55
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE LAS
FRECUENCIAS ALELICAS Y GENOTIPICAS EN EL
LOCUS DIS8O EN UNA MUESTRA DE LA ZONA

METROPOLITANA DE LA CIUDAD DE MEXICO.

T E s 1 S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DEv:

QUIMICO FARMACEUTICO  8I0LOGO
P R E § E N T A

N A M
FES
- ZARAGOZA

GABRIELA  SAAVEDRA CORTES

wsemeite  MEXICO, D. F, 1996

~ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

- TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

)



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



i ) Fo'dml.’

-Esta tesis fue realizada de forma mancomunada con la

' C. Rita Adriana Licea Cadena de |a Universidad

‘Veracruzana on i Laboratorio de Genética Forense de
la Procuraduria General de Justicia dei Distrito

ano la asesoria de:
Men C, Alfonso Luna Vasquez
QF8: Ma. Lourdes Vega Navarrets




JURADO

Presidente: QFB: José Ponce Guerrero.

 Vocal: M en C. Alfonso Luna Vasquez.
Secretario: QFB. Ma. Lourdes Vega Navarrete,
Shplomo: QFB. Francisco Javier Parada Garcia.
Suplente: QFB. Enriqueta Cufnjon Rodriguez.



A mis padres: Higinia y Ricardo
Fuente de amor, vida y esperanza como

tributo que compense su bondad y sacrificios.



Agradecimientos,

Al M en C. Alfonso Luna Visquez,
Jefe del laboratorio de Genética Forense,

Por brindanne la oportunidad de ser parte de su equipo de trabajo, por compartir
los inicios y observar los avances del laboraworio de Genética Forense como parte
importante dentro de los Servicios Periciales. por el apoyo brindado en el del trabajo
de tesis.

Al Dr, Eduardo Gonzalez Mata.
Director General de Serviclos Periciales de la
Procuraduria General de Justicia del D. F.
Por permitimos realizar ¢! trabajo dentro de dicha institucién,

Al Jurado.

-Por la revisién de la tesis y por la aportacién de sus conocimientos a mi fonnacién
profesional.

Al Dr. Bruce Budowle,
Profesor de la academia del FBL.

Por la asesoria otorgada en el andlisis estadistico,



A mis hermanos:
Ma. Elena, Isaac y Ricardo

con inmenso carifo,

A Antonio,
Por tu confianza, coimprensién, ternura y carifo,
por madurar junto a ml, y por compartir este logro
que también es tuyo.

A Rodrigo v Rita:
Por la entraable amistad que compartimos y quienes
me impulsaron a seguir adelante.

A mis compadieros y amigos de los Servicios Periciales, ‘

Por la paciencia, comprensién, ayuda y sugerencias
que hicieron sobre el presente trabajo.

A las Sras, Emilia Ramfrez y Marfana Moren‘d._;

Por la confianza depositada en mi y constante aliento

para alcanzar una de mis metas.



INDICE

RESUMEN

INTRODUCCION

SISTEMA JURISDICCIONAL

CRITERIOS PARA LA SELECCION DE UN POSIBLE MARCADOR GENETICO
CON PROPOSITOS DE IDENTIFICACION

MARCADGRES TRADICIONALES APLICADOS EN EL AREA FORENSE
ANTECEDENTES HSTORICOS SOBRE EL ADN

ESTRUCTURA MOLECULAR DEL ADN

CONSECUENCIAS INOLOGICAS DE LA ESTRUCTURA DEL ADN
PROPIEDADES DEL ADN ‘

BASES GENETICAS PARA LA IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS

CON PROPOSITOS FORENSES _
METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DEL ADN EN EL AREA FORENSE

POLIMORFISMOS EN LA LONGITUD DEL FRAGMENTO DE RESTRICCION (RFLP)

' REACCION EN CADENA DE LA POLMERASA (PCR)
TIPIFICACION DEL ADN CON PROPOSITOS DE
IDENTIFICACION LEGAL Y FORENSE
COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD REGION HLA DQA
POLYMARKER ‘
D1580
VENTAJAS DE LA TIPIFICACION DEL ADN DE MATERIAL
FORENSE BASADOS EN PCR
APLICACIONES DE LA TIPIFICACION DEL ADN
LIMITACIONES DE LA TIPIFICACION DEL ADN

PAGINA

"
15
18
29

35

gLe82 83

288



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
OBJETIVOS

HPOTESIS

DISERO DE LA INVESTIGACION
METODOLOGIA

DIAGRAMA DE FLUJO
RESULTADOS
CONCLUSIONES
SUGERENCIAS

ANEXOA

ANEXO B

ANEXO C

ANEXOD

GLOSARIO

BIBLIOGRAFIA

62
65
67

70
72
73
102
104
105
108
12

125

128
137



RESUMEN.

La meta del cientifico forense durante largo tiempo ha sido ia de poder
identificar con absoluta certeza 8i un indicio biolégico recolectado del lugar de
los hechos pertenece a la victima o al presunto sospechoso. A

Al igual que las huellas digitaies son marcadores especificos y Unicos en un
individuo, la secuencia de la sustancia llamada écido desoxirribonucleico
{ADN) determina a nivel moiecular la individualidad de cada persona pero su
andlisis es mucho més extenso y aplicable en todo tipo de muesiras de
naturaleza bioldgica (cabello, manchas de sangre y semen, diente, tejido, ect).
En conjunio esta técnica se conoce como Huellas digitales del ADN y la
prioridad principal de esta tecnologia, es la de encontrar pequefios fragmentos
de ADN conocidos como unidedes repelitivas en tandem (VNTR), que sean
diferentes de un individuo @ olro, la aplicacion de esta tecnologia en problemas
de identificacion forense ha sido utilizade ceda vez mas en E.U. e Inglaterra;
‘'sin embaigo en nuestro piil esta tecnologia s@ ha adoptado recientemente,
por lo cust no hay un banco de datos de las frecuencias alélicas de los
marcadores genélicos, y por (o tanto se desconoce |a probabilidad de que dos
individuos de nuestro pais, tomados al azar tengan el mismo patrén genético.

Uno de los fragmentos de ADN (VWNTR) y que actuaimente se ha utilizado con
propésitos de identificacion en varios paises es el locus D1580. Este VNTR es
muy discriminativo 'y adecuado para 1a caracterizacién genética de cada
individuo. B ‘

En ei presente trabajo se obtuvo las frecuencias aléiicas y genotipicas para el
locus D1S80 en una muestra de la zona metropolitana de la Ciudad de México,
utilizando diferentes protocolos de extraccion dei ADN especificos para cada
tipo de muestra, después el ADN del locus D1S80 fue amplificado por medio de



la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y analizado por electroforesis en
gel vertical de poliacrilamida de aita resolucién (PAGE), seguido por una
tincién con bromuro de etidio, procedimiento llamado polimorfismo en la
longitud del fragmento amplificado (AMP-FLP),

En 116 individuos no relacionados de nuestra poblacién se observaron 18
alelos y 48 genotipos. El locus D1580 demostrd una heterocigocidad del 0.78 y
ol poder de discriminacién fus de 0.96.

La distibucién de las frecuencias genotipicas obssrvadas cumplan las
expaciativas conforme al equilibrio Hardy-Waeinberg.



INTROBUCCION.

El problema de la identificacion es tan antiguo, como el arigen de la
sociedad, el hombre para identificarse socialmente tuvo la necesidad de un
nombre, éste s completamente mutable, ya que puede cambiarse en un
momento dado, siendo esto muy frecuente en aquellas personas que
consiantemaents se encusntran sl margen de la ley.(1) _

En ol campo de la administracion y procuracion de justicia la peligrosidad de
los reincidentes creé la necesidad de reconocerios; es decir identificarios. Por
olra parte ssbedores ésios de que eran acreedores de la imposicion de penas
mayores por ia concuirenciss de las circustancias, procurabsn por todos los
medios de oculler su verdadera Identidad, entsbiéndose de esta manera una
lucha de inteligencias enire ol delincuente por un fado y los representantes de
ia loy por ef otro.(1).

* En'todos los tiempas ef cientifico forenise ha experimentado la necesidad de
conter con procedimientos confisbies Que le permitan identificar al delincuente
con absoluta confienza. Ahors bien, éstos han vaviado a través del tiempo,
siendo clasificados en la antigiedsd de neturaloza "bérbera® (marcas,
mutilaciones); en ia Edad Media "superticiosa”; en los siglos XVili y XiX
"ompirica’ que se distingus fundamentsimente en la dascripcion de Icé signos
lisondmicos y particularidades que ofrece e! ser humano (corpulencia, color de '
los ojos, peio) y a finsles de} sigio pandb y principios de! siglo XX, "cientifica"

“en donde los sistemas aniropométrico, de retrato hablado y daciloscépico

jugaran un importante papel.(1). o



Las huellas digitales son el ejemplo de identificacion més utilizado y mas
difundido hasta hoy. (1,2,3). Sin embargo, las circunstancia bajo las cuales las
huellas digitales se encuentran y se recobran en buenas condiciones es
limitada, ocupando las evidencias biologicas un sobresaliente papei en la
identificacion del rasponsable de un presunto hecho delictucso.(2,4,58,7).

Al igual que las huellas digitales son marcadores especificos y unicos en un
individo, |a secuencia de la sustancia llamada acido desoxirribonucleico (ADN)
determina a nivel molacular la individualidad de cada persona.(4,507). La
tipificacién de! ADN se ha convartido en una herramienta muy (til ya que su
andlisis @8 mucho més extenso y aplicable sobre todo en las muesiras de
natursleza biologica. (45,6.7). ' '

Con excepcion de los gemelos idénticos, los seres humanos no tienen la
misma secuencia de ADN. De los 3, 000 millones de nucledtidos que
heredamos de cada uno de nuestros padres, sproximadamente 1 en 1, 000
nuclebtidos es un siio de variacion o polimorfismo. ).

Actusimente la splicacién de la tecnologia de la tipificacién del ADN que en
conjunto se llaman "DNA Fingerprinting” - (huellas ~digitales del ADN) a
investigaciones criminales, s el progreso mds significativo del siglo. (5,7).
Cuando se utiiza adecuadamente, tiene el potancial para identificar
répidaments ‘al responsable y claramente determina a personas inocentes
quienes habian sido consideradas como sospechosos en un delito (10).'Ahord
bien, su aplicacion no solamente abarca el drea forense, sino Qa_mbién otras
dreas de investigacion como medicina, antropologia y legal por mencionar
algunas.



Dos principios, el de la individualidad genética y que todas las células
nucleadas de un mismo individuo poseen la misma informacion genética, son la
base para los estudios de tipificacion del ADN.(4,56,7).

La prioridad de esta tecnologia es la de encontrar pequéﬂos fragmentos del
ADN que difieran de un individuo a olro de manera que pueda ser determinado
rapidamente con una alta reproducibilidad, y costo minimo - por ‘técnicés
simples.(2). Una forma de tipificar al ADN que rocientemonﬁ 89 ha expandido,
o8 la utilizacion de unidades repetitivas en tindem (VNTR). El nimero de
repeticiones en thndem son fragmentos de ADN en los cuales una secuencia
corta de nucledtidos se encuentran repetidas de 20 a 100 veces. Los "alelos”
VNTR estan compuestos de un numero  diferente de
repeticiones.(3,6,11,12,13,14).

Al combiner varios VNTR de distintos lugares dei genoma, un individuo
puede ser caracierizado en término de sus genotipos en loci VNTR. (245,
o8 : ' |

La aplicacion de esta tecnologia en problemas de identificacion forense ha
sido utilizada cada vez més en Estados Unidos e inglaterra, sin embargo en
nuestro pals esta tecnologia se ha adoptado recientemente, por lo cual no hay
suficientes estudios sobre la distribucién de las frecuencias alélic_as y
genolipicas en estos loci VNTR en nuestra poblacién, por lo tanto se
desconoce |a probabilidad de que dos individuos en nuestra poblacion tomados '
al azer, tengan la misma caracterizacion genética. Este es el principal problema
on casos legales y su resolucion requiere la aplicacion de este tipo de estudios.



SISTEMA JURISDICCIONAL

La investigacion de un probable hecho delictuoso ( homicidio, suicidio,
violacion, robo, etc.) es una de las actividades que realiza el Organo
jurdsdiccional (Ministerio Piblico, Policia Judicial y autoridades
jurisdiccionales) con ia finalidad de proporcionar una adecunda administracién
y- procuracion de justicia, pui ésto requiere el apoyo de tres discipiinas
cientificas que son: 7

La criminalistica, que se encarga del andlisia de los indicios, denominados -

as/ a todo objeto, hueiia o elemento intimamente relacionado con un presunto
hecho delictuoso, cuyo estudio permite reconstruirlo, identificar a su(s)
m«(d) y establecer su participacion. 16,17).

La policiologia, que incluye técnicas, métodos y conocimientos aplicados en
' ia localizacién, persecucion y detencién de los presuntos responsables del
hecho delictuoso.(18,17).

La criminologia que se encarga del estudio del delito como conducta humana
y social, de investigar ias causas de la dalincuohcia. de la prevencion del delito
y dol tratamiento de! delincuente.(16).

La criminalistica con sus disciplinas cientificas (balistica, hematologia, ’
dactiloscopia, genética, quimica) auxilia al drgano- jurisdiccional @ efecto de . -

darles elementos probatorios identificadores y reconstructores a través de los

resultados de la aplicacién cientifica de sus conocimientos, metodologia,

| tecnologia emitidos en ios dictémonas periciales, ampliiclonon de dictémenes,
intervencidn de peritos terciarios en discordia y otras aplicaciones.(18). v



Los encargados del cumplimiento de la ley recurren cada vez mas a los
resultados del laboratorio para conseguir informacién que por otro medios es
imposible de obteﬁer. Al examinar el indicio se trata de obtener informacién util
y cientificamente veraz para ilustrar al juzgador, con el fin de que éste llegue a
la verdad histérica de los hechos.(18,17).

La ley reconoce como medios de prueba;
|. La confesién judicial
il. Los documenios publicos y privados
lll. Los dictémenes de peritos
IV. La inspeccion judicial
V. La declaracion de testigos, y
V1. Las presunciones. (Art.135 del Cédigo de procedimientos penales (CPP))

Las presunciones o indicios son las circunstancias o antecedentes que,
teniendo relacion con el delito, pueden razonablemente fundar una opinién
sobre la existencia de los hechos determinados. (A 245. Cddigo de procedimientos

_ pensies).

Uno de los principios bésicos de la criminalistica emitido por E.Locard (1877-
1968), establecié que existe un intercambio dindmico entre la victima, victimario
y lugar de hechos. Esto es, que no existe crimen perfecto, y por lo tanto el
criminal, por muy inteligente que sea siempre deja en el lugar del delitq,aldo,
que de aigin modo revela su presencia alil, identificar ese “aigo” es el objetivo
de ta criminalistica.(16,17,19). | '

En la investigacion pericial de un indicio se recorren tres grandes etapas:



1.- Bisqueda en el lugar de los hechos y la identificacién de los indicios
(ubicacién y presentacion morfoldgica). -

2.- Recoleccion, levantamiento, proteccién, y embalaje para un adecuado
trasporte al laboratorio.

3.- Los exémenes analiticos y su interpretacién.(10,17,18)

Cuando se habla de busqueda e identificacion criminal de inmediato se
piensa en las huellas dactilares, que son las més populares y conocidas por
todo e! mundo.(3). '

En efecto dndoyhaco més de 40 afos, la identificacién por huellas dactilares,
ha sido un factor determinante en las investigaciones, sin embargo conviene '
nolar que este indicio representa s8io e 15%, siendo los indicios de naturaleza
bioldgica, los que con mayor frecuencia se encuentran en la escena del
delito.(3). o

Las muasiras biolégicas son elementos clave en la investigacion de muchas
clases de presuntos hechos delictuosos. En casos de violacion, el (los)
violador(es) puoden'dqu semen ya 3ea en la victima o en su ropa. En casos
de homicidio, la sangre de !a victima puede ser enconirada en la ropa del
303pachos0 efc.(2,4,5, 8,7,18),

| Una vez que la evidencia biolégica ha sido suministrada al laboratorio se
apiica la siguiente metodologia de rutina: '
: (@) Examen visual (mand\ai)

(b) Pruebas presuntivas

{c) Pmobas ooﬁﬁrmatorm

(d) Pruebas de individuatizacion.(17,19.20).



Las tres primeras etapas (ab,c ) permiten una clasificacion previa de la
evidencia antes de llevar a cabo una clasificacién mas detallada (d).(17,19,20).

Cadé una de estas etapas permite colocar a la evidencia dentro de un grupo
més restringido, lo cual va generando informacion sobre las caracteristicas
propias y que |a hacen diferente a las demas, lo gue mas tarde conduce a la
identidad uUnica y especifica de la evidencia, este procedimiento se denomina
individualizacion. (17,19,20). »

De la misma manera que las caracteristicas fisicas de una persona por
ejemplo peso, altura color de ojos etc., integran la apariencia individual, los
marcadores genélicos reunen esta individualidad.(2,4,5.6,7,18,21).

La meta del cientifico forense es determinar & través del andiisis gendlico, si
ol indicio biolbgiod pertenece a un individuo particular, ya sea de la victima o
del sospechoso. Si un marcador gendlico obtenido del. indicio no tiene
semejanza con el de |a muestra del sospechoso, enlonces éste puede ser
excluido con absoluta certeze. Por otro lado, si el tipo del marcador gendlico
del individuo concuerda con todos aquelios obtenidos del indicio, entonces un
origen comun entre ellas es posible.(8,10,15). ,

Sin embargo lo mismo que ¢l tamafio de los ojos o una cresta en una huella
digital no llegan @ la identficacidn positiva de un individuo, un marcador no
reune esla individualidad, por lo tanto es necesario obtener varios marcadores
gendticos pori lograr este fin.(19,21).

Una tipificacion gendtica concordante no constituye una identificacion, ya que -
una parte de la poblacién general puede mostrar los mismos tipos de



marcadores genéticos. Entre mayor sea la poblacion que se excluya, mayor es
ol valor de la evidencia. (2,7,15).

Los resultados de las pruebas de tipificacién junto con la apropiada
interpretacion estadistica se presentan al juez para que éste pueda rendir su

veredicto.(8). -

o



CRITERIOS PARA LA SELECCION DE UN POSIBLE MARCADOR GENETICO CON
PROPOSITOS DE IDENTIFICACION.

Cada individuo puede distinguirse por el perfil de sus marcadores genéticos.
Mientras mas marcadores se comparen, mayor es la probabilidad de encontrar
diferencias entre la poblacién. (7,15). -

Se ha estimado que existen mas de 1 500 locus polimérficos en el genoma
humano, de los cuales sblo se han caracterizado 200. (24). Sin embargo, no
todos los marcadores genéticos son convenientes para la aplicaciones
forenses y deberdn ser cuidadosamente seleccionados. Los criterios por los
cuales los marcadores genéticos son evaluados para uso forense son los
siguientes: (5,6).

Método de andlisis

* Fiable,répido,simple.

*Deteccion sin ambigiedad.

*Determinacion de diferencias cualitativas.
#*Consumo de pequoﬂu‘ cantidades de material.

Naturaleza del marcador

#Heredado independientemente de otros marcadores.
" % Polimérfico (varios alelos).

#Alto grado de heterocigocidad.

#Datos de frecuencia de la pobiacion.

Los marcadores genéticos que puedon_ ser utiles en el drea forense deben
ser muy polimorficos, tener una frecuencia alélica y genotipica muy baja y

"



tener un gran poder de discriminacion (PD) o capacidad de distinguir dos

individuos. Entre mas alelos tenga un marcador genético (mayor polimorfismo)

y enfre mas uniforme sea su disiribucion entre la pobl'acién {mayor v

heterocigocidad), mayor es su poder de discriminacion. (5,8). ‘
Los criterios relacionados con la naturaleza de un marcador genético util

estdn basados en la informacion que puede ser cbtenida de estudios de

genélica y andlisis estadisticos de |as frecuencias del gen (alclds). @.

Una simple ley matematica para estudiar el comportamiento de los genes en
una poblacién fue formulada independientemente por el matemético G.H.
Hardy y el fisico W. Weinberg en 1908. La ley llamada Hardy-Weinberg
describe un estado de equilibrio para la conservacion de frecuencias de genes -
seleccionados dentro de un conjunto de genes. Esta ley responde la pregunta
bdsica de por qué las frecuencias de las caracteristicas dominantes no se
incrementan continuamente sobre [as recesivas. Esto se basa en la suposicién
de que existe igual variabilidad entre los genotipos en el canjunto de genes,

(3,6,10.22,23). .
~ Una manera para evaluar a los marcadores genéticos es la capacidad para

distinguir entre individuos; esto es, su poder de discriminacién. Si las
frecuencias de los genatipos de los marcadores en una pablacion definida son
conocidos, entonces fa probabilidad de que dos Individuos elegidos al azar de
esa poblacidn que posean el mismo genotipe (Pi) puede ser calculada, si
ademds la pobiacion esta en equilibrio Hardy-Waeinberg para eslé marcador,
enlonces las frecuenclas genolipicas esperadas pueden ser calculadas de las
frecuencias alélicas observadas. El valor indicador, conocido como e pader de
discriminacion (PD), es igual @ 1-Pi, y es la probabilidad de que dos individuos
al azar puedan poseer diferentes tipos genéticos para el marcador que ha sido
probado. Un valor alto de PD indica un potencial de individualizacion grande a

4



causa de que una gran porcién de la poblacion puede ser excluida. El poder de
discriminacion aumenta, conforme aumenta la heterocigocidad (distribucién de
los alelos) y el polimorfismo (varios alelos).(5,6).

Los datos de las frecuencias alélicas han permitido a los cientificos
seleccionar los marcadores apropiados para propositos de identificacién y
exclusién de paternidad, asi mismo permiten calcular la probabilidad ‘de
encontrer a dos individuos con @l mismo perfil genético. (5,6,19,22).

La probabilidad de encontrar una combinacién de dos alelos (genotipo) en
un individuo involucre la multiplicacién de les frecuencias alélicas observadas,
aqul la la ley de Hardy-Weinberg es utilizada:

genotipo homocigoto = (frecuencia del alelo A)’
genotipo heteracigoto = 2 X (frecuencia de A){frecuencia de B).

Esto asume que la frecuencia de los alelos son independientes en la
poblacion. (5,6,15,19,24).

Los evenios independientes pueden ser definidos como aquelios eventos en
los cuales |a presencia o ausencia de un evenlo no tiene efecto sobre otro. Si'
dos eventos son independientes la probabilidad de que ambos se presenten es
e} producto de |a frecuencia de cada avento. (19).

La independencia estadistica dentro de un locus es referida como el
equilibrio Hardy Weinberg (HW) mientras que la independencia estadistica a

‘ (rovés_ de loci cercanos es liamada Equilibrio de Enlace (LE). (24).

E! objetivo real de los cdiculos s estimar que tan probable es que un perfil
de ADN pueda ser encontrado en une poblacion. Ei encontrar a dos individuos
al azar con la misma combinacién de genotipos o perfil genético después del
andlisis de varios loci polimérficos, puede ser calculado al multiplicar la
frecuencia de cada uno de los genotipos en cada locus, esta etapa asume el
equilibrio de enlace (LE). (8,15,24).

49



El poder de discriminacion para combinaciones de los sistemas de
marcadores es igual a 1- (el valor del producto de Pi para cada sistema de
marcadores). Como se adiciona mas valor de marcador, el valor acumulativo
de PD se aproxima a la unidad. Los marcadores deberan heredarse
indepondientoménte (presentes sobre cromosomas separados para que este
PD sea vilido). (6). Si los dalos experimentales u observados difieren
significativamente de los resultados esperados quizds existan ciertos factores '
que influyan en la distribucion del genotipo. Este tipo de informacion es util
para seflalar posibles marcadores genéticos en una poblacién y las técnicas a
utilizar para su deteccién. (8). '

Las frecuencias genotipicas para un marcador particular puede variar de
poblacion a poblacién. Por lo tanto es importante recolectar los datos de las
frecuencias alélicas de poblaciones reproductivas para que pueda realizarse
una apropiada evaluacion estadistica de los resuitados de la tipificacion.
(5.6,18).
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MARCADORES TRADICIONALES APLICADOS EN EL AREA FORENSE.

Por mas de dos décadas las metodologlas tradicionales para establecer la
identidad a través del andlisis de las muestras biolégicas por los cientificos
forenses, involucraron la separaciones de proteinas y/o identificacion de los
grupos sanguineos, basdndose en la deteccion de polimorfismos (variaciones
bioquimicas) en los productos del gen (proteinas, enzimas), lo que se traduce
en cambios & nivel de la secuencia de aminoiicidos, afectando la carga total de
la proteina y por consiguiente su movilidad electroforética, mientras otros
cambios alteran al determinante antigénico y que afectan las interacciones
anticuerpo-proteina. (5,6). v

Uno de los primeros intentos para resoiver problemas con propésilds de
identificacion fue realizado en 1901 cuando Karl Lansteiner, biélogo austriaco,
clasificd a la sangre en base a reacciones inmunolégicas y dependiendo del
antigeno en cuestion en custro grupos sanguineos A, B, AB y O, (59).

El periodo entre 1931 a 1965 mosir6 el descubrimiento y expansion de
informacién concerniente a los sistemas de grupo sanguineos Rh, MN, Kell,
Dufty, Kidd, estos marcadores son raramente utilizados en el andlisis forense
debido a que exhiben una inestabilided en las manchas sanguineas y no se
sncueniran en e semen, salivau otras evidencias biolégicas. ().

investigaciones en o periodo entre 1950-1975 dieron como resuitado la
introduccidn de andlisis via uplncidnu electroforéticas. Existe una gran
variedad de técnicas eleciroforéticas (utilizando agarosa, poliacrialamida,
acetato de celulosa entre otras), las cuales pueden ser aplicadas para
distinguir las variedades de isoenzimas y proteinas de suero. (8).

" Durante los aflos de 1970, las herramientas de tipificacion genética se
expandieron para incluir la deteccion electroforética de marcadores protéicos.
©).
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Desafortunadamente, pocos marcadores protéicos estén’presentes en otras
clases de evidencias biologicas tales como semen. Sin embargo aln con estos
avances en la metodologia y técnicas, el problema de identificacion no podia
ser completamente resusito debido a varias dificultades que se presentaban

durante el andlisis de las evidencias sobre toda cuando se trata de manchas,

ya sean de semen o bien de sangre. (5). .

Estas dificullades son consecuencia pﬂncipalmente a que los indicios
recolectados del lugar de los hechos, frecuentemente se ven expuéstos a
cambios ambientales (temperatura, pH, contaminacién con el sustrato, luz
solar, humedad ), lo que conduce a la modificacion de las estructuras
moleculares, ademds, el intercambio de sustancias bioldgicas durante actos
delictivos involucra sélo trazas de estas muestras; es decir el indicio es pabre
tanto en calidad como en cantidad. (7,15.25).

Cuando la evidencia es de buena calidad es necesario tomar en
consideracion cudles.y cudntos marcadores son posibles de analizar con el fin
de oblener la méxima informacion y sobre todo que sea de utilidad, pues en
ocasiones se lleva a cabo la tipificacién de varios marcadores que no proveen

infarmacién adecuada para poder incluirla o excluirla como perteneciente a la

victima o al victimario.
En general este 1ipo de marcadores poseen un poder de discriminacién bajo,
por 1o que es nacesario utilizar un nimero mayor de éstos para incrementar el

poder de discriminacion de la muestra biolégica y por consiguients mayor

cantidad de muestra.(5,25).

Durante mucho tismpo se estudi6 al gen de manera indirecta; ‘es decir

eetud_iando sus productos. Actuaimente se sabe que mds del 80% de ADN no
codifica para la sintesi¢ de protelnas y por o tanto este tipo de polimorfismos
no se puden determinar. (5.6).
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La biologia forense entrd en la era del ADN en |a mitad de 1980. Tres grupos
de investigadores independientemente demostraron que el ADN podia ser
extraido de todos los tipos de indicios biologicos, un ejemplo importante es en
los casos de violacién en donde las muesitras que se toman a la victima
generaimente son una mezcla de células epiteliales y de células espaﬁnéticas,
a través de estas técnicas el ADN de las células esperméticas del violador es
separado por digestion diferencial (en base a su estructura morfoldgica de la
membrana celular) de! ADN de las células bpileliales de la victima, este
proceso diferencial no es aplicable en el caso de grupd sanguineo ylo
marcadores protéicos. (5,6,25). _

En 1985, el profesor Alec Jeffreys de la Universidad de Leicester, estudiaba
el gen de la mioglobina, la proteina que almacena oxigeno en el misculo, y
observd una secuencia de 33 pares de bases (pb) repetidas 4 veces en
tdndem, en el intrén. Esta secuencia fue llamada minisatélite. ().

Jeffreys purificd el minisatélite y ligb a su cabeza y cola varias veces. El
resultado fue un polimero y posteriormente fue clonado dentro del plasmido
PUC y se utilizé como sonda. Se obtuvieron numerosas clonas conteniendo la
secuencia de ADN humano homélogo, de esas, 8 fueron elegidas al azar y
secuernciadas. Todas diferian en la secuencia de bases, nimero de unidades
repetidas y consecuentemente en longitud. Sin embargo en un andlisis mas
cuidaduso de las sacuencias se observd un fragmento “comin” de 10 a16 pb.
Cuando una sonda de 26 repeticiones de la secuencia “comin” fue clonada y
utilizando Southem blonino. e hidridizacién de ADN humano digerido con la
enzima Hinf |, encontr que este minisatélite de mioglobina detecté muchos
otros satélites humanos, todos de diferente longitud. Cada patron de
hibridizacién individual, fue diferente a los otros. Este patron parecido a un
codigo de barras fue llamado “huellas digitales del ADN". (5).

7



ANTECEDENTES HISTORICOS SOBRE EL ADN.

Actuaimente queda claro que el ADN es el portador de la informacion
genélica , sin embargo este hecho se derivd de investigaciones que @yudaron
a dilucidar su estructura y funcién blolégica entre las que destacan las
realizadas por; un modesto fraile agustino llamado Gregorio Johann Mende!,
quien en 1885, realizé una investigacion sobre los mecanismos de la trasmision
hereditaria. EI primer paso en su investigacién fue seleccionar la planta
adecuada y se decidi6 por el chicharo o arveja de jardin, posteriormente obtuvo
plantas de linea pura para una caracteristica, por ejemplo color de las flores; lo
que logré a través de una serie repetida de siembras reconociendo 7 pares de '
caracteristicas reconocibles con facilidad. (26.27). Las dos caracteristicas
distintivas de cada una de eslas 7 se muestran en la siguiente cuadro.

- CARACTER VARIEDADES
1.- Color de la semilla amarila, verde.
2.- Forma de la semilla redonda, armugada.
3.- Forma de la vaina lisa, arugads.
4.- Posicion de a flor axlal, terminal.
5.- Longitud del tallo largo, corto,
6.- Color de la vaina smarila, verde
7.- Color de la cubierta coloreada, bianca
de la semila

Cuadro No 1. Tipos de chicharos utilizados por Mendel en sus
) estudios de entrecruzamientos. Modificado de
Karp, 1907,

Cuando estuvo completamente seguro de que las semillas contenian el factor
(que posteriormente recibiria el nombre de gen) para originar flores rojas, las
clasificd como linea pura (homocigoto) y siguié el mismo procedimiento para
obtener lineas puras de flores blancas o semillas lisas, por ejemplo. Mendsl
consider¢ 'a existencia de dos factores (uno matermno y el otro patemo) para un
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caracter. Cada progenitor s6lo hereda un factor (gen) a su descendiente. Al
unirse el factor de un progenitor con el del otro progenitor, el descendiente
tendréd dos factores al igual que sus progenitores. Para bomprobar lo anterior,
cortd los eslambres (granos de polen que encierran a los gametos
masculinos) y dejd Unicamente el pistilo (estructura donde se forman los
gametos femeninos) tanto de las flores rojas como de las blancas, y realizd
una polinizacion cruzada, es decir, en el pistilo de las flores blancas depositd
grancs de polen de |0s flores rojas y viceversa. Todas las plantas de este ‘
primer cultivo presentaron flores rojas y supuso que el factor para las flores
blancas habla quedado escondido (factor recesivo). A esta primera
generacion filial a clasificé como hibrida (heterocigota), posteriormente estas
plantes hibridas se autofecundaron y de aqui se desprende el enunciado de la
Primera Ley 0 Ley de la Segregacion de Caracteres. (27): '
* "De la cruza de dos lineas puras, una dominate y olra recesiva, se originara
una linea hibrida". '

“De la cruza de los hibridos se originerédn una cuarta parte de linea pura
dominante, dos cuartas partes de hibridos y una cuarta parte de linea pura
recesiva.’ ‘ '

Esta ley encierra tres conceplos:

@) Los carecteres heredados se controlan por genes, los cuales se presentan
siompre en pares. ‘

b) Uno de los genes puede evitar que el otro se manifieste (dominancia y
recesividad )

c) Los genes que forman un par, se separan al formarse los gametos. Un
progenitor s6lo hereda uno de los genes al descendiente (segregacion).
(23,26.27).
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- En el siguiente experimento planed la cruza de plantas de linea pura para
dos caracteristicas dominantes, con plantas de {inea pwra para dos
caracteristicas recesivas, y al igual que en la cruza donde sélo habia tomado
en cuenta una caracleristica, las .plamas de la primera generacién presentaron
solamente caracteristicas dominantes, flores rojas y tallos largos, las flores
blancas y los tallos cortos no se manifestaron, comprobando nuevamente la

dominancia y recesividad. (27).

o Enunciado de la Segunda Ley o Ley de la Herencia independiente. (27). ‘La
herencia de un cardcter es independiente de la herencia de otro cardcter”.
~ Cuando ia herencia es independiente se debe a que los genes que produclan .
esas caracleristicas se Iocahnn en pares cromosdmicos distintos, es decw en
CIOMOSOMas No homéiogos (23,20.27).

En 1865, con o titulo "hibridacidn en las plantas®, se publicd el trabajo de la
investigacion de Mendel en el periédico de la Sociedad de Historia Natural de
Bim. Los cientificos de oqw enfonces que tuvieron 8 su alcance esta
publicacidn no la comprendieron. Fus 35 aflos mds tarde cuando otros
cientificos valoraron la importancia de esta investigacion; pera entonces, ya se
; conocia que todos |03 seres vivos estamos formados por células y que en elios

8 encuentran siempre Unes estructuras denominadas cromosomas. (27).
Los andlisis quimicos mostraron que los cromosomas estdn mdnados por
_proteinas y #cido desoxirribonucieico (ADN); esta Ultima sustancia fue
descubierta por Friedrich Miescher en 1868, (26,27,28,20.30,31). '

En 1902 Walter Sutton loqrd aplicar la primera y segunda ley de Mende! al '
comporiamiento de los cromosomas durante la meiosis y llegé a la conclusién
que las estructuras celulares responsables de la herencia eran los
cromosomas. (26,27,28,20,30,31).



A principios de 1914, Robert Fulgen invent6 una técnica de tincién de! ADN.
Gracias a esta nueva écnica logré visualizarse el material contenido en el
niclec y medir de manera aproximada la cantidad de ADN presente,
dependiendo de la intensidad de! color. Esto llevo al descubrimiento que todos
los nicleos de las células de un mismo individuo tienen la misma cantidad de
ADN, a excepcion de los gametos (Gvulo y espermatozoides), cuya coloracion
era la mitad de la intensidad més aita. A pesar de esto, durante estas afios no
fue posible establecer con exactitud cual era e! material genético. Se sabla de
la existencia de los dcidos nucieicos y de las proteinas, (23,26,27,28).

En 1928, o bacteridiogo inglés Fred Griffith experimenté con la bacteria
causante de la neumonia, enfermedad peligrosa y muy difundida antes del
descubrimiento de los antibiticos. Una de estas caracteristicas sobresalientes
de estas becteria consiste en que estén rodeadas por una cépst);' de
polisacévidos. Cuando se cultivan en medios de laboratorio durante tiempo
~ prolongado pierden su cépsula y con ella su virulencia, esto es, se vuelven
inofensivas. Lo interesante del experimento es que Griffith descubrié que las
bacterias vivas no virulentas podian serlo nuevamente si se mezclaban con
bacterias muertas virulentas. No obstante, debla saberse cudl era la sustancia
que pasaba de unas bacterias a otras y 1as trasformaba. (Fig No;i). (23,26,28,34).
En 1933 las investigaciones de Thomas Hunt Morgan, probaron la teoria

propuesta por Sutton “los genes antes llamados factores mendelianos, se

focalizen en los cromosomas’, por lo que quedd establecida la teoria
cromoeomica de la herencia. (23,26,27,28,29).

La ciencia dio pasos agigantados hacia el descubrimiento dei componente
quimico responsable de ia herencia. En la década de los cuarenta, Oswald T.
Avery, Colin MacLeod y Maclyn McCarty, investigadores del Instituto
Rockefeller de Nueva York, encontraron |a respuesta. Su experimento consistié



en separar en forma cuidadosa todos los componentes quimicos de las
bacterias virulentas causantes de neumonia y probar uno a uno su efecto
trasformador en bacterias no - virulentas, la sustancia que provocéd la
trasformacion fue la marcada con el nimero 44 y correspondié al 4cido
desoxirribonucieico. Este descubrimiento. no - convencié lotaimente a la
comunidad cientifica. (23,26,27,28,29).

—7

.~ Fig. No. 1. Los experimentos de Griffith contribuyeron a sustentar la idea de que of ADN era -
o materiat gendtico. En su experimento, Griffith {rabajé con dos cepss de pneumococcus
(sgente causante de la neumonia). La cepa liss (S) era virulenta mientras que |a cepa rugosa
(R) ora inocua. Griffith intuy6 que aiguna sustencia o factor de los neumococos lisos muertos
por ol calor podia trasferirse a la capa rugoss, trasforméndola en virulents. Modificado de Kemp, -
1997. : _ .

Ya para 1950 se sabla que los dcidos nucleicos estaban formados por
mondmeros de fosfatos, aziicares y bases nitrogenadas, pero Erwin Chargaff




demostr6 que segun el organismo, el ADN tenia diferentes proporciones de las
bases nitrogenadas y determind que el niumero de adeninas @s igual al nimero
de timinas, y !a cantidad de guanina es igua! a la cantidad de citosina de donde
estableci6  las siguientes regias de composicion (A)=(T), (C)=(G)
(A+T) £ (C+G) (20.20.27.20.29). o

Fue necesario que pasaran 8 aflos (1952), para que un expofimento
realizado por Alired Hershey y Martha Chase confirmara la proposicidn de que
el ADN era el material de la herencia. Hershey y Chase supusieron que el
material genético deberia poseer dos propiodades: primero pasar al interior de

la célula infectada y ser capaz de dirigir ios fendmenos durante la infeccion, y ,

segundo, pasar a la siguiente generacion. Marcaron la envoltura protéica del
virus con azufre radiactivo y el rolio de ADN con fésforo radiactivo. Como el
azufre sblo estd presente en la proteina y no en el ADN, en tanto que en e
caso del f6sforo ocurre a la inversa, puede seguirse la pista de cada una de
estas partes marcadas por su camino de invasion. Con el microscopio
electronico se pudo observar durante la infeccién , el grueso dei volumen del
fago permanece fuera de la céila unido @ la superficie celular con la cola. (Fig
No. 2). Al usar bacteriéfagos con ADN marcado con 32P o con proteina marcada
con 35S, se pudo determinar el porcentaje de cada tipo de radiactividad que en
realidad entra en la célula infectada o queda unida por fuera de la cubierta viral
y 8@ encontrd que cuando se usan fagos marcados para la proteina, el grueso
de |a radiactividad permanece en la célula, y que por el contrario, cuando los

que se omphin son fagos marcados en ¢l ADN, el grueso de la radiactividad -

pasa al interior de la célula hiesped. Cuando se verific la radiactividad que

pasaba a |a sigulente generacion se encontro que se podia detectar menos del-

1% de la proteina marcada en la progenie, mientras que aproximadamente el



30% del ADN marcado se podia encontrar en la siguiente generacion.
{23,26,27,28,20).

Con la ayuda de la cristalografia de raybs X se pudo dilucidar la estructura
del ADN en 1953. Fue asi como Maurice Wilkins y Rosalind Franklin obtuvieron
fotografias del ADN y clertas medidas intramoleculares (es decir las medidas
que separaban a los constituyentes del ADN) cuyo significado desconocian,
pero que aparecian con regularidad: 2.0 nanémetros (nm), 0.34 nm y 3.4 nm.
(23,2027,20.29).

Fue asl como James D. Watson y Francis Crick intervinieron sobre la
dilucidacion de la estructura del ADN e hicieron varios modelos para probar
diferentes disposiciones de los elementos que constituyen al ADN, hasta que
uno de éstos resultd apegarse con mayor exactitud a los datos de Chargaff y
de Wilkins-Franklin. E! ADN parecia ser una doble cadena, enrollada sobre sl
misma, con un esqueleto de fosfato-azicar (los pilares), con las bases
nitrogenadas (uniendo los pilares) orientadas hacia el interior. En este modelo
ol ancho total de la doble hélice era de 2.0 nm, el grosor de las bases
nucleotidicas era de 0,34 nm., y dado que la doble cadena gira sobre si misma
envolldndose, |a escalera de caracol daria una vuelta campleta cada 3.4 nm,
eslo es, cada 10 pares de bases. (Fig. No. 3). (23,2,27,28,29,).

Desde los tiempos en que los bidlogos empezaron a considerar la naturaleza
de las sustancias genéticas, se determinaron tres funciones principales que
deberian satisfacerse. ! aimacén de informacion heredable, el mecanismo
para la autoduplicacién y la capacidad para dirigir las funciones de una célula.
El modelo de Watson-Crick para la estructura del ADN fue de importancia vital
a fin de demostrar |a forma por medio de la cual dos de estas funciones
genéticas llegan a cumplirse. (23,26,27,28,29,). '
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Fig. No 2, Hershey y Chase marcaron fagos radisctivamenta. La cépside con azufre y el ADN
con fésforo radiactivo. Posteriormente infectaron une colonia de bacterias, pero sin dar tiempo
pars |8 duplicacién del ADN. Seperaron 18 cépside vacia dei fago y enconirsron que -
Unicamente - ¢l fosforo radiactivo (P) habia penetrado en ja clula. Modificado de
Barahona, 1984,




Figura No. 3. Estiuctructura del ADN.
Represantacidn asquemdtica do la doble
hlice del ADN. Laa dos cadunas de fos-
feto-azicar y los bastones horizontales
reprasentan los anlaces anlie los pares
: de las bagee. La linea verticsl indica o
i #j¢ de la fibre. Le doble hdlice tiena un

: digmetro de 2 nm, ung weka completa
mide 3.4 nm de longitud y sn elle caben
diez pares de nucledtidos separadae por
una distancio de 0.34 nm.

Modificado de Karp, 1087,



Watson y Crick propusieron que las dos cadenas de la doble hélice eran en
efecto un par de moldes disponibles para usarse en la duplicacion. Cada
cadena tendria la informacién para la secuencia complementaria. Se asigna a
una banda el signo (+) con el fin de diferenciarla de la otra, a la cual se le
asignaria el signo (-), si las dos cadenas deben separarse, la banda (+) puede

servircomomoldoporei‘cuolInpoﬂmofizacibndeumbanda(-) se puede

llevar a cabo y viceversa. (23,20,27,2,29).

Meselson y Stahl idearon e 1958 un experimento refinado, empleando

bacterias cultivadas en un medio alimenticio enriquecido con nitrégeno pesado
"N y consiguieron obtener una poblacién de bacterias cuyo ADN estaba
marcado en sus dos bandas, con "*N. Entonces, estas bacterias marcadas
fusron sometidas ‘
a un régimen que contenia nitrdgeno ordinario, N y se les permiti
reproducirse durante dos genwraciones sucesivas. Después de la primera
division se analizd el ADN el cual contenia partes iguales de "N y “N.
Despuds de ia segunda division aparecieron dos clases de ADN observando
que el primero contenia dos hebras con "N, en tanto que el segundo contenia
una hebra con “N y la otra con "N.

Estos hallazgos estén en completo acuerdo con la explicacion de Watson y.
Crick de la duplicacion de! ADN. En la primera division se separaron las dos
tiras, con '*N cada una, y cada una sirvié, por asi decirlo, de molde para la
orgenizacion de la otra tira @ partir del alimento con "N circundante. Asi cada
célula hija obluvo moléculas de ADN con una tira de N y Ia otra con “N.
Precisamente antes de la siguiente divisién celular se separaron las tiras con
Ny "Ny cada una organizé a su lado una tira con “N. Al dividirse cada
célula, @ una de las células hijas le tocd el ADN de la molecula °N/'“Ny a la
olra ADN de molécula '“N/'N. (Fig No. 4). (26).
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1. Ambas cadenas dei ADN bacteniano estén
marcadas con N-15
15 14 %1
2. Después de Ia primera diision, en cada célula hija se encusntra una bands que tiene N-15 y la

otra N-14

15 Y4 14 18 15 14 ; %,

3. Despud de la segunda divigitn, la mitad de las células tienen ADN con N-15/N-14, 'y |a otrs mitad
tisnen ADN con N-14/N-14.

Fig No. 4. Duplicacién semiconservativa del ADN. Modificado de Frankei, 1980.




ESTRUCTURA MOLECULAR DEL ADN.

La unidad estructural basica del ADN es el nucledtido, el cual contiene tres
componentes caracteristicos:

a) Un azicar de cinco dtomos de carbono (desoxirribosa).

OH
’

b) Un grupo fosfato en ia posicion 5' del azucar.

™
uo-—T—ou
I

¢) Una base nitrogenada que est4 unida al sitio 1' del azUcar. Las bases son de-
dos clases, las pequefias pirimidinas (timina y citosina) y las grandes (adenina
y guanina). (5,7,25,26,28,30,31). Fig No. 5. L



La unién quimica entre el azicar y el grupo fosfato se conoce como enlace
3'5' fosfodiéster, EI ADN esta formado por 4 tipos de nucleétidos puesto que
tiene 4 bases nitrogenadas diferentes (5,26,28,30). Fig. No. 8,

Una cadena de nucledtidos forma un polinucledtido, La molécula de ADN es
un lergo polimero no ramificado y se compone de dos cadenas de nucledtidos.

Las dos cadenas forman un par-de hélices de rotacion derecha que se
enrolian alrededor del mismo eje. (5,26,28,30).
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Fig. No.5. Las cuatro bases mirogenadas del ADN. La adenina y la guanina son
puinas, la citosina y la timina son las piﬁmidings,Modiﬁcado de Karp, 1987,

El esqueleto de azucar-fosfato-azicar-fosfato se localiza en el exterior <_ie la
molécula con las bases proyectandose hacia el centro, (5,26,28,30). '



Las dos cadenas se matienen juntas por enlaces de hidrogeno que estan
presentes entre cada base de una cadena con una base asociada a la otra.

Las bases ocupan planos que son aproximadamente perpendicﬁlares al gje
longitudinal de la molécula y, por lo tanto, estén superpuestos. (5,26,28,30).

La distancia entre el dtomo de fosforo del esqueleto y el centro del eje es de
10 A (por lo tanto el ancho de la doble hélice es de 20 A). (5,26,28,30).

En ancho de 20 A de la fibra requiere que una pirimidina de una cadena

siempre $e aparee con una purina de la otra cadena, si no la asociacion de dos
purinas se extenderia mds alié del ancho requerido. (5,26,28,30).

‘Los dtomos de hidrogeno enlazados con el carbono 4 de la citosina y ol
carbono 6 de |a adenina estén de manera predominante en la configuracién
amino (NH2) en lugar de Ia forma imino (NH). De la misma manera, los dtomos
de oxigeno eniazados con el carbono 6 de ia guanina y el carbono 4 de la
timina estén predominantemente en la configuracion ceto (C=0) en lugar de la
i enol (CON). Estas restricciones estructurales en la configuracion de las bases
sugiere que la adenina es la Unica puring estructuralmente capaz de unirse con

ia timina, y la guanina es la Unica purina capaz de unirse con la citosma porio

tanto. los Unicos pares posibles son AT y GC, lo cual se ajusta al andlisis
efectado por Chlfodl Los pares AT se unen por dos enlaces de hcdrégeno y
los pares GC por tres eniaces de hidrogeno. (5,26,28,30).
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Las dos cadenas comprenden una doble hélice y las cadenas corren en
direcciones opuestas, es decir son antiparalelas. En otras palabras, si una
cadena esla alineada en la direccion 5'-3', su cadena asociada debe alinearse
en direccion 3'-5.'(5,26,28,30).

La doble hélice da una vueita compiela cada 10 residuos (34 &) 6 150
vueltas por millén de peso molecular. (5,26,2830).

b 4 i-o
4- |L -0
J =]

Fig.No.6.#) Estructura general de un

desoxirihonucledtido ( un desoxini

bonucléskdo & -manofosfato). .

b) Estructura general de una fraccidn

do una cadena simple de ADN. E'?_]

Modificado de Karp, 1987.
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No existe ninguna restriccion en la secuencia de bases de una determinada -

. cadena de una molécula, Sin embargo, una vez que la secuencia en particular
se especifica en una cadena, la secuencia de la otra cadena se determina -
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automaticamente. Se usa ei término complementariedad para expresar ia
reiacion entre las dos cadenas de ia dobie hélice; por ejempio, A es
complementaria de T, AGC es complementaria de TCG y una cadena entera
es complementaria de ia otra. (5,26,28,30). Fig. No.7.

azicarfosfato

Fig. No.7. Estructructura del ADN
Rapresentacion asquemdtica de la doble
hélice dal ADN. Las dos cadenas de fos-
falo-azicar y los baatonas horizontales
- representan los enlaces entre los pares
da las beses. Lalinea vettical indice o
oje de Ia fibra. Modificado de Karp, 1907,



" CONSECUENCIAS BIOLOGICAS DE LA ESTRUCTURA DEL ADN

(1) Las dos bandas complementarias proveen un mecanismo para la
replicacion del ADN, durante la llamada fase “S” (sintesis) del ciclo celular, los
puentes de hidrogeno se rompen, y las dos bandas se separan, cada banda
actia como molde para la formacion de una “nueva’ banda hija con las
secuencias de bases complementarias a la banda ancestral. Una enzima
cateliza |a adicién secuencial de nucledtidos para el crecimiento de las bandas
de ADN, proceso canocido como replicacion semiconservativa. (5,23,25).

(2). La secuencia de bases provee un cédigo para el almacenamiento y
trasmisién de la informacion genética. Una molécula de ADN Unicamente con
tres pmn de longitud pueden presentarse en 64 secuencias diferentes
(MA.MT.AAG.MC,ATA, etc). Una molécula de 100 pares de bases de
longitud puede existir 4100 secuencias diferentes. (5,.23,25). '

(3) EI ADN aciia como molde para la formacion del RNA, |a primer etapa en la.
sintesis de proteinas. (5,23,25). o
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PROPIEDADES DEL ADN

Desnaturalizacion del ADN,

La doble hélice del ADN experimenta un desenrollamiento cuando se somete:
1) A pH extremos,
2) Al calor,
3) A la disminucién de s constante dieléclrica del medio acuoso por la
incorporacion de alcoholes, cetonas, etc.
4) A la accion de ia urea, |as amidas y otros solutos similares. (2¢,28).

El mecanismo que més se emplea para seguir la desnaturalizacion térmica,
se denomina fusion, en donde se mide el aumento en |a absorbancia de las
cadenas sencillas en comparacion con las de las originaies (dobles), este
aumento se denomina desviacion hipercromica o efecto hipercromico. (26,28). -

La fompornturlon la que la desviacion hipercromica es semicompleta, recibe
¢ nombre de temperatura media de fusion, (Tm). (26,28).

Cuando se comparan los perfiles de fusion de ADN extraidos de diversas
fuentes, se hizo aparents que a Tm para una preparacion de ADN (a una
determinada fuerza iénica era indicador muy sensible de la composicién de las
bases del ADN. A mayor contenido GC (% de G + % de C), mayor Tm. Esta

~ estabilidad aumentada del ADN que contiene GC, refleja la presencia de
hidrbgeno extra entre las bases, en comparacion con |a pareja de AT. (26,28).



Viscosidad.

Debido a su naturaleza sumamente delgada, de gran longitud y a la rigidez
de la doble hélice, {as maléculas de ADN se rompen en fragmentos cada vez
més pequefios, en condiciones suaves y tienen capacidad para enroliarse
alrededor de una varilla de vidrio, (26,28).

interacciones idnicas

La superficie exterior de |a tira de ADN es anitnica debido a la presencia de
grandes cantidades de grupo fosfato, cada uno de los cuales estd totalmente
ionizado a pH fisiolégico. Como un polianion, el ADN es capaz de inleracciones
ibnicas con una gran cantided de moléculas cargadas positivamente. En
solucién, el ADN por lo general forma complejos con pequefios cationes (Mg’
Ca') pero en la célula eucarionte esté en intima asociacion con proteinas
cargadas positivamente (histonas). (20,20).

Proceso de sedimentacion.

La molécula de ADN se ha analizado por técnicas que utilizan

ultracentrifugicién. Sl una muestra de ADN se centrifuga en un tubo que

contiena un gradiente de densidad; es decir, una solucién como el cioruro de

casio, cuya concentracion eumenta de |a parte superior del tubo, hacla el

fondo, cada molécula de ADN se moviliza hacia un sitio dei tubo en donde la
densidad del medio equivale a su propia densidad de flotacion. Una vez que la



molécula llega a su lugar, la fuerza de centrifugacion, ya no puede afectarla y
permanece ahi, lo cual quiere decir que alcanz6 su equilibrio. (26,28).

Efecto hipercrémico,

La desnaturalizacion del ADN va acompafiada de cambios profundos en sus

propiedades fisicas, ya que:

1) la viscosidad decrece .

2) la absorcién luminosa a 260 nm aumenta
3) la rotacién dptica se hace mas negativa
4) la densidad de flotacion aumenta

Las bases pUricas y pirimidinicas absorben la luz ultravioleta a 260 nm. Si el
ADN de doble cadena se desnaturaliza por calor, se observa un gran
incremento en la luz absorbida a 260 nm como en un 20 @ 80% y estd
directamente relacionado con el contenido en pares de bases A-T cuanto
mayor es la proporcion de pares A-T, més grande es el incremento de la
absorcién . luminica, este aumento es conocido como efecto hipercrémico.
(20,20).

Julius Marmur y col.(1960), notaron que si & las moléculas de ADN se les da
suficiente tiempo de incubacién, con fusrza idnica y temperatura adecuadas
(aproximadamente 25°C por debajo de la Tm) favorece la formacion de los
~ enlaces de hidrégeno y son por lo tanto capaces de reasociarse, fenémeno
denominado renaturalizacion o reasociacion. La reaccioén de reasociacion
demuestra una cinética de segundo orden, esto es, es proporcional al producto
de la concentracion de fos reactivos. A mayor niimero de mouculas
complementarias en un volumen determinado, mayor es la frecuencia de
colisién, y mas rdpida la formacion de una estructura doble y estable. (26,26).



BASES GENETICAS PARA LA IDENTIFICACION
DE INDIVIDUOS.

Cada ser humano tiene una abariencia fisica Unica (fenotipo) y estas
caracteristicas son el resultado de la interaccion de Ia informacion genética que
heredd de.sus padres durante la concepcitn y la interaccién del medio
ambiente que le rodea. (4.27).

La informacion genélica estd contenida en la estructura molecular del &cido
desoxirribonucleico (ADN) y esta informacién se encuentra cifrada eh el
orden en que las cuatro bases nitrogenadas (0 simplemente bases) se
encuentran acomodadas a lo largo de la cadena del ADN. La unidad de la
herencia es conocida con el nombre de gene, el cual es un fragmento de ADN
y contiene la informacion para fabricar proleinas y otras moiéculas
fundamentales para la vida. (5,23,20.2,31).

Los genes estan contenidos en los 23 pares de cromosomas, 22 pares son
autosomicos (cromosomas no sexuales) y por lo tanto se asume que lodas las
células sométicas de un individuo son genotipicamente idénticas, y un par de
cromosomas que determinan el sexo del individuo (cromosomas sexuales). Un
cromosoma contiene airededor de 2 000 genes. (4,5.6,7,8,25,30,31).

La localizacién apoclﬁca de un gene sobre el cromosoma se le lama locus
(en plural loci). Un gene puede presentar formas alt@nwnltivﬁl' que se
conocen como alelos, los cuales difieren a nivel de la secuencia del dcido
desoxirribonucieico. Un polimorfismo es la frecuencia, dentro de una
poblacién de dos 0 més formas alternativas y distintos fenotipos que resultan
de la variacion alélica en un locus. (5,8,2).

Uno de cada par de cromosomas es de origen materno, la otra parte
obviamente representa aquellos cromosomas  recibidos del padre biolégico.

5f



Por su dotacion cromosomica doble, los organismos diploides poseen dos
alelos de cada uno de sus genes, con excepcitn de algunos genes localizados
en cromosomas sexuales. Cuando ambos alelos son del mismo tipo, el
organisino es homocigote y cuando son diferentes, el organismo es
heterocigoto. Aigunos alelos pueden ser dominantes sobre ofros en términos
de su expresion. Frecuentemente el fenotipo determinado por un alelo se
manifiesta aungue éste se encuentre en heterocigocidad; en contraste, otros
alelos requieren de la homocigocidad para que se pueda manifestar el fenotipo
que determinan. El primero es lsmado dominante y el segundo recesivo. Sin
emblrgo, oxisten alelos que son codominantes es decir que ambos se
expresan cuando ol estado es heterocigoto. (4.5,6,8,29). :

Las razones por las que cada individuo es genéticamente diferente a .
todos los demds (exceplo si tiene un gemelo idéntico) residen por un lado
en la: gran veriedad de formas que puede tener cada uno de los
aproximadamente 100,000 genes que tenemos los seres humanos y por
otro, en |a forma sexual como nos reproducimos. (5). ,

Cada gen contiene las especificaciones de una estructura o de una
funcién particular del cuerpo, pero estas especificaciones pueden variar
(alelos) y pueden considerarse como una variacion normal, por ejemplo; los
distintos grados de pigmentacion de la piel, color de los 0jos, 0 variedades
_fuera de lo normal (mutaciones), como en el caso de los albinos. (8).

Por otro lado, durante la meiosis (Fig No. 8) los cromosomas del padre y de
la madre se entrecruzan para posteriormente repartirse en las dos células
que formardn los gametos. Durante este entrecruzamiento o
recombinacion gendtica los cromosomas intercambian informacion entre
ellos de tal manera que se forman cromosomas que son una combinacion -






de los cromosomas def padre y de la madre. Si el cromosoma paterno tiene
los alelos A y B en dos genes distintos y el materno tiene los alelos ay b en
€808 Mismos genes, entonces |08 cromosomas que iran a formar a las

- células hijas tendrén complementos genéticos que no existian en los
padres, como son las combinaciones de AB y aB. Estos gametos se ilaman
gametos recombinantes, en coniraposicion a os gametos ab y AB que son
los parentales por ser los que fueron heredados por los padres. La variedad
de dvulos y espermatozoides es tan grande que al conjuntarse darén lugar a
una combinacidn dnica e {rrepetible. (23,26).

El genoma humano (23 pares de cromosomas) consiste de secuencias de
ADN de funcion conocida (exones), que codifican para la secuencia de
amincdcidos de una proteina; pero, existen otras secuencias cuya funcién
aun no ha sido establecida (intrones). Tal ADN "no codificante” actia como
secuencis "espaciadora’ entre regiones “codificantes” y conslituyen
aproximadamente 80% del genoma humano, teniendo poca capacidad en la
traduccion o transcripcion. Estas secuencias se han analizado y se ha visto
que estén constituidas por ADN repetitivo y son altamente polimdrficas. (5,6).
Existen dos clases de polimorfismos: ' :

Polimorfismos de sitio. En donde la veriabilidad alélica es debida a
diferencias en eitios especificos en la molécula de ADN. En estos loci
polimérficos Ia presencia de una base quimica particular del ADN confiere
susceptibilidad @ la accion de corte por unas tijeras quimicas (enzimas)
conocidas como endonuclieasas de restriccion. La forma alternativa del gen
(alelo) o cusi carece de esta secuencia quimica particular, es decir la -
ausencia del llamado sitic de restriccion no permite el corte por la
endonucieasa en este sitio. Asi fa presencia o ausencia de sitios de
restriccion dan como :resultado fragmentos cromosdmicos de Iongltud‘



variable. Los fragmentos resultantes del tratamiento enzimatico son
separados por longitud bajo una corriente eléctrica a través de un gel
(proceso llamado electroforesis) y utilizando un ADN que tenga una
secuencia similar al ADN es hibridizado (acoplado). Estos polimorfismos de

sitio son mejor conacidos como polimorfismos de longitud en el fragmento .

de restriccion (RFLPs). (Fig No. 9). (5,0).
Polimorfismos de longitud. Los - polimorfismos tamblén pueden
presentarse en repeticiones multiples de segmentos de corta longitud de

ADN. En cada uno de los segmentos repetidos de la secuencia es similar, '

pero ef segmento de longitud varia. Estos loci son conocidos como nimero
varisble de repeticiones en téndem (VNTR).Las secuencias en téndem se
consideran que son alelos de longitud de bases. (5.9). '

Para un locus VNTR, un individuo tiene dos alelos, uno en cada
cromosoma. Los dos alelos pueden ser de la misma longitud o ser
diferentes. Asi, para un locus VNTR simple, cada individuo tiene una banda
(homocigoto) o dos bandas (heterocigoto). Las secuencias repetitivas
pueden presentarse en loci miltiples sobre varios cromosomas. (Fig No 9).
(59). '

0] :
--TGTCACTACGGAGCATACG--
--TGTCACTATGGAGCATACG--

®) ‘
--AATCGTCACAGTAACTTACG--

~AATCGTCACACAGTAACTTACG--
~-AATCGTCACACACAGTAACTTACG--

IFI;. No. 9. Dos tipos de polimorfismos.
(8) un simple cambio de base
(b) repeticiones en tandem de nimero variable (WTR).




METODOLOGIAS PARA EL ANALISIS DEL ADN EN EL AREA FORENSE.

L.a metodologia particular que se emplee dependera de la cantidad y calidad
de |a muestra, el objetivo de la prueba y la preferencia del laboratorio para
llevar a cabo tal procedimiento. (5,7,25)

Todas las metodologias sin embargo, estan diseiladas para aislar ciertas
secuencias de nucledtidos -los segmentos polimdrficos de la molécula del ADN.
Estos fragmentos proveen las bases para di'utinouir el ADN de cada Individuo.

En el rabajo forense, se utilizan dos métodos anliticos comunes pira
. detectar el ADN polimérfico en muestras de origen humano y son :
Polimorfismos en |a longitud del fragmento de restriccidn (RFLP) y las técnicas
basadas en la Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR).(5,7,25).

El método de RFLP identifica fragmentos de la cadena de ADN que contiene
los segmentos polimdrficos, produce una "hueila® de ADN de los fragmentos y
mide su longitud.(5,7,25). '

Los métodas basados en PCR determinan la presencia de alelos especificos
(formas alternativas de genes que esién presentes en diferentes individuos) de
esta manera seflalan as caracteristicas genéticas especificas.(8,7,25).

POLIMORFISMOS EN LA LONGITUD DEL FRAGMENTO DE RESTRICCION.

Para generar y detecter los polimorfismos en la longitud del fragmento de
restriccion (RFLPs), o1 ADN primero deberd ser aislado, las bandas de ADN
son cortadas utilizando unas tijeras enzimiticas (endonucleasas de restriccion
Res), enzimas derivadas de bacterias que catalizan el proceso de corte. Una
enzima particular cortard las bandas de ADN en la misma secuencia de
nucledtidos (sitio de rosiriccién). Por sjemplo la enzima de restriccion Hpa | y
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reconoce la secuencia de nucleétidos GTTAAC y marca el coteentrelaAy
laT.

y |
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Fig No. 10 Ei corte del ADN por enzimas de restriccién puede efectuarse de dos maneras
distintas a) bordes romos; b) tereminales cohesivos. Modificado de Vives Puiggros, 1094,

Utilizando una técnica llamada electroforesis, los fragmentos polimérficos son
 separados por longitud. EI ADN tiene una carga eléctrica negativa por lo tanto
se movera hacia el electrodo positivo. La distancia que recorra de un fragmento‘.
de ADN dependerd de la carga eléctrica, por su longitud y peso molecular. Asi
los fragmentos de la misma longitud y peso molecular recorrerdn la misma
“distancia, los fragmentos mds grandes se moverdn mas lentamente que los
fragmentos mds pequefios. Después de la electroforesis, Ia siguiente etapa
consiste en transferir -los fragmentos de ADN del gel a la membrana de nylon
procedimiento conocido como “Southern blotting”, un reactivo quimico (como
hidroxido de sodio) actia como una solucion de trasferencia y como medio



para separar los fragmentos de doble cadena en cadena sencilia. EI ADN
desnaturalizado (de una cadena) se trasfiere a un papel de nitrocelulosa, se
seca y se somele a hibridacién con una sonda marcada, que se unird @ Ia
cadena complementaria. Después de unas horas de incubacion, se procede a
lavar |a nitrocelulosa. Una vez seca se le aplica una placa de radiografia y se
expone unos dias a rayos X, al cabo de los cuales aparecerdn unas bandas
correspondientes a los fragmentos de ADN donde se hallaban las secuencias
complementarias a la sonda. (5,9,7.25,32).
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Fig. No. 11, Técnica de Sourthem MOGIficado de Vives PuIgQras, 1994,

El resultado es una autorradiografia y se parece mucho a un codigo de-
barras. Las diferencias genéticas entre |os individuos seran idemiﬁqsdas como - -

diferencias en la localizacién y distribucién de los patrones de las bandas. (5.6).



REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA.

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa no solamente es una
herramienta analitica, sino también, una técnica de amplificacion utilizada
frecuentemente cuando la cantidad de la muestra esta degradada. '

Este método enzimdtico in vitro permite generar millones de copias de una
segmento especifico de ADN. (8,31,32,33,34,35,36,37,38,30). ‘

La reaccion en cadena de |a Polimerasa requiere tres etapas térmicas:

(1) Desnaturalizacién del ADN genomico.

La muestra de ADN es calentada de 92-96°C para separar las dos
cadenas produciendo dos cadenas simples. Cada banda sirve de molde para
la etapa de alineacion,

(2) Alineacién de los iniciadores al sitio complementario al moide de ADN de
45 a 72°C. Dos secuencias de oligonucledtidos sintéticos (conocidos como
iniciadores) son diseflados de tal modo que por Su estructura hibriden
especificamente y en orientacion adecuada (5' a 3') con la secuencia de
interés del mdldo, donde de esta forma da lugar a una pequefia region de
doble cadena inicial que necesita la ADN polimerasa.

(3) Extension del iniciador en Ia terminal 3' OH por adiciones sucesivas de
deoxinuciedtiodos (NTPs). La extension ocurre a 72°C. Las tres etapas
anteriores conforman un ciclo. .

La ADN polimerasa lleva a cabo la sintesis de una cadena complementaria
de ADN en direccion 5' a 3’ teniendo como molde ADN de doble cadena.
Este proceso se repite generaimente 25 ciclos, ia amplificacién del ADN

origingl  es de aproximadamente un  millon- de ’ copias.

(8,31,32,33,34,35,38,37,38,30). '
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, Fig. No, 13; Representacion grafica del primer ciclo de amplificacion de la Reaccion en cadena
de |a Polimerssa. Modificado de Reynolds, 1991,

El ADN amplificado puede entonces ser analizado por alguna de las siguientes

metodologias:
1) Sondas de oligonuciedtiodos alelo especificas.

Un alelo es una de las varias formas sitemativas de un gen con las mismas
caracteristicas y ocupan un focus dado sobre un cromosoma. En lugar de medir
la longitud de los fragmentos de ADN como en la técnica de RFLP, las sondas
alelo especificas son utilizadas para determinar si un alelo ‘espocl_'ico esta

presente. Este proceso es frecuentemente conducido en conjunto con PCR.
(58.7). '
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El ADN es extraido y colocado sobre una membrana de nylon donde se
introducen las sondas alelo especificas. Un proceso llamado ‘Dot Blot'
estabiliza la muestra y una marca fluorescente hace visibles los puntos en los
cuales hibridizaron. Existe también el método ASO reverso, en el cual se
adhiere @l oligonuciedtido especifico a la membrana y se visualiza un punto de
color azul cuando el producto de ampilificacion hibridiza con el oligonucleétido
especifico.

Existen dos tipos de londu'do este tipo, de locus simple en donde los
alelos detectados esian presentes en el locus y las de multilocus en donde la
sonda reconoce diferentes genes sobre diferentes cromosomas o reconoce a
una familia de genes. (58.7).

2) Andlisie electroforético.
El cual se uliliza para seperar los productos de amplificacion de diferente
tamafio debido a las secuencias repetidas en tindem. (5.6.7).

3) Polimorfismos en la longitud de los fragmentos ampiificados.

Este mélodo involucra la purificacion del ADN pero en lugar de fraccionar al
ADN con una enzima de restriccién, la técnica de amplificacion PCR es
utilizada para producir miliones de copias de solamente la porcién especifica
del cromosoma. (5,6.7). '
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Fig. No. 14. Andlisis de los productos generados por PCR de los primers (ofigonucledtidos)
flangueantes a Ia region del polimorfismo. En este ejemplo, el poiimorfismo es un simple
‘cambio de bases en ia secuencia de reconocimiento por la endonucieasa de restriccidn Eco RI
(9. Los primers son complementarios @ las secuencias coneervades en cada lado del
, indicados por lss flechas. Los dos tipos de productos de PCR son generados de
este modelo mezciado; uno (A) contiene |a secuencia de reconacimiento por la Eco Ri y el otro
(8) contiene Ia secuencia alterada. Tres mélodos se llustran pars el andiisis de jos productos.
Al utitizer o método de Dot Blot, los producios de PCR son fijados e una membrana de nylon.
Las dos sondas de oligonuclettidos especificos (§80) marcadas hibridizardn con las tiras
idénticas bajo condiclonss que peimilan perfectamenste - unirse a iss secuencias
complementarias. La sonda 1 podrd hibridizar especificsmente con los productos que
contengan la secuencia A, y la sonda 2 podra hibridizar con los productos que contienen |8
secuencia 8. Consecuentemente, productos heterocigotos (una mezcla de los producios de
sacuencia A y B) hibridizardn con ambas sondss, mientras que o8 productos homocigotos
hibridizerén con una sonda. La digestion con- una enzima de restriccion seguida por
electroforesis en gel permite facilitar la determinacidn de genotipos cusndo uns secuencia de
reconocimiento es afeclada por el polimorfismo. Esta técnica permite observar los patrones de
homocigotos y heterocigotos por medio de bandss. El andlisis de ia secuencia de ADN de ios
productos de PCR pravee la secuencis actual del producto a través de la regién poiimérfica. La
posicién del polimorfismo as marcada con un asterisco (*). Las secuencias son leidas desde el
finai & la parte superior de! gel. La secuencia dei producto A e 3'-GAATTC mientras que la de!
producto B es S-GAACTC. La secuencia heterocigota es distinguida de la homocigata por la
presancia de embos residuos en la posicién polimdrfica. Modificado de Reynokds, 1991,



TIPIFICACION DEL ADN
CON PROPOSITOS DE IDENTIFICACION LEGAL Y FORENSE.

Sin lugar a dudas, el advenimiento de la PCR permitié un gran avance en las
pruebas de identificacién. La Veniaja de esta técnica radica en su capacidad
para generar miles de copias de una ucuenéia especifica de (gene) ADN y con
ello aportar material suficiente para realizar una diferenciacion a nivel
molecu_lar. COmo‘consocuencia, 88 han desarrollado sistemas de identificacién
por medio de marcadores gendticos en donde el poder de discriminaciép es
mucho mayor que el obtenido con los marcadores tradicionales ( grupo
sangui_neo ABO, Rh, Fosfoglucomutasa (PGM) ). (5.6.7). '

Los marcadores genéticos adoptados en el drea legal y forense (polymarker.
HLA DQ A, D1S80), deben como ya se menciond anteriormente, ser
polimérficos, es decir, que se encuentren més de dos alelos de un gen en
particular dentro de una poblacion determinada. Se dice que un locus es
polimérfico si las fracuencias de los alelos mas comunes son menores de 0.95.

‘La tipificacion de un marcador gendtico amplificado por PCR se basa en la
deteccién de variacion en las secuencias de ADN. Un tipo de pglimorfismo es
el cambio de una simple base. El segundo es la variacion en las 'socuencias
repetitivas o VNTR's de genes especificos. Dichos polimorﬁsmos: pueden ser
diferentes de una persona a ofra. (13,42,43,44,45.48,47.48),

Existen en la actualidad Kits que contienen todo lo necesario para llevar a _
cabo la técnica de PCR y que son especificos para deteMimdo marcador
genético.. Algunos de estos sistemas son el, HLA DQ A, Polymarker y D1S80,
éstos son ampliamente utiizados debido a su elevada variacion alélica que
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presentan dentro de la poblacién. Se han llevado a cabo estudios para
determinar la frecuencia de marcadores genélicos en diferentes poblaciones
del mundo, los resultados revelan una elevada heterocigocidad y un alto poder
de discriminacion.- No obstante, para la poblacién mexicana solo existen datos
de frecuencia alélicas para el sistema HLA DQ A,, no asi para ¢ D1S80y PM.

A diferencia de la tipificacion de polimorfismos en la secuencia de un gen, el
andlisis de los VNTR': ofrece una mayor ventaja pues hay mas alelos.en la
poblacion y por tanto un mayor nimero de combinaciones pueden
obtenerse.(15).

. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (HLA REGION DQaifa)

. Latipificacion de la regién DQ A, del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
no sdlo es indispensable en la investigacion de enfermedades del sistema
inmunitario y la tipificacion de tejidos pain el transplante de drganos, sino que
se ha convertido en una herramienta imprescindible en la identificacion de
individuos. Este fue el primer sistema que se ulilizd con fines forenses
aplicando la PCR . Se han observado en la regién DQ A, sels alelos (DQA 1.1,
1.2,1.3, 2, 3y 4) cuya combinacién definen 21 genotipos. La tipificacion de este
sistema se realiza con sondas especificas de dligonuc!ootidol (SSO) que estdn
fiadas en membranas de nylon, dichas sondas son complementarias a la
secuencia amplificada. A este método se le conoce como reverso del dot blot.
La hidridizacién de las sondas con el producto amplificado se lleva a cabo bajo
condicionés estrictas de lavados y temperatura , ya que se uliliza una ‘enzima
conjugada que produce la reaccién de color la cual revela 6! alelo presente en
una : determinada muestra.
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Fig. No. 15, Sondas inmovilizadas para |a tipificacion de QD A,. Los patrones del reverso de
dot blot para tres genolipos se Husiran. Cada uno de jos 21 genotipos tiene un unico patron de
puntos, Existen 9 sondas diferentes en la tira. Les cusiro primeras sondas representan a los,
alelos 1, 2, 3 y 4 respectivaments la quinta sonda denominada “todos® contiene una mezcla de

todos los ‘aleos y sirve como Indicador, una intensided superior 0 igust @ esta mancha se] -

considera como positiva. Las custro sondas restantes  sirven para distinguir los subtipos del
alelo 1, La primera y Ia tercera son especifican para los alelos 1.1 y 1.3 repectivamente, is
segunda contiene una secuencis compiementaria de los sieios 1.2, 1.3 y 4, la GNima sonda
hibridiza con todos 108 alelos excepto con 1.3 y sirve para distinguir el genotipo . 1.2, 1.3 del

genolipo 1.3,1.3. Modificado de Reynolds, 1901.
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Este método es especifico ya que permite observar cualquier variacién alélica,

debido @ que en el soporle de nylon se encuentran las secuencias que son

complementarias para cada uno de los alelos posibles.(5).

0. POLYMARKER

Este sistema incluye la tipificacién simulténea de cinco loci genéticos como lo
son; Receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR), Glicoforina A (GYPA),
Gammaglobina Hemoglobina G (HBGG), D758 y Componente especifico de

grupo (CG). Los alelos ui’oomo su localizacion en los cromosomas se
enuncien en |a siguiente tabla, incluyendo HLA DQalfa.

LOCUS CROMOSOMA | PRODUCTODE | No.ALELOS
PCR (pb).
LOLR 19 214 2
GYPA 4 190 2
HBGG 1 172 3
D788 7 151 2
Gc 4 138 3
__HLADQalfa 8 239/242 6

Tomado de protocolo de amplificacion del kit forense de polymarker. Perkin Elmer.
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Fig. No 16. Sondas inmovilizadas para la tipificacion dc Polymarker. Se ilustran los patroncs del
reverso de dot blot de tres genotipos.. Para fccr la tira es nocesario examinar el punto “S”, Aquetlos
puntos quc apareccn igual o més obscuros al punto “S" son considerados positivos. Los puntos mds claros
que “S* no deben ser indespretados. Cada punto positivo indica la presencia del corrcspondicnte
alelo.Cada locus ¢s analizado independientcmente y todos los puntos son comparados con 1a intensidad
de “S". Para los loci LDLR,GYPA y D788, tres genotipos son posibles (AABB y AB). Para HBGG y
GC, scis genotipos son posibles (AA;BB;CC;AC y BC). Un solo punto indica la homocigocidad en cse
locus. L

A pesar de que los seis loci génicos sélo poseen 2 6 3 alelos por cada locus,
osle sislema es muy Util en la identificacion forense de evidencia bioldgléa y eh :
pmobas para li determinacion de paternidad, y de idual forma que en el
sistema HLA DQ A,, se utiliza @) método reverso dot blot para la obtencién del

genotipo. (45).
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La tipificacidn en este sistema consiste en la deteccion de secuencias
repetitivas denominadas VNTR's o minisatélites que se localizan en el locus
D1S80. Este locus (identificado por la sonda pMCT118) contiene como
secuencia base un segmento de ADN constituido de 16 pb que se repiten de 14
@ 41 veces. Cada alelo estd determinado por el nimerc de veces en que se -
repite la secuencia base (core), s decir, que e| alelo 14 se define asi porque la -
- secuencia base se repite 14 veces, y asi sucesivamente para los demds
alelos,.Como puede observarse, esta region posee una alta variabilidad alélica,
ya que se han encontrado hasia el momento 29 alelos que definen 435
genotipos.( 13.42,43,44,48). | '

Estudios realizados en familias revelan que el D1S80 se hereda de manera
autosémica eb-dqmin.nto. es decir que cualquier alelo tiene la misma
probabilidad de segregarse durante la meiosis sin Importar el tamafio del alelo.
En general se dice que un buen marcador genético se trasmite por este

© Mecanismo. ( 13,42,43,44,48).

Para poder observar los alelos presentes en las muestras biclégicas y llevar

a cabo la caracterizacion genética se aplica la técnica de electroforesls con -
geles de poliacrilamida (PAGE), La técnica de electroforesis permite separar
los alelos VNTR's dependiendo de su tamafio, asl cada alelo mostraré un
recorTido electroforético distinto. ( 13,42,43.44,48). _ .
El uso de este marcador gendlico como sistema de identificacion se ha
extendido en el area legal y forense ya que la aplicacion de |a PCR representa



una enorme ventaja pues se evita el uso de sondas radiactivas, necesarias en
ol andlisis de RFLP, ademds de que la tipificacion de cualquier evidencia
bioldgica se realiza en corto tiempo. ( 13,42,43,44,48).

PERSPECTIVAS

Dedido al alto polimorfismo que presenta la regién D1S8Q, éste se hndoplodo
como sistema de identificacion en laboretorios forenses. Como consecuencia
se han generado estudios para conocer las frecuencias alélicas y genotipicas
en determinadas poblaciones y de este modo obtener un banco de datos cuya
esladistica permita con absoluta certeza identificar @ un individuo al relacionar
la evidencia biolégica con algin sospechoso. :
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VENTAJAS DE LA TIPIFICACION DEL ADN
DE MATERIAL FORENSE BASADOS EN PCR.

Las técnicas de amplificacion por PCR son simples, répidas y sin paralelo en
 sensibilidad y aplicabiided. Como tel, Ia tipificacién de ADN utiizando PCR
tiens varias ventajss en ol drea forense sobre el mélodo de RFLP. ).
Primera- La tipificackn es ficil y més répida de realizar, puesto que no
involuca el uso de radioactividad. Los resuitados de |a tipificacion pusden ser
obtenidos en diss en comparacion con meses para RFLP. La tipificacion
basada en PCR es automatizada por lo cual reduce al error del operador e
incrementa ol NUMero de muesiras que puodon ser lipificadas en un perlodo
corto de tiempo. (). -
Segunds.- Estd basada en la sensibilidad, u necesita 1ug de ADN o menocs
para o andiisis. Consscuentemente, ¢! ADN puede exiraerse de un simple
cabelio, pequefias manchas de sangre, saliva o semen, lejidos, fragmentos de
hueso y diente. Debido a que los métodos de tipificacion por PCR consumen
poco ADN, o sndiisis de las muesiras puede ser repetido. Esto es una gran
venisia para el trabejo forense. En contraste con e andlisis de RFLP que
requiere de 50 a 500 ng de ADN y por lo tanto la repeticion del andlisis no
siempre es posible. (9).

Otra ventaja de los sistemas de tipificacion basados en PCR es que son
menos sensitivos a la degradacion del ADN. La degradacién progresiva de
ADN conduce a la pérdida de fragmentos de ADN (bandas) lo que imposibilita
su deteccién por medio de RFLP. La amplificacion de muestras de ADN por
PCR requiere Gnicamenta que el tamafio promedio del fragmento especifico en
la muestra sea igual 0 exceda al de la regidn(s) para ser amplificadas.(e).



APLICACIONES DE LA
TIPFICACION DEL ADN.

El ‘desarrollo y perfeccionamiento de las huellas génicas ha abierto la
posibilidad de identificar, a partir del material hereditario, la relacion que existe
entre distintos individuos. Esta técnica ha encontrado numerosas aplicaciones,
y que continuacion se describen.

Paternidad.

_A causa de! nuevo énfasis sobre los derechos de los niflos, existe interés en
aplicar métodos para establecer el parentesco. Actualmente se han sugerido
regiones de ADN (VNTR) que son el mejor medio de andlisis para la
determinacién de patemidad debido a que son marcadores atamente
informativos y se heredan de manera mendelisna. (19 .49,50).

Para resoiver un caso de paternidad dudosa, hasta hace muy poco los
especislistas comparaban los grupos sanguineos y proteinas séricas y
eritrocitarias heredadas de las partes implicadas: el presunto padre, la madre y
el hijo. A pesar de la fisbilidad de la prueba convencional, ésta se limitaba a
" excluir un hombre de !a responsabilidad de ser e! padre biolégico de la criatura
con cierta seguridad aunque no de forma concluyente. Sin émbargo, gracias a '
la huella génica, el analista es capaz de determinar con absoluta certeza si el .
acusado es en realidad el padre biolégico del nifto. (19,49,50).
La evaluacion de probabilidad estadistica de la paternidad, es expresada en
forma de una razdn o proporcidn de probabilidad llamada Indice de paternidad.
El indice de paternidad es derivado de las frecuencias obtenidas de cada de
los sistemas genéticos utilizados uno para este fin tanto de la madre, el padre
en disputa y el menor. (19,49,50).
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Identificacién de personas perdidas y victimas

Ei perfil del ADN perfnite a los cientificos forenses comparar los patrones de
ADN de gente no identificada con aquelios patrones de sus familiares y
determinar su identidad. La corporacién "Lifecodes" ha llevado a cabo este
proceso para identificar los restos de soidados perdidos en accidn en las
recientes éreas de conflicto. (3).

investigacién de una serie de crimenes eonol Ppor una misma persona.

£l perfil genético de ADN puede ser muy Util en las investigaciones donde se
quiera corroborar si diferentes avidencias comparten el mismo perfil que el del
sospechaso, esto es muy util sobre todo en casos de violacion. (%),

Reapertura de casos no solucionados
Camo el ADN frecuentemente mantiene un alto grado de integridad en
manchas por largo periodo, el perfil del ADN puede ser reutilizado para
reevaluar este tipo de evidencias. (5).

Inmigracién,

Algunos paises, como Gran Brelafia, utilizan la huelia génica para confirmar o
ol pntonteico de los Inmigrantes con los que dicen ser sus familiares
establecidos en dicho pais. o

~ Evolucion, .

A partir del material genético rescatado de restos biolégicos conservados de
hombres, animales y plantas, los cientificos ahondan con una precision
exquisita en el origen y la evolucion de las especies o filogenia.



LIMITACIONES DE LA TIPIFICACION DEL ADN.

La tipificacion del ADN ofrece a la investigacién forense la oportunidad de
determinar con un alto grado de certeza si las muestras recolectadas de
diferentes sitios en el lugar de los hechos tienen el mismo origen, sin embargo
su contribucidn a los sistemas de justicia civil y criminal no deben ser
exageradas, ya que existen varias limitaciones de esta nusva herramienta y
‘que continuacién se describen:
~ El tiempo requerido para realizar el andlisis para determinada muestra
bioldgica es largo. ‘

La cantidad y calidad de las muestras debe tenerse muy en cuenta pues, de
estos dos factores depende que los resultados sean satisfactorios. Asi una
mancha de sangre necesita por lo menos contener 50 ul de este fluido para
poder lievar a cabo el andlisis (Sensabaugh ). El correspondiente Iimite para
semen es de aproximadamente 10 ! y pera la tipificacion de cabello es
necesario contar con que éste presente raiz. (5). ,

Cuando ias muestras recobradas de la escena del delito son adecuadas para
llevar & cabo un andlisis gendtico, el andiisis no es inmediatamente Util a
menos que un sospechosos esté en custodia. En este caso el ADN de la
evidencia puede ser comparada con los resultados obtenidos de la muestra
proporcionada por e sospechoso. Si por ofra parte no se cuenta con el
sospechoso, los resultados del andlisis de la evidencia son de poca utilidad.

Otro factor limitante de utilizar las prusbas de ADN ha sido la escasez de
laboratorios gubernamentales para realizar este tipo de andlisis, la dificultad de
ﬁdmcilmhnto y la obtencién de recursos para iniciar un programa ambicioso
con la finalidad de tener un banco de datos sobre las frecuencias alélicas de
. los sistemas de marcadores genéticos utilizados en el drea legal y forense.
6.7
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que el genoma humano contiene un nimero apreciable de
secuencias polimaﬁcn que se repiten. miles de veces a lo largo del mismo.
Estas secuencias altamente varisbles (VNTR), cuyo papel en nuestro
organismo aun no se ha esclarecido, se conoce que varian de una persona a
otra por lo que han sido utilizadas por los cientificos forenses como otro
sistema mds de identificacion de delincuentes, cddaveres, y en la
adjudicacion de paternidad con un alto grado de configbilidad que rebasa a la
obtenida por las técnicas convencionales. (4,5,6,7,8,15,49,50).

Las pruebas de ADN incluyen dos etapas principales cuando se utilizan en el
émbito legal. La primera involucra las técnicas biolégicas moleculares que
_permitan obtener el material genético o ADN directamente de una muestra
bioldgica. La segunda etapa consiste en la interpretacion de la prusba de
ADN, dentro de esta etapa es posible obtener uno de los siguientes resuitados:

-Cuando el pairon genético de ADN de Ia evidencia no coincide con la del
;oapochocd la prusbe puede ser declarada exculpatoria. En este caso, no se
requiere una base ‘do datos sobre ios marcadores uilizados; sin embargo,
cuando coinciden los patrones genéticos de las muestras del sospechoso con
las de la victime, y los indicios recolectados en el lugar de los hechos, el




Este es el principal problema y el punto de controversia en los casos legales,
por lo tanto exiete la necesidad de desarrollar una metodologia confiable

para establecer la identidad, basadas en la presencia de diferenciae a
nivel molecular entre individuos de la poblacion,

Enla ad]udicacién de la paternidad la prueba se fundamenta en el hecho de
que el padre biolégico debidé heredar al hijo la mitad de la informacién
genética, por lo que el patrén gendtico del hijo debe presentar identidad parcial
con ol patrén gendtico del padre bioldgico, y debe presentar ademds, identidad

 parcisl con el patrdn gendtico de la madre. (19,49.50).

NI QIIRENG, 2T (NI (SNNCTT (G SN NN (6

Una de las secusnciss atamente polimérficas que ha sido ampliamente
estudiada por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, se encuentra

en el locus D1S80, la cual se ha identificado por la sonda pMCT118; esta
localizada en la region distal del cromosoma nimero 1 y muestra segregacion
autosémica codominante. Las unidades repetitivas del D1S80 son de 16 pares
de bases de longitud y se repiten de 14 a 41 veces para cada alelo. Por lo
menos 29 alelos han sido identificados hasta la fecha con un poder de



discriminacion (PD) de 0.95-0.98 dependiendo de la poblacion estudiada y esta
incluldo como uno de los sistemas para la obtencitn de la "huella génica”.

Por la anterior, y considerando que en nuestro pais no hay estudios sobre la
distribucién de frecuencias alélicas del locus D1SB0 en la poblacion
mexicana, se pretends llevar & cabo un estudio piloto en una muestra de la
zona metropolitana de la Ciudad de México, '



OBJETIVO GENERAL

« Obtener y analizar la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas en
ol locus D1S80 de una muestra de la zona metropolitana de la Ciudad de
México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Recolectar 116 muestras de los individuos seleccionados para el estudio.

« Extraer ol material genético ADN a través de diferentes protocolos de
- extraccién dependiendo del tipo de muestra.

+ Utilizando Ia técnica de electroforesis horizontal en gel de agarosa y
estindares de ADN de concentracion conocida, cuantificar el ADN aislado de
cada una de las muestras.

» Ampiificar oi fragmento de ADN dei cromosoma 1 Ubicado en el brazo corto
on el locus 80 a través de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

(PCR).

~ Estandarizar la técnica de electroforesis vertical con gel de poliacrialmida
(PAGE). :

»_Determinar los alelos y genotipos de! locus D1S80 por medio de la técnica
de PAGE.

« Obtener las frecuencias alélicas y genotipicas



» Determinar si la distribucion de las frecuencias alélicas de la poblacion de la
zona metropolitana de la Ciudad de México se encuentra en equilibrio con la
ley de Hardy-Weinberg.

« Oblener el poder de discriminacion del locus D1S80 para la poblacion de la
zona metropolitana de la Ciudad de México

» Comparar las frecuencias alélicas de la zona metropalitana de la Ciudad de
México con oiras poblaciones.



HIPOTESIS NULA (Ho).

La distribucion de las frecuencias alélicas de la poblacién de la zona
metropolitana de Ia Ciudad de México en el locus D1S80, se encuémra en
equilibrio con la ley de Hardy-Waeinberg por lo tanto, estas frecuencias se
utilizardn para conformar el banco de datos con propositos forenses.

HIPOTESIS ALTERNA (Ha).

La distribuciéh de las frecuencias alélicas de la poblacién de la zona
metropoiitana de la Ciudad de México en ei locus D1S80, no se encuentra en
equilibrio con !a lsy de Hardy-Weinberg por lo tanto, estas fré'cuencias no se
pueden utilizar para conformar el banco de datos con propositos forensbs. '
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DISENO DE LA INVESTIGACION
TiPO DE ESTUDIO

La investigacion se realizd de acuerdo a un diseRo de tipo observacional,
prospectivo, transversal, descriptivo.

POBLACION

La poblacion sujeta el estudio fue de 116 personas voluntarias do la
Institucion, principalmente de peritos, policias judiciales y de aquellas personas
que de un modo u otro estén relacionadas con alguna de las averiguaciones
previas, sin parentesco familiar, que nacieron y/o que residen en el D.F. o en
~ la zona metropolitana de la Ciudad de México, las cuales donaron aiguna de
las siguientes muestras. sangre, saliva o semen.

).- CRITERIOS DE INCLUSION: Se consideré a personas de sexo femeninoy -
masculino que nacieron y que radican en la zona metropolitana de la Ciudad
de México, de edad entre 20 y 50 @08 y que no refieran parintucd familiar
ehtre ellas. o

fi.- CRITERIOS DE EXCLUSION: No se tomaron muestras @ personas que
refirieron parentesco familiar y que no nacieran o radicaran en la zona elegida
para el estudio,

6§



Ill.- CRITERIOS DE ELIMINACION:

a) Se descartaron aquellas muestras en las que no se obtuvo un rendimiento
suficiente para llevar a cabo el andlisis.

b) Las muestras que al determinar el genotipo presente mas de dos alelos del
gen estudiado, en virtud de que ésto indica contaminacion de la muestra.

VARIABLE

| La variable determinada en el estudio es de tipo cualitativa nominal.
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METODOLOGIA.

I. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

1.- Las muestras con sangre periférica se fomaron en un tubo con -

anticuagulante EDTA.

2.- A las muestras de saliva se les adiciond una vez su volumen de etanol '

absoluto y se lrabajaron al siguiente dia después de su racoleccion.
3.- Las muestras de semen se colocaron sobre una gasa estéril, se dejan
secar y se guardan en refrigeracion.

Il. EXTRACCION DEL MATERIAL GENETICO (ADN).
Dependiendo del tipo de muestra se aplico la técnica adecuada para la
extraccion del ADN.

Para las muestras de tipo sanguineo se aplicé la Técnica de “LIFECODES‘ k
cuando el volumen de la muestra fue inferior a 2 m!, y cuando el volumen de la o
muestra fue mayor de 2 mi se aplicé la técnica de Sacarosa-Triton.Ver anexo _

C. .
Cuando la muestra fue saliva se aplicé la técnica de extraccidn de t_:élulas
epiteliales. Ver anexo C. '

Para la extraccion de Células espermaticas de semen se utilizo latécnicade -

CHELEX. Ver anexo C.

0



#. CUANTIFICACION.

Para lagrar un producto de amplificacidn dptimo es importante cuantificar el
material genético y los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

Preparacion del gel. (Ver anexo C).

Migracién. (Ver anexo C).

Tincidn. (Ver anexo C).

V. AMPLIFICACION
Una vez que se determind la cantidad adecuada de ADN necesaria se

procedié amplificar el fragmento de ADN llamado VNTR D1880 por medio de la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Ver anexo C).

V. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRIALAMIDA (PAGE)
Para poder observar @ identificar los alelos y por consiguiente los genotipos -
en cada una de las muesiras, se siguid el siguiente proudimiohtb: ‘
Montaje del molde pari el ﬁol. h(Vef anexo C), '
Preparacidn de! gel. (Ver anexo C).
Preparacion de la muestra para cargar el gel. (Ver anexo C).
Corrimiento del gel. (Ver anexo C).
Desamblaje. (Ver anexo C).
Tincién. (Ver anexa C).



DIAGRAMA DE FLUJO.
PROCESAMMENTO DE LAS MUESTRAS.

Recoleccién | TP
de musstras

Sangre |

LRI —

7o
Amglificacion del !
VNTRD1800 . |

T

Electroforesis ; ’
PAGE




RESULTADOS

Los resuitados se presentarén en tablas y gréficas con el fin de facilitar la
interpretacion de los mismos y se analizarén de manera extensa y detallada,

. rescatando los aspectos mis relevantes de cada uno de ellos en las
- concluoloneo dela Inmtlgocién



Determinacion de los alelos y genotipos.

Para determinar ias bandas de amplificacién deiiocus D1S80 sobre el gel y
como consecuencia ia visualizacion de los alelos y genotipos de cada una de
las muestras, se aplicd ia técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE). ' '

Para poder asignar los aleios dei sistema D1S80 en las muestras, se hizo uso
de un control {iadder) que presénln un patrén de 27 aielos para el sistema
D1S80 y a través de una comparacion visual entre el iadder y cada uno de ios
productos de amplificacion, se  identifican ios alelos y por consiguiente ol
genotipo que presenta cada una de eilas.

En lafig No. 17. Se observa el esquema y |a fotografia del corrimiento del gel
de poliacriiamida tefiido con bromuro de etidio, en eiia se puede cbservar la
colocacion del iadder y las muestras intercaiadas numeradas dei 1 ai 6.

Hubo ocasiones que se observaron bandas “adicionaies” a ios productos de
amplificacién, pero esias bandas "extra” (bandas inespecificas, ocasionadas
por ia formacién de dimeros de ios Iniciadores o de productos heterogéneos),
fueron siempre de baja nitidez y de peso molecular mucho mds alto qu el de

los fragmomos ampiificados de locus es decir, salian dal intervaio de peso. .

molecular que marca el ladder.

Cuando Is cantidad de ADN fue suporibr a laindicada (2.5 a 10 ug/ 20ul) el

proceso de amplificacion se inhibe, observandose este fendmeno como una

banda “nitida’ al Inicio del gel, exactamente sobre |a zona de aplicacién. Por
otro lado cuando la cantidad de ADN fue inferior a |a indicada, no se observaba

la aparicion de la banda correspondiente a lo iargo del camil.
También se liegaron a cbservar algunas bandas mds “nitidas’ que otras,
COMO UNa consecuencia de mayor concentracion dei producto ampiificado.
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Fig. No. 17. Electroforesis en gel de poliacriamida después de la tincién con bromuro de etidio.
El ladder (marcador de peso molecular ‘L") contiene 27 bandas (alelos). Cada banda
representa un alelo, dos alelos conforman un genotipo, cuando ios dos alelos son idénticos el
genolipo se denomina homocigoto, cuando los alelos son diferentes el genotipo se denomina
heterocigoto La bandas mds obscuras representan a los alelos 18,24,31 y 34, El alelo méds
pequefio es el 14 y el mas grande es el 41, el alelo 15 no se representa. La determinacion de
los genotipos de cada una de las muestras es a través de una comparaclon visual de la
posicion que ocupa cada una de las bandas con ei ladder. C= Control positivo (18,31). La
muestra 1 presenta el genotipo (18,24); la muestra 2 (18,30); ia muestra 3 (18,21), la muestra 4
(28,29) , 1a muestra 5 (18,30) y la muestra 8 (24,24).




E! nimero de alelos que hasta la fecha han sido repoitandos en diversos

estudios de poblaciones en el cromosoma 1 locus 80, han sido 29. (13.42.44,
45,70.71.72).

En la poblacién de la zona metropolitana de !a ciudad de México, tnicamente
se encontraron 18 alelos de los 29 alelos posibles reportados por la literatura.

En la tabla No. 1 se presentan estos alelos, el numero de veces que fueron

observados en la poblacidn (frecuencia). La frecuencia de cada uno de los -

alelos fue obtenida al aplicar el método de cuenta génica, la ultima columna en
la tabla reprasenta la frecuencia relativa, la cual se obtuvo al dividir el nimero
de veces que se observd cada alelo entre el numero de cromosomas
unalizndosv(n=232). Esta informacién se representa en forma gréfica en el

“gréfico No. 1, como puede verse en dicho gréfico existen 5 alelos
predominantes en la poblacion y son;

alelo 18 frecuencia relativa 0.289
~ alelo 24 frecuencia relativa 0.168
alelo 25 frecuencia relativa 0.099
alelo 30 frecuencia relativa 0.129
alelo 31 . frecuencia relativa 0.081.

- Los alelos 19,20 y 34 son los menos comunes en la poblacién estudiada. Los

alelos restantes representan frecuencias relativas entre 0.004 y 0.047. Nueve
slelos no s graficaron debido a que no fueron observados y fueron: 14,
15,32,33,35,37,38, 40 y >41, ' ‘

‘Tetdricaments, cuando una pobiacion svoluciona, desde el punto de vista
gendtico, significa que determinados aleios de los genes tienden a adquirir
fracuenciss mayores que otros, (7).



ALELOS' No. OBSERVADO FRECUENCIA
1 6 0.026
7 3 0.017
. 1 67 0.209
: M 1 0.004
2 2 0.000
) . 0.026
n 2 0,009
) i 0.004
| , T ) X
1 28 2) 0.099
2 0.013
27 0.017
| 28 m 0.047
? 7 ’ 0,03
% TXP)
3 2 0,001

M 1 '6.004, _

T 2 0.000

Tabla No.1. Frecuencias alélicas del locus D1580 (18 alelos) en 118 individuos
no relacionados de |a zona metropolitana de la Ciudad de MOxlco

)} Nomonclntura del nimero de repotlcloncs
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Gréfica 1. . Distribucion ' de las frecuencias alélicas del locus D1S80 en wuna muesta de 116 individuos
no relacionados de ia zona metropolitana de la Ciudad de México.



En cada uno de sus cromosomas, cada invididuo posee dos alelos uno
aportado por su madre y el olro por su padre. La combinacion de estos dos
alelos conforman su genotipo en locus analizado. Cuando ambos padres
apartan el mismo alelo, el genctipo es llamado homocigoto y cuando el par de
alelos que aportan los padres es diferente se dice que‘el genotipo es
heterocigoto. v

En teoria [as combinaciones de los 18 alelos observados darfan un total de
171 genotipos; 163 heterocigotos y 18 homocigotos. Sin embargo 'en la
poblacién de la Ciudad de Meéxico tnicamente se observaron 48 genolipos; 41
genotipos heterocigotos y 7 homocigotos. En la tabla No. 2 se presentan estos
genotipos, asi como el nimero de veces que se observaron, esta informacion
fue graficada en el ordﬁco No. 2, en donde podemos observar la distribucion de
las frecuencias genotipicas del locus D1S80.

Los seis genolipos siguientes:
18,18 frecuencia relativa 0.103
18,24 frecuencia relativa 0.1 12
18,30 frecuencia relativa 0.069
18,31 . frecuencia relativa 0.051 ‘
24,24 frecuencia relativa 0.043
25,30 frecuencia relativa 0.051

son combinaciones de los 5 alelos mds predominantes (18,24,25,30y 31) en la
poblacién y representan en conjunto e! 42.9%.




GENOTIPO | NO.OBSERVADO

16,24

10,28

16,27

16,31

747

17,18

-] ] ] @] -] | -

1818

18,20

18,21

| -

10,22

-

18,24

-
«

10,28

18,27

0,28

10,20

10,30

18,31

- 19,28

20,91

1
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GENOTIPO

No.OBSERVADO

4.4

24,25

24,26

24,20

U

24,30

24,31

4.4

64N

7n.3%

20,34

29,31

30,30

30,31

wl ] ] ] -] ] -] ] -} =] @] W W] =] @] D] W} -] W] =] B »

1

TOTAL

118 GENOTIPOS .

Tabla No. 2. Frecuencias genotipicas del locus D1S80 48 genotipos de los 171
posibles en 116 individuos no relacionados de la zons

genotipos
metropoitana de la Cludad de México,
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El Dr Bruce Budowle profesor titular en la academia del FBI, ha publicado
varios trabajos internacionales sobre el analisis estadistico de las frecuencias
alélicas y genotipicas en el locus D1SB0 (13,42,44.45), utilizando un método
compularizado del que se obtienen resultados de tras pruebas estadisticas que’
permiten determinar si las frecuencias alélicas de la poblacién se encuentran
en equilibrio con la ley de Hardy-Wéinborg. Debido a que el presente trabajo es
el primer estudio piloto en este locus que se desarroila en el paii y dado que -
se han realizado trabajos conjuntos para otros loci, se recurrié a la experiencia
del Dr. Budowle, quien gentilmente realiz6 al andlisis estadistico del presente
trabajo, o cual nos permite comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de
la zona metropalitana de la Ciudad de México con otras poblaciones Hispanas
esiudiadas en E:U por el FBI. En el anexo.D, se pude apreciar el reporte del .
andlisis estadistico y los comentarios del Dr Budowle.

Para comprobar que los datos obtenidos de la poblacion de la zona
metropolitana estan dentro del equilibrio Hardy-Wainberg, el Dr. Budowle
manejo tres pruebas estadisticas, la prueba exacta (Fisher), la prueba de
proporcion o razén de probabilidad y la prueba de homocigocidad. (Tabln‘ No. 3).

~ La distribucién de las frecuenclias genotipicas para la poblacion de la zona

metropolitana de la Ciudad de México para el locus D1S80 no so._de;via del .
equilibrio Hardy-Weinberg pera la prueba de proporcién o razén de
probabilidad y la prueba exacta (Fisher), mds poderosas que Ia prueba de
homocigocidad. En la prueba de homocigocidad existe una desviacién poco
significativa (p=0.044),

se



- PRUEBA DE

PRUEBA EXACTA PRUEBA DE PROPORCION DE | G ESTADISTICA
HOMOCIGOCIDAD PROBABILIDAD
0.205 0.044 0.395 0.019+0.004

Tabia No. 3. Resultados de ias pruebas realizadas con los datos obienidos de las frecuencias alélicas
de 116 individuos no relacionados para comprober que ila muestra de la zona metropoitana
de la Cd de México cumple con el equilibrio Hardy-Weinberg.

POBLACION

HETEROCIGOCIDAD

HOMOCIGOCIDAD | HOMOCIGOCIDAD HETEROCIGOCIOAD
- OBSERVADA ESPERADA OBSERVADA ' ESPERADA
ZONA
METROPOLITANA 21.6‘ 14.9 784 85.1

Tabia No. 4. Porcentajes de homocigocidad y heterocagoadaa observado y esperado enfa
muestra de la zona metropolitana de la Cd de México.




El locus D1880 mostré una heteracigocidad del 78.4% y una homacigocidad
del 21.6%, en la zona metropolitana de la Ciudad de México, mientras que la
heterocigocidad esperada es del 85.1% y 14.9 % para la homocigocidad
esperada. (Tabla No. 4)

Segun el principio de Wahlund, “la frecuencia de homocigocidad en una
poblacién compuesta de diferentes subgrupos es mayor que la esperada de
acuerdo al equilibrio Hardy-Waeinberg”.(74). Esto pudiera ser (a explicacién del
alto porcentaje de homocigotos en la pobiacion estudiada, a pesar de que el
grupo de nuestra poblacién se restringe a individuos que nacieron y 'que
radican en la Ciudad de México, sus padres y ancestros. provienen de
diferentes estados de la Republica Mexicana (diferentes subgrupos). Esto
concuerda con estudios previos con grupos Hispanos radicades en E.U. en los
que también se han encontrado un alto porcentaje de genotipos homocigotos
para loci tipo VNTR, (74,75).

. Para calcular el poder de discriminacién (PD) del locus D1SBO en la muestra

~de la zona metropolitana de la Ciudad de México se utilizaren las frecuencias

genotipicas cbservadas (Tabla No. 5). El poder de discriminacion fue
determinado mediante la siguiente férmula: ‘
PD=1-gP{

donde P = a la sumatoria de los cuadrados de las frecuencias relativas: de los diferentes
genotipos encontrados. '

" El poder de discriminacion es definido como la probabilidad de que dos

individuos tomados al azar puedan poseer diferentes genolipos para el
marcador que ha sido probado en la poblacién y que un valor alto de PD (0.96)
indica un potencial de individualizacion grande por lo tanto

§¢



S —— S
GENOTIPO FRECUENCIA (P) ) GENOTIPO" FRECUENCIA (P) W
16,18 D.000 81X10° 2624 D.043 18X 10"
16,24 D.017 29X10" 2825 0.017 29X 10"
38 Sooe ST Sorr T
16,31 0.000 51X 167 282 ~0.000 i
17,17 0,000 SAX 0 2430 D.028 €7 X107
1718 0.017 20X167 | 243 0.028 6.7 X 10"
18,18 0,103 11X107. 24,34 ©.006 81X10
1820 D 000 8.1x10 2436 0,000 81X10°
1821 0 028 e 7XI6 2525 —0.017 29X30°
D D.00% 81X10 252 0.028 X10°___
1824 0312 13X 107 2530 0.051 27 X107 '
e I T —
16 5.017 O X 107 27,30 0.000 8IX10°
T bee = x e
X . 1 . 1
9 :

‘ 18,31 0.051 27X10° 2831 0.017 29X10T
1825 0.009 8.1X10° 29,30 0.008 31X 10"
20,31 D.006 B1X10° 29.31 0.000 BIX10_
2123 0.009 81X10° 3030 0,026 7 X107
21,25 0.000 1X10° 3031 _ 0028 TX107
2128 D.009 8.1X10 30,3 0,000 81X10°
2228 0,000 €1 X1 31,31 0,009 81X10°

(M) = 0.048
PD=1-5.0450.955~0.96

Tama No. 8. Determinacién de poder de exclusion del ocus D1S80 en una muestra de la zona metropolitana de la Ciudad de México.
b) nomenciatura besada en el namero de repeticiones en tédndem.



una gran porcion de la poblacidn puede ser exclulda; concluyéndose que este
marcador es una herramienta util para el trabajo forense en la poblacion de la
Ciudad de México, sin embargo de los resultados obtenidos podemos apreciar
una alta frécuencia de seis genotipos (pag 79) los cuales conforman el 42.9% en
la poblacidn de la Ciudad de México; para el caso de que una muestra de tipo
forense presente uno de estos genotipos se recomienda ademas el empleo de
otro marcador genético, por el contrario cuando la muestra presenta un genotipo
de baja frecuencia (0.009-0.026) tiene un valor de exclusion y/o inclusion mayor.

La probabilidad de coincidencia al azar (PCA) entre los genotipos de dos
individuos para el marcador D1S80 (tabla NO. 6), se calbulé con la siguiente
formula:

PCA=g(2-q)

donde q= frecuencia alélica media.

E! resultado de 6 x 10 nos indica que 6 individuos de 1000 habitantes de la
Ciudad de México, tendrian el mismo genotipo para el marcador D1580.

Al comparar la heterocigocidad observada en diferentes poblaciones radicadas
en E.U.A. se puede observar que la representacion de la poblacion oriéntal-
presenta el mas elevado porcentaje de heterocigotos (90.7 %) en orden
decreciente le sigue la poblacién afroamericana (13.0%), hispana del sur este
(19.4 %). Hispano sur oeste (20.4), Ciudad de México y Caucésica (21.6%).. con
* esto. se ohserva que las combinaciones de los alelos para el locus D1S80 en la
poblacién Oriental proporcionan una diversidad de genotipos mayor que para‘ las
poblaciones restantes y por lo tanto -este marcador en esta poblacion
proporciona un mayor grado de individualizacion. (tabla No. 7).

§6



[PROBABILIDAD DE COINCIDENCIA AL AZAR= 6 x10° |

Tahla No. 6. Probabilidad de coincidencia al Azar (PCA) entre los genotipos de dos
indivios de la zona metropolitana de la Ciudad de México para el locus

D1580.
POBLACION | HOMOCIGOCIDAD | HETEROCIGOCIDAD
L ' OBSERVADA OBSERVADA
ZONA METROPOLITANA ,

CD DE MEXICO 216 784
*HISPANO SUDESTE 19.4 80.6
*HISPANO SUDOESTE 204 796
*AFRICANO AMERICANA 130 87.0
"CAUCASICA 216 78.4
_*ORIENTAL - 9.3 80.7

Tabla No. 7. Comparacidn de la homacigocidad y heterocigocidad observada en el locus
D1580 en la muestra de la zona metropolitana de la Cd de México con otras

poblaciones,
*Budowle et al (44).

§7



Las frecuencias alélicas de la poblacion de la zona metropolitana de la
Ciudad de México se contraponen con las frecuencias alélicas de 5
poblaciones (Hispanos del Sureste, Suroeste, Caucasicos, Orientales y
Afroamericanos) para el VNTR D1S80 obtenidos por Budow_le (44)( tabla No.
7). Los gréficos No. 3,4;5,6,7,Y 8 representan la informacién contenida en esta

tabla.

Cabe mencionar que las. poblaciones Hispanas abarcan  individuos
Americanos  (argentinos, guatemaltecos, pueruanos,elc, incluyendo ' a
méxicanos) y que dependiendo en la zona que habitan en E.U.A fueron
clasificados como Hispanos del Sureste y Surceste. La boblecién blanca
radicada en E.U.A. esta incluida dentro del tronco racial Caucasico; la
- Afroamericana engloba é los individuos descendientes de raza negra y qué
nacieron én §| continente Americano y la poblacion Oriental abarca a: las

personas que emigraron del continente Asiético y que radicanen E.UA, |

5



FRECUENCIAS ALELICAS
{n=nimero de Individuos tipificados).

Alelo | Muesiradela | “Hispanos | ‘Hispanos | °Afroame- | *Caucésicos | *Orientales
20na del Sureste | del Suroeste | ricanos.
metropoitana :
{n=116) {n=247) (n=162) n=608) {n=718) (n=204)
14 —en o——e [ vone
cone me 0.00: Lo e -
[ 0.028 0.004 0.01 0.002 0.00 0.034
7 0.017 0.012 .00 0.028 0.002 0.025
1 0.280 0.225 ,222 .073 .237 0.152
1 004 004 .008 .003 ,003 0.022
20 .000 .010 .04 032 ,018 0.007
21 028 0.030 .02 0.118 .02 0.034
2 0.009 0.028 0.01 0.08 0.038 0.017
K .004 0.014 — 0.014 0.01 0.017
24 0.168 0.318 .34 0.234 0.378 0.230
28 0.089 0.059 .08 0.04% 0.048 0.027
2 0.013 0.008 0.008 0.008 0.020 vome
27 0.017 0.012 0.022 0.008 0.007 0.047
28 0.049 _ 0.08 0.074 0.130 0.083 0.076
1] 0.039 0.079 0.099 083 0.08; 0.042
30 0.129 0.018 0.019 ).009 0.008 0.12¢
] 0.08: 0.081 0.058 0.054 0.072 0.083
3 - 0.008 0.00: 0.007 0.008 0.012
eae 0.004 0.00. 0.004 0,003 0.005
34 0.004 0.008 0.003 0.008 0.00 0.008
35 o uee o 002 0.003 0.005 -
] 0.009 0.014 0.08 .001 0.004 0.005 :
37 — 0.008 ome —— 0.00 0.007
kT — —— — ——
38 - 0.002 0.008 0.003 0.003 0.005
40 J— nee — o o
[1] o - 0.008 0.002 e 0.007
>41 ovee 0.008 0.003 0.007 0.001 0.002

Tabla No. 8. Comparacidn de las frecuencias aiélicas de |a muestra de la zona
metropolitana de la Cd. de México con las de poblaclones Hispanas del
Sureste, Suroeste, Afroaméricana, Caucésica y Orentsl.
l) todos los alelos mayores de 41 se colocaron en la clase >41.
* Budowle ot. al (44).
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En los graficos No.3 y 4, se observa que |as poblaciones Hispanas presentan
23 alelos de los cuales 5 de ellos no se observaron el la poblacién de la Ciudad
de México y son los alelos 32,33,39,41y >41.

La poblacién del Suroeste presenta el alelo 15 y 41 .que no se encontré en
las poblaciones del Sureste y de la Ciudad de México; sin embargo estas dos
ultimas poblaciones presentan el alélo 23 que no se presenta en la primera. El
alelo 37 se presenta en la poﬁlacién dei Sureste Unicamente.

Puede observarse asi mismo que en las tres poblaciones los alelos 18,24,25
y 31 se presentan con una elevada frecuencia ademas los alelos 14,35,38 y 40
no se observaron en las tres poblaciones. |

En la poblacién de la Ciudad de México el alelo 30 se encuentra en una

mayor Incidencia que en las boblaciones Hispanas y que éstas a su vez

presentan el alelo 25 y 28 con mayor frécuencia.

Debido @ que no se han reportado investigaciones sobre las frecuencias

aldlicas y gonotlpidas on ol VNTR D1S80 en la poblacion mexicana y qﬁa exite

un myof grupo de mexicanos an |a region del Suroeste, el Dr. Budowle réali;é
una tabla de contingencia de 2 x C de la prueba exacta para generar una
prueba llamada G estadistica (Tabla No. 2) para comprobar |a homogonevidad
inro la poblacién de la Cludad de México y ‘Il pobiacién Hispana del Suroeste,
on donde se esperaba que ambas poblaciones fueran similares, ;uin‘ombargo
esiadisticamente son diferentes (p=0.019), esto puede deberse a diferencias



genéticas alelos que no se presentan en la poblacion mexicana (15,32,33,39,
4141, 8 variacion en el muestreo, es decir la poblacion Hispana del Suroeste
esla compuesta por una diversidad de individuos hlopanos. lo due conduce a
obtener una mayor diversidad alélica (24 alelos) en comparacién con la

poblacién de la Ciudad de México (18 alelos), o bien al tamafio de ia muestra

" (poblacion mexicana n=162), es decir que posiblemente al lnc:ementbr el
" nimero de individuos en Is poblacidn de la Ciudad de México podrian haberse

incrementado ef nimero de alelos presentes.

9



0.3

FRECUENCIA

0.1

1 18 1T 18 18 20 2t 22 2% 24 29 20 7 I8 20 N0 1 32 .33 e 33 36 37 38 W 40 &1 «at

‘ALELOS

'aan--wa.u:un.
Gréfica 3 wammaumaummauw
auﬁmmmdduuo



0.3

0.25
<
g 0.2
w
o
8 0.1
- 4
et
0.1
0.05

18 18 17 18 18 20 21 22 23 24 25 20 27 86 20 O I 2 33 34 33 36 37 8 30 40 &1 <a1

ALELOS

* 8. Bugbwia » Sasvera G, Lices R
m4waﬁww|w«umauzmmmmaumm
douﬁwoennﬂmdolum



En el grafico No. 5. Se contraponen las frecuencias alélicas de ia poblacién
de la Ciudad de México con la poblacion Oriental.

La poblacién Oriental presenta 24 alelos 7 de ellos (32,33,35,37,39,41.y 41)
no se presentaron en |a poblacién de la Ciudad de México, sin embargo esta
Gltima poblacion presenta el alelo 26 que no fué visualizado en la primer
poblacion.

En ambas poblaciones los alelos 14, 15, 38 y 40 estuvieron ausentes y los
alelos 18, 24, 30 y 31 se presentan en elevada frecuencla en comparaéibn con
los alelos restantes, cabe hacer notar que el alelo 18 es mas frecuente en la
pdblucién de la Ciudad de México y el alelo 24 o es en la poblacién Oriental.

A pesar de que.la poblacién Oriental presenta una heterocigocidad elevada
(90.7%) y por lo tanto una mayor variabilidad genética (24 a|e|osi en
comparacién con la poblacién de la Ciudad de México (78.6% y 18 alelos
rospodivmnto). estas dos pobliaciones presentan una distribucién de
frecuencias similares; eata similitud puede ser una consecuencia de la
migracién realizada por -los primeros pobladores - asidticos hacia nuestc;o -
Qominonlo por el estrecho de Be;ing, los cuales nos legaron parte de su |

informacion gendica.
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En el grafico No.6 se contraponen las frecuencias alélicas de la poblacion de

la Ciudad de México y la poblacién Caucdsica,

El nimero de individuos tipiﬂcadoé en la poblgcién Caucdsica fue mayor '
(n=718), 7 veces mas individuos que en |la poblacién de la Ciudad de México,
es decir que si se inaemeﬁlard el numero de individuos en la poblacion de la
» Ciudad de México posiblomente se presenten los 6 élelqs “exira” (32,33,35,39 y
>41) que presenta la poblacién Caucéslca

Los alelos 15,3840 y 41 eslan ausentes y los-alelos 18 30y 31 se
encuontran elevados en ambas poblaciones

La poblacién Caucésuca mostré 6 alelos mas que en la poblaclén de la
Ciudad de México, sin embargo puode observarse en la tabla No. 7 que ambas
poblaciones tienen una’honiocigocidad del 21%, este resultado;puye‘de ser |
expilcadb por la alta frecuencia de los que presentan los alelos 18,24.28 y 29
- los cuales tienden a su su vez a combinarse entre si formando genotipos con
una mayor'incidoncia con respecto a los alelos restantes en la poblaéién
Caucésica y los alelos 18,2425 30 y 31 en la poblacion de la Ciudad de
México.
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Al contraponer las frecuencias alélicas de la Ciudad de México con la
poblacion Afrbamoricam podemos notar la ausencia de 4 alelos (15,37, 38 y
.40) (gréfico No. 7) y que los alelos 18, 24 y 31 presentan una alta frecuencia en

las dos poblaciones,

El nimero de individuos tipificados en la poblacion afroamericana fué de 606
y en comparacién con los 116 individuos tipificados en la poblacién de la
Ciudad de Mixioo,'os decir existen 5 veces mas individuos tipificados en lﬁ
’primor poblacién por lo tanto, se esperaria que al incrementar nuestro nﬁmero
de @estrn pudiesen aparecer algunos de los alelos 'éxtra“ (32.33,39,41' y >41) . ..
que no se obseva en Ii poblacién estudiada. _ |

Los alelos 18,21,22,24,28 y 34 se encuentran mas olovados"en la poblacion _
afroamericana y los alelos 18,24,25,30 y 31 en la Ciudad de México.
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En la gréfica No. 8. Se presenta el poligono de frecuencias aldlicas de la
poblacién de la Ciudad de México y las poblaciones' Caucdsica,
Afroamericana, Oriental @ Hispanas del Sureste y del Surceste,

En ef poligono de frecuencias puede apreciarse con mayor facilidad la alta
frecuencia de los alelos 18 y 24 en las seis poblaciones. La existencia de una
alta frecuencia de éstos alelos no solamente en estas pobiaciones sino en
olras como la {taliana, ?ilanden. Brazilefa ect; Indica una antiguedad
evolucionaria dei polimorfismo de este locus, lo cual sugiere que estos son
alelos ancestrales y que probablemente precedieron a ia dispersién gedgrafica
humana, ademds los alelos restantes pueden ser el resuitado de subsecuentes
mutaciones en este locus. ‘ |

Los alelos 14,38 y 40 no se observaron en ninguna de las seis poblaciones.

Asimismo puede apreciarse “picos” de frecueﬁcin alélica representativos dé'
cada poblacién como o son: el alelo 24 en a poblacién Caucésica; los alelos
18, 25 y 30 en la poblacién de Ia Ciudad de Méxicoos alelos 20, 21, 22, 28 y
_ 34  en la poblacion Afroamericana, los alelos 1627 y 31 en la. poblacion
Oriental. E! aleio 29 en Ia poblacin Hispana del Suroeste y el alelo 15 en a
poblacion Hispana del Sureste.
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CONCLUSIONES

a) Independientemente del tipo de muestra (sangre, saliva o semen) y de los
prolocolos de extraccidn, la cantidad minima de ADN, necesaria para poder
determinar los alelos y genolipos en el locus D1580, es la misma a la reportada
por Budowle 1991, siendo ia cantidad viable a ulilizar para los estudios de
identificacién en individuos de ia poblacién metropolitana de ia Ciudad de
México.

b) - La aplicacién de las lécnicas de ampiificacién dei fragmento de longitud
(AMP-FLP) junto con ia técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) y tincidn de bromuro de etidio, son relativamente simples, baralas,
répidas y no requieren el uso de radioisblopos, con las que se obtuvo
experiencia para la tipificacion de material biolégico como rutina en andlisis de
" casos forenses con el marcador D1580.
c) La distribucién de las frecuencias alélicas de la poblacién de la zona
metropolitana de IavCu‘idad de México en el locus D1S80, se encuentra en
equilibrio con la jey de Hardy-Weinberg.

d) Los datos sobre la distribucién de ias frecuencias aléiicas en la zona
metropolitana de la Ciudad de México formaran parte del banco de datos para ‘
el marcador D1S80, el cusl se realiza con la finaiidad de determinar con

exactitud cuantos individuos en nuestra pobiacién pueden compartir el mismo .

perfil gendético.
o) La distribucion de las frecuencias aléiicas de la poblacion de la Ciudad de

México y 5 poblaciones radicadas en E.U.A. en el locus D1S80 son diferentes.
Estas diferencias traducidas en variabilided genética, probablemente son
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tamaho de muestra y por otro lado, a los flyjos migiatorios que se han
presentado en las Gitimas décadas hacia el pais del Norte.

f) La existencia de una alta frecuencia de los alelos 18y 24 enlas poblncionés
e donge se ha estudiado ¢l VNTR D1S80, indica que probablemeite estns
alelos son ancestrales y que precedieron a fa dispersidn gengrafica humana

§) Le variablidad gendtica que presemta el marcador D1S80 en la zowa
metropoitans de | Cuidad de Mexico con respecto a marcador HLA DQalfa es
mayor puesto que ¢l primero p_reaentd 18 alelos que en combinacion genesan 48
genotipos y el segundo uUnicamerte preschta 6 alelos que en combinacidn
generan 2| genotipos.

h)  El poder de discriminacion del locus D1S80 en ia peblacion de la zona
metropolitana de la Ciuded de México es de 0 96, por lo que se concluye que
aste marcador es Gt para el trabajo forense con propositos do Identificacién y
exclusion de ‘petemidad.

i) La probablidad de colncidencia al azar (PCA) en este estudio fue de 6x 10° @
indica que al utiiizar este marcador eirededor de 6 individuos tomados al azar en

1000 habitantes pueden tener el miamo genotipo, sin embaryo para propositos o

de dentifcacion uy solo marcedor nio es suficiente por la.cual es necesario
incrementer of nimerc de marcadores gendticos con le finalidad de nue la
probabildad de comcidencia al azer ente dos individuos de nuesira poblacion sed
manor.



SUGERENCIAS:

La separacion fisica de las dreas de trabajo para las diferentes etapas de}
andlisis, junto con un cuidadoso manejo de las muestras y control de calidad
nos parecen ser las precauciones mas adecuadas en contra de la
contaminacion y posteriores malas interpretaciones. '

Se recomienda incrementar la poblacién de estudio, tomar muestra de
individuos de todos los estados y considerar a los diferentes grupos étnicos de -
la Repubiica Mexicana con el fin de disponer de un banco de datos
reprasentativo del pais para propositos de identificacion y establecimiento de
parentesco, '

Analizar, en combinacion con el locus D1S80, PM.y HLA, otras regiones
hipervariables del genoma, clasificadas como VNTR y STR (cortas repeticiones
en fandem, los mas abundantes son los di- tetranucledtidos ) con objeto de
incrementar el grado de individualizacién en los procesos de identificacion que
se realizan en e drea forense. o '

Con el fin de abatir costos de analisis, se sugiere construir u‘n'm'arcador da
peso molecular (ladder’) en el laboratorio con los alelos amplific_:ad_os de la
pablacién en estudio como lo recomienda Sajentila (51). ‘



ANEXO A,
MATERIAL Y REACTIVOS
KITS

Kit AmptiFLPT™ D1S80 PCR Amgplification. Perkin Eimer

El kit contiene:

a) Mezcla de reaccién PCR AmpliFLPTM D1S80 (1.1 mi) primers D1S80,
AmpliTaq ADN polimerasa, dATP, dGTP. dCTP y dTTP en solucién de buffer y
sal..

b) Solucién de MgCl; SmM. (1.5 ml). MgCl; 5 mM en agua esterilizada y
ultrafiltrada. '

c) Aceite mineral. (5 ml).

d) Control de ADN. (0.2 mi).

o) Ladder alélico AmpliFLPT™M D1880. (0.2 mi).

Gene AmpTM Detection Gel High Resolution Gel Concentrate. Perkin Eimer
Gene AmpTM detection gel Loading Buffer. Perkin-Eimer

REACTIVOS

Agua destilada o desionizada (esterilizada). Merck
Persulfato de amonio. Sigma
Acido bdrico. Sigma :
Acido dietilendiamino tetracetico(EDTA). Sigma
Hidrdxido de sodio. Sigma
- TEMED. Sigma
TRIS Base (Trizma base). Sigma
Bromuro de Etidio. Gibco BRL
Cloruro de magneaio. Sigma
Cloruro de sodio. Sigma
Triton X-100. Sigma
Acido clorhidrico. Merck
Chelex. Gibco BRL

os



Ditiotreito (DTT). Sigma

Etanol 95%. Merck

Agarosa. Sigma

Duodecil suifato de sodio. Sigma

Azul de bromofenol. Gibco BRL

Buffer de lisis celular. Gibco BRL
Buffer de lisis de proteinas. Gibco BRL

EQUIPO

Autoclave.

Balanza analitica. Sartorius

Hibridizador Techne

~ Hormno de microondas ;
Microcentrifuga con control de temperatura. Baxter
Gradillas para microtubos. '

Potenciémetro con electrodo de calomel y buffer de referencia. Fisher scientific
Refrigerador, Fnlatnc

Congelador. Frilatic

Eagle eye.Siratagene

Vortex (agitador). Baxter

Mechero Bunsen,

Gronémaetro.

Parrilla eléctrica. .

Microtubos de pared delgada

Termociclador 480.Pekin Elmer

Sistemas de verificacion de temperatura para termociclador modelo 480 Perkin

Eimer,

Aantador orbital.
' Aparato de electroforesis vertical (para geles de 15 X 17cm). Gibco BRL
Placas de vidrio para electroforesis,
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Juego de espaciadores (1.5 mm de espesor). Gibco BRL
Peines con 20 dientes de tefién de 1.5 mm de espesor. Gibco BRL
Fuente de poder. Gibco BRL
Sujeta papeles grande.(pinzas)
Tubos de 50 mi con tapa. Falcon
Puntas para micropipeta para dispensar volimenes de 10pl, 20u! y 100ul con
filtro hidrofébico,estériles.
Micropipetas para dispensar volimenes de 1-20u!,20-200;1,200-1000y!.
Bulbos estériles. ]
Bafio seca con control de temperatura.
Parrilla con agitacion magnética y calentamiento integrado.
Bloque para bafio seco de aluminio
Espétula de acero inoxidable.
Vasos de precipitado de 100,500 1000 mi. Pyrex
Matraz Elenmeyer de 100,250 ml. Pyrex
Pipetas Pasteur. Pyrex.
Pipetas graduadas 5 y 10 ml. Pyrex
Probetas de 10 y 25 m!. Nalgene
Matraces volumétricos 1000 y 2000 ml. Pyrex
* Placas de micralitulacién.
Barra magnética. -
" Guantes.
Passfilm.
Marcador de tinta permanente.
Masking tape.
Cinta canela.

oz



ANEXO B.
PREPARACION DE SOLUCIONES
Agarosa al 0.8 % P/V (cuantificacién de ADN gendmico).

Pesar 0.8 g de agarosa grado electroforesis y adicionar 100 mi de TAE
1X. Colocar en el homo de microondas hasta que los cristales
desaparezcan, agregar agua desionizada para completar el volumen
original.

Azul de bromofenol

Disalver 0.1 g de azul de bromofenol en 23.75 mi de H,0 desionizada, agitar y
adicionar 1 ml de Tris-HCl 1M (pH 8), 0.25 m| de EDTA 0.5M y:25 ml de
glicerol. Mezclar vigorosamente,

Bromuro de etidio:
. 'Solucién 1000X (0.5mg/mi)
Adicionar 50 mg de bromuro de etidio en:80 mi de H,0. Aforar a 100 ml y

almacenar a 4°C protegido de la luz en un recipiente de vidrio ambar,

Solucién de trabajo (0.8ug/mi). 4 : .
Hacer una dilucion de la solucién anterior 1:1000.(Para tefir los geles). -

Bufer de iisis nuclear

‘ Concentracién final.
. 1.21 g TRIS base (10mM)
23.4 g de NaCl (400mM)
0.75¢ de Na,EDTA (2mM).

Disolver los reactivos anteriores en aproximadamente 800 mi de agua
desionizada en un vaso de precipitado de un litro. Ajuste el pH a 8.2 utilizando
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HCI 6N. ‘Afore a un litro con agua desionizada y mezcle vigorosamente. La
solucién es estable por 6 meses a temperatura ambiente.

Buffer TAE

Solucién 80X pH 8.8
- Disolver 242.2 g Tris base en 400 ml de H,0 destilada, 200mi de EDTAO0.5 My
57.1 mi de dcido acético gracial. Ajustar el pH a 8.0 y aforar a un litro.

Solucién de trabajo 1X;
Diluir la solucién anterior 1:50 con agua desionizada.

Buffer TBE 10X [090 mM TRIS, 880 mM écido bérico, 20 mM EDTA (iL))

A 40mi. de 0.5M EDTA, pH 8.0, adicionar aproximadamente 900 mi. de H,0
detilada. Adicione 108 gr. de Tris base y 55¢r. de dcido bdrico para diluir la
solucion de EDTA. Agitar vigorozamente con una barra magnética, Ajustar el
volumen a un litro con H,0 desionizada. Filtrar |a mezcla utilizando un filtro
Nalgene de 0.2 a 0.4 um para remover las particulas sélidas y prevenir la
formacion de un precipitado. Almacenar en un contenedor de vidrio para
facilitar la inspeccion visual del precipitado. Si se observa un precipitado
blanco, el buffer deberd desecharse.

Buffer de comrimiento de electroforético 0.5X TBE [44.5 mM Tris borato,
1mME EDTA (1L)).
Adicionar 50 mi de TBE a 950 mi H,0 destilada, mezclar vigorosamente.

Bufter TE

1.0 mi de-Tris 1M

0.02 mi de 0.5 M de EDTA

Adicionar los reactivos anteriores y aforar a 100ml con agua desionizada.

Ditiotreitol (DTT)

Disolver 1545 gramos de ditiotreitol en 100 ml de agua desionizada.
Almacenar a -20°C
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Duodecil sulfato de sodio al 20 %.

Disolver 200 g de duodecil sulfato de sodio grado electroforesis en
aproximadamente 800m de agua desionizada en un vaso de precipitado de un
litro. Calentar si es necesario e 37°C en baflo marla para disolver
completamente @l duodecil sulfato de sodio en la solucidn. Aforar a un litro,
mezclar vigorosamente. La solucién es estable por 6 meses a temperalura
ambiente.

EDTAO0.SMpH 8 .

Disolver - 186,19 de Na EDTA  en aproximadamente 500 mi de agua
desionizada en un vaso de pp de 1 litro ajustar a pH de 8 . Aforar a1 litro y
mezclar vigorozamente. Eslerilizar en autaclave. La solucion es estable por un
aflo a 4°C. v

Etanol 70%
Anregar 736.84 m! de Etanol al 95% y aforar a un fitro. Aimacenar a 20"0

, Persulfato de smonio al 10% (PN)
Adicionar 0.1 gr. de APS por cada 1.0 ml. de H,0. Mezclar vigorosamente la
solucién (APS) la cual debera ser aimacenada en un contenedor con tapa de 2
agC.

Protﬂnlu K {Smg/mi).

Adicionar 10 m! de agua desionizada a un frasco de 100 mg de proteinasa Ky
agitar vigorosamente para disolver. Trasferir a una frasco de 25 m! y-adicionar
10 mi méds de agua desionizada. Almacenar en alicuotas de 5004l en tubos
para microcentrifuga y almacenar @ -20°C. La enzima es estable por 6 meses.

Sacarosa-Triton 2X

Concentracién finsl
219 g de sacarosa (0.64M)
2.42 g de TRIS base (0.02M)
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2.03 g de MgCl, -(0.01M)

20 ml de Tritén X-100 (2%).

Disolver los reactivos anteriores en aproximadamente 500 mi de agua
desionizada en un vaso de precipitado de un litro. Ajustar el pH a 7.6 utilizando
HCI 6N. Aforar @ un litro con agua desionizada y mezclar. La solucién es
estable por tres meses a 4°C.

Sacarosa-Tritdn 1X
Hacer una daluclén de |a solucion anterior 1:4 con agua desionizada.

Bolueldn ntundc de Cloruro de Sodio.

Adicionar 350 gramos de NaCl a un matraz de un litro, disolver con agua.
Agitar para disolver tanto como cloruro de sodio sea posible . Una solucién
saturada de cloruro de sodio formaré un precipitado de la sal . Almacenar a
. temperatura ambiente

TRIS1MpHS

Disalver el tris base en aproximadamente 500 ml de agua desionizada en un
vaso de precipitado de 1 litro. Ajustar el pH a 8. utilizando aproximadamente
70mi de dcido clorhidrico 6N. Aforar a 1 litro con agua desionizada y mezclar.
Las solucion es estable por seis meses a 4°C .

TRIS-HCI 1M,pH 8 m.) _

Disolver 121.1 g de Tris base en 800 mi de agua dnioniudn Ajustar pH 8.0(+
02)a temperatura ambiente adicionando 45 ml de HC! concentrado. Ajustar en

volumen final & 1L con agua desionizada y mezclar vigorosamente. La sojucion

deberi filtrarse con un filtro de poro de 0.2um.
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ANEXO C.
.-EXTRACCION.

Técnica de LIFECODES (1 mi de sangre totai)
Nota: Todos los reactivos permanecieron a 4°C durante su uso.

~1.- En un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml se agregé 1.0ml de sangre total
bien mezclada y centrifugd a 5000 rpm por § minutos, una vez terminado el
lismpo de centrifugacion cuidadasamente se remavio el plasma (fase superior),

~ Nota: Un control se pracesd junto con las muestras.

2.- Posteriormente se adicion6 1.0 ml. de Buffer de lisis celular a la fase inferior
i ‘obtenida en ia etapa anterior, se {apé y se agitd en vortex por 1 minuto.

3.- A continuaciéN se colocd en tubo de microcentrifuga y se centrifugé a 5000
rpm por 5 minutos @ 4°C. Por decantacién se elimind el sobrenante sin mover
8l botdn (o peflet) y se colocd ca¢a tubo boca abajo sobre una superficie
- absorbente (papel). '
4.- Se repitieron fas etapas 2 y 3 dos veces mds.

5.- Después se adicion6 1.0 mi de Buffer de lisis de proteinas y se agité con

vortex @ alta velocidad para resuspender fa pastilla (pellet), se centrfugé @ -

2100 rpm por 5 minutos a 4°C y se eliminé por decantacion el sobrenhdante.
6.- Se colocaron las muestras sobre hielo. '
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Nota: Se preparé la siguiente mezcla de reaccién antes de utilizarla.
Preparando un volumen total para todas las muestras mas una alicuota extra

para compensar el error de pipeteo.
Nota: La proteinasa K se colocd en hielo todo el tiempo.

7.- Se prepard la mezcla de reaccién con 225 pl de buffer de lisis de
proteinas y 25 pl de proteinasa K por cada muestra se agité y se mezcl6 bien.
8.- Se adiciond 250 i de mezcla de reaccién a cada muestra y con la punta de
la pipeta se subié y bajd el liquido para resuspender la pastilla o pellet
posteriormente se colocd el tubo en el bioque de calentamiento a 56°C.

9.- Después de que el Lltimo tubo se colacd en ei bloque de calentamiento, se
incubaron por aos horas y aproximadamente cada 15 6 20 minutos se agitd en
el vortex para resuspender el pellet o pastilla.

Nota: E| pellet nuclear se resuspendi6 completamente para obtener mejor
rendimiento.

10.- Se colocd el tubo conteniendo as muestras en el vortex por 30 segundos y
se agit vigorosamente después de la incubacién.

11.-Se centrifugd el tubo por 2 mmutos @ 5000 rpm, posteriormente se
prosigue con el proceso de amplificacion.
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Notas: La"calidad de las muestras permaneceran por mas de un afio si se
guardan a 4°C.

Técnica de Sacarosa-tritén (5 mi de sangre total).

1.- Se tomaron 5 ml de sangre con 0.5 m! de anticoagulante EDTA 0.5 M la"
muestra sanguinea se colocd en un tubo falcon de 50 mi y se ponen sobre
hiefo. |
2.- A continuacion se adicioné 1.5 mi de solucién sacarosa tritén 2X, 7.5 .
de agua destilada estéril y mezclar.

3.- Posteriormente se centrifugé a 2100 rpm durante 15 minutos a 4°C, se
decantd el sobrenadante y el pellet nuclear se lavé con § ml de solucién de
sacarosa tritdn 1X. Este pracedimiento se repitid hasta que el pellet quedo
complatamenta blanco.

4 -Unn vez que se obtuvo el pellet limpio (sin hemoglobina) se adiciond 1.5 mi
de buffor de lisis nuclear, 54 i de SDS al 20 % y 50 I de proteinasa K.

5.- El tubo se colocd en un bafio de égua a 56°C y se incubd por lo menos 2
hrs o bien dejarse toda la noche en Ii estufaa 37°C.
6.~ A continuacion al t&bo se adiciono 0.5 ml. de solucion saturada de NaCl, se
agité vimthe durante 15 segundos y se centrifugo a 2100 rpm durante
15 minutos,
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7. EI sobrenadante se coloco en un tubo limpio estéril de 15 ml y se adicion6
dos volimenes de etanol absoluto a temperatura ambiente por inversién se
mezcl6 hasta que el ADN precipitd.

6- Con una pipeta pasteur con punta sellada se enrolld e! ADN , esta punta se
sumergid en un microtubo de 1.5 mi con etanol frio al 70%; se lavo
suavemente el ADN moviendo la pipeta por 1o menos 30 segundos, y s‘e retiro
del etano! para dejar secar completamente al ADN a temperatura ambiente

9.- Se tranfirié el ADN seco a tubos pequeiios con 20041 de buffer TE pH 8.

~ 10.- Este ADN genémico se disovié a 56 °C durante 3 hrs o bien a temperatura.

ambiente toda !a noche.
NOTA: El ADN gendmico se guarda en refrigeracion o bien se puede continuar
con el proceso de amplificacion.

Extnécidn de ADN de células espermaticas.

1.- En un micro tubo de 1.5 ml con 200 il de Chelex al 5% se colocaron 3 m de

.. semen.

2.- Se adicioné 2 Il de proteinasa K (10 mg/ml)'y 7 ! de DTT 1 M, por
inversion se mezclé suavemente y se incubd a 56°C por 30 a 60 minutos.

3.- Una vez termidado el tiempo de incubacién se aditb el tubo con la muestra
on ol vortex de 5 a 10 segundos ’l alta velocidad y se centrifugé a 5 000 rpm

- durante 5 6 10 segundos y se incubd a 100°C por 8 minutos,

ns



4.- A continuacién se agité vigorosamente la muestra en el vortex durante 5 a

10 segundos a alta velocidad y se centrifugé de 2 a 3 minutos a 5 000 rpm.
NOTA: La muestra ahora esta lista para el proceso de amplificacion. Se

recomienda utilizar 20 pl del sobrenadante para la técnica de PCR y almacenar

las muestras de 2 a 8 °C. Para reutilizarse repita |a etapa 4
Extraccién de ADN de células epiteliales obtenidas de saliva.

1.- Se colocaron aproximadamente 2 ml de saliva en un tubo falcon estéril y se
adicion6 dos veces el volumen de etanol al 96%.

2.- Al dia siguiente se centrifugé el tupo a 2100 rpm por cinco minutos y
decanté el sobrenadante después se adicion6 0.5 ml de Buffer de digestion, 12
ul de proteinasa K (10mg/mi) y 15 l de DTT y se incub6 a 56°C por dos horas,
durante este lapéo se agito vigorosamente cada 15 o 20 minutos.

3.- Una vei terminado el tiempo de incubacion se centrifugé a 2100 rpm
durante 5 minutos y con mucho cuidado se separd el sobrenadante y se coloco
en un tubo estéril limpio de 1,5 mi y se desechd el pellet.

4.-Posteriormente se agregé el mismo volumen de etanol absoiuto frio al que -
88 obtuvo en |a etapa anterior y se invirtid el tubo varias veces a continuaacion
se congeld por 30 minutos. | ‘ '
5.-Una vez trascurrido el tiempo de congelacién se centrifugd el tubo a 2100
rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante por decantacion sin perder
el pellet y se colocd el tubo boca abajo sobre una superficie absorbente
(papel) para quitar sel exceso de etanol absoluto.
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6.- Después se lavé el pellet con 1.5 ml etanol al 70% a temperatura ambiente,
se centrifugd a 2100 rpm durante 15 minutos y se decanto el etanol.

7.-A continuacion se colocd la muestra en el hibridizador a 56°C hasta que el
etanol se evaporé completamente y se adicion6 200 ul de buffer TE pH 8.

8.- Se dej6é que |a muestra se disolviera toda la noche a 37°C.

NOTA:- La muestra estd lista para el proceso de amplificacion.
fl. CUANTIFICACION DEL ADN DE LAS MUESTRAS.
Preparacion del gel,

1.- Se preparé el buffer TAE necesario para la preparacion del gel y el llenado
de la cimara de electroforesis horizontal u submarina. (ver apeéndice).

2.- Se limpi6 el mblde para el gel con agua y detergente, posteriormente se
enjuag6 con suficiente agua y se dejé secar perfectamente.

3.- Una vez que se limpi6.el molde se sellaron los extremos del molde con
masking tape perfectamente y se colocé el molde sobre una superficie
horizorital a fin de que el grosor del gei fuera constante 1.5 mm y colocar el .
peine sobre el molde.

4.- Se preparb un gel de agarosa al 0.8% (ver apéndice) y una vez dusuelta Ia
agarosa, se dejo enfriar antes de vaciarla en el molde para evitar |a formacién
de burbujas y se esperd que el gel solidificara para retirar el peine, doapdés se
duito con cuidado los extremos de maskig-tape. '
5.- Se colocs 6l moide en la cAmara de electroforess.
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Migracion,

1.- Sobre una placa de microtitulacion se colocaron 3! de azul de bromofeno! y
7#1 de ADN gendmico por cada muestra y se mezclar ambos componentes.

2.- Con una micropipeta se deposité la mezcla anterior dentro del orificio del
gel de manera que la punta delapipeta quedara en forma vertical y al vaciar e}
contenido se traté de no introducir aire y de no perforar el gel.

3.- En una placa de microtitulacion se colocar6n 3 u! de azul de bromofenol y
2 pl de estandares de ADN de 5, 10, 50,100 y 200 pg, se mezclaron y se
depositaron en el gel. _
4.-Unavez qUe se colocaron las muestras, se conectd la camara a Ja fuente de
poder y se comenzo la migracién a 60 V hasta que las muestras entraron en el
gel, después se aumentd ei voltajeva 100 V. '

5.-La electroforesis se detuvo una vez que ei segundo colorante del azul de

bromofenol, llegé hasta 2 cm de la parte terminal del gel.

Tincién

1. AII finalizar la migracién, el gel se colocd en una solucién de bromuro de
etidio (2ug/wl) durante § min con agitacién en el obital a 50 rpm, se retira y se
enjuaga varias veces para quitar el exceso de bromuro de etidio.

2.- Se observo en el transiluminador de fuz UV, y la cantidad de ADN obtenida
de cada una de las extracciones se determind por comparacién con los
esténdares de concentracion conocida.
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V. AMPLIFICACION POR PCR.
El siguiente protocalo detalla el proceso de amplificacion por PCR

1.- Se programé el termociclador para 32 ciclos de amplificacion.

Cada ciclo de amplificacion consté de una etapa de desnaturalizacion a 94°C
por 60 segundos, una etapa de alineacion a 65°C por 60 segundos, una etapa
de elongacion a 72°C por 60 segundos, terminados los 32 ciclos de
amplificacion se dié un tiempo exira de 10 minutos a 72°C. '

2.- Se determind el nimero de muesiras para ampliﬂcarée incluyendo
controles positivos y negativos y se etiquetaron los tubos requeridos.

3.- Se dispenst en cada tubo 20 pi de la mezcla de reaccion, 10 pi de solucion .
de cloruro de magnesio 5 mM y se centrifugaron para que todo el liquido
quede en |a parte inferior.

NOTA: Es importante que todas |as soluciones se mezclen no mas de 30
minutos antes de empezar el proceso de amplificacion, esto es con la finalidad
de_minimizar la formacién de dimeros de primer U otros productos no
especificos

4.- Posteriormente se adiciond una gota de aceite mineral a los tubos de
reaccion. - .

5.- Se dispensd la cantidad de ADN gendmico requerido en cada uno de los
tubos con mezcla de reaccion de ia siguiente forma:

5.1.- Tubos musetra.-Se adiciond 20 i de la muos!rade(zs ai0Ong)ADNa
cadutuboottqumdo '
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5.2.- Tubos de control positivo.- Se mezcié el control positivo de ADN y se
centrifugo brevemente antes de usarse y se tomd 20 i de la parte superior. El
control positivo de D1S80 contiene ios alelos 18y 31. .

5.3.- Tubos de control negativo.- Se adicionardn 20 pl de agua destilada
estéril. '

NOTA: Al dépositar el ADN la punta de ia pipeta debe de atravesar la capa de
aceite y asegurarse de no introducirr burbujas de aire.

6.- Tan pronto como se termind de adicionar las muesiras de ADN, se
colocaron los tubos en el termociclador y se verific que |as etapas del primer
cicio fueran las adecuadas.

NOTA: El programa de amplificacion debera ser completado en
aproximadamente 2.5 horas, Las muestras ahora estan listas para el andlisis
de los productos de amplificacién por electroforesis en gel o pueden ser
“aimacenadas de 2°C a 8°C por lo menos 7 dias o a -20°C por periodos més

largos.
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V. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE) PARA DETERMINAR
LOS ALELOS Y GENOTIPOS DEL LOCUS D1S80

Montaje del molde para el gel
1.-Se lavaron las placas de vidrio con agua y detergente, se enjuagaron con

suficiente agua,

2.- Se verificd que las placas de vidrio no tuvieran residuos de detergente al

limpiarias con etanol al 95% y se dejaron secar).

3.- Se ensamblaron las placas de vidrio en forma de "sandwich", se colocaron

los espaciadoros‘ de grosor adecuado an los bordes de la placa da vidrio mas -

" larga y cuidadosamenta secolocd la placa de vidrio mas corta sobre los

aspaciadores, se presioné firmemanta los bordes con dos sujeta papeles -
grandes de cada lado y con cinla canela, se sellé al borde inferior
aseguréndose de que las esquinas quedaran - perfectamente ‘selladas.
Posteriormante se sellaron los bordes darecho e izquierdo teniendo la

. precaucion de volvar a sellar Ias esquinas.

NOTA.: Este procedimiento no debe dejar burbujas de aire entre la cinta canela
y el vidrio.

4.-Se sujmrilos bordes derecho a izquierdo una vez seliados con cinta canela

con tres sujetadores de papel grandes de cada lado de la placa y se formé un
#ngulo de 45 a 60° enire el molde (placas) y |a mesa de trabajo.
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NOTA: Esta posicion permitira la eliminacién de burbujas de aire.

Preparacion del gel

1.- Se adicionaron 30 m! de agua desionizada. 2ml. de buffer TBE 10X y 8 ml
de gel concentrado de alta resolucién a un vaso de precipitado de 100mi con
un agitador magnetico y se colocaron sobre una parrilla magnética a

temperatura ambiente y se mezclaron los reactivos.

NOTA: La etapa anterior se debera realizar répidamente debido a que en la
adicion de persulfato de amonio y TEMED comenzaré el proceso de.

polimerizacion.

2.~ Se adicioné a ia mezcla anterior 400 ul de persulfato de amonio (al 10%) y
20 pl de TEMED. Se disminuy6 la velocidad de agitacion y se homogenizé el
gel. .

3- Inmediatamente se virti6 el gel entre las placas lentamente y se mantuyo un
fluido constante evitando !a entrada de burbujas de aire.

4.- Se insertd el peine en la parte superior de las placas y se coloct el gel
sobre una superficie plana y se dejo que polimerice a temperatura ambiente por -
lo menos 45 minutos antes del corrimiento electroforético. ‘

NOTA: E! gel polimerizado puede ser aimacenado con las placas envuelto en

bolsas de plastico por 24 horas a temperatura amblente, El buffer de
corrimiento TBE 0.5X se puede afadir alrededor del peine antes de envolverlo
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an plastico para evitar la deshidratacion. Tratar de no mover la posicion del
peine mientras se guarda en las bolsas de plastico. ‘

Preparacion de la niuntu para cargar ol gel.

1.- Una vez que el gél 8o polimerizo, se marcaron los dientes del peine con_un
niarcndor de tinta indeleble sobre la superficie del vidrio y cuidadosamente se
quitd el peine, las pinzas y la cinta canela. '

2.- Se colocd el molde con el gel en la camara de electrofdresis a continuacion
se adicion6 al depdsito de la parte superior de la cémara de elecﬁoforesls
butfer TBE 0.5X y se observadé que no hubiera ningun escunimientd de! buffer
de i déposito de la' parte superior hacia la parte inferior, posteriormente se
adiciond buffer TBE 0.5X en el reservorio inferior de la cdmara.

3.-Sobre una placa de microtitulacion se colocaron 1 ul de azul de bromofenol |
y 6ui de ladder de D1S80 y se dispensaron en el gel de manera que se alteme
un caril del gel ol ladder y las muestras.

4- Sobre una placa de microtitulacion se dispensarony 1 ul de azul de

bromofenc! y 8yl de la muestra de ADN gendmico, se mezclaron y después s

dispensaron las muestras en cada pbzo del gel.
Corrimiento del gel.
1.-Se conecteron los cables de los electrodos a la cémara de siectroforésis y a

la fuente de poder y se Inicié |a electroforesis a un voltaje de 300 volts por una
hora y media.
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Desambiaje

1.- Se desconectd el sistema de electfoforesis de la fuente de poder, se
desechd el buffer dg la cdmara y se quitaron las placas de vidrio.

2.- Con una espélula ancha y con un fluido constante de agua se desprendié
cuidadosamente o gel de las placas de vidrio , se corté un pequefio tridngulo
#n una de las esquinas del gel para conocer |a orientacién del mismo.

Tincion

1.- Se adiciond en un recipiente 200 ml . de agua y aproximadamente 20 ul de
bromuro de etidio y se coloct el gel en esta solucion.

2.- Sobre un agitador orbital se coloco el recipiente con el gel @ 50 rpm por §
minutos. Una vez que ha trascurrido el tiempo de tincién se lavé el gel con

agua dp |a llave dos o tres veces mas.

Andiisisis del gel.

1.- Se. colocar el gel en el transiluninador de luz UV del Eaglo eye y se .
determinaron los alelos, ,

2.- Se verificé la colocacion del gel y por consiguiente fa posicion de las
mussiras y se observaron los alelos presentes en coda’ muestra y por
comparacion con el ladder se determinaron los genoupot y se tomé ia
fotografia eormpondumo
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ANEXD D,

ANALISTS ESTADISTTOO,
Lear Alfonso:

Enclosed are the analyses for the PM, HLA-DQALl, and D1880 data
thaz you requested. I performed the Hardy-Weinberg and Linkage
expectation tests., However, it was not possible to perform the
Linkage Tests between the Polymarker Loci and HLA-DQAL and D1S80,
I would suggest that analysis be done before publishing a
manuscript., To perform such I would need to know the cemplata
genotype of each sampls. If you could send me the HLA-DQAL,
Polymarker, and D1S8C types on each sample, I could complaete the
srnalyses. In the meantime, I have enclosed the analysis for your
review, If you would 1like to fubluh this, I would be mors than
pleased to assist you in the writing of the paper for publication.

s/i_n rely yours,
/Lw'-‘\

Bruce Budowle

RESULTS

The distributiors of observed allele and genotype fraquencies
for the PM, HLA-DQAL, and D1880 loci in the Mexican population
sarsle are shown in Tables 1, 2, 4, 5 and 6. Except for D788
(p=2.033), the genotyre frequency distributions for the loci do not
deviate from HWE based on the homoaygosity test (except for D1S80;
p=0.044), likelihood ratio test, and the exact test (Tables 3.4,
and €)., NOTB: That the D780 locus departure is a significant
deviation, but not highly significant. With a Bonferroni
correction, there ie little evidencs for ddph?ﬁfhl from HWE for
this Mexican population sampls. (since the other more powerful
ctests for HWE for D1880 are not significant, thers im no problem
with NWE for D1§80). To obtain the likelihood ratio test and the
exact test analyses the data were shuffled 1000 times for PM loci
and 2000 times for HLA-DQA1l and D18S80.

The effect on a frequency estimate of D7SB genotypas using the
groduct rule (when there is a detectable departure from Hardy-
Weinber expectations) and when using the counting method (i.e.,
csesexrvei qepotype fraquency) is demonstrated in Table 7. The
estimaze in Table 7 marked by an asterisk is the situation where
tk  product rule yielded a lcwer frequency eatimate thar the
c-.nting method, Obviously, for the genotypes D788 AA and BB,
invoxking the product rule would yield a conservative estimate. The
differearce in D768 AB genotype freguency estimates is emall (0.551
va. ¢ .40}, which suggests that the use of the product rule for
aati~sc ing D788 genctype frequencies wc.ld still provide a valid
ezs: ~aze “or foreneic cr human identity purposes (i,e., where undue
#:aa would not be generated). The departure from HWE for D788 mcst
itke"y ia due to ssmpling varisnce (and rot substructure effscts -
=ne observed homorygosity is lower than expected homosygosity) .
These 2ata &> 80 show that departures Srom HWE genarally have little
1~pAat  on 3enotype  fSregquency estimates wien independence is
assumed. :

An ana.v3is was performed to deter-ire whather or not there
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ware any detectable associations between any of the five PM loci
‘ntil the HLA-DQAL and D1S80 data are put in a format to enable
linkage analysis...]). An inter-class correlation test analysis
damonstrated that thers was only one example for correlation
batwean the alleles at any of the pairs of loci - that is GYPA and
Ge (f-o.ooz) (Table 8). NOTE: The departure is significant, not
highly significent; A Borferroni correction would suggest thac
there is no departure from independence between loci in this -
Mexican eample population; The observed and expected two-locus
genotype fraquencies are not substantially different - also
suggest.ing little affect if independence is assumed.

As an additionsl test for association, independence among the
saven loci was evaluated by examining whether or not the obsarved
variance (s,}) of the number of heteroaygous loci in the population
sampla {a within ite confidence interval under the assumption of
indeperdence using the procedure described by Brown, et al. (1980).
There was no evidence of association for the five PM loci described
in the Maxican sample population using the 2 criterion (&2 =
1.302; 95% confidence intarval of variance is 0.872-1,558,

A 2 x C contingency table exact test was used to generate a
G-statistic (1000 shuffling experimente) (Roff and Bentzen; Sokal
and Rohlf) to test for homogeneity between the Mexican and a US
Jouthwest Hilg:nlc population sample. These two groups would be
expected to the most eimilar, There wsre no significant
differences in allele frequencies for the loci -LDLR, GYPA, HBGG,
1758, G¢, and HLA-DQAl between Southwest Hispanics (Budowle, et al.
21995) and the Mexican eample. Only D1S80 was different
statistically. NOTE: This difference is not highly significant
{pe0.019). The difference in D1860 data bLetween the. sample
populations may be dus to genetic differences, lampli:g variance,
sv to small mample sizes. Regardless, the Mexican and Southwest
* .manic population data overall are similar. Additiocnally, the
@i+ laricy between the two populations for D758 also supports the
utility of the product xule for eatimating D788 genotype
frequencies. There would be no anticipated substantial differences
in DNA profile fraquency estimates if aither sample population were
ussd as a reaference database.
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Table 6. D180 observed allele frequencies in 116 unrelated

Maxicane.
ALLRLS FREQUENCY
16 0,026
17 0,017
18 0.3289
19 0.004
20 0.009
i 0.026
22 0.009
a3 0.004
24 0,168
25 0.099
26 0.013
27 0.017
20 0.047
29 0.039
30 0.129
3 0.091
33 0.000
33 0,000
34 0.004
35 0.000
36 0.009

a) Observed Homosygosity = 21.6%; Expected Homos

osity (unblased)

» 14.9%) HWE - Homosygosity Teast (ps0,044), Likq ihood Ratio Test

(p=0.395), Exact Test (pe0,305)



GLOSARIO

ADN. Acido desoxirribonucleico; macromolécula formada de una doble cadena
- de desoxirribonucledtidos. Contiene toda la informacion genéticade la célula.

ADN complementario. (ADNc) ADN cuyas bases son complementarias al
ARNm; se emplea para clonacién o como sonda especifica en estudios de
hibridizacion. :

ADN polimerasa. Enzima que cataliza la unién de desoxinucleotidos para
formar ADN de doble cadena. Esta enzima utiliza ADN de una sola cadena
como molde. ‘

Alelo. Forma alternativa de un gen; 8e encuentra en un locus particular dentro
del cromosoma. Si existen mds de dos alelos en una poblacion, se dice que el
locus presenta alelismo multiple.

ARN. ‘Acido ribanucleico, macromolécula de una sola cadena formada por
ribonucledtidos. ARNm (Acido ribonucleico mensajero); lleva informacién del
nlcleo (ADN) al citoplasma para dirigir la sintesis de proteinas.

ARN polimerasa Enzima que calaliza la formacién de ARN a partir de
ribonucledtidos 5'-trifosfato usando una cadena de ADN o' ARN como moide.

Autosoma, Cromosomas que no son los sexuales. La especie humana posee
22 pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales (gonosomas).

Cédigo gendtico. Secuencia consecutiva de tripletes (codones) de ADN y

ARN que especifican la secuencia de aminodcidos para la sintesis de
proteinas. ' :
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Codominancia. Cuando el par de alelos se expresa en el heterocigoto. Por
ejemplo, los humanos que poseen el grupo sanguineo AB muestran los efectos
fenotipicos de ambos alelos codominantes I* e 1°. _

Codoén (triplete). Grupo de tres nucledtidos continuos en el ARNm que codifica
un aminoacido especifico.

Criminalistice. Ciencia penal auxiliar que mediante la aplicacidén de sus
conocimientos, metodologia y tecnologia al estudio de las evidencias
materiales descubre y verifica cientificamente un hecho delictuoso y al o los
presuntos autoras aporlando las pruebas a los organismos que procuran y
administran justicie.

Complejo Mayor de Histocompatibllidad (CMH). Grupo de - genes
localizados en el cromosoma 6 del humano y en el cromosoma 7 de los
ratones. El CMH controla muchas actividades de las células de! sistema
inmunitario incluyendo el proceso de rechazo en transpiantes y la muerte de
células infectadas por virus por medio de los linfocitos T killer. Se han
designado simbolos para el CMH en distintos mamiferos como por ejemplo:
Humanos (HLA), perros (DLA), ratones (H-2) y rata (Rt-1).

Complejo HLA. Complejo de antigenos leucocitarios en humanos. Ocupa un
segmento de ADN de alrededor 3,500 Kb de largo localizado en el brazo corto
del cromosoma 6. La region localizada junto al telémero contiene los genes que
codifican a la moléculas clase | de histocompatibilidad (HLA-B, HLA-C y HLA-
A). La region préxima al centrémero contiene a los genes que codifican a las
moléculas clase Il (DP, DQ y DR). Los genes que codifican a los componentes -
del sistema del complemento se ubican en ia regién media del compiejo. -

Cromosoma. Corpusculos que se encuentran generaimente en 'el nucieo de

las células. Cada cromosoma esté formado por Una molécula de ADN que se
encuentra rodeada por proteinas (histonas). En las células procaridticas los
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cromosomas contienen toda la informacion genética esencial para la vida de la
célula.

Cromosomas homdlogos. Par de cromosomas que se heredan de cada
progenitor. Los cromosomas homélogos contienen |a misma secueficia lineal
de genes y como consecuencia cada gen esté presente en duplicado dentro de
la célila,

Diploide. Cantidad de material cromosémico de una célula somatica. Las
células somaticas en el ser humano contienen 46 cromosomas. ‘

Dominante. Se refiere a los alelos que manifiestan completamente su fenotipo
cuando estén presbntes en estado heterocigoto. Los alelos cuya expresion
fenotipica se enmascara por los alelos dominantes se denominan alelos
recesivos. ‘

Embalar. Es la maniobra que se hace para guardar, inmovilizar y proteger
algun indicio dentro de algun recipiente protector.

| Endogamia. Apareamiento intragrupos.

Endonuciease. Enzima que corta los enlaces internos fosfodiéster en la
molécula de ADN, Las endonucleasas de tejido somatico hidrolizan al ADN
cortando Ia doble cadena. Las endonucleasas aisladas de células en profase
meiética producen cortes en una hebra del ADN con terminacion 5' hidroxi. Los -
cortes en la cadena simple del ADN representan los primeros pasos en la
replicacion y la recombinacion.

Exon. Porcién del gen que es incluido en la transcripcién para formar ARNm.
Los exones ocupan generaimente tres distintas regiones dentro del gen que
codifica a las proteinas; i@ primera, la cual no es transcrita dentro de la
proteina. sefiala el inicio de la transcripcién y contiene las secuencias que
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dirigen al ARNm a los ribosomas para la sintesis proteica. Los exones de la
segunda regién contienen fa informecion que codifica le secuencia
aminoacidica de la proteine. L.os exones de la tercere region son transcritos a
la parte del ARNm que contiene las sefleles de terminacidn de la transcripcion
y de la adicidn de una cola de poliadenieto (poliA).

Fenotipo. Neturaleza fisica, bioquimica y fisiolégica de un individuo.
determinada, tanto por su genatipo como por el medio ambiente en el cual se
desarrolie.

Gameto, Célula germinal haploide.

Gen. Unidad minima de herencia que ocupa una posicién especlfica (locus)
dentro del cromosoma. Posee uno o mds efectos especificos en el fenotipo de
un orgenismo. Hay tres clases de genes: (1) genes estructureles que son
transcritos @ ARNm y que son transiadados dentro de cadenas polipeptidicas.
(2) genes estructurales que son transcritos a moléculas de ARNr o ARNt. y (3)
genes reguladores que no son trenscritos, pero que sirven como sitios de
reconocimiento para las enzimes y olras proteinas involucradas en ia
replicacion y transcripcion.

Genética. Ciencia que estudia la herencia.

Gendtica de poblaciones. Estudie Ia distribucion de ios genes y genotipos de
les poblaciones y el modo en que |a frecuencia de los mismos se conserven o
modifican. Trata de explicar en términos cuantitativos y predictivos el proceso
de adaptacion.Los genetistas de pobiaciones construyen modelos metematicos
para dilucidar ia interaccion de ios genes con factores como ia-seleccion,
tamafio de la poblacion, mutacion y migracién.

Genética Molecular. Subdiision de la gendlica que estudia ia estructura y
funcionamiento de los genes a nivel molecular.
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Genotipo. La constitucién genética de un organismo.

Haploide. Nimero de cromosomas de un gameto normal que sdlo contiene uno
de cada par de cromosomas. En el hombre, el nimero haploide es 23.

Hardy-Weinberg, Ley Las frecuencias génicas y genotipicas permanecen
constantes de generacion en generacion. En una situacién en donde se
considera un simple par de alelos, las frecuencias de A y a estan definidas por
Py q respectivamente. En equilibrio, las frecuencias de las clases genotipicas
son: p2 (AA), 2pq (Aa) y q2 (am). Para que se cumpla esta ley se deben de
cumplir cuatro condiciones: 1) Que el tamafio de la poblacion sea muy grande.
2) Que todos los apareamientos se lleven a cabo al azar. 3) Que todos los
alelos sean codominantes. 4) Que no lleguen alelos de fuentes extemnas.

Heterocigoto. Individuo que tiene dos alelos diferentes en un determinado
locus de un par de cromosomas homélogos.

Histonaa. ‘Protofnns altamente conservadas que al unirse al ADN forman
nucleosomas, fa unidad bésica de la cromatina.

Homocigoto. individuo que posee los dos alelos idénticos en un determinado
locus de un par de cromosomas homadlogos.

Intron. Sogmnto de ADN que, a pesar de ser transcrito, se remueve del
transcrito primario al originarse el ARN mensajero.

Kb. Kilobase (miles de pares de bases en un fragmento de ADN).
Locus (plural: foci). Localizacién exacta del gen en un cromosoma. Las

diferentes formas del gen (sielos) ocupan siempre la misma posicion o locus en
ol cromosoma. :
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Locus polimdrfico. Locus genético en una poblacion en la cual el alelo mas
comun tiene una frecuencia menor de 0.95.

Luger de hechos. Sitio donde se ha cometido un hecho que puede ser delito.

Mspa cromosémico. Determinacion de la posicion y el orden de los loci
génicos en un cromosoma, analizando especiaimente la frecuencia de
recombinacion entre éstos, :

Marcador gendtico. Es una caracteristica simple heredada, la cual es
estudiada no sélo por su interés intrinseco, sino para rastear este segmento
sobre un cromosoma. Un rasgo puede emplearse como marcador genético en
los estudios de lineas celulares, de individuos, de familias y de poblaciones si
esté determinado genélicamente, si puede clasificarse con certeza, si tiene un
patrén de herencia inequivoco y 8i presenta variaciones hereditarias |o
- suficientemente comunes para permitir su clasificacion como un poiimorfismo

genético.

Migracién. En genética de poblaciones es el movimiento de individuos entre
diferentes poblaciones de una misma especie dando como resultado un fiujo

génico.

Nucledtido. Mondmero constituido por una base (purina o piridina), un azdcar
(pentosa) y un grupo fosfato.

Oligonucledtido. Polimero corto de nucledtidos (menas de 50 bases).
P. Brazo corto de un cromosoma (de! francés petit).

PAGE. (Polyacrilamide gel electroforesis). Eleclroforesié_ en geles de
poliscrilamida. '
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Palindrome. Secuencia de ADN que es complementaria a si misma, y por
tanto, idéntica @ su cadena complementaria (ambas se leen en la misma
* direccion 5’ a 3'). Palindromes pefectos (por ejemplo, GAATTC) aparecen
frecuentemente en sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion; los
no perfectos (por ejemplo, TACCTCTGGCGTGATA) frecuentemente aparecen
en sitios de union de otras proteinas, como las represoras; palindromes
interrumpidas (por ejemplo, una repeticién invertida como GGTTXXXAACC)
ofrecen la posibilidad, de la formacién en una cadena de écido nucleico de la
estructura de horquilla de cuello y lazo como ocurre en el ARNt. Tramo corto de
ADN que tiene bases de ADN idénticas al leerlas en sentido 5' a 3' sobre cada
una de las cadenas del ADN bicatenario. Por ejemplo: 5§ ATCGAT-3' 3'
TAGCTA-5'.

PCR. (Polymerase Reaction Chain). Reaccién en cadena de la polimerasa que
sirve para amplificar secuencias especificas de ADN.

Perito. Persona experta 0 experimentada en una ciencia o arte.

Pobilacién Mendeliana. Es el conjunto de organismos que viven en un lugar
determinado y entre los cuales los apareamientos se llevan a cabo.

Poliacrilamids, Gel Preparado con una mezcla de acrilamida y N,N'-
metilenebisacrilamida en presencia de un agente polimerizante. Se forma una
maila tridimensional insoluble de cadenas monoméricas. Dependiendo de la
concentracion de cada ingrediente es posible preparar geles con diferente
tamafio de poro. Estos geles se utilizan para separar moléculas biologicas
‘como proteinas o ADN. ' ‘ :

Polimorfismo  Presencia de dos o més genotipos alternativos en una :
poblacién, determinados por factores genéticos y que presentan frecuencias
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demasiado elevadas para que puedan ser mantenidos en la poblacidn sélo por
mutacion (p.e. humanos Rh positivos y Rh negativos).

Q. Brazo largo de un cromosoma.

Recesivo. Se dice que un gen es recesivo si s6l0 se expresa cuando estd en
su forma homocigética,

Servicios Periciales. Son el conjunto de aclividades desarrolladas por
especialistas en determinadas ciencias o técnicas las cuales previo examen de
una persona, un hecho, un mecanismo, una cosa o un caddver emiten un
dictamen traducido en puntos concretos y fundado en razonamientos técnicos.
Sistema de grupo sanguineo primario. Son aquellos grupos bien conocidos y
definidos. Incluye el sistema ABO, MNSs, P, Rh, Diego, Duffy, |, Kell, Kidd,
Lewis, Lutheran, Xa y Yt

Sistema de grupo sanguineo secundario. Este sistema incluye antigenos
que 30N precursores de nuevos sistemas o productos de genes mutantes raros
en existencia. También se incluyen antigenos de alta incidencia los cuales no
han sido relacionados a sistemas mejor conocidos. Este grupo . incluye los
siguientes . antigenos: Auberger, August, Batly, Becker, Biles, Heibel, Marriot,
Orris, Raddon, etc. : B

Sonda. Molécula (oligonucledtido o anticuerpo monaclonal) que sirve para o

detectar un gen o su producto, frecuentemente con fines de diagndstico.
Taq ADN poliierasa. Erzima que es sintetizada por la bacteria termofilica

Thermus oqul(icus. Esta enzima es estable a los 95°C y se usa en la Reaccidn
en Cadena de la Polimerasa (PCR).
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Traduccién. Proceso en el cual la secuencia nucleotidica del ARNm que
contiene el mensaje genético, determina el orden de los aminodcidos, para la
formacion da la cadena polipeptidica.

Transcripcién. Sintesis de ARN sobre un molde de ADN.

WNTR (Veriable number of tandem repeats). Alelos que estén constituidos por
una secuencia base de nucledtidos unidos en tandem y que se repiten n veces
a lo largo de un locus dado. Eslos alelos pueden ser cortados con una enzima
de restriccién espacifica que produce fragmentos que difieren en tamafio
dependiendo del nimero de repeticiones presentes de la secuencia base. La
secuencia base que constituye estas regiones (alelos) contiene de 10 a 15
pares de bases. Los alelos VNTR son altamente polimérficos y debido a esto ‘
se utilizan como marcadores genéticos en estudios forenses, casos de disputa R i
de paternidad, gendtica de poblaciones, etc,
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