. La incidencia de un cancer esporadico puede
servir para identificar a un sujeto dec una poblacion normal con un fenotipo intermedio con
respecto a una linea de referencia de los niveles de mutacion somatica y de segregacion (Bigbee

y Grant 1991, Grant y Bigbee 1991).

HEMOGLOBINAS GAMMAGLOBINAS (HBGG)

En la localizacién cromosomica de los genes de la globina de humanos se han utilizado ensayos
de hibridacion molecular tan especificos y sensibles que se pueden determinar las secuencias de
los genes intimamente ligados a este locus.Se destacan entre los genes ligados a este locus, los
genes a-globina, B-globina, 8-globina y y-globina de los cuales se diferencian los *y y Gy
(Bernards et al 1979, Studentcki et al 1985).

Los estudios de caracterizacion en familias con anormalidades en hemoglobinas, y los trabajos
realizados con células hibridas de raton han permitido llegar a la conclusién de que estan mas
ligados los genes de PB-globina y y-globina. los cuales presentan una semejanza notable. Estos

mismos estudios han permitido establecer su ubicacion cromosdmica, concluyendo con base en
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estos datos, que la estructura genética de éstos genes. a. f§, & y y-globina residen en el
cromosoma numero 11 (Benards et al 1979, Studenck: et al 1985, Deisseroth et al 1978).

Los loci que especifican las secuencias de aminoacidos de las cadenas de globinas de las
hemoglobinas de mamiferos se presentan en condiciones de pares no alélicos duplicados y en la
mayoria de los grupos humanos se presenta un par de genes o, dos genes adultos tipo & y P asi
como dos genes fetales tipo 3, G*{ y Ay (Deisseroth et al 1978, Slightom et al 1980).

Es sabido que se presentan al menos dos genes de y-globina no alélicos, uno de los cuales
codifica para una cadena de y-globina con glicina y el otro con alanina en las posiciones 136
para "\7 y 140 para G'y en la cadena de aminoacidos (Bernards et 2l 1979, Slightom et al 1980).
Aun cuando se tuvo evidencta molecular de la presencia de dos genes y-globina por genéma
haploide, se sugirio la presencia de tres o cuatro genes de y-globina por genoma haploide
(Bernards et al 1979, Deisseroth et al 1978, Slightom et al 1980, Little et al 1979).

Se ha sugerido de igual forma, que un tercer gene y-globina se puede presentar y ¢ste es
llamado ‘E'{ la cual codifica para la HbF 4, con una sustitucion de treonina en la posicion 75
en lugar de la isoleucina . La expresion de Ty varia grandemente entre los individuos y
representa el tercer gene no alélico del grupo de las y-globinas (Papadakis et al 1979, Little et
al 1979, Schroeder et al 1979).

Con el desarrollo de técnicas de mapeo, se ha hecho posible la construccion de mapas de
enzimas de restriceion y sitios alrededor de los genes y-globina (Bernards et al 1979, Little et al
1979, Schroeder et al 1979). Con los fragmentos separados por electroforésis, seguido de una
hibridacion y autoradiografia, se han podido revelar la posicién de los fragmentos que contienen
las secuencias de los genes y-globinas (Bernards et al 1979, Little et al 1979). Las
caracteristicas principales en €stos mapeos se refieren a la presencia de intrones en ambas
globinas: Gy y Ay , estos intrones tienen una longitud aproximada de §00-1000 pares de bases,
muy similares a los reportados en los genes [ y -globinas. La distancia entre los genes: @ vy ™y
es de 5 Kb, (Mckonkey 1993, Bernards et al 1979, Little 1979).

Si bién la frecuencia de los genes Gy y ™y es mayor, en poblaciones como Inglaterra y Holanda
es dificil demostrar la presencia del tercer gen I‘f. considerandolo también como un

polimorfismo de uno de los genes y descritos anteriormente (Schroede3r et al 1979).
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Esta vanante se ha reportado en pacientes italianos con [3-talasermia (cerca del 90% del total de
pacientes) y en algunas poblaciones en el cordén umbilical fetal. Sin embargo las frecuencias

reportadas en éste marcador son multiples y han sido analizadas por separado.

LOCUS D788 (CROMOSOMA 7)

En el caso del cromosoma 7 , se han reportado la localizacion de 6 clonas de éste mismo
cromosoma, de los cuales algunos estan asociados con uno de los desordenes genéticos mas
comunes que se ha observado en mifios caucasicos: la fibrosis quistica (Tsui et al 1985, Beaudet
et al 1986).

Hasta la fecha se han aislado marcadores polimorficos en los loci D75399 (pMP6d-9), D788
(P. 3.11), y D7823 ( KM. 19 ). El D758 esta localizado a menos de 1000 kb de D7523. Estos
datos suponen la hipotesis de que el gene de la fibrosis quistica esta localizado en el intervalo
entre los loct D7S8 y D78399, reducida a una distancia de 160 kb de D7523 en direccion a
D788, intervalo en el cual se puede causar la mutacion del gen de fibrosis quistica (Esticill et al
1989).

En este sentido el uso de la amplificacion in vitro y el andlisis con oligonucledtidos sintéticos,
proveen una alternativa a los ensayos con RFLP . Asi con el empleo de PCR/ASO para el
ensayo de hibridacién del locus D788 se han obtenido estudios con resultados acerca de las
frecuencias poblacionales de los alelos se expresan en términos de homocigocidad vy
heterocigocidad descrita por 2 alelos: A y B. La presencia de cada alelo para éste locus puede
estar combinada para conformar un genotipo, destacando 3 combinaciones genotipicas en éste
sistema de prueba: AA, AB y BB (Beaudet et al 1986, Huth et al 1989, Hum et al 1990,
Budowle et al 1995).

Las frecuencias descritas en poblaciones europeas (caucasicas) para el locus D758 en donde se
emplean enzimas de restriccion denotan los alelos con nimeros: 1 y 2. observandose igualmente
una conformacion genotipica con 3 posibles combinaciones, obtemendose los siguientes

genotipos: 1-1, 1-2 y 2-2. (Bartels et al 1986).
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Rodriguez-Calvo et al. (1996) reportan frecuencias alélicas y genotipicas para el locus D758
descritas para Espafia y Portugal. Esta informacién tiene trascendencia para el andlisis de
algunas poblaciones de Latinoamérica. Asimismo se hace una comparacion de las frecuencias
poblacionales obtenidas por Budowle et al (1995) incluyendo poblaciones de origen hispénico
negroides y caucasoides residentes en los Estados Unidos.

Como se puede ver, se han ampliado los sistemas de prueba del D7S8 hacia Norteamérica,
destacando los estudios de Scholl et al. (1996) al hacer el analisis de este locus en comunidades
indigenas y urbanizadas.

Al comparar las frecuencias del genotipo BB del locus D7S8, en las poblaciones europeas,
comparadas con las poblaciones de Indios Navajo y Pueblo en los E.U.A. se notan diferencias
notables . Asi también de los pueblos Navajo y Pueblo, se guarda una relacion inversa con la
comunidad Sioux , con una alta frecuencia alélica B y en consecuencia alta proporcion del
genotipo BB y baja frecuencia del genotipo AA (Budowle et al 1995, Rodriguez-Calvo et al
1996, Scholl et al 1996).

COMPONENTE DE GRUPO ESPECIFICO (Gc)

Los genes de la familia de la albimina los cuales codifican para la o-fetoproteina albimina, Ge
y , estan localizados en el cromosoma 4 dentro de la region 4q11-g22. Estudios posteriores
demostraron que el gene del sistema aléhico Ge esta localizado en el brazo largo del mismo

cromosoma 4 especificamente en la region ql1-q13 (Guizar-Vazquez 1994, Yang et al 1985).

El componente de grupo especifico (Ge) es un a-2-globulina sérica con un peso aproximado de
52 000 Daltons, cuya funcién principal es la union y transportacion de la vitamina D y de sus
metabolitos. También es conocida como alfa-globulina iniciadora de vitamiina D. (VDBG) , ya

que una vez hidroxilada la vitamina en C,s_se une a esta molécula de a-globulina (Guizar-
Vazquez 1994).
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No obstante la homologia entre estas moléculas es muy grande, Ge es mas pequefia que la
albimina y la a-fetoproteina las cuales contienen 585 y 590 aminoicidos respectivamente,
mostrando 458 aminoacidos para Ge (Yang et al 1985).

Después de observar las estructuras observadas de Gc, albimina y a-fetoproteina se nota que
Ge ha perdido las dos terceras partes de la secuencia de codificacion en el dominio 3 y ain
cuando en el dominio 1 internamente son homédlogos, las uniones Cistina-Cistina que se
observan en la posicién 58-59 en éste primer dominio de Ge no estédn presentes en la albimina y
a-fetoproteina (Yang et al 1985).

En cuanto a los genotipos observados para Ge estos fueron determinados usando métodos de
inmunoelectroforésis los cuales se manifiestan en las poblaciones humanas en tres fenotipos
comunes: GC1, GC2 y GC2-1 de los cuales Gel y Ge2 difieren por dos péptidos relacionados
con diferencias estructurales, envolviendo al menos tres residuos de aminoacidos (Guizar-
Vazquez 1994, Yang et al 1985, Constans y Viau 1977).

Ge2 se diferencia de Gel por su estructura basica, la secuencia de DNA complementario de Ge
confirma que los dos péptidos de Gc2 son contiguos ( residuos 414-424 ) y contienen una
cadena de tripsina envolviendo a un grupo carboxilo en la lisina 420, el cual es sustituido por
una treonina en Gel (Yang 1985).

Hasta la fecha se han podido identificar mas de 90 variantes de Ge, adoptando una
nomenclatura nueva tomando como base una doble banda de GelS y una sencilla de Ge2. Si las
variantes son cationicas o amoénicas se diferencian con las letras “C" y “A" respectivamente,
después de Ge y agregando un niimero inmediatamente después segin la distancia que se separa
del onginal (Guizar-Vazquez 1994, Lisker et al 1994).

Ge migra electroforéticamente en dos bandas y se subdivide en GelS y GelF. La secuencia N-
terminal deducida del DNA complementario de Ge fue idéntica a los residuos 1-25 de GelS y
GclF y los residuos 1-20 de GelS. La diferencia entre GelS y GelF se encuentra en la adicion
de un residuo de acido sidlico postraduccional a la molécula de Ge para dar la variante IF
(Guizar-Vazquez 1994, Yang et al 1985).

Gracias a su gran polimorfismo este marcador ha sido ampliamente utilizado en estudios de
poblacion. Los resultados obtenidos no han sido estadisticamente significativas como otros

marcadores (Lisker et al 1994),
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LOCUS D1S80

En el caso del locus DIS80, la tipificacion en éste sistema consiste en la deteccion de las
secuencias repetitivas denominadas VNTR's o nunisatélites que se ubican en el cromosma 1,
especificamente el locus D1S80. Este locus identificado por la sonda pMCT118 contiene como
secuencia base un segmento de ADN constituido de 16 pb que repiten de 14 a 41 veces. Los
alelos obtenidos para este locus han sido designados del | al 17 de acuerdo a la longitud que
presenten (el alelo 14 no ha sido observado), de esta forma el alelo 1 es ¢l mas pequefio en
longitud y ¢i 17 de los mas larges (Jeffreys et al 1991, Budowle et al 1991). Cada alelo esta
determinado por el nimero de veces en que se repite la secuencia de base (core) esto es el alelo
14 se deline asi porque la secuencia base se repite 14 veces, siendo igual para los demas alelos.
En esta region del D1S80 se han 1dentificado hasta el momento 29 alelos, cuya combinacion
definen 435 genotipos (Saavedra 1995, Cetus Corp. 1994)

Los estudios de este locus en poblaciones humanas son escasos debido a su reciente
mmplementacion. Al respecto el nimero de alelos identificados en diferentes poblaciones han
vanado observandose en primera mstancia que el numero de posibles fenotipos en ocaciones no
llega m al 50% el total de genotipos esperados observando una tasa de heterocigocidad baja
sobre todo en poblactones caucasicas (Sajantila et al 1992).  Los reportes sobre esta marcador
se han extendido a poblaciones europeas, norte y sudamericanas, incluyendo un primer analisis
de las frecuencias de este marcador en la poblacién de la Ciudad de México (Saavedra 19935,

Sajantila et al 1992, Heidrich et al 1995).



JUSTIFICACION

A partir de la aplicacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (1987) en diversos campos
de la investigacion, aunado a las técnicas de secuenciacén e hibridacion de alelos, se inicia un
nueva era en la obtencion de alelos altamente polimorficos (Klein et al 1993, Kocora et al 1995,
Gyllensten y Erlich 1989, Budowle et al 1995).

La informacion alélica se ha aplicado en los (ltimos afios como una herramienta en ¢l drea de la
genética de poblaciones, utihzandolos como marcadores genéticos con el fin de obtener y
observar las frecuencias de éstos.

La utilizacién de “nuevos marcadores™ ha significado una nueva tipificacion del DNA
proporcionando una mejor informacion acerca de la estructura genética de las poblaciones
humanas en comparacion con los “sistemas genéticos tradicionales™ (Lisker 1981, Thompson y
Thompson 1983, Lisker et al 1990).

La informacion alélica y genotipica obtenida con estos marcadores, ha proporcionado resultados
que indican con base en la distribucién y frecuencia de los diferentes alelos, la varnabilidad en
las secuencias de los genes contenidos en el genoma de las poblaciones humanas estudiadas,
ésto de acuerdo con el nimero de marcacores utilizados en los estudios genéticos (Helmuth et al
1990, Huguet et al 1993, Ambach et al 1996).

Recientemente el empleo de marcadores multiples que identifican simultaneamente los loci
genéticos que incluyen los sistemas HLA DQq, los Receptores de Lipoproteinas (LDLR),
Glicoforina A (GYPA), Hemoglobina G Gamaglobina (HBGG), el Gen D7S8, el Componente
de Grupo Especifico (GC) y un VNTR (D1S80), han demostrado su eficacia en diferentes
estudios llevados a cabo en diferentes paises. Tales estudios de poblacion utilizando estos
marcadores reportan diferencias significativas en la ditribucién y frecuencia de estos alelos. El
fundamento de estas variaciones estd enmarcado en antecedentes de evolucion biologica e
histérico-social .

Si tomamos en cuenta los antecedentes historicos de México, desde la invasion curopea y la
presencia de esclavos africanos, esto nos indica que la poblacién mexicana es una poblacion
mestiza (aproximadamente el 85%) con un componente trihibrido, con un gran porcentaje de

caracteristicas genéticas indigenas.
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De acuerdo a lo antes mencionado y tomando en cuenta los movimientos migratorios que se han
sucedido hacia la Ciudad de México, asi como la segregacion social que ha existido, se puede
inferir que los marcadores genéticos ya descritos, pueden sufrir variaciones significativas en su
distribucidon y frecuencia en esta ciudad.

Esta informacion resultaria valiosa como una base de datos dtiles para el rastreo de
enfermedades asociadas con algunos de los loci de estos marcadores y para la identificacién de

individuos sujetos a procesos penales o civiles.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diversidad genética es el producto de los distintos mecanismos evolutivos que actilan sobre
la estructura genética, provocando una diversidad en las poblaciones biolégicas. La especie
humana, al igual que otros organismos, es una especie politipica y polimorfica producto de la

accion de dichos mecanismos.

Como ya se ha anotado, el origen de la especie humana ha sido radicado en el continente
Africano y los restos de los primeros grupos de diferenciacion han sido localizados en el
continente Europeo y Asidtico, pero en América, cuyo poblamiento es principalmente
mongoloide, sus poblaciones autéctonas presentan una gran variablidad, producto de la
conquista por parte del continente Europeo, representado basicamente por Inglaterra, Espafia,
Portugal, Francia y Alemania, ademas de los grupos del continente Africano que arrivaron.
Antropolégicamente se ha defimdo a nuestras poblaciones con un origen trihibrido pero las
repercusiones sobre la estructura genética que se puedan encontrar en las poblaciones

contemporaneas a cinco siglos de haberse producido dicho contacto, siguen sin conocerse.

Ahora bien, considerando todo lo anterior, la poblacion del Valle de México es un mosaico de
grupos humanos desde la época prehispanica, lo cual se ha acentuado en nuestros dias como
consecuencia del desarrollo industrial, de las comunicaciones y de la desintegracion social del
campo, lo que ha hecho de la zona conurbada de la Ciudad de México desde la década de los
50’s un centro urbano con una alta tasa de inmigracion, no solo del proceso campo-ciudad sino
de otros centros urbanos, asi como de otros paises, lo cual ha dado lugar a una concentracion

cosmopolita.

La problematica de mestizaje en poblaciones mexicanas ha sido abordada empleando tanto el
analisis de caracteristicas fenotipicas como el empleo de diversos marcadores genéticos. Por
un lado, existe una homogeneidad en los grupos indigenas acompafiada por una heterogeneidad
al comparar grupos de diferentes regiones, ademas de que en los grupos mestizos existen

distintos gradientes de expresividad.

Ante el problema de tipificar a una poblacién, como es la del Valle de México, utilizando los

marcadores genotipicos “nuevos” HLA-DQa, LDLR, GYPA, HBGG, D788, GC Y D1S80, asi
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como los marcadores tradicionales de grupo sanguineo, se pueden plantear algunos
cuestionamientos (Qué caracteristicas de distribucion genotipica podemos encontrar con éstos
iltmos marcadores, tomando como base a las poblaciones “originales” y comparando dichos
resultados con otros reportes de poblaciones extranjeras (negroides, asiaticos, indigenas,
espanioles etc.)? y ;Cudl seria el resultado del proceso de mestizaje en las distribuciones alélicas

obtenidas observables en el Valle de México?.
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HIPOTESIS

Desde los afios 50°s y hasta la actualidad, las migraciones campo-ciudad experimentadas
por algunos grupos humanos han tenido al Distnito Federal y la zona conurbada como un
punto de convergencia. La falta de recursos, factor comin de la mayoria de los migrantes,
no les permitid establecerse en zonas habitacionales que contaran con los servicios
necesarios y propios de una gran ciudad formandose con ésto franjas o cinturones urbanos
cuya caracteristica es una extremada pobreza. Es de gran importancia el mencionar que los
grupos humanos establecidos en estas zonas provinieron de diversos puntos de la
Repuiblica, asi como de distintos grupos indigenas. La informacion genética que poseen
estos grupos humanos, manifestada en las distintas caracteristicas fenotipicas se mezclo
entre si, dando lugar a los habitantes actuales que conforman el D.F. y zona conurbada. Sin
embargo, la mezcla onginada entre ¢stos grupos, no fue extendida a los grupos ya

establecidos en el D.F, restringiendose la mezcla hacia ciertos grupos

De acuerdo con ésto, en el D.F. y la zona conurbada de la Ciudad de México, el
comportamiento de las distribuciones alélicas y genotipicas de los marcadores genéticos HLA-
DQa, LDLR, HBGG, GYPA, D788, Ge y DIS80, determina zonas especificas de distribucion

alélica con caracteristicas propias.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar las frecuencias y las diferencias en la distnbucion de los marcadores genéncss
HLA-DQa, LDLR, HBGG, GYPA, D7SE, GC, D1580 y estado secretor de antigenos ABO. =
una muestra poblacional de residentes de la zona conurbada de la Ciudad de México con =
finalidad de contar con datos suficientes que ayuden a identificar si estas diferencizs

caracterizan a grupos humanos con frecuencias alélicas o genotipicas propias de una region

OBJETIVOS PARTICULARES
l.- Determinar el estado secretor de antigenos ABO en una muestra poblacional del Valle =
Meéxico
I1.- Establecer las frecuencias alélicas de los marcadores genéticos HLA-DQa. LDLR. HBG=
GYPA, D788, GC y D1S80, en los residentes que habitan el Valle de México.
I1I.- Establecer si existen diferencias en las frecuencias de éstos marcadores genéticos =
comparar la poblacion general.
IV.- Establecer s1 existen diferencias en las frecuencias de los marcadores genéticos HI %-
DQa, LDLR, HBGG, GYPA, D788, GC y DISB0, de los residentes que habitan las 7omz-
Noroeste, Noreste, Sureste y Suroeste de la poblacion del Valle de Mexico con oz:s
poblaciones mundiales
V.- Exphicar desde una perspectiva histonico-social la dindmica poblacional de las diferenc
encontradas en la distribucion de los marcadores genéticos HLA-DQa, LDLR, HBGG, GYP
D788, GC y DIS8O, en los residentes que habitan las zonas Noroeste, Noreste, Suresiz «

Suroeste de la poblacion del Valle de Mexico.
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METODOLOGIA

La metodologia aplicada en el presente trabajo de investigacion se dividié en diferentes fases
considerando los puntos importantes para la division v el muestreo de la poblacion asi como la
colecta de la muestras, los tratamientos a los que se sometieron las muestras colectadas durante el
muestreo y los analisis a los que fueron sometidos los resultados obtenidos de éstas mismas. Por
tanto la metodologia fue dividida de la siguiente manera:

I) metodologia aplicada al trabajo de campo

1) metodologia aplicada en el laboratorio

111) anahisis de resultados.

I) Metodologia aplicada en el trabajo de campo.

Se efectud un muestreo en la poblacion del Valle de México que consistio de un  total de 444
mndividuos cuya edad fluctud entre los 15 y 40 anos de edad.. El muestreo se realizo de manera
aleatonia en escuelas de nivel medio superior v superior sin considerar ¢l nivel socioecondomico.
De la misma manera se aplico en cada una de las escuelas una encuesta a cada uno de los
individuos, en las cuales se investigd sobre todo su domicilio actual y algunos datos de origen
familiar y economicos. (APENDICE )

De acuerdo con los datos obtemdos en las encuestas aphicadas acerca del domicilio actual de cada
uno de los sujetos, éstos fueron ubicados en un principio en planos en los que se divide el D.F. y
Area Metropolitana, ésto es, en 44 areas representativas de la Zona Metropolitana, incluyendo
algunos municipros del Estado de México y las 16 delegaciones politicas del D.F. (Guia roji de la

Ciudad de México)

Una vez ubicados en los planos, se agruparon en 5 zonas de estudio: zona Centro comprendida en
un plano y con 36 mdividuos muestreados; zona Noreste comprendida en 5 planos y con 97
individuos muestreados: zona Noroeste comprendida en 5 planos y con 71 individuos muestreados;
zona Suroeste comprendida en 14 planos y con 87 individuos muestreados; zona Sureste
comprendida en 19 planos y con 153 mdividuos muestreados. En esta division se incluyeron

mdividuos de las 16 delegaciones politicas del Distrito Federal asi como de los municipios de



Ecatepec, Nezahualcoyotl, Chimalhuacan, Ozumba, Ixtapaluca, Naucalpan, Los Reyes, Villa de las
Flores, Coacalco, Tlalnepantla entre otros. (FIGURA 1)

Los individuos agrupados fueron seleccionados de acuerdo al correcto llenado de las encuestas, no
incluyendo a individuos que no las completaron o no refineron su domicilio; de 1gual forma se
excluyeron los individuos cuya residencia era transitoria o en algun estado de la republica.
Tambien fueron excluidos del estudio, hermanos o individuos con algun grado de parentesco
familiar.

Una vez agrupados en zonas generales de estudio, se procedio a divadirlos en 8 grupos de estudio, 5
grupos representativos del Distrito Federal y 3 del Estado de Méuco. La clasificacion quedo
integrada de la siguiente manera: Centro con 36 individuos, Xochimilco con 44 individuos,
lziapalapa con 51 individuos, Tlalpan con 41 mdividuos, G.AM. con 41 individuos,
Nezahualcoyotl con 30 individuos, Ecatepec con 35 individuos v Tlalnepantia con 32 individuos.
En las zonas donde el nimero de individuos fué menor a 30, incluyendo las delegaciones politicas
del Distrito Federal v algunos mumecipios no fueron incluidos en la ésta division, en virtud de las
condiciones del estadistico de prueba.

Toma de Muestra. A los individuos sometidos a estudio se les tomo una muestra de sahva los
cuales donaron un volimen de 300-1000 pl. (en la saliva se encontraron suspendidas células
epitehales). A la muestra de saliva contenida en tubos estériles de S0 ml. se le agregd un volimen
igual de etanol al 70%, utihzandose como conservador cn tanto se procedio al estudio de
laboratorio, Durante la toma de la muestra se evito el contacto oral con otras personas, hablar y la
ingesta de alimentos. Las personas que no pudieron donar un volimen mayor de 300 pl se les tomo
un volimen de 3 ml. de sangre periférica en tubos estériles, EDTA (0.5 M. pH 8.2.) como
anticoagulante.

A los individuos que donaron muestra de saliva se les determind de manera directa el grupo
sanguineo, utilizando antisueros especificos del sistema ABO: Anti-A, Anti-A| (Dolichos biflorus),

Anti-B, Anti-AB y Anti-D para determinacion de Rh.

I1) Metodologia de laboratorio
El procesamiento de las muestras se efectuo en el Laboratonio de Genética Forense de la Direccion

General de Servicios Peniciales de la Procuraduna General de Justicia del Distrito Federal, la cual

consistio basicamente de los siguientes puntos:
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FIGURA 1.- Disefio de la division efectuada durante el muestreo en la poblacion del Valle
de México. Se incluyen los municipios cercanos al Distrito Federal en la franja considerada
como zona conurbada. La division incluye diversas zonas de muestreo, divididas en 5 zonas
generales de estudio: Centro, Noroeste, Noreste, Suroeste y Sureste, considerando un total
de 444 individuos muestreados en las diferentes zonas de estudio
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Determinacion de grupo secretor de antigenos del sistema ABO. Se efectud en los individuos
de la poblacién de la Zona Metropolitana obtenido de las muestras de saliva recolectada durante el
muestreo. Para la determinacién del estado secretor se empled el método de Adsorcion-Inhibicion
descrito por Garg (1983) empleando 40 pl. de saliva y haciéndolo reaccionar con antisueros
especificos A, B y Anti-H (lectina de Ulex europaeus, sigma). En la reacciéon se empleé una
dilucién de eritrocitos de cada uno de los grupos sanguineos. La tipificacién directa en la toma de
muestra se cotej6 con los datos obtenidos. No fueron incluidas en los datos finales las muestras en
las cuales la aglutinacion no se mostrd franca.

Extraccion de ADN de células epiteliales.  Se emplearon las técnicas descritas por el Burd
Federal de Investigacion de los Estados Unidos (FBI), para la obtencion del ADN gendmico de
células de descamacion de la mucosa bucal suspendidas en la saliva. Las variaciones consistieron
en emplear etanol absoluto frio para la precipitacion del ADN y la centrifugacion a 12000 rpm
para llevar al fondo el ADN. El pellet o pastilla se solubilizo en buffer Tris-EDTA estéril pH 8.
Extraccion de ADN de sangre . Se siguio el método descrito en los manuales de Perkin-Elmer,
variando la purificacion al final con fenol-cloroformo y alcohol isoamilico (24:1) y con etanol
absoluto frio. Una vez obtenido y purificado el ADN se solubilizo en buffer Tris-EDTA estéril pH
8§ a temperatura superior a 45° por 3 horas y en ocasiones a temperatura ambiente toda la noche..
Cuantificacion de ADN. Las muestras con el ADN solubilizadas en buffer Tris-EDTA se
sometieron a un corrimiento electroforético en geles de agarosa ( BRL grado electroforésis) al
0.8% en buffer TAE 1X, de acuerdo con los protocolos descritos en los manuales de Perkin-Elmer
y Lifecodes en geles largos de 12.5 x 20 ¢cm (4.5 volts/cm) durante 1 hora en buffer TAE 1X. Las
muestras fueron corridas junto a controles de ADN de 1, 5, 10 y 15 ng/ul.. Los geles se tifieron
con bromuro de etidio ( 1pl/ml) por 15 minutos. Una vez reveladas las bandas de ADN se
cuantificd al espectro UV con los controles conocidos que se corrieron bajo las mismas
condiciones. Adicionalmente se hicieron lecturas con el espectrofotémetro para corroborar el
rendimiento o las cantidades de ADN obtenidas.

Amplificacion de ADN.  La amplificacion del ADN genomico se reahizo con los Kits de
amplificacion forense HLA-DQa Amplification and Typing Kit, Polvmarker y DIS80. Se
emplearon para la seric de amplificaciones termocicladores 4500 ( Perkin-Elmer). De acuerdo con
los manuales del fabricante se usaron cantidades de 1 a 10 ng de ADN gendmico para llevar a cabo

la reaccion de amplificacion, se incluyeron controles positivos y negativos para la reaccién en cada
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uno de los analisis. La reaccion consistio de 32 ciclos de amplificacion para ambos sistemas
genéticos, HLA-DQa y Polymarker y para todas las muestras, considerando las temperaturas de
a)desnaturalizacién a 90° por 30 segundos, b)temperatura de alineacion a 60” por 30 segundos y
¢)temperatura de extension a 72° durante 30 segundos, después de los 32 ciclos de amplificacion se
programé un Gltimo ciclo de extensién por 10 minutos a 72°. El producto de amplificacién para
cada una de las muestras se verifico con un corrimiento de las muestras amplificadas en geles de
agarosa al 4% en buffer TAE 1X (agarosa para separacion de productos de PCR), corrimiento
durante 1 hora y tefiido con bromuro de etidio (1pl/ml), valorando al espectro ultravioleta y
comparacidn con controles positivos y negativos de amplificacion.

Para el sistema DI1S80 la reaccion de amplificacion consté de 29 ciclos . en cada ciclo se
consideraron las etapas de a)desnaturalizacion a 94" por 60" segundos, b) etapa de alincacion a 635
por 60 segundos y ¢) ctapa de extension a 72° por 60 segundos. Después de finalizados los 29

ciclos, se programé un tltimo ciclo de extensién a 72° por 10 minutos.( APENDICE )

Obtencién de alelos y genotipos.  Para la tipificacion de la region DQAL v los 5 marcadores del
sistema polymarker se empled la téenica con Sondas Especificas de Oligonucledtidos (SSOP)
fijadas en membranas de nylon complementarias de las secuencias amplificadas. En éstas sondas
inmovilizadas se detectaron los alelos de acuerdo al color desarrollado en las diferentes sondas
(probe) contenidas en las tiras, identificandose de acuerdo al color desarrollado la presencia de los
alelos 1.1, 1.2, 1.3, 2, 3, 4 ¢ interpretando la combinacién de éstos alelos en genotipos del locus
HLA-DQuo .Para el sistema polymarker de acuerdo al desarrollo de color se identificaron 2 alelos
(A y B) para el marcador LDLR, 2 alelos para GYPA (A y B), 3 alelos para el marcador HBGG (A,
B, C), 2 alelos para el marcador D7S8 ( A, B ) y 3 alelos para GC ( A, B, C ) (FIGURA 2,
APENDICE).

Para interpretar las tiras fue necesario examinar los puntos denominados “C” y “S” en las
membranas de nylon aquellos puntos que aparecieron mas oscuros o iguales a “C” y “S" fueron
considerados como positivos y los puntos mas claros no se interpretaron. De acuerdo con el
desarrollo de color, cuando sélo se presentd un punto, se consideraron como genolipos
homocigotos y heterocigotos cuando aparecieron 2 puntos en alelos diferentes. Fueron excluidos
del estudio las tiras que no desarrollaron color en los puntos “C” y “S"”, sucediendo lo mismo

cuando se presentaron mas de dos alelos en las tiras de nylon. Las temperaturas y tiempos de
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Fig. 2. La lectura de las sondas del sistema HLADQ ALFA, examinan en primer término ¢l punto “C" ¢l cual
es un patron de amplificacion detectando todos los alelos de este sistema.  La interpretacion adecuada
depende de la presencia de este punto y es comparado con la intensidad que indica la presencia de los todos
los alelos. Los puntos que indican la hibnidacion de los alelos correspondientes en cada zona se describen de
la siguiente forma

El punto 1 es positivo en la presencia de losalelos 1.1, 1.2 y 1.3

El punto 2 es positivo en la presencia solo del alelo 2.

El punto 3 es positivo en la presencia solo del alelo 3.

] punto 4 es positivo en la presencia de los alelos 4.1, 4.2 y 4.3,
Se diferencian los siguientes subtipos:

EL 1.1 es positivo en la presencia del subtipo 1.1.

El 1.3 es positivo en la presencia del alelo 1.3

Los subtipos 1.2, 1.3 y 4 son positivos en la presencia de los alelos 1.2, 1.3 y los subtipos del alelo 4.

Cuando se marcan todos los alelos menos el 1.3 indica la presencia de los alelos excepto el subtipo

1.3, esta sonda es necesaria para diferenciar el genotipo 1.2,1.2 del genotipo 1.2,1.3,

En la figura 2 se pueden observar los genotipos de este sistema genético. en el cual se muestran los genotipos
3.3, 124, 3.3 y 3.4 respectivamente



FIGURA 2A - Para interpretar las pruebas del sistema genético Polymarker s¢ examina en primer término ¢l
punto "S™ y luego cada locus por separado. El estandar “S" es idéntico en secuencia al control “C" del sistema
HLA. El punto “S8" se distingue por ser el mas ligero en cuanto a coloracion de los puntos que definen los
alelos de cada locus. Se recomienda que una prueba de ADN en donde no esta visible el punto “S™ no sea
interpretada y amplificar nuevamente.
Los puntos del sistema genético Polymarker corresponden a los siguientes alelos:

El punto “A" para cada locus es positivo en presencia del alelo “A”.

El punto “B" para cada locus es positivo en presencia del alelo “B™ .

El punto “C" para cada locus es positivo en presencia del alelo “C" .
Para los marcadores LDLR, GYPA y D788 es posible identificar los genotipos AA, BB y AB
Para los marcadores HBGG y GC es posible identificar los genotipos AA, BB, CC, AB, AC y BC.



lavado de las sondas para la tipificacion de los sistemas HLA-DQa y Polymarker fueron
controladas conforme a las especificaciones del fabricante.

Para determinar los alelos del sistema D1S80, se procedié a comrerlos los productos de
amplificacién en un gel vertical de poliacrilamida (4%) alternados con un marcador (bandas de
VNTR conocido como ladder) cada dos pozos, dispensando en cada pozo del gel 8 pl de muestra
de ADN amplificado. El corrimiento se efectud en una camara de electroforésis vertical durante 1
V4 horas a 300 volts hasta haber recorrido las % partes del gel. Una vez finalizado el corrimiento, el
gc-l se tfid con bromuro de etidio (1pl/ml) en un agitador orbital durante 10 minutos y enjuagado
con agua corriente. El gel se visualizé con luz Ultravioleta y se determinaron los alelos por
comparacion con el marcador (ladder). Los alelos se presentaron en forma de bandas las cuales
cuando se presentaron en doble nimero fueron considerados como genotipos heterocigotos y

cuando so6lo se presento una sola banda se considero genotipo homocigoto. (FIGURA 3)

1IT) Andlisis estadistico.

La frecuencia de grupo secretor de antigenos del sistema ABO y las frecuencias de alelos y
genotipos de los sistemas HLA-DQc, Polymarker y D1S80 se calcularon de acuerdo con el método
deserito por Guizar-Vazquez (1994) y Rodriguez N (1995), tomando en cuenta el nimero de alelos
y genotipos observados en la poblacion muestreada. Se aplico una prueba de X (@ 0.05 n-1 g.l)
convencional para el total de la poblacion y para cada uno de los sistemas genéticos.

De acuerdo con la division de zonas geogrificas establecidas en el muestreo de campo, se
compararon estas zonas para tratar de probar si las subpoblaciones incluidas en cada zona son
homogéneas respecto a las frecuencias alélicas y genotipicas, por tal motivo se aplic para los
sitemas HLA-DQa y Polymarker una prueba de X' de doble entrada r x ¢ (r= zonas de estudio y
c= alelos), comparando solo 4 zonas de estudio: Noroeste, Noreste, Suroeste y Sureste de acuerdo
con el nimero de individuos muestreados. Se hicieron las comparaciones tanto de alelos como de
genotipos observados. Se aplico el analisis de varianza de Kruskall-Wallis para determinar
diferencias entre los grupos poblacionales divididos en la segunda fase del muestreo. Se
compararon los individuos de Ecatepec, Centro, G.A.M., Tlalpan, Nezahualcoyotl, Tlalnepantla,
Iztapalapa y Xochimilco, considerando los alelos y genotipos del sistema HLA-DQao y Polymarker.

El andlisis de vanianza se aplico de acuerdo a las formulas descritas en Sohkal y Rholf (1992) y Zar
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Figura 3.- En la figura se aprecia el corrimiento electroforético en el gel de poliacrilamida de los productos de
amplificacion del sistema D1SB0. La interpretacion de las muestras a comparar se hace mediante la
visualizacién de estas con un patrén alélico (ladder) de bandas con un peso molecular conocido, este patrén
presenta 29 bandas y son interpretadas a partir del alelo marcado como mimero 14, cuyo peso molecular es
menor que el alelo 41, alelo al principio del corrimiento, el cual presenta un peso molecular mayor. Los
productos inespecificos o dimeros, no son interpretados, ya que estos no se encuentran dentro del rango de
interpretacion del ladder. De acuerdo con los patrones, en la figura se identificaron los genotipos 18,25 25,30
y 24,30.



J. (1984) para comparacion de mas de 5 grupos. en donde la varianza representada por / se obtiene

mediante la siguiente formula:
H= [12/Nt (N1+1)] / [ER® IN,; ]- 3(Nt+1)

En donde Nt= niimero de observaciones totales de los alelos y genotipos; ER= sumatoria de los
rangos asociados a cada valor observado de ulelos y genotipos y N 3 = numero de alelos y

genotipos observados por grupo humano.

Se aphco el valor corregido de / con la siguiente formula
HIFC
donde FC= I- No. EMPATES/ Nt' -Nt
Empates quedan definidos por el nimero de repeticiones observados en los rangos v elevados al
cubo: Nt= niimero de observaciones totales de alelos y genotipos.
Se aphieo de forma adicional, el mismo andlisis de vananza considerando solo 3 grupos humanos.
En los anahisis de Kruskal-Wallis, en donde se rechazo la hipotesis de homogeneidad, se aplico, ¢l
andhsis de vananza para verfificar cual o cuales grupos de estudio presentaron diferencias,
aplicando el analisis de comparacion mutiple, analizando la diferencia de medias entre los grupos
dividida entre su error estandar, de acuerdo con la formula descrita en Dunn (1964) de la siguiente
forma:
Q= Rg-RA/SE
En donde R indica el valor medio de los rangos obtemidos de los genotipos de cada grupo
poblaciones y el valor de SE (error estandar) se obtuvo dela siguiente forma:
SE= S$°/2(1/na+1/nb)
Fin donde S es 1gual al error estindar de varianza y na y nb es la media de los grupos comparados.
De 1gual forma se obtuvieron las frecuencias alélicas del locus HLA-DQa, los loci del sistema
Polymarker vy el locus DIS80 de poblaciones europeas y caucasicas de Norteaménca y se
compararon cada una con la poblacion estudiada en la Zona Metropolitana, se aplico la prueba de
X de doble entrada (rxc)con la finahdad de observar si se presentaban diferencias de la

poblacion de Mexico respecto a los marcadores tipificados en las poblaciones extranjeras.



Se obtuvieron otros parametros estadisticos utiles en aplicaciones forenses . Se obtuvo el grado de

heterocigotos por alelos y genotipos, definidos por la siguiente formula

h=2n( 1-£x i )/ (2n-1)

donde n= nimero total de individuos muestreados y x;= frecuencias alélicas

De la misma manera se obtuvo el poder de discriminacion ( PD ) definido como la probabilidad de
que dos individuos al azar posean diferentes genotipos para los marcadores genéticos aplicados en
la poblacion. El poder de discriminacion PD, en la poblacion del Valle de México se obtuvo por la
siguiente formula: .

PD=1-ZP?
Donde X P, ? s la sumatoria de los cuadrados de las frecuencias relativas de los alelos o genctipos
encontrados.

Reahzadas todas las pruchas estadisticas , se procedio a analizar los datos.



RESULTADOS

Se tipificaron un total de 444 individuos, a cada una de los sujetos se les aphico una encuesta en la
que aportaron sus datos generales, asi como datos del lugar de ongen de sus padres, abuelos y
bisabuelos. De los 444 mdividuos tipificados solo 344 contestaron completa o parcialmente la
encuesta. Los datos sobre el lugar de origen de los bisabuelos no se contabilizaron, debido a que la
gran mayoria no aporto este dato.

De 444 encuestados 343 proporcionaron datos sobre su lugar de nacimiento. Un gran porcentaje
dio el lugar de origen de sus padres, no siendo asi para sus abuelos, aunque la diferencia entre estos
dos no fue muy sigmificativa.

El lugar de nacimiento de los padres y abuelos, en su gran mayoria, solo fue proporcionado a mvel
de enudad federativa, debido a que los sujetos encuestados no recordaban los datos completos o
simplemente lo desconocian (Tabla 1)

Como se observa en las 27 entidades federativas, el Distnto Federal (D. F.) v cinco paises
extranjeros fueron los lugares de nacimiento de los encuestados y/o sus famihares. Los Estados de
los cuales no se obtuvo mformacion fueron Aguascalientes, Baja Cahforma Sur, Colima y
Durango.

El D. T, fue el lugar con mayor porcentaje de nacimientos, tanto para los encuestados comao para
padres v abuelos, seguido por el Estado de Meéxico en el que se observo que el 8.16% de los
encuestados nacieron en esta entidad.

En ¢l caso de los encuestados cuyo origen es el Estado de Mexico, se pudo apreciar que el origen
de los abuelos son los estados de Hidalgo y Michoacan.

De 1gual forma de los resultados de las encuestas se desprende que las famihas de algunos de los
encuestados, todos sus integrantes nacieron en ¢l DF., seguidos de Oaxaca, Estado de México,
Ihidalgo y Puebla, siendo un 22.74% del total de los encuestados. (Tabla 2).

Como se pudo observar en las encuestas y citarse en la tabla 1, los datos sobre migracion de los
encuestados, asi como de su padres y abuelos se corrobora que los  Estado con mayor flujo
migratorio son Michoacan, Hidalgo, Estado de México, Puebla, Guanajuato, Guerrero, Oaxaca y
Veracruz, entre otros. Algunos abuelos su origen corresponde a los siputentes paises: China,

Espana. Estados Umidos, Francia y Cuba.
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Tabla | -Porceniaje de individuos nacidos en el Distrito Federal y en interior de la Repiblica. Se marca el origen de sus padres
madres y abuelos en ambas lineas

Abuelos Paternos Abuelos Matemos

Estado Encuestado % | Madres % Padres% Abuclas % W’ Abuelas % W
B.F 80.5 47.96 46 26.8 26.8 2802 28.86
Edo de Méx. 816 6.897 9.52 10 9.2 11.28 9.35
Hidalgo 0.58 5.643 54 10.5 104 817 8537
Michoacan 627 635 11.7 10 817 935
Oaxaca 0.87 3762 6.03 7 1.6 6.226 6.504
Puebla 087 5.956 6.03 7.78 6.4 7.393 6.504
Veracruz 204 4 389 k%Y in 36 3.502 31.659
Guanajuato 2194 18 6.61 64 5.837 5.285
Guadalajara 0.627 0.32 1.95 1:2 0.778 2846
Zacatecas 1.254 063 0.39 0.8 0.778 1.22
Chihuahua 0.58 0.313 0.63 0.39 04 1.167 0407
Campeche 0.29 0.313 0.39 0778 0.407
Sn. Luts P .58 1.567 1.59 1.95 1.6 2135 2,033
Guemero 1.75 4.389 4.76 584 6 6615 6.504
(hnntana Roo .29 0313 0,389
Muorelos 0.87 2194 0.63 039 1.6 3113 1.22
MNayart (.29
MNaxcala 0.29 1.881 032 117 0.4 1.556 2033
Monterrey 0.29 0.313 04
Coahuila 0.29 0.313 .39 0.778 1.22
Queretaro 0.29 0.94 1.9 1.95 24 0.389 0813
Chiapas 0.29 1.567 0.95 078 1.6 1.550 1.626
BCN 0.29
Sinaloa 058 0627 0.39
Yucatan 0.63 04 1.167
Tamauhpas (.95 0.349 08
Sonors 0.313 04
Tabasco 0.32 04
China 0.4
Fspania 04 HEAR]
U 04
Francia 0.407
Cuba 0.407
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Tabla 2.- En la tabla se muestra el porcentaje.correspondiente a cada una de las entidades federativas, cuyas familias
completas, incluyendo al propio encuestado nacieron nacieron en ese sitio. Aqui es importante mencionar que el Distrito
Federal ocupa el primer lugar en éste rubro, seguido de los estados con un alto indice de personas migrantes.

Entidad Fedcrativa %
D.F. 9.32
EDO. MEX 2.04
HIDALGO 1.74
MICHOACAN 0.58
OAXACA 233
PUEBLA 1.74
VERACRUZ 0.58
GUANAJUATO 0.58
ZACATECAS 029
SiL.P: 0.87
GUERRERO 2.4
MORELOS 0.29
CHIAPAS 0.29
SISTEMA ABO.

En los resultados que se presentan puede observarse la frecuencia de los fenotipos del sistema
ABO de 398 individuos de la poblacion muestreada en el Valle de México; de los 444 individuos
muestreados 46 de ellos fueron descartados en virtud de no contar con la tipificacion directa de
grupo sanguineo, Como puede verse en la grafica 1 el grupo sanguineo 0 se presenta con mayor
frecuencia en la pobalcion estudiada (0.7110), comparada con las frecuencias en diferentes
poblaciones de la Republica mexicana se corrobora que ¢l fenotipo 0 es el mas comun,
comportandose los fenotipos A, B y AB de la misma forma a las observadas en otras poblaciones.
Estos resultados indican que las frecuencias de los grupos sanguineos del sistema ABO son
representativos de la poblacion mestiza de la poblacion del Valle de México.

En la tabla 3 se presentan los datos de proporcion de contribucion de genes ancestrales de los tres
grupos raciales que poblaron México: negroides, indigenas mexicanos y blancos europeos (Lisker,

1986). Al respecto los grupos indigenas han aportado en mayor porporcion los genes ancestrales
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GRAFICA 1.-FRECUENCIAS DE LOS FENOTIPOS DEL SISTEMA ABO OBSERVADOS EN UNA MUESTRA POBLACIONAL DEL
VALLE DE MEXICO.

yil



“0"”, careciendo de los genes A y B, estos ultimos aportados tanto por grupos negroides como

caucasoides.

Tabla 3. Proporcién en que han contribuido los genes ancestrales de los tres grupos que poblaron México. De igual
Jforma en la parte de abajo de la tabla se pr datos obtenid.
Contribucion de proporcidn de genes en poblacion mexicana.

Negros Indios Blancos
0.693 1.00 0.630  (Tomado de Lisker
0.157 0.00 0.304  ctal 1986)

B 0.150 0.00 0.066

De acuerdo al modelo trihibrido sc reportan en la Ciudad de México, las frecuencias fenotipicas observadas por 2

autores, en la parte de abajo se incluyen los datos observados en la poblacion analizada en el Valle de México.

GRUPO SANGUINEO B GRUPO SANGUINEO 0 GRUPO SANGUINEQ A
Modelo Cd. de Méx. | 0.029 0.40 0.56 **
trihibrido Cd. de Méx. | 0.025 0.60 Q37 s
en México. Valle Méx | 0.014 0.70 0.27

*** Datos tomados de Lisker et al 1986, Lisker et al 1996,** Tiburcio et al 1978

La proporcion de los genes ABO varia hacia las costas, sobre todo en la costa Este de la Repiblica
en donde se incrementa la contribucion de los genes de grupos negroides.(Lisker et al 1986)

Acerca de la determinacion del estado secretor de antigenos ABO en los fluidos de la poblacion
estudiada, los criterios para determinar el grupo sanguineo en saliva se basaron en la aglutinacion
observada de las muestras problema conteniendo los eritrocitos del grupo sanguinco ABO; se
considero ¢l grupo sanguineo en las muestras en donde se inhibio esta aglutinacion, siendo el

resultado del grupo sanguineo como se puede apreciar en la tabla 4.

Tabla 4. Estado secretor de antigenos del sistema ABO en la poblacion del Valle de México.

Status Sceretor Frecuencia
Sccretores 0.97
No Secretores 0.024
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Esta técnica de adsorcion -inhibicion ha sido ampliamente usada en el érea forense en la
identificacion de grupos sanguineos en fluidos biolégicos (saliva, semen, secrecion vaginal, leche,
etc.) y las complicaciones en las determinaciones sélo se han presentado cuando las muestras se
encuentran contaminadas o cuando no contiene cantidad suficiente para determinarla. Para el
muestreo de la poblacién estudiada se contd con cantidad suficiente para realizar mas de dos

determinaciones.

Los resultados obtenidos nos indican que de los 398 individuos muestreados 391 presentan el gen
Se el cual ejerce una funcidn secretora de los antigenos ABH y siete indivuduos no tiene funcién
secretora de estos antigenos. Las frecuencias de individuos secretores y los no seccretores de
sustancias de antigenos ABH de la poblacion del Valle de México son 0.97 y 0.024
respectivamente (tabla 4)

Los resultados aqui presentados fueron cotejados con las determinaciones de grupo sanguineo
efectuados durante el muestreo de campo y las pruebas en las que hubo indeterminacion en la
aglutinacion y por lo tanto en su tipificacion, al igual que los individuos que se negaron a la

tipificacion directa fueron excluidos del estudio.

SISTEMA HLA-DQu.

De los 444 individuos distribuidos en las 16 delegaciones politicas y los municipios descritos del
Estado de México, sélo se analizaron 426 muestras para el locus HLA-DQaq., ésto en virtud de que
no fueron incluidos resultados en cuya hibridacion se identificaron mas de dos alelos. En la tabla 5
se muestran las frecuencias genotipicas de éste locus en la poblacion estudiada. De acuerdo con
los resultados se pudo establecer la presencia de los 6 alelos HLA-DQq. posibles de identificar con
¢ste sistema genético, siendo mas frecuentes en la poblacion los alelos 4 y 3 con una frecuencia de

0.43 y 0.30 respectivamente (grafica no. 2)
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FRECUENCIA

GRAFICA 2.-FRECUENCIA DE LOS ALELOS HLADQ ALFA EN UNA MUESTRA POBLACIONAL DEL VALLE DE MEXICO
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Tabla 5. Frecuencias observadas de los genotipos HLADQ-o (DQAI), identificados en una muestra de la poblacion del

Valle de México.. Se puede notar la ausencia del genotipo 1.3,1.3.

Genotipo Frecuencia Genotipo Frecuencia Genotipo Frecuencia
1111 0.016 1.2,1.3 0.004 1.3,4 0.025
1.1,1.2 0.009 1.2.2 0.004 22 0.007
1.1,1.3 0.002 1.23 0.046 23 0.037
1.1,2 0.009 1.24 0.089 24 0.044
113 0.056 33 0.084
114 0.077 112 : 34 0.269
1.2,1.2 0.004 1.3,3 0.021 44 0.183

La combinacion (segregacion) de los 6 alelos HLA-DQuo da como resultado la presencia de 21
genotipos. Acorde a la metodologia empleada, se pudo observar que de los 21 genotipos posibles
de identificar, sélo se pudieron observar 20 genotipos del locus HLA-DQa en la poblacion
estudiada, no observandose la presencia del genotipo 1.3,1.3.

En el grafico 3 puede observarse la distribucion y comportamiento de los genotipos del locus
HLA-DQa, siendo los genotipos mis frecuentes en la poblacion los siguientes: 3,4 con una
frecuencia de 0.269, el genotipo 4,4 con una frecuencia de 0.183, el genotipo 1.2,4 con una
frecuencia de 0.089, genotipo 3,3 con una frecuencia de 0.084, el genotipo 1.1,4 con frecuencia de
0.077, el genotipo 1.1,3 con una frecuencia de 0.056 y en orden decreciente el resto de los
genotipos con frecuencias menores de 0.05 (distribuidos en las 16 delegaciones politicas del D. F. y
8 municipios del Estado de México). De la misma manera se puede observar la ausencia del
genotipo 1.3,1.3.

El analisis de los valores esperados y observados de los genotipos HLA-DQa de la poblacion
estudiada no mostraron una diferencia significativa, basada en la prueba X (19.84) contra el valor
critico de tablas X°a=0.05, 20 g. I.=31.41, indicando en principio que la poblacién no se desvia de
acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg para este locus.

El valor de heterocigotos determinado por h=2n( I-E,t,-',}/(Zu- 1), para el locus HLA-DQa en los 426
individuos muestreados es de h=0.70.

El poder de diseriminacion “PD", esto es la probabilidad de que dos individuos al azar de una
poblacion determinada tengan diferentes genotipos, el valor del poder de discriminacion fue PD=

0.86.
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Los valores de PD y h fueron comparados con los mismos valores observados en poblaciones

europeas y caucasicas de Estados Umdos (tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de los valores de homocigocidad y heterocigocidad obsevados en el locus HLADQ-o en la
poblacion del Valle de México. Se pueden observar los valores de estos mismos estadisticos en diferentes poblaciones
mundiales.

Poblacion n PD Rango de Homocigocidad h

Alemanes 159 0.81 0.19 0.80
Daneses 112 0.92 0.19 0.78
Austriacos 157 0.94 0.18 0.81
Britanicos 402 0.93 012 0.81
Italianos 103 0.91 0.17 0.78
Caucasicos/E. U. 826 0.94 0.21 0.81
Australianos 170 0.93 0.18 0.582
Valle de México 426 0.86 0.29 0.70

Al comparar las cuatro zonas geograficas en las cuales fue dividida la zona general de estudio,esto
es, ¢l Distrito Federal y los municipios del Estado de México, se aplico la prueba de X
considerando muestras independientes a las zona Noreste, Sureste, Noroeste y Suroeste, del Valle
de México donde r = poblaciones estudiadas y c¢= alelos y genotipos observados, se obtuvo una
tabla de contingencia de r x ¢; el valor obtenido de X=65.49 , no mostro diferencia significativa
en la comparacion de las poblaciones, de acuerdo con el del valor critico de tablas ( 67.50 p 0.05,
50 g.1.). Esta prueba también nos indico que las muestras pertenecientes a los individuos de las
cuatro poblaciones comparadas no se desviaron del equilibrio Hardy-Weinberg para este locus,
mostrando una homogeneidad aparente en las frecuencias alélicas y genotipicas en las cuatro
poblaciones. En la grafica 4 se aprecia la comparacion de los alelos observados en cada zona
geografica.

De la subdivision hecha durante el analisis de datos, se compararon 8 grupos poblacionales
elegidos del D. F. y Estado de México. El valor de H corregido del analisis de varianza de
Kruskall-Wallis de los alelos (H=0.25) y genotipos (H=5.40) del locus HLA-DQa no mostré una
diferencia significativa respecto al valor critico de Ha0.05, 7 g. 1. =14.067. no rechazando la

hipdtesis de homogeneidad entre los grupos.
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GRAFICA 4.- COMPARACION GRAFICA DE LOS ALELOS OBSERVADOS EN EL LOCUS HLA-DQ alfa EN LOS GRUPOS
GENERALES EN QUE FUE DIVIDIDA LA MUESTRA POBLACIONAL DEL VALLE DE MEXICO.
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Al comparar tan solo tres grupos poblacionales, los valores corregidos de H no rechazaron los
supuestos de homogeneidad entre los grupos, ain cuando el valor de H=10.31 de los genotipos de
los grupos del Centro, Tlalpan y Xochimilco, se encontro en el limite de rechazo de la hipdtesis de
homogeneidad intergrupal, del valor critico de Ha0.05, 2 gl= 10.597. Con éstos valores se
establece que los 8 grupos poblacionales del D.F. y Estado de México no presentan gran variacion
en el locus HLA-DQa, no existiendo diferencias intergrupales. Sin embargo es importante sefialar
que en el grupo del Centro, atin cuando su nimero fue muy reducido, no fue posible identificar la
presencia del alelo 1.3 y por ende no se observaron los genotipos asociados a este alelo como son
los genotipos 1.2, 1.3; 1.3, 1.3; 1.3, 2; 1.3, 3 y 1.3, 4. Las frecuencias de los alelos restantes en
todos los grupos estudiados se comportan en proporcién, de una manera similar a la distribucion

observada en la poblacion general.

Las frecuencias alélicas de la poblacién de Tabasco (Gorodezky, 1990) fueron comparadas con los
datos observados en las poblaciones de las cuatro zonas del Valle de México. De acuerdo al valor
de X' =120.39, denota una difrencia notable entre la poblacion de Tabasco y las poblaciones en

las que fue dividida el Valle México.

Las frecuencias alélicas de la poblacion total del Valle de México fueron comparadas con las
frecuencias alélicas y genotipicas observadas en diferentes poblaciones (tabla 7). Estas
compraciones muestran una notable diferencia en las frecuencias alélicas de los paises europeos y
grupos caucasoides de Estados Unidos respecto a la poblacion del Valle de México. (grifico 5 ).
Sin embargo entre los grupos europeos asi como los grupos caucasicos americanos presentan una
gran similaridad respecto a este locus. Al respecto es de importancia sefialar que las frecuencias
presentadas en los grupos tanto europeos y caucasicos de Estados Unidos son representativas de
poblaciones totales en las cuales no se considera la distribucion y el origen de las poblaciones.

La comparacion de las frecuencias alélicas HLA-DQa entre la poblacion del Valle de México y de
otros paises, son analizadas en la tabla 8, notandose diferencias en las frecuencias de estos alelos

entre las poblaciones mundiales.
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TABLA 7. Valor obtenido de las pruebas de x° al analizar los alelos HLADQ-a identificados en la poblacién del Valle
de México y comparados con diferentes grupos poblacionales del d

Poblacién X

México/Alemania 52.86
México/Filandia 29.32
México/Daneses 63.19
México/G. B 157.49
México/Caucasicos E. U. 86.15
México/Austria 69.78
México/Barcelona 154.72

X 0.01;5g.1=15.19

*** Valores tomados de Ambach et al 1996, Huguet et al 1993,

Tabla 8. Valores reportados de las frecuencias de los alelos HLADQ-a en diferentes poblaciones. Se incluyen los valores
observados en la poblacion del Valle de México.. Puede observarse que los grupos de Alaska, presentan frecuencias
muy similares de algunos alelos observados en la poblacion del Valle de México.

[ Poblacion Allelos HLADQ alfa 1 n
1.1 1.2 1.3 2 3 4

Alemancs 0.1541 0.2296 0.0920 0.1085 0.1352 0.3082 159
Daneses 0.1740 02010 00670  0.0580  0.1740 0.3260 157
Barcclona Esp. 0.1432 01657 0.0983  0.1235  0.1235 0.3455 356
Inupiaq 0.1470  0.0490 0.0150  0.0150  0.3380 0.4860

Yupik 0.0300 00090  0.0000 0.0000 0.3830 0.5780
Caucasicos/E.U. 0.1378 0.1975 0.0837 0.1095 0.1000 0.2702 826
Austriacos 0.1706 0.1529 0.0765 0.2059  0.1235 0.2706 170
Filandeses 0.2070 0.1980 0.0960 0.1120  0.1210 0.2700 112
Afroamericanos 0.1170 03140  0.0550  0.0970  0.0790 0.3380 145
Britanicos 0.1390 0.1890 0.0520 0.1420 0.2090 0.2690 402
Italianos 01845 02087  0.0631 01602  0.0437 0.3398 113
Caucasicos 0.1220 01760  0.0410  0.1180  0.2160 0.3280 148
Hispanos se 0.1810 0.1540 0.0800 01600 0.1910 0.2340 94
Hispanos so 01410 01350 00310 00940 02290 0.3700 96
Valle de México 0.0938  0.0821  0.0293 00575  0.3000 0.4366 444

*** Valores tomados de Ambach et al 1996, Budowle et al 1995, Huguet et al 1993
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SISTEMA POLYMARKER.

Los resultados en el sistema Polymarker fueron obtenidos por la hibridacion de los productos
amplificados con los 5 marcadores genéticos: Receptores de Lipoproteinas de Baja Densidad
(LDLR) presentando los alelos A y B e identificando 3 genotipos; Glicoforina "A” presentando los
alelos A y B e identificando 3 genotipos; Hemoglobina Gammaglobinas presentando los alelos A,
By C e identificandose 5 genotipos; D7S8 presentando los alelos A y B e identificando 3 genotipos
y por dltimo el marcador GC con 3 alelos, A, B y C y observando la presencia de 6 genotipos.

Con éstos 5 marcadores independientes de éste sistema de prueba, se identifican 12 alelos y 21
genotipos, de los cuales fueron plenamente 1dentificados en una poblacion de 422 residentes de la
poblacion del Valle de México, 12 alelos pero solo se observaron 20 genotipos, no pudiendose

observar el genotipo CC del marcador HBGG. (Tabla 9, Graficas6y 7)

Tabla 9. Frecuencia de los genotipos observados de los marcadores LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC, del sistema
POLYMARKER en la poblacion del Valle de México.. No se observa el genotipo CC del marcador HBGG

Genotipo Frecuencia Genotipo Frecuencia Genotipo Frecuencia
LDLR-AA 0.292 HBGG-AB 0.442 D7S8-BB 0.144
LDLR-AB 0.497 HBGG-BB 0.423 GC-AA 0.040
LDLR-BB 0212 HBGG-AC 0.007 GC-AB 0.120
GYPA-AA 0.436 HBGG-BC 0.013 GC-BB 0.090
GYPA-AB 0.449 HBGG-CC 0.000 GC-AC 0.200
GYPA-BB 0.116 D7S8-AA 0.384 GC-BC 0.300
HBGG-AA 0.116 D758-AB 0471 GC-CC 0.250

Como puede verse para el marcador genético LDLR los alelos A y B se observan con frecuencias
muy similares, no obstante para los marcadores GYPA y D788 la frecuencia del alelo A es mayor
(= 0.6) que el alelo B (< 0.4). Respecto al marcador genético HBGG, la frecuencia mayor es
observada para el alelo B ( 0.64 ) y el alelo C apenas llega a presentar una frecuencia de 0.01. El
genotipo HBGG-CC no fue observado en la poblacion estudiada y el alelo C se identificéd asociado
a los alelos A y B. Para el marcador genético GC se puede visualizar una mayor variabilidad, pues
los tres alelos se observan en frecuencias superiores a 0.2. (Graficas 6y 7)

Al observar la distribucion de los 20 genotipos 1dentificados con los 5 marcadores en la poblacién

del Valle de México se puede notar que la aparicion de genotipos heterocigotos fue mayor a la
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GRAFICA 6. DISTRIBUCION DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS DE LOS CINCO MARCADORES DEL SISTEMA POLYMARKER
EN LA POBLACION DEL VALLE DE MEXICO.
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UNA MUESTRA POBLACIONAL DEL VALLE DE MEXICO.
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observada en los homocigotos. En el caso de los marcadores GYPA y D7S8 los heterocigotos AB
observados fueron aproximadamente igual a los homocigotos AA (grafica 6). Con relacién al
marcador HBGG los genotipos AB y BB son observados con una frecuencia superior al 0.4; los
genotipos AC y BC los cuales estin asociados al alelo C, se observaron con una frecuencia muy
baja, 0.007 y 0.013 respectivamente; como se ha mencionado el genotipo CC no se identificé. Del
marcador GC se pudieron identificar los 6 genotipos cuyas frecuencias oscilan entre 0.04 para GC-
AA que es la frecuencia mas baja, hasta 0.3 que es la frecuencia que presenta el genotipo GC-BC.
(Tabla 9)

Al realizar la prueba de X a cada uno de los marcadores gendticos en la poblacion general y
comparado con los valores criticos de X oipos g.l. se observo que éstos se mantienen en equilibrio
de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg, ¢sto es, la hipotesis de homogenidad en la poblacion no

fue rechazada. (tabla 10)

Tabla 10. Valores obtenidos de la prueba de X° en los marcadores LDLR, GYPA, HBGG, D758 v GC, del sistema
POLYMARKER, en la poblacion del Valle de México.

Marcador X" Poblacion General X oggs 8l
LDLR 1.61 5.99 a5 2 gl
GYPA 291 5.99 g5 2 g1l
HBGG 7.12 11.07 aggs 5 gl
D7s8 0.03 5.99 052 gl

GC 712 11.07 o5 5 8.1

El valor de heterocigotos determinado por h=2n(]-§:x,2)f‘(2n-1), para cada uno de los loci del
sistema polymarker en los 422 individuos se muestra en la tabla 11.

El poder de discriminacién “PD”, esto es la probabilidad de que dos individuos al azar de una
poblacién dada tengan diferentes genotipos se calculo usando la formula PD=1-3"-,--p’, el valor
de la PD para los loci estudiados puede apreciarse en la tabla 12.

Los valores de PD y h fueron comparados con los mismos valores observados en poblaciones
europeas y caucasicas de Estados Unidos (tabla 12).

Tabla 11. Valores de Poder de Discriminacion, Rango de Homocigocidad y Homecigoeidad obtenidos de los marcadores
LDLR, GYPA, HBGG, D7SS y GC del sistema POLYMARKER, en una muestra de la poblaciin del Valle de México
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Marcador PD Rango de Homocigocidad h

LDLR 0.6235 0.50 0.49
GYPA 0.5956 0.53 0.44
HBGG 0.6126 0.53 0.46
D788 0.6095 0.52 0.47
GC 0.7834 0.37 0.62

Tabla 12, Comparacién de los valores de Poder de discriminacion determinado en distintas poblaciones en los
marcadores geneticos del sistema POLYMARKER. Se incluyen los valores observados en la poblacion del Valle de

México.
POLYMARKER
Poblacion LDLR GYPA HBGG D7S8 GC
Poder de Discriminacion (PD)
Hisp Suroeste 0.491 0.45] 0.508 0.432 0.612
Hisp. Suresie 0.485 0.498 0.517 0.484 0.623
Cucasicos 0.495 0.486 0.504 0.473 0.578
Afroamericanos 0.347 0.499 0.610 0.474 (.533
Coimbra 0.620 0.621 0.649 0.620 0.765
Espafia 0.621 0.625 0.613 0.619 0.752
Galicia 0614 0.625 0.631 0.21 0.764
Valle de México 0.623 0.595 0.612 0.609 0.783

**4 Datos tomados de Budowle et al 1995, Rodriguez-Calvo et al 1996

Al hacer las comparaciones de las 4 zonas de estudio en las que fue dividida la poblacion del Valle
de México, considerando muestras poblacionales independientes, las zonas Noroeste, Noreste,
Suroeste y Sureste, los valores observados de X para cada uno de los marcadores genéticos
independientes, no mostraron diferencias significativas entre las poblaciones (Tabla 13). En el
grifico 8 se observa la distribucion alélica de éstos marcadores en las cuatro zonas geograficas del
Valle de México. En los resultados de la tabla 13 nos indican que la poblacion se encuentra en
equilibrio de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg, por lo que no se rechaza la hipétesis de

homogenidad entre las poblaciones analizadas
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Tabla 13. Valores obtenidos de la prueba de X de los genolipos de los marcadores del sistema POLYMARKER, en las
cuatro poblaciones en que fue dividida la poblacion del Valle de México.

Poblacion POLYMARKER

Valle de México LDLR GYPA HBGG D788 GC
X % x X X

NE, NO, SE, 50, C* 6.52 3.76 14.568 2.68 23.02

x’=12.592; p0.05, x*=12.592; p0.05, x'=24.966; p0.05, x'=12.592; p0.05, x’=24.966; p0.05,
6gl 6gl 15g. 1. 6gl 15g.1

NOTA (*) Los simbolos representan las ubicaciones Noreste, Noroeste, Sureste, Suroeste y Centro.

De la subdivision hecha durante el anilisis de datos, se compararon 7 grupos poblacionales del
D.F. y del Estado de México. El valor corregido de H del analisis de varianza de Kruskall-Wallis
de los genotipos observados (h= 16.658 ) en el sistema de prueba, mostré una diferencia
significativa del valor critico de H= 14.067 oy 05 7 g1, y atin con un mvel de significancia de o g5
7g.l= 16.013, se rechaza el supuesto de homogenidad entre los genotipos de los grupos

comparados, estableciendo diferencias entre éstos para éstos sistemas de prueba.

Aqui se puede hacer mencion que los genotipos HBGG-BC y HBGG-AC sélo se observaron en los
grupos de Tlalpan, Xochimilco y Gustavo A. Madero determinandose en éste ultimo grupo, el
genotipo HBGG-AC. Asi mismo el genotipo GC-AA no fue observado en éstos mismos grupos. El
genotipo GC-BB tampoco se identificé en el grupo del Centro.

Si bien el primer anilisis de varianza aplicado en éste sistema de prueba puso de manifiesto
diferencias entre los 7 grupos humanos comparados, el anélisis de comparacién multiple, nos
indicé diferencias entre las medias de éstos grupos. Despues de aplicar la prueba de Kruskall-
Wallis, el procedimiento de Dunn (1964), para observar en que grupos se presentaban diferencias
en las medias de los grupos, los datos arrojaron los siguientes resultados:

De las comparaciones del grupo de_Tlalpan con los grupos restantes, se comprobd que no existen
diferencias entre Tlalpan y Xochimilco, Tlalpan y GAM asi como Tlalpan e Iztapalapa, mostrando
diferencias Tlalpan con los grupos del Centro, Ecatepec y Nezahualcoyotl.

De las comparaciones del grupo del Centro no exhibié diferencia con el grupo de GAM, si
mostrandose éstas con los grupos de Xochimilco, Ecatepec, Nezahualcoyotl e Iztapalapa

De las comparaciones del grupo de Xochimilco, no se observaron diferencias con los grupos de

Tlalpan y GAM. si mostrandolas con los grupos del Centro, Ecatepec, Nezahualcoyotl e Iztapalapa.
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De las comparaciones del grupo de Ecatepec. soélo con ¢l grupo de Nezahualecovotl no se
observaron diferencias. sin embargo si se observan con los grupos restantes,

De las comparaciones del grupo de Gustavo A. Madero s se observaron diterencias con los
grupos de Ecatepec. Nezahualcoyotl ¢ lztapalaps. no mostrandose ¢stas con los grupos de
Xochimilco. Tlalpan v del Centro

De las comparaciones del grupo de Nezahualcoyotl, no se observaron diferencias con el grupo de
Lcatepec s1 observandose ésta con los grupos restantes.

De la comparacion del grupo de Iztapalapa. solo con ¢l grupo de Tlalpan no mostro diferencias.

observindose éstas con los grupos restantes. (Tabla 14 v fig. 4)

Tabla 14, Comparaein de medies de fos subgropos analizades on G pebdaewim del Valle de Mexeoo Se analizaron fos

genonposde lus marcadores LOLR, GYPA HBGG DTS v GO presentes on cadia i de los gripos poblacionates

Comparacion Error Estandar Q=Ry-R/SE [ Observactones

Tlal/Centro 12:24 RAIUR] i3k Se rechare Hipotesis de Homogenetdad
Tlal/Xochimulco 2,075 1.79% LAY o se rechass Hipotesss de Homogeneidad
Tlal/Ecatepec 12.075 7.883 BRI S rechuen Hipotesis de Homogenewdad
TlalGAM 12,075 0,279 RIRE No se rechuza Fhpotesis de Homogeneidud
Thal/Neza 12,0075 10438 AR Se rechuza Hipotesis de Homogenendud
Flal/Frapalapa 12,0375 95493 3038 Serechaze Hipotesis de Homogenewdad
Cro’Xochimlco 12.24 1,298 203 o se rechass Hhipotesis de Homogenedad
Cro/Ecatepee 12.24 4716 A3N S¢ rechasa Hipotesis de Homogenerdad
Clo/GAM 1224 2817 3R Sose rechaza Hhipotesis de Homogenedad
Cro/Nesa 12.24 | 103N Se rechass Hipotesis de Homogeneidad
Croflztapalapa 12,24 12,71 RNERH Se rechara Hipotesis de Homogencidad
Nochi/ Ecatepec 12075 62 LN RS s rechasa Hipotesis de Homogeneidad
Nochi' GAM 12.075 1:523 REIR Nose rechazu Hipotesis de Homogeneidad
Nochi/Nesu 12075 540 RIS Se rechaza Hipotesis de Homogenerdad
Noch/ Erapalapa 12,075 F1.300 LHTRE S Se rechaza Hipotesis de Homogeneidad
LEeatepec/GAM 12,073 7.0k AN Se rechiaza Hipotesis de Homopencidad
Featepec/Nesa 12.075 255 RETRES Nose rechaza Hipotesis de Homogenerdad
Eeatepec/laap 12,075 17479 ENIRS Se rechasa Hipotesis de Homogeneidad
GAM/Neza 12075 10,158 RETRH Se rechasy Hipotesis de Homuogenendad
GAMIzapalapa 12.075 987 LIRS Serechass Hipotesis de Homogenendad
Neswd | stapalapa 12.075 20031 RNIRES Serechaya Hipoteses de Homogeneidid

Regla de decrsion: 1=y cuando Q= R-R JSEINE de medias) < Qo T el

L
Fad



XOCHIMILCO GAM

LALPAN |

- ECATEPEC
IZTAPALAPA ; |

‘CENTRO NEZA .

Figura 4. Keprosentacron gradica de le imeraccin de dos genetipos dol sevtema POLYMARKER vhservada

CHONTCTO 2y

aparenn

R

pectencerentes af Valle de Méxen. Lay

[}

rras dhiaconalos esquematizan Lo omovenendod

s urnpas e cepresenfatives de cado Sena e aonerdo o los genonpos abservados en

cxte ststema de prueha



Una vez analizadas las diferencias entre los grupos gque componen una parte del Valle de México.
se procedio a anahizar una porcion de ¢sta con poblaciones extranjeras. aplicando la prueba de X
entre la poblacion del Valle de México con las poblaciones de Espana. Hispanos del Sureste.
Suroeste. Caucasicos v Afroamencanos de Estados Umdos. Los resultados se presentan en la tabla

15.

Tabla 15, Comparaeton de lox valores obtenidos de los marcadores LDLR, GYPA, HBGG, D788 v GO en la poblacion
del Valle de México (VM) con poblaciones mundiale.

Poblaciones LDLR GYPA HBGG D758 GC
X7 A X" A X"
VM Afroamencanos 55.77 19.62 124,62 0678 96.01
VM Caucasicos 10.27 408 1130 0073 15.07
VM/Hisp. surcste 7.03 12.00 883 103 7.96
VM/Hisp. Suroeste 1.63 400 §.37* 1.89 722
VM Espaia 8059 13,81 164949 1.59 6. 30
v 5900, el 500y cel T o, <55l 990,08l TT07 opged 0l

4N G A 2]

*** Los valores de poblaciones mundiales fueron tomados de Rodeignez-Calve et ol 1996, Budowle ot af 1993

De ¢stos resultados se desprende lo siguiente:

Para el marcador LDLR se rechaza la hipotesis de homogemdad entre Zona Metropolitana con las
poblaciones de Afroamernicanos, Caucasicos, Hispanos del Sureste v la poblacion espanola. Para la
poblacion del Valle de México y los hispanos del Suroeste. no se observaron diferencias,
aceptandose la lipotesis de poblaciones homogeneas.

PPara el marcador GYPA, se rechaza la hipotesis de homogenidad entre las poblaciones del Valle de
México v Afroamericanos, Hispanos del Sureste y poblacion espanola.

Los valores de \™ obtenidos en las poblaciones con Caucdsicos ¢ hispanos del Suroeste de los
Estados Umidos. no rechazan la hipotesis de homogemdad. encontrandose que éstas poblaciones
para éste marcador. no son distintas a las observadas en la poblacion del Valle de México.

Para el marcador HBGG. las poblaciones Afroamencanas. Caucdsicas v poblacion espanola.
mucestran diferencias. sin embargo la hipotesis de homogemdad no pudo rechazarse con las
poblaciones de Thspanos del Sureste vy Suroeste de Estados Umidos respecto a la poblacion del

Valle de Méxean,



En cuanto al marcador D7S8 ninguno de los valores obtemdos de A fueron rechazados.
aceptandose la hipotesis de homogenidad en todas las poblaciones comparadas para éste marcador.
En ¢l marcador GC nuevamente se¢ rechazo la hipotesis de homogemidad con las poblaciones de
Afroamericanos, Caucéasicos y espafoles. Los valores obtenidos de la prueba de A oen las
poblaciones del Sureste y Suroeste de Estados Unidos. no rechazaron la hipotesis de Homogenidad.
considerandose homogéneas con la poblacion del Valle de México.

La comparacion de las frecuencias de los alelos de los marcadores de la poblacion estudiada del
Valle de México v la observada en otros paises. son analizadas en la tabla 16, notandosc
diferencias en las frecuencias establecidas anteriormente (los grupos de Inupiaq v Yupik no fueron

considerdos para la prueba de ).

Tabls 16, Comparaeion de las frecuencias de fos alelos de los mareadores LR, GYPAHIBGEL DTS v GO del sistema
POLYMARKER, de distmtas poblaciones mundiales. Se imcluven los valores obtemdos de la poblacion del Valle de

Meéxice
Alelos Valle Inupiagg  Yupik Afroamer. Caucasicos  Thsp SE Hisp. SO Gaher Espafia Commbra
Mexico a
LDLR-AA OAMIE L5520 06le 0224 0453 0413 0363 0399 0439 0d3d
LLDLR-BB [ 04480 0384 0776 UAdT 383 143k 601 a6l AT
GYPA-AA 06398 07920 0,629 0479 11384 332 0656 0483 0808 0559
GYPa-Bi (IR 02080 L.371 321 a6 (L4068 0.344 (L5317 4u2 nddi
HBGG-AA 03388 007700 0156 0507 0470 04260 0.344 0519 0477 04
HBGG-BI 1hhdyl (L8230 0844 0197 0324 [IE 060w 0399 03y (304
HBGG-CO oolls 00000 a0un 0297 0T 0027 047 00 o 0noly
1IT7S5-AA 6149 05680 (0L.558 6l naols {1585 (LORD 1.559 05376 a7l
D7Ss-BB 038500 04320 0442 (1386 113R5 s 0318 0441 0424 (1 ]
GO-AA G978 02810 0299 0103 0257 [} oy i 0n.271 0270 0277 1333
Ge-BR 02973 02810 0326 0.707 ni7z N.323 N.208 W75 135 0147
G- 05047 043800 0373 0w AT 0500 (15321 0349 05868 0300

22 [hgros tomdos de Rodvigoez-Calvo et ol 1996, Ambeacl ¢t ol 1996, Seholl ot af 1996
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SISTEMA D1S80

Para la determinacién de las bandas de amplificacién del locus D1S80, se aplico la técnica de
electroforésis en gel de poliacrilamida (PAGE), con la finalidad de visualizar los alelos con mayor
nitidez. La designacién de los alelos se hizo por comparacién de las muestras con un control
conocido como ladder el cual presenta un patron de 27 alelos conocidos. De acuerdo al desarrollo
de la electroforésis, hubo ocasiones en que se apreciaron bandas adicionales a los productos de
amplificacién (bandas inespecificas ocasionadas por formacién de dimeros de los iniciadores o
productos heterogéneos), los cuales fueron de baja nitidez y un peso molecular mas alto que el de
los fragmentos amplificados del locus, ésto es, se observaron fuera del rango de corrimiento del
patrén o ladder.(Figura 3)

El proceso de amplificacion se vié inhibido cuando no se manejé una concentracion adecuada de
ADN, observandose éste fendomeno como una banda al principio de la zona de aplicacion del gel,
cuando la cantidad supero los rangos indicados, o en ocasiones no se observaron bandas, cuando la
cantidad de ADN fue menor que la requerida para la amplificacion.

Con éste sistema de prueba se han reportado 29 alelos en diversos estudios poblacionales,
identificandose en muy baja- frecuencia el alelo 14 y en pocas poblaciones. En el presente estudio
para la poblacién del Valle de México solo se reportan los genotipos de 160 individuos en los
cuales se pudieron identificar 19 de los 29 alelos posibles para éste sistema de prueba,

representativos de toda la poblacion estudiada ( grafica 9)

De la tipificacion hecha se desprende que los alelos mas frecuentes en el locus DI1SE0 de la
poblacion del Valle de México son los siguientes alelos: 18, 24 y 30, siendo los menos frecuentes
los alelos: 19, 34 y 35, y por otro lado los alelos 14, 36, 37, 38 ,39, 40, 41 y mayor de 41 no fueron

observados en la poblacion estudiada del Valle de México.

En teoria las combinaciones de éstos 19 alelos observados darian un total de 190 genotipos: 171
heterocigotos y 19 homocigotos. Sin embargo en los 160 individuos tipificados en la poblacion del
Valle de México, se observaron 49 genotipos, de los cuales 39 genotipos son heterocigotos y 10
genotipos son homocigotos. (Tabla 17). De éstos los genotipos mas frecuentes en la poblacion

estudiada son los siguientes: 18,18, 18,24 y 24,24,
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Tabla 17. Frecuencias observadas de los genotipos del locus D1S80 en la poblacion del Valle de México.

Genotipos Frecuencia n=160 Genolipos Frecuencia n=160
16,16 0.006 24,24 0.620
16,18 0.025 24,25 0.032
16,28 0.006 2426 0.006
17,17 0.006 24.27 0.012
18,18 0.168 24,28 0.025
18,20 0.018 24,29 0.018
18,21 0.006 24,30 0.037
18,23 0.006 2431 0.025
18,24 0.137 24,32 0.012
18,25 0.025 24,35 0.006
18,27 0.012 25,25 0.012
18,28 0.012 25,28 0.006
18,29 0.006 25,30 0.019
18,30 0.056 253 0.025
18,31 0.025 26,26 0.012
18,32 0.012 26,30 0.012
19,29 0.006 28,29 0.012
21,24 0.012 28,30 0.012
21,31 0.000 28,31 0.006
2224 0.025 28,34 0.006
22,28 0.006 29,29 0.006
22,31 0.006 29,31 0.006
23,23 0.006 30,30 0.006
23,29 0.006 30,34 0.006

31,31 0.006

Para el andlisis del sistema D1S80 s6lo se aplicod el estadistico de X', en este marcador no se
compararon poblaciones debido al nimero reducido de muestras tipificadas, los analisis de
varianza se han dejado de lado programandolo para posteriores estudios. Sin embargo, si se pudo
establecer las frecuencias alélicas y genotipicas observadas en la poblacién estudiada. El valor
obtenido de X° (16.38) vs X* p 0.05 18 g.1.(28.87 ) nos indica que la poblacion del Valle de México

se encuentra en equilibrio genético, de acuerdo a la ley Hardy-Weinberg.
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Aun cuando no se realizaron comparaciones entre grupos representativos del Valle de México, si es
pertinente mencionar que de los alelos identificados en éste sistema de prueba en ésta poblacion, la
aparicion de algunos de ellos se limito a ciertas regiones, a manera de ejemplo el alelo 26 se
identificd en la zona Norte del Valle de México, aclarando que éstas cifras no las hace
representativa para una zona en particular ya que ¢l nimero reducido de individuos y la falta de un
analisis apropiado son una limitante para aseverar esta conclusion.

El Poder de Discriminacion (PD) obtenido para este locus en la poblacion del Valle de México es

de PD=0.80 y el valor obtenido de heterocigotos (h) es h=0.80.

Se aplico la prueba de X comparando la poblacion del Valle de México con poblaciones
Onentales, Hispanos del Sureste, Suroeste de Estados Unidos, Daneses asi como un grupo
poblacional de Brasil. Los valores obtemdos de X nos indicaron que la poblacién estudiada en el
Valle de México para el marcador DISBO, presenta diferencias con todas las poblaciones

comparadas .(Tabla 18).

Tabla 18. Comparacion de los valores obtenidos en el marcador D1S80 en la poblacion del Valle de México contra

diversas poblaciones mundiales.

Poblaciones DI1S80
Valor de X* Valor eritico de X~
México/poblacién Oriental 121.44 X*= p0.05;24 ¢ 1.
México/Hispanos del Suroeste 102.34 X'= p0.05;25¢g 1.
México/Hispnos del Sureste 123.41 X*= p0.05; 25 gl
México/Brasil (Blancos) 7490 X'= p0.05, 21 g. L.
México/Daneses 86.23 X= p.05: 21 g L

*** Datos tomados de Budowle et al 1996
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DISCUSION .

GRUPO SANGUINEO Y ESTADO SECRETOR.

El analisis de los datos observados en la poblacion del Valle de México, acerca de las frecuencias
de grupos sanguineos del sistema ABO, muestra que el grupo sanguineo 0 es el mas representativo
de la poblacion estudiada (78%), concordando con los datos previos obtenidos en este sistema para
la ciudad de México (Lisker 1986). Sin embargo difieren de los datos obtenidos por Tiburcio et al.
(1978) en los cuales el grupo sanguineo A es el que se presenta con mayor frecuencia.

De acuerdo a los datos obtenidos en el Valle de México y tomando como referencia la tabla 5 en
donde se marca la proporcién de contribucion de genes ancestrales ABO, el grupo indigena presenta
una mayor contribucion a la poblacién mexicana del gen 0, con esto se explicaria la frecuencia ten
clevada del fenotipo 0 en la poblacion mexicana.

Como se reporto en las tablas 1 y 2 acerca de los individuos analizados en la poblacion del Valle de
Meéxico, el porcentaje de individuos que nacieron en el Distrito federal, asi como sus padres, es
muy elevado, y los individuos nacidos en alguna entidad federativa, es muy bajo, ¢stas entidades
federativas son las mismas que han presentado la mayor tasa de migrantes hacia el D.F., y que en
su mayoria, ain cuando no se presentan los datos obtenidos, pertenecen a un nivel socioecondémico
de vida media.

Teniendo en cuenta que la poblacion del Valle de México cuenta con aproximadamente 20
millones de habitantes y que esta poblacion esta socialmente estratificada, se puede pensar que los
estudios efectuados por Tiburcio et al. (1978) fueron dingidos hacia un sector representativo del
grupo racial caucasoide, poblacion no representativa de la media poblacional de la Ciudad de
Meéxico.

Con los antecedentes descritos se pueden reafirmar dos cosas: en principio se reafirma lo propuesto
por Lisker et al. (1985) acerca de las caracleristicas del probable sector en donde fué dirigido el
analisis de grupo sanguineo, el cual pertenece a un nimero privilegiado de individuos de un sector
economicamente alto, en cuyo sector se pueden encontrar ancestros caucasicos, y por otro lado de
acuerdo a Lisker et al. (1996) los resultados obtenidos indican que las frecuencias de los grupos
sanguineos en el sistema ABO identificados en el Valle de México: A (17%). B (9%), O (71%) y

AB (1.7%) son representativos de la poblacion mestiza del Valle de México
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Respecto al analisis de antigenos ABO presentes en saliva (fluido bioldgico), se pudo determinar
que en esta fuente de analisis fué posible establecer el estado secretor de antigenos ABO en la
poblacion del Valle de México. Asi se observo que ¢l 97.6 % de los individuos analizados son
secretores de estos antigenos en sus fluidos corporales, y el 2.4% no son secretores de éstas
sustancias

Estos mismos datos significan que aproximadamente el 98% de la poblacién estudiada presenta el
gen Se, ya sea en su forma de genotipo SeSe o Sese, el cual ejerce una funcion secretora de los
antigenos en los fluidos, y el 2% de la poblacidn, presenta el gen se solo en la forma del genotipo
sese, ¢l cual no ejerce funcion secretora.

Alin cuando son pocos los datos acerca del estado secretor reportado en las poblaciones mundiales,
los estudios piloto en anahsis forense demuestran que la fuente para determinar el estado secretor
es muy variado y en casi ¢l 100% de las muestras analizadas, se presenta el estado secretor (gen
Se).(Garg 1983)

Asi tenemos que la determinacion hecha en el Valle de México acerca del estado secretor de
antigenos ABO en fluidos (97.8% secretores), no varia con las determinaciones hechas en el

Distrito Federal (98% secretores) y con algunas poblaciones extranjeras (100% secretores) (Garg
1983)

SISTEMA GENETICO HLA-DQo.

De acuerdo con la nomenclatura adoptada por la OMS y el Comite de Nomenclatura del HLA,
(Bodmer et al 1990), el locus HLA-DQa se debe denominar HLA-DQI, y por tanto la
nomenclatura de los alelos, sigue las mismas bases establecidas por el Comité. Sin embargo por
razones de simplicidad y entendimiento, los alelos manejados en el presente estudio, solo se
describen de acuerdo con las denominaciones alélicas sugeridas por Helmuth et al (1990).

Como sc observo en los datos de la distribucion y comportamiento de los alelos y genotipos HLA-
DQuo: los alelos més frecuentes en la poblacion estudiada del Valle de México son los alelos 3 y 4,
y por lo tanto se observo en mayor nimero los genotipos 3, 4 (0.26), 4, 4 (0.18), 3,3 (0.084) v la
combinacion de estos con los alelos menos frecuentes como son el genotipo 1.2, 4, (0.089), 1.1. 4

(0.077) y el 1.1, 3 (0.056). Como ya se indico el genotipo 1.3, 1.3 no pudo ser detectado en la
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poblacién del Valle de México, ain asi el repertorio que presenta esta poblacién en el HLA-DQa
es muy variado pues se identificaron todos los alelos y un total de 20 genotipos.

Como se menciond en el apartado de resultados, el valor de heterocigotos & observado en la
poblacion fue de h=0.70 y el valor del poder de discriminacion fue de PD=0.86, estos valores
demuestran la diversidad alélica que presenta la poblacién para este sistema.

En cuanto a la variabilidad genética observada en algunos grupos poblacionales, ésta se ve
incrementada de acuerdo al valor de heterocigotos obtenida en la poblacidn, cuanto mds alto es un
valor de h mas variacién alélica se presenta en un marcador ( Ambach et al 1996, Nakamura et al
1987).

El andlisis de comparacién de alelos y genotipos nos indica que la poblacién se encuentra en
equilibrio genético de acuerdo a la ley de Hardy Weinberg, existiendo variacion poco significativa
en este locus para la poblacion en general.

Para las divisiones poblacionales en las que fue fraccionada la poblacion (Noreste, Sureste,
Noroeste y Suroeste) y se compararon como grupos independientes, se observé que no hubo
variacion en alelos y genotipos observandose una homogeneidad poblacional para este locus. De
aqui se desprenden dos consideraciones, por un lado las poblaciones se encuentran en equilibrio
genético y la mas importante de clias, que la poblaciéon del Valle de México no puede ser
considerada como un conjunto de poblaciones geneticamente diferentes de acuerdo a los analisis de
comparacion y de varianza efectuado en este sistema genético. Estas aseveraciones estan
fundamentadas en los andlisis de varianza efectuados en este locus comparando ocho subgrupos
-(Tlalpan, Iztapalapa, Centro, Xochimilco, GAM, Nezahualcoyotl, Ecatepec y Tlalnepantla) en los
cuales no fue rechazada las hipotesis de homogeneidad y por lo tanto no se aplico un estadistico
que nos reportara diferencias entre estos subgrupos.

A pesar del gran flujo migratorio por parte de individuos de las entidades federativas del pais hacia
el Valle de México (Flores 1980) y el fenomeno que esto representaria en el grado de mezcla
génica, aunado a la diferenciacién sociecondémica que existe en una poblacién cosmopolita como lo
es el Valle de México, estas diferencias geneticas no son detectables con el marcador genético
HLADQq, de acuerdo al valor obtenido de Hetrocigocidad, reafirmando que los grupos que
conforman el Valle de México son considerados como una sola poblacién en su sentido genético.

Si bien no son detectables las diferencias genéticas para el locus HLADQa en la poblaciéon que

conforma el Valle de México, si pudieron ser observadas al compararse la poblacion del estado de
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Tabasco (Erlich et al 1989) con la poblacion del Valle de México. Cabe aclarar que la composicién
genética de la poblacién de Tabasco presenta una gran influencia de grupos negroides (Lisker et al
1996), sin olvidar el predominio de la informacion genética indigena; estas caracteristicas propias
de los Estados cercanos a las costas asi como Estados mineros en la época colonial, son las que
repercuten en las variaciones genéticas de las poblaciones.

De esta forma surge la necesidad de tipificar el locus HLADQaq para cada uno de las poblaciones
que conforman los estados de la Republica Mexicana, con la finalidad de caracterizar a las
poblaciones y marcar las diferencias en el HLA-DQa.

Ya que se pudicron detectar diferencias entre la poblacion del Valle de México y la de Tabasco, es
muy probable que se presenten diferencias y similitudes en el locus HLADQu entre los diferentes
grupos poblacionales del pais. Este comportamiento en las diferencias de las frecuencias son
analizados en estc locus en poblaciones mundiales.

De esta manera en el andlisis de los resultados se pudo identificar la presencia de los seis alelos
HLADQa en la poblacion del Valle de México, encontrandose con mayor frecuencia los alelos 3 y
4.

Los trabajos mundiales en diferentes poblaciones nos reportan que los alelos 3 y 4 se encuentra
presentes en todas ellas y las frecuencias de estos mismos varian notablemente entre grupos que
aparentemente no se encuentran emparentados racialmente. Al respecto las frecuencias del alelo 4
observadas en las poblaciones de Yupik (0.578) e Inupiaq (0.486) en Alaska son mayores a las
frecuencias observadas en este mismo alelo en los grupos caucasicos europeos (0.328) y
americanos de Estados Unidos (0.27). También puede observarse que la frecuencia del alelo 4
observada en la poblacion del Valle de México (0.436) es mayor a la observada en los grupos
caucasicos y muy similar a las observadas en los grupos Afroamericanos(0.338) y a los Yupik
(0.578) e Inupiaq (0.486) de Alaska.

En cuanto al alelo 3 se pudo observar que también estd presente en todas las poblaciones
detectandose un comportamiento similar al observado con el alelo 4. La frecuencia observada en el
alelo 3 (0.30) en el Valle de México, es muy similar a las frecuencias observadas en los grupos de
Alaska (0.33 y 0.38 respectivamente) y por el contrario contrasta con las bajas frecuencias de este
mismo alelo en poblaciones caucasicas (0.1) y negroides (0.07). Es importante sefialar que atn en
los Hispanos del Suroeste de los Estados Unidos, el alelo 3 se presenta en una frecuencia de 0.229,

siendo menor a la observada en la poblacion del Valle de México, pudiendose especular que la
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poblacién Hispana en Estados Unidos tiene un gran porcentaje de poblacién mexicana que podria
ser la que representa en su mayoria la frecuencia de este alelo en este grupo poblacional, sin
considerar la presencia de diversos grupos latinos emigrados hacia ese pais.

Para los alelos 1.1, 1.2, 1.3 y 2, los cuales fueron determinados en la poblacién del Valle de
México con frecuencia menor del 0.01, se puede observar que presentan semejanzas en las
frecuencias observadas en otras poblaciones mundiales, al respecto las frecuencias observadas en el
alelo 2, mayor del 0.01 en grupos caucasicos contrastan con la frecuencia de 0.05 detectada en el
Valle de México y es muy similar con la frecuencia de 0.05 de este alelo en la poblaciéon Danesa (
Thymann et al 1993)

El mismo comportamiento se pudo observar para el alelo 1.1 y 1.2 en los cuales se obsc-va una
mayor semejanza de sus frecucncias con la peblacion del Valle de México y los grupos de Alaska .
En la pcblacion del Valle de México e! alelo 1.3 se observo con una frecuencia del 0.02,
proporcion muy baja comparada con grupos Britanicos (0.052), Finlandeses (0.096) y ain con
Hispanos del Sureste de Estados Unidos (0.080). Aqui es importante sefialar que la frecuencia del
alelo 1.3 no fue identificado en la poblacion de Yupik, en el grupo de Inupiaq la frecuencia de este
alelo solo alcanza el 0.015. La frecuencia de presencia tan baja de este alc.o nos podria explicar la
ausencia del genotipo 1.3, 1.3 en algunas poblaciones mundiales, fenémeno que se observa en la
poblacion del Valle de México.

Los estudios realizados en grupos poblacionales espafioles reportan diferencias alélicas y
genotipicas entre los diversos grupos de ese pais y ain con ofras poblaciones extranjeras
(Rodriguez-Calvo 1996). No debemos olvidar que la poblacion espariola estuvo bajo el dominio de
los moros (arabes) por mas de 4 siglos , aunado a este fendmeno también los conflictos presentes
en ese pais “aislaron™ a algunos grupos poblacionales, estos factores evidentemente influyeron en
el comportamiento genético poblacional.

Los datos tomados de Rodriguez et al (1996), representativos de la poblacién espafola, no
especifican qué porcentaje de individuos corresponden a cada region, en particular de este pais
europeo, asimismo no se indica el origen de los ancestros de la poblacion analizada como se realizo
en la poblacion del Valle de México

Recordemos que la migracion de la poblacion espariola hacia América fue en su mayoria de la
region de Andalucia, poblacion que no ha sido estudiada genéticamente. Cabria esperar que al

realizar un analisis de comparacién del HLA-DQa de esta poblacion con la poblaciéon mexicana las
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diferencias podrian ser menores o no presentarse diferencia alguna. Al observarse las diferencias
en las frecuencias del HLA-DQua de las poblacién espafiola y del Valle de México, estas no estdn
cercanamente emparentadas para este locus.

En cuanto a la breve comparacion de las frecuencias observadas en el locus HLA-DQao de los
grupos de Alaska, con respecto a las del Valle de México se puede notar alin cuando no se realizo
un analisis estadistico de homogeneidad que las frecuencias observadas en los alelos que
conforman este locus son muy similares entre si, no variando notablemente las frecuencias
observadas en los alelos de este locus en estas poblaciones.

Tomando en cuenta este andlisis, es pertinente destacar que es necesario realizar pruebas de
comparacion entre poblaciones orientales con las poblaciones de Alaska y del Valle de México,
incluyendo a diferentes grupos poblacionales, con el fin de establecer si existe un parentesco con

grupos mongoloides.

SISTEMA POLYMARKER.
El sistema POLYMARKER consta de cinco marcadores genéticos en los cuales es posible
identificar 12 alelos y 21 genotipos. En la poblacion del Valle de México se identificaron los 12
alelos y solo 20 genotipos, y como se ha reiterado, no se detecto la presencia del genotipo HBGG-
CC.
En este sistema genético se pudieron observar ciertas variaciones desde la frecuencia de aparicion
de los alelos y genotipos en la poblacion en general, hasta las diferencias observadas entre grupos
poblacionales.
La presencia de estos 12 alelos distribuidos en la poblacidn nos marcan el alto polimorfismo que
presenta la poblacion cuando es anahizada con este sistema de prueba.
La posible divergencia de acuerdo a la ley Hardy-Weinberg no fue probada cuando se aplico el
estadistico de X7 al comparar las cuatro poblaciones en las que fue dividido el Valle de México,
con ésto se llega a una conclusién parcial respecto a la aparente homogenidad entre los cuatro
grupos poblacionales comparados. Sin embargo esta prueba no es muy qtil cuando el nimero de
poblaciones a comparar es mayor de 2, debido a la fuente de vanacion en el error asociado con la

prueba, el cual aumenta de manera exponencial cuando se aumenta el nimero de poblaciones (Zar

1984).
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Como el proposito inicial del presente trabajo se centré en la investigacién de las posibles
diferencias genéticas existentes en la poblacion del Valle de México, una de las pruebas apropiadas
para lograr tal propésito fue el analisis de varianza. Las divergencias genéticas en la poblacién del
Valle de México fueron probadas al realizar dicho anilisis de varianza de los genotipos observados
en los 7 grupos en los que fue dividido el Valle de México, encontrando diferencias muy marcadas
entre estos grupos al rechazar la prueba de varianza, una posible homogeneidad entre los grupos
poblacionales.

Aqui es importante mencionar que estas diferencias se encuentran marcadas entre casi todos los
grupos .

La diversidad genética dentro de una regién dada es consecuencia de la historia demogréfica de la
regién incluyendo los efectos de localizacién geogréfica, fluctuaciones en el niimero de pobladores
y estructura social. Algunos estudios han revelado que las poblaciones son genéticamente mas
similares a otras, ain cuando morfolégicamente no lo sean (Heidrich 1995, Chakraborty et al
1988).

En el caso de la poblacién de México se citan como antecedentes lo siguiente:

Es en el periodo Cardenista (1934-1940) cuya politica de recampesinizacion e impulso a la
industrializacién, promovieron la reconcentracion de tierra en minifundios y la migracion a las
ciudades debido a la baja productividad del campo.

Hacia la decada de los 60’s se registro un incremento considerable de la poblacién migrante. En
cuanto a la industrializacidn, ésta se concentré en algunos Estados de la Republica.

El D.F. y el Estado de México se vieron afectados por esta acelerada industrializacién, aunado a
este factor en el D. F. se concentra los principales centros de administracién gubernamental y
cultural, haciendolo mas atractivo como centro de concentracion urbana. Las principales oleadas de
migrantes estaban compuestas de gente campesina que llegaba a la ciudad en busca de mejoras
econdmicas, por lo cual se asentaron principalmente en los alrededores de las zonas industriales
(Flores 1980, )

Para el Estado de México las principales zonas industriales, asi como las mas densamente pobladas
a partir de los 60’s fueron Nezahualcoyotl, Tultitlan, Toluca, Naucalpan, Cuautitlan, Ecatepec,
entre otros, algunos de estos municipios cercanos al D. F. conforman lo que se ha denominado zona

conurbada y se considera dentro del Valle de México (Flores 1980).
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Lo anteriormente expuesto ha puesto de manifiesto que la poblacion del Valle de México esta
compuesta por un mosaico de individuos que han migrado de diferentes entidades federativas
estableciendose de acuerdo a sus posibilidades economica en diversos puntos acorde a sus
actividades. Esta distribucién condicionada por estos factores puede ser una fuente de vanacion
genética observada en los grupos analizados del Valle de México y explicaria en parte la diversidad
alélica que presenta la poblacién al menos son observables en la frecuencia de los marcadores del
sistema Polymarker.

Aun cuando estos datos podrian ser insuficientes para soportar las semejanzas y diferencias
genéticas entre los grupos estudiados, éstas pueden ser particularmente explicadas por medio de los
datos de migracién descritas en la literatura asi como los datos obtenidos a partir de las encuestas
aplicadas, como se muestra en las tablas 1 y 2.

Tomando en cuenta los datos de las encuestas se puede ver que la informacion genética de los
abuelos nacidos en D. F. solo representa el 27% de la posible informacion genética transmitida a
sus decendientes, la informacion genética de los abuelos de los encuestados que representa a los
estados del interior de la Republica es del 73% de acuerdo al lugar de origen.

El 80.5 % de los encuestados nacieron en el D. F., esto significa que el 19.5% son originarios del
interior de la Repiblica y que su informacion genética podria no corresponder a la informacion de
los sujetos autoctonos del D. F. Sin embargo el 80.5% de los individuos nacidos.en el Valle de
México no representan a la poblacion autoctona, debido a que sus padres (46%) nacieron en una
entidad diferente a la del Valle de México y de estos el 73% de los abuelos nacieron fuera del Valle
de México. Ademas la familia del 10% del total de los encuestados |, incluyendo padres y abuelos
en ambas lineas nacieron en el D. F. Estos correspondieron con cerca del 90% de la informacion
genética proveniente de ancestros nacidos en diferentes entidades federativas.”

Este breve andlisis refuerza la teoria de vaniabilidad genética presente en los grupos estudiados de
acuerdo a la dinamica demogrifica y migracion como lo expuesto por Chakraborty et al 1988 |
siendo tan solo algunas de las posibles explicaciones de las diferencias genotipicas encontradas en
la poblacién del Valle de México para este sistema genético.

Respecto a las diferencias encontradas en algunos loci, al comparar la poblacion del Valle de
México con poblaciones mundiales, se observd que gencticamente no existe diferencia entre los
hispanos de Suroeste de Estados Umdos y la poblacion del Valle de México, mismo fenomeno

detectado en ¢l marcador HLA-DQao en estas poblaciones.
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En cuanto a las poblaciones restantes, se observa que para el marcador GYPA no existe diferencia
de los grupos caucasicos con la poblacion del Valle de México; para los marcadores HBGG y GC
no existe diferencia con los hispanos del Suroeste. Para la poblacion espanola las diferencias estan
marcadas en cuatro de los marcadores siendo la excepcion el marcador D788, para el cual no existe
diferencia con ninguna de las poblaciones.

La homogenidad de la poblacion del Valle de México con ¢l resto de las poblaciones, para el
marcador D7S8, nos podria sugerir que se trata de un locus poco vanable en las poblaciones, el
cual probablemente ha sufrido pocos cambios, no alterando su frecuencia poblacional y pudiendose
considerar como un locus parental radiado a las poblaciones con muy poca variacién molecular,
esta se puede establecer a reserva de que posteriores estudios rechacen o confirmen lo anterior.

Al igual que los trabajos de distribucion de alelos HLA-DQ en poblaciones mundiales, los datos no
reflejan el origen de la poblacion estudiada, reflejandonse en datos parciales que subestiman una

estructura genetica poblaciones.

SISTEMA DIS80.
El anélisis de el marcador genético VNTR D1S80, en ¢l cual se pueden encontrar diferencias
genéticas mayores en una poblacion, al observarse un nimero mayor de alelos en este locus, nos
puede ofrecer un mayor polimorfismo en la poblacion del Valle de México, a diferencia de los
marcadores anteriores en donde el nimero de alelos es menor.
El estudio poblacional de este marcador en el Valle de México, representa las frecuencias alélicas
encontradas en 160 individuos tanto del D.F. como de algunos municipios del Estado de México.
En México existe un estudio previo con este sistema genético (Saavedra, 1996) en el cual se
analizaron 116 individuos de la zona metropolitana de la ciudad de México, aunque no se
especificd el lugar de origen de las muestras. En este estudio se encontraron 18 alelos y 47
genotipos, muy similar a los resultados obtenidos en el estudio del Valle de México, en el cual se
identificaron 19 alelos y 49 genotipos. En ambos estudios se encontré una frecuencia mayor de los
alelos 18 y 24, aunque en el presente estudio la frecuencia fue mayor. En cuanto al alelo 30 se
encontraron grandes discrepancias entre ambos estudios siendo su frecuencia mucho menor que en
el nuestro. El resto de los alelos se comportan de manera semejante en ambos estudios,
Es importante sefalar que el nimero de muestras obtenidas en ambas investigaciones fue muy

limitado y ain cuando en ambos se podria sefalar que se realizé un muestreo en una “misma zona
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geogrifica”, la discrepancia de los resultados puede deberse a la direccion del muestreo y la
representatividad de la poblacion, pues si bien los estudios de Saavedra (1996) reflejan la
frecuencia de estos alelos en la Zona Metropolitana, su disefio de muestreo se restringe en mayor
nimero a pobladores del D.F. en contraste con el presente estudio en el que se incluyen sujetos
residentes en el D.F., asi como en algunos municipios del Estado de México. Debido a ésto, las
frecuencias observadas por Saavedra (1996) podrian reflejar una distribucion alélica de este
marcador solo para el Distrito Federal, en el cual se concentran alelos representativos de este locus,
aumentando sus frecuencias. En el presente muestreo, aun cuando el numero muestral es reducido,
podria representar dicha distribucion alélica para la poblacion del Valle de México, en donde la
representatividad incluye individuos tanto del Distrito Federal como zonas aledanas, y en donde el
fenomeno de las bajas frecuencias observadas en alelos como el 24, sea producto de lo expuesto
anteriormente.

Al hacer las comparaciones de los alelos del locus D1S80 con poblaciones mundiales |, se observo
que, al menos para éste locus, no presentamos homogenidad genética con ninguna de las
poblaciones analizadas. Aqui cabe mencionar, que estos resultados difieren de los obtenidos por
Saavedra (1996), respecto a las diferencias y semejanzas que presenta su poblacion analizada, con
poblaciones mundiales. Las diferencias de las que hace mencioén, si concuerdan con los datos
obtenidos en el presente estudio aplicando la pruecba de comparacidn entre poblaciones, sin
embargo, no encontramos semejanza de la poblacion Oriental con la del Valle de México. Esta
puede deberse a la complejidad de éste sistema de prueba, aplicables a los alelos presentes en éste
locus.

Si bién todas las poblaciones analizadas exhiben uni frecuencia muy elevada de los alelos 18 y 30,
incluyendo la poblacion del Valle de México, esto puede indicarmos que éstos alelos, han
manifestado muy poca variacion, pudiendo catalogarse como alelos parentales. Sin embargo dicha
presuncion no puede ser totalmente afirmada, debido a la falta de elementos que puedan probar que
realmente se traten de alelos fijados en todas las poblaciones, incluyendo a las poblaciones antiguas
y contemporaneas. De igual manera las frecuencias de éstos alelos deben ser similares para todas
las poblaciones.

Esta falta de elementos, nos conduce a la necesidad de realizar estudios en diferentes grupos

humanos, en los que se pueda incluir datos que reflejen el flujo alélico que han expenimentado las

poblaciones.
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CONCLUSION
La similitud genética de los indivuduos estd definida por la combinacién de los marcadores
genéticos que un individuo hereda de sus progenitores. Estos marcadores, analizados a nivel de
variaciones en la secuencia de la molécula del ADN, han mostrado que la informacion genética de
la poblacién del Valle de México difiere de la poblacién espafiola, caucasica y afroamericana de
Estados Unidos cuando es analizada con diferentes marcadores polimorficos especificos para un
locus.
* Como se pudo constatar en el presente trabajo, los alelos del marcador genético HLA-DQg,
representativos de la poblacion estudiada en el Valle de México son el 3 y 4, siendo los genotipos
3.4 y 4,4 los mas representativos. No existe diferencia en la distribucion alélica, asi como en los 20
genotipos observados en la poblacion del Valle de México, considerandose una poblacion
homogenea Sin embargo, si se observaron diferencias significativas al comparar la poblacion del
Valle de México con algunas poblaciones mundiales. atin cuando fueron analizadas con pruebas
estadisticas convencionales, pero utiles para los fines del presente trabajo.
* Es de importancia vesaltar que la variacion genotipica de la poblacion del Valle de México, se
hizo notoria al comparar siete grupos en los que se dividié la poblacién muestreada, mediante el
empleo de un sistema con los marcadores genéticos LDLR, GYPA, HBGG, D7S8 y GC,
observindose una microdistribucién de éstos marcadores, los cuales diferencian algunos de éstos
grupos, por lo que la poblacion del Valle de México no puede ser considerada como una sola
unidad genética, pues presenta grandes variaciones en la distnibucion alélica y genotipica. Estas
variaciones estan ligadas por un lado al proceso de migracién hacia el Valle de México que se ha
experimentado y a los mismos procesos de colonizacion que ha experimentado ésta region
geografica en las dos dltimas décadas. Otro factor a considerar como fuente de variacion genética
es nuestro componente genético trihibrido el cual se puso de manifiesto con el arrivo de
poblaciones caucasicas y negroides, y cuyo mestizaje se hace presente en la mayoria de la
poblacién actual. Esto fue corroborado con las semejanzas y diferencias encontradas en los
marcadores LDLR, GYPA, HBGG, D788 y GC, entre la poblacion del Valle de México y algunas
poblaciones representativas de los grupos humanos caucasoides, negroides, mongoloides, asi como
mestizos hispanos.
* El empleo del marcador D1S80 en la poblacion del Valle de México, puso de manifiesto que los

alelos 18, 24 y 30 son los mas representativos, sin embargo la variacion alélica es mayor a la
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observada con los dos sistemas anteriores. La comparaciéon con otras poblaciones, pone de
manifiesto diferencias genéticas con poblaciones que estan emparentadas con los dos sistemas
anteriores.

* Los valores del Poder de Discriminacion obtenidos en estos marcadores, se incrementaron de
acuerdo al nimero de alelos presentes en los sistemas de prueba, observandose los siguientes
valores : D1S80 PD= 0.98, HLA-DQa PD= 0.86, LDLR PD=0.62, GYPA PD= 0.59, HBGG PD=
0.61, D7S8 PD= 0.60, GC PD= 0.78. Estos resultados son muy utiles en el caso de
individualizacion, lo cual es muy necesario dentro de los procesos judiciales y para exclusion de
paternidad.

*Se determina el porcentaje de individuos por secretores para la poblacion del Valle de México,
siendo el 97.8% de individuos portadores del gen Se, el cual ejerce funcion secretora.

*El empleo de los marcadores genéticos HLA-DQa, LDLR, GYPA, HBGG, D788, GC y D1S80,
sumados dan un mayor poder de discriminacion y pueden caracterizar mejor a una poblacion,
comparado con los sistemas genéticos tradicionales (grupos sanguineos, enzimaticos, etc.), debido
a la presencia de un mayor nimero de alelos y al polimorfismo que presentan estos loci en las

poblaciones humanas.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

Azul de Bromofenol. Disolver 0.1 g de azul de bromofenol en 23.7 ml de agua desionizada. Adicionar 1 ml de Tris-HCI (pH 8),
0-3 mlde EDTA 0.5 M y 25 ml de glicerol. Mezclar.

Bromuro de etidio. (0.5 mg/ml) . Disolver 50 mg de bromuro de etidio en 80 ml de agua ultrapura. Aforar a 100 ml y guardar en
recipiente oscuro a temperatura de 4° C. De ésta solucidn se parte para establecer las concentraciones de trabajo para tincién.
Precaucion. El bromuro de etidio es una sustancia carcindgena, por lo tanto, se debe evitar el contacto con la solucién y con ¢l gel
una vez tefiido.

Buffer de lisis nuclear. Disolver en 800 ml de agua 1.21 g de Tris base, 23.4 g de NaCl y 0.75 g de Na,EDTA. Ajustar el pH a
8.2 con HCI 6N. Aforar a 1000 ml con agua desionizada y mezclar. La concentracién final es Tris base 10mM, NaCl 400mM y
Na,EDTA 2 mM. La solucién es estable por 6 meses a temperatura ambiente

Buffer TAE 50X. Disolver 242.2 g de Tris base en 400 ml de agua ultrapura, adicionar 200 ml de EDTA 0.5 M y 57.1 ml de
icido acético glacial. Ajustar el pH a 8.0 y aforar a 1000 ml.
Solucion TAE 1X. Hacer dilucién 1:50 de buffer TAE 50X con agua desionizada o destilada.

Buffer TBE 10X. A 40 ml de EDTA 0.5 M pH 8 adicionar 900 ml de agua desionizada. Mezclar y agregar 108 g de Tns base y
55 g de dcido bérico. Agitar hasta comnpetar una solucion homogénea. Ajustar ¢l volimen a 1000 mi con agua desionizada y
filtrar la solucién con un filtro nalgene de 0.2 a 0.4 pm. Almacenar en recipiente de vidrio. Si 1a solucion se precipita, preparar
nuevamente.

Buffer de corrimiento clectroforético. TBE 0.5X. Adicionar 50 ml de TBE 10X a 950 ml de agua desionizada o estéril. Mezclar.
Buffer TE. Mezclar | ml de Tris IM y 0.02 ml de EDTA 0.5 M y aforar con agua desionizada a 100 ml.
Ditiotreitol { DTT ). Disolver 15.45 g de ditiotreitol en 100 ml de agua desionizada. Almacenar a -20°C

Duodecil sulfato de sodio (SDS) al 20%. Disolver 200 g de duodecil sulfato de sodio (grado electroforésis) en 800 ml de agua
desionizada. Calentar si ¢s necesario o disol er en bafiv maria. Aforar a 1000 ml con agua desionizada y mezclar. La solucion es
estable durante 6 meses a temperatura ambiente.

EDTA 0.5 M (pH 8). Disover 186.1 g de Na,EDTA en 500 ml de agua desionizada. Ajustar a un pH de 8. Aforar a 1000 ml y
mezclar bien. Esterilizar en autoclave. La solucidn es estable por més de 6 mese a 4° C.

Persulfato de Amonio al 10% (p/v). Adicionar 0.1 g de persulfato de amonio por ml de agua. Mezclar. La solucion es estable
durante los tres primeros dias, despues de una semana, preparar nueva solucién.

Proteinasa K (5 mg/ml). Disolver 100 mg de proteinasa K en 20 ml de agua desionizada. Almacenar en tubos de 500 pl y
colocar los en congelacion a -20° C. La enzima es estable a esa temperatura durante 6 meses.

Tris-HCI1 1M (pH 8). Disolver 121.1 g de Tnis base en 800 ml de agua desionizada. Ajustar el pH a 8 ( 0-2) adicionando 45 ml
aproximadamente de HCI concentrado. Aforar a 1000 ml con agua desiomizada. Mezclar y pasar la solucién por un filtro de 0.2
pm.

Buffer de citratos. 0.1M Citrato de sodio pHS. Disolver 18.4 g de citato tnsodico dihidratado en 800 ml de agua desionizada.
Ajustar el pH a 5 (+0.2) adicionando écido citrico monohidratado (aproximadamente 6 g). Ajustar el volimen a 1000 ml. Estable
a temperatura ambiente.

Buffer 20X SSPE. 3.6M NaCl, 200mM NaH,PO,-H,0, 20mM EDTA pH7.4. Didolver 7.4 g de Na,EDTA-2H,0 ¢n 800 ml de
agua desuiomizada. Ajustar ¢l pH a 6 con 10N de NaOH agregando a la solucion de EDTA.. Agregar 210 g de NaCl y 27.6 g de
NaH,PO.-H,O. Ajustar ¢l pH a 7.4 (£ 0-2) con |ON de NaOH (cerca de 10 ml). Ajustar el volimen final a 1000 ml con agua
desionizada.

Solucién de hibridacién 5X SSPE 0-5% (p/v) SDS. Mezclar 250 ml de solucién 20X SSPE, 25 mi de SDS 20% y 725 ml de
agua desionizada. La solucion de hibridacion deberd calentarse en cada momento de aplicar las mucstras de ADN amplificado.
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Solucién lavadora. 2.5X SSPE, 0.1% (p/v) SDS. Mezclar 250 mi de solucion 20X SSPE, 1740 mi de agua desionizada y 10 mi
de SDS (20%). Debe permanecer en solucion antes de usarse, temperaturas entre 35° y 55° C son recomendables,

Solucion cromégena. ( TMB 3,3 5.5 tetrametilbenziduna)Matenial incluido en Kit de amplificacidn. Agregar etanol absoluto al
frasco de solucién cromogena y agitar, estable durante 6 meses después de disuelto

TECNICAS PARA LA EXTRACCION DE ADN Y ELECTROFORESIS
Extraccion de ADN en muestras de saliva.

1.- Recolectar aproximadamente 1.5 ml. De saliva en un tubo estéril y adicionar el doble del volimen de etanol absoluto.
2.- Centrifugar a 2100 rpm durante 5 minutos y decantar el sobrenadante.

3.- Adicionar 0.5 ml de buffer de digestién, 12 pl de proteinasa K ( 10 mg/ml ) y 15 pl de DTT.

4.- Incubar las muestras a 56° C durante 120 minutos y en espacio de 15 minutos agitar vigorosamente.
5.-Centrifugar a 2100 rpm durante 5 minutos.

.- Scparar sobrenadante sin mezclar el pellet.

7.- Agregar etanol absoluto frio al sobrenadante.

8.- Inventir el tubo varias veces y congelar durante 5-40 minutos.

9.- Centrifugar a 2000 rpm durante 5 minutos.

10.-Eliminar el sobrenadante y colocar el tubo invertido sobre una superficic absorvente sin tirar el sedimento.
11.-Adicionar 1 ml. De ctanol al 79%.

12.- Centrifugar durante 15 minutos.

13 .- Decantar ¢l sobrenadante y colocar la muestra en una estufa a temperatura de 560 hasta evaporar ¢l etanol.
14.- Agregar 100-200 pl de buffer TE pH 8.0

15.- Dejar renaturalizar la muestra a 37° antes del proceso de amplificacion

Técnica de electroforésis horizontal en gel de agarosa para cuantificacion de ADN,

1 .- Disolver 0.8 gr. de agarosa en 100 ml de solucién buffer TAE 1X y disolverla hasta obtener solucion homogénea.
2.- Preparar ¢l molde para agregar la agarosa y colocar ¢l peine para formar los pozos de aplicacion ( generalmente ¢l grosor del
gel para cuantificacién oscila entre 0.3-0.4 ecm.) Al momento de vertir ¢l agarosa en ¢l molde, cuidar de que no se formen
burbujas de aire. Una vez solidificado ¢l gel, retirar ¢l peine y retirar los separadores de la cimara.

1.- Colocar el gel en la cimara de clectroforésis en solucidn buffer TAE 1X hasta cubnir la totalidad del gel

4.- Sobre placas de microtitulacién colocar 2 pl de azul de bromofenol y 8 pl de ADN gendmico. Mezelar.

5.- Depositar la mezela con una pipeta, manteniendo la punta vertical al momento de colocar la muestra dentro de cada pozo.

6.- Colocar estandares de ADN de 5, 10, 15 25, 50 100 y 200 ng.

7.- Conectar la cdmara a los electrodos una vez que se ha terminado de colocar las muestras. Iniciar corrimiento electroforético a
90 Volts.

8.- La electroforésis se detiene una vez que el colorante ha migrado 2 cm después del punto de aplicacion.

9.- Desconectar la camara y llevar el gel a tincidn.

10.- El gel se coloca en una solucion de bromuro de etidio durante 5 minutos ( la concentracién del bromuro de etidio pucde
variar, siendo la recomendable 2 mg/ pl ). El gel se tifie durante 5-10 minutos en un agitador orbital a 50 rpm y se saca y enjuaga
con agua corriente durante S minutos a 50 rpm.

11.- Se observa cl gel en un transiluminador de luz UV y se cuantifica la cantidad de ADN por comparacién con los estandares de
ADN de concentracion conocida.

Técnica de electroforésis horizontal en gel de agarosa (4% ) para determinacion de productos de amplificacion de ADN.

I.- Disolver 4 gr. de agarosa en 100 ml de solucién buffer TAE 1X y disolverla hasta obtener solucién homogénea.

2.- Preparar ¢l molde para agregar la agarosa y colocar ¢l peine para formar los pozos de aplicacion ( generalmente ¢l grosor del
gel para cuanuficacion oscila entre 0.3-0.4 cm.) Al momento de vertir ¢l agarosa en ¢l molde, cuidar de que no se formen
burbujas de aire. Una vez solidificado ¢l gel, retirar el peine y retirar los separadores de la camara.

3.~ Colocar el gel en la camara de clectroforésis en solucion buffer TAE 1X hasta cubrir la totalidad del gel

4.- Sobre placas de microtitulacion colocar 1 pl de azul de bromofenol y 8 pl de ADN gendmico. Mezclar.

3.- Depositar la mezela con una pipeta, manteniendo la punta vertical al momento de colocar la muestra dentro de cada pozo.

6.- Colocar estandares de ADN de 5,10, 15 25, 50 100 y 200 ng.
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7.- Conectar la cdmara a los electrodos una vez que se ha terminado de colocar las muestras. Iniciar cormmiento electroforético a
90 Volts.

8.- La electroforésis se detiene una vez que el colorante ha migrado 2 cm después del punto de aplicacion.

9.- Desconectar la camara y llevar el gel a tincion.

10.- El gel se coloca en una solucién de bromuro de etidio durante 5 minutos ( la concentracién del bromuro de etidio puede
variar, siendo la recomendable 2 mg/ pl ). El gel se tifie durante 5-10 minutos en un agitador orbital a 50 rpm y se saca y enjuaga
con agua corriente durante 5 minutos a 50 rpm.

11.- Se observa el gel en un transiluminador de luz UV y se cuantifica la cantidad de ADN por comparacian con los estandares de
ADN de concentracidn conocida.

AMPLIFICACION E HIBRIDACION DE ADN .

Protocolo abreviado de amplificacién de ADN gendmico con el Kit HLA-DQa PERKIN-ELMER CETUS.

|.- Encender ¢l termociclador
2.- Marcar los tubos donde se agregara la mezcla de reaccion
3.- Adicionar 50 pl de Cloruro de magnesio MgCl, 8mM.
4. -Agregar 50 pl de mezcla de reaccion (contience los dNTP's).
5.- Agregar 2 gotas de aceite mineral.
6.- Agregar 2-40 ul de ADN ( la concentracion de ADN genomico no debe ser mayor a 15 ng/pl )
7.- Colocar en el termociclador los tubos y presionar bien. ( no debe pasar mas de 30 min.después de agregar el Cloruro de
Magnesio)
8.- Presionar en comienzo de amplificacion programando el termociclador a 32 ciclos, en el cual cada ciclo consta de las
siguientes temperaturas y tiempos:
Desnaturalizacion a 94° por | minuto
Alineacion a 60° por 30 segundos
Extensién a 72° por 30 segundos
Programar un dltimo ciclo de extension a 72 por 7 minutos
Nota: después del primer ciclo, presionar los rubos nuevamente.

Protocolo abreviado de amplificacién de ADN gendmico con el Kit POLYMARKER PERKIN-ELMER CETUS

|.- Encender el termociclador
2.- Marcar los tubos donde se agregara la mezcla de reaceion.
3.- Adicionar 40 pl de Mezcla de Primer (incluido en el Kit).
4.-Agregar 40 pl de mezcla de reaccidn (contiene los dNTP's).
5.- Agregar 2 gotas de aceite mineral. (Termociclador Perkin-Elmer 450)
6.- Agregar 2-20 ul de ADN ( la concentracion de ADN gendmico no debe ser mayor a 15 ng/ul )
7.- Agregar Agua libre de nucleasas o desiomizada hasta completar un volumen final de 100 pl.
8.- Colocar en el termociclador los tubos y presionar bien. ( no debe pasar mas de 30 min.después de agregar la mezcla de pnimer)
9.- Presionar en comienzo de amplificacion programando ¢l termociclador a 32 ciclos, en ¢l cual cada ciclo consta de las
siguienies lemperaturas y tiempos:
Desnaturalizacion a 94° por | minuto
Alincacion a 60° por 30 segundos
Extension a 727 por 30 segundos
Programar un Gltimo ciclo de extension a 72° por 7 minutos
Nota: después del primer ciclo, presionar los tubos nucvamente.

Protocolo abreviado de amplificacion de ADN genomico con ¢l Kit D1S80

1.- Encender el termociclador
2 - Marcar los tubos donde se agregari la mezcla de reaceion.
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3.- Adicionar 20 pl de Mezcla de Reaccion (incluido en el Kit, contiene los dNTP's).
4.-Agregar 10 pl de Cloruro de Magnesio 5 mM
5.- Agregar 2 gotas de aceite mineral. ( termociclador Perkin-Elmer 450 )
6.- Agregar 2-20 pl de ADN ( la concentracion de ADN gendmico no debe ser mayor a 10 ng/pl )
7.- Agregar Agua libre de nucleasas o desionizada hasta completar un volimen final de 50 pl.
§.- Colocar en el termociclador los tubos y presionar bien. ( no debe pasar mas de 30 min.después de agregar el cloruro de
magnesio)
9.- Presionar en comienzo de amplificacién programando el termociclador a 32 ciclos, en el cual cada ciclo consta de las
siguientes temperaturas y tiempos:
Desnaturalizacion a 90° por | minuto
Alineacion a 65° por | minuto
Extension a 72° por | minuto
Programar un ultimo ciclo de extension a 72° por 10 minutos
Nota: después del primer ciclo, presionar los tubos nuevamente

HIBRIDACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL SISTEMA HLA-DQa PERKIN-ELMER CETUS

1.- Encender ¢l termociciador y programarlo a 95°
2 - Marcar las sondas de hibridacién (incluidas en el Kit de amplificacion)
3.- Incubar ¢} ADN amplificado en ¢l termociclador a 95° durante 3-10 minutos
4 - Preparar solucion de solucion hibridizadora y enzima conjugada (incluida en el Kit) con las siguicntes proporciones:
3.3 ml de solucion de hibridacion por cada sonda
27ul de enzima conjugada por cada sonda
5.-Preparar charolas de hibridacién con 3 ml de la solucién de hibndacidn/enzima conjugada y la sonda marcada.
G- Agregar 35 ul de ADN amplificado y desnaturalizado
7.- Colocarlo en ¢l hibridizador o bien en bafio mana con agitacion (50-90 rpm) a 55° durante 20 minulos
8- Desechar la solucién hibridizacion/enzima conjugada y lavar con solucién lavadora por varios segundos a temperatura
ambiente, desechar la solucion.
9.- Agregar 10 ml de solucion lavadora y lavar con agitacion a 50 rpm a 55° durante |2 minutos
10.- Desechar solucion lavadora y lavar por varios segundos con solucion lavadora a temperatura ambiente.
11.- Lavar las sondas con solucién lavadora a temperatura ambiente durante 5 minutos con agitacidn de 50 rpm.
12.- Desechar solucion lavadora y agregar 10 ml de buffer de citratos, agitar durante 5 minutos a 50 rpm.
13.-Durante el lavado con buffer de citratos, se prepara la siguiente solucion reveladora por cada sonda:
10 ml de buffer de citratos
10 ul de H,0, al 3%
0.5 ml de solucién cromégena ( incluida en el Kit )
14 - Desarrollo de color de las sondas se efectua al agregar la solucion reveladora, 10 ml por sonda durante 20 minutos, agitacion
a 30 rpm y sin presencia de Juz.
15 - Una vez desarrollado el color en las sondas, se desecha la solucion reveladora y las sondas se enjuagan con agua desionizada
por 5-10 minutos a 50 rpm
16.- Se nipifica o determina el genotipo.
Nota: los tiempos de lavado asi como las temperaturas son criticos durante la ibridacion,

HIBRIDACION DE LOS PRODUCTOS DE AMPLIFICACION DEL SISTEMA POLYMARKER PERKIN-ELMER
CETUS

1.- Encender el termociclador y programarlo a 95°

2 - Marcar las sondas de hibndacion (incluidas en el Kit de amplificacion)

3.- Incubar ¢l ADN amplificado en el termociclador a 95° durante 3-10 minutos

4 -Preparar charolas de hibridacion con 3 ml de la solucion de hibridacion y la sonda marcada.

5.- Agregar 35 ul de ADN amplificado y desnaturalizado.

.- Colocarlo en el hibridizador o bien en bafio mana con agitacion (50-90 rpm) a 55° durante 15 minutos

7 - Preparar solucion de solucion hibridizadora y enzima conjugada (incluida en cl Kit) con las siguientes proporciones:
3.3 ml de solucion de hibrnidacion por cada sonda
27yl de enzima conjugada por cada sonda

8 .- Finalizados los 15 minutos, desechar solucion de hibridacion y lavar con solucion lavadora precalentada, agregar la solucién

de Hibnidacion/enzima conjugada y poner en agitacion (50-90 rpm) a 55° durante 5 minutos
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9.- Desechar la solucién hibridizacion/enzima conjugada y lavar con solucién lavadora por varios segundos a temperatura
ambiente, desechar la solucidn.
10.- Agregar 10 ml de solucién lavadora y lavar con agitacién a 50 rpm a 55° durante 12 minutos
11.- Desechar solucién lavadora y agregar 10 ml de buffer de citratos, agitar durante 5 minutos a 50 rpm.
12.-Durante el lavado con buffer de citratos, se prepara la siguiente solucién reveladora por cada sonda:
5 ml de buffer de citratos
5 pl de H,0, al 3%
0.25 ml de solucién cromdgena ( incluida en el Kit )
13.- Desarrollo de color de las sondas se efectua al agregar la solucion reveladora, 5 ml por sonda durante 20 minutos, agitacién a
50 rpm y sin presencia de luz.
14.- Una vez desarrollado el color en las sondas, se desecha la solucién reveladora y las sondas se enjuagan con agua desionizada
por 5-10 minutos a 50 rpm
15.- Se tipifican o determinan los genotipos.
Nota: los tiempos de lavado asi como las temperaturas son criticos durante la hibridacién.

INTERPRETACION DE LOS ALELOS DEL SISTEMA GENETICO D1880.
Preparacion del gel.

1.- Preparar las placas de vidrio de 16.5 x 19 cm y 16 x 16.5 cm con separadores de 8 mm de grosor, unir las placas
para evitar la salida del gel.

2.- Agregar 45 ml de agua desionizada, 3 ml de buffer TBE 10X, 12 ml de DeneAmp Gel detection gel (PERKIN-
ELMER) y mezclar lentamente.

3.- Los siguientes pasos se hacen ripidamente. Agregar 600 microlitros de solucion de persulfato de amonio al 10%
y 30 microlitros de TEMED, evitando hacer burbujas. Agregar inmediatamente la solucion dentro de las placas,
pudiendo utilizar una jeringa de 60 cc y evitando se formen burbujas, colocar el peine y dejar polimerizar en
posicion vertical durante 40-45 minutos.

4.-De acuerdo al disefio de la camara, agregar el buffer de corrimiento, Buffer TBE 0.5 % y sellar la parte posterior
con el gel contenido en las placas de vidrie, quitando el peine y marcando los pozos de aplicacion. Sacar el aire de
las partes superior ¢ inferior del gel para evitar un mal corrimiento, Cubrir la cdmara con buffer de corrimiento,
cubriendo el gel en todas sus partes.

5.-Se asegura el paso de corriente conectando los electrédos y dejando correr sin muestras durante 20 minutos.
6.-Durante el precorrimiento se preparan las muestras problema mezclando 1 microlitro de colorante (Loading
Buffer PERKIN-ELMER) y 5 microlitros o mas de cada una de las muestras problema.

7. Preparar el marcador alélico AmpFlp D1S80 Allelic ladder, mezclando 1 microlitro de colorante y 5-7 microlitros
del marcador. En este momento no debe estar conectada la camara a la fuente de poder.

§8.-Depositar la muestra con el colorante en los pozos usando micropipetas con puntas capilares para introducir la
muestra. Se evita en todo momento la formacion de burbujas.

9.- Las muestras se colocan después de cada ladder en nimero de 2 o 3 y seguido de otro ladder.

10.-Conectar los electrodos a la fuente de poder. La electroforésis se lleva a cabo con un voltage de 1000 volts
durante 1.75 horas o mas dependiendo de la fuente de poder o hasta que el segundo colorante ( xilencianol) haya
recorrido 14 cm aproximadamente desde el punto de aplicacion.

11.-Una vez que corrieron las muestras se desconecta la camara y el gel se saca de las placas de vidrio, evitando
romperlo.

12.-El gel se tifle con bromuro de etidio durante 15 minutos, se enjuaga y los alelos y genotipos son comparados con
el ladder. Cuando se presenta una sola banda, se determina un genotipo homocigoto: cuando se presentan dos
bandas, el genotipo es heterocigoto.
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ENCUESTA

No
GRUPO SANGUINED

DATOS PERSONALES

NOMBRE e ___ SEXO: EDAD:
LUGAR DE NACHIENTO y domicilio e )
Colonia Delegacion
Ciudad Municipio Estado Pais
ESTADO CIVIL o NURERG DE HIJOS
Salere Casado Usiien Libre Otrn
CCUPACION
5L OLARIDAD o
Brmania Secundania Preparaslona Técnuca Licenciatura

INGRESOS {(Quwncenales)

N$ 0500 A80-1000  1000-1500 1500

T1000-1500  1500-2000  ldayor

ESZGLARIDAD DEL CONYUGE

cundana FPreparatoria Tecmca Licenciatura

Primarna

OCUPATION DEL CONYUGE.

INGRESU (Quincenal) DEL CONYUGE _ . ege— I
NS G500 500-1030 1000-1500  1500-2000 Mayor
DATOS SOBRE LA VIVIENDA
LACIMIENDS DONDE MIVE ES. S — o
Fropra Fentada Oira
NUJERO DE CUARTOL EN TOTAL iincluyendo sala. recamaras comeds! y coctnay
TONQUE SERVIVICOSCUENTA e
Ague entubada Gas Carban Diesel Petretec Drenale Telelons

CATOS FAMILIARES

VEAR DF NACTMIENTD DE LATBDRE

T~ ngrdad

M E L BIE M



LUGAR DE NACIMIENTO DEL PADRE:

tunicipio Estado Pais

OCUPACION DEL PADRE. INGRESQ (Quincenaly:NS_

ESCOLARIDAD DEL PADRE:

NUMERO DE HIJOS.

Si algun otro miembro de tu famika (o de las personas con quien vives) trabaja v aporta dinero al gasto familiar,
anoia su escolaridad, ocupacion vy salario quincenal

ESCOLARIDAD OCUPACIGN SALARID

E e G Pl ees

LUGAR DE RACIMIENTO DE LOS ABUELOS ¥ BISABUELOS

AfLELA
PA

TEEMA Crudad Esladn EAunicipio Fais
AEULLO . o
PATERNC Cudad Eslade Wlunicipic Bais
ABUELA. Al
HIATERNA Ciudad Estade tumeipro Pais
ABUELT.
MATERNG Ciudad Estade uynicipe Bais
BISABUELA o .
PATERNA Ciudad Estado tAunicipie Pals
glsaguUtLc
PATERNC Ciudad Estads Plumcipo Pais
BISABUELA o o
TAATERNA Cdad Estado furicipio Pais

BisABULLO
PATERNG Ciudad tstadn Fgmemin Fie
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